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EPIGRAFE

Durante séculos, poetas, curandeiros e filosofos viram e descreveram a estreita ligacao
entre sangue ¢ vida. Nao ¢ assim com a medula. Seu papel de sementeira de sangue estava

oculto, como uma semente no solo.

Tavassoli (1980) - "Medula ossea: a sementeira de sangue"

em Wintrobe's Blood: Pure and Eloquent



RESUMO

Introdugao: Neoplasias mieloproliferativas BCR::ABL 1 negativas s3o doencas hematoldgicas
caracterizadas por hiperplasia dos elementos mieloides. Trombocitemia essencial, policitemia
vera ¢ mielofibrose sdo as mais frequentes dentro desse grupo de doengas e podem ser
diferenciadas por achados clinicos, laboratoriais e genéticos. JAK2V617F ¢ uma alteracao
genética comum em neoplasias mieloproliferativas BCR::ABLI negativas e esta associado ao
haplotipo 46/1, onde localiza-se rs10974944 (C>Q), variante localizada no intron 12 do gene
JAK2 e marcador genético deste haplotipo. Esse haplotipo também influencia as alteracdes
laboratoriais, frequéncia alélica das variantes e correlagdes com neoplasias mieloproliferativas
familiares. A regido promotora também exerce papel na modulacdo dentro do cenario
etiopatogénico de outras neoplasias, todavia, nas mieloproliferativas ainda pouco se conhece
sobre a a¢do de variantes nessa por¢ao génica. Objetivo: avaliar a presenga do haplotipo 46/1
e a regido promotora do gene JAK2. Metodologia: foram incluidos no estudo 108 individuos
diagnosticados clinicamente com policitemia vera (n=39), trombocitemia essencial (n=61) e
mielofibrose (n=8). Dados clinicos, laboratoriais e analises moleculares por reacdo em cadeia
da polimerase e sequenciamento de Sanger foram importantes para obtengdao dos dados.
Resultados: No intron 12 foram identificadas, além de rs10974944 (C>QG), as variantes
rs10119004 (A>QG), rs1081515 (G>T) e rs59720809 (A>QG). Individuos com policitemia vera
e portadores do alelo G de rs10974944 apresentaram valores significativamente aumentados de
volume corpuscular médio e hemoglobina corpuscular média (p < 0,05). Por outro lado, no
grupo de trombocitemia essencial, foram observados niveis elevados de globulos vermelhos,
hematocrito e hemoglobina (p < 0,05). Foi observada uma associagdo entre a frequéncia
genotipica de rs10974944 (G) e o status da variante JAK2V617F. Individuos com o alelo G e o
genotipo GG de rs10974944 apresentaram uma associagdo significativa com o status positivo
para JAK2V617F (p < 0,05), assim como um aumento na frequéncia alélica da variante. Além
disso, rs10815151 demonstrou uma associagdo com o status negativo para JAK2V617F. Na
regido promotora foram identificadas rs6476933 (C>T), rsi89703877 (A>C), rs73389454
(A>C), rs1887428 (G>C) e rs1887429 (G>T). O alelo G de rs1887428 demonstrou-se mais
frequente em pacientes JAK2V617F positivo VAF>50%, ao passo que o alelo variante (C)
apresentou relacdo inversa. rs6476933 (C>T), rsi887428 (G>C) rsi887429 (G>T)
aparentemente criam sitios de fatores de transcricdo. Conclusao: 510974944 (G) demonstrou-
se associada ao status positivo para JAK2V617F, bem como alteracdes laboratoriais e um
aumento na frequéncia alélica da variante ao passo que rs/0815151 demonstrou-se como um
fator protetor a JAK2V617F na populagdo estudada. J& rs/887428 apresentou provavel papel
na regulacdo de JAK2, onde a criacdo de sitio de fatores de transcricdo altera a expressdo do
gene.

Palavras-chave: Janus quinase, neoplasias mieloproliferativas, haplétipo, regides promotoras
genéticas, variacdo genética.
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ABSTRACT

Introduction: BCR::ABLI negative myeloproliferative neoplasms are hematological disorders
characterized by hyperplasia of myeloid elements. Essential thrombocythemia, polycythemia
vera, and myelofibrosis are the most frequent diseases within this group and can be
differentiated by clinical, laboratory, and genetic findings. JAK2V617F is a common genetic
alteration in BCR::ABLI- negative myeloproliferative neoplasms and is associated with the
46/1 haplotype, where the rs10974944 (C>QG) variant is located in intron 12 of the JAK2 gene
and serves as a genetic marker for this haplotype. This haplotype also influences laboratory
alterations, allelic frequency of the variants, and correlations with familial myeloproliferative
neoplasms. The promoter region also plays a role in the modulation within the etiopathogenic
scenario of other neoplasms; however, little is still known about the action of variants in this
gene segment in myeloproliferative diseases. Objective: To evaluate the presence of the 46/1
haplotype and the promoter region of the JAK2 gene. Methodology: The study included 108
individuals clinically diagnosed with polycythemia vera (n=39), essential thrombocythemia
(n=61), and myelofibrosis (n=8). Clinical, laboratory, and molecular analyses using polymerase
chain reaction and Sanger sequencing were important for obtaining the data. Results: In intron
12, in addition to rs10974944 (C>Q), the variants rs10119004 (A>QG), rs1081515 (G>T), and
rs59720809 (A>G) were identified. Individuals with polycythemia vera and carriers of the
rs10974944 G allele showed significantly increased mean corpuscular volume and mean
corpuscular hemoglobin values (p < 0.05). On the other hand, the essential thrombocythemia
group showed elevated levels of red blood cells, hematocrit, and hemoglobin (p < 0.05). An
association was observed between the genotypic frequency of rs10974944 (G) and the status of
the JAK2V617F variant. Individuals with the G allele and the GG genotype of rs10974944
showed a significant association with a positive status for JAK2V617F (p <0.05), as well as an
increased allelic frequency of the variant. Furthermore, rs10815151 showed an association with
a negative status for JAK2V617F. In the promoter region, the variants rs6476933 (C>T),
rs189703877 (A>C), rs73389454 (A>C), rs1887428 (G>C), and rsi887429 (G>T) were
identified. The G allele of 751887428 was more frequent in JAK2V617F-positive patients with
a VAF>50%, while the variant allele (C) showed an inverse relationship. rs6476933 (C>T),
rs1887428 (G>C), and rs1887429 (G>T) apparently create transcription factor binding sites.
Conclusion: rs10974944 (G) was found to be associated with a positive status for JAK2V617F,
as well as laboratory alterations and an increase in the allelic frequency of the variant, while
rs10815151 was shown to be a protective factor against JAK2V617F in the studied population.
Additionally, rs/887428 likely plays a role in the regulation of JAK2, where the creation of a
transcription factor binding site alters the gene expression.

Keywords: Janus kinase, myeloproliferative neoplasms, haplotype, genetic promoter regions,
genetic variation.
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1. INTRODUCAO

As neoplasias mieloproliferativas (NMP) sdo doencas clonais de célula-tronco
hematopoiética caracterizadas por hiperplasia de um ou mais elementos da série mieloide com
maturagdo eficaz, resultando em leucocitose no sangue periférico, aumento da massa
eritrocitaria e podem evoluir para fibrose medular ou transformacao leucémica (1-3). Com uma
incidéncia de 6 casos a cada 100.000 habitantes, estas patologias atingem majoritariamente
individuos entre 60 e 70 anos, sendo a maioria do sexo masculino e de raga branca (3,4).

A Organizagdao Mundial de Saude (OMS) em sua 5 edi¢do da classificagdo de Tumores
de Tecidos Hematopoiéticos e Linfoides enquadra as NMPs nas seguintes malignidades
hematologicas: leucemia mieloide cronica (LMC) (apresenta o rearranjo BCR-ABLI),
policitemia vera (PV), trombocitemia essencial (TE), mielofibrose priméria (MF), leucemia
neutrofilica cronica (LNC), leucemia eosinofilica cronica (LEC), leucemia mielomonocitica
juvenil (LMM]J) e neoplasia mieloproliferativa, sem outra especificagdo (NNMPS) (5). TE, PV
e MF sao descritas como as BCR::ABL1 negativas mais frequentes nos individuos acometidos
por alguma NMP, as quais podem ser diferenciadas por sinais, sintomas, alteragcdes laboratoriais
e clinicas e os achados genéticos (1).

Com avancos nos estudos moleculares, passou-se a compreender melhor as vias de
sinalizacdo e achados genéticos envolvidos nas neoplasias mieloproliferativas BCR::ABLI
negativas, o que forneceu, e ainda fornece, informagdes mais precisas para o diagndstico dessas
neoplasias hematologicas. Entre as varias vias moleculares investigadas, destaca-se a
JAK/STAT, relacionada as NMPs, que tem sido objeto de estudo mais aprofundado. Nesse
contexto, o gene Janus quinase 2 (JAK?2), localizado nos cromossomos 9p24.1, assumiu papel
de destaque, por codificar a proteina Janus quinase (6). Essa tirosina quinase ¢ fundamental
para a sinalizacdo de citocinas e fatores de crescimento hematopoiéticos na via JAK/ STAT (7).
Dessa forma, variantes genéticas que levam a modificagdes estruturais em nivel de proteina
podem desregular ou alterar o processo de sinalizacao de vias hematoldgicas, tornando o JAK?2
um biomarcador de interesse (8).

Em 2005, trés grupos de pesquisa independentes identificaram uma mudanga entre
guanina (G) e timina (T) no nucleotideo 1849 do éxon 14 de JAK2: a JAK2V617F (9,10).
Classificada como uma variante missense, essa alteragdo genética causa uma substituicao entre
valina e fenilalanina no c6don 617 da cadeia polipeptidica de JAK2, o que altera seu dominio
regulatorio e leva a ativacdo constitutiva da mesma, e, consequentemente, da via JAK/STAT

(6). O resultado ¢ uma producdo desregulada de células mieloides (eritrocitos, megacaridcitos
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e granuldcitos), aspecto observado em pacientes com NMPs BCR::ABLI negativas (11). Essa
alteracdo genética tornou-se um biomarcador de interesse, identificada em torno de 90% dos
casos de policitemia vera e entre 50% e 60 % dos casos de trombocitemia essencial e
mielofibrose (4,12—14). Mesmo com protagonismo etiopatogénico nas NMPs, JAK2V617F nao
¢ uma variante germinativa, o que condicionou diversas hipoteses sobre os eventos que
antecedem a aquisi¢do dessa alteracdo genética.

Pesquisadores demonstraram uma associagao entre JAK2V617F e o haplotipo 46/1, um
conjunto de variantes da linha germinativa do gene J4K2 marcado pelas variantes rs3780367
(G), rs10974944 (G), 112343867 (C) e rs1159782 (C)(15,16). Estudos demonstraram que essas
alteracdes genéticas favorecem o aparecimento de JAK2V617F (4,15,17,18) por aumentar a
taxa mutacional de JAK2, o que pode levar a danos no DNA e erros de replicacdao (19). Com
isso, variantes que conferem uma vantagem seletiva, como ¢ o caso de JAK2V617F, sao
adquiridas e causam o distarbio mieloproliferativo clonal (20).

Além de ser identificado em pacientes NMPs de diversas populagdes, esse haplotipo
também foi associado a alteracdes laboratoriais mais acentuadas, presenca de esplenomegalia,
desregulagdo inflamatdria, casos familiares de NMPs (elevando o risco de desenvolver alguma
neoplasia mieloproliferativa em 5 a 7 vezes) e metilacdo anormal do promotor génico (21,22).

A regido promotora também pode auxiliar em uma melhor compreensdo sobre a
desregulacdo do gene J4K2 nas NMPs. Um estudo identificou uma atividade transcricional
aumentada em células com a variante rs/887428 (G), sugerindo que a ligacao aumentada do
fator de transcrigdao em 751887428 pode levar ao aumento da expressao de JAK2 e conferir uma
vantagem seletiva em células com essa variante (23).

A variante JAK2V6I17F ¢ um marcador molecular de elevada importancia para o
diagnostico das neoplasias mieloproliferativas BCR::ABLI negativas, todavia, outros
mecanismos envolvidos nessas doengas ainda permanecem pouco conhecidos. O haplétipo
46/1, em DL com rsl0974944, demonstrou-se associado a JAK2V617F em populacdes do
continente europeu, asidtico e em individuos dos Estados Unidos da América. Dados sobre a
populacdo brasileira concentram-se apenas entre individuos de estados do sudeste, ao passo que
os dados sobre a populagdo Amazdnica ainda sdo desconhecidos. Informagdes sobre a regido
promotora nessas populagdes sdo ausentes, o que denota uma lacuna na investigagdo do
contexto molecular das NMPs.

O desenvolvimento do presente projeto visa contribuir para uma melhor compreensao
dos fatores genéticos e moleculares envolvidos nas NMPs, permitindo a melhora de testes

diagnosticos para a detec¢do mais especifica destas patologias, bem como a possibilidade de
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identificacdo de fatores de risco de pré-disposicdo e hereditarios, vislumbrando o
desenvolvimento de testes preditivos no futuro para familiares de pessoas com diagndstico para
essas patologias. A pesquisa também contribui com a investigagdo do perfil genético dos
pacientes NMPs atendidos na Fundagdo Hospitalar de Hematologia ¢ Hemoterapia do
Amazonas (FHEMOAM), visando proporcionar beneficios para a propedéutica e terapéutica

dos pacientes atendidos na fundagdo.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Hematopoiese

A hematopoiese, do grego “haime” (sangue) e “poiesis” (criar/fazer), consiste em um
conjunto de eventos celulares, metabolicos e genéticos responsaveis pela produgdo,
diferenciag¢@o e maturacdo das células que compdem o sangue e o sistema imunoldgico (24,25)
(Figura 1). Por meio deste processo, sdo geradas cerca de 500 bilhdes de células
hematopoiéticas a cada dia, as quais exercem fung¢des relacionadas ao transporte de nutrientes

e oxigénio, agdo imunologica e hemostasia (26,27).
Esses elementos celulares sdo originados a partir de células-tronco hematopoiéticas
(CTH), as quais possuem capacidade de diferenciacdo em progenitores de todas as linhagens,

alta capacidade proliferativa e autorrenovagdo para manutencdo do pool hematopoiético
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Figura 1: Modelo classico de hematopoiese e seus subprocessos: Mielopoiese (que engloba as etapas de
eritropoiese, megacariopoiese, granulopoiese e monocitopoiese) e Linfopoiese. Legenda: P - policromatico; O -
ortocromatico; B - basofilo; N - Neutréfilo; E - eosinofilo.

Fonte: Liggett e Sankaran (2020) — adaptado.
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De acordo com o modelo classico de diferenciacdo de células sanguineas, as células-
tronco hematopoiéticas pluripotentes, localizadas na medula-6ssea (em individuos adultos),
passam por uma sequéncia de eventos mediados por reguladores do microambiente medular
(interagdes célula-célula ou secrecdo de citocinas) que sdo essenciais para o processo de
sobrevivéncia, prolifera¢dao, maturagdo e ativacao funcional (24,30).

Conseguinte a estes eventos, estas células diferenciam-se em células-tronco
multipotentes de duas linhagens (27): a linfoide, que passam pelo processo de proliferacao e
diferenciagdo para originar os linfocitos B, T e células Natural killer; e a mieloide que se
prolifera e diferencia-se em granulocitos (basofilos, neutréfilos e eosindfilos), monocitos,
eritrocitos € megacariocitos(28), como pode ser observado na figura acima.

Apos diversas descobertas, foi proposto um novo modelo, demonstrado na Figura 2,
para representagdo da hematopoiese. O modelo baseia-se em descobertas recentes obtidas por
meio de estudos em transcriptomica, os quais demonstraram que a diferenciacdo e maturacao
da linhagem hematopoiética ocorre de forma continua em vez de em estagios pontuados, como

sugere o modelo classico (31).
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Figura 2: Modelo atual da hematopoiese, baseado em proliferacao continua dos elementos sanguineos.
Fonte: Bao, Cheng, Sankaran, 2019 (31) — adaptado.

Independente do modelo estudado, é sabido que todo este processo hematopoiético
¢ finamente regulado e dependente de uma orquestragdo coordenada e recep¢do de sinais

extrinsecos envolvendo diversas vias de sinalizacdo relacionada a fatores de transcri¢ao (TF)
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que medeiam a expressdo de genes hematopoiéticos (32). Logo, alteracdes em genes
hematopoiéticos, fatores de transcri¢do ou vias de sinalizagdo da hematopoiese (33) podem
levar alteragdes patologicas, incluindo neoplasias hematologicas e, dentro deste grupo,

encontram-se as neoplasias mieloproliferativas.

2.2. Neoplasias mieloproliferativas

As neoplasias mieloproliferativas (NMP) consistem em um grupo de malignidades
hematoldgicas clonais caracterizadas por hiperplasia e excesso de um ou mais elementos da
linhagem mieloide devido ao acometimento das células-tronco hematopoiética (3,4,31). Essas
patologias compartilham variagdes genéticas (substituicdes, insergoes, delecdes ou
translocacdes) que ativam constitutivamente as vias fisiologicas de transduc¢dao de sinal
responsaveis pela hematopoiese, levando ao aumento na proliferacao mieloide, sem prejuizo na
maturacao e diferenciacdo celular e culminando no aumento da massa referente aos eritrocitos,
elevacao dos leucdcitos no sangue periférico (leucocitose) e trombocitose (3,4,31,34).

Com incidéncia de 6 casos a cada 100.000 individuos, estas patologias atingem
principalmente individuos entre a sexta e a sétima década de vida, do sexo masculino,
caucasianos (3,4,34). Seus sinais, sintomas, achados genéticos, diagndstico e tratamento hoje
em dia sdo bem elucidados, mas até chegar a estes parametros e conceitos, uma longa

caminhada de descobertas cientificas foi tracada.

2.2.1. Historico das neoplasias mieloproliferativas

O processo de descobertas das NMP iniciara entre 1845 e 1880, quando David Craigie
(1793-1866), John Bennett (1812-1875) e Rudolph Virchow (1821-1902) descreveram os
primeiros casos de Leucemia Mieloide Cronica (LMC) como “hipertrofia do baco e do figado
em que a morte ocorreu por supuracao sanguinea” (35-37). Considerando estas descobertas e
os conhecimentos hematologicos da época, Franz Ernst Christian Neumann (1834-1918)
propds, em 1868, que a “medula dssea ¢ um importante 6rgao para a formacao do sangue [...],
atuando continuamente na formacao de novo dos globulos vermelhos™ (38).

Neumman também propds a hipotese de que a medula abrigava células-tronco
responsaveis pela producao dos elementos sanguineos. Vérios estudiosos da época debrucaram-
se a investigar melhor as proposi¢des estabelecidas por Neumman, e dentre eles estava Paul
Ehrlich que, em 1880, classificou as leucemias de acordo com a linhagem acometida, dividindo-

as em leucemias mieloides e linfoides (35).
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Em 1879, Gustav Heuck (1854-1940) descreveu os dois primeiros casos de mielofibrose
(MF) em dois jovens, descrevendo como principais tragos caracteristicos a presenca de
leucodcitos anormais, esplenomegalia e blastos circulantes (35,39). Treze anos depois, em 1892,
o médico francés Louis Henri Vaquez (1860-1936) foi o primeiro a descrever uma patologia
hematologica caracterizada por aumento do figado e baco (hepatoesplenomegalia), taquicardia,
cianose e eritropoiese aumentada, pontos também notados por Willian Osler (1849-1919) em
alguns de seus pacientes (10,40).

Osler, em 1903, realizou uma revisdao descritiva de seus pacientes com estas
caracteristicas, associando com casos similares ja citados na literatura da época, descrevendo-
os de forma mais minuciosa, o que levou a nomea-la por “policitemia com cianose”, atualizada
anos depois pela nomenclatura de “policitemia vera” (PV) (35). Outra descoberta foi a da
trombocitemia essencial (TE), descrita em 1934 por Emil Epstein (1875-1951) e Alfred Goedel
como uma doenga hemorragica com trombocitose evidente (35).

Partindo das informagodes disponiveis na literatura da época, William Dameshek (1900-
1969) percebeu similaridades entre LMC, PV, MF e TE, descrevendo-as como ‘“patologias
correlacionadas” devido a alteragdes na medula 6ssea desencadeadas ainda nao identificadas
(10,35). Foi neste momento que surgiu o conceito de “sindromes mieloproliferativas” proposto
por ele no ano de 1951 (10). Além da abordagem clinica estabelecida na época, Dameshek ja
considerava a possivel relacdo dos fatores genéticos no desencadeamento dessas neoplasias,
pensamento também compartilhado por outros estudiosos, o que fomentou ainda mais a
genética como um dos focos para a elucidacao das NMPs (10,41,42).

O evento que solidificou a genética como uma das principais aliadas no diagnoéstico das
NMPs foi também a primeira associacao entre uma anormalidade cromossdmica e uma doenga
oncoldgica descrita na historia da Medicina (43). Em 1960, Peter Noweel (1928-2016) e David
Hungerford (1927-1993) identificaram o ‘“cromossomo Filadélfia (Ph)”, alteracao
cromossOmica presente em grande parte dos pacientes com LMC (44-47). Em 1973, Janet
Rowley (1925-2013) analisou esta alteracdo com o uso da técnica de fluorescéncia de
quinacrina, na qual observou que o cromossomo Ph, translocagdo reciproca entre os bracos
longos dos cromossomos 9 e 22, origina o BCR-ABLI, um gene hibrido que codifica uma
proteina de 210 kDa (quilodaltons) com atividade de tirosina quinase, a qual acomete o
crescimento e diferenciagdo celular de células hematopoiéticas na LMC (35,44,46-50).

Duas décadas depois a genética voltou a impactar nos conceitos relacionados a
patogénese das NMP. Em 2005, diversos grupos independentes publicaram estudos

descrevendo uma variante genética relacionada ao desenvolvimento destas patologias: a
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JAK2V617F, encontrada em 95% dos pacientes com PV e em 50-60% dos pacientes com TE e
MF (4,12,49). Assim como o rearranjo BCR::ABLI, JAK2V617F revolucionou o diagnostico e
tratamento das NMP, tornando-se um dos critérios mais especificos no diagnostico das NMP(4).
Outras descobertas envolve a descoberta da variante MPLWS515L e variagdes somaticas no gene
CALR (gene da calreticulina) (51).

Todos estes eventos, resumidos na Figura 3, podem ser divididos em duas eras distintas:
Era clinica das Neoplasias Mieloproliferativas Cronicas e Era Genética das Neoplasias
Mieloproliferativas cronicas, as quais foram de extrema importancia para os conhecimentos
relacionados a NMPs e seu diagndstico.

Era Clinica das Neoplasias Mieloproliferativas Cronicas Era Genética das Neoplasias Mieloproliferativas Cronicas
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Figura 3: Principais marcos historicos envolvendo as descobertas relacionadas as NMPs. Legenda: LMC:
leucemia mieloide cronica; MO: medula 6ssea; MF: mielofibrose; PV: Policitemia vera; TE: trombocitemia
essencial; Ph: Filadélfia.

Fonte: Torres et al., 2022(51) - adaptado.

2.2.2. Caracterizacdo das Neoplasias mieloproliferativas

De acordo com as determinagdes estabelecidas pela OMS na tltima edi¢cdo do “WHO
Classification of Tumours of Haematopoietic and Lymphoid Tissues”, de 2022, as Neoplasias
Mieloproliferativas incluem as seguintes malignidades hematoldgicas: LMC positiva para o
rearranjo BCR-ABLI, PV, TE, MF, leucemia mielomonocitica juvenil (LMM]J), leucemia
eosinofilica cronica (LEC), leucemia neutrofilica cronica (LNC), e neoplasia mieloproliferativa
nao especificada (NNMPS) (5). Desse grupo, PV, TE e MF sdo as mais frequentes entre as
NMPs BCR::ABLI negativo (4) e a suas distin¢des sdo baseadas na integracdo de achados do
sangue periférico, dados genéticos e moleculares e avaliagdo de bidpsia da medula 6ssea, uma

vez que nenhum desses parametros isolados fornece um diagnostico fidedigno (5).

2.2.2.1. Policitemia vera (PV)
A PV ¢ uma neoplasia hematoldgica indolente, caracterizada por proliferagdo
exacerbada dos elementos da série eritroide e aumento na contagem dos granuldcitos e

trombocitos, em alguns casos (11). De acordo com a OMS, dois estagios clinicos da PV sao
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reconhecidos: um policitémico, associado com nivel elevado de hemoglobina, hematdcrito
elevado e aumento da massa eritrocitaria, e um de mielofibrose pos-policitémica, caracterizado
por citopenias associadas a hematopoiese ineficaz, fibrose da medula 6ssea, hematopoiese
extramedular e hiperesplenismo, sendo o ultimo estagio uma forma grave e com progndstico
pouco favoravel (4,52).

Dentre as BCR::ABLI negativas (também chamadas de NMP classicas), a PV ¢ a mais
frequente, apresentando uma incidéncia de 0,5 — 4,0 casos a cada 100.000 em individuos
australianos, europeus, coreanos, neozelandeses e norte-americanos com idade entre 60 e 65
anos (4,36,53-55). No Brasil, a epidemiologia da PV ndo ¢ bem elucidada em virtude dos
escassos estudos envolvendo esta neoplasia. Entretanto, um estudo realizado em 2018 avaliou
casos de NMPs em Santa Catarina ¢ constatou uma incidéncia 0,35 casos a cada 100.000

individuos, sendo a maioria sexo feminino com idade média de 67 anos (56).

2.2.2.1.1. Critérios de diagnostico

Os critérios que norteiam o diagnostico da PV sdo descritos pela OMS, a qual estabelece
o diagndstico por meio da implementagao de parametros maiores € menores (Quadro 1). Tem-
se o diagnostico conclusivo quando o paciente apresenta 3 critérios maiores ou 2 critérios
maiores ¢ um menor. O critério relacionado ao aumento de 25% massa eritrocitaria, ainda
presente na classificacdo de 2016 (4), foi removido da nova edi¢do devido a sua escassa

aplicacdo na pratica clinica de rotina, o que justificou sua remog¢ao como critério diagnostico

(3.

Quadro 1: Critérios de diagnosticos para policitemia vera (OMS, 2022)
CRITERIOS MAIORES

Hemoglobina de > 16,5 g/dL ou hematocrito de > 49% para homens; e hemoglobina de > 16,0
g/dL ou hematocrito de > 48%

Presenca de Panmielose (hipercelularidade ajustada a idade com crescimento das trés linhagens
mieloides — eritrocitos, granulodcitos, megacaridcitos) em biopsia da medula 6ssea

3 Presenca da variante NM_004972: JAK2V617F ou variantes no éxon 12 do gene JAK2

CRITERIO MENOR

1 Nivel sérico de Eritropoietina abaixo da normalidade

2.2.2.2. Trombocitemia essencial
A trombocitemia essencial (TE) caracteriza-se pelo elevado numero de plaquetas no

sangue periférico (> 450 x 10%/L), causado por hiperplasia megacariocitica na medula dssea,
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com alteracdo de outros setores medulares (eritrocitico ou granulocitico) de forma qualitativa
ou quantitativa (4,11,44). Assim como na PV, a TE possui grande risco de causar eventos
hemorragicos e trombdticos, pode evoluir para Leucemia Mieloide Aguda (LMA) e, em raros
casos, para mielodisplasia s(52,57). Ainda ndo existem marcadores bioldgicos ou genéticos
especificos para TE e a presenga de trombocitose isolada ndo € pardmetro conclusivo para
diagnostico, fazendo-se necessario a investigacdo sobre a origem da plaquetose a fim de
descartar outras NMPs (4).

Esta patologia acomete individuos entre a quinta e a sexta década de vida, com uma leve
prevaléncia entre mulheres, sendo rara em criancas (58). Segundo a OMS, os dados
epidemiologicos da TE ndo sdo totalmente conhecidos e grande parte baseia-se em estudos
realizado por institui¢des de pesquisa. Dados do Programa de Vigilancia, Epidemiologia e
Resultados Finais dos Estados Unidos da América apontam a incidéncia de 2001 a 2016 como
sendo de 1,14 casos a cada 100.000 habitantes (55).

Essa incidéncia se distribui de forma dispar entre a populacao norte-americana, onde
individuos negros sdo mais acometidos por TE do que outros grupos étnicos (59). Na Republica
da Coreia os dados sdo diferentes, havendo uma incidéncia estimada em 2,4 casos a cada
100.000 habitantes; na Nova Zelandia, a incidéncia € a de 0,99 casos a cada 100.000 habitantes
(59).

Hé poucos estudos epidemioldgicos sobre TE em territorio brasileiro, todavia, uma
pesquisa realizada na Unidade de Alta Complexidade Oncologica do Hospital Sao José, no
municipio de Criciuma, Santa Catarina, descreveu esta patologia como a de maior incidéncia
entre as NMPs, com 0,7 casos a cada 100.000 habitantes ao ano, a maioria mulheres com idade

média de 57 anos (56).

2.2.2.2.1. Critérios de diagndstico

Para que um paciente seja diagnosticado com TE faz-se necessario o cumprimento de
trés critérios maiores ou dois critérios maiores € um menor, como estabelecido pela OMS
(4,60). Esses critérios levam em consideracdo a avaliagdo qualitativa e quantitativa da linhagem
megacariocitica, presenca de trombocitose e identificacdo de variantes genéticas associadas a
presenca da patologia, como descrito no Quadro 2. Ressalta-se que esses critérios ndo foram

alterados na nova classificagdo da OMS por estarem bem estabelecidos na pratica clinica (5).
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Quadro 2: Critérios de diagnosticos para trombocitemia essencial (OMS, 2022)

CRITERIOS MAIORES

1 Contagem de plaquetas > 450 x 10°/L

Biopsia de medula dssea demonstrando hiperplasia megacariocitica, com megacariocitos maduros,
hiperlobulados, raro desvio a esquerda para neutropoiese ou eritropoiese

3 Auséncia de critérios para PV, MF, LMC ou outra NMP

4 Presencga de mutagdes em JAK2, MPL ou CALR

CRITERIO MENOR

1 Presenca de algum marcador clonal ou auséncia de trombocitose reativa

2.2.2.3.Mielofibrose

A mielofibrose (MF) origina-se a partir de processos diretamente advindos da
desregulacdo da hematopoiese (Mielofibrose Primaria) ou por evolucao de outras patologias
hematolégicas como TE ou PV (Mielofibrose secundaria). A mielofibrose (MF) ¢ a NMP que
possui o pior prognéstico, caracterizada pela proliferacdo de megacaridcitos
predominantemente anormais e granulocitos na medula Ossea, que na doenca totalmente
desenvolvida estd associada a deposicao reativa de fibras de colageno e hematopoiese
extramedular (4,11,57). Essa patologia apresenta dois estagios: um pré-fibrotico (medula 6ssea
hipercelular com auséncia ou fibrose de reticulina minima) e um fibrético (reticulina marcada
ou fibrose de colageno na medula dssea e, frequentemente, osteosclerose) (4).

A MF acomete homens e mulheres entre a sexta e a sétima década de vida (4) e apresenta
uma incidéncia de 0,33 casos a cada 100.000 individuos ao ano na América do Norte (55); 0,4
casos a cada 100.000 na Republica da Coréia (54); e 0,88 casos a cada 100.000 individuos na
Nova Zelandia (55). No Brasil, um dos poucos dados epidemioldgicos sdo advindos de um
estudo realizado no estado de Santa Catarina, onde a incidéncia de casos de MF foi de 0,23

casos por 100.000 individuos ao ano com idade média de diagndstico de 66,71 anos (56).

2.2.2.3.1. Critérios de diagndstico

Os critérios de diagnodstico para MF estabelecidos pela OMS sdo categorizados de
acordo com a fase pré-fibrotica e a fase fibrotica da MF (4,5) (Quadro 3). Para o diagndstico da
MF pré-fibrotica € necessario que sejam atendidos todos os critérios maiores € no minimo um

critério menor confirmado duas vezes.



35

Quadro 3: Critérios de diagnésticos para mielofibrose primaria (OMS, 2022)(4,5)
CRITERIOS MAIORES

Proliferagdo megacariocitica exacerbada ¢ atipica sem fibrose medular de reticulina; medula
hipercelular, aumento da granulopoiese ¢ diminui¢ao da eritropoiese

Auséncia de critérios de diagnostico para LMC, PV, TE, sindromes mielodisplasicas e outras
neoplasias mieloides

Presenc¢a de mutacdes no gene JAK2, CALR ou MPL; presenca de outro marcador clonal; auséncia
de fibrose reticulina da medula 6ssea reativa menor

CRITERIOS MENORES

Anemia
Leucocitose > 11 x 10°/L

Esplenomegalia palpavel

[ IRSEE SERY

Nivel de lactato desidrogenase acima do valor de referéncia

Para o diagnodstico de MF fibrotica € necessario o cumprimento de 3 critérios maiores e
um critério menor, o qual deve ser confirmado duas vezes (4) (Quadro 4). Os critérios sao bem
similares ao de MF pré-fibrotica, destacando-se como maior diferencial a presenca de reticulina
e fibras de colageno detectada através do exame de bidpsia de medula Ossea e a

leucoeritroblastose, as quais sao caracteristicos da fase fibroética.

Quadro 4: Critérios de diagnosticos para mielofibrose primaria fibrotica (OMS, 2022)

CRITERIOS MAIORES

1 Proliferagdo megacariocitica exacerbada acompanhada por reticulina e/ou fibrose de colageno

Auséncia de critérios de diagnodstico para LMC, PV, TE, sindromes mielodisplasicas e outras
neoplasias mieloides

Presenca de variantes no gene JAK2, CALR ou MPL; presenca de outro marcador clonal; auséncia de
fibrose reticulina da medula 6ssea reativa menor

CRITERIOS MENORES

Anemia

Leucocitose > 11 x 10°/L

Esplenomegalia palpavel

Nivel de lactato desidrogenase acima do valor de referéncia

N| | W N -

Leucoeritroblastose

Como pode-se observar, tanto na MF quanto em PV e TE, os achados genéticos sdo
ferramentas uteis ao diagnostico das NMPs (4). Essas variantes sdo caracteristicas destas
patologias e assumem papel importante no processo de desregulacdo da via de sinalizacdo

dessas patologias.

2.2.3. Via de sinalizacio das neoplasias mieloproliferativas
Os conhecimentos acerca dos mecanismos pelos quais um sinal extracelular pode

modificar a biologia de uma célula, ativando o processo de transcri¢ao, foi bastante estudado e
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levou a uma melhor compreensdo sobre os conceitos envolvidos na sinaliza¢do do receptor de
citocinas e suas fungdes nas doengas hematopoiéticas (61). Uma dessas vias de interesse € a
JAK-STAT (Figura 4), a qual possui papel central na sinalizacdo de citocinas a partir da
regulacdo da proliferagdo celular, diferenciacdo, sobrevivéncia, resposta imune ¢ oncogénese

(61,62).

Meio extracelular Citocina

Receptor

SOCS

Citoplasma /7 ’ o ' = @

STAT

1. Proliferagdo
2. Diferenciagio
3. Apoptose celular

Figura 4: Processo de sinalizagdo da via JAK/STAT. O receptor [1], apds a ligagdo de citocinas [2], sofre
mudangas em sua conformagdo, que ativam os JAKs (Janus quinase) ligados ao receptor [3], que, por sua vez
fosforilam os receptores, posteriormente usados como um local de docking para as moléculas STATS (transdutor
de sinal dos fatores de transcrigdo e ativador da transcrigdo) [4, 5]. STATSs sdo fosforiladas pelas JAKs [6], que
induzem sua homodimerizacdo ou heterodimerizacdo [7] e subsequente trafego para o nicleo [8] onde regulam
atuam regulando a transcrigdo de genes relacionados a proliferacéo, diferenciagdo e apoptose celular. A atividade
da via JAK2-STAT ¢é regulada negativamente por SOCS1 (supressor de sinalizago de citocinas tipo 1)(61).
Fonte: Paes (2023).

A via JAK-STAT pode ser definida como uma cascata de sinalizacdo simples, na qual
a citocina requer apenas trés componentes (receptor, quinase e fator de transcri¢ao) para iniciar
uma resposta (62). Essa via comeca pela ligacdo de uma citocina ao seu receptor cognato
(eritropoietina, trombopoietina, receptor de fator estimulador de colonia de granuldcitos,
interleucina 3 e 5), ativando-o (54,61,63). Em seguida, JAK2 ¢ ativada e promove o
recrutamento para o complexo receptor do transdutor de sinal dos fatores de transcri¢do e
ativador da transcricdo (STAT) 3 e STAT que, por sua vez, sdo fosforiladas pelas JAKs, que
induzem sua homodimerizagao ou heterodimerizagao e subsequente trafego para o nticleo onde
regulam a transcricdo de seus genes alvo (57,63). Uma vez no nucleo, as moléculas STATSs
ligam-se a sequéncias promotoras de DNA especificas que resultam na transcri¢do de genes

que regulam os processos de proliferacdo, diferenciacdo e apoptose celular (54,57,61,63). Além
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da ativacdo de STAT, a sinalizagdo de JAK ativa outras vias de sinaliza¢do, como proteina
quinase ativada por mitogénio (MAPK), fosfatidilinositol-3'-quinase (PI3K) e AKT/alvo de
rapamicina de mamifero (mTOR) (61).

A regulagdo negativa da via JAK-STAT ¢ mediada por supressor de sinalizacdo de
citocinas tipo 1 (SOCS1) e proteina adaptadora de linfécitos (LNK), as quais agem como
inibidores da via (63). O SOCS1 atua negativamente através da inibi¢ao da atividade da quinase
JAK2 competindo com os dominios SH2 STATs por sitios de ligacdo no dominio
citoplasmatico do receptor ou por meio da degradagao proteassomal de proteinas de sinalizagao
por ligacdo ao dominio JH1 de JAK2, inibindo a ativagdo de todas as outras vias associadas a
JAK-STAT (2).

Estudos atestam que o prolongamento da sinalizagdo JAK-STAT leva ao
desenvolvimento aberrante de células-tronco hematopoiéticas e doencas hematoldgicas
malignas (10,63-65). Tal evento pode ser desencadeado pela presenca de variagdes genéticas
de ganho de fung¢do no gene JAK?2, que codifica a proteina com o mesmo nome. Essas variantes,
quando presentes, podem causar a ativacao constitutiva da via, resultando em mieloproliferagao

e produgao de citocinas, fendtipo definitivo das MNPs (63,65,66).

2.2.4. Gene Janus quinase (JAK?2)

O gene Janus quinase 2, ou simplesmente JAK2 (RefSeq,: NG 009904.1; ID HGNC:
6192), ¢ um gene com 149.939 pares de bases (pb), localizado no cromossomo 9p24.1(67)
(Figura 5A), possui uma regido codificante com 25 éxons e 25 introns e sofre splicing
alternativo.

Esse processo de excisdo dos introns e juncdo dos éxons originam 7 transcritos
codificantes de tamanhos que variam 6.582 e 7.151 pb (figura 5B), conforme dados do Centro
Nacional para a Informacgao Biotecnoldgica (National Center for Biotechnology Information -
NCBI) (68). Esses, por sua vez, codificam trés isoformas (A, B e C) da mesma proteina, a qual
também recebe nome de Janus quinase 2 (JAK2) pelo fato de apresentar dois dominios
simétricos (JH1 e JH2), de forma semelhante a figura do deus Janus, da mitologia romana
(67,69,70).

As proteinas JAKs consistem em uma familia de quinases citoplasmaticas nao-
receptoras que englobam quatro tipos proteicos em mamiferos: JAK2, que faz parte da
sinaliza¢do de receptores homodiméricos, como o receptor de eritropoietina (EPOR), receptor
de trombopoietina (MPL) e receptor de fator estimulador de colonia de granulocitos (G-CSFR),

usada também por alguns receptores heterodiméricos; e JAKI, JAK3 e tirosina quinase 2
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(TYK?2), uteis na sinalizagdo de receptores heterodiméricos (57,63,66). Essas proteinas sdao
relativamente grandes com cerca de 1.150 aminoacidos e com peso molecular variando entre
116-140 kDa (71). Dessas, JAK2 merece destaque devido ao seu protagonismo no mecanismo

de proliferacao hematopoiético, especialmente em relagdo as NMPs.

ﬂ Cromossomo 9p24.1
|| I

Gene Janus kinase 2 (JAK2) - NG_009904.1

N J
N
149.939 pb

B Transcritos de JAK2

NM._00497 2. 4 R R R R 3,8 7.023 pb
INIML_001:322.194. 2 7.151pb
NI\'[7|]01322195,2 ] 6.669 pb
NIV 001322210 6.2 ] 6,940 pb
INIML_ 001322220 4.2 [ 6552 pb
NM_001322198.2 6.928pb
NM_001322199.2 6.870pb

NR_169763.1¢ 1 7.040pb

NR_169764.11

16.957pb

1 Regido promotora [ Introns [ KExons [ Regiioterminadora [ RNAm [ RNA linear (nio codificante)

Figura 5: Localizacdo, estrutura e transcritos do gene JAK2. Composto por 149.939 pb por onde distribuem-se 25
éxons, 25 introns, promotor e terminador, o gene JAK?2 localiza-se no cromossomo 9p24.1 (A) e passa pelo
processo de splicing alternativo, onde sdo gerados 9 transcritos (B). Desses, apenas 7 sdo codificantes e o
NM_001322194.2 ¢ estabelecido como o transcrito de referéncia para a proteina.

Fonte: Paes (2023).

JAK2 ¢ constituida por 4 dominios: dois dominios quinases, JH1 (tirosina quinase,
cataliticamente ativo e localizado na por¢do C terminal) e JH2 (pseudoquinase, cataliticamente
inativo), onde JH2 ¢é responsavel por inibir o dominio JH1 e promover a ativacdo dependente
de citocinas; um dominio do tipo FERM (4. I/ezrin/radixin/moesin) constituido pelos dominios
homologos JHS, JH6 e JH7, localizado na por¢ao N terminal e que € responsavel pela ligagao
nao-covalente de JAKs ao receptor de citocinas; e um dominio do tipo SH2 (Src Homologia 2)
que contém os dominios homologos JH4 e JH3 (57,72) (Figura 6).

Estudos realizados em camundongos revelam que a delegdo homozigotica da linha
germinativa dos alelos JAK2 resulta em letalidade embrionaria devido a eritropoiese ineficaz,

visto que os progenitores hematopoiéticos deficientes em JAK2 ndo respondem a estimulagdo
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da eritropoietina (63,66), o que demonstra a importancia de se conhecer mais sobre os aspectos
genéticos envolvendo esta proteina, incluindo as variagdes genéticas que a acomete, tal como

JAK2V617F.

JH7-JH5 JH4-JH3 JH2 JH1

NH3 —[ FERM ]—[ SH2 ]—[ PSEUDOQUINASE ]—[ QUINASE ]— COOH

INATIVO ATIVACAO PRESENCA DE JAK2V617F

1 [2] 3
ﬁ

Sitio de Pseudoativacgo ~ Domihio catalitico

Sitio de Ativagdo Mutacdo altera estrutura de pseudoativacdo

Figura 6: Estrutura da proteina JAK2. E constituida por um dominio FERM (JH7-JH5), SH2 (JH4-JH3),
pseudoquinase (JH2) e quinase (JH1), que ¢ inibida pela por¢do pseudoquinase que, por sua vez, € o dominio onde
localiza-se a variante JAK2V617F [A]. A presenca de JAK2V617F altera a estrutura do sitio de pseudoativacdo
[B1, B2] que se liga ao dominio catalitico da por¢do quinase [B3], promovendo a ativacdo constitutiva da proteina,

desencadeando o distirbio mieloproliferativo clonal.
Fonte: Chen e Mullally, 2014(73) — adaptado.

2.2.4.1. JAK2V617F

Identificada em 2005, JAK2V617F (ID dbSNP: rs77375493) € uma variante somatica
adquirida com ganho de fungdo, a qual surge a partir da troca de uma guanina (G) por timina
(T) no nucleotideo 1.849 do éxon 14 de JAK2, que ocasiona a substitui¢do entre valina (V) e
fenilalanina (F) na posi¢do 617 da cadeia polipeptidica, afetando o dominio JH2 da proteina
(Figura 6.B2) (63,69).

Essa variante interrompe a atividade auto inibitéria de JH2, levando a ativacdo
constitutiva de JH1 e, consequentemente, da via JAK-STAT, interferindo na sinaliza¢do correta
dos receptores de eritropoietina, fator estimulador de coldnia granulocito, fator estimulador de
colonia granuldcito-mondcito e trombopoietina. Este processo causa a transformacao de células
hematopoiéticas em crescimento independente de citocinas, promovendo assim a tumorigénese,
progressdo tumoral e inflamac¢do causada pela estimulacdo continua no interior da célula

hematopoiética, fenotipo definitivo das NMPs (36,65,74,75).
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Diversos estudos sugerem que a variante supracitada surge em uma célula-tronco
hematopoiética multipotente, a qual adquire vantagem seletiva sobre a célula hematopoiética
multipotente normal e promove a diferenciagdo mieloide, levando a um fendtipo
mieloproliferativo. Desta forma, o clone mieloide anormal expande e interrompe o
microambiente medular, promovendo um nicho maligno que favorece as células-tronco
mutadas em relagdo as normais, levando a uma eventual mobilizagdo das células maduras para
o sangue periférico, o que explica a presenca da variante nos leucdcitos em analises genéticas
(76,77). Além disso, ativacao da via JAK-STAT ¢ mais evidente em pacientes com uma alta
carga de alelo variante JAK2V617F, demonstrando que hd diferengas quantitativas na
sinalizacdo com base na presenca relativa de JAK2V617F heterozigoto ou homozigoto (78).

Aproximadamente um ter¢o dos casos de PV e MF positivos para JAK2V617F sao
homozigotos com cargas de variante superiores a 50%, ao passo que em TE ¢ mais baixa (cerca
de 25%) e perto de 100% em mielofibrose pds-PV ou pos-TE (54). Essa homozigose geralmente
ocorre como consequéncia da recombina¢do mitdtica do cromossomo 9p, que acompanha a
variante e a reduz, e qualquer alelo que esteja em desequilibrio de ligagdo, para um estado
homozigoto (79). Esse evento ¢ denominado Dissomia Uniparental Adquirida (DUA) ou perda
neutra de heterozigosidade do numero de copias (22).

JAK2V617F ¢ o evento genético mais comum nas Neoplasias Mieloproliferativas
Cronicas BCR::ABLI negativas, a qual ¢ detectada em > 95% dos pacientes com PV e de 50%
a 60% dos pacientes com MF e TE (3,54,78) (Figura 7). Mesmo com o grande beneficio que a
descoberta desta alteragdo genética trouxe para a terapéutica e diagnostico das NMPs, algumas
questdes permanecem pouco esclarecidas, principalmente aquelas envolvendo os eventos que
antecedem a aquisicdo da mesma, j& que ela ndo ¢ uma variante genética de linha germinativa
(66). Este cenario comecou a ser mudado a partir da descoberta do haplotipo 46/1, cujos estudos

vislumbram esclarecer grande parte dessas questdes.

LOCALIZACAO GENE E MUTACOES DRIVERS FREQUENCIA NAS NMPs

9p24 . Exon14-JAK2V6I7TF PV TE MF

Y <95% 50-60%  50-60%
Gene: JAK2 3% 0% 0%

Cromossomo 9
Figura 7: Frequéncia da variante JAK2V6I7F e variantes no éxon 12 em pacientes com Neoplasias

Mieloproliferativas Cronicas BCR::ABLI negativas.
Fonte: Torres et al., 2022(51) - adaptado.
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2.2.4.2. Haplotipo 46/1

Os seres humanos sdo organismos diploides com duas copias de cada cromossomo, as
quais sdo semelhantes entre si e diferem-se apenas em uma pequena fracdo de informacgao
(0,1%) (80). Essas diferencas geralmente estdo contidas em sitios de alteragdes genéticas de
base tinica denominadas variante de nucleotideo inico (do inglés Single Nucleotide Variant -
SNV), as quais sdo as variacdes de maior frequéncia no genoma humano, estimada em milhdes
de bases e contribuem para diferencas interindividuais hereditarias em fenotipos complexos
(81). Um conjunto intimamente ligado de variacdes genéticas presentes no mesmo
cromossomo, que nao sao facilmente separdveis por recombinagdo e, portanto, tendem a ser
herdados juntos, ¢ denominado haplétipo (82).

Os haplotipos podem ser usados para estudar a migracdo humana, sele¢do evolutiva,
estrutura populacional, imputagdo de regides intronicas e melhorar o poder de associagao
genética entre variantes patologicas (83). Entre 2008 e 2009, uma das primeiras linhas
investigativas envolvendo haplétipos e as NMPs foi relatada por trés grupos de pesquisa
independentes (84,85). O haplotipo 46/1 (Figura 8) foi a primeira variante de risco da linha
germinativa descrita em NMP e um dos primeiros indicios de predisposi¢ao hereditaria, além
de ser associado a casos de esplenomegalia, trombose da veia porta e sindrome de Budd-Chiari
em pacientes positivos para JAK2V617F (25,86—88).

O haplétipo 46/1 estende-se em um bloco com cerca de 250-280 kb localizado no
cromossomo 9p.24.1. Nesta regido localizam-se os genes JAK?2, Insulin like 6 (INSL6 —
RefSeq.: NG _046969.1; ID HGNC: 6089) e Insulin like 4 (INSL4 — RefSeq.: NC_000009.12;
ID HGNC: 6087), sendo esses com baixa ou nenhuma expressdo no sistema hematopoiético

(25,77,79,89,90).
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Cromossomo 9p24.1

C_ 1N P B

~ Haplotipo46/1
Janus kinase 2 (JAK2) INSLe6 INSL4 .
- T
1

. . . . . . . . .. . . . . .. . .. .. . . . . . . . . . . .
: 1
! - ZAK21849G=T I
I Mutagdes diversas (delecd 5 AAGCATCAAGTA 3" 1
1 inserges, substituicies) - 1
1 1
' 1
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- | | } | :
: rs3780367: T=G rs10974944: C=G rs12343867: T>C rs1159782 T=C ]
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I MARCADORES DO HAPLOTIPO 46/1 (GGCC) :
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Figura 8: Representac@o do haplotipo 46/1. Esta sequéncia estende-se por 250-280 kb do cromossomo 9, engloba
trés genes (JAK2, INSL6, INSL4) e regides com grande taxa de variante de JAK2, como o éxon 12 e éxon 14.
Quatro variantes (rs3780367, rs10974944, rs12343867 e rs1159782) sdo usadas para marcar o haplotipo e
estabelecem a nomenclatura “GGCC”, como também ¢ conhecido(91).

Fonte: Paes (2023).

Grande parte destas variantes estdo em desequilibrio de ligagao (DL) estreito, uma
associacao nao aleatoria de alelos em dois ou mais loci a qual esta relacionada ao tempo dos
eventos de variante, distancia genética e pode fornecer informagdes valiosas sobre a localizagao
de variantes de doencas a partir de marcadores genéticos (92-94).

Diversos SNVs foram estudados e sua grande maioria esta demonstrado na Figura 9.
Alguns deles foram usados para definir ou identificar o hapldtipo 46/1, entretanto, tais
alteracdes genéticas funcionam apenas como marcadores e as variantes causais verdadeiras
ainda permanecem pouco conhecidas ou totalmente ocultas no bloco DL (79).

Quatro SNVs em DL sdo consideradas os marcadores mais estudados do haplotipo:
rs3780367 (NC _000009.12:5068754:T:G; c.1327-267T>G), rs10974944
(NC _000009.12:2.5070831; ¢.1641+779C>QG), rs12343867 (NC_000009.12:2.5074189:T:C;
c.1864+404T>C) e rs1159782 (NC_000009.12:2.5078117:T:C; ¢.1993-189T>C), localizados
nos introns 10, 12, 14 e 15, respectivamente e com o alelo de menor frequéncia (MAF, do inglés
Minor Allele Frequency) (95) demonstrada na Figura 10. Entre as 4 variantes, 510974944 foi
a primeira associada ao surgimento de NMPs (20). Estudos realizados na Europa, Japao, China,

América do Norte e Brasil demonstraram que o alelo mutante (G) apresentou maior frequéncia
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em todos os pacientes NMPs, especialmente os positivos para JAK2V617F, do que na

populacao de controle (20,82,86,96-98).

rs647933
rs12686652
rs1887428
£s10119004
@l rs10074944
rs12342421
rs73389454 378067 |
12149556
|| | | I:I:I]:fl![ﬂ]:m I
£s1235546
rs449587
‘ Legenda '
rs12343867
[ Regiiio promotora 1512340895
I:| Introns i}
———— rs1159782 _
] Regiiio terminadora 112343063
[ Sem dados na literatura rs7857730 rs10815162
£s7847284
SNV Referéncia Conclusdes
(96), (86),
(97), (99), | Estudos realizados em populagdes de origem brasileira, japonesa e chinesa; resultado
rs10974944 | (82),(20), | dos estudos demonstram que esta variante possui forte associagdo com pacientes NMP
(98), (91), | JAK2V617F positivos do que nos controles; ¢ um alelo de risco para NMP.
(17)
rs12686652 (86) Significativamente maiores em pacientes com PV do que em controles, mas sem
rs12335546 associagdo com NMP na populagio japonesa.
g%’ 88’ Associado a JAK2V617F positivos na populagido do Japao, China e Taiwan, em especial
rs12343867 (99)’ (98)’ a individuos com PV; é usado como marcador do haplétipo, foi relatada associagio
(i 7 ’ | com esplenomegalia e esta em DL com outros SNVs do haplotipo 46/1.
154495487 (86) Mais frpquente em PV QO que em contrf)lF:s japoneses; ndo foi relatado em populagdes
caucasianas; pode contribuir para o fen6tipo NMP.
rs691857
rs17803986 e .
57848509 (99) Sem associagdo significativa.
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Em desequilibrio de ligagdo com outros marcadores do haplétipo; associagido
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1512340895 (98) Associado a NMP {A'K2 V617F positivo em chineses; sobreviveu a 50.000 permutagdes
em testes laboratoriais.
1512342421 (98) Associado a predisposi¢do para o desenvolvimento de NMP positivo para JAK2V617F
em 3,55 vezes para o alelo C menor (em chineses), independente do haplotipo 46/1.
rs1159782 (17), (91) | Estd em desequilibrio de ligacdo com marcadores do hapldtipo 46/1.
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| rs1887428 | (23) | SNV de interesse. Pode alterar a taxa de expressio de JAK2.

Figura 9: Localizagdo das variantes identificadas em estudos direcionados ao haplétipo 46/1 e suas respetivas
informagdes descritas na literatura. Variantes sem descri¢do na literatura foram identificadas através de analise de
dados do projeto HapMap (100).

Fonte: Paes et al. (2022) — adaptado.

B
o

rs10974944 rs3780367 rs12343867 rs1159782

Figura 10: MAF dos marcadores do hapldtipo 46/1. As frequéncias foram mensuradas a partir de amostras
coletadas de individuos de origem mexicana residentes na California e Texas (Estados Unidos), Porto Rico,
Colombia, Peru, Gambia, Nigéria, Quénia, Italia, Franga, Reino Unido, Finladndia, Paquistdo, India, China e
Japao(95,101-105)

Fonte: Paes et al. (2022) — adaptado.

2.2.4.2.1. Associacio entre o haplétipo 46/1 e a variante JAK2V617F

A aquisicdo de mutagdes somaticas ¢ um mecanismo patogénico de grande relevancia
no desenvolvimento das Neoplasias Mieloproliferativas cronicas, mas fatores genéticos
antecessores a elas também desempenham papel importante no seu desenvolvimento(86).
Existem duas hipdteses que explicam a associa¢do entre o haplotipo 46/1 e a variante
JAK2V617F: hipotese de hipermutabilidade e hipotese de solo fértil (18,109).

A “hipotese de hipermutabilidade” considera 46/1 como mais geneticamente instavel,
capaz de adquirir JAK2V617F mais rapido quando comparado a outros haplotipos (89). O
suporte para esta hipotese vem da observagao de que JAK2V617F aparentemente surgiu pelo
menos duas vezes em alguns individuos, e possivelmente pelo fato das mutagdes do éxon 12

estarem associadas a 46/1, embora com um risco mais fraco (79,110). Em contrapartida, a
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“hipotese de solo fértil” parte do principio de que células-tronco hematopoiéticas portadoras do
46/1 possuem vantagem seletiva quando ocorrem mutagdes oncogénicas (89,97). Mesmo com
proposi¢des diferentes, uma hipotese ndo anula a outra e ambas podem coexistir no cenario

genético dessas neoplasias (Figura 11) (82).

Fenotipo mutado confere a Fenotipo proliferativo facilitando a expansdo Instabilidade genética causa outras mutagoes somaticas
propensdo a adquirir mutacoes competitiva de clones somaticamente mutados durante o processo promovendo evolugao clonal, dissomia
somaticas e JAK2 em 46/1. com JAK2V617F em 46/1 uniparental adquirida e homozigosidade JAK2V617F

Figura 11: Acdo do haplétipo 46/1 considerando a hipotese de hipermutabilidade e solo fértil em atuagdo mutua.
Fonte: Jones ¢ Cross, 2013(79) — adaptado.

Uma terceira hipotese sugerida ¢ que o haplétipo esta relacionado a uma elevada
expressao de JAK2, INSL6 e INSL4, causando recombinacdo de DNA, surgimento de variagdes
genéticas ou metilagdo anormal da regido promotora (91,111). Um estudo demonstrou que
pacientes NMPs positivos apresentam uma expressao elevada de mRNA (RNA mensageiro) de
JAK?2, o que estaria relacionado a maior probabilidade de divisdao das células mieloides em
respostas a citocinas ativadoras da proteina, tornando-as propicias a erros de replicacao (91).

A presenga do haplotipo pode influenciar na aquisi¢ao de mutagdes somaticas em JAK?2,
bem como facilitar a expressao de INSL6 e INSL4 em células do estroma medular, levando a
uma producgdo excessiva de citocinas com ac¢do pro-inflamatéria e pro-mieloide, gerando um
ambiente propicio para o clone mutado. De forma geral, o haploétipo pode ser descrito como um
fator de suscetibilidade genética do hospedeiro para resposta mieloide inadequada a citocinas,
levando a um estado inflamatorio intensificado e risco aumentado de neoplasias mieloides, o

qual ¢ acelerado pela aquisicdo de alteracdes genéticas somaticas (91,111).

2.2.4.2.2. O haplétipo 46/1 e hereditariedade das NMPs

O desenvolvimento de uma neoplasia hematoldgica ¢ dependente de diversos fatores
como o envelhecimento, ambiente e genética do hospedeiro. Os fatores genéticos herdados
alteram o risco em cada fase do desenvolvimento, desde a aquisicdo do cancer até sua
progressdo (112). As formas hereditarias das NMPs podem ser divididas em duas categorias
principais: (1) sindromes hereditarias que afetam uma tinica linhagem com heranca mendeliana,

alta penetrancia e hematopoiese policlonal; e (2) predisposi¢do hereditaria para NMP
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verdadeira, caracterizada por baixa penetrancia, hematopoiese clonal, presenca de mutagdes
somaticas (por exemplo, JAK2V617F) e risco de progressdo para leucemia mieloide aguda
(112,113).

Na predisposi¢do hereditaria verdadeira, ha possibilidade de ocorréncia em dois ou mais
membros da mesma familia e, neste contexto, o termo “familiar” é usado para descrever uma
altera¢do desconhecida da linha germinativa que predispde a aquisi¢do de uma NMP (112). Um
estudo caso-controle, incluindo mais de 11.000 pacientes com NMP e seus quase 25.000
parentes de primeiro grau, detectou um risco de 5 a 7 vezes maior de desenvolver NMPs entre
parentes de primeiro grau de pacientes com NMP (22). Outra pesquisa realizada com 72
familias caracterizou 50% individuos incluidos no estudos com um padrio de heranca
consistente com dominancia autossomica com penetrancia incompleta (9).

Ha evidéncias crescentes sugerindo os fatores hereditarios como responsaveis por um
efeito mais amplo sobre a suscetibilidade ao desenvolvimento de NMP (79,114). Mutacdes
somaticas vistas em NMP familiar sdo responsaveis pela vantagem proliferativa e posterior
clonalidade celular, enquanto o componente herdado predispde a aquisicdo de mutagdes
somaticas (112,115). Neste cendrio, avaliar as variantes que fazem parte do haplotipo de linha
germinativa 46/1 em casos familiares torna-se pertinente para conhecer o comportamento do

mesmo dentro do cenario da hereditariedade e a sua possivel relagdo com a NMP familiar.

2.2.4.3.Regido promotora

A regido promotora de um gene ¢ uma sequéncia de DNA localizada proxima ao inicio
da regido codificadora. Essa por¢do do DNA desempenha um papel crucial na regulacdo da
expressdo génica, controlando a taxa de transcricdo de um gene por meio de sitios de regulacao,
enhancers (interagem com fatores de transcricdo para modular a atividade da RNA polimerase)
e outros elementos regulatorios (116).

A identificagdo de alteracdes genéticas na regido promotora tem adquirido crescente
importancia na pratica médica, contribuindo para a compreensao dos mecanismos etiologicos
de doencas complexas, sobretudo neoplasias (27,117,118). Essas alteragdes genéticas podem
desencadear ou potencializar o surgimento de condi¢des patoldgicas, a0 mesmo tempo em que
podem exercer um efeito protetor, por meio de processos como metilacdo e modulagao de sitios
de ligacdo de fatores de transcri¢ao (119,120).

O conhecimento sobre variantes genéticas no promotor de JAK2 e neoplasias

mieloproliferativas ¢ incipiente. Todavia, o SNV rs/887428 (NC_000009.12:2.4984530G>C;
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MAF de C: 52%) possui associagdes com doenga inflamatdria intestinal (DII), lipus sistémicos,
doenca de Chron, colite ulcerativa e colangite esclerosante primaria descritos na literatura
(119,121).

Nas NMPs, rs1887428 foi descrita como uma variante como um potencial alelo de
interesse, a qual, segundo a pesquisa, esta significativamente associada a NMP (23). Apos
ensaios laboratoriais, atestou-se uma atividade transcricional aumentada em células contendo o
alelo de risco em rs1887428, sugerindo que a ligagdo aumentada do fator de transcri¢gdo em
rs1887428 pode levar ao aumento da expressao de JAK?2 e conferir uma vantagem seletiva em
células contendo o haplotipo de risco(23). Logo, outros SNVs localizados proximos a ele, tais
como rs6476933 (NC _000009.12:2.4984154C>T, MAF de T: 28%), rs73389454
(NC_000009.12:2.4984519A>C; MAF de C: 1,5%) e rs1887429
(NC _000009.12:2.4984549G>T; MAF de T: 28%) podem ser Uteis em investigagdes

envolvendo o nivel de expressdo do gene JAK2 em NMPs.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Investigar a presenca do haplétipo 46/1 e variantes da regido promotora do gene JAK?2
em pacientes com neoplasias mieloproliferativas BCR::ABL1 negativos atendidos na Fundagao

Hospitalar de Hematologia ¢ Hemoterapia do Amazonas (FHEMOAM).

3.2. Objetivos especificos

e Identificar as variantes do hapldtipo 46/1 presentes no intron 12 (pesquisa pelo alelo G
do rs10974944) e regido promotora (pesquisa pelo alelo T do rs6476933, alelo C do
rs73389454, alelo G do rs1887428 e alelo T do rs1887429) do gene JAK?2;

e Estimar as frequéncias alélicas e genotipicas para as variantes do haplotipo 46/1 (intron
12) e regido promotora do gene JA4K2,

e Investigar a associagdo entre hapldtipo 46/1 (intron 12), regido promotora de JAK2 e
JAK2V617F,

e Mensurar o grau de desequilibrio de ligagdo entre as variantes do intron 12, regido

promotora e JAK2V617F.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Tipo e area de estudo
O estudo foi do tipo descritivo-correlacional transversal, desenvolvido na Fundagao

Hospitalar de Hematologia ¢ Hemoterapia do Amazonas (FHEMOAM).

4.2. Populagao do estudo

A populagdo de estudo ¢ composta de individuos atendidos na FHEMOAM, recrutados
no periodo entre julho de 2021 a julho de 2022, com diagnostico clinico de neoplasias
mieloproliferativas (NMPs) BCR::ABL1 negativas: policitemia vera (CID45), trombocitemia
essencial (CID47.3) e mielofibrose primaria (CID47.4).

4.3. Recrutamento de pacientes

Os pacientes foram captados do Sistema de Atendimento Médico e Estatistico (SAME)
e sistema iDoctor. Apos identificagdo, os pacientes foram contactados por meio de telefonemas,
com apresentacdo do pesquisador seguida de uma breve conversa sobre a proposta do projeto.
Em seguida, foram convidados a participar da pesquisa, onde fez-se o agendamento da coleta
para o mesmo dia que os mesmos possuam consultas marcadas com o médico hematologista
que faz o seu acompanhamento.

A participagao desses individuos aconteceu mediante explicagdo detalhada do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 9.2), apresentacdo do documento de
identificacao do pesquisador e esclarecimento de todas as duvidas para, em seguida, realizar a
assinatura do documento, sendo uma via entregue ao participante e outra via arquivada com a

equipe da pesquisa.

4.4. Critérios de inclusao, nao-inclusao e exclusiao

Foram incluidos pacientes com diagnostico clinico de NMPs BCR::ABL1 negativas,
ambos os sexos, com idade a partir de 18 anos com recebimento ou ndo de terapia citorredutora
e atendidos na Fundagao Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas.
Foram excluidos pacientes que ndo apresentam as informacdes necessarias para a
caracterizacdo clinica e laboratorial da possivel NMP, pacientes com amostras de material
genético de mé qualidade, degradadas, ou que optaram em desistir da pesquisa, como ¢

estabelecido no TCLE.
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4.5. Fluxograma de trabalho
As atividades foram divididas em diversas etapas, onde as principais estdo demonstradas

na Figura 12 e descritas nas sessdes seguintes.

_
[ Identificacio dos

pacientes
»| Encaminhamento pelos médicos, N Contato por
A 4 < identificagdo pelo iDoctor N telefone
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<
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de JAK?2 (PCR e sequenciamento
de Sanger)

Identificagdo de JAK2V617F
(PCR e sequenciamento de
Sanger) Torres e colaboradores

A A

Analise molecular

Andlise das
sequéncias

A 4

-
Coleta de dados do
prontuario

Caracterizagdo da populagdo do estudo
(coleta de dados laboratoriais e clinicos)

A 4

[ Anilise de dados

Analise estatistica

Aplicagdo de testes estatisticos e produgao
de produgéo de graficos de haplotipos

A4

v

Produgiio de relatorios
e artigos cientificos

Resultados

Figura 12: Fluxograma de atividades do projeto. Observa-se uma divisdo de quatro categorias de atividades
(captacdo de pacientes, obtengdo da amostra, analise molecular e estatistica) necessarias para obtencao dos
resultados.

Fonte: Paes (2023).

4.6. Aspectos éticos
Este estudo faz parte de um projeto principal intitulado “Caracterizagdo molecular de
pacientes com Neoplasias Mieloproliferativas Cronicas”, o qual foi submetido ao Comité de

Etica e Pesquisa (CEP) da Fundagio Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas
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(FHEMOAM) e aprovado com o numero de parecer 4.450.813 e Certificado de Apreciagdo
Etica (CAAE) identificavel pelo numero 39991420.6.0000.0009 (Anexo 9.1), como
estabelecido pelas normativas da Resolugao N° 466 de 12 de Dezembro de 2012, a qual trata
sobre as diretrizes ¢ normas regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos, e
respeitando as diretrizes da Declaragdo de Helsinque e de Boas Praticas Clinicas (GCP).

Os dados obtidos durante a pesquisa foram mantidos em anonimato durante todo o

periodo estabelecido e utilizadas apenas para fins investigativos.

4.7.Coleta de dados do prontuario

Quanto aos dados contidos em prontudrios, foram consultadas informacgdes relacionadas
ao género, idade, presenca de esplenomegalia manifestacdo de eventos cardiovasculares,
tromboticos ou hemorrdgicos ¢ dados do hemograma. Esses dados foram coletados e
armazenados em um banco de dados para melhor organizagao e manuseio dos dados bem como

montagem de banco de dados para posterior analise estatistica.

4.8. Coleta de sangue e armazenamento

As amostras de sangue periférico foram coletadas por pun¢ao venosa em trés tubos com
sistema a vacuo contendo EDTA (BD Vacutainer® EDTA K2), ideais para coleta de amostra
que serdo usadas em testes moleculares. Sao excluidas amostras com quantidade abaixo de 2
mL, hemolisadas, coaguladas ou lipémicas. Em seguida, a amostra foi aliquotada em criotubos,

identificadas com o cddigo do paciente e armazenadas a -80°C.

1 | Coleta 2 |Identificacio da amostra 3 | Aliquotagem Armazenamento (-80 °C)
[4]

¥
e A

Figura 13: Processo de coleta, identificacdo, aliquotagem e armazenamento de amostra.
Fonte: Paes (2023).

4.9. Extracio de DNA
A extracdo de DNA foi realizada com Brazol, esta ilustrada na Figura 14, e seguiu as

recomendacgdes do fabricante (Anexo 9.4).
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Fase de extracio do DNA

Brazol Cloroférmio

Adiciona 400 pl de Brazol

Homogeneizacao

Transferéncia do sobrenadante Centrifugacao: 12 minutos a 10.000 rpm

.

NMP 28 ‘

d

Homogeneizagio Observar a formagao do precipi Centrifugagdo: 15 ¢ 12 mi a10.000 rpm

Etanol

M \ /
I
Repetir 2x
v
Adicionar igua destilada e quantificar  Banho seco (56°C, 10min) Descartar sobrenad e etanol residual \\‘ Adici 500 pl de ctanol 100% /,/

Figura 14: Processo de extragdo de DNA e precipitagdo de DNA. Legenda: H,Odd — agua destilada dupla;rrpm -
rotagdes por minuto; min — minutos
Fonte: Paes (2023).

A quantificagdo do material extraido foi realizada por espectrofotometria com o
Nanodrop modelo 2000c (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA), aferindo-se as relagdes
260/280 e 230/260, sendo que esta tiltima mensura também a qualidade da amostra. Em seguida,

o material sera armazenado (-80 °C) até a realizag@o das anélises moleculares.

4.10. Analise molecular
A identifica¢do dos pacientes positivos para variante JAK2V617F foi realizada pela
Msc. Dania Isamary Gutiérrez Torres durante seu projeto de mestrado intitulado

“Caracterizagdo molecular de variantes no gene JAK2 em pacientes com Neoplasias
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Mieloproliferativas cronicas BCR::ABLI negativo”, o qual também faz parte do projeto
principal em que se encontra a presente pesquisa.
A investigacdo molecular foi dividida em 4 etapas: desenho de oligonucleotideos

iniciadores, reacdo em cadeia da polimerase, purificacdo da PCR por PEG e sequenciamento.

4.10.1. Desenho de oligonucleotideos iniciadores

Foram desenhados oligonucleotideos iniciadores (primers) especificos para
investigacao das variantes de interesse. O delineamento da regido foi realizado com base na
sequéncia de referéncia do gene JAK2 (NG _009904.1) e a localizagdo das variantes de interesse
disponibilizadas pelo Relatorio de Referéncia SNP (dbSNP) do MNational Center for
Biotechnology Information — NCBI - (disponivel em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/). As
sequéncias (gene e variantes) foram armazenadas no software Geneious (Biomatters, v6.0.6),
onde foi realizado um mapeamento dos SN'Vs na sequéncia do gene de referéncia, o que facilita
a selegdo da area de desenho dos oligonucleotideos e futura analise genética.

ApOs selecdo da area génica, fez-se a elaboracao dos iniciadores na ferramenta online
OligoAnalyzer (disponivel em: https://www.idtdna.com/calc/analyzer) considerando as
concentracdes de oligonucleotideos (0,25 uM), Magnésio (2,5 mM), Sodio e
desoxirribonucleotideos trifosfatados (ambos a 0 mM). Caracteristicas estruturais e
termodindmicas como tamanho, temperatura de melting (Tm), Selfdimero (SD), Heterodimero
(HD) e Harpin (H) também foram avaliadas nesta mesma ferramenta. Em seguida, as
sequéncias dos primers passaram por andlise no PrimerBlast (disponivel em:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), outra ferramenta do NCBI utilizada para
mensurar a especificidade dos iniciadores com os alvos de interesse.

O conjunto de primers, descrito no quadro 5, foi desenhado conforme ilustrado na Figura
15. Os iniciadores designados para a regido promotora (PromotorFW e PromotorRV)
flanqueiam uma regido com 4 SNVs de potencial interesse (rs6476933, rs73389454,
rs1887428, rs1887429). Ja os inicadores relacionados ao intron 12 (intron12FW e Intron12RV)
flanqueiam uma regido com duas variantes ja descritas na literatura, uma delas (rs/0974944)

com grande associacdo a JAK2V617F.



Quadro 5: primers desenhados para as reagdes de PCR
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Regido Primer Sequéncia (5° — 3°) Amplicon
IntronFW CCAACTGAGTTTCCTTGCAG
Intron 12 572 pb
IntronRV CTAGGTTAAGAGTATGTGGTTCC
PromotorFW GTCATGGGACTGGTTCATTCTCATC
Promotor 673 pb
PromotorRV TTTCGGCTTTTCCTTCCACCTCC
A: regiio promotora
m rs647933 rs1887428 11887429 rs73389454
DNA | |
l PromotorRV
Amplicome
673 pb
B: intron 12
Intronl2FW 1510974944 10119004
| \
DNA | |
l' Intron12RV
Amplicome
572 pb

Figura 15: Estratégia para o desenho dos primers para as regides de interesse no presente estudo: [A] regido
promotora e [B] intron 12.
Fonte: Geneious, 2022 - adaptado.

4.10.2. Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

A amplificacdo do material genético foi realizada por meio de reacdo em cadeia da

polimerase (PCR). A concentracdo das reacdes estd descrita na tabela 1 e ciclagem no quadro

6.
Tabela 1: Concentracdo dos reagentes utilizados na reagdo de PCR.
Regentes Intron 12 Promotor

H:0 - N
Tampao (10x) 1x 1x
MgClL (50Mm) 1,5mM 2,5mM
Primer FW (10 nM) 0,4 uM 0,4 uM
Primer RV (10 uM) 0,4 uM 0,4 uM
dNTP mix (10 mM) 0,2 mM 0,2 mM
TAQ 5U/pLL 1U 1U
DNA >30ng >30ng
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Quadro 6: ciclagem utilizada na reagdo em cadeia da polimerase (PCR)

Intron 12
Temperatura Fase Tempo Ciclos
94°C Desnaturag¢do inicial 4 minutos 1x
94°C Desnaturagao 30 segundos
58°C Anelamento 30 segundos
40x
72°C Extensao 40 segundos
72°C Extensao final 7 minutos 1x
Promotor
Temperatura Fase Tempo Ciclos
94°C Desnaturacdo inicial 4 minutos 1x
94°C Desnaturacgao 30 segundos
64°C Anelamento 30 segundos 40x
72°C Extensdo 45 segundos
72°C Extensdo final 7 minutos 1x

Os produtos das reacdes foram visualizados mediante eletroforese em gel de agarose

1,5%, corado com brometo de etidio

4.10.3. Purificacdo da PCR com polietilenoglicol (PEG)

Apos a amplificagdo, o material sera purificado com polietilenoglicol (PEG) visando a
remogao de nucleotideos e iniciadores nao incorporados na PCR que podem interferir na reagao
de sequenciamento(122). O protocolo seguiu as orientagdes do fabricante e estd demonstrado
no Anexo 9.8. Antes de armazenar as amostras a -80 °C, armazene a 4-5 °C por algumas horas
para melhor eluicdo de DNA. Por ultimo, quantificar as amostras pelo menos 3 dias apos
precipitagdo, passando do freezer (-80 °C) a geladeira 4-5 °C pelo menos 2 horas antes da

quantificagao.

4.10.4. Sequenciamento e analise de sequéncias

Aproximadamente 5-30 ng de produto de PCR purificado foi aplicado na reacdo de
sequenciamento. O sequenciamento dos nucleotideos foi realizado usando BigDye®
Terminator v3.1 (Applied Biosystems), seguindo recomendacdes do fabricante e os primers

descritos anteriormente. Os produtos foram purificados pelo protocolo de EDTA/Etanol, e
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avaliados no sequenciador automatico 3500 XL Genetic Analyzer® (Applied BioSystems,
USA), com polimero POP-7. As sequéncias foram inicialmente analisadas no software
Sequencing Analysis (Applied biosystem [Thermo Fisher Scientific, Sao Paulo, Brazil)).
Software Geneious 6.0.6 (Biomatters, USA) usado para fazer o mapeamento das variantes e
comparagdo com a sequéncia de referéncia Homo sapiens Janus kinase 2 (JAK2), (NCBI:

NG 009904.1).

4.11. Analise de DL e haplétipos

As frequéncias dos haplotipos foram calculadas usando o software Haploview (v.4.2),
como medida do Desequilibrio de Ligagdo (DL). Hapl6tipos com frequéncias <1% nao foram
considerados relevantes para comparacdes. O grau de pairwise entre os nucleotideos foi
analisado pela estrutura LD, considerando valores de r2 >0,8 como DL forte, <0,8 para fraco e
<0,1 como DL negativo. O equilibrio de Hardy-Weinberg foi calculado comparando as

frequéncias estimadas com as observadas dos gendtipos pelo teste Qui-Quadrado (x2).

4.12. Analise estatistica

Os resultados obtidos passaram pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Variaveis
categoricas foram expressas por valor absoluto (n) e frequéncia relativa (%), e foram testadas
pelo Qui-Quadrado (2) e teste exato de Fisher com intervalo de confianca de 95%. As variaveis
numéricas foram expressas por mediana (Md) e intervalo interquartilico [IIQ] com percentil de
75% através do software GraphPad Prism v.9.0.2. Para as varidveis ndo paramétricas foi
realizado o teste de Kruskal-Wallis. Para ambas as anélises foi realizado o pos-teste de Dunn’s
para multiplas comparagdes, também pelo software GraphPad Prism v.9.0.2. Valores de p <0.05

consideraram-se estatisticamente significativos.



4.13. Cronograma de atividades
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N° Atividades 01/2021 02/2021
Jan Fev | Mar | Abr | Mai | Jun Jul | Ago | Set Out Nov | Dez
01 Créditos — Disciplinas C C C C C C C C C C
02 | Revisdo Bibliografica C C C C C C C C C C C C
03 Coleta de amostras C C C C C C C
04 | Desenho dos primers C
05 Elaborag:a}o do PI‘O_]etO C C
para qualificagdo
06 Qualificagado
N° Atividades 01/2022 02/2022
Jan Fev | Mar | Abr | Mai | Jun Jul | Ago | Set Out Nov | Dez
01 Qualificagido C
02 Revisdo Bibliografica C C C C C C C C C C C C
03 Créditos — Disciplinas C C C C C
04 | Coleta de amostras C C C C C
05 Extragdo de DNA C C
06 | Padronizag¢do da PCR C C
PCR e sequenciamento
07 para o haplétipo 46/1 ¢ ¢ ¢ ¢
N° Atividades 03/2023
Jan Fev | Mar | Abr | Mai | Jun Jul | Ago | Set Out Nov | Dez
PCR e sequenciamento
01 | para o haplétipo 46/1 C C C C
(promotor e intron)
Sequenciamento da
02 | regido codificante de C C C C
JAK2
Organizacdo e
03 tabulagao dos C C C
resultados
04 | Analises Estatisticas C C C
05 Redagao da dissertagdo C C C C C C
06 Elaboragdo dos artigos C C
e relatorios
07 | Defesa publica C

Legenda: C — cumprido.




4.14. Equipe do projeto
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Integrantes do projeto Instituiciao Formacio académica Funcio no projeto
01 | Jhemerson Fernandes Pacs | HEMOAM Biomédico Execucdo do projeto
02 Lucivana Prata~ de Souza HEMOAM Bidloga, Dra. Orientadora
Mourao
03 | Andréa Monteiro Tarrago6 | HEMOAM Farmaceuu%l;aBloqulmlca, Coorientadora
04 George Allasnﬂ\V/ ;llarouco da HEMOAM Biologo, Dr. Colaborador
Dania Isamary Gutiérrez Coleta de amostra,
05 T Y HEMOAM Biomédica identificacao de
OTres JAK2V617F
06 | Allyson Guimaraes da Costa | HEMOAM Enfermeiro, Dr Colaborador
07 |Adriana Malheiro Alle Marie | HEMOAM Biologa, Dra. Colaboradora
. . 1
08 | Deborah Canté¢ de Aquino | HEMOAM Bidloga o eta' de’ a@ostras
biologicas
09 Emanuela Vitoria Barbosa HEMOAM Biomédica Coletg de’ a@ostras
Alves biologicas
10 | Erycka Alves de Mesquita | HEMOAM Farmacéutica Coleta' de, amostras
biologicas
e . T Coleta de amostras
11 Miliane Araujo de Sousa | HEMOAM Biomédica

biologicas
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4.15. Financiamento e infraestrutura

O projeto possui financiamento proprio, sendo realizado nos laboratorios
Multidisciplinar de Pesquisa e Laboratério de Gendmica da Fundagdo HEMOAM. Leituras de
Sequenciamento foram realizadas no Laboratério de Gendomica no Centro de Apoio

Multidisciplinar (CAM) da Universidade Federal do Amazonas (UFAM).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
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RESUMO

A variante JAK2 V617F constitui uma alteragdo genética de maior frequéncia nas neoplasias
mieloproliferativas cronicas BCR/ABLI negativas, que ¢ causada pela substituicdo de um G >
T na posicao 1849 e resulta na substituicao de valina por fenilalanina no c6don 617 da cadeia
polipeptidica. Caracteristicas clinicas, morfoldgicas e genéticas moleculares definem os
critérios diagnodsticos de policitemia vera, trombocitemia essencial e mielofibrose
primaria. Atualmente, JAK2 V617F estd associado a hematopoiese clonal, instabilidade
genoOmica, desregulagdes na hemostasia e resposta imune. Os clones JAK2 V617F induzem
uma resposta imune inflamatoéria e levam a um processo de imunotrombose. Pesquisas recentes
tém demonstrado grande interesse em tentar entender os mecanismos associados a sinalizagdo
de JAK2 V617F e ativagdo de respostas celulares e moleculares que contribuem
progressivamente para o desenvolvimento de condigdes inflamatorias e vasculares em
associacdo com neoplasias mieloproliferativas cronicas. Assim, o objetivo desta revisdo ¢
descrever os principais achados genéticos, hematologicos e imunoldgicos que estdo ligados a
sinalizagdo da variante JAK2 em neoplasias mieloproliferativas cronicas.

Palavras-chave: sinalizacdo JAK2 V617F; neoplasias  mieloproliferativas; hematopoiese
clonal; hemostasia; imunotrombose; resposta imune.

1. Introducao

As neoplasias mieloproliferativas cronicas (NMPs) sdo patologias clonais de células-
tronco hematopoiéticas [1], que se caracterizam por hiperplasia medular e acimulo de
elementos da série mieloide, e apresentam maturagdo progressiva e efetiva [2], porém sem

afetar a maturacdo e diferenciacdo processo da linhagem eritroide, granulocitica e
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megacariocitica [ 3 ]. Essas alteragdes levam a leucocitose no sangue periférico, aumento da
massa eritrocitaria, trombocitose e, em casos mais graves, fibrose medular ou transformagao
leucémica [2].

Os primeiros estudos sobre NMPs datam de 1845, iniciando com a descrigao do primeiro
caso de leucemia micloide cronica [4]. Desde entdo, varios estudiosos se dedicaram a analise
do mecanismo molecular das neoplasias mieloproliferativas cronicas, determinando os aspectos
semiologicos dessas doencas hematologicas por meio da observacdo dos sinais, sintomas e
achados clinicos dos pacientes investigados [5,6,7] .

Essa visao clinica ganhou um novo aliado em 1960 com a descoberta do cromossomo
Filadélfia, que foi a primeira associacdo entre uma anormalidade cromossdmica e uma doenga
oncologica descrita na historia da medicina [3,4,8,9] . A partir dessa descoberta, a histéria dos
NMPs mostra que eles entraram na era da genética, quando mais estudos comecaram a ser
desenvolvidos e as pesquisas genéticas ganharam mais espago no diagnostico dos NMPs (
Figural).

Era Clinica das Neoplasias Mieloproliferativas Cronicas Era Genética das Neoplasias Mieloproliferativas Cronicas
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Figura 1. Linha do tempo das neoplasias mieloproliferativas. Em cinza, pode-se ver a era clinica dos NMPs,
baseada em aspectos semioldgicos. Em laranja, destaca-se a era genética dos NMPs, pois a pesquisa genética
associada permitiu identificar alteracdes genéticas que sdo marcadores de alguns NMPs, importante fator que
auxilia no diagndstico. LMC: leucemia mieloide cronica; BCR/ABL: Rearranjo genético BCR/ABL.

Assim, com as descobertas dos mecanismos moleculares envolvidos nos NMPs, a
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) determinou pardmetros clinicos e laboratoriais para
estabelecer o diagndstico dessas doengas e a OMS, de acordo com sua Ultima revisdo em 2016,
classifica as neoplasias mieloides cronicas de acordo com o presenga ou auséncia do
cromossomo Filadélfia (gene de fusdo BCR/ABLI)[10,11]. Na classificagdo NMP positiva para
BCR/ABL]1, a leucemia mieloide cronica (LMC) é responséavel por 15 a 20% das leucemias em
todo o mundo, com incidéncia de 1 a 2/100.000. A LMC ¢ caracterizada pela presenca de um
desvio a esquerda nos granuldcitos que resulta na identificagdo de menos de 20% dos blastos
no sangue periférico [4,10].

Ao contrario da CML (unica entidade BCR/ABLI positiva, de acordo com a OMS),

doengas pertencentes ao grupo de BCR/ABLI NMPs negativas foram descritas, incluindo
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policitemia vera (PV), trombocitemia essencial (ET), mielofibrose primaria (PMF), leucemia

neutrofilica cronica (CNL), leucemia eosinofilica cronica (CEL) e neoplasias
mieloproliferativas ndo classificaveis [10,11]. No entanto, a policitemia vera, a trombocitemia
essencial e a mielofibrose primaria sdo as doengas mais frequentes neste grupo [10,12,13],
tendo a MFo pior prognoéstico das trés doengas mieloproliferativas [12,14]. Assim como na
LMC, nos NMPs BCR/ABLI negativos, os critérios sdo estabelecidos com base em achados
genéticos, hematologicos e clinicos, que sdo organizados na forma de critérios maiores e

menores para o diagnodstico de PV, ET e PMF, conforme Tabela 1 .

Tabela 1. Critérios diagndsticos para neoplasias mieloproliferativas cronicas classicas negativas para

BCR/ABLI.

Neoplasia Descricio clinica Principais critérios de diagnéstico Critérios de diagndstico menores
Aumento exacerbado da massa | e Hb: >16,5 g/dL para homens (ou Hct: >49%), | e Redugdo da concentragdo sérica
eritrocitaria (contagem total de | >16,0 g/dL para mulheres (ou Hct: >48% de eritropoietina [ 10 ].
globulos mulheres) ou >25% de aumento na massa de
vermelhos). Geralmente, hemacias [ 2 ];

PV ambos  os  sexos 530 | e A biopsia da medula Ossea demonstra
diagnosticados na 6 ou 7" | panmielose com megacariocitos maduros
década de vida [ 11 ] A pleom(’)rﬁcos;
incidéncia global anual ¢ de | o Presenga da mutagdo JAK2 V617F ou
0,3-1,5/100.000 ¢ a taxa de mutacdes no exon 12 do gene JAK? .
sobrevida é de 15 anos [ 2 ].
Aumento da contagem de | e Contagem de plaquetas >450 x 103 /mm *; | e Presen¢a de marcador clonal ou
plaquetas com hiperplasia | ¢ Hiperproliferagio  de  megacaridcitos auséncia de evidéncia de
megacariocitica. A incidéncia (alguns deles hiperlobulados, observados trombocitose reativa [ 10 ].
global anual ¢ de 1,03— em bidpsia de medula dssea);
2,5/100.000 e o diagnostico | ¢ Aumento leve da granulopoiese e

ET geralmente ocorre na 6 década eritropoiese;
de vida [15,16] | o Auséncia de critérios para PV, CML e PMF;
Juntamente  com @ PV, | o Presenca de mutacgdes no
apresenta alto  risco de | gone JAK2 (JAK2 V617F), CARL , MPL.
episodios  hemorragicos e
tromboticos [ 3,12, 17,18 ].

Fase pré-fibrotica: Fase pré-fibrotica:
e Proliferacdo exacerbada da linhagem | e Anemia sem causa conhecida;
megacariocitica e granulocitica, auséncia | e Leucocitose 11 x 103 /mm 3
Curso clinico indolente e de ge ﬁ br’(c)ise ret}ilguliniclal >.1(i (;:ritropzielse * Esplenomegalia palpavel;
: e ) iminuida e hipercelularidade medular | o Aumento da desidrogenase
. ¢ Auséncia de critérios para CML, PV e ET;
aumentada e hematopoiese ~
extramedular [2,3,19,20] e Presenca de mutagdes no
PMF gene CALR , JAK2 (JAK2 V617F)

Tem uma incidéncia global
anual de 1,5-2,0/100.000 e
geralmente afeta individuos
com mais de 60 a 70 anos de
idade.

ou MPL ou outro marcador clonal.

Fase fibrotica:

e Proliferacdo megacariocitica e atipia,
acompanhadas de reticulina grau 2 ou 3
e/ou fibrose de colageno;

e Nao preenche os critérios para PV, ET,
CML, MDS ou outras neoplasias
mieloides;

Fase fibroética:
e Anemia sem causa conhecida;
e Leucocitose 11 x 103 /mm 3 ;
¢ Esplenomegalia palpavel;
¢ Desidrogenase lactica aumentada
¢ Leucoeritroblastose.
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e Presenca de mutagdes no gene
CALR , JAK2 (JAK2 V617F) ou MPL ou
auséncia de fibrose reativa.

NMP: neoplasias mieloproliferativas; PV: policitemia vera; TE: trombocitemia essencial; MF: mielofibrose
primaria; Hb; hemoglobina; Ht: hematocrito; LMC: leucemia mieldide cronica; MPL: gene do receptor de
trombopoietina; CALR: gene da calreticulina.

Dentre os principais critérios de NMP BCR/ABL I negativo, destacam-se a presenga de
variantes em genes drivers, bem como o gene Janus quinase 2 (JAK2 —HGNC: 6192), o gene
do receptor de trombopoietina (MPL —HGNC: 7217) e o gene da calreticulina (CALR —
HGNC: 1455). Variagdes nesses genes, classificadas como mutagdes driver, sdo determinantes
no fenotipo clinico observado em NMPs e resultam na ativacdo constitutiva de vias de
sinalizagdo intracelular [12,19] (Figura 2). Geralmente, essas variagdes genOmicas sao
consideradas mutuamente exclusivas entre entidades BCR/ABL 1 negativas, € sua auséncia nao
exclui seu diagndstico [10]. No entanto, duas variantes podem ser encontradas no mesmo
individuo, provavelmente de diferentes subclones neoplasicos e frequentemente associados a

progressao da doenca [19,21].

LOCALIZAGAO GENES E MUTAGOES DRIVER FREQUENCIA EM NMPs
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\ J

Gene\:( MPL

ANCANID
=5
=_7

Cromossomo 1 0% 3% 9%

9p24 . Exon 14 — JAK2VG17F | PV

= or
=5

~ ' <95% 50-60% 50-60%
Cromossomo 9 Gene: JAK2 3% 0% 0%

ACIDCHp

19p13.2
5I:-:-:-:-:-:-:-:-:-:I 3

! Exon 9 - tipo 1 (delecao — 52 pb) e tipo 2 (insertion — 5 pb)

\

=_o
=_°%

CIDCT)

Gene?GALR 30% 30%

Cromossomo 19

Figura 2. Muta¢des condutoras nos genes JAK2, MPL e CALR associadas a neoplasias mieloproliferativas
cronicas (NMPs).

Essas mutacdes de driver geralmente surgem novamente; entretanto, 7% dos casos
envolvem agregacdo familiar, com heranca autossomica dominante e penetrancia incompleta,
e risco 5 a 7 vezes maior para parentes de primeiro grau do paciente com a doenga, risco que

pode envolver as mesmas ou diferentes neoplasias  mieloproliferativas
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[22,23,24]. Embora JAK2 V617F esteja ligado a heranga autossomica dominante, a maioria dos
casos de heranca familiar ndo esta associada a variantes do gene JAK2 [25]. No entanto,
mutacdes no gene EPOR, VHL, EPASI, HIF e EGLN foram encontrados em casos de
policitemia familiar congénita [ 26 ].

Assim, alguns fatores determinantes associados as mutagdes driver devem ser
considerados, como mutag¢des (somaticas ou germinativas) menos especificas para NMPs, sexo,
frequéncia da variante alélica e ordem de aquisicao das mutacdes [27] . Em TE e MF, 12% dos
pacientes ndo apresentam nenhuma das mutacdes condutoras e sdo chamados de triplo-
negativos. No entanto, andlises de sequenciamento completo do exoma identificaram mutagdes
nos genes JAK2 e MPL que apresentam uma alta taxa de transformacdo leucémica nesses
pacientes [28].

Entre as mutacOes condutoras, a variante JAK2 V617F ¢ a mais frequente no
desencadeamento de PV, ET e PMF [10], que sdo considerados um critério maior na policitemia
vera, trombocitemia essencial e mielofibrose primaria [5, 29,30,31] . A variante JAK2 V617F
apresenta frequéncia maior que 95% em individuos com PV, e frequéncia de 55% a 65% em
individuos com TE e PMF, respectivamente [32] A presenga de V617F causa sinalizagdo
aberrante da via JAK/STAT, que ¢ uma via intracelular envolvida em diversos processos
biologicos, como hematopoiese, resposta imune e ativacdo de outras vias de sinalizagdo
intracelular. Assim, a compreensao dos mecanismos de sinalizagdao de JAK2 V617F e das
principais células envolvidas na imunotrombose pode fornecer uma base para o
desenvolvimento de estratégias imunoterapéuticas em doencas mieloproliferativas.

A sinalizagdo constitutiva de JAK2 V617F esta ligada a alta expressao de moléculas que
estdo relacionadas a resposta inflamatdria, desregulagdo imune e manifestacdo de estados
inflamatoérios [33,34,35], achado que atualmente constitui alvos de pesquisa. As citocinas
relacionadas a imunidade natural sdo as mais expressas nas neoplasias mieloproliferativas
cronicas, sendo detectadas até mesmo no estroma medular [34]. Isso sugere que a inflamagao
estd relacionada ao inicio do estroma da medula 6ssea, que promove fibrose medular e expansao
clonal [35]. No sangue periférico, a interagdo entre Células hematopoiéticas, endotélio e
moléculas imunologicas positivas para V617F potencializam o mecanismo de imunotrombose,
constituindo assim um fator prognostico independente e desfavoravel na sobrevida de pacientes
com NMPs [36].

Assim, a compreensdo dos mecanismos de sinalizacdo de JAK2 V617F e das principais
células envolvidas na imunotrombose pode fornecer uma base para o desenvolvimento de

estratégias imunoterapéuticas em doencas mieloproliferativas. Portanto, nesta revisdo,
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descrevemos a variante JAK2 V617F e suas implicacdes para a instabilidade genomica e
desregulagdo imune, bem como sua relacdo com o inicio da inflamagao cronica por meio de

mecanismos celulares.

2. JAK2 V617F: Implicacdo Genética nas Vias de Sinalizacao

Em 2005, foi descrita a base molecular das doencas mieloproliferativas cronicas, com a
variante JAK2 V617F (dbSNP ID: rs77375493) caracterizada por uma substituicao de base do
tipo transversao no nucleotideo 1849 (1849G > T) do éxon 14 do gene JAK2 que codifica uma
valina através de uma fenilalanina na posicao 617 (V617F) [ 37, 38, 39 ]. Metabolicamente,
esta alteragdo genética leva a uma mutacao de ganho de fungdao em JAK?2, uma tirosina quinase
citoplasmatica com um papel central na transducdo de sinal de receptores do fator de
crescimento hematopoiético [ 40, 41]. Essa alteragdo ocorre no dominio pseudoquinase de
JAK2, interrompendo o efeito autoinibitorio e resultando em fosforilagdo constitutiva, que gera
hiperfosforilagcao, desregula sinais celulares a jusante da via de sinalizagdo JAK2/STATS (
Figura 3 ), interfere na sinalizagdo correta de receptores de eritropoietina (EPO), fator
estimulante de coldnias de granulécitos (G-CSF), fator estimulante de colonias de granuldcitos-
monocitos (GM-CSF) e trombopoietina (TPO), e também aumenta a proliferagao celular e a
resisténcia a apoptose [ClinVar ID: NM 004972.3 (JAK2): ¢.1849G > T (p. V617F))]
[3,41,42].

@

Receptorde citocina L \"
citocina

JAK fosforilaresiduns de tirosina ;

{ j_\ Pe=c ruta manto
'I\_ ‘IL)‘I deSTAT's =
fosforibpde

Proteinas STAT  medida ner 18K Athor

L Trnscrigda
1

N G G

Residuno

AN

v

CRCLZIL6, I8, IL-9, THFa, CCLS, Fatores d=

Crescimento


https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#B37-biomolecules-12-00291
https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#B38-biomolecules-12-00291
https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#B39-biomolecules-12-00291
https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#B40-biomolecules-12-00291
https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#B41-biomolecules-12-00291
https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#fig_body_display_biomolecules-12-00291-f003
https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#B3-biomolecules-12-00291
https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#B41-biomolecules-12-00291
https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#B42-biomolecules-12-00291

67

Figura 3. Via de sinalizacdo JAK/STAT. Na auséncia de citocinas, a proteina JAK permanece inativa em regides
proximas aos dominios intracelulares do receptor. Quando uma citocina se liga a um receptor, JAKproteinas e
dominios intracelulares do receptor sdo fosforilados, ativando e recrutando proteinas STAT, que dimerizam e
translocam para o nucleo para iniciar o processo de transcri¢ao de genes envolvidos na proliferagao celular. Além
da ativagdo da via JAK/STAT, existe uma interligagdo com outras vias de sinalizagdo intracelular, entre as mais
destacadas estdo a via Ras/Raf/MAPK e a via PI3K; esta tltima manifestando interconexdo com as proteinas
JAK1, que ativam indiretamente a via NFkB, os fatores transcricionais que ativam a produg¢do de citocinas (entre
elas CXCL12, IL-6, IL-8, IL-9, TNF-0a ¢ CCL3) e o crescimento fatores identificados no perfil inflamatério de
individuos com neoplasias mieloproliferativas cronicas. JAK: Proteina Janus quinase; STAT: transdutores de sinal
e ativadores da transcri¢do; MAPK: proteina quinase ativada por mitégeno; PI3K: fosfoinositol quinase 3; JAK1:
proteina Janus quinase classe 1; NFkB: kappa de célula B de fator nuclear de cadeia leve; CXCL12: quimiocina
12 com motivo CXC; IL-6: interleucina 6; IL-8: interleucina 8; IL-9: interleucina 9; TNF-a: fator de necrose
tumoral alfa; CCL3: ligante de quimiocina 3.

A andlise de células germinativas, como células bucais, células T ou ambas, em casos
de agrupamento familiar de distarbios mieloproliferativos, mostra auséncia do alelo
variante. Nesse cenario, a variante JAK2 V617F nao ¢ o primeiro evento que leva a doenga
[22,40,43]. O haplotipo 46/1 € uma regiao de 280 Kb do cromossomo 9p que inclui trés genes,
incluindo JAK2. A parte denominada “GGCC” corresponde aos quatro principais
polimorfismos desse haplotipo (153780367, rs10974944, rs12343867 e rs1159782) que se
iniciam no intron 10 e terminam no intron 15 do gene JAK?2 [44,45] ( Figura 4). Essas quatro
variantes estdo em completo desequilibrio de ligagdo e sdo herdadas juntas [44,46]. Este
haplétipo ¢ descrito como um dos responsaveis pelos processos que antecedem a aquisi¢ao
do JAK2 V617F, aumentando a taxa de mutagdao do locus JAK2 e a probabilidade de adquirir
mutacdes com vantagem seletiva, que ¢ o caso do JAK2 V617F e que, por sua vez, , causa

disturbios mieloproliferativos clonais [31,45,46,47,48].

Cromossomo 9p24.1

Gene Janus Kinase (JAK2)

5- -3

5’——| Intron 10 - Intron 11 - Intron 12 - Inlron13- Intron 14 -3’

rs3780367 - T>G rs10974944: C>G rs12343867: T>C rs1159782 T>C
5. .AAACTATGAAGGATG...3' 5 .. TTGATGATGAGCCA..3' 5. GATTACGTTGATA...3’ 5. GATTACTGTG...3'

Haplétipo 46/1 (GGCC)
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Figura 4. Caracterizagdo do haplétipo 46/1 sem o gene JAK2 . O haplétipo, também denominado GGCC, ¢
alterado por quatro variantes localizadas no intron 10 (rs3780367: T > G), intron 12 (rs10974944: C > G), intron
14 (rs12343867: T > C) e intron 15 (rs1159782: T > C). Pensa-se que a presenga deste haplotipo condiciona um
aumento da taxa de mutag¢@o do locus génico em questdo, resultando assim no aparecimento de muta¢des com
vantagem seletiva, como € o caso do JAK2 V617F .

Ainda ndo esta claro como a mesma mutagao estd associada a trés fenotipos diferentes
da doenca. Possiveis explicagdes incluem diferencas interindividuais no background genético,
aquisicdo de alteragdes genéticas adicionais ou na c€lula-alvo para transformagdo
[43]. Assim, JAK2 V617F pode até mesmo comprometer a funcionalidade de linhagens

celulares que integram os processos hematopoiéticos e inflamatorios.

3. Implicacdes da Variante JAK2 V617F em Células Positivas e Imunotrombose

Estudos recentes tém descrito a relagdo entre os mecanismos e respostas imunes
expressas por células envolvidas no sistema imune inato e adaptativo (neutréfilos, mondcitos,
macrofagos, linfocitos, células endoteliais e plaquetas) com moléculas importantes da
hemostasia, fendmeno atualmente chamado de imunotrombose. O processo de imunotrombose
¢ multifatorial, geralmente mediado pela hipercelularidade, e provoca alteragcdes nas proteinas
plasmaticas que sao importantes no processo de hemostasia e ativacao de moléculas endoteliais,
produto de adesdo e funcdo celular [49,50,51]. A hipercelularidade no sangue periférico ¢é
resultado da ativagdo constitutiva da via JAK2/STATS, que aumenta a viscosidade do sangue
por meio da interacdo célula-célula-endotelial e até forma complexos plasmaticos
[49,50,51,52,53] . Assim, as caracteristicas de leucocitose, eritrocitose e trombocitose em
pacientes com NMPs ndo refletem apenas alteracdes quantitativas na hematopoiese, mas
também alteragdes qualitativas na resposta imune € na hemostasia, por meio da expressao de
moléculas que favorecem o fendtipo pro-tromboético ativado [50]. Estd bem descrito na
literatura que as complicag¢des vasculares do tipo arterial ou venoso atingem até um terco dos
individuos com NMPs e constituem uma das principais causas de mortalidade nesses individuos
[51,52,54,55,56] , principalmente em TE [53].

A ativagdo da via JAK/STAT est4 envolvida na resposta inflamatdria por se interligar
diretamente com outras vias de sinalizacdo intracelular envolvidas na producao de citocinas. Di
Rosa e cols. [57] demonstraram que células CD34+ de individuos com PMF apresentaram
ativacdo desregulada da via JAK2/STATI e ativacdo significativa de genes envolvidos na via
IFN-y (IFN-y , IRF1 e IFNGR2) em comparacdo com individuos saudaveis, e observaram que

IFN I e II tém sido descritos como mediadores da imunidade antitumoral através da ativacao da
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via PI3K/AKT/mTOR, que, por sua vez, ativa a via NFkB e promove a apresentacdo de
antigenos e secrecao de citocinas [56] .

Por outro lado, a a¢do da proteina de morte programada (PD-1), mediada pela expressao
de IFN-y, que ¢ vital no processo de reconhecimento tumoral, esta desregulada em pacientes
com NMPs, indicando que células hematopoiéticas JAK2 V617F positivas
de individuos com Os NMPs expressam o ligante PD-L1, que é um mecanismo que bloqueia a
acdo dos linfécitos Th e contribui para o escape imunologico das cé€lulas neoplasicas
[58,59]. Ao mesmo tempo, isso resulta em sinalizagdo de JAK2/STAT3 até trés vezes maior
que o normal, fato que esta ligado a progressao tumoral associada a inflamacgao [55]. O ensaio
experimental murino realizado por Prestipino et al. [ 60] demonstrou atividade oncogénica de
JAK2 com consequente fosforilagdo de STAT3 e STATS que facilita a promogao da atividade
PD-L1 em células JAK2 V617F positivas e afeta o ciclo de progressao celular de células T, que
¢ um achado associado a estados mais avangados de NMPs.

Na MF, hd uma regulagdo alterada das células T, que ¢ determinada pela ativagdo
significativa de linfocitos T CD8+, e esse achado estd ligado a ativacao de moléculas HLA
classe I, inflamacao cronica e desregulacdo imunolédgica, favorecendo assim a ativagao de
fibroblastos e contribuindo para a progressio da fibrose medular e citopenias
[54]. Curiosamente, a ativacdo constitutiva de JAK20 V617F ndo s6 produz alteragdes na
resposta imune celular pelas vias classicas, como também favorece a ativagdo indireta da
secrecao de fatores induziveis por hipoxia (HIF) e eritropoietina (EPO) pela via NFkB, gerando
um estado hipoxico de gravidade variavel que favorece a atrofia tecidual e producao de
progenitores eritroides, evento que contribui para a producao de citocinas pro-inflamatorias no
sangue periférico [58].

Portanto, JAK2 V617F desregula complexamente a sinalizagdo intercelular através da
ativacdo da produgdo de citocinas e interrup¢ao da homeostase e citotoxicidade das células
imunes [48]. A desregulacdo imune em individuos com NMPs ¢ confirmada por altas
concentracdes de IL-6, IL-8, GM-CSF, HGF, VEGF, b-FGF e TGF-3 em células do estroma
medular e aumento da producdo de IL-6, IL-8 , IL-9, CCL3, CCL4 e TNF-a em cé¢lulas
sanguineas periféricas [59].

O quadro inflamatdrio esta relacionado ao excesso de citocinas (geralmente IFN tipo I
e pertencentes a familia I[L-6), produto da sinalizagdo constitutiva da via JAK2/STATS/STATS3,
que ativa diretamente outras vias de sinaliza¢@o intracelular comprometidas com o produg¢do de

citocinas pro-inflamatdrias [28]. As vias PI3K, MAPK, NFkB e HIF1-o induzem tumorigénese
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[31] e expressdo de mecanismos mediadores da inflamacdo em neutréfilos, monocitos,

macrofagos, linfocitos e plaquetas [60] ( Figura 5 ).
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Figura 5. A imunotrombose envolve a participagdo de células hematopoiéticas e células do sistema
imunologico. Os neutrdfilos JAK2 V617F positivos expressam CD11b na superficie celular e secretam enzimas
como MPO, catepsina G e elastase. A liberacdo de catepsina G e elastase ativa a sinalizagdo CCLS5/PF4
em JAK2V617F positivo de plaquetas, que ¢ uma interacdo que cria retroalimentagio positiva entre plaquetas e
neutrofilos, e favorece a produgio de IL-6 e ERO. A catepsina e a elastase livres inibem a func@o da antitrombina
e do TFPI plasmatico, contribuindo para o fenétipo trombotico. Os neutrofilos ndo mutados sdo ativados pela agdo
das ERO, que recrutam e ativam mondcitos com expressdo de PSGL-1 e fator tecidual inativo. Ambas as células
manifestam adesZo rolante e endotelial por moléculas de adesdo de ligacdo expressas em células endoteliais
(ICAM1, VCAMI, P-selectina, CCL2 e FXII). Simultaneamente, as células endoteliais sdo ativadas pela acdo das
ERO, liberando vVWF e colageno, formando assim uma interacdo plaqueta-mondcito-neutréfilo, que favorece a
descarga de material genético e proteico do neutréfilo, iniciando-se a NETose. Isso traz consigo a expressdo de
IL-8 e a ativacdo de TLR4/TLR2 nas plaquetas, fato que permite a expressdo de glicoproteinas receptoras e,
portanto, a agregacdo plaquetaria. Na NETosis, os eritrocitos sdo recrutados e liberam hemoglobina e aumentam
a producdo de ERO. O sistema complemento € ativo em resposta a ativacdo de células imunes, principalmente pela
acdo de C3 e CS5, que induz a sinalizagdo de Monocitos JAK2 V61TF positivos e mondcitos ndo
mutados. Mondcitos positivos JAK2 V617F expressam PD-1L, que ativa imediatamente PD-1 em J4K2Linfocitos
V617F, mecanismo responsavel pela evasdo da resposta imune descrita nas neoplasias mieloproliferativas
cronicas. O recrutamento e a ativagio de células imunes e hematopoiéticas favorecem a conversdo do fibrinogénio
em fibrina, dando origem a formagdo de trombos, principal fator envolvido nas complica¢des vasculares descritas
nas neoplasias mieloproliferativas. MPO: mieloperoxidase; CCLS5: quimiocina ligando 5; PF4: fator plaquetario
4; IL-6: interleucina 6; ROS: espécies reativas de oxigénio; TFPI: inibidor do fator tecidual plasmatico; PSGL-1:
ligando 1 da selectina P; ICAM-1: moléculas de adesdo intercelular 1; VCAM-1: molécula de adesdo celular
vascular 1; CCL2: ligante 2 de quimiocina; FXII: fator XII; vWF: fator de Von Willebrand; IL-8: interleucina
8; TLR2/TLR4: Receptor Toll-like 2/4; C3: componente 3 do complemento; C5: componente 5 do
complemento; PD-1: proteina de morte programada; PD-L1: ligante 1 da proteina de morte programada.

3.1. Neutrdfilos
Os neutrofilos constituem uma grande porcentagem de leucocitos no sangue periférico
e estdo envolvidos em processos de resposta imune contra antigenos. Os neutrdfilos de

individuos com NMPs tém quantidades basais abundantes de espécies reativas de oxigénio
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(ROS), especialmente em pacientes com PMF, que s3o induzidas por sinalizagdo ERK
dependente de JAK?2 e fosforilagdo constitutiva, produzindo NADPH oxidase e ativacdo de
neutro6filos pela expressao de mieloperoxidase [61] .

A ativagdo e recrutamento de leucocitos contribui para a formagdo de armadilhas
extracelulares de neutréfilos (NETs), que sdo redes formadas por material genético e proteinas
derivadas de neutréfilos, e que favorecem a ativag@o celular, producio de espécies reativas de
oxigénio, ativacdo e agregacdo plaquetaria e dano endotelial [62]. Os neutrofilos ativados
expressam CD11b na superficie celular e secretam elastase e mieloperoxidase, o que favorece
a quimiotaxia de neutrofilos, mondcitos e macrofagos e facilita a adesdo endotelial
[63,64,65,66]. Simultaneamente, a expressao das integrinas B1 e B2 nos neutréfilos recrutados
¢ favorecida, e as glicoproteinas sdo expressas pela interligagao da via JAK/STAT com Rap1-
GT-Pasa, que possuem afinidade por moléculas de adesdo de células vasculares (VCAM-1) e
por moléculas intercelulares moléculas de adesao (ICAM-1) expressas por células endoteliais
[67,68,69,70], aumentando assim a adesdo endotelial. Da mesma forma, a expressao do ligante
1 da selectina P (PSGL-1) e da molécula de adesao celular tipo 1 (MAC-1) em neutrofilos
contribui para a liberagao de catepsina G (enzima de degradacao neutrofilica importante na
eliminacdo de patdgenos e na degradagdo de componentes em sitios inflamatorios), que
juntamente com a elastase, determina um feedback positivo através da expressao de CCLS e
fator plaquetario 4 (PF4) nas plaquetas, estimulando a expressao de P-selectina e GPIba nas
plaquetas e favorecendo o processo de trombogénese [52] . Um achado interessante ¢ que tanto
a elastase quanto a catepsina G bloqueiam o inibidor da via do fator tecidual (TFPI) e a
antitrombina (AT), que sdo dois potentes anticoagulantes naturais, € isso contribui para a
ativag¢do da via do receptor da proteinase 4 (PAR4) nas plaquetas, Exposi¢do ao fator de Von
Willebrand e inicio da cascata de coagulagdo [51,71].

Assim, a ativacao de neutrofilos permite a liberagdo de complexos DNA-histona
(especialmente H3 e H4) que induzem a producao de NETs e ativagdo plaquetaria via NF-kB e
fun¢do de TLR2 e TLR4 [67], com consequente expressdo de GPallb3 contribuindo para
a agregacao plaquetaria e formagdo de trombina na via extrinseca [68]. Complexos histona-
MPO também foram encontrados no plasma de individuos com NMPs e associados a altos
niveis de LDH [61]. Como tal, a NETosis desempenha um papel crucial na expansao do tumor
em NMPs, aumentando a imunotrombose e ativando a hemostasia, formando assim um ciclo
repetitivo [66].

Como ja sabemos da participacdo ativa dos neutréfilos no processo de imunotrombose nos

NMPs, tem havido grande interesse em identificar os subtipos de neutrdfilos envolvidos nesse
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mecanismo. Os neutrofilos associados a tumores (TANs), também classificados como PMN-
MDSCs, podem ser subdivididos em N1 (neutrofilos com acdo antitumoral) e N2 (neutréfilos
com agdo pro-tumoral) [68,72,73], tanto em humanos quanto modelos murinos, e sao
encontrados na circulagdo e no microambiente de pacientes com condigdes tumorigénicas e
inflamatorias [70]. Os TANs contribuem diretamente para o processo de angiogénese através
da liberagdo significativa de ROS e consequente formac¢do de NETs através da expressao de
CDI11b e elastase [71].

A presenca de TANs também ¢ documentada em processos de infiltragdo, invasdo e
metastase de tumores solidos, como melanoma, carcinoma gastrico avangado, tumor cerebral
infantil [72] e até¢ mesmo em casos de pancreatite aguda [74,75,76,77]. Nesses tipos de tumores,
os TANs sdo sensiveis a sinais microambientais causados pela secrecao de CXCL1, CXCL2,
TNF-0, IFN-y e IL-8 [70], o que favorece a invasao local, superexpressao funcional de
neutrofilos e supressdo funcional de T linfocitos. No entanto, o papel dos TANs em
malignidades hematoldgicas tem sido pouco descrito. Em 2019, o estudo de Podaza e Risnik
[78] objetivou detectar TANs em individuos com leucemia linfocitica cronica (LLC) e
descobriu que a propor¢ao de TANs em pacientes com LLC era maior, com altas concentragdes
de IL-8, molécula importante na indugao de NETs. Infelizmente, devido a escassa descri¢ao de
marcadores de superficie nessa classificacdo de neutrdfilos, a pesquisa ndo discrimina os
fenotipos TAN (N1/N2) encontrados, que sdo definidos pela capacidade de produgdo de ROS e
NETs. No entanto, alguns estudos recentes tém como objetivo descrever a fenotipagem dessas
subpopulagdes de neutrofilos para melhor caracteriza-las, especialmente seu papel nas doengas

hematolodgicas.

3.2. plaquetas

A ativacao e disfuncionalidade plaquetaria ¢ um fendmeno bem descrito em processos
tromboticos e hemorragicos em pacientes com NMPs, valendo ressaltar que alguns marcadores
plaquetarios, como P-selectina, CD41L, B-tromboglobulina, PF4 e fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDFG), foram detectados em altas concentracdes no plasma de
individuos com ET e PV [52,54], que sdo biomarcadores associados a complicagdes
tromboticas. A expressdo desses marcadores induz uma resposta hemostatica por meio da
exposicao e ativagdo do fator tecidual (produto da lesdo endotelial), ativando diretamente a via
extrinseca da cascata de coagulacdo e consequente producdo de fibrina. Nesse processo, as
plaquetas ativadas expdem fosfolipidios carregados negativamente que conferem reagdo

proteolitica dos fatores de coagulacdo, atuando como mediadores entre a coagulagdo e a
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inflamacao por meio da ativag@o da cascata do complemento, principalmente das moléculas C3
e C5[66] .

Curiosamente, pacientes com NMPs também podem manifestar altos niveis basais de
fosfatidilserina na membrana plaquetaria, que por sua vez desenvolve uma fungdo pro-
coagulante, achado que demonstra que as plaquetas sdo o alvo central no desenvolvimento de
complicagdes vasculares e inflamatéorias em NMPs [75]. Assim, a presenca da
mutacdo JAK2 V617F poderia potencializar a ativagdo plaquetaria e contribuir para a trombose
persistente nesses pacientes.

Por outro lado, a circulagdo constante de complexos e a ativagdo de proteinas
plaquetarias podem expor moléculas derivadas de células endoteliais, favorecendo a ativacdo e
dano endotelial através da sinalizacdo TLR-4 nas plaquetas [76] . Assim, a ativacao endotelial
¢ promovida por altos niveis de espécies reativas de oxigénio, que sao liberadas por complexos
neoplasicos plaquetas-neutrofilos que levam a exposicao do fator de Von Willebrand, colageno,
moléculas de adesdo plaquetaria-endoteliais (PECAM), E-selectinas e trombomodulina , assim
como o CD40L (importante fator indutor tecidual), que sdo todas moléculas que favorecem a
adesao endotelial e estdo diretamente envolvidas no quadro trombotico ativado [ 75, 79]. No
processo ativo de hemostasia, detecta-se a expressao de alguns biomarcadores, como trombina,
DD, FVIII, fibrinogénio, CD40L e integrinas plaquetarias; que, juntamente com fator tecidual,
proteina S, proteina C, fator de Von Willebrand e P-selectinas, favorece a perpetuagao da
hemostasia ativa, adesdo celular e recrutamento de leucdcitos e eritrocitos [76] . Embora as
plaquetas formem complexos com os neutrofilos, também foram encontrados agregados
plaquetas-mondcitos, especialmente em pacientes com TE [77].

A interagdao entre plaquetas e células endoteliais provavelmente contribui para a
producao de selectinas soluveis e redugdao de 6xido nitrico (consequéncia de altos niveis de
espécies reativas de oxigénio e MPO), o que beneficia a redu¢do dos vasos laminares e a
obstrugao vascular [51,80] . Poisson et al. [81] fornecem a confirmagao disso, em que as células
endoteliais apresentavam uma disfun¢do da via do ¢xido nitrico, causa do actimulo de
microvesiculas derivadas de eritrocitos portadores de MPO, que aumentavam o estresse
oxidativo endotelial e comprometiam a resposta vascular aos vasoconstritores. Isso implica em
uma possivel participacdo dos eritrocitos nesse processo. Portanto, nas células hematopoiéticas,
o estresse oxidativo e o estado de inflamagdo cronica sdo favorecidos pelo ciclo vicioso da
produgdo de biomacromoléculas que contribui para a instabilidade gendmica, aquisicdo de

mutagoes, dano tecidual e transformacao da leucemia aguda [82,83] .
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Por outro lado, quadros hemorragicos também podem se apresentar em pacientes com
NMPs, e estao ligados ao aumento do consumo de plaquetas (produto da trombogénese) devido
a auséncia de ligagdo com multimeros de alto peso molecular do fator de Von Willebrand e
disfuncionalidade da plaquetopenia. granulos densos [84]. No entanto, complicagdes
hemorragicas sdo mais frequentemente descritas em individuos com MFe PV, em comparacao
com aqueles com TE [85]. Um achado importante sobre isso ¢ que individuos com ASXL1-
PMF mutado tém um prognostico ruim e um alto risco de complicacdes na hemostasia
[86]. Infelizmente, ainda ndo foi estabelecida uma relagdo entre mutacdes no ASXLI e o
desenvolvimento de distirbios hemorragicos em pacientes com MF.

Matsuura et al. [87] observaram reducao significativa de granulos densos em plaquetas
em plaquetas JAK2 V617F positivas, sugerindo que a hiperativacdio em JAK2 afeta o
desenvolvimento de um conjunto desses granulos em plaquetas no processo de
trombopoiese. Como resultado, o papel que a sinalizacdo de JAK2 desempenha no controle de

granulos densos em plaquetas nunca foi relatado.

3.3. mondocitos

Os mondcitos desempenham importante papel no processo de imunotrombose, sendo
também um fator prognostico independente e desfavoravel na sobrevida de pacientes com PV
e MFP, pois sdo mediadores de inflamacao, trombose e fibrose medular devido a secregcao de
altas concentracdes de citocinas e a apresentacao de uma resposta desequilibrada a IL-10. Na
medula Ossea, a sinalizacdo de citocinas pro-inflamatorias promove a interagdo entre o clone
maligno e as células do estroma, o que estimula a osteoclastogénese no nicho endosteal e causa
o surgimento de clones de fibrécitos envolvidos na inducao da fibrose medular na MF [36]. Este
mecanismo ¢ promovido através da desregulacdo do ciclo celular em fibroblastos, e acelera o
processo de mal-diferenciacdo de modo que perde a capacidade de reparar o tecido
hematopoiético (pode ser um produto do estresse oxidativo) e contribui para a fibrose da medula
[88].

Usando sequéncia de RNA de célula tnica, Leimkuhler et al. [ 89 ] demonstraram que
transcriptomica de células estromais mesenquimais de pacientes com mielofibrose primaria
mostram perda de suporte de nicho hematopoiético, diminui¢ao do status da célula progenitora
multipotente, sinalizagdo JAK/STAT e TGF-f regulada positivamente e regulagdo positiva de
proteinas da matriz extracelular como o colageno.

Indiretamente, a ativacdo de mondcitos ¢ determinada pela exposicdo a padrdes

moleculares associados a patdgenos (PAMPs) e padrdes moleculares associados a danos
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(DAMPs), proporcionando assim exposi¢ao ao fator tecidual e CD25 e beneficiando a ativagao
de proteinas com agao pro-coagulante e sinalizacdo de NFkB [90] .

Por outro lado, a ativagdo de mondcitos pode ser favorecida pela expressao e ligacao de
PSGL-1 a P-selectina plaquetaria, favorecendo a expressdo de citocinas inflamatorias
[ 71 ]. Portanto, a interagdo plaqueta-monocito induz um fendtipo pro-inflamatorio através da
expressdo de CD147, PSGL-1, EP1/EP2 ¢ COX-2, bem como a ativacdo de integrinas que
contribuem para a adesao endotelial e recrutamento de mondcitos [ 91 ]. A confirmagao disso
¢ encontrada no estudo de Wei Wang et al. [ 52 ], em que macrofagos JAK2 V617F positivos
manifestaram alta expressao de citocinas inflamatorias (IL-1pB, IL-6 e TNF-a), 6xido nitrico
sintase (iINOS), ligante-2 quimiocina (CCL2) e ativagdo da MAPK caminho, e eles observaram
que os mondcitos mostraram rolamento e adesdo celular notavelmente distintos quando
comparados as células do tipo selvagem.

E importante mencionar que os macréfagos sdo subdivididos em tipo M1 e tipo M2, que
ambos os subtipos celulares sdo ativados pela via de sinalizacdo NFkB e que possuem fungdes
celulares semelhantes a N1 e N2, respectivamente [92]. O M2 ¢ o maior componente nos
tecidos neoplasicos e contribui diretamente para o ambiente tumoral, proliferagdo, angiogénese
e liberagdo de citocinas que levam a expansdao neoplasica [93]. No entanto, M2 foi
subclassificado em M2a, M2b e M2c; embora seja importante notar que o acumulo de
monocitos/macrofagos de M2b pode promover crescimento, invasao € recorréncia de canceres
in vitro e in vivo [93].

No estudo de Molitor et al. [94], foi observado que JAK2 V617F positivo M2 em
pacientes com PMF apresentaram maior capacidade de formacdo de colonias através da
secrecdo de moléculas pro-fibroticas, como CCL2, IL-8, metaloproteinase-9 de matriz
(MMP9), galectina 3 ( LGALS3) e osteopontina (SPP1), que impulsionam a prolifera¢do e
produgdo de colageno. No entanto, mais pesquisas sdo necessarias sobre o papel das subclasses

de macrofagos em diferentes fendtipos de NMP.

3.4. Linfocitos T Helper e Natural Killer

Embora os linfécitos ndo estejam bem descritos nos NMPs, essas células também podem
estar envolvidas na desregulacdo imune. Os linfécitos T tém uma longa vida Util e isso
possivelmente contribui para uma maior sinalizagdo de efeitos disruptivos no sistema
imunoldgico [95]. Em alguns casos de MFP, os linfécitos T carregam de 3 a 83% da frequéncia
do alelo variante de JAK2 V617F, acompanhados de anormalidades no cariétipo, como 13q-,

20g-, monossomia 7 e inv(3). Note-se que estas duas ultimas alteracdes cromossdmicas
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conferem um prognostico desfavoravel [95,96,97,98]. Assim como nos linfécitos, o papel das
células natural killer (NK) nos NMPs nao foi amplamente descrito.

As células NK estdo associadas ao controle do crescimento tumoral e da metastase, o
que indica que a deficiéncia de células NK ¢ muito rara e geralmente esta ligada a distirbios
linfoproliferativos [98]. No entanto, o estudo de Arantes [99] demonstrou que os pacientes
positivos para células NK JAK2 V617F apresentavam contagens mais baixas de NKCDI16 +
CD56 %™ em comparagdo com células NK . Pacientes JAK2 V617F-negativos, especialmente
aqueles com PV e PMF, que ¢ um achado que sugere que as células NK podem ser defeituosas
em NMPs. Embora existam algumas investigagdes sobre o papel de linfécitos e células NK
nessas doengas hematoldgicas, mais pesquisas sdo necessarias para elucidar seu papel na

evolucao dessas doengas ¢ no desenvolvimento de imunotrombose em NMPs.

4. Resumo e Perspectivas

A abordagem clinica dos pacientes com neoplasias mieloproliferativas baseia-se no
controle das complicacdes vasculares, tanto arteriais quanto venosas, visto que sdo eventos que
resultam na principal causa de morbidade e mortalidade por doencas hematologicas. De acordo
com investigacdes recentes, as complicagdes trombohemorragicas sdo atribuidas a presenga e
alta frequéncia alélica de JAK2 V617F [100], sugerindo que a presenga do haplotipo JAK2 46/1
nao tem sido relacionada a produgdo de biomarcadores inflamatdrios que podem ser expressos
em imunotrombose [101]. Da mesma forma, a ligacao entre JAK2V617F e desregulagdes na
resposta imune e hemostasia esta bem descrita e associada a interligagao da via JAK/STAT com
outras vias de sinalizacao intracelular, como PI3K/AKT, Ras/Raf/MAPK e NFkB, no processo
apoptdtico e em a producdo de moléculas inflamatorias [ 59 ]. Além disso, investigacdes de
sequenciamento de proxima geragdo descreveram outros genes envolvidos nessas vias de
sinalizag¢do ( FLT3, GNAS, KIT, KRAS, NF1, NRAS, PTPNI11 e SH2B3 ), em genes reguladores
epigenéticos ( TET2, ASXLI, DNMT3A e EZH?) e negativos genes reguladores da via de
sinalizagdo JAK2 ( SOCSe CBL), uma vez que mostraram uma forte associagdo com
desregulagdes na produgdo e secrecdo de citocinas [102,103]. Estes poderiam ser excelentes
alvos de pesquisa em mecanismos patogénicos de NMP e serem empregados como preditores
de pior desfecho clinico, risco de estratificagdo ou mesmo como preditores de transformacao
de leucemia [104].

O Grupo de Trabalho Internacional—Pesquisa e Tratamento de Neoplasias
Mieloproliferativas (IWG-MRT) estabeleceu um algoritmo prognostico para complicagdes

tromboticas em comum com neoplasias mieloproliferativas cronicas BCR/ABLI negativas,
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especialmente em PV e TE, com base nas variaveis de idade (> 60 anos) , percentual de
homozigose de JAK2 V617F e histéria de eventos tromboticos, que sdo fatores que definem as
categorias de baixo risco, risco muito baixo, risco intermediario e alto de complicagdes
tromboticas e vasculares [5] .

A terapia citorredutora em individuos com PV, TE e MF¢ frequentemente escrutinada,
mas amplamente utilizada para aliviar o quadro clinico e reduzir o risco dessas
complicagdes. Assim, a droga de escolha em individuos com PV e TE ¢ a hidroxiureia
(HU). Infelizmente, a resisténcia ou intolerancia a HU foi descrita em 15-20% dos pacientes
com NMP [105]. Esse fendmeno ¢ um desafio no tratamento desses pacientes, pois reduz as
opgOes terapé€uticas e aumenta a progressao da doenca ou o risco trombotico [105]. Muitas
investigacdes a esse respeito t€m sido realizadas e sugerem que a existéncia de outras alteracdes
moleculares no dominio quinase da proteina JAK2 ou em genes nao controladores poderia ser
a razao da refrataria farmacologica [106,107].

O ruxolitinibe, medicamento aprovado ha alguns anos pelo FDA, também ¢ considerado
uma excelente escolha farmacologica em pacientes resistentes a HU na PV [108]. No entanto,
modelos murinos demonstraram que sua acdo farmacoldgica ndo apresenta atividade
antileucémica in vivo na medula 6ssea [109], achado que poderia sugerir uma possivel
contribuicdo de outra sinalizacdo celular desregulada, sendo um alvo que também seria
interessante no prognostico desses pacientes. Na MF, o tratamento de escolha ¢ a HU, e o uso
de ruxolitinibe para casos refratarios a HU e pacientes classificados como de alto risco
[109]. Em pacientes jovens de alto risco com MF, o transplante alogénico de células-tronco
hematopoiéticas € considerado. No entanto, o uso de drogas citorredutoras para fibrose reticular
ou colageno aumentaria as chances de sobrevida desses individuos; vale ressaltar que o PMF ¢
a neoplasia mieloproliferativa cronica BCR/ABLI negativa com maior associagdo com
transformacao leucémica.

Por outro lado, a inibi¢do da funcdo plaquetaria nas neoplasias mieloproliferativas
cronicas BCR/ABLI negativas ¢ uma das principais fungdes, pois, conforme descrito
anteriormente, as plaquetas desempenham papel central no processo de imunotrombose. Assim,
o uso de agentes antiplaquetarios reduz a taxa de ocorréncia e recorréncia de eventos trombo-
hemorragicos e inflamatorios [80]. A heparina de baixo peso molecular, a aspirina e o
clopidogrel sdo as principais drogas utilizadas no controle da ativacao plaquetaria. Apesar de
serem as drogas mais utilizadas nessas doengas, o uso de novas drogas que inibem a expressao
de receptores plaquetarios, moléculas de adesdo plaquetaria e citocinas favoreceriam a reducao

da formacao de trombos e, consequentemente, o desenvolvimento de imunotromboses [ 5]. Da
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mesma forma, a inibi¢ao da expressao de integrinas, moléculas de adesdo e outras proteinas de
membrana em neutrofilos, mondcitos, linfocitos e células endoteliais constitui uma estratégia
promissora em individuos com neoplasias mieloproliferativas cronicas BCR/ABLI negativas
como alvos de tratamento [66], especialmente naqueles com drogas resisténcia e classificados
como de alto risco.

Apesar da deteccdo de microvesiculas, complexos celulares e outros marcadores
inflamatoérios tém sido amplamente discutidos em NMP, e a deteccao de mi-RNAs ¢ realmente
considerada um marcador de resposta metabolica, antes, durante e apos o tratamento do linfoma
[110] . Além disso, o avango das técnicas moleculares nos leva ao desenvolvimento de técnicas
ndo invasivas, como a biopsia liquida, que pode ser uma ferramenta potencial, especialmente
em canceres ndo solidos, para indicadores de prognodstico e monitoramento em neoplasias
hematoldgicas [ 111]. Atualmente, a analise do DNA livre de células (cf) € proposta como uma
ferramenta ndo invasiva para uso no diagndstico e prognostico de neoplasias hematoldgicas,
que pode ser empregada para diferenciar subtipos de NMP, bem como para prever o

desenvolvimento de complicagdes tromboticas [111,112].

Contribuic¢oes do autor

Conceituacao: DGT, JP, AMT e LPdSM; redacao—preparacao do projeto original: DGT, JP,
AMT e LPdSM; redagao—revisao e edicao: AMT, LPdSM, AGdC, GVS e AM Todos os
autores leram e concordaram com a versao publicada do manuscrito.

Financiamento: Este trabalho foi financiado pela Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado
do Amazonas (FAPEAM) [Programa  Pr6-Estado—#002/2008, #007/2018 e
#005/2019; Programa POSGRAD—#006/2021, Rede Gendmica de Vigildncia em Satde do
Estado do Amazonas (REGESAM), Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico (CNPq) e Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES). Os financiadores nao tiveram nenhum papel no desenho do estudo, coleta e analise

de dados, decisdo de publicar ou prepara¢do do manuscrito.

Declaragio do Conselho de Revisao Institucional: Nao aplicavel.
Declaracio de Consentimento Informado: Nao aplicavel.
Declaragao de Disponibilidade de Dados: Nao aplicavel.

Conflitos de interesse: Os autores declaram ndo haver conflito de interesses.

Referéncias


https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#B66-biomolecules-12-00291
https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#B110-biomolecules-12-00291
https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#B111-biomolecules-12-00291
https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#B111-biomolecules-12-00291
https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#B112-biomolecules-12-00291

79

1. Tremblay, D.; Yacoub, A.; Hoffman, R. Overview of Myeloproliferative Neoplasms: History, Pathogenesis,
Diagnostic Criteria, and Complications. Hematol. Oncol. Clin. North Am. 2021, 35, 159-176, doi:
10.1016/j.hoc.2020.12.001.

2. Chauffaille, M. Neoplasias mieloproliferativas: Revisdo dos critérios diagnosticos ¢ dos aspectos clinicos. Rev.
Bras. Hematol. Hemoter. 2010, 32, 308-316, doi: 10.1590/S1516-84842010005000091.

3. Nangalia, J.; Green, A.R. Myeloproliferative neoplasms: From origins to outcomes.

Hematology. 2017, 1, 470-479, doi: 10.1182/asheducation-2017.1.470.

4. Tefferi, A. The history of myeloproliferative disorders: Before and after Dameshek.

Leukemia. 2008, 22, 3—13, doi: :10.1038/sj.1eu.2404946.

5. Tefferi, A. Myeloproliferative neoplasms: A decade of discoveries and treatment advances. Am. J. Hematol.
2016, 91, 50-58, doi: 10.1002/ajh.24221.

6. Means, R.T. JAK2 V617F and the evolving paradigm of polycythemia vera. Korean, J. Hematol. 2010, 45, 90,
doi: 10.5045/kjh.2010.45.2.90.

7. Bortolheiro, T.C.; Chiattone, C.S. Leucemia mieloide cronica: Historia natural e classificacdo. Rev. Bras.
Hematol. Hemoter. 2008, 30, 3—7, doi: 10.1590/S1516- 84842008000500003.

8. Rowley, J.D. A story of swapped ends. Science. 2013, 340, 1412—-1413, doi: 10.1126/science.1241318.

9. Arber, D.A.; Orazi, A.; Hasserjian, R.; Thiele, J.; Borowitz, M.; Le Beau, M.; Bloomfield, C.; Cazzola, M.;
Vardiman, J. The 2016 revision to the World Health Organization classification of myeloid neoplasms and acute
leukemia. Blood. 2016, 127, 2391-2405, doi: 10.1182/blood-2016-03-643544.

10. Barbui, T.; Thiele, J.; Gisslenger, H.; Kvasnicka, H.M.; Vannucchi, A.; Guglielmelli, P.; Orazi, A.; Tefferi, A.
The 2016 WHO classification and diagnostic criteria for myeloproliferative neoplasms: Document summary and
in-depth discussion. Blood Cancer, J. 2018, 8, 1-11, doi: 10.1038/s41408-018-0054-y.

11. Ortmann, C.A.; Kent, D.G.; Nangalia, J.; Silber, Y.; Wedge, D.C.; Grinfeld, J.; Baxter, E.J.; Massie, C.E.;
Papaemmanuil, E.; Menon, S.; Godfrey, A.L.; Dimitropoulou, D.; Guglielmelli, P.; Bellosillo, B.; Besses, C.;
Déhner , K.; Harrison, C.N.; Vassiliou, G.S.; Vannucchi, A.; Campbell, P.J.; Green, A.R. Effect of mutation order
on myeloproliferative neoplasms. N. Engl. J. Med. 2015, 372, 601-612, doi: 10.1056/NEJMoa1412098.

12. Campbell, P.J.; Green, A.R. The myeloproliferative disorders. N. Engl. J. Med. 2006,

57, 428435, doi: 10.1177/003693306501000606.

13. Grinfeld, J.; Nangalia, J.; Baxter, E.J.; Wedge, D.C.; Angelopoulos, N.; Cantrill, J.; Godfrey, A.L.;
Papaemmanuil, E.; Gundem, G.; MacLean, C.; Cook, J.; O’Neil, L.; O’Meara, S.; Teague, J.W.; Butler, A.P.;
Massie, C.E.; Williams, N.; Nice, F.L.; Andersen, C.L.; Hasselbalch, H.C.; Guglielmelli, P.; Mullin, M.F.;
Vannucchi, A.M.; Harrison, C.N.; Gerstung, M.; Green, A.R.; Campbell, P.J. Classification and Personalized
Prognosis in  Mpyeloproliferative Neoplasms. N. Engl. J. Med. 2018, 379, 1416-1430, doi:
10.1056/NEJMoal716614.

14. Szuber, N.; Vallapureddy, R.; Penna, D.; Lasho, T.L.; Finke, C.; Hanson, C.A.; Ketterling, R.P.; Pardanni, A.;
Gangat, N.; Tefferi, A. Myeloproliferative neoplasms in the young: Mayo Clinic experience with 361 patients age
40 years or younger. Am. J. Hematol. 2018, 93, 1474—-1484, doi: 10.1002/ajh.25270.

15. Harrison, C.N.; Koschmieder, S.; Foltz, L.; Guglielmelli, P.; Flindt, T.; Koehler, M.; Mathias, J.; Komatsu, N.;
Boothroyd, R.N.; Spierer, A.; Perez, J.; Taylor-Stokes, G.; Waller, J.; Mesa, R.A. The impact of myeloproliferative
neoplasms (MPNs) on patient quality of life and productivity: Results from the international MPN Landmark
survey. Ann. Hematol. 2017, 96, 1653—-1665, doi: 10.1007/s00277-017- 3082-y.

16. Tefferi, A.; Pardanani, A. Myeloproliferative Neoplasms: A Contemporary Review.

JAMA Oncol. 2015, 1, 97-105, doi: 10.1001/jamaoncol.2015.89.

17.Meyer, S.; Levine, R.S. Molecular Pathways: Molecular Basis for Sensitivity and Resistance to JAK Kinase
Inhibitors. Clin Cancer Res. 2014, 15, 2051-2059, do0i:10.1158/1078-0432.CCR-13-0279.

18. Lundberg, P.; Karow, A.; Nienhold, R.; Looser, R.; Hao-Shen, H.; Nissen, I.; Girsberger, S.; Lehmann, T.;
Passweg, J.; Stern, M.; Beisel, C.; Kralovics, R.; Skoda,

R.C. Clonal evolution and clinical correlates of somatic mutations in myeloproliferative neoplasms. Blood, 2014,
123, 22202228, doi: 10.1182/blood- 2013-11-537167.

19. Papaemmanuil, E.; Gerstung, M.; Malcovati, L.; Tauro, S.; Gundem, G.; Van Loo, P.; Yoon, C.J.; Ellis, P.;
Wedge, D.C.; Pellagatti, A.; Shlien, A.; Groves, M.J.; Forbes, S.A.; Raine, K.; Hinton, J.; Mudie, L.J.; McLaren,
S.; Hardy, C.; Latimer, C.; Della Porta, M.G., O’Meara, S.; Ambaglio, I.; Galli, A.; Butler, A.P.; Walldin, G.;
Teague, J.W.; Quek, L.; Sternberg, A.; Gambacorti-Passerini, C.; Cross, N.C.P.; Green, A.R.; Boultwood, J.; Vyas,
P.; Hellstrom-Lindberg, E.; Bowen, D.; Cazzola, M.; Stratton, M.R.; Campbell, P.J. Clinical and biological
implications of driver mutations in myelodysplastic syndromes. Blood, 2013, 122, 3616-3627, doi: 10.1182/blood-
2013-08-518886.



80

20. Guglielmelli, P.; Lasho, T.L.; Rotunno, G.; Score, J.; Mannarelli, C.; Pancrazzi, A.; Biamonte, F.; Pardanani,
A.; Zoi, K.; Reiter, A.; Duncombe, A.; Fanelli, T.; Pietra, D.; Rumi, E.; Finke, C.; Gangat, N.; Ketterling, R.P.;
Knudson, R.A.; Hanson, C.A.; Bosi, A.; Pereira, A.; Manfredini, R.; Cervantes, F.; Barosi, G.; Cazzola, M.; Cross,
N.C.P.; Vannucchi, A.M.; Tefferi, A. The number of prognostically detrimental mutations and prognosis in
primary myelofibrosis: An international study of 797 patients. Leukemia, 2014, 28, 1804-1810, doi:
10.1038/leu.2014.76.

21.Kralovics, R.; Stockton, D.W.; Prchal, J.T. Clonal hematopoiesis in familial polycythemia vera suggests the
involvement of multiple mutational events in the early pathogenesis of the disease. Blood. 2003, 102, 3793-3796,
doi: 10.1182/blood- 2003-03-0885.

22. Rumi, E.; Harutyunyan, A.S.; Pietra, D.; Milosevic, J.D.; Casetti, I.C.; Bellini, M.; Them, N.C.C.; Cavalloni,
C.; Ferretti, V.V.; Milanesi, C.; Berg, T.; Sant’Antonio, E.; Boveri, E.; Pascutto, C.; Astori, C.; Kralovics, R.;
Cazzola, M. CALR exon 9 mutations are somatically acquired events in familial cases of essential
thrombocythemia or primary myelofibrosis. Blood. 2014, 123, 24162419, doi: 10.1182/blood-2014-01-550434.

23.Landgren, O.; Goldin, L.R.; Kristinsson, S.Y.; Helgadottir, E.A.; Samuelsson, J.; Bjorkholm, M. Increased
risks of polycythemia vera, essential thrombocythemia, and myelofibrosis among 24,577 first-degree relatives of
11,039 patients with myeloproliferative neoplasms in Sweden. Blood. 2008, 112, 2199-2204, doi: 10.1182/blood-
2008-03-143602.

24. Langabeer, S.E.; Haslam, K.; Linders, J.; Percy, M.J.; Conneally, E.; Hayat, A.; Hennessy, B.; Leahy, M.;
Murphy, K.; Murray, M.; Ni Ainle, F.; Thornton, P.; Sargent, J. Molecular heterogeneity of familial
myeloproliferative neoplasms revealed by analysis of the commonly acquired JAK2, CALR and MPL mutations.
Fam. Cancer. 2014, 13, 659-663, doi: 10.1007/s10689-014-9743-2.

25.Higgs, J.R.; Sadek, I.; Neumann, P.E.; Ing, V.W.; Renault, N.K.; Berman, J.N.; Greer, W.L. Familial essential
thrombocythemia with spontaneous megakaryocyte colony formation and acquired JAK2 mutations. Leukemia.
2008, 22, 1551-1556, doi: 10.1038/1eu.2008.115.

26. Aljabry, M. Primary familial and congenital polycythemia; The forgotten entity. J. Appl. Hematol. 2018, 9,
39-43, doi: 10.4103/joah.joah 30 18.

27.Mounier, N. Malignant hematology. Oncologie. 2008, 10, 512514, doi: 10.1007/s10269-008-0922-3.

28. Milosevic, J.D.; Nivarthi, H.; Gisslinger, H.; Leroy, E.; Rumi, E.; Chachoua, I.; Bagienski, K.; Kubesova, B.;
Pietra, D.; Gisslinger, B.; Milanesi, C.; Jager, R.; Chen, D.; Berg, T.; Schalling, M.; Schuster, M.; Bock, C.;
Constantinescu, S.N.; Cazzola, M.; Kralovics, R. Whole-exome sequencing identifies novel MPL and JAK2
mutations in triple-negative myeloproliferative neoplasms. Blood. 2016, 127, 325— 332, doi: 10.1182/blood-2015-
07-661835.

29.de Freitas, R.M.; da Costa Maranduba, C.M. Myeloproliferative neoplasms and the JAK/STAT signaling
pathway: An overview. Rev. Bras. Hematol. Hemot. 2015, 37, 348-353, doi: 10.1016/j.bjhh.2014.10.001.

30. Tefferi, A.; Barbui, T. Polycythemia vera and essential thrombocythemia: 2019 update on diagnosis , risk-
stratification and management. Am. J. Hematol. 2019, 2, 133—143, doi: 10.1002/ajh.25303.

31. Vainchenker, W.; Kralovics, R. Genetic basis and molecular pathophysiology of classical myeloproliferative
neoplasms. Blood. 2017, 129, 667-679, doi: 10.1182/blood-2016-10-695940.subtypes.

32.Bousoik, E.; Aliabadi, HM. Do We Know Jack2 About JAK? A Closer Look at JAK/STAT Signaling
Pathway. Front. Oncol. 2018, 8, 1-20, doi: 10.3389/fonc.2018.00287.

33. Milosevic, J.D., Schischlik, F.; Jager, R.; Ivanov, D.; Eisenwort, G.; Keller, A.; Schuster, M.; Hadzijusufovic,
E.; Krauth, M.; Spork, R.; Gisslinger, B.; Koller, E.; Fillitz, M.; Pfeilstocker, M.; Sliwa, T.; Keil, F.; Bock, C.;
Gisslinger, H.; Kralovics, R.; Valent, P. Overexpression of PD-L1 Correlates with JAK2-V617F Mutational
Burden and Is Associated with Chromosome 9p Uniparental Disomy in MPN. Blood. 2020, 136, doi:
10.1182/blood-2020-137447.

34.Koschmieder, S.; Mughal, T.; Hasselbalch, H.C.; Barosi, G.; Valent, P.; Kiladjian, J.; Jeryczynski,G.;
Gisslinger, H.; Jutzi, J.S.; Pahl, H.L.; Hehlmann, R.; Vannucchi, A.M.; Cervantes, F.; Silver. R.T.; Barbui, T.
Myeloproliferative neoplasms and inflammation: Whether to target the malignant clone or the inflammatory
process or both. Leukemia. 2016, 30, 1018-1024, doi: 10.1038/leu.2016.12.

35. Gleitz, H.; Dugourd, A.J.F.; Leimkuhler, N.B.; Snoeren, . A.M.; Fuchs, S.N.; Menzel, S.; Ziegler, S.; Kroger,
N.; Triviai, 1.; Busche, G.; Kreipe, H.; Banjanin, B.; Pritchard, J.E.; Hoogenboezem, R.; Bindels, E.M.;
Schumacher, N.; Rose-John, S.; Elf, S.; Saez-Rodriguez, J.; Kramann, R.; Schneider, R.K. Increased CXCL4
expression in hematopoietic cells links inflammation and progression of bone marrow fibrosis in MPN. Blood.
2020, 136, 20512064, doi: 10.1182/blood.2019004095.



81

36. Verstovsek, S.; Manshouri, T.; Pilling, D.; Bueso-Ramos, C.E.; Newberry, K.J.; Prijic, S.; Knez, L.; Bozinovic,

K.; Harris, D.M.; Spaeth, E.L.; Post, S.M.; Multani, A.S.; Rampal, R.K.; Ahn, J.; Levine, R.L.; Creighton, C.J.;

Kantarjian, H.M.; Estrov,

E. Role of neoplastic monocyte-derived fibrocytes in primary myelofibrosis. J. Exp. Med. 2016, 213, 1723-1740,

doi: 10.1084/jem.20160283.

37.Baxter, E.J.; Scott, L.M.; Campbell, P.J.; East, C.; Fourouclas, N.; Swanton, S.; Vassiliou, G.S.; Bench, A.J,;

Boyd, E.M.; Curtin, N.; Scott, M.A.; Erber, W.N.; Green, A.R. Acquired mutation of the tyrosine kinase JAK2 in

human myeloproliferative disorders. Lancet. 2005, 365, 1054—1061, doi: 10.1016/S0140-

6736(05)74230-6.

38. Levine, R.L.; Wadleigh, M.; Cools, J.; Ebert, B.L.; Wernig, G.; Huntly, B.J.P.; Boggon, T.J.; Wlodarska, I.;

Clark, J.J.; Moore, S.; Adelsperger, J.; Koo, S.; Lee, J.C.; Gabriel, S.; Mercher, T.; D’Andrea, A.; Frohling, S.;

Dohner, K.; Marynen, P.; Vandenberghe, P.; Mesa, R.A.; Tefferi, A.; Griffin, J.D.; Eck, M.J.; Sellers, W.R.;

Meyerson, M.; Golubb, T.D.; Lee, S.J.; Gilliland, D.G. Activating mutation in the tyrosine kinase JAK?2 in

polycythemia vera, essential thrombocythemia, and myeloid metaplasia with myelofibrosis. Cancer Cell. 2005, 7,

387-397, doi: 10.1016/j.ccr.2005.03.023.

39. Kralovics, R.; Passamonti, F.; Buser, A.S.; Teo, S.-S.; Tiedt, R.; Passweg, J.R.; Tichelli, A.; Cazzola, M.;

Skoda, R.C. A Gain-of-Function Mutation of JAK2 in Myeloproliferative Disorders. N Engl J Med. 2005, 352,

1779-1790, doi: 10.1056/NEJMoa051113.

40.James, C.; Ugo,V.; Le Couédic, J.P.; Staerk, J.; Delhommeau, F.; Lacout, C.; Gargon, L.; Raslova, H.; Berger,

R.; Bennaceur-Griscelli, A.; Villeval, J.L.; Constantinescu, S.N.; Casadevall, N.; Vainchenker, W. A unique clonal

JAK2 mutation leading to constitutive signalling causes polycythaemia vera. Nature. 2005, 434, 1144—1148, doi:

10.1038/nature03546.

41. Abdulgader, A.; Saced, B.; Getta, H.A.; Khoshnaw, N.; Abdulgader, G.; Mohammed,

A. Prevalence of JAK2 V617F, CALR, and MPL W5I5L Gene Mutations in Patients with Essential

Thrombocythemia in Kurdistan Region of Iraq. Korean, J. Clin. Lab. Sci. 2021, 53, 41-48, doi:

10.15324/kjcls.2021.53.1.41.

42. Staerk, J.; Constantinescu, S.N. The JAK-STAT pathway and hematopoietic stem cells from the JAK2 V617F

perspective. JAK-STAT. 2012, 1, 184—190, doi: 10.4161/jkst.22071.

43. Hermouet, S.; Vilaine, M. The JAK2 46/1 haplotype: A marker of inappropriate myelomonocytic response to

cytokine stimulation, leading to increased risk of inflammation, myeloid neoplasm, and impaired defense against

infection?. Haematologica. 2011, 96, 1575-1579, doi: 10.3324/haematol.2011.055392.

44.0Olcaydu, D.; Rumi, E.; Harutyunyan, A.; Passamonti, F.; Pietra, D.; Pascutto, C.; Berg, T.; Jager, R.;

Hammond, E.; Cazzola, M.; Kralovics, R. The role of the JAK2 GGCC haplotype and the TET2 gene in familial

myeloproliferative neoplasms.

Haematologica. 2011, 96, 367-374, doi: 10.3324/haematol.2010.034488.

45.Jones, A.V.; Cross, N.C.P. Inherited predisposition to myeloproliferative neoplasms.

Ther. Adv. Hematol. 2013, 4, 237-253, doi: 10.1177/2040620713489144.

46. Tashi, T.; Swierczek, S.; Prchal, J.T. Familial MPN Predisposition.. Curr. Hematol. Malig. Rep. 2017, 12, 442—

447, doi: 10.1007/s11899-017-0414-x.

47.Koh, S.P.; Yip, S.P.; Lee, K.K.; Chan, C.C.; Lau, S.M.; Kho, C.S.; Lau, C.K; Lin, S.Y.; Lau, Y.M.; Wong,

L.G.; Au, K.L.; Wong, K.F.; Chu, RW.; Yu, P.H.; Chow, E.Y.; Leung, K.F.; Tsoi.,, W.C.; Yung, B. Genetic

association between germline JAK2polymorphisms and myeloproliferative neoplasms in Hong Kong Chinese

population: A case—control study. BMC Genet. 2014, 15, 1-12, doi: 10.1186/s12863- 014-0147-y.

48.Hinds, D.A.; Barnholt, K.E.; Mesa, R.A.; Kiefer, A.K.; Do, C.B.; Eriksson, N.; Mountain, J.L.; Francke, U.;

Tung, J.Y.; Nguyen, H.; Zhang, H.; Gojenola, L.; Zehnder, J.L.; Gotlib, J. Germ line variants predispose to both

JAK2 V617F clonal hematopoiesis and myeloproliferative neoplasms. Blood. 2016, 128, 1121-1128, doi:

10.1182/blood-2015-06-652941.

49. Owen, K.L.; Brockwell, N.K.; ParkerImmune, B.S. JAK-STAT Signaling: A Double-Edged Sword of Immune

Regulation and Cancer Progression. Cancers. 2019, 11, 1-26, doi:10.3390/cancers11122002.

50.Ferrer-Marin, F.; Cuenca-Zamora, E.J.; Guijarro-Carrillo, P.J.; Teruel-Montoya, R. Emerging role of

neutrophils in the thrombosis of chronic myeloproliferative neoplasms. Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, 1-14, doi:

10.3390/ijms22031143.

51.Landolfi, R.; Di Gennaro, L. Pathophysiology of thrombosis in myeloproliferative neoplasms.
Haematologica. 2011, 96, 183-186, doi: 10.3324/haematol.2010.038299.

52.Wang, W.; Liu, W; Fidler, T.; Wang, Y.; Tang, Y.; Woods, B.; Welch, C.; Cai, B.; Silvestre-Roig, C.; Ai, D.;

Yang, Y.G.; Hidalgo, A.; Soehnlein, O.; Tabas, I.; Levine, R.L.; Tall, A.R.; Wang, N. Macrophage inflammation,



82

erythrophagocytosis, and accelerated atherosclerosis in JAK2V617F mice. Circ. Res. 2018, 123, 3547, doi:
10.1161/CIRCRESAHA.118.313283.

53. Marin Oyarzun, C.P.; Heller, P.G. Platelets as mediators of thromboinflammation in chronic myeloproliferative
neoplasms. Front. Immunol. 2019, 10, 1-9, doi: 10.3389/fimmu.2019.01373.

54. Vannucchi, A.M.; Guglielmelli, P. What are the current treatment approaches for patients with polycythemia
vera and essential thrombocythemia?. Hematology. 2017, 1, 480—488, doi: 10.1182/asheducation-2017.1.480.
55. Wolach, O.; Abulafia, A.S. Can Novel Insights into the Pathogenesis of Myeloproliferative Neoplasm-Related
Thrombosis Inform Novel Treatment Approaches?. Hemato. 2021, 2, 305-328, doi: 10.3390/hemato2020018.
56.Marin, C.P.; Glembotsky, A.C.; Goette, N.P.; Lev, P.R.; de Luca, G.; Baroni, M.C.; Moiraghi, B.; Castro,
M.A.; Vicente, A.; Marta, R.F.; Schattner, M.; Heller, P.G. Platelet Toll-Like Receptors Mediate
Thromboinflammatory Responses in Patients With Essential Thrombocythemia. Front. Immunol. 2020, 11, 1-12,
doi: 10.3389/fimmu.2020.00705.

57.Di Rosa, M.; Giallongo, C.; Romano, A.; Li Volti, G.; Musumeci, G.; Barbagallo, I.; Castrogiovanni, P.;
Palumbo, G.A. Immunoproteasome genes are modulated in CD34+ JAK2V617F mutated cells from primary
myelofibrosis patients. Int. J. Mol. Sci. 2020, 21, 1-19, doi: 10.3390/ijms21082926.
58.Davis, Z.; Felices, M.; Lenvik, T.; Badal, S.; Walker, J.T.; Hinderlie, P.; Riley, J.L.; Vallera, D.A.; Blazar,
B.R.; Miller, J.S. Low-density PD-1 expression on resting human natural killer cells is functional and upregulated
after transplantation. Blood adv. 2021, 5, 1069—1080, doi: 10.1182/bloodadvances.2019001110.
59.Perner, F.; Perner, C.; Ernst, T.; Heidel, F.H. Roles of JAK2 in Aging, Inflammation, Hematopoiesis and
Malignant Transformation. Cells. 2019, 8, 1-19, doi:10.3390/cells8080854.

60. Prestipino, A.; Emhardt, A.J.; Aumann, K.; O’Sullivan, D.; Gorantla, S.P.; Duquesne, S.; Melchinger, W.;
Braun, L.; Vuckovic, S.; Boerries, M.; Busch, H.; Halbach, S.; Pennisi, S.; Poggio, T.; Apostolova, P.; Veratti, P.;
Hettich, M.; Niedermann, G.; Bartholomd, M.; Shoumariyeh, K.; Jutzi, J.S.; Wehrle, J.; Dierks, C.; Becker, H.;
Schmitt-Graeff, A.; Follo, M.; Pfeifer, D.; Rohr, J.; Fuchs, S.; Ehl, S.; Hartl, F.A.; Minguet, S.; Miething, C.;
Heidel, F.H.; Kroger, N.; Triviai, I.; Brummer, T.; Finke, J.; Illert, A.L.; Ruggiero, E. Oncogenic JAK2V617F
causes PD- L1 expression, mediating immune escape in myeloproliferative neoplasms. Sci Transl Med. 2019, 10,
1-25, doi: 10.1126/scitranslmed.aam7729.0Oncogenic.
61.Ginzburg, Y.Z.; Feola, M.; Zimran, E.; Varkonyi, J.; Ganz, T.; Hoffman, R. Dysregulated iron metabolism in
polycythemia vera : Etiology and consequences. Leukemia. 2018, 32, 2105-2116, doi: 10.1038/s41375-018-0207-
9.

62. Allain-Maillet, S.; Bosseboeuf, A.; Mennesson, N.; Bostoén, M.; Dufeu, L.; Choi, E.H.; Cleyrat, C.; Mansier,
O.; Lippert, E.; Le Bris, J.; Gombert, J.M.; Girodon, F.; Pettazzoni, M.; Bigot-Corbel, E.; Hermouet, S. Anti-
Glucosylsphingosine Autoimmunity, JAK2V617F-Dependent Interleukin-1p and JAK2V617F- Independent
Cytokines in Myeloproliferative Neoplasms. Cancers. 2020, 12, 1-24, doi:10.3390/cancers12092446.
63.Hermouet, S.; Bigot-Corbel, E.; Gardie, B. Pathogenesis of Myeloproliferative Neoplasms: Role and
Mechanisms of Chronic Inflammation. Mediators Inflamm. 2015, 1-16, doi: 10.1155/2015/145293.

64. Oyarzun, C.; Carestia, A.; Lev, P.R.; Glembotsky, A.C.; Castro, M.A.; Moiraghi, B.; Molinas, F.C.; Marta,
R.F.; Schattner, M.; Heller, P.G. Neutrophil extracellular trap formation and circulating nucleosomes in patients
with chronic myeloproliferative neoplasms. Sci. Rep. 2016, 6, 1-13, doi: 10.1038/srep38738.

65. Wolach, O.; Sellar, R.S.; Martinod, K.; Cherpokova, D.; McConkey, M.; Chappell, R.J.; Silver, A.J.; Adams,
D.; Castellano, C.A.; Schneider, R.K.; Padera, R.F.; DeAngelo, D.J.; Wadleigh, M.; Steensma, D.P.; Galinsky, L.;

Stone, R.M.; Genovese, G.; McCarroll, G.A.; lliadou, B.; Hultman, C.; Neuberg, D.; Mullally, A.; Wagner, D.D.;
Ebertl, B.L. Increased neutrophil extracellular trap formation promotes thrombosis in myeloproliferative
neoplasms. Sci. Transl. Med. 2018, 10, 1-11, doi: 10.1126/scitranslmed.aan8292.
66.Oh, S.T. Neutralize the neutrophils! Neutrophil B1/B2 integrin activation contributes to JAK2-V617F—driven
thrombosis. J. Clin. Invest. 2018, 128, 4248-4250, doi: 10.1172/JCI123388.

67. Gupta, N.; Edelmann, B.; Schnoeder, T.M.; Saalfeld, F.C.; Wolleschak, D.; Kliche, S.; Schraven, B.; Heidel,
F.H.; Fischer, T. JAK2-V617F activates 1-integrin- mediated adhesion of granulocytes to vascular cell adhesion
molecule. Leukemia. 2017, 31, 1223-1226, doi: 10.1038/leu.2017.26.

68. Edelmann, B.; Gupta, N.; Schnoeder, T.M.; Oelschlegel, A.M.; Shahzad, K.; Goldschmidt, J.; Philipsen, L.;
Weinert, S.; Ghosh, A.; Saalfeld, F.C.; Nimmagadda, S.C.; Miiller, P.; Braun-Dullaeus, R.; Mohr, J.; Wolleschak,
D.; Kliche, S.; Amthauer, H.; Heidel, F.H.; Schraven, B.; Isermann, B.; Miiller, A.J.; Fischer, T. JAK2-V617F
promotes venous thrombosis through B1/B2 integrin activation. J. Clin. Invest. 2018, 128, 4359-4371, doi:
10.1172/1CI90312.

69. Haage, T.R.; Miiller, A..J.; Arunachalam, P.; Fischer, T. Reveal the Neutrophil: Elucidating the Role of a
Neutrophil-Specific JAK2-V617F Mutation. Blood. 2019, 134, 2965, doi: 10.1182/blood-2019-122660.



83

70. Gaertner, F.; Massberg, S. Blood coagulation in immunothrombosis—At the frontline of intravascular
immunity. Semin. Immunol. 2016, 28, 561-569, doi: 10.1016/j.smim.2016.10.010.

71.Shi, C.; Yang, L.; Braun, A.; Anders, H.J. Extracellular DNA—A Danger Signal Triggering
Immunothrombosis. Front. Immunol. 2020, 11, 1-15, doi: 10.3389/fimmu.2020.568513.

72.Yang, J.; Wu, Z.; Long, Q.; Huang, J.; Hong, T.; Liu, W.; Lin, J. Insights Into Immunothrombosis: The
Interplay Among Neutrophil Extracellular Trap, von Willebrand Factor, and ADAMTS13. Front. Immunol. 2020,
11, 1-16, doi: 10.3389/fimmu.2020.610696.

73.McKenna, E.; Mhaonaigh, A.U.; Wubben, R.; Dwivedi, A.; Hurley, T.; Kelly, L.A.; Stevenson, N.J.; Little,
M.A.; Molloy, E.J. Neutrophils: Need for Standardized Nomenclature. Front. Immunol. 2021, 12, 1-14, doi:
10.3389/fimmu.2021.602963.

74. Shaul, M.E.; Fridlender, Z.G. Cancer-related circulating and tumor-associated neutrophils — subtypes, sources
and function. FEBS J. 2018, 285, 43164342, doi: 10.1111/febs.14524.

75. Giese, M.A.; Hind, L.E.; Huttenlocher, A. Neutrophil plasticity in the tumor microenvironment. Blood. 2019,
133, 2159-2167, doi: 10.1182/blood-2018-11- 8445438.

76.Masucci, M.T.; Minopoli, M.; Carriero, M.V. Tumor Associated Neutrophils. Their Role in Tumorigenesis,
Metastasis, Prognosis and Therapy. Front. Oncol. 2019, 9, 1-16, doi: 10.3389/fonc.2019.01146.

77. Piccard, H.; Muschel, R.J.; Opdenakker, G. On the dual roles and polarized phenotypes of neutrophils in tumor
development and  progression. Crit. Rev. Oncol. Hematol. 2012, 82, 296-309, doi:
10.1016/j.critrevonc.2011.06.004.

78.Podaza, E.; Risnik, D. Neglected players: Tumor associated neutrophils involvement in chronic lymphocytic
leukemia progression. Oncotarget. 2019, 10, 1862—1863, doi: 10.18632/oncotarget.26716.

79. Castiglione, M.; Jiang, Y.P.; Mazzeo, C.; Lee, S.; Chen, J.S.; Kaushansky, K.; Yin, W.; Lin, R.Z.; Zheng, H.;
Zhan, H. Endothelial JAK2V617F mutation leads to thrombosis, vasculopathy, and cardiomyopathy in a murine
model of myeloproliferative neoplasm,” J. Thromb. Haemost., 2020, 18, 3359-3370, doi: 10.1111/jth.15095.

80. Conran, N.; de Paula, E.V. Thromboinflammatory mechanisms in sickle cell disease

—  challenging the  hemostatic  balance. = Haematologica. 2020, 105, 2380-2390, doi:
10.3324/haematol.2019.239343.

81.Poisson, J.; Tanguy, M.; Davy, H.; Camara, F.; El Mdawar, M.B.; Kheloufi, M.; Dagher, T.; Devue, C.;
Plessier, J.A.; Merchant, S.; Blanc-Brude, O.; Souyri, M.; Mougenot, N.; Dingli, F.; Loew, D.; Hatem, S.N.; James,
C.; Villeval, J.L.; Boulanger, C.M.; Rautou, P.E. Erythrocyte-derived microvesicles induce arterial spasms in
JAK2V617F  myeloproliferative  neoplasm. J.  Clin. Invest. 2020, 130, 2630-2643, doi:
https://www.jci.org/articles/view/124566.

82. Murata, M. Inflammation and cancer. Environ. Health Prev. Med. 2018, 23, 1-8, doi: 10.1186/s12199-018-
0740-1.

83. Lussana, F.; Rambaldi, A. Inflammation and myeloproliferative neoplasms. J. Autoimmun. 2017, 85, 1-6, doi:
10.1016/j.jaut.2017.06.010.

84. Arellano-Rodrigo, E.; Alvarez-Larra, A.; Reverter, J.C.; Colomer, D.; Villamor, N.; Bellosillo, B.; Cervantes,
F. Platelet turnover, coagulation factors, and soluble markers of platelet and endothelial activation in essential
thrombocythemia : Relationship with thrombosis occurrence and JAK 2 V617F allele burden. Am. J. Hematol.
2008, 84, 102—108, doi: 10.1002/ajh.21338.

85.Kaifie, A.; Kirschner, M.; Wolf, D.; Maintz, C.; Hanel, M.; Gattermann, N.; Gokkurt, E.; Platzbecker, U.;
Hollburg, W.; Géthert, J.R.; Parmentier, S.; Lang, F.; Hansen, R.; Isfort, S.; Schmitt, K.; Jost, E.; Serve, H.;
Ehninger, G.; Berdel, W.E.; Briimmendorf, T.H.; Koschmieder, S. Bleeding, thrombosis, and anticoagulation in
myeloproliferative neoplasms (MPN): Analysis from the German SAL-MPN- registry. J. Hematol. Oncol. 2016,
9, 1-11, doi: 10.1186/s13045-016-0242-9.

86. Yonal-Hindilerden, I.; Daglar-Aday, A.; Akadam-Teker, B.; Yilmaz, C.; Nalcaci, M.; Yavuz, A.S.; Dargin, D.
Mutations and JAK2V617F allele burden in Philadelphia-negative myeloproliferative neoplasms. J. Blood Med.
2015, 6, 157— 176, doi: 10.2147/JBM.S78826.

87. Matsuura, S.; Thompson, C.R.; Belghasem, M.E.; Bekendam, R.H.; Piasecki, A.; Leiva, O.; Ray, A.; Italiano,
J.; Yang, M.; Merill-Skoloff, G.; Chitalia, V.C.; Flaumenhaft, R.; Ravid, K. Platelet dysfunction and thrombosis
in JAK2V617F-mutated primary myelofibrotic mice. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 2020, 40, 262-272, doi:
10.1161/ATVBAHA.120.314760.

88. Greenfield, G.; McMullin, M.F.; Mills, K. Molecular pathogenesis of the myeloproliferative neoplasms. J
Hematol Oncol. 2021, 14, 1-18, doi: 10.1186/s13045-021-01116-z.

89. Leimk€uhler, N.B.; Gleitz, H.F.E.; Ronghui, L.; Snoeren, [.A.M.; Fuchs, S.N.R.; Nagai, J.S.; Banjanin, B.;
Lam, K.H.; Vogl, T.; Kuppe, C.; Stalmann, U.S.A., Busche, G.; Kreipe, H.; Gutgemann, I.; Krebs, P.; Banz, Y.;



84

Boor, P.; Wing-Yin Tai, E.; Brummendorf, T.H.; Koschmieder, S.; Crysandt, M.; Bindels, E.; Kramann, R.; Costa,
I.G.; Schneider, R.K. Heterogeneous bone-marrow stromal progenitors drive myelofibrosis via a druggable
alarmin axis. Cell Stem Cell. 2021, 28, 637—652, doi: 10.1016/j.stem.2020.11.004.

90. Goette, N.P.; Lev, P.R.; Heller, P.G.; Kornblihtt, L.I.; Korin, L.; Molinas, F.C.; Marta, R.F. Monocyte IL-2Ra
expression is associated with thrombosis and the JAK2V61 7F mutation in myeloproliferative neoplasms. Cytokine.
2010, 51, 67-72, doi: 10.1016/j.cyt0.2010.04.011.

91. Margraf, A.; Zarbock, A. Platelets in Inflammation and Resolution. J. Immunol.

2019, 203, 23572367, doi: 10.4049/jimmunol.1900899.

92. Brostjan, C.; Oehler, R. The role of neutrophil death in chronic inflammation and cancer. Cell Death Discov.
2020, 6, 1-8, doi: 10.1038/s41420-020-0255-6.

93.xun Wang, L.; xi Zhang, S.; Wu, H.J.; lu Rong, X.; Guo, J. M2b macrophage polarization and its roles in
diseases. J. Leukoc. Biol. 2019, 106, 345358, doi: 10.1002/JLB.3RU1018-378RR.

94.Molitor, D.C.; Boor, P.; Buness, A.; Schneider, R.K.; Teichmann, L.L.; Koérber, R.M.; Horvath, G.L.;
Koschmieder, S.; Giitgemann, 1. Macrophage frequency in the bone marrow correlates with morphologic subtype
of myeloproliferative neoplasm. Ann. Hematol. 2021, 100, 97-104, doi: 10.1007/s00277-020-04304-y.

95. Larsen, T.S.; Christensen, J.H.; Hasselbalch, H.C.; Pallisgaard, N. The JAK2 V617F mutation involves B- and
T-lymphocyte lineages in a subgroup of patients with Philadelphia-chromosome negative chronic
myeloproliferative disorders. Br. J. Haematol. 2007, 36, 745-751, doi: 10.1111/j.1365-2141.2007.06497 x.

96. Nicolosi, M.; Mudireddy, M.; Gangat, N.; Pardanani, A.; Hanson, C.A.; Ketterling, R.P.; Tefferi, A. Normal
karyotype in myelofibrosis: Is prognostic integrity affected by the number of metaphases analyzed?. Blood Cancer
J. 2018, 8, 1-5, 2018, doi: 10.1038/s41408-017-0046-3.

97. Tefferi, A.; Nicolosi, M.; Mudireddy, M.; Lasho, T.L.; Gangat, N.; Begna, K.H.; Hanson, C.A.; Ketterling,
R.P.; Pardanani, A. Revised cytogenetic risk stratification in primary myelofibrosis: Analysis based on 1002
informative patients. Leukemia. 2018, 32, 1189-1199, doi: 10.1038/s41375-018-0018-z.

98. Gonzalez-Rodriguez, A.P.; Villa-Alvarez, M.; Sordo-Bahamonde, C.; Lorenzo- Herrero, S.; Gonzalez, S. NK
Cells in the Treatment of Hematological Malignancies. J. Clin. Med. 2019, 8, 1-23, doi: 10.3390/jcm8101557.
99. Arantes, A.; Leal, C.; Aragjo, C.; Santos, P.; Bergamo, A.; Welner, R.S.; Tenen, D.G.; Mullally, A.; Kobayashi,
S.; Magalhaes, E.; Lobo, L. Decreased Activity of NK Cells in Myeloproliferative Neoplasms. Blood. 2015, 126,
1637, doi: 10.1182/blood.V126.23.1637.1637.

100. Palumbo, G.A.; Stella, S.; Pennisi, M.S.; Pirosa, C.; Fermo, E.; Fabris, S.; Cattaneo, D.; Iurlo, A. The Role
of New Technologies in Myeloproliferative Neoplasms. Front. Oncol. 2019, 9, 1-10, doi:
10.3389/fonc.2019.00321.

101. Helbig , G. Classical Philadelphia-negative myeloproliferative neoplasms: Focus on mutations and JAK2
inhibitors. Med. Oncol. 2018, 35, 1-7, doi: 10.1007/s12032-018-1187-3.

102. Skov, V. Next Generation Sequencing in MPNs. Lessons from the Past and Prospects for Use as
Predictors of Prognosis and Treatment Responses. Cancers. 2021, 12, 1— 38, doi:10.3390/cancers12082194.

103.  Patnaik, M.M.; Lasho, T.L. Genomics of myelodysplastic syndrome/myeloproliferative neoplasm overlap
syndromes. Hematology. 2020, 20, 450459, doi: 10.1182/HEMATOLOGY.2020000130.

104. Luque Paz, D.; Jouanneau-Courville, R.; Riou, J.; Ianotto, J.C.; Boyer, F.; Chauveau, A.; Renard, M.;
Chomel, J.C.; Cayssials, E.; Gallego-Hernanz, M.P.; Pastoret, C.; Murati, A.; Courtier, F.; Rousselet, M.C.;
Quintin-Roue, L; Cottin, L.; Orvain, C.; Thepot, S.; Chretien, J.M.; Delneste, Y.; Ifrah, N.; Blanchet, O.; Hunault-
Berger, M.; Lippert, E.; Ugo, V. Leukemic evolution ofpolycythemia vera and essential thrombocythemia:
Genomic profiles predict time to transformation. Blood adv. 2020, 4, 4887-4897, doi:
10.1182/bloodadvances.2020002271.

105. Vannucchi, A.M. From leeches to personalized medicine: Evolving concepts in the management of
polycythemia vera. Haematologica. 2017, 102, 18-29, doi: 10.3324/haematol.2015.129155.

106. Moliterno, A.; Kaizer, H. Applied genomics in MPN presentation. Hematology.

2020, 2020, 434-439, doi: 10.1182/hematology.2020000128.

107. Downes, C.E.J.; McClure, B.J.; Rehn, J.; Breen, J.; Bruning, J.B.; Yeung, D.T.; White, D.L. Acquired
Mutations within the JAK?2 Kinase Domain Confer Resistance to JAK Inhibitors in an in Vitro model of a High-
Risk Acute Lymphoblastic Leukemia. Blood. 2020, 136, 5-6, doi: 10.1182/blood-2020-133491.

108. Helbig, G.; Wichary, R.; Torba, K.; Kyrcz-Krzemien, S. Resolution of thrombocytopenia, but not
polycythemia after ruxolitinib for polycythemia vera with detectable mutation in the exon 12 of the JAK2 gene.
Med. Oncol. 2017, 34, 31. [CrossRef]



85

109. Habbel, J.; Arnold, L.; Chen, Y.; M."ollmann, M.; Bruderek, K.; Brandau, S.; D."uhrsen, U.; Hanoun, M.
Inflammation-driven activation of JAK/STAT signaling reversibly accelerates acute myeloid leukemia in vitro.
Blood adv. 2020, 4, 3000— 3010, doi: 10.1182/bloodadvances.2019001292.

110. Forte, D.; Barone, M.; Palandri, F.; Catani, L. The “Vesicular Intelligence” Strategy of Blood Cancers.
Genes. 2021, 12, 1-29, doi: 10.3390/genes12030416.

111. Garcia-Gisbert, N.; Fernandez-Ibarrondo, L.; Fernandez-Rodriguez, C.; Gibert, J.; Andrade- Campos, M.;
Arenillas, L.; Camacho, L.; Angona, A.; Longaron, R.; Salar, A.; Calvo, X.; Besses, C.; Bellosillo, B. Circulating
cell-free DNA improves the molecular characterisa- tion of Ph-negative myeloproliferative neoplasms. Br. J.
Haematol. 2021, 192, 300-309, doi: 10.1111/bjh.17087.

112. Gaman, M.A.; Cozma, M.A.; Dobrica, E.C.; Cretoiu, S.M.; Gdman, A.M.; Diaconu,

C.C. Liquid Biopsy and Potential Liquid Biopsy-Based Biomarkers in Philadelphia- Negative Classical
Myeloproliferative Neoplasms: A Systematic Review. Life. 2021, 11, 1-23, doi: 10.3390/1ife11070677.



86

CAPITULO I1

The Contribution of J41K2 46/1 Haplotype in the Predisposition to Myeloproliferative
Neoplasms

Paes J, Silva GAV, Tarragé AM, Mourao LP d. S. The Contribution of JAK2 46/1 Haplotype
in the Predisposition to Myeloproliferative Neoplasms. Vol. 23, International Journal of
Molecular Sciences. 2022. p. 20.

Artigo de revisao publicado na revista International Journal of Molecular Sciences
DOI: 10.3390/ijms232012582
(ISSN: 1422-0067)
Fator de Impacto (2021): 6.208
Qualis CAPES — Medicina II: A2



87

E‘ International Journal of
.‘ Molecular Sciences

A Contribuicao do Haplotipo 46/1 de JAK2 na Predisposicao a Neoplasias
Mieloproliferativas

Jhemerson Paes’, Jorge AV Silva'?*, Andréa M. Tarragé"*"e Lucivana P. de Souza Mourio"*"

"Programa de Pés-Graduagio em Ciéncias Aplicadas @ Hematologia, Universidade do Estado do Amazonas
(UEA), Manaus 69850-000, AM, Brasil

Fundagio Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (FHEMOAM), Manaus 69050-001, AM,
Brasil

SFundagio Oswaldo Cruz—Instituto Lednidas e Maria Deane (Fiocruz), Manaus 69027-070, AM, Brasil

* Autores a quem a correspondéncia deve ser enderecada.

RESUMO

O haplotipo 46/1 (GGCC) consiste em um conjunto de variagdes genéticas distribuidas ao longo
do cromossomo 9p.24.1, que se estendem desde o gene Janus Kinase 2 até Insulin
like 4. Marcado por quatro variantes herdadas conjuntamente (rs3780367, rsl10974944,
rs12343867 e rs1159782), este haplotipo tem uma forte associagdo com o desenvolvimento
de neoplasias mieloproliferativas (NMPs) BCR-ABL I- negativas, pois precede a aquisicao da
variante JAK2V617F, alteragdo genética comum em portadores dessas neoplasias
hematoldgicas. Também ¢ descrito como um dos fatores que aumenta o risco de NMPs
familiares em mais de cinco vezes, 46/1 esta associado a eventos relacionados a desregulagdo
inflamatoéria, esplenomegalia, trombose da veia esplancnica, sindrome de Budd-Chiari,
aumento na contagem de hemadcias, plaquetas, leucocitos, hematdcrito e hemoglobina,
caracteristicos dos NMPs, além de outros achados ainda em fase de elucidacao e de grande
interesse para o entendimento etiopatologico dessas neoplasias hematologicas. Considerando
esses fatores, a presente revisao tem como objetivo descrever os principais achados e discussdes
envolvendo o haplotipo 46/1, destacar os aspectos moleculares e imunoldgicos e sua relevancia
como ferramenta para a pratica clinica e investigagcao de casos familiares.

Palavras-chave: haplétipo da linha germinativa JAK2; neoplasias
mieloides; haplotipo; patogénese molecular; polimorfismos de nucleotideo unico.

1. Introducao
As neoplasias mieloproliferativas (NMPs) consistem em um conjunto de canceres

hematologicos que se caracterizam pela hiperplasia de um ou mais elementos da série mieloide
(leucocitos, plaquetas e hemadcias) com maturagdo, proliferacdo efetivas [1,2,3] e a
possibilidade de progressao para fibrose medular ou transformacao leucémica [4]. A incidéncia
global ¢ de seis casos por 100.000 individuos [5], afetando principalmente individuos entre 60
e 70 anos, sendo mais prevalente em homens brancos [3,5].

Para NMPs, a Classificagdo da OMS de Tumores de Tecidos Hematopoiéticos e
Linfoides - 5* edigdo, 2022, classifica as seguintes malignidades hematologicas: leucemia

mieldide cronica (CML), policitemia vera (PV), trombocitemia essencial (ET), mielofibrose
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primaria (PMF), leucemia neutrofilica cronica (CNL), leucemia eosinofilica cronica (CEL),
leucemia mielomonocitica juvenil (JMML) e neoplasia mieloproliferativa, sem outra
especificagdo (NMP-NOS) [6,7]. O NMP BCR/ABL I—negativo [5]. O PV, ET e PMF sao os
mais frequentes (Tabela 1), e compartilham variagdes genéticas que ativam constitutivamente
as vias de transducdo de sinais fisioldgicos responsaveis pela hematopoiese, o que leva a um
aumento da proliferacdo mieloide, porém sem prejudicar a maturagao e diferenciacao celular

[3,5,8,9].

Tabela 1. Caracteristicas das neoplasias mieloproliferativas negativas para BCR-ABL1. NMP: neoplasias
mieloproliferativas.

NMP

Descricao clinica

Epidemiologia

Policitemia vera

Proliferacao desregulada de
elementos da série eritroide e
aumento da contagem de granulécitos
e trombdcitos (panmielose) [4,5,7]

Incidéncia de 0,5 a 4,0 casos por 100.000
individuos australianos [10], europeus [11,12],
coreanos [13,14] , neozelandeses [15] e norte-
americanos [11] com idade entre 60 e 70 anos
[5,14,15,16,17,18].

Trombocitemia essencial

Numero elevado de plaquetas no
sangue periférico (>450 x 10%L),
causado por hiperplasia
megacariocitica na medula Odssea,
com alteragdo de outros setores
medulares (eritrociticos ou
granulociticos) de forma qualitativa
ou quantitativa [4,5,19]

Afeta individuos entre a quinta e a sexta década
de vida com incidéncia entre 0,9-2.,4 casos por
100.000 em norte-americanos [20], coreanos
[13,14] e neozelandeses [14,15,20].

Mielofibrose primaria

NMP de  pior  prognostico,
caracterizado pela proliferacio de
megacariocitos e  granuldcitos
predominantemente anormais na
medula 6ssea, deposi¢do de fibras de
reticulina e hematopoiese
extramedular [4,5,21]

Afeta individuos entre a sexta e sétima década
de vida [5] e tem incidéncia de 0,33 casos por
100.000 individuos por ano na América do
Norte [15]; 0,4 casos por 100.000 na Republica
da Coreia [14]; e 0,88 casos por 100.000
individuos na Nova Zelandia [15].

Nas MNMPs, a via JAK-STAT desempenha um papel importante na sinalizagdo de

citocinas e fatores de crescimento, que atuam na regulagdo da proliferacdo celular,
diferenciagdo, sobrevivéncia, resposta imune e oncogénese [22,23,24]. Estudos anteriores
relacionaram a ativagdo prolongada da sinalizagdo JAK-STAT com o desenvolvimento
aberrante  de  células-tronco  hematopoiéticas e  malignidades  hematologicas
[25,26,27,28]. Essas alteragdes estdo associadas a presenca de variantes genéticas de ganho de
funcdo no gene JAK2, que codifica a proteina de mesmo nome. Essas variantes causam ativacao
constitutiva da via, resultando em mieloproliferagdo e producao de citocinas, que ¢ o fenotipo

definitivo dos NMPs [26,27,29].
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2. Gene Janus Quinase (JAK2)
O gene Janus quinase 2 (HGNC ID: 6192) esta localizado no cromossomo 9p24.1 [30]

e possui 142.939 pares de bases (pb) nos quais estdo localizados a regido promotora, 25 éxons,
25 introns e a regido terminadora. A sequéncia de DNA codificadora (CDS) é composta por
3.399 nucleotideos distribuidos entre o éxon 3 e 25, conforme estabelecido por sua sequéncia
de referéncia (RefSeq.: NG 009904.1; NM 001322194.2), disponibilizada pelo National
Center for Biotechnology Information (NCBI). Esse gene apresenta splicing alternativo, dando
origem a sete transcritos de tamanhos que variam de 6900 a 7000 pb, e codifica trés isoformas
(A, B e C) da proteina Janus quinase 2 (JAK2) [30,31,32].

As proteinas JAK consistem em uma familia de quinases citoplasmaticas nao receptoras
que englobam quatro tipos de proteinas de mamiferos: JAK2, que faz parte da sinalizacao de
receptores homodiméricos, como o receptor de eritropoietina (EPOR), o receptor de
trombopoietina (MPL) e a colonia de granulécitos fator estimulante (G-CSFR), que também
sdo utilizados por alguns receptores heterodiméricos; e JAK1, JAK3 e tirosina quinase 2
(TYK2), que sao uteis na sinalizagao de receptores heterodiméricos [21,27,29]. Estas proteinas
sdo relativamente grandes e possuem aproximadamente 1150 aminodcidos e um peso molecular
variando de 116 a 140 kDa [33]. JAK2 merece destaque devido ao seu papel no mecanismo de
proliferacao hematopoiética, principalmente em relagdo as NMPs.

JAK2 consiste em quatro dominios: dois dominios quinase, JHI (tirosina quinase,
cataliticamente ativa e localizada na por¢ao C-terminal) e JH2 (pseudoquinase e cataliticamente
inativa), que € responsavel por inibir o dominio JHI e promover ativacdo dependente de
citocinas ; um dominio FERM-like (4.1/ezrin/radixin/moesin) constituido pelos dominios
homologos JHS, JH6 e JH7, localizado na por¢do N-terminal, responsavel pela ligagdo nao
covalente de JAKSs ao receptor de citocinas; e um dominio semelhante a SH2 (Src Homology
2), que contém os dominios homologos JH4 e JH3 [21,34]. Estudos experimentais revelam que
a delecdo da linhagem germinativa homozigética dos alelos JAK2 resulta em letalidade
embrionaria devido a eritropoiese ineficaz, uma vez que os progenitores hematopoiéticos
deficientes em JAK2 ndo respondem a estimulacdo da eritropoetina [27,29]. Isso destaca a
importancia dos aspectos genéticos envolvendo o gene JAK?2, seu locus e os eventos que afetam

essa regido, como a dissomia uniparental adquirida do cromossomo 9p.

2.1. Dissomia Uniparental Adquirida
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As doencas oncoldgicas sdo caracterizadas pela instabilidade e pelo acimulo gradativo
de alteragdes genéticas ao longo do tempo [35], que sdo causadas por eventos genéticos
intrinsecos a célula ou pela exposi¢do a agentes mutagé€nicos externos [36]. A dissomia
uniparental (UPD) ¢ uma dessas alteragdes ¢ ¢ reconhecida como uma marca registrada dos
genomas do cancer [35].

A UPD foi descrita em 1980 [37] ¢ ¢ definida como a ocorréncia da heranca de dois
cromossomos homoélogos da mesma origem parental [38], sendo causada por erros de
segregacao na meiose I ou na meiose Il [35]. Esta tultima da origem a isodissomia [39], na qual
a regido afetada ¢ geneticamente idéntica, resultando assim no desenvolvimento de diversas
desordens genéticas pelo ganho ou perda de regides cromossomicas, ou pela presenca de duas
copias idénticas de genes anormais ou sequéncias de nucleotideos [38]. Esse evento também
ocorre em células somaticas, e recebe a nomenclatura de dissomia uniparental adquirida
(UPDa). Nela, variantes genéticas adventicias sdo amplificadas e levam a uma vantagem de
crescimento através da conversao de uma célula heterozigota em uma célula homozigota, sem
alteragcdo no niumero de copias de DNA [35, 40,41,42,43,44,45,46]. Dois possiveis mecanismos
podem levar a ocorréncia de aUPD: (1) ndo disjuncao das cromatides (sdo geradas células com
0 mesmo cromossomo originalmente duplicado); ou perda de cromossomos devido ao atraso
na anafase mitdtica [39] e, na tentativa de compensar a perda de uma molécula cromossdmica,
¢ feita uma duplicagdo do cromossomo restante como molde, resultando em dois cromossomos
idénticos. Outra possibilidade ¢ (2) a troca reciproca de material cromossomico durante a
mitose (recombinagdo mitotica), como as cromatides, gerando assim varios resultados possiveis

[35,39] (Figura 1).
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Figura 1. Mecanismos relacionados a dissomia uniparental adquirida em células-tronco pluripotentes
hematopoiéticas. Este processo pode ocorrer devido a (1) (A) ndo disjung@o das cromatides-irmas ou (B) atraso na
anafase causando trissomia e monossomia de um dos cromossomos do conjunto, onde na célula com monossomia
ha duplica¢do do cromossomo remanescente na tentativa de equilibrar a perda de um cromossomo, o que resulta
em dois cromossomos idénticos no mesmo célula; ou por (2) troca reciproca de material cromossomico durante a
mitose (recombinac¢do mitotica), como cromatides, que gera varios resultados possiveis. Neste exemplo, aplicado
ao cromossoma 9, ilustra-se a presenga do haplotipo 46/1 e da variante JAK2V617F, condicionada ao estado de
homozigotia.

Também conhecida como perda neutra de heterozigosidade do numero de copias (CNN-
LOH) [47, 48], aUPD foi identificada pela primeira vez por Kralovics [41] em pacientes com
PV e descreve uma recombinagdo mitdtica associada a perda neutra de heterozigosidade do
cromossomo 9p [24]. Ao longo dos anos, essa anormalidade foi identificada em varios loci em
uma variedade de neoplasias. Seu impacto ¢ a conversdo de variagdes genéticas para o estado
homozigoto em genes essenciais, como JAK2 e CDKN2A4 em 9p, FLT3 em 13q, TP53 em 17p
e outros, incluindo WT1, CBL, RUNXI e TET, que estdo relacionados com o processo inicial

ou progressao dessas doengas [43]. No contexto das NMPs, mais especificamente na PV, esta
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alteracdo revelou-se um achado comum, tal como em outras neoplasias hematologicas
[35,39,43], e define o cenario molecular das NMPs [49], sendo relatada a variante JAK2V617F

como presente na maioria dos pacientes com NMP [48,50].

2.2. Variante JAK2V617F
Descoberto em 2005 por Kralovics [48], a variante JAK2V617F (dbSNP ID:

rs77375493) revolucionou o conhecimento genético e o diagnostico de NMPs
[51]. JAK2V617F, uma variante somatica adquirida com ganho de fun¢do com troca de uma
guanina (G) por timina (T) no nucleotideo 1849 (c.1849G>T) do éxon 14 de JAK?2, resulta na
substituicao entre valina (V) e fenilalanina (F) na posi¢do 617 da cadeia polipeptidica, que afeta
o dominio JH2 da proteina [27,31]. A variante afeta a atividade auto inibitéria do JH2,
resultando na ativacdo constitutiva do JHI1 e, consequentemente, da via JAK-STAT, que
interfere na sinalizacdo intracelular [14]. JAK2V617F causa a transformacao de células
hematopoiéticas em crescimento independente de citocinas, promovendo assim tumorigénese,
progressao tumoral e inflamacdo causada por estimulacdo continua dentro da célula
hematopoiética [17,26,52,53,54].

JAK2V617F € o evento genético mais comum em neoplasias mieloproliferativas
negativas para BCR-ABLI. Estd presente em >95% dos pacientes com PV e 50-60% dos
pacientes com MFe TE [3,14,55,56] e ¢ considerado um critério de diagnostico pela OMS
[5,7]. Pacientes com JAK2V617F negativo MFe ET podem ter outras alteragdes genéticas nos
éxons 10 e 9 dos genes MPL e calreticulina (CARL), respectivamente [57,58,59]. Substitui¢des
de leucina por lisina no codon 539, delegdes de acido glutdmico no cédon 543 e insergdes que
levam a substituicdo de fenilalanina no cédon 547 ja foram identificadas no éxon 12 do
gene JAK?2 de pacientes com PV [51,60,61,62 ,63,64], o que demonstra a complexidade do
cendrio genético envolvido nos NMPs.

Diferentes estudos destacaram a origem de JAK2V6I7F em uma célula-tronco
hematopoiética multipotente [29,50,65], que fornece uma vantagem seletiva sobre a célula
hematopoiética multipotente normal e resulta em diferenciacio mieloide e fendtipo
mieloproliferativo [24,50]. Com isso, o clone mieloide anormal se prolifera e interrompe o
microambiente medular, o que promove um nicho maligno que favorece as células-tronco com
alteracdes genéticas em relagdo as normais e leva a uma eventual mobilizagdo de células
maduras para o sangue periférico. Isso explica a presenca da variante em leucécitos na andlise

genética [50,54,65,66]. Além disso, a ativacdo da via JAK-STAT ¢ mais evidente em pacientes
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com alta carga do alelo variante JAK2V617F, demonstrando assim que existem diferencas na
sinaliza¢do com base na presenga de JAK2V617F heterozigoto ou homozigoto [24,55].

Aproximadamente um terco dos casos de PV e MFpositivos para JAK2V617F sio
homozigotos com cargas alélicas variantes superiores a 50%, enquanto no TE ¢é menor
(aproximadamente 25%) e proximo a 100% em pacientes pos-PV ou pds-TE [14]. Na PV, os
pacientes homozigotos tém uma durag¢@o mais longa da doenga e um risco de progressdo para
mielofibrose [67]. A homozigose JAK2V617F ¢ consequéncia da aUPD, que acompanha a
variante ¢ a reduz (e qualquer alelo que esteja em desequilibrio de ligacdo) a um estado
homozigoto, levando a duplicagdao do alelo mutado e consequente perda do alelo ndo mutado
[38,45,47,67,68,69,70]. Essa relagdo entre os dois eventos (homozigosidade e aUPD) levanta a
questdo de como mecanismos genéticos distintos podem se correlacionar gradualmente para
aumentar a dosagem alélica de uma variante genética de ganho de fungdo conhecida em NMPs,
com potencial para levar a transformacdo oncogénica de um cancer clonal pré-maligno
agressivo, como uma transformacao leucémica [45].

Conforme descrito, JAK2V617F leva a proliferacdo clonal em NMPs; no entanto, nao
esta claro quais fatores influenciam o desenvolvimento, a gravidade e o fendtipo da doenca
[66]. Esta tltima possivelmente estd relacionada as caracteristicas individuais (sexo, doenga
inflamatéria associada) e anormalidades genéticas (genes condutores, variantes genéticas
patogénicas e outras alteragdes cromossomicas) [71]. Diferentes vias de sinalizagdo, modulacao
epigenética, sistema imunoldgico, estilo de vida, carga de alelos variantes JAK2V617F e alelos
excepcionais de linhagem germinativa encontrados em casos hereditarios e populacionais sao
outros possiveis fatores envolvidos no desenvolvimento de NMPs associados a JAK2V617F7
[71,72]. A descoberta dessa alteracdo genética trouxe beneficios para a terapia e diagnostico
dos NMPs; no entanto, algumas questdes permanecem obscuras, como 0s eventos que
antecedem sua aquisi¢cdo, uma vez que ndo ¢ uma variante genética germinativa [29]. Novas
especulacdes surgiram com a descoberta do hapldtipo 46/1, cujos estudos visam esclarecer a

maioria dessas questoes.

3. Haplotipo 46/1
Os seres humanos sdo organismos diploides com duas copias de cada cromossomo,

semelhantes entre si e diferem apenas em uma pequena fragdo de informacao (0,1%) [73]. Essas
diferencas estdo contidas em locais de alteracdes genéticas de base inica chamadas variantes
de nucleotideo tinico (SNVs), que contribuem para diferencas interindividuais e hereditarias em

fenotipos complexos [74,75]. Um grupo de variagdes genéticas presentes no mesmo
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cromossomo, que nao sdo facilmente separdveis por recombinacdo e, portanto, tendem a ser
herdadas juntas, ¢ chamado de haplétipo [76].

A maioria dessas variantes compde um haplotipo e estdo em desequilibrio de ligagdo
(LD), uma associacdo ndo aleatéria de alelos em dois ou mais loci que existe devido a
ancestralidade compartilhada de cromossomos contemporaneos [77]. Isso esté relacionado ao
tempo de eventos variantes e a distancia genética e pode fornecer informagdes valiosas sobre a
localizagdo de variantes de doencgas a partir de marcadores genéticos [77,78,79,80]. Os SNVs
dentro de um bloco de haplotipos surgiram originalmente de um tnico evento historico de
variacdo genética e, portanto, estdo associados a variantes intimamente relacionadas que
estavam presentes no cromossomo ancestral no qual essas mudangas ocorreram [83]. Por esta
razao, e outras razoes, fortes associacdes estatisticas entre variantes genéticas sao descritas, € a
presenca de uma variante particular em um local pode prever ou “marcar” a presenga de uma
variante especifica em outro /ocus (carregando muita informagao genética) [75].

Os haplotipos tornaram-se ferramentas uteis na investigacdo genética gragas aos
esforgos estabelecidos pelo HapMap International [77,80,81,82] e pelo 1000 Genomes Project
Consortium [73,83,84]. Os dados obtidos dessas iniciativas podem ser usados para estudar
migracao humana, selecdo evolutiva, estrutura populacional, imputacao de regides intronicas e
compreensao da associagdo genética entre variantes patoldgicas [85].

Entre 2008 e 2009, linhas de investigacdo envolvendo haplotipos € NMPs foram
relatadas por diferentes grupos de pesquisa [86,87]. O haplotipo 46/1 foi o primeiro conjunto
de variantes de risco germinativo descrito em NMP e um dos primeiros sinais de predisposi¢ao
hereditaria, também associado a casos de esplenomegalia, trombose venosa esplancnica (TVS),
aumento do hematocrito e sindrome de Budd-Chiari em pacientes positivos para JAK2V617F
[88,89, 90,91], doenca inflamatoria intestinal [92] , colite ulcerativa [93] e doenca de Crohn em
pacientes sem NMPs [93,94,95].

A nomenclatura desse haplotipo foi descrita pela primeira vez por Jones et al. [24], que
observaram 109 casos de haplotipos idénticos do gene JAK2 em 142 alelos quando a variante
JAK2V617F estava presente. Como alelos residuais do tipo selvagem, o hapldtipo foi
identificado em apenas 12% dos casos. Essas proposi¢des demonstraram que a perda da
heterozigosidade de JAK2V617F nao ¢ aleatéria e ocorre em um hapldtipo especifico
de JAK?2. Para ampliar a compreensdo desses dados, Jones et al. [24] selecionaram 14 SNVs, o
que resultou em 92 possiveis haplotipos. Destes, dois (nimeros 46 e 1, referidos coletivamente
como 46/1) eram idénticos e frequentes em pacientes positivos para JAK2V617F em

comparac¢do com os controles.
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Composto por centenas de variantes, esse hapldtipo se estende por um bloco de
desequilibrio de ligagdo com comprimento entre 250-280 Kb do cromossomo 9p.24.1, que
engloba trés genes: JAK?2 , Insulin like 6 ( INSL6 —RefSeq.: NG _046969.1; HGNC ID : 6089)
e Insulina tipo 4 ( INSL4 —RefSeq.: NC _000009.12; HGNC ID: 6087); os dois ultimos nao

sdo expressos no sistema hematopoiético [47,66,71,88,96] (Figura 2) .
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Figura 2. Representacdo esquematica do haplétipo 46/1 com base na sequéncia de referéncia do
gene JAK2 (NG_009904). O haplotipo se estende por um bloco com aproximadamente 250-280 kb no
cromossomo 9p, e engloba trés genes (JAK2, INSL6 e INSL4) e regides com alto indice de variantes genéticas em
JAK2, como o exon 12 (com alteragdes como insergdes , delegdes e substituigdes) e éxon 14 (localizagdo de
JAK2V617F). Quatro variantes (rs3780367, rs10974944, rs12343867 e rs1159782) marcam o hapldtipo e
estabelecem outra nomenclatura baseada nos alelos variantes, GGCC, conforme também mencionado na literatura
[97].

Diferentes SN'Vs foram mapeados, sendo a grande maioria identificada na Tabela 2 e na
Figura 3. Alguns s3o usados para identificar o haplotipo 46/1. As alteracdes genéticas
funcionam apenas como marcadores, ¢ as verdadeiras variantes causais ainda permanecem
pouco conhecidas ou totalmente escondidas no bloco LD [47]. Os seguintes quatro SNVs em
LD s3o considerados os marcadores mais estudados do haplotipo: 1s3780367
(NG _009904.1:2.83511T>G), rs10974944 (NG _009904.1:2.85587C>G), 1512343867
(NG_009904.1:g. 88945T>C) e rs1159782 (NG_009904.1:2.92873T>C), que estdo localizados
nos introns 10, 12, 14 e 15, respectivamente. A frequéncia do alelo menor (MAF) [83] ¢
mostrada na Figura 4. rs10974944 foi o primeiro a ser associado ao surgimento de NMPs
[98]. Estudos realizados na Europa, Japao, China, América do Norte e Brasil mostraram que o

alelo variante de rs/0974944 (G) é mais frequente em todos os pacientes com NMP
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(especialmente naqueles positivos para JAK2V617F) do que na populagdo controle [68,76 ,89,

98,99,100].

Tabela 2. Variantes de nucleotideo unico (SNVs) identificadas nos estudos do haplotipo 46/1 e suas respectivas

informagdes descritas na literatura.

SNV Referéncias Conclusoes
Estudos realizados em populagdes de origem brasileira, japonesa e chinesa; esta
variante tem uma forte associacdo com pacientes com NMP positivo para
rs10974944 [68,76,89,97-102] JAK2V617F quando comparados aos controles; rs10974944 (G) é um alelo de
risco para NMPs.
1512686652 [89] Significativamente associado a pacientes com PV neste estudo de caso-controle,
112335546 mas sem associagdo com NMPs na populag@o japonesa.
Associado com JAK2V617F positivo nas populagdes do Japao, China ¢ Taiwan,
. especialmente em individuos com PV; isso ¢ usado como um marcador de
rs12343867 [71,89,90,99-102] haplotipo. Associagdo com esplenomegalia foi relatada e estd em LD com
outros SNVs do haplotipo 46/1.
Mais frequente em pacientes com PV em um estudo de caso-controle no
154495487 [89] Japdo. Nao foi relatado em populagdes caucasianas e pode contribuir para o
fenotipo NMP na populagéo japonesa.
rs691857
rs17803986
_— [101] Nenhuma associaggo significativa.
rs7848509
rs10758677
Em desequilibrio de ligagdo com outros marcadores do haplotipo e tem
rs3780367 [103,104] associacdo significativa com NMPs, mas sem dados populacionais.
rs12340895 [100] Associado a NMPs JAK2V617F positivos em pacientes chineses.
Associado a predisposicdo para desenvolver NMPs JAK2V617F positivos (OR
rs12342421 [100] = 3,55) em portadores do alelo menor C (em populagdes chinesas) com risco
aumentado de 250% para a doenga, independentemente do haplétipo 46/1.
rsl1159782 [99,104] Esta em desequilibrio de ligagdo com marcadores do haplétipo 46/1.
rs10119004
rs12343065
rs10815162 Associado com JAK2V617F positivo e relatado pela primeira vez no mesmo
—_— [100]
rs7857730 estudo.
rs7847294

rs3780378
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Figura 3. Localizacdo das variantes identificadas nos estudos direcionados ao haplotipo 46/1. O mapeamento
das variantes ao longo do gene foi realizado com base na sequéncia de referéncia (NG_009904).
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Figura 4. Frequéncia de alelos menores (MAF) dos marcadores de haplotipo 46/1. As frequéncias foram medidas
a partir de amostras coletadas de individuos de Porto Rico, Colombia, Peru, Gadmbia, Nigéria, Quénia, Italia,
Franga, Reino Unido, Finlandia, Paquistio, india, China, Japo e de origem mexicana residentes na Califérnia e
Texas (Estados Unidos) [104,105,106,107,108].

A variante rs10119004 (NG_009904.1:g.:85805G>A; MAF de G: 38%), localizada

proxima a rs10974944, foi citada em estudos envolvendo NMPs e foi associada a NMPs na

populacado chinesa [100].



98

Existe uma ampla discussdo académico-cientifica a respeito das variantes presentes no
haplétipo, e essas alteracdes genéticas ndo podem ser consideradas como a Unica causa da
proliferacdo clonal, pois, para o desenvolvimento de um NMP, ha a necessidade de aquisi¢cdo
de variantes somaticas adicionais, como a variante JAK2V617F [47]. Portanto, 46/1 ¢ descrito
como um dos possiveis eventos “pré-JAK2V617F, que € um fator de predisposi¢ao fortemente
ligado a chances trés a quatro vezes maiores de desenvolvimento de NMPs e responsavel por

metade do risco de NMPs atribuiveis a fatores herdados [69 , 109, 110, 111].

4. Associacio entre o haplotipo 46/1 e a variante JAK2V617F
A aquisi¢do de variantes somaticas ¢ um mecanismo patogénico de grande importancia

no desenvolvimento dos NMPs, e fatores genéticos antecedentes também desempenham um
papel importante em seu desenvolvimento [89]. No contexto dessas malignidades
hematoldgicas, uma possivel associagdao entre o haplotipo 46/1 e a variante JAK2V617F foi
descrita, por exemplo, no estudo realizado por Kilpivaara [98], que identificou (1) a variante
rs10974944 (C/ G) no gene JAK?2, que predispde o desenvolvimento de NMPs JAK2V617F
positivas, (2) trés loci modificadores de NMP desconhecidos no momento do estudo, e
relataram que (3) a aquisi¢ao de JAK2V617F ¢ preferencialmente adquirida em cis com o alelo
predisponente e que (4) rs10974944 ¢ JAK2V617F estao localizados em um bloco de haplotipo
comum que ndo abrange o promotor JAK2 5' (eles ndao estdo em LD [101]), portanto, o alelo
rs10974944 (G) pode predispor a variante somatica JAK2V617F na mesma cadeia [98] .

Da mesma forma, os achados germinativos identificados suportam a hipdtese de que
46/1 contribui para a predisposicdo de NMPs. Esses achados estdo de acordo com os relatos de
Olcaydu [101], nos quais o haplotipo rs3780367G/rs10974944G/rs12343867C/rs1159782C foi
fortemente associado ao JAK2V617F [101].

Concordancia do haplétipo 46/1 com JAK2V617F em diferentes populacdes
Estudos anteriores relataram a associagdo de variantes do hapldtipo 46/1 com

JAK2V617F em populagdes etnicamente distintas. Em um estudo realizado na China, foi
descrita associacdo significativa entre a variante JAK2V617F e o rs10974944 (G) do haplotipo
46/1, sendo observada maior frequéncia em pacientes apds comparagdo com controles
[68]. Resultados semelhantes foram observados no Japao por Ohyashiki [89], que avaliou 138
pacientes e 107 individuos saudaveis com idades entre 30 e 87 anos e destacou o status
JAK2V617F nos pacientes (68,8% JAK2V617F positivo) e 107 individuos controle. Assim, a
combinagao do alelo G em rs/0974944, alelo C em rs4495487 e alelo C em rs12343867 foi
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fortemente associada a NMP JAK2V617F positivo (OR: 3,07; 95% CI: 1,73-5,46) e
discretamente associada a NMP JAK2V617F negativo (OR: 2,26, IC 95%: 1,01-4,7) quando
comparado aos controles. Isso demonstra que os portadores de 46/1 tém um risco aumentado
de 200 a 300% (2 a 3 vezes mais provavel) de adquirir JAK2V617F quando comparados aos
ndo portadores. Esses achados estdo de acordo com os de Tefferi [69], Triffa [112], Jones [24],
Kilpivaara [98], Olcaydu [101], Pardanani [87] e Wang [45] que realizaram estudos com
populagdes caucasianas dos Estados Unidos da América e de varios paises europeus.

Outro estudo realizado na China avaliou um SNV em DL (rs12340895) com haplotipo
46/1 em 225 pacientes e 226 controles, pois foi identificado como fator de risco para NMPs,
bem como homozigose no locus rs12340895 como fator de suscetibilidade para JAK2V617F
[113]. Resultados semelhantes foram encontrados na populagao de Taiwan com marcador SNV
rs1234387 [90]. Os diferentes relatos em diferentes populagdes ao redor do mundo destacam
que o mecanismo subjacente a aquisi¢do de JAK2V6I7F nao se limita apenas aos
caucasianos; portanto, deve ter uma base evolutiva relativamente antiga [47].

Existem duas hipoteses que poderiam explicar a associacdo entre o haplotipo 46/1 e a
variante JAK2V617F: hipermutabilidade e hipdtese do solo fértil [24,45,114]. A hipotese da
hipermutabilidade considera o 46/1 como mais instavel geneticamente [68], podendo levar a
danos no DNA e erros de replicacao [88] por predispor a aquisicao de JAK2V617F com mais
frequéncia quando comparado a outros haplotipos [96]. O suporte para esta hipotese vem da
observagao de que JAK2V617F aparentemente apareceu pelo menos duas vezes em alguns
individuos, e possivelmente porque as variantes do éxon 12 estdo associadas com 46/1, embora
com um risco menor [47,115]. Por outro lado, a hipotese do solo fértil assume que as células-
tronco hematopoiéticas que carregam 46/1 t€ém uma vantagem seletiva quando ocorrem
variantes oncogénicas [96,99]. Mesmo com proposi¢des diferentes, uma hipotese ndo anula a

outra e ambas podem coexistir no cenario genético dessas neoplasias [76].

5. Contribuicdo de 46/1 para a Desregulacdo Inflamatoria em NMPs
As células-tronco hematopoiéticas requerem um conjunto de interagdes cooperativas

estritamente reguladas e conservadas com suas células estromais, a fim de realizar os processos
normais de dorméncia, autorrenovagdo, proliferagdo, locomocdo e diferenciagdo. Estes
dependem da expressao de genes hematopoiéticos, interagao entre células, producao e liberagao
de uma variedade de citocinas e quimiocinas [116] relacionadas aos mecanismos inflamatdrios

envolvidos nos NMPs. Em nossa revisdo anterior, identificamos que a variante JAK2V617F
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desempenha um papel relevante nesse complexo processo, interferindo na regulagdo de varias
vias envolvidas na producao de citocinas, tumorigénese ¢ mediadores da inflamacao [56].

Estudos sugerem que o haplotipo esta relacionado a uma expressao elevada de JAK2,
INSL6 e INSL4, que causa recombinagdo do DNA, surgimento de variagdes genéticas ou
metilacdo anormal da regido promotora [97,117]. Hermouet [97] sugere que 46/1 pode incluir
sequéncias de DNA repetitivas intronicas ndo identificadas que facilitam a recombinagdo do
DNA e a superexpressao do gene JAK2 localizado no alelo recombinado. Nesse contexto, JAK2
transmite os sinais de proliferag¢do de todas as citocinas criticas para a mielopoiese, € o haplotipo
46/1 predisporia os portadores a estimulagdo cronicamente excessiva da mielopoiese. Isso
expoe os progenitores mieloides a um processo mitotico exacerbado e aumenta o risco de erro
e alteragao nos genes direcionados a mielopoiese,
como JAK2 e MPL, TET2, ASXL1, LNK, CBL e EZH?2 [97]. Um estudo mostrou que pacientes
positivos para NMP apresentam alta expressao de mRNA de JAK2, o que estaria relacionado a
uma maior probabilidade de células mieloides se dividirem em resposta as citocinas ativadoras
de proteinas, tornando-as, assim, propensas a erros de replicacao [97]. Além disso, o haplotipo
pode, em teoria, contribuir para uma sinalizacdo preponderante a jusante de JAK2V617F
ativado constitutivamente por meio do aumento da producdo de citocinas pelas células do
estroma da medula dssea, possivelmente mediado por INSL4 e INSL6 [71,97,117]. Este ultimo
ja foi relatado como sendo expresso em células estromais medulares de ratos [118].

O haplotipo também pode influenciar na aquisi¢do de variantes somaticas em JAK?2,
bem como facilitar a expressao de INSL6 e INSL4 em células do estroma medular, o que leva a
sinalizagdo anormal de citocinas com agao pré-inflamatéria e promieloide, e gera um ambiente
favoravel para o clone mutante (Figura 5). Ndao se sabe ao certo quais citocinas estariam
relacionadas; no entanto, varios estudos clinicos com pacientes com NMP ja demonstraram
niveis plasmaticos aumentados de IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-a e IFN-y e fatores de
crescimento, incluindo fator estimulador de colonia de granuldcitos-macréfagos (GM-CSF),
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) [119,120]. Na MFP, niveis celulares e extracelulares de varias citocinas com agao
angiogénica e fibrinogénica, como fator transformador de crescimento beta (TGF-8), fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator béasico de crescimento de fibroblastos (bFGF)
e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), estio aumentados, entre outros que
condicionam o estroma medular a criar um microambiente patologico favordvel que nutre e
protege as células malignas através de alteragdes histologicas da medula ossea [121,122] .Pode-

se levantar a hipotese de que o hapldtipo atue como um possivel fator na suscetibilidade
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genética do hospedeiro a uma resposta mieloide inadequada as citocinas, levando assim a um

estado inflamatorio intensificado e aumento do risco de neoplasias mieldides, que € acelerado

pela aquisicdo de genes somaticos variantes [9,117].

Medula dssea Sangue periférico
a “ 3 e =

Diferenciagdoe
maturagdo

@ Célula-tronco 46/1 e JAK2V617F positivo ®© ‘;., Macréfago 7.% Fibroblasto 46/1 positivo

@ Célula-tronco w Macréfago 46/1 positivo T Receptor de citocinas

E Célula endotelial @ Adipdcito O Hemacia

0 Citocina pré-inflamatéria = Matriz extracelular C‘§ Neutréfilos

@ Citocina pré-mieloide W Fibroblasto Neutréfilo 46/1 e JAK2V617F positivo

Figura 5. Possivel associagdo do haplotipo 46/1 e NMPs. (1) Células estromais medulares positivas para 46/1
podem apresentar desregulacdo em genes, como INSL4 e INSL6, que podem estar envolvidos na (2) produgio
excessiva de mediadores pro-inflamatdrios e promieloides. Essas citocinas (3) interagem com células-tronco
normais e haplétipo-positivas e multipotentes JAK2V617F, promovendo (4) proliferacdo exacerbada (vantagem
proliferativa) das células mutantes, que, por sua vez, continuam seu processo de (5) diferencia¢do e maturagdo
celular, e desencadear o (6) distarbio mieloproliferativo clonal.

6. Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos NMPs relacionados ao haplétipo 46/1
A relagdo entre JAK2V617F e o haplotipo 46/1 ¢ clara e tem sido apontada pela maioria

dos estudos, principalmente em pacientes com PV. Esta questao foi confirmada por Ohyashiki
[89], que identificou uma maior presenca de variantes de haplotipos, niveis de hemoglobina
significativamente elevados em pacientes com JAK2V617F e genotipo GCC em comparagdo
com aqueles com gendtipo GCC, mas sem JAK2V617F. Também ¢ interessante notar que
alguns estudos associam o haplotipo a certos achados clinicos (esplenomegalia, trombose da
veia esplancnica e sindrome de Budd-Chiari) e achados laboratoriais (aumento da contagem de
plaquetas, leucdcitos, hematocrito e hemoglobina) que sdo caracteristicos de NMPs
[86,90,91,99,123,124]; no entanto, essa correlagdo nao ¢ um consenso [96,125]. Mesmo assim,
ndo se pode ignorar que a hemoglobina e o hematdcrito podem estar alterados para niveis acima
do normal em casos de homozigose e alta carga do alelo variante para JAK2V617F [125]; e este

ultimo ja demonstrou estar relacionado com 46/1 em varios estudos [86,125].
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Conforme discutido anteriormente nesta revisao, a homozigose para a variante somatica
estd relacionada a aUPD que, por sua vez, pode ser causada por 46/1 devido a combinacdo de
grandes por¢des das duas regides parentais do cromossomo 9p [96], ou seja, esses trés
elementos (aUPD + HAPLOTIPO 46/1 + JAK2V617F), em teoria, trabalham juntos para
estabelecer o fenotipo mieloproliferativo e hereditario dos NMPs. No caso desta tltima, mais
especificamente sobre a herdabilidade das variantes, acredita-se que um alelo marcador situado
no mesmo haplétipo de um alelo causador (JAK2V617F) provavelmente serd herdado em

conjunto, o que nao seria possivel se os alelos estivessem em diferentes haplotipos [126].

7. Heranca de NMPs e a Relacio com o Haplétipo 46/1
O desenvolvimento de uma neoplasia hematoldgica depende de varios fatores, como

idade, ambiente e genética do hospedeiro [46]. Fatores genéticos hereditarios alteram o risco
em cada estagio do desenvolvimento, ou seja, desde a aquisicdo do cancer até sua progressao
[46,127]. As formas hereditarias de NMPs podem ser divididas em duas categorias principais:
(1) sindromes hereditarias que afetam uma unica linhagem com heranga mendeliana, alta
penetrancia e hematopoiese policlonal; e (2) predisposi¢ao hereditaria para verdadeiros NMPs,
que sdo caracterizados por baixa penetrancia, hematopoiese clonal, presenga de variantes
somaticas (por exemplo, JAK2V617F) e risco de progressdo para leucemia mieloide aguda
(LMA) [46,128].

Na predisposicao hereditaria, existe a possibilidade de ocorréncia em dois ou mais
membros da mesma familia e, neste contexto, o termo “familiar” ¢ utilizado para descrever uma
alteracdo desconhecida da linhagem germinativa que predispde a aquisicdo de um NMP
[46]. Um estudo familiar de mais de 11.000 pacientes com NMPs e seus quase 25.000 parentes
de primeiro grau encontrou um risco 5 a 7 vezes maior de desenvolver NMPs entre parentes de
primeiro grau de pacientes com NMPs [70]. Outra pesquisa, realizada com 72 familias,
caracterizou 50% dos individuos incluidos no estudo com padrao de heranga compativel com
dominancia autossdmica com penetrancia incompleta [54].

Ha evidéncias crescentes que sugerem que fatores hereditarios sdo responsaveis por um
efeito mais amplo na suscetibilidade ao desenvolvimento de NMPs [47,129]. Variantes
somaticas observadas em NMPs familiares sdo responsaveis pela vantagem proliferativa e
subsequente clonalidade celular, enquanto o componente herdado predispde a aquisi¢do de
variagdes genéticas somadticas [46,130]. No entanto, existem estudos que discordam dessa
relagdo direta e apontam que outros fatores, além do haplétipo, explicariam a heranga dos NMPs

[44,46,109,115], como, por exemplo, a interagdo com o alelo rs2736100 (C) do TERT, que €
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significativamente encontrado em NMPs familiares quando comparados a NMPs esporadicos
[131]. Mesmo que essa parcela discorde das proposi¢des feitas, avaliar as variantes que fazem
parte do hapldtipo germinativo 46/1 em casos familiares torna-se relevante para entender seu
comportamento dentro do cendrio de hereditariedade e sua possivel relagdo com os NMPs

familiares.

8. Conclusoes e Perspectivas
E notavel que o cenario genético dos NMPs ¢ complexo e ainda em fase de

elucidacdo. O haplotipo 46/1 ¢ um achado importante nesse processo de descoberta,
principalmente por sua relagdo com a variante JAK2V617F, e insercoes e delecdes do éxon 12
de JAK? [88]. H4 também uma possivel associagdo com variantes do éxon 10 do gene MPL
[132], e isso ainda estd em discussao [133,134], bem como com o
gene CALR [135,136]. Considerando o haplétipo como objeto de analise, ndo se pode descartar
a complexidade de se estudar a regido em que ele estd localizado, pois, além de ser
consideravelmente extensa, possui centenas de SNVs em LD que se localizam nas regides
intronicas pouco estudadas. No entanto, seria ingénuo inferir que dentro desta regido apenas
uma variante seria germinativa e responsavel pela positividade de JAK2V6I7F ou
hereditariedade de NMPs.

Curiosamente, algumas das associagdes com 46/1 descritas até agora envolvem
patologias acentuadas ou caracterizadas por desregulacdo inflamatoria: NMPs, LMA, doenga
de Chron, doencga inflamatoria intestinal e colite ulcerativa. Essas relagcdes provavelmente nao
sdo aleatdrias e apoiam ainda mais a hipdtese de que o hapldtipo 46/1 pode estar associado a
JAK2V617F e/ou outras variantes funcionais do gene JAK2 que ainda nao foram descritas e que
desempenham um papel na desregulacao inflamatoria [117].

O haplotipo 46/1 pode até se estabelecer como uma alternativa viavel para o
monitoramento de individuos com NMPs e outras neoplasias mieloides. Tal indicacao ¢
considerada por sua associagdo com menor sobrevida em pacientes com MFdevido a
diminui¢do da defesa contra infecgdes e aumento do risco de uma resposta inflamatoria mais
grave, que, por sua vez, contribui para a remodelacdo tecidual na medula 6ssea, levando, assim,
a um transforma¢do mielofibrotica [24,56,58,97,137]; com a alta carga alélica variante
relacionada a um fen6tipo NMP mais grave; aumento do risco de transformagao mielofibrotica
em pacientes com PV [69]; e por ser um possivel fator relacionado a LMA com cari6tipo normal
associado a predisposi¢do para uma forma mielomonocitica aguda, o que a torna um fator de

risco independente desfavoravel [117].
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Outra associagdo relatada seria com a doenga aguda do enxerto contra o hospedeiro
(aGvHD) graus II-IV em pacientes com LMA submetidos a transplante alogénico de células-
tronco hematopoiéticas (alo-HSCT) [138]. Tanto este quanto os demais estudos citados devem
ter seus dados confirmados por outros estudos com populagdes maiores e mais heterogéneas, a
fim de verificar a relagdo dessas variantes germinativas com os NMPs e outras neoplasias
mieloides. E por meio dessas confirmagdes que tais variantes podem se tornar uteis na pratica
clinica para obtenc¢do de resultados terapéuticos satisfatdrios, como ja € o caso dos haplotipos
relacionados ao antigeno leucocitario humano (HLA) [139].

A utilizagdo do 46/1 em testes de triagem ou preditivos em casos de NMPs familiares
pode ser uma alternativa a ser considerada. Mesmo que ndo haja consenso sobre o impacto do
haplotipo em casos familiares, sua existéncia e relacdo ndo podem ser descartadas. A
investigacao dessas variantes torna-se relevante devido aos achados descritos até o momento e
a associacao entre idade precoce ao diagnostico em NMPs familiares [140] e casos de TE na
infancia ja relatados na literatura [141]. Os achados dessas analises podem ser uteis para
verificar a probabilidade do individuo ser portador de um trago hereditario, que pode ou nao ser
patogénico [142], a fim de tragar o perfil molecular dos casos infantis (a composi¢ao genética
na infancia TE pode ser mais complexa do que nos adultos) [141]. Além disso, permite prever
a suscetibilidade a doengas, favorecendo o diagnéstico precoce para estratégias preventivas e
terapias personalizadas [143,144]. A andlise de variantes de haplétipos em pacientes triplo
negativos (que nao possuem variantes driver nos genes MPL, JAK2 ¢ CARL ) também pode ser
util nesse contexto investigativo de NMPs. Conforme estabelecido pela OMS, esses pacientes
devem ser testados para outras variantes em genes adicionais, como ASXLI, DNMT3A, TET2,
EZH?2, IDHI/2 ¢ SRSF2,a fim de verificar a natureza do distirbio mieloproliferativo clonal
[52]. A inclusdo do haplotipo nessa analise de triagem ajudaria a compreender melhor o cenario
genético desses pacientes, a fim de verificar se as variantes germinativas estdo envolvidas
nesses mecanismos € interagem com outras variantes genéticas ainda ndo conhecidas, além de
comprovar ou refutar sua acdo no contexto da desregulacdo da inflamacdo nesses casos. A
utilizagdo do sequenciamento de proxima geragdo (NGS) seria uma alternativa valiosa nesse
processo, podendo auxiliar na confirmacdo desse diagnostico [145]. Também permitiria a
avaliacdo simultanea da complexidade molecular da doenga com maior abrangéncia e
sensibilidade, além de menores custos [52].

Diagnosticos e progndsticos baseados em andlise de DNA aplicados a dinamica clinica
de pacientes com cancer estdo em constante expansao e nos ajudam a entender a complexidade

dos genomas do cancer [85,88,146,147]. Embora, atualmente, tenhamos conhecimento limitado
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sobre as interagdes haplotipo-fendtipo de genes envolvidos em NMPs. A continuidade das
pesquisas sobre esse tema, em diferentes populacdes ao redor do mundo e com diferentes
associagdes clinicas e laboratoriais, auxiliara no melhor entendimento do real impacto do 46/1
na dindmica mieloproliferativa. Os resultados desses estudos podem produzir ferramentas uteis
no diagndstico, acompanhamento personalizado, aconselhamento genético e treinamento do
médico para a tomada de decisdo sobre o planejamento e escolha do tratamento do paciente,

melhorando assim ndo so a sobrevida, mas também a qualidade de vida do paciente.
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RESUMO

JAK2V617F é uma alteragdo genética comum em neoplasias mieloproliferativas BCR/ABL1
negativas e esta associado ao haplotipo 46/1 que esta em desequilibrio de ligacao estreito com
a variante 7510974944 (C>QG) localizada no intron 12 do gene JAK2. Esse haplétipo também
influencia as alteracdes laboratoriais, frequéncia alélica das variantes e correlagdes com
neoplasias mieloproliferativas familiares. Este estudo teve como objetivo avaliar o haplétipo
46/1 (rs10974944:G) e outras variantes do intron 12 (rs10119004, rs1081515 e rs59720809)
em uma populacdo da Amazdnia brasileira. Foram incluidos no estudo 108 individuos
diagnosticados clinicamente com policitemia vera (n=39), trombocitemia essencial (n=61) e
mielofibrose (n=8). Dados clinicos, laboratoriais e analises moleculares por reacdo em cadeia
da polimerase e sequenciamento de Sanger foram considerados. Observou-se que os individuos
com policitemia vera e portadores do alelo G de rsl0974944 apresentaram valores
significativamente aumentados de volume corpuscular médio e hemoglobina corpuscular média
(p < 0,05). Por outro lado, no grupo de trombocitemia essencial, foram observados niveis
elevados de globulos vermelhos, hematdcrito e hemoglobina (p < 0,05). Foi observada uma
associacdo entre a frequéncia genotipica de 510974944 (G) e o status da variante JAK2V617F.
Individuos com o alelo G e o gendtipo GG de rs10974944 apresentaram uma associagao
significativa com o status positivo para JAK2V617F (p < 0,05), assim como um aumento na
frequéncia alélica da variante. Além disso, rs/0815151 demonstrou uma associagdo com o
status negativo para JAK2V617F. Com base nos nossos dados, podemos sugerir uma associacao
entre 510974944 (G) e o status positivo para JAK2V617F, bem como alteragdes laboratoriais
e um aumento na frequéncia alélica da variante. Além disso, »s/0815151 pode ser considerado
um possivel marcador de resisténcia ou protecdo para o status positivo de JAK2V617F na
populacdo estudada.

Palavras chaves: JAK2, neoplasias mieloproliferativas cronicas, haplétipo, polimorfismos de
nucleotideo tnico.
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INTRODUCAO

As neoplasias mieloproliferativas (NMP) sdo doengas clonais de célula-tronco
hematopoiética caracterizadas por hiperplasia de um ou mais elementos da série mieloide com
maturagdo eficaz, resultando em leucocitose no sangue periférico, aumento da massa
eritrocitaria e possivel evolucdo para fibrose medular ou transformagio leucémica'!. Com uma
incidéncia de 6 casos a cada 100.000 habitantes, essas patologias atingem majoritariamente
individuos entre 60 e 70 anos, sendo a maioria do sexo masculino e de raga branca®>.
Policitemia vera (PV), trombocitemia essencial (TE) e mielofibrose primaria (MF), sdo
descritas as NMPs BCR::ABLI negativas mais frequentes, as quais diferenciam-se por sinais,
sintomas, alteragdes laboratoriais e clinicas e os achados genéticos>*.

A variante JAK2V617F (dbSNP ID: rs77375493) € o principal achado genético nas
NMPs®. Trata-se de uma substitui¢io de valina por fenilalanina no cédon 617 da cadeia
polipeptidica de JAK2, que altera seu dominio regulatorio e condiciona uma atividade
constitutiva da via JAK/STAT’. Essa alteragdo genética tornou-se um marcador de interesse,
identificada em torno de 90% dos casos de policitemia vera e entre 50% a 60 % dos casos de

trombocitemia essencial e mielofibrose primaria®®1°,

Mesmo com protagonismo na
etiopatogénese das NMPs, JAK2V617F nao ¢ uma variante germinativa, o que condicionou
diversas hipoteses sobre os eventos que antecedem a aquisicao dessa alteracao genética.
Estudos demonstraram uma associacao entre JAK2V617F e o haplotipo 46/1, um
conjunto de variagdes genéticas da linha germinativa distribuidas ao longo do cromossomo
9p.24.1'". Esse haplotipo abrange regides com alto indice de variantes genéticas em JAK2 (éxon
12 ¢ 14) e esta em desequilibrio de ligacdo completo com a variante rs/0974944 (C>G),
localizada no intron 12 do mesmo gene'*!3. Pesquisadores indicam essa alteracdo genética
como um fator que favorece a aquisicdo de JAK2V617F*!'%1%15 por aumentar a taxa mutacional
de JAK2, o que pode levar a danos no DNA e erros de replicagdo!®. Além de ser identificado
em pacientes NMPs de diversas populagdes, esse haplotipo também foi associado a alteragdes
laboratoriais mais acentuadas, presenga de esplenomegalia, desregulacdo inflamatoria, casos
familiares de NMPs (elevando o risco de desenvolver alguma neoplasia mieloproliferativa em
5 a 7 vezes) e metilagio anormal do promotor génico!”"'8.
A presente pesquisa estudou o haplétipo 46/1 do gene JAK2, analisando as variantes

rs10974944 (G), JAK2V617F e outras variantes identificadas na regido gendmica analisada em

uma populacdo da Amazonia brasileira. Além disso, foi avaliada uma possivel associa¢do da
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variante com parametros laboratoriais, carga alélica variante (VAF) e foram identificados

obtidos a partir dos SN'Vs pareados.

Materiais e métodos

Populaciao: Foram incluidos 108 individuos com diagndstico clinico para neoplasias
mieloproliferativas BCR::ABL I negativas. O estudo foi realizado de fevereiro de 2021 a janeiro
de 2023. A andlise laboratorial foi realizada no Laboratorio de gendomica. O estudo foi
submetido e aprovado pelo Comité de Etica da Fundagdo Hospitalar em Hematologia e
Hemoterapia do Amazonas. O consentimento informado por escrito foi obtido de paciente ou
de um substituto apropriado se o paciente nao conseguiu fornecer consentimento. Este estudo
atendeu a resolucao n 466/2012 do Conselho Nacional de Saude para pesquisas envolvendo
seres humanos com parecer: n° 4.450.813 e certificado de apresentacdo de apreciacao ética n°
39991420.6.0000.0009.

Dados clinicos e laboratoriais: Os dados clinicos (sexo, idade, esplenomegalia, eventos
cardiovasculares, tromboéticos e/ou hemorragicos) foram obtidos por meio de prontuarios
médicos e os dados laboratoriais foram obtidos através dos resultados prévios obtidos através
da pesquisa de Torres e colaboradores (dados ndo publicados).

Amostra biologica e extracdo de DNA: amostras de sangue venoso foram coletadas em tubos
contendo EDTA e o DNA foi extraido com Brazol (Lgcbio, Brasil), seguindo as orientagdes do
fabricante, e armazenado a -80°C.

PCR convencional e purificacio da PCR: para a amplificagdo da regido do DNA em andlise,
utilizou-se uma rea¢ao com volume final de 25 pL. com 50-100 ng de DNA gendmico, Tampao
(1x), MgCl; (1.5mM), Primer FW (CCAACTGAGTTTCCTTGCAG) e RV
(CTAGGTTAAGAGTATGTGGTTCC) (0.4 mM), dNTP mix (0.2 mM) e TAQ 1U Os primers
foram desenhados especificamente para o presente estudo na plataforma Primer-BLAST- NCBI
e OligoAnalyzer Tool-IDTDNA.com, avaliando a porcentagem de GC, Tm, capacidade de
Hairpin, e indice AG. Os produtos das rea¢des foram visualizados mediante eletroforese em gel
de agarose 1,5%, corado com brometo de etidio. O produto da PCR, um amplicon com 572 pb,
foi purificado com Polietilenglicol 8000 (Promega).

Sequenciamento dos nucleotideos e analise de sequéncias: Aproximadamente 5-30 ng de
produto de PCR purificado foi aplicado na reacdo de sequenciamento. O sequenciamento dos
nucleotideos foi realizado usando BigDye® Terminator v3.1 (Applied Biosystems), seguindo

recomendacdes do fabricante e os primers descritos anteriormente. Os produtos foram
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purificados pelo protocolo de EDTA/Etanol, e avaliados no sequenciador automatico 3500 XL
Genetic Analyzer® (Applied BioSystems, USA), com polimero POP-7. As sequéncias foram
inicialmente analisadas no software Sequencing Analysis (Applied biosystem [Thermo Fisher
Scientific, Sdo Paulo, Brazil]). Software Geneious 6.0.6 (Biomatters, USA) usado para fazer o
mapeamento das variantes e comparagdo com a sequéncia de referéncia Homo sapiens Janus
kinase 2 (JAK2), (NCBI: NG_009904.1).

Analise dos haplétipos: As frequéncias dos haplotipos foram calculadas usando o Haploview
software (v.4.2), como medida do Desequilibrio de Ligacao (DL). Hapl6tipos com frequéncias
<1% nao foram considerados relevantes para comparagdes. O grau de pairwise entre o0s
nucleotideos foi analisado pela estrutura LD, considerando valores de 2 >0,8 como DL forte,
<0,8 para fraco e <0,1 como DL negativo.

O equilibrio de Hardy-Weinberg foi calculado comparando as frequéncias estimadas com as
observadas dos gendtipos pelo teste y2. SNVs com valores de p<0,001 foram considerados
como em equilibrio de Hardy-Weinberg.

Analise estatistica: Os resultados obtidos passaram pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk.
Variaveis categdricas foram expressas por valor absoluto (n) e frequéncia relativa (%), e foram
testadas pelo y2 e teste exato de Fisher com intervalo de confianca de 95%. As varidveis
numéricas foram expressas por mediana (Md) e intervalo interquartilico [IIQ] com percentil de
75% através do software GraphPad Prism v.9.0.2. Para as varidveis ndo paramétricas foi
realizado o teste de Kruskal-Wallis. Para ambas as anélises foi realizado o pos-teste de Dunn’s
para multiplas comparagdes, também pelo software GraphPad Prism v.9.0.2. Valores de p <0.05

consideraram-se estatisticamente significativos.

Resultados

Caracterizacao clinico-laboratorial

Foram incluidos 108 individuos no estudo com caracteristicas clinicas e laboratoriais
descritas na tabela 1 1. A maioria de individuos do sexo feminino tiveram o diagnostico de TE
(n=48) (p = 0.002). A idade mediana dos participantes foi semelhante entre os grupos.

As medianas de RBC, Ht e Hb foram significativamente maiores no grupo PV em
comparacdo com TE (RBC: 5,57 mm?; Ht: 48%; Hb: 15,4 g/dL, p <0,0001) (tabelal), ja outros
marcadores hematologicos demonstraram-se significativamente aumentados na TE em
comparac¢do a PV como o VCM (103,9 pg, p <0.0001), HCM (33,5 fL, p <0,0001) e plaquetas
(467000 x mm?>, p < 0,0001).
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CARACTERISTICAS PV (n=39) TE (n=61) MF (n=8) valor de p
Homens/Mulheres, n 20/19 13/48 5/3 0,002
Idade, M4 [1IQ] 61 [49-71] 58 [43,5-72] 61 [54-72,7] 0,599
RBC (x mm?), My [1IQ] 5,57 [4,3-6,1] 3,75 [3,2-4,5] 3,25[2,8-4,7] <0,0001
Ht (%), My [11Q] 48,0 [44,1-52,3] 37,9 [35,7-42,3] 30,3 [23,3-38,7] <0,0001
Hb (g/dL), M4 [1IQ] 15,4 [13,8-16,3] 12,6 [11,6-13,9] 9,5[7,4-12] <0,0001
VCM (pg), Mq [1IQ] 90,3 [82,6-103,5] 103,9 [74,9-112,7] 86,3 [78,6-92,9] <0,0001
HCM (fL), M4 [1IQ] 29,5 [26,7-33,1] 33,5[30,3-36,7] 28,5 [24,6-29] <0,0001
CHCM (g/dL), My [1IQ] 32 [30,6-33,5] 32,5 [32-33,6] 31,3 [30,4-33,4] 0,237
WBC (x mm?), Mgy [1IQ] 6540 [5150-7990] 5730 [3940-7110] ol 1123[25]35- 0,028
Plaquetas (/mm?), M [11Q] [174(?(?(?-030901 000] [361?(?(3—05(2107500] [1342325-54%%500] <0,0001
DHL (UL), My [1IQ] [318?431-85’;,6] [354,424(1)95,5] [4889,(;‘-‘15276] 0,026
Acido urico (mg/dL), My [11Q] 4,5[3,5-5,9] 4,1[2,8-4.8] 6,8 [4,3-8] 0,003
PT (seg), Mq [11Q] 11,6 [10,9-12,6] 11,4 [10,8-12,2] 13,85 [13,1-14,2] 0,0008
INR, My [1IQ] 0,9 [0,9-1] 0,9 [0,9-1] 1,1[1,1-1,2] 0,0007
aPTT (seg), My [1IQ] 31,1 [27,8-36] 30,3 [28-33,1] 36,1 [32,1-40,7] 0,019
Fibrinogénio (mg/dL), Mq [11Q] 278 [223-320] 296 [249,5-378] 302 [210,5-443,5] 0,139
Esplenomegalia, n (%) 9 (23) 10 (16,3) 5(62,5) 0,001
Eventos trombaéticos, n (%) 8 (20,5) 15 (24,5) 0 0,270
Eventos hemorragicos, n (%) 1(2,9) 14 (22,9) 0 0,004
JAK2V617F" n (%) 23 (58,9) 22 (36) - 0,020
VAF JAK2V617F > 50% 16 (41) 4 (6,5) -

VAF JAK2V617F < 50% 7(17,9) 18 (29,5) - 0009
JAK2V617F nio relatado n (%) 3(7,6) 4 (6,4) - >0,999

Legenda: PV: policitemia vera, TE: trombocitemia essencial, MF: mielofibrose, RBC: contagem de eritrocitos,
Ht: hematécrito, Hb: hemoglobina, VCM: volume corpuscular médio, HCM: hemoglobina corpuscular média,
CHCM: concentracdo de hemoglobina corpuscular média, WBC: contagem de leucécitos, DHL: lactato
desidrogenase, PT: tempo de protrombina, INR: razdo internacional normalizada, aPTT: tempo de tromboplastina
parcial ativada, VAF: frequéncia alélica variante, I1Q: intervalo interquartil, Md: mediana. Valores de referéncia:
RBC: 3.9-5.3 mm3, Ht: 36-48%, Hb: 12-16 g/dL, VCM: 80-100 fL, HCM: 27-33 pg, CHCM: 32-36 g/dL, WBC:
3600-11000 mm3, PQT: 150000-400000 mm?®, AU: 3,5- 7,2 mg/dL (homem); 2,6 - 6,0 mg/dL (mulher),

Fibrinogénio: 180-350 mg/dL
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MF apresentou valores significativamente aumentados de DHL (904,5 U/L, p = 0,026),
Acido trico (6,8 mg/dL, p = 0,003), PT (13,85 seg, p = 0,0008), INR (1,1, p = 0,0007), aPTT
(36,1 seg, p = 0,019). Eventos hemorragicos foram significativamente mais comuns no grupo
TE quando comparado a PV (p = 0,004), enquanto a frequéncia de esplenomegalia e eventos
tromboticos ndo diferiram significativamente entre PV e TE (p > 0,05).

JAK2V617F" foi significativamente superior na PV (58,9%, p = 0,020). Os dados de
VAF de JAK2V617F confirmam esses achados indicando que 41% dos pacientes com PV
apresentaram uma alta frequéncia alélica (VAF > 50%), quando comparado a TE, que

apresentou apenas 6,6% de VAF > 50% (p = 0,005).

Variantes genéticas identificadas

A regido analisada, com extensao de 572 pb, permitiu identifica¢dao de outras alteracdes
genéticas ao longo do intron 12. Além de rs10974944 (C>G), foram identificadas rs/0119004
(A>G), rs1081515 (G>T) e rs59720809 (A>G). Os dados sobre frequéncia alélica e genotipica

estdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2: Frequéncia genotipica e alélica de SNVs identificados em individuos com neoplasias
mieloproliferativas incluidos no estudo

Gendtipo/alelo; n (%) PV (n=39) TE (n=61) MF (n=18)
rs10974944 (C>G)*
cC 12 (30,7) 25 (41) 2(25)
CG 13 (33,3) 24 (39,3) 2 (25)
GG 14 (36) 12 (19,7) 4 (50)
C 37 (47.4) 74 (60,7) 6 (37.5)
G 41 (53,6) 48 (39,3) 10 (62,5)
rs10815151 (C>T)
cC 25 (64,1) 33 (54,1) 7 (87,5)
CT 9 (23,1) 23 (37,7) 1(12,5)
TT 5(12,8) 5(8,2) -
C 59 (75,6) 89 (72,9) 15 (93,7)
T 19 (24,4) 33 (27,1) 1(6,3)
rs59720809 (A>G)
AA 37 (94,9) 55 (90,2) 8 (100)
AG 2(5,1) 6 (9,8) -
GG - - -
A 76 (97.4) 116 (95,1) 16 (100)
G 2(2,6) 6 (4,9) -
rs10119004 (A>G)
AA 25 (64,1) 26 (42,6) 5(62,5)

AG 9 (23,1) 29 (47,5) 2 (25)
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GG 5(12,8) 6 (9,9) 1(12,5)
A 59 (75,6) 81 (66,4) 12 (75)
G 19 (24,4) 41 (33,6) 4(25)

Legenda: PV: policitemia vera, TE: trombocitemia essencial, MF: mielofibrose, NMPs: neoplasias
mieloproliferativas. *Em desequilibrio de ligacdo estreito com o haplotipo 46/1. Nenhum SNV apresentou-se em
equilibrio de Hardy-Weinberg (p>0,001).

Do total de individuos incluidos no estudo, 63,9% apresentaram a variante rs10974944
(G), 27.8% em homozigose (GG) e 36,1% em heterozigose (CG). O gendtipo GG foi mais
frequente no grupo PV (36%). Quanto ao genotipo CG, ele ¢ mais frequente em ambos os
grupos, com valores proximos (33,3% em PV e 39,3% em TE). J4 em relagdo a frequéncia
alélica, alelo G foi mais frequente em PV (53,6%) e o alelo C ¢ mais frequente em TE (60,7%).
A frequéncia do gendtipo GG em mielofibrose foi elevada (50%), todavia, a quantidade de
individuos incluidos no estudo representa uma amostra discreta.

O alelo T de rs10815151 foi mais prevalente em PV e TE (24,4% e 27,1%,
respectivamente). 7559720809 (C>G) apresentou em baixas frequéncias em todos os grupos
populacionais (PV: 5.1%; TE: 9.8%; MF: 0). O alelo G de rs/0119004 foi menor nos grupos
PV em comparacdo com o grupo TE (24,4% vs. 33,63%, respectivamente). nenhuma

As tabelas 3 e 4 apresentam valores de caracteristicas sanguineas de individuos com
policitemia vera e trombocitemia essencial, respectivamente, ¢ diferentes genotipos para o
rs10974944 (CC, CG e GG). Para PV, individuos com o alelo G apresentaram valores
significativamente aumentados de VCM e HCM (p = 0,030 e p = 0,041, respectivamente).
Assim como, individuos com TE, o alelo G de rs10974944 foi associado a indices elevados de

RBC, Ht e HB apresentaram valores de p significativos (p < 0,05)

Tabela 3: Caracteristicas laboratoriais de individuos com policitemia vera e o alelo G de rs10974944

Caracteristicas C/C (n=12) Alelo G (n=27) Valor de p
RBC (x mm3), Md [1IQ] 5,9 [4,7-6,6] 4,8 [4,2-6] 0,188
Ht (%),Mq [11Q] 49,8 [43-52,2] 48 [44,1-53,1] 0,866
Hb (g/dL) Mq [11Q] 15,7 [13,1-16,2] 15,4 [13,9-16,6] 0,958
VCM (pg) M« [11Q] 83,6 [81,7-89,5] 93,7 [86,6-104,9] 0,030
HCM (fL), Mq [11Q] 27,3 [24,1-29.,4] 30,9 [28,1-33,3] 0,041
CHCM (g/dL) 32,1 [30,4-36,1] 32 [30,6-33,5] 0,816
WBC (x mm?®) My [1IQ] 6670 [3835-11118] 6540 [5190-12580] 0,911
Plaquetas (x mm?®) Mq [1IQ] 258000 [176250-440000] 302000 [174000-391000] 0,0747

Legenda: RBC: contagem de eritrocitos, Ht: hematocrito, Hb: hemoglobina, VCM: volume corpuscular médio,
HCM: hemoglobina corpuscular média, CHCM: concentracdo de hemoglobina corpuscular média, WBC:
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contagem de leucocitos. Valores de referéncia: RBC: 3.9-5.3 mm3, Ht: 36-48%, Hb: 12-16 g/dL, VCM: 80-100
fL., HCM: 27-33 pg, CHCM: 32-36 g/dL, WBC: 3600-11000 mm3, PQT: 150000-400000 mm>.

Tabela 4: Caracteristicas laboratoriais de individuos com trombocitemia essencial e alelo G de rs10974944

Caracteristicas C/C (n=25) Alelo G (n=36) Valor de p
RBC (x mm3), Md [1IQ] 3,4[3,1-3,9] 4,1[3,3-4,7] 0,029
Ht (%),Mq [11Q] 36,9 [35-39,5] 40,4 [35,9-44,4] 0,025
Hb (g/dL) M4 [11Q] 12,1 [11,1-13,0] 13,5[12-14,6] 0,004
VCM (pg) My [11Q] 106,5 [94,2113,2] 101,5 [90,5-112,6] 0,330
HCM (fL), M4 [11Q] 33,6 [31,5-37,5] 32,7[29,8-36,6] 0,383
CHCM (g/dL) 32,4 [31,6-33,4] 32,5[32,1-34,2] 0,597
WBC (x mm?®) My [1IQ] 5260 [3810-7455] 5410 [4233-6670] 0,740
Plaquetas (x mm?®) My [1IQ] 483000 [368500-704500] 440500 [323750-1119000] 0,127

Legenda: RBC: contagem de eritrocitos, Ht: hematdcrito, Hb: hemoglobina, VCM: volume corpuscular médio,
HCM: hemoglobina corpuscular média, CHCM: concentragdo de hemoglobina corpuscular média, WBC:
contagem de leucdcitos. Valores de referéncia: RBC: 3.9-5.3 mm3, Ht: 36-48%, Hb: 12-16 g/dL, VCM: 80-100
fL, HCM: 27-33 pg, CHCM: 32-36 g/dL, WBC: 3600-11000 mm3, PQT: 150000-400000 mm?>.

Distribuicio das variantes em pacientes estratificados de acordo com o status de
JAK2V617F e frequéncia alélica variante

Considerando a forte associacdo da variante com JAK2V617F, foi realizada a analise da
frequéncia genotipica de rs10974944 (C>G) de acordo com o status positivo (+) ou negativo (-
)de JAK2V617F, cujo os dados estao descritos na tabela 5. Dos 93 individuos com dados sobre
a variante, a relacdo de status positivo/negativo para JAK2V617F foi de 45/48, respectivamente.

O genotipo GG e G carries de rs10974944 foram os mais frequentes na populagdo
JAK2V6I7F" (42,2% e 61,1%, respectivamente). Individuos com gendtipo CG/GG desta
variante apresentam maior probabilidade de apresentar JAK2V617F" (OR: 8,4; IC 95% 2,6-
24.8; p = 0,002), tal como os gen6tipos GG (OR: 4,1: IC 95% 1,62-9,7; p = 0,002) e o alelo G,
que demonstrou um risco 3,4 vezes maior de individuos portadores apresentarem JAK2V617F "
(OR: 3,47; IC 95% 1,9-6,2; p < 0,0001), sugerindo uma possivel associa¢do do rs10974944 G
com a variante JAK2V617F.

Em contrapartida, os genotipos CT, TT e alelo T de rs/081515]1 apresentaram
frequéncias menores em ambas as populagdes. Individuos JAK2V617F foram fortemente
associados aos gendtipos CT e TT/CT de rs10815151 (OR =0,2; IC 95% = 0,1-0,6; p = 0,009;
OR = 0,3; IC 95% = 0,1-0,8; p = 0,032, respectivamente), indicando-o como um possivel

marcador de resisténcia ou protecdo para a variante.
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Tabela 5: Distribuigdo de SNVs em individuos NMPs estratificados de acordo com o status de JAK2V617F

JAK2V617F"  JAK2V617F OR
oti lelo; n (¢ 1
Genotipo/alelo; n (%) (n = 45) (n = 48) (IC 95%) Valor de p
rs10974944 (C>G)*
CcC 9 (20) 24 (50) 2,6 (0,97-7,2) 0,530 CCvs CG
CG 18 (37,8) 18 (37,5) 8,4 (2,6-24,8) 0,002 CC vs CG/GG
GG 19 (42,2) 6 (12,5) 4,1 (1,8-13,9) 0,002 CC vs GG
C 35 (38,9) 66 (68,7)
4 (1,9-6,2 < 1
G 55 (61,1) 30 (31,2) 3,4 (19-6.2) 0,000
rs10119004 (A>G)
AA 27 (60,0) 20 (41,6) 0,5 (0,2-1,2) 0,187 AA vs AG
AG 15 (33,3) 21 (43,8) 0,7 (0,3-1,5) 0,470 AA vs AG/GG
GG 3(6,7) 7 (14,6) 0,3 (0,08-1,4) 0,166 AA vs GG
A 69 (76,6) 61 (67,8)
G 21 (23,4) 38 (42,2) 1,2(0.6-2.3) 0,615
rs10815151 (C>T)
CcC 33 (73,4) 24 (50) 0,2 (0,1-0,6) 0,009 CCvs CT
CT 7 (15,5) 20 (41,7) 0,3 (0,1-0,8) 0,032 CCvs TT/CT
TT 5(11,1) 4(8,3) 0,9 (0,2-3,2) >0,999 CCvsTT
C 73 (81) 68 (70,8)
T 17 (19) 28 (29.2) 0.50.2-1.1) 0,123

Legenda: NMPs: neoplasias micloproliferativas, JAK2V617F": JAK2V617F positivo, JAK2V617F: JAK2V617F
negativo. *Em desequilibrio de ligaco estreito com o haplotipo 46/1.

Associacao entre frequéncia alélica variante de JAK2V617F

A associagdo com a frequéncia alélica variante de JAK2V617F e os SNVs foi
mensurada, com resultados descritos na tabela 6. Analises demonstraram um risco 13,1 vezes
maior de individuos com o gen6tipo GG do polimorfismo 7510974944 apresentar uma VAF
acima de 50% quando comparado ao gen6tipo CC (OR de 13,1; IC 95%: 1,8-72,3; p = 0,004).
Em relagdo ao alelo, portadores do alelo G apresentaram um risco 6 vezes maior de apresentar
VAF >50% quando comparado ao alelo selvagem (C) (OR: 6.0; IC 95%: 2,1-14,8; p = 0,0002).

O alelo T de rs10815151 demonstrou associagdo com VAF<50% (OR: 5,5; IC 95%:1,7-
16.2; p =0,002), ao passo que o gendtipo AA e alelo A de rs10119004 demonstrou associagao
com VAF >50% (p < 0,05).



124

Tabela 6: Distribuigdo de SNVs em pacientes NMPs estratificados de acordo coma VAF de JAK2V617F

VAF >50%  VAF <50%

Gendétipo/alelo; n (%) OR (95% 1C) Valor de p

(n=20) (n = 25)
rs10974944 (C>G)*
CC 2(10) 7(28) 0,7 (0,1-5) 0,778 CCvs CG
CG 3(15) 14 (56) 3,5(0,7-18) 0,133 CC vs GG/CG
GG 15 (75) 4(16) 13,1 (1,8-72,3) 0,004 CC vs GG
C 7(17,5) 28 (56)
G 33 (825) 22 (ad) 6 (2,1-14,8) 0,0002 CvsG
rs10119004 (A>G)
AA 16 (80) 11 (44) 5,8 (1,3-21,9) 0,023 AA vs AG
AG 3(15) 12 (48) 5 (1,3-16,5) 0,017 AA vs CC/AG
GG 1(5) 2(8) 2,9 (0,2-44,4) 0,564 AA vs GG
A 35 (87,5) 34 (68)
G 5 (125) 16 G2) 3,2(1-8,8) 0,029 AvsG
rs10815151 (C>T)
CC 17 (85) 16 (64) 2,6 (0,4-14,5) 0,412 CCvsCT
CT 2(10) 5 (20) 3,1(0,7-12,1) 0,176 CC vs TT/CT
TT 15 4(16) 4,2 (0,5-54,6) 0,343 CCvsTT
(Tj 643 ((]900)) ‘:’ Z gg 5,5 (1,7-16,2) 0,002 CvsT

Legenda: VAF: frequéncia alélica variante. *Em desequilibrio de ligagdo estreito com o hapldtipo 46/1.

Haplotipos identificados

O DL dos SNVs esta demonstrado na figura 1, sendo a variante 559720809 ausente na
analise devido a baixa frequéncia nos grupos estudados. Essas alteragcdes genéticas, quando
pareadas, originam oito haplotipos (tabela 7). A analise dos haplotipos revelou que apenas o
haplétipo 2 (rs10974944G/rs10815151C/rs1011004A4/rs77375493T) apresentou frequéncia
significativamente maior em individuos com o fenétipo PV (33,3%; OR: 3,3; IC 95%: 1,2-9,2;
p =0,0006). O haplotipo 1 demonstra-se como possivel marcador associado a PV e JAK2V617".

PV TE PV + TE
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Figura 1: Estrutura de desequilibrio de ligagdo (DL) do intron 12 de J4K2 em pacientes com policitemia vera
(PV) e trombocitemia essencial (TE). Numeros nas caixas indicam o valor do coeficiente de correlagdo de LD (r?)
multiplicado por 100. As tendéncias da caixa em dire¢do ao branco indicam valor de r?* diminuido, LD forte
representado pela caixa cinza-escuro. Um discreto DL ¢é observado entre 7510974944 e rs1081515; rs10974944 ¢
rs10119004; e rs10974944 ¢ rs77375493 (JAK2V617F).

Tabela 7: Haplotipos do intron 12 do gene JAK?2 presente em individuos com policitemia vera (PV) e
trombocitemia essencial (TE)

I 5 I 2
S ~ S X
cc S 2 ~ Q : ;
Haplétipo & & 3 & PV TE Qui-quadrado Odds ratio  Valor de p
S S 3 R
g & ~ g
6 17 0,4
1 cC ¢ G G (15.3%) (27.8%) 3,246 (0.1-1.2) 0,07
13 8 33
2 G C A T (33.3%) (13.1%) 11,918 (1,2-9,2) 0,0006
6 14 0,6
3 G C A G (15.3%) (22.9%) 1,894 (0.2-1.7) 0,168
6 12 0,7
4 C T A G (15.3%) (21.3%) 0,495 (0.2-2.2) 0,481
1 3 0,5
5 cC ¢ A G 2.5) (4.9%) 1,006 (0.03-3.5) 0,315
2 2 1,5
6 C T A T 5.1) 3.2) 1,14 (0.2-10.4) 0,285
2 2 1,5
7 cC C¢C G T .1) (3.2) 0,28 (0.2-10.4) 0,597
1 1 1,6
8 cC T A G 2.5) (1.6) 0,035 (0.08-31.2) 0,851
1 1 1,6
9 G C G G 2.5) (1.6) 0,004 (0.0831.2) 0,949

Discussao

As neoplasias mieloproliferativas possuem alteragdes laboratoriais caracteristicas bem
como achados genéticos que permitem a sua identificacdo e diferenciacdo. Os achados
envolvendo alteracdes genéticas em introns ainda ndo sdo totalmente compreendidos, mas esse
cendrio ganha cada vez mais visibilidade para compreensao etioldgica dessas doengas e o papel
dessas regides do DNA nas NMPs.

A presente pesquisa ¢ a primeira a analisar a variantes do intron 12, em especial
rs10974944 (C>G), em uma populagdo da Amazonia Brasileira. Além disso, o trabalho tornou
possivel a caracterizacdo clinico-laboratorial da populagdo estudada. A faixa etaria dos
individuos estabeleceu-se entre a quinta e sétima década de vida, ponto concordante com outros
estudos'®?!. O actimulo progressivo de variagdes genéticas em células-tronco hematopoiéticas

e maquinaria bioldgica de sistema de reparo do DNA?'"*| aumento ou diminuigdo dos
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teldomeros®+?’

e exposi¢do cumulativa a fatores de risco ao longo da vida como tabagismo e
obesidade?®? podem explicar o protagonismo dessa faixa etaria dentro do contexto das NMPs.

Em relacdo as caracteristicas clinicas, policitemia vera (PV) apresentou proporgao
equilibrada de homens e mulheres, enquanto trombocitemia essencial (TE) evidenciou uma
maioria de mulheres diagnosticadas, ambos em consonancia com a literatura especializada®®-".
Estudos demonstram que individuos do sexo feminino possuem risco aumentado de
desenvolver neoplasias mieloproliferativas®> e maior probabilidade de desenvolver
complicagdes cardiovasculares e esplenomegalia®. A razdo desse risco é incerta, porém
alteracdes em cromossomos sexuais, fatores hormonais e expressdo de genes podem ser
possiveis contribuintes desse processo®!.

TE mostrou-se a neoplasia mieloproliferativa mais frequente, o que esta de acordo com

1‘33

o perfil descrito por Macedo et al.”” que também estudou populagdes brasileiras com neoplasias

mieloproliferativas no estado do Parana e Sio Paulo. Questido notada em outras populagdes*>°.
Caracteristicas laboratoriais, eventos trombdticos e hemorrdgicos apresentaram-se de acordo
com o esperado para cada neoplasia: PV demonstrou maior predominio de valores elevados na
linhagem eritrocitaria, TE evidenciou alteragdes na série megacariocitica, maior risco de

eventos hemorragicos e trombodcitos € MF manifestou as maiores alteragdes do coagulograma,

S3,36 30,37

como descreve a OM e outras fontes cientificas

Em relacdo aos achados genéticos, a PV destaca-se como a NMP com a maioria dos
casos positivos para a variante JAK2V617F, uma vez que estd associada diretamente com a
patogénese especifica dessa malignidade hematologica®® e tem papel na ativagio constitutiva
da via JAK-STAT?’. E interessante notar que 58% da nossa populagdo com PV foi positiva para
a variante, a principio, pode diferir dos achados comumente descritos na literatura, os quais

apontam frequéncias de JAK2V617F acima de 70% em pacientes brasileiros*’, coreanos*!,

4344 45-47

chineses*?, japoneses**** e individuos de origem europeia

Uma questdo que responde sobre o quantitativo de pacientes PV JAK2V617F" esta
relacionado a terapéutica. Alguns pacientes incluidos no estudo passaram por terapia
citorredutora, que tem como mecanismo a supressdo/diminui¢do da carga variante de
JAK2V617F" por meio da inibigdo do processo mieloproliferativo de células hematopoéticas
mutadas, como notado em estudo recente*®. Isso afeta diretamente a sensibilidade dos métodos
de detec¢ao molecular utilizados para identificar a variante, tornando ainda mais importante a

incorporacdo da andlise molecular para JAK2V617F nas suspeitas iniciais para NMPs,

conforme estabelecido pela Organizagio Mundial da Satde (OMS)?-°,
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O haplotipo da linha germinativa 46/1, identificado pela variante rs10974944 (C>Q),

possui uma associagdio com JAK2V6I7F bem documentada na literatura!#3349-0

questdo
também observada em nosso estudo. A elevada frequéncia do alelo G de rs/0974944 em
individuos positivos para JAK2V617F contribui para discussdes sobre a correlacio ndo aleatoria
entre essas duas alteragdes genéticas'®*. Essa relagdo vai ao encontro de um outro achado de
nosso estudo, o haplotipo 2 (rs10974944G/rs10815151C/rs1011004A/rs77375493T), o qual
fortalece os conceitos pautados na interacdo entre rsl0974944 (C>QG) e rs77375493 (G>T)
(JAK2V617F). Essas proposi¢des estdo em consonancia com os achados envolvendo o 46/1 em
outras populacdes brasileiras**=!, taiwanesa®?, europeias®, chinesas™ e japonesas*, logo, os
possiveis mecanismos que antecedem a aquisicdo de JAK2V617F nao estd limitado apenas a
um grupo étnico especifico, portanto, sua base evolutiva pode ser relativamente antiga™.

Estudos relatam um maior risco de individuos com genotipo GG de rs10974944 serem
positivos para JAK2V617F*3%-6  Assim como nos estudos anteriormente citados, nossa
populagdo apresentou um risco quatro vezes maior (OR: 4,1; IC 95%: 8-13,9). Esses achados
apoiam a hipotese da hipermutabilidade, que estabelece o hapldtipo 46/1 como um agente
desregulador do gene JAK?2, o qual eleva o risco de erros de replicagdo de DNA e condiciona
um cenario mutagénico para aquisicdo de variantes com vantagem seletiva, como
JAK2V617F"'55738,

A associagao de rs10974944 (G) e VAF de JAK2V617F nos permite hipotetizar sobre
um possivel envolvimento do haplétipo 46/1 na expansao clonal o que, de fato, demonstrou-se
uma associagao significativa. Identificamos um risco seis vezes maior de individuos portadores
do alelo G de rs10974944 e VAF JAK2V617F >50%. Nossos dados indicam que o marcador
do haplétipo 46/1 pode ter um papel nao s6 na aquisi¢do de JAK2V617F, mas também na sua
expansdo clonal, manutencdo e sobrevivéncia, como relatado anteriormente®. Tefferi et al.
sugerem que JAK2V617F nado € o evento clonogénico inicial nas NMPs mas sim um dos varios
subclones derivados de um clone ancestral. Isso corrobora com os apontamentos de Pardanani
et al.®°, que sustentam a tese de que este haplotipo estd alocado em um ambiente regulatorio cis
favoravel, facilita a aquisicdo de JAK2V617F que, por sua vez, ¢ responsavel pela expansao
clonal e o desenvolvimento da NMP.

Além disso, ndo se pode descartar o possivel papel da dissomia uniparental adquirida,
evento genético que leva uma recombinacdo mitdtica associada a perda neutra de
heterozigosidade do cromossomo 9p em pacientes NMPs, reduzindo tanto o haplotipo quanto
JAK2V617F a um estado homozigoto'**12, Nesse contexto, células com ambas as variantes

possuem, em teoria, uma vantagem seletiva, o que condiciona um maior potencial
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mieloproliferativo e favorece o estabelecimento das células variantes sobre as células saudaveis,
o0 que explicaria o aumento da VAF nos individuos com a combinacdo rs/0974944 G +
rs77375493 T (JAK2V617F) em homozigose.

Associagdo entre a elevagdo de indices hematoldgicos e a presenga de 46/1 € observada
na literatura®®®, todavia, isso ndo é consenso entre a comunidade cientifica'!*%%*. Nossos dados
apresentam diferencas significativas nos valores de VCM, HCM na PV e RBC, Hb e Ht na TE
portadores do alelo G de 7510974944, o que ja foi observado em estudos anteriores®>6%63,

As outras variantes genéticas rs39720809 (A>G), rs10119004 (A>G) e rs10815151
(C>T) ndo apresentaram relacdo com aumento ou diminui¢do de parametros laboratoriais,
sejam elas analisadas de forma isolada ou conjuntamente. rs59720809, até o momento, nao foi
relatada em estudos envolvendo NMPs e apresentou uma baixa frequéncia nas trés neoplasias
avaliadas. rs10119004 apresentou maior frequéncia em TE, mas ndo demonstrou associagao de
risco para ambos os grupos JAK2V617F" e JAK2V617F, diferente de um estudo realizado em
uma populagdo chinesa de Hong Kong*?. rs10815151 (T) apresentou maior frequéncia em
individuos JAK2V617F e os gendtipos CT e TT/CT demonstraram associagdo de protegdo a
JAK2V617F e VAF <50%, todavia, mais estudos sdo necessarios para estabelecer essa possivel
relacdo.

Considerando que anormalidades de splicing provavelmente desempenham um papel
nas NMPs®, levantamos a hipotese de que a variante 7510815151 possa exercer um efeito
indireto na expressao ou regulacdo do gene JAK?2. Essa alteragdo genética pode, teoricamente,
modular a estrutura ou funcao de elementos regulatorios ainda desconhecidos localizados no
intron 12, afetando a ligacao de fatores de transcri¢do ou o processo de splicing alternativo.
Essas alteragcdes poderiam levar a modifica¢des na expressao ou no processamento do mRNA,
resultando em uma redugdo na quantidade ou funcionalidade da proteina. Como consequéncia,
essa reducdo poderia limitar a capacidade de JAK2V617F de desempenhar sua fungdo
patogénica.

Ressalta-se que ndo ha dados sobre essa relagdo descrita na literatura, sendo necessarios
estudos com maiores populagdes, testes funcionais para rs/0815151 e analise de correlagdes
com, por exemplo, a variante de splicing JAK2 Aexonl4 ja identificada em NMPs negativos
para JAK2V617F% ou até mesmo genes spliceossomais associados a NMPs®6768 como SF3B1,
U2AF1, SRSF2, ZRSR2 e PRPF'8 para compreender os mecanismos envolvidos nesse complexo
processo.

Os resultados desse estudo mostram que a variante rs/0974944 (G) estd associado a

neoplasias mieloproliferativas BCR::ABLI negativas, positivas para JAK2V617F, em especial
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PV, elevada carga alélica variante desses pacientes e alteragdes hematologicas. O haplotipo
rs10974944G/rs10815151C/rs1011004A4/rs77375493T  apresentou-se como um fator
relacionado a PV. Ja a variante rs/081/5151 demonstrou comportamento antagdnico a

JAK2V617F e VAF, sendo necessario outros estudos para verificar essa possivel relacao.
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RESUMO

As neoplasias mieloproliferativas sdao malignidades hematologicas caracterizadas por
hiperplasias dos elementos da linhagem mieloides. Alteragdes genéticas desempenham papel
importante nessas doengas, especialmente JAK2V617F, presente em 95% dos casos de
policitemia vera, e em 50-60% dos casos de trombocitemia essencial e mielofibrose. Estudos
recentes tém destacado a complexidade molecular dessas neoplasias, destacando o papel de
variantes genéticas no gene regides regulatdrias, como o promotor génico de JAK2. Este estudo
teve como objetivo identificar variantes no promotor do gene JAK2 em uma populagdo da
Amazonia brasileira diagnosticada com neoplasias mieloproliferativas BCR::ABL I— e realizar
associagdes com JAK2V617F, frequéncia alélica variante e variantes do intron 12 (hapldtipo
46/1 e rs10815151). Foram analisados dados clinicos e laboratoriais de 108 pacientes
(policitemia vera: n=39; trombocitemia essencial: n=61; ¢ mielofibrose: n=8). As amostras de
sangue foram coletadas e o DNA foi extraido para a realizagdao da PCR e sequenciamento. Cinco
variantes de nucleotideo unico foram identificadas rs189703877 (A>C), rs73389454 (A>C),
rs1887428 (G>C) e rs1887429 (G>T) e rs6476933 (C>T). O alelo G de rs1887428 demonstrou
associacao significativa com JAK2V617F+ VAF>50%, ao passo que o alelo variante (C) tem
relacdo inversa. rs6476933 (C>T) e rs1887429 (G>T) criam sitios de fatores de transcricao,
mas com proteinas relacionadas até o momento desconhecidas, o que demonstra necessidade
de estudos funcionais para verificar o papel dessas variantes. Esses resultados sugerem que as
variantes no promotor do gene JAK2 podem desempenhar um papel no desenvolvimento e
progressao das NMPs.

Palavras chaves: JAK2, neoplasias mieloproliferativas cronicas, regides promotoras genéticas,
polimorfismos de nucleotideo tnico.

Introducio
As neoplasias mieloproliferativas sdo doencas hematoldgicas caracterizadas pela
produgdo exacerbada de elementos da linhagem mieloide, sem comprometer o processo de

diferenciacio e maturagdo celular'. As malignidades hematolégicas mais comuns nesse grupo
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sdo a trombocitemia essencial, a policitemia vera e a mielofibrose, que sdo diferenciadas por
achados clinicos, laboratoriais e genéticos*>.

No contexto etiopatogénico dessas doencas, as alteragdes genéticas desempenham um
papel significativo, em particular a variante missense JAK2V617F, que resulta na substituicao
de valina por fenilalanina no cédon 617 de JAK2%7. Essa alteragio confere atividade
constitutiva a proteina JAK2, levando a uma ativacdo exacerbada da via e a producao
aumentada de plaquetas, eritrocitos e granuldcitos, resultando no fenétipo mieloproliferativo®
10

A variante JAK2V617F esta presente em 95% dos casos de policitemia vera e em 50-
60% dos casos de trombocitemia essencial e mielofibrose!'!. Ela é considerada um evento
genético chave nas neoplasias mieloproliferativas, seguida por alteragdes nos genes MPL e
CALR' ' Contudo, estudos tém demonstrado o papel de outros genes e variantes genéticas no
processo de iniciagdo, progressdao e estabelecimento dessas doencas, destacando a
complexidade molecular envolvida'>!>1®. O préprio gene JAK2 possui uma relagio complexa
com essas neoplasias, apresentando outras variantes além de JAK2V617F, como variantes no

217,18

éxon 1 e variantes nos introns (como o haplotipo 46/1), que estdo relacionadas a casos

familiares, esplenomegalia, trombose da veia porta e sindrome de Budd-Chiari em pacientes
com neoplasias mieloproliferativas!”-1%23,

O estudo de alteragdes genéticas no promotor génico tem se tornado cada vez mais
relevante na pratica médica, auxiliando na compreensao dos conceitos etioldgicos de doengas
complexas, especialmente neoplasias®*2®. Essas altera¢cdes podem acelerar ou iniciar quadros
patologicos, bem como exercer um papel protetor, através de mecanismos como metilagdo e
alteracdo de sitios de fatores de transcricdo®’?® No entanto, esses conceitos ainda sdo pouco
explorados nas neoplasias mieloproliferativas, e pouco se sabe sobre as possiveis variantes
identificadas nessas regides genéticas e seu impacto clinico nos pacientes.

Diante dessas premissas, o objetivo deste estudo foi identificar variantes localizadas na
regido promotora do gene JAK2 em uma populacdo da Amazonia brasileira diagnosticada com
neoplasias mieloproliferativas negativas para BCR::ABLI. As variantes identificadas foram
avaliadas em relag@o a sua distribui¢do nas neoplasias, ao status de JAK2V617F, a frequéncia

alélica variante e ao status do haplotipo 46/1 (rs10974944), bem como a uma variante

rs10815151 presente no intron 12 (dados nao publicados).
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Materiais e métodos

Populaciao: Foram incluidos 108 individuos com diagndstico clinico para neoplasias
mieloproliferativas BCR::ABL I negativas. O estudo foi realizado de fevereiro de 2021 a janeiro
de 2023. O estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica da Fundagdo Hospitalar em
Hematologia e Hemoterapia do Amazonas. O consentimento informado por escrito foi obtido
de paciente ou de um substituto apropriado se o paciente ndo conseguiu fornecer consentimento.
Este estudo atendeu a resolucao n® 466/2012 do Conselho Nacional de Saude para pesquisas
envolvendo seres humanos com parecer: n° 4.450.813 e certificado de apresentacdo de
apreciacao ética n° 39991420.6.0000.0009.

Dados clinicos e laboratoriais: Os dados clinicos (sexo, idade) foram obtidos por meio de
prontudrios médicos e os dados laboratoriais foram obtidos através dos resultados prévios
obtidos através da pesquisa de Torres e colaboradores (dados nao publicados).

Amostra biologica e extracio de DNA: amostras de sangue venoso coletadas em tubos com
EDTA. O DNA foi extraido com Brazol (Lgcbio, Brasil) conforme orientagdes do fabricante.
Em seguida armazenado a -80°C.

PCR convencional e purificacdo do amplicon: para a amplificagdo da regido estudada,
utilizou-se uma reagdo com volume final de 25 pL com 50-100 ng de DNA genomico, tampao
(1x), MgCl, (2.5mM), Primer FW (GTCATGGGACTGGTTCATTCTCATC) e RV
(TTTCGGCTTTTCCTTCCACCTCC) (0.4 mM), dNTP mix (0.2 mM) e TAQ 1U/uL. Os
oligonucleotideos iniciadores foram desenhados na plataforma Primer-BLAST-NCBI e
OligoAnalyzer Tool-IDTDNA.com. Os produtos das reagdes foram visualizados por
eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corado com brometo de etidio. O produto da PCR, um
amplicon com 673 pb, foi purificado com Polietilenglicol 8000 (Promega).

Sequenciamento dos nucleotideos e analise de sequéncias: Aproximadamente 5-30 ng de
produto de PCR purificado foi aplicado na reacdo de sequenciamento. O sequenciamento dos
nucleotideos foi realizado usando BigDye® Terminator v3.1 (Applied Biosystems), seguindo
recomendacdes do fabricante e os primers descritos anteriormente. Os produtos foram
purificados pelo protocolo de EDTA/Etanol, e avaliados no sequenciador automatico 3500 XL
Genetic Analyzer® (Applied BioSystems, USA), com polimero POP-7. As sequéncias foram
inicialmente analisadas no software Sequencing Analysis (Applied biosystem [Thermo Fisher
Scientific, Sdo Paulo, Brazil]). Software Geneious 6.0.6 (Biomatters, USA) usado para fazer o

mapeamento das variantes e comparagdo com a sequéncia de referéncia Homo sapiens Janus

kinase 2 (JAK2), (NCBL: NG_009904.1).
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Anadlise dos haplétipos: frequéncias dos haplétipos foram calculadas usando o software
Haploview (v.4.2), como medida do Desequilibrio de Liga¢do (DL). Haplétipos com
frequéncias <1% ndo foram considerados relevantes para comparagdes realizadas. O grau de
pairwise entre os nucleotideos foi analisado pela estrutura LD, considerando valores de r2 >0,8
como DL forte, <0,8 para fraco e <0,1 como DL negativo.

Analise estatistica: Os resultados foram analisados incialmente pelo teste de normalidade de
Shapiro-Wilk. Varidveis categdricas foram expressas por valor absoluto (n) e frequéncia
relativa (%), e foram testadas pelo Qui-Quadrado (x2) e teste exato de Fisher com intervalo de
confianca de 95%. Varidveis numéricas foram expressas por mediana (Md) e intervalo
interquartilico [11Q] com percentil de 75% através do software GraphPad Prism v.9.0.2. Para
as variaveis nao paramétricas foi realizado o teste de Kruskal-Wallis. Para ambas as andlises
foi realizado o pods-teste de Dunn’s para multiplas comparagdes, também pelo software

GraphPad Prism v.9.0.2. Valores de p <0.05 consideraram-se estatisticamente significativos.

Resultados

Foram incluidos um total de 108 pacientes: 36,1% (n=39) diagnosticados com
policitemia vera (PV), 56,4% (n=61) com trombocitemia essencial (TE) e 7,4% (n=8) com
mielofibrose (MF), com idade entre a quinta e a sexta década de vida.

Acerca dos dados moleculares desses pacientes, 41,6% (n=45) apresentaram a variante
JAK2V617F. Dentre esses pacientes com a variante JAK2V617F, 44.4% (n=20) apresentaram
frequéncia alélica variante acima de 50%. Além disso, 63% (n=63) apresentaram o haplotipo
46/1, que esta em desequilibrio de ligagdo completo com a variante rs/0974944 (G), e 42%
(n=42) apresentaram a variante 7s/0815151 (C>T), um SNV presente no intron 12 do gene
JAK?.

No entanto, em relacdo a investigagdo molecular, nenhum paciente com mielofibrose
(MF) apresentou as variantes avaliadas, o que justificou a sua exclusdo das andlises posteriores.
Os dados detalhados sobre a distribuicao das variantes em relagdo ao tipo de doenca
mieloproliferativa (NMP), status de JAK2V617F e frequéncia alélica variante (VAF) podem ser

encontrados na tabela 1.

Distribuicio nas NMPs
Cinco variantes de nucleotideo unico foram identificadas na regido promotora, com suas

caracteristicas descritas no quadro 1. 75189703877 (A>C), rs73389454 (A>C), rs1887428
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(G>C) e rs1887429 (G>T) estdo localizadas dentro de ilhas CpG. Ja as alteragdes rs6476933
(C>T), rs1887428 (G>C) e rs1887429 (G>T) estdo associadas a sitios de fatores de transcrigao.

Quadro 1: Caracterizagdo de variantes identificadas na regido promotora.

Posicao -
SNV vﬁ'li:lr(:te genodmica MAF! | Sequéncia de referéncia Sequéncia variante Cllhéz Sl:;:::cf:t;}de
(NG_009904.1) P §
5°...AAAACTATG...3’ 5’..AAAATTATG...3’
rs6476933 T -1093 28% Nio
3’..CTTTTGATACG...5’ | 3’..TTTTAATAC...5’
5’...AGACACTCA...3’ 5’...AGACCCTCA..3’ . .
rs189703877 C -927 4% Sim Nio
3’.. TCTGTGAGT...5’ 3’.. TCTGGGAGT...5’
5’...GCCAAGGGT...3’ 5’...GCCACGGGT...3’
rs73389454 C =727 1,5% Sim Nio
3’...CGGTTCCCA...5’ 3’...CGGTGCCCA...5’
5’.. TGATGGGAG...3’ 5’..TGATCGGAG...3’
rs1887428 C -715 52% Sim
3’...ACTACCCTC...5’ 3’...ACTAGCCTC...5’
5’...GAGGGCGC...3’ 5’..GAGGTCGC...3’
- 0, .
rsl887429 1 T 696 28% |3 CTCCCGCG...5° 3*..CTCCAGCG..5* | Sm

Legenda: SNV: single nucleotide variant, MAF: minor allele Frequency.

Frequéncias obtidas a partir do ALFA Allele Frequency®. 20 célculo foi realizado na ferramenta online
https://www.bioinformatics.org/sms2/cpg_islands.html. Uma janela de 200 pb ¢ utilizada para percorrer a sequéncia em
intervalos de 1 pb. As ilhas CpG sdo determinadas como intervalos de sequéncia em que o valor Obs/Exp € superior a 0,6 e
o contetido de GC ¢ superior a 50%. O numero estimado de dimeros CpG em uma janela ¢ obtido multiplicando-se o niimero
de 'C's na janela pelo namero de 'G's na janela e dividindo pelo comprimento da janela. *Dados obtidos na plataforma online
SNPinfo (https://snpinfo.niehs.nih.gov/snpinfo/snpfunc.html)

Em relacdo a distribui¢do das variantes nas NMPs, para rs6476933 (C>T), o alelo T
apresentou-se mais frequente em pacientes com TE em (32%). Apenas a comparacdo entre CT
vs CC mostrou uma associacao significativa (OR: 0,3; IC 95%: 0,1-0,8; p = 0,035).

Em relagdo a rs73389454 (A>C), os genotipos AA e AC apresentaram frequéncia
similar entre os grupos. A frequéncia do alelo selvagem (A) foi de 96,2% em PV e 90,2% em
TE, enquanto a frequéncia do alelo variante (C) foi de 3,8% e 9,8%, respectivamente.

No SNV rs1887428 (G>C), os genotipos GC e CC foram mais prevalentes em TE
(39,3% e 31,3%, respectivamente) ao passo que o alelo C foi mais frequente em TE (50,8%).
Os gendtipos GG e GT de 151887429 foram mais prevalentes em TE, enquanto o gendtipo TT
foi ligeiramente mais frequente em PV. A comparagdo entre os genotipos GT vs GG e
apresentou-se significativa (OR: 0,2 IC 95%: 0,07-0,5; p = 0,002) e a frequéncia do alelo T foi
similar entre TE e PV. Em rs189703877 (A>C) ndo foram observadas diferencas significativas
nos genotipos e alelos entre os grupos PV e TE (p > 0,05).



https://www.bioinformatics.org/sms2/cpg_islands.html
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Frequéncia e distribuicio da JAK2V617F

Os dados de frequéncia e distribui¢ao da variante JAK2V617F estdo descritos na tabela.
93 pacientes apresentaram informagodes sobre o status JAK2V617F+ (n=45) e JAK2V617F-
(n=48).

A comparacgao CT/TT vs CC de rs6476933 demonstrou associagao significativa (OR:
0,3; IC 95%:0,1-0,8; p = 0,034) em individuos JAK2V617F-, tal como os genotipos GC e CC
do 11887428 (OR: 0,2; IC 95%: 0,1-0,6; p = 0,006 e OR: 0,1; IC 95%: 0,05-0,4; p = 0,001,
respectivamente) e alelo C (OR: 0,3; IC 95%: 0,1-0,5; p=0,0002). A variante rs1887429 (G>T)
demonstrou resultados similares, com os genotipos GT e o alelo T apresentando a mesma
associacao (OR: 0,2; 1IC 95%: 0,1-0,6; p = 0,006; OR: 0,4; IC 95%: 0,2-0,8; p = 0,014,
respectivamente). Esses resultados sugerem que os alelos variantes de rs/887428 (G>C) e
rs1887429 estdo relacionados a uma menor probabilidade de um individuo apresentar a variante
JAK2V617F.

Sobre a distribuicdo em relagdo ao status de JAK2V617F, os SNVs rs189703877 (A>C)
e 1573389454 (A>C) nao demonstraram associacao significativa com o status de JAK2V617F
(p > 0,005).

Frequéncia alélica variante (VAF) de JAK2V617F

Dente as variantes estudadas, o gendtipo selvagem (CC) de rs6476933 foi mais
frequente nos individuos com JAK2V6I17FVAF >50% em comparacdo com aqueles com
JAK2V617FVAF <50% (85% vs. 60%, respectivamente), embora essa diferenca ndo tenha
alcancado significancia estatistica (OR = 0,1; IC 95%: 0,01-0,9; p = 0,053). Nao foram
observadas diferengas significativas na frequéncia do alelo C e T de rs6476933 entre
JAK2V617FVAF >50% e JAK2V617FVAF <50% (p > 0,05), tal como observado em
rs189703877 (A>C) e rs73389454 (A>C) (p > 0,05).

No caso da variante rs1887428 (G>C), o gendtipo GC foi mais frequente nos individuos
com JAK2V617FVAF <50% em comparacao com aqueles com JAK2V617FVAF >50% (52%
vs. 10%, respectivamente), evidenciando uma associagdo significativa (OR = 0,1; IC 95%:
0,05-0,7; p = 0,015). A frequéncia do alelo C também foi maior nos individuos com
JAK2V617FVAF <50% (38% vs. 20%, respectivamente; p = 0,070).

Em rs1887429 (G>T), o genotipo GT foi mais frequente nos individuos com
JAK2V617FVAF <50% (30,4%), apresentando uma associacdo significativa (OR = 0,2; IC
95%: 0,05-0,9; p = 0,053). Nao foram observadas diferencas significativas na frequéncia do

alelo T entre os dois grupos (p > 0,05).
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Tabela 1: distribui¢do alélica e genotipica de SNVs do promotor de acordo com NMP, status de JAK2V617F e Frequéncia alélica variante.

Neoplasias mieloproliferativas JAK2V617F Frequéncia alélica variante (VAF) JAK2V617F
Genétipo ou (n=100) (n=93) (n=45)
alelo, n (%) PV TE OR Valor | JAK2V617F+ | JAK2V617F- OR Valor =50% <50% OR Valor
(n=39) (n=61) (IC 95%) dep (n=45) (n=48) (IC 95%) dep (n=20) (n=25) (IC 95%) de p

rs6476933
CC 27 (69,2) | 31(50,8) 0,3 (0,1-0,8) | 0,035 32 (71,1) 23 (47,9) 0,5(0,2-0,9) 0,052 | 17(85,0) | 15(60,0) | 0,1(0,01-0,9) | 0,053 CTvs CC
CT 654 | 21344 0,4 (0,2-1,1) | 0,096 8178 17 (35,4) 0,3 (0,1-0,8) 0,034 1 (5,0) 7(28,0) | 0,2(0,07-1,0) | 0,099 | CT/TT vs CC
TT 6 (15,4 9 (14,8) 0,7 (0,2-2,5) | 0,774 5(1L1) 8 (16,7) 0,4(0,1-1,4) 0,229 | 2(10,0) | 3(12,0) | 0,5(0,09-3,2) | 0,659 TT vs CC
C 60 (76,9) | 83 (68,0) 72 (80,0) 63 (65,6) 35 (87,5) | 37(74,0)
T 18.(23.1) | 39 (32.0) 0,6 (0,3-1,1) | 0,200 18 (20.0) 33 (34.4) 0,7 (0,4-1,3) 0,357 5(12.5) | 13 (26.0) 0,4(0,1-1,2) 0,183 TvsC
rs189703877
AA 36.(92,3) | 52(85,2) 0,7 (0,1-2,7) | 0,736 41 (91,1) 42 (87,7) 1,0(0,2-3,7) | >0,999 | 20 (100) | 21 (84,0) - - AC vs AA
AC 3,7 6 (9,8) 0,4(0,1-1,6) | 0,357 4 (8,9) 4 (8,3) 0,6 (0,2-2,4) 0,741 0 5(20,0) - - AC/CC vs AA
CC 0 349 - - 0 24,2 - - 0 0 - - -
A 75(96,2) | 110(90,2) | 0,3(0,1-1,3) | 0,174 86 (95,6) 88 (9,7) 0,5(0,1-1,6) 0,374 40 47 (94,0) - - CvsA
C 3.8 12 (9,8) 4 4.4 8(8,3) 0 5(10,0)
rs73389454
AA 36(92,3) | 52(85,2) | 0,7(0,1-2,7) | 0,736 41 (91,1) 42 (87,7) 1,0(0,2-3,7) | >0,999 | 20 (100) | 21 (84,0) - - AC vs AA
AC 33,7 6(9,8) 0,4(0,1-1,6) | 0,357 4 (8,9) 4 (8,3) 0,6 (0,2-2,4) 0,741 0 5(20,0) - - AC/CCvs AA
CC 0 349 - - 0 2(4,2) - - 0 0 - - -
A 110

75962) (90,2) 0,3(0,1-1,3) | 0,174 86 05.6) 88 OLT) 0,5 (0,1-1,6) 0,374 40 47040 i i CvsA
C 3.8 12 (9,8) 4 (4.4 8 (8,3) 0 5(10,0)
rs1887428
GG 18 (46,2) | 18(29,5) | 0,4(0,1-1,14) | 0,148 24 (53,3) 12 (25,0) 0,4(0,1-1,1) 0,093 | 15(75,0) | 9(36,0) | 0,1(0,04-0,9) 0,052 GC vs GG
GC 11(28,2) | 24(39,3) 0,4(0,2-1,1) | 0,134 15 (33,3) 17 (35,4) 0,2 (0,1-0,6) 0,006 | 2(10,0) | 13(52,0) | 0,1 (0,05-0,7) 0,015 GC/CC vs GG
CC 10 (25,6) | 19 (3L1D) 0,5(0,1-1,4) | 0,313 6(13,3) 19 (39,6) 0,1 (0,05-0,4) | 0,001 3(150) | 3(12,0 0,6 (0,1-3,0) 0,659 CC vs GG
G 47 (60,3) | 60(49,2) | 0,3(0,09-1,1) | 0,096 63 (70,0) 41 (42,7) 32 (80,0) | 31(62,0)
C 31(39,7) | 62(50,8) 27 (30,0) 55(57,3) 0,3 (0,1-0,5) | 0,0002 8(20,0) | 19(38,0) 0.4 (0.1-1.1) 0,070 Gvs €
rs1887429
GG 25 (64,1) | 27(44,3) | 0,2(0,07-0,5) | 0,002 31 (68,9) 19 (39,6) 0,2 (0,08-0,6) | 0,004 | 17(85,0) | 14 (56,0) - - GT vs GG
GT 52,8 | 27(44,3) 0,4 (0,1-1,0) | 0,065 8 (17,8) 21 (43.,8) 0,2 (0,1-0,6) 0,006 0 8(32,0) | 0,2(0,05-0,9) 0,053 GT/TT vs GG
TT 9(23,1) 7 (11,5) 1,3(0,4-4,0) | 0,775 6(13,3) 8 (16,7) 0,4(0,1-1,4) 0,232 3150 | 32,0 0,8 (0,1-3,9) >0,999 TT vs GG
G 55(70,5) | 81 (66,4) 70 (77,8) 59 (61,5) 34 (85,0) | 36 (72,0)
T 23(29.5) | 41(33.6) 0,8 (0,4-1,5) | 0,641 20(22.2) 37 (38.5) 0,4 (0,2-0,8) 0,014 6(150) | 14 (28.0) 0,4 (0,1-1,3) 0,202 TvsG

Legenda: PV: policitemia vera, TE: trombocitemia essencial, OR: Odds ratio, IC: intervalo de confianga
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Associacao com o haplétipo 46/1 (rs10974944)

A distribuicdo das variantes em relacdo ao status de rs/0974944 (C>G) estdo
demonstrados na tabela 2. Para rs6476933 (C>T), o gen6tipo CT apresentou frequéncia similar
entre os grupos positivo e negativo (25,4% vs. 29,7%, respectivamente; OR = 0,6; IC 95%: 0.2-
1.6; p = 0,328), assim como o genotipo TT (9,5% vs. 24,3%, respectivamente; OR = 0,2; IC
95%: 0.07-0,9; p = 0,036). O alelo T foi mais prevalente nos individuos com status negativo
(39,2% vs. 22,2%, respectivamente).

Para rs189703877 (A>C), o genotipo CC foi mais frequente em individuos com o status
positivo em relagdo ao negativo (7,6% vs. 2,7%, respectivamente; OR = 3,4; IC 95%: 0,4-41,7,;
p = 0,397), assim como o alelo C (12,7% vs. 2,7%, respectivamente).

Em relacdo a rs73389454 (A>C), o gendtipo AC mostrou uma frequéncia similar entre
os grupos positivo e negativo (7,9% vs. 10,8%, respectivamente; OR = 0.3; IC 95%: 0,1-1,2; p
=0,124). Nao foram observados individuos com o geno6tipo CC no grupo positivo. O alelo C
foi mais frequente nos individuos com status negativo (13,5%).

O genotipo selvagem (GG) de 51887428 foi mais prevalente nos individuos com 46/1+
49,2% vs. 13,5%, respectivamente), enquanto o genotipo variante (CC) foi mais frequente nos
individuos 46/1- (62,2 vs. 9,5%, respectivamente). Essas diferencas foram estatisticamente
significativas, com um OR de 0,04 (IC 95%: 0,01-0,1; p = <0,0001) para GC vs GG ¢ um OR
de 0,1 (IC 95%: 0,06-0,4; p = 0,0005) p = <0,0001).

Em relagdo a rs1887429, os gendtipos GT e TT apresentaram frequéncias diferentes
entre os grupos (OR: 0,4; IC 95%: 0,1-0,9; p = 0,038 ¢ OR: 0,2; IC 95%: 0,06-0,7; p = 0,015)
e o alelo G foi mais prevalente nos individuos 46/1+ (75,4% vs. 55,4%, respectivamente; OR
=0,4; IC 95%: 0,2-0,7; p = 0,004), enquanto o alelo T foi mais comum nos 46/1- (24,6% vs.

44,6%, respectivamente).

Associacao com rs10815151 (C>T)

A distribuigdo das variantes em relagdo ao status de rs/0815151 (C>T) estdo
demonstrados na tabela 2. O SNV rs6476933 (C>T) apresentou os genotipos CT (42,9%) e TT
(28,6%) mais frequentes nos individuos rs10815151+. Essas diferencas foram estatisticamente
significativas, com ORs de 7,6 (IC 95%: 2,7-22,1; p < 0.0001) para CT vs. CC, 9,5 (IC 95%:
3,8-22,2; p <0.0001) para CT/TT vs. CC e 15,3 (IC 95%: 3,5-54,4; p = <0,0001) para TT vs.
CC. O alelo T foi mais prevalente nos individuos com rs/08151516+ (50%).



Tabela 2: distribuicdo alélica e genotipica de SNVs do promotor de acordo com NMP, status de 46/1 ¢ rs10815151 (C>T)

Genoétipo ou alelo, n (%)

Haplotipo 46/1 (rs10974944:G)

Variante do intron 12 (rs10815151: T)

46/1+ 46/1- OR Valor de Positivo Negativo OR Valor de

(n=63) (n=37) (IC 95%) P (n=42) (n=58) (IC 95%) P
rs6476933
CC 41 (65,1) | 17(45,9) | 0,6(0,2-1,6) 0,328 12 (28,6) 46 (79,3) 7,6 (2,7-22,1) <0,0001 CT vs CC
CT 16 (254) [ 11 (29,7) | 0,4(0,1-1,0) 0,092 18 (42,9) 9 (15,5) 9,5 (3,8-22,2) <0,0001 CT/TT vs CC
TT 6 (9,5 9(24,3) | 0,2 (0,07-0,9) 0,036 12 (28,6) 3(5,2) 15,3 (3,5-54,5) | <0,0001 TT vs CC
C 98 (77,8) | 45 (60,8) 42 (50,0) 101 (87,1) TvsC
T 28 (22.2) | 29 (39.2) 0,4 (0,2-0,8) 0,014 42 (50.0) 15 (12.9) 6,7 (3,3-13,8) <0,0001
rs189703877
AA 52 (82,5) | 36 (97,3) - - 38 (90,5) 50 (86,2) 1,3 (0,2-5,8) >0,999 AC vs AA
AC 6 (9,5) 0 7,6 (1,2-84,2) 0,029 3(7,1) 3(5,2) 0,6 (0,2-2,1) 0,756 AC/CCvs AA
CC 5(7,6) 1(2,7) 3,4 (0,4-41,7) 0,397 1(24) 5 (8,6) 0,2 (0,0-2,1) 0,395 CCvs AA
A 110 (87,3) | 72 (97,3) i 79 (94,0) 103 (88,8) i Cvs A
C 16 (12.7) 22.7) 5,2 (1,3-23,4) 0,019 5(6.0) 13(11.2) 0,5 (0,1-1,4) 0,222
rs73389454
AA 58 (92,1) | 30(81,1) | 0,6(0,1-2,2) 0,715 34 (81,0) 54 (93,1) 1,9 (0,5-6,7) 0,477 AC vs AA
AC 5(7,9) 4 (10,8) 0,3 (0,1-1,2) 0,124 5119 4 (6,9) 3,1(0,9-9,9) 0,116 AC/CCvs AA
CC 0 3(8,1) - - 3(7,1) 0 - - -
A 121 (96,0) | 64 (86,5) : 73 (86,9) 112 (96,6) ) Cvs A
C 5 (4.0) 10 (13.5) 0,2 (0,09-0,7) 0,023 11(13.0) 4(3.4) 4,2 (1,4-12,3) 0,013
rs1887428
GG 31(49,2) | 5(3,5) 0,4 (0,1-1,6) 0,245 7(16,7) 29 (50,0) 3,4 (1,1-9,2) 0,023 GC vs GG
GC 26 (41,3) | 9(24,3) | 0,1 (0,06-0,4) 0,0005 16 (38,1) 19 (32,8) 5,0 (1,9-12,3) 0,0007 GC/CC vs GG
CC 6 (9,5) 23 (62,2) | 0,04 (0,01-0,1) | <0,0001 19 (45,2) 10 (17,2) 7,8 (2,4-24,0) 0,0003 CC vs GG
G 88 (69,8) | 19 (25,7) : 30 (35,7) 77 (66,4) ) GvsC
C 38(30.2) | 55 (74.3) 0,1 (0,07-0,2) <0,0001 54 (64.3) 39 (33.6) 3,5(1,9-6,2) <0,0001
rs1887429
GG 38 (60,3) | 14(37,8) | 0,5(0,2-1,3) 0,232 8 (19,0) 44 (75,9) 14,0 (4,7-38,4) | <0,0001 GT vs GG
GT 19 (30,2) | 13 (35,1) | 0.4 (0,1-0,9) 0,038 23 (54,8) 9 (15,5) 13,3 (4,9-36,9) | <0,0001 | GT/TT vs GG
TT 6 (9,5) 10 (27,0) | 0,2 (0,06-0,7) 0,015 11 (26,2) 5(8,6) 12,1 (3,0-43,1) 0,0001 TT vs GG
G 95 (75,4) | 41 (554) ) 39 (46,4) 97 (83,6) 5,8 (2,9-11,3) <0,0001 TvsG
T 31 (24,6) | 33 (44,6) 0,4(0,2-0,7) 0,004 45 (53,6) 19 (16,4)
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rs189703877 (A>C) apresentou frequéncias semelhantes no que tangem aos genotipos
e alelos variantes, sem diferengas significativas na distribuicdo genotipica entre os grupos. Ja
rs73389454 (A>C) nao apresentou rs/08151516- para o gendtipo CC.

Para a alteracdo genética rs/887428 (C>G), o gendtipo CC foi mais frequente nos
individuos com rs108151516-(45,2%; CC vs GG: OR: 3,4, IC 95%: 1,1-9,2; p = 0,003). Em
relacdo aos alelos, o alelo G foi mais comum nos individuos com rs/08151516+ (33,6% vs.
64,3%; OR = 3,5; IC 95%: 1,9-6,2; p =<0,0001).

Os genotipos variantes de rs/887429 (G>T) apresentaram frequéncias diferentes entre
os grupos rs108151516+ e rs108151516-, ou seja, GT (54,8% vs. 15,5%, respectivamente) e
TT (26,2% vs. 8,6%, respectivamente). Essas diferencas foram estatisticamente significativas,
com ORs de 13,3 (IC 95%: 4,9-36,9; p <0.0001) para GT/TT vs. GG e 12,1 (IC 95%: 3,0-43,1;
p =0,0001) para TT vs GG. O alelo T foi mais comum nos individuos rs/08151516- (53,6%
vs. 16,4%).

Haplotipos identificados

Os haplétipos identificados estao demonstrados na figura 1 e seus dados estdo descritos
na tabela 3. O haplétipo 2, representado pelas variantes  genéticas
r$647933C/rs1887428G/rs1887429G/rs10974944G/rs10815151C/rs77375493T, apresentou
frequéncia de 25,6% em PV e 9,8% em TE, com associacdo estatisticamente significativa (p =
0,002). O odds ratio de 3,1 (IC 95%: 1,0-9,8) sugere uma maior probabilidade de ocorréncia de
PV em individuos com esse haplotipo em comparagao com os outros. Os outros haplotipos nao

demonstraram associagdes significativas com as condi¢oes estudadas.

PV TE PV+TE

/
\

rs6476933
rs1887428
rs1887429
rs10974844
rs1081515
rs77375493 ———
rs6476933
1887428 /
rs1887429
rs10974944
1081515
‘ rs77375493
rs6476932
rs1887428 7
151887429
rs10974944
rs1081515
rs77375493

loco 1 (89 kb)
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Figura 1: Estrutura de desequilibrio de ligagdo (DL) de variantes do promotor, intron 12 ¢ éxon 14 de JAK2 em
pacientes com policitemia vera (PV) e trombocitemia essencial (TE). Valores nas caixas indicam o valor do
coeficiente de correlagdo de LD (r?) multiplicado por 100. As tendéncias da caixa em diregdo ao branco indicam
valor de r? diminuido, LD forte representado pela caixa cinza-escuro. Devido & baixa frequéncia nas NMPS,
rs189703877 (A>C) e rs73389454 (A>C) nado foram considerados para a analise. Um moderado DL é observado
entre 15647933 e 1887429, sendo mais preponderante em PV; e rs1887428 (G>C) e rs1887429 (G>T). Nao foram
observados desequilibrio de ligagdo forte ou moderado entre variantes do promotor e variantes do intron 12
(rs10974944 e rs10815151) ou éxon 14 (rs77375493/JAK2V617F).

Tabela 3: haplotipos do promotor e intron 12 do gene JAK?2 presente em individuos com policitemia vera e
trombocitemia essencial

g 283388 :

) NG ke e
S |18lss|S|=8 PV* TE* Qui-quadrado | Odds ratio | *°F 9¢
= | R RS |S| N Y
< @ ~ ™~ ~ ~ ~
=Y & fle|e|¢e

1 |clclG|a|c|aG]| 6054%) | 12(196%) 0,732 0.7 (02-2.2) 0,393
2 | Cc|G|G|G|C[T] 100256%) 6 (9,8%) 9,509 3,1(1,09.8) 0,002
3 [1lclrlc|r]a]| 4002%) 9 (14,7%) 0,739 0.6 (02-2.4) 0,389
4 |clclalclc|a] 4002%) 7 (11,4%) 0,235 0,8 (0,2-3,1) 0.627
s |clGlalclcla| 261% 6 (9,8%) 1,423 0.4 (0,09-2,1) 0.232
6 |clc|tlclcla| 1@s5s% 2 (3.2%) 0,001 2.8 (0,3-41,7) 0,975

Legenda: PV: policitemia vera, TE: trombocitemia essencial.
*Sdo demonstrados na tabela apenas os haplotipos com frequéncia maior ou igual a 2%.

DISCUSSAO

O estudo da regido promotora em genes envolvidos nas neoplasias mieloproliferativas
ainda ¢ algo incipiente, em especial sobre qual seu o papel dentro do complexo cendrio
etiopatogénico dessas doencas. Mesmo que seja bem estabelecido que variantes condutoras em
regides codificantes de JAK2, MPL e CARL possuam um papel protagonista no

1830 eventos biologicos adicionais, como

desencadeamento dessas malignidades hematologicas
alteracdes epigenéticas do tipo metilacdo, possivelmente contribuem para o inicio e progressao
das NMPs '32%, Outros eventos ainda ndo tio compreendidos também podem estar envolvidos
como alteragio de fatores transcri¢do, como notado em outras neoplasias®'~*.

Os achados do presente estudo dao insights sobre a necessidade de novas abordagens de
investigacdo para a compreensdo mais completa do cendrio molecular das neoplasias
mieloproliferativas, ja que variantes em promotores de genes podem alterar a ligacdo do fator
de transcricdo e a atividade do promotor™.

Das cinco variantes identificadas, rs189703877 (A>C), rs73389454 (A>C), rs1887428
(G>C) e rs1887429 (G>T) estao localizadas dentro de ilhas CpG, um conjunto de sequéncias
de DNA alternadas diferente do padrao gendmico médio devido a alta concentragdo de GC,

ricas em CpG e predominantemente ndo metiladas®®. A hipermetilagdo de ilhas CpG ja foi
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descrita em NMPs®’, todavia, nossos dados ndo sustentam possiveis relagdes entre status de
metilagdo do promotor e outros achados moleculares das NMPs identificados.

Variantes localizadas no promotor génico podem influenciar a ligagdo de fatores de
transcri¢do especificos, condicionar um recrutamento diferenciado de cofatores e exercer papel
na metilacdo do DNA, resultando em expressao gé€nica diferencial entre o alelo selvagem e o
variante®®. Os SNVs 156476933 (C>T) e rs1887429 (G>T) estdo localizados em sitios de
ligacdo de fatores de transcri¢io’®, entretanto, informagdes especificas sobre suas interagdes
génicas e os seus impactos ainda sdo nao sao conhecidos. Isso evidencia a necessidade de mais
estudos funcionais, com maiores populacdes a fim de verificar a existéncia de intensificadores
ou repressores transcricionais envolvidos e as possiveis associacdes com outros genes
associados a alteragdes epigenéticas nas NMPs, como DNMT3A, TET2, ASXLI e EZH2*.

De todas as variantes, rs/887428 (G>C) apresentou o comportamento interessante no
ambito das associagdes realizadas. O alelo selvagem de rs/887428 (G) ¢ considerando uma
variante de risco para doenca inflamatoria intestinal (DII), lapus eritematoso sist€émico, doenga
de Chron, colite ulcerativa e colangite esclerosante primaria 2’*!. Na DII, o alelo de risco (G)
de rs1887428 esta vinculado ao fator de transcricdo RBPJ (Recombination Signal Binding
Protein for Immunoglobulin Kappa J Region), enquanto o alelo protetor esta vinculado ao fator
de transcri¢ao (Cut-like homeobox 1). A ligagao ao alelo variante a RBPJ resultam em um efeito
regulador cis muito modesto, mas acompanhado por um efeito trans significativo em STATS5B
(Signal Transducer and Activator of Transcription 5B)*’.

Nas NMPs, associag¢des similares envolvendo fatores de transcricdo foram descritas,
mais especificamente com c-Fos/c-Jun (Proteina ativadora 1), um heterodimero proteico que
age sobre transducdo de sinal intracelular, mediando processos de diferenciagdo, proliferacao e
sobrevivéncia celular*?. Um estudo demonstrou que o alelo G de rs/887428 tem maior
afinidade com o complexo c-Fos/c-Jun, o que leva a uma modulagdo positiva da diferenciagdo
hematopoiética resultante expressdo aumentada de JAK2*. Nesse contexto, o alelo C possui
um papel protetor, agindo de forma antagonica a esse processo.

Essa percep¢do vai de encontro com os nossos achados. O alelo de risco (G) da variante
rs1887428 foi associado a JAK2V617F+ VAF>50% e presenca do haplotipo 46/1
(rs10974944). Isso nos leva a hipotetizar sobre uma possivel correlagdo dessas alteracdes
genéticas dentro do cenario molecular das NMPs, onde a variante do promotor aumenta a
expressdo do gene JAK2 mutado com JAK2V617F. Em contrapartida, o haplotipo 46/1 favorece
a expansdo clonal dessas células, o que garante uma vantagem proliferativa, favorece o

distarbio mieloproliferativo clonal, além de elevar a frequéncia alélica variante, pontos
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similares ao que ja foi reportado anteriormente**>. A relagdo do alelo C e genétipo CC de
rs1887428 com rs10815151, associada a protegcdo contra JAK2V617F (dados ndo publicados),
demonstra o possivel papel regulador dessa variante nas NMPs. Todavia, mais estudos sdo
necessarios para o melhor entendimento dessas premissas previamente estabelecidas.

Um dos haplétipos identificados em Nnosso estudo
(rs647933C/rs73389454A/rs1887428G/rs1887429G/rs10974944G/rs10815151C/rs77375493
T), foi associado ao desenvolvimento de PV, neoplasia onde a sinalizacdo de JAK2 ¢ mais
evidente*® e a relagdo com JAK2V617F é bem estabelecida*’, pontos que corroboram sobre a
relacdo entre as variantes anteriormente descritas e seus possivel papéis nas NMPs. Entretanto,
mais estudos sdo necessarios para verificar essa relagao.

Os resultados desses estudos mostram que os alelos de rs/887428 possuem diferentes
associagdes, onde o alelo de risco (G) estd associado a JAK2V617F+ VAF>50%, ao passo que
o alelo variante (C) tem relacao inversa. 756476933 (C>T) e rs1887429 (G>T) criam sitios de
fatores de transcrigdo, mas com proteinas relacionadas at¢ o momento desconhecidas, o que
demonstra necessidade de estudos funcionais para verificar o papel dessas variantes.

Os estudos realizados na presente pesquisa fornecem novos dados para se entender o
papel do promotor nas NMPs. Estudos adicionais com amostras maiores € populagdes diversas
podem fornecer insights sobre os mecanismos moleculares subjacentes as doencas e identificar

possiveis alvos terapéuticos para intervengao das neoplasias mieloproliferativas.
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6. CONCLUSOES

Sobre o intron 12, os resultados do presente estudo mostram que a variante rs/0974944
(C>QG) esta associado a neoplasias mieloproliferativas BCR::ABLI negativas, positivas para
JAK2V617F, em especial PV, elevada carga alélica variante desses pacientes e alteragdes
hematologicas na populagdo estudada. Ja a variante »s/0815151 demonstrou comportamento
antagonico a JAK2V617F e VAF, sendo necessario outros estudos para verificar essa possivel
relacdo.

J4 em sobre o promotor génico, o alelo G de rs/887428 demonstrou associacao
significativa com JAK2V617F+ VAF>50%, ao passo que o alelo variante (C) tem relagdo
inversa. 756476933 (C>T) e rs1887429 (G>T) criam sitios de fatores de transcricdo, mas com
proteinas relacionadas até o momento desconhecidas, o que demonstra necessidade de estudos
funcionais para verificar o papel dessas variantes. Esses resultados sugerem que as variantes no
promotor do gene JAK2 podem desempenhar um papel no desenvolvimento e progressao das

NMPs.
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células hematopoiéticas na medula éssea. Caracterizam-se por rearranjos genéticos cujos produtos atuam
nas principais vias de transdugao de sinais celulares (JAK/STAT, a via PI3K-AKT e proteinas da via MAPK)
que conduzem a uma superprodugéo simples ou multilinear dos elementos eritréides, mieldides e
megacariociticos. Entre as neoplasias mieloproliferativas cronicas mais frequentes destacam: Leucemia
Mieléide Crénica (BCR-ABL1 +), Policitemia Vera, Trombocitemia Essencial e Mielofibrose Primaria; estas
ultimas classificadas como BCR-ABL.

As neoplasias mieloproliferativas crénicas representam um grupo heterogéneo de

doengas clonais da célula progenitora hematopoiética, sendo caracterizadas por proliferagdo elevada, mas
com diferenciagdo e maturagéo relativamente preservadas.

Nos Ultimos anos, diversos estudos permitiram a descoberta das bases moleculares

dessas doengas, que tém, em comum, a ativagé@o constitutiva da tirosinoquinase decorrente de mutacdes
adquiridas pela célula-tronco hematopoética.

Sabe-se que a deteccdo de mutagdes nos genes JAK2, MPL e CARL e o conhecimento de fatores genético
individuais podem contribuir para uma melhor avaliagdo prognéstica dos pacientes com NMC que, apesar de
diagnéstico definido respondem de forma diferente durante o curso do tratamento. Assim, ao conhecer o
background genético dos pacientes espera-se tracar um perfil
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clinico baseadas nas variantes encontradas nesta populacdo a fim de que biomarcadores moleculares
sejam utilizados para ajudar a controlar o avango da doenga.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Caracterizar molecularmente pacientes com neoplasias mieloproliferativas cronicas: Leucemia mieloide
cronica (LMC), Policitemia Vera (PV), Trombocitemia essencial (TE) e Mielofibrose primaria (MP).
Objetivo Secundario:

* Rastrear a translocagdo BCR-ABL1 p210 mediante andlise de transcritos b2a2 e b3a2;

* Determinar a frequéncia de mutagdes nos genes JAK2 (JAK2V617F, éxon 12), CALR (mutagbes éxon 9) e
MPL (mutacdes éxon 10); « Avaliar a presenca simultdnea da mutacdo BCR-ABL1 e JAK2V617F;

* [dentificar o haplétipo do gene JAK2 (pesquisa do alelo G pelo SNP rs10974944);

« Avaliar a associacdo da presenca do alelo G com a mutacdo V617F do gene JAK2;

» Associar as mutagoes nos genes JAK2, MPL e CALR com caracteristicas clinicas e laboratoriais.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os riscos da pesquisa caracterizam-se por perda de amostras, de informagées dos pacientes e quebra de
sigilo. A fim de evita-los, as amostras serdo identificadas e armazenadas corretamente tornando-se viaveis
para estudos futuros. Os dados pessoais dos participantes da pesquisa serdo armazenados em planilha do
software Microsoft Excel, acessivel somente aos pesquisadores do estudo em estado de sigilo e garantindo
a ndo utilizagao das informagdes em prejuizo das pessoas e/ou das comunidades.

Beneficios:

Os beneficios da participagao nesta investigagao estao direcionados ao estudo molecular das neoplasias
Mieloproliferativas cronicas BCR-ABL1 negativas na populacdo Amazonense, & compreensédo de novos
achados genéticos que geram grande impacto no manejo e tratamento destas malignidades hematolégicas.
Com isso, a realizacao desta pesquisa contribuird & aquisicao de ferramentas diagnésticas/progndsticas a
favor da populagao alvo.
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Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Projeto bem delineado, metodologia coerente com objetivos e cronograma.
Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

1)Folha de rosto anexada a PB;
2)Cartas de anuéncia anexadas a PB;
3)Termo de Consentimento Livre e Esclarecido anexado a PB;
4)Instrumento da Pesquisa junto com o projeto anexado a PB;
5)Riscos: Anexados a PB;

6)Beneficios: Anexados a PB;

7)TCUD anexado a PB;

8) Curriculo lattes do pesquisador responsavel anexado a PB.
9) Cronograma: Adequado.

Recomendacdes:

Vide conclusées ou pendéncias.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

O projeto é importante para caracterizar molecularmente pacientes com neoplasias mieloproliferativas
cronicas: Leucemia mieloide cronica (LMC), Policitemia Vera (PV), Trombocitemia essencial (TE) e
Mielofibrose priméaria , sendo viavel do ponto de vista ético e de acordo com a Resolugdo 466/12 do
Conselho Nacional de Saude (CNS).

Consideracgoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas| PB_INFORMAGCOES_BASICAS_DO_P | 04/12/2020 Aceito
do Projeto ROJETO 1658907.pdf 18:46:29
TCLE / Termos de | TCLEfinal.pdf 04/12/2020 |ANDREA Aceito
Assentimento / 18:46:00 [MONTEIRO
Justificativa de TARRAGO
Auséncia
Outros AndreaTarrago.pdf 02/12/2020 |ANDREA Aceito

18:05:17  |[MONTEIRO
Projeto Detalhado / | projeto.pdf 09/11/2020 |ANDREA Aceito
Brochura 16:49:52  |[MONTEIRO
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Investigador projeto.pdf 09/11/2020 |ANDREA Aceito
16:49:52  |MONTEIRO
TCLE / Termos de  |tcle.pdf 09/11/2020 |ANDREA Aceito
Assentimento / 16:42:42  [MONTEIRO
Justificativa de TARRAGO
Auséncia
Outros tcud.pdf 09/11/2020 |ANDREA Aceito
16:38:18 | MONTEIRO
Declaragao de hemoam.pdf 09/11/2020 |ANDREA Aceito
Instituicao e 16:35:37 |MONTEIRO
Infraestrutura TARRAGO
Folha de Rosto FOLHA_DE_ROSTO.pdf 09/11/2020 |ANDREA Aceito
16:29:12  |MONTEIRO
Outros labgen.pdf 09/11/2020 |ANDREA Aceito
16:23:30 _ |MONTEIRO
Outros SAME.pdf 09/11/2020 |ANDREA Aceito
16:23:05  |MONTEIRO
Declaragdo de Emanuela.pdf 09/11/2020 |ANDREA Aceito
Pesqguisadores 16:20:31 | MONTEIRO
Declaragéo de Lucivana.pdf 09/11/2020 |ANDREA Aceito
Pesquisadores 16:20:05  |MONTEIRO
Declaracao de Wanessa.pdf 09/11/2020 |ANDREA Aceito
Pesquisadores 16:17:36 | MONTEIRO
Declaragdo de Nelson.pdf 09/11/2020 |ANDREA Aceito
Pesquisadores 16:17:18 |MONTEIRO
Declaragao de Dania.pdf 09/11/2020 |ANDREA Aceito
Pesquisadores 16:16:56  [MONTEIRO
Declaragao de Miliane.pdf 06/11/2020 |ANDREA Aceito
Pesquisadores 18:14:02 |MONTEIRO
Declaragao de Juliana.pdf 06/11/2020 |ANDREA Aceito
Pesquisadores 18:13:26  |MONTEIRO
Declaragdo de Adriana.pdf 06/11/2020 |ANDREA Aceito
Pesquisadores 18:12:50 |MONTEIRO
Declaragédo de Allyson.pdf 06/11/2020 |ANDREA Aceito
Pesquisadores 18:12:19 |MONTEIRO
Declaragao de Andrea.pdf 06/11/2020 |ANDREA Aceito
Pesquisadores 18:12:01 _ |MONTEIRO

Situacdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

Endereco: Av. Constantino Nery, 4397, Bloco A, Sala do CEP-HEMOAM (sala 13)

Bairro: Chapada
UF: AM

Telefone: (92)3655-0114

CEP: 69.050-002

Municipio: MANAUS

Fax: (92)3655-0112

E-mail: cep@hemoam.am.gov.br
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MANAUS, 09 de Dezembro de 2020

Assinado por:
SONIA REJANE DE SENNA FRANTZ
(Coordenador(a))
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8.2.Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

Fundacdo Hospitalar
de Hemaiologia

e Hemoterapia

do Amazonas

&L HEMOAM

TERMO DECONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
Conforme Resolucio 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 responsdvel: 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 mieléide cronica

(LMO), Policitemia Vera (PV), Trombocitemia essencial (TE) e Mielofibrose primdria (MP).

JUSTIFICATIVA: Mediante da sua participa¢ao nesta pesquisa, a Fundagao Hospitalar de
Hematologia e Hemoterapia de Amazonas- HEMOAM permitird oferecer ferramentas no
diagnéstico/prognostico em pacientes que sejam atendidos na Funda¢ido com doencas no
sangue chamadas neoplasias mieloproliferativas cronicas. Assim como compreender novos
conhecimentos que provocam grande impacto no acompanhamento do tratamento destas
doengas. No Estado de Amazonas ndo existem pesquisas sobre estudo molecular de
Neoplasias Mieloproliferativas cronicas, que identifiquem alteragdes 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 participacio nesta pesquisa nio estd associada a
nenhum tipo de risco, os unicos desconfortos estdo associados ao processo de coleta do
sangue, manifestando uma possivel aparicio de hematoma, sangramento no sitio de pungo,
ardor causado pelo dlcool, lesdo de nervo (raramente), nauseas, vomitos ou desmaios.
Ressalta-se que a equipe de coleta de amostras € altamente qualificada, os quais possuem
manuais e treinamentos para identificar e tratar reagdes que possam surgir durante ou apds

extracdo do sangue.
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BENEFICIOS: Os beneficios indiretos da sua participagdo nesta investigagdo estdo
direcionados ao estudo molecular (material genético) de doencas no sangue chamadas
neoplasias Mieloproliferativas cronicas na populacio Amazonense e a aquisi¢do de novos
conhecimentos que provocam grande impacto no monitoramento e tratamento destas
doengas. Com isso, a realiza¢do desta pesquisa contribuird a aplicacdo de ferramentas
diagnésticas/prognosticas a favor da populagdo em estudo; ndo originando nenhum tipo de

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

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

procedimentos:

PROCEDIMENTO DE COLETA DO SANGUE/ ANALISE LABORATORIAL: Seri
extraida uma amostra de sangue, limpando o sitio de puncdo com algoddo e dlcool,
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 indica¢des do fabricante. Ao finalizar a

puncido, a amostra se armazenard em condi¢Oes 6timas até sua andlise laboratorial.

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

ACOMPANHAMENTO ASSISTENCIAL: Se vocé sofrer algum dano ou intercorréncia,
deverd falar para alguém da equipe da pesquisa imediatamente ou em caso de emergéncia,
podera contactar diretamente Dra. Andréa Monteiro Tarragd, pesquisadora responsavel pelo
estudo, através do telefone (92) 99136-0001 ou por e-mail

andrea_s monteiro @hotmail.com. N6s lhe daremos toda assisténcia integral e gratuita e que

for necessdria para garantir seu bem-estar e do seu acompanhante. A equipe da pesquisa ird
garantir que vocé receba assisténcia imediata para repara¢do a dano (caso tenha quaisquer
tipos de danos, diretos ou indiretos, imediatos ou tardios), sofridos no decorrer de sua

participagdo na pesquisa, previsto ou ndo neste documento.

2/4
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Ap6s conhecer os procedimentos que serdo realizados para desenvolver o estudo,

vocé deverd saber o seguinte:

VOLUNTARIEDADE: Sua participagio neste estudo é totalmente voluntdria. 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 perderd nenhum direito legal por assinar este documento.

CONFIDENCIALIDADE, PRIVACIDADE E ANONIMATO: Os seus dados pessoais
referentes a participagdo neste estudo permanecerdo confidenciais durante o
desenvolvimento da pesquisa toda, ndo sendo divulgados de forma a declarar a sua
identidade. Assim mesmo, os dados obtidos de testes realizados poderdo ser utilizados de
forma anénima para publicag¢des cientificas ou ser apresentados em uma reuniéo cientifica.
Em caso de dividas, dentincias ou reclamagdes sobre a sua participag@o e sobre questdes
éticas do estudo, vocé pode entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisas (CEP) da
Fundacdo 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 € 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
autorizagio para armazenamento de material para estudos futuros. Garantimos que toda nova
pesquisa a ser realizada utilizando as amostras armazenadas serd submetida a aprovacdo do
Comité de Etica em Pesquisa — CEP da FHEMOAM e, se for o caso, da Comissdo Nacional
de Etica em Pesquisa — CONEP.

Desta forma, o Sr. (a) autoriza que o seu sangue seja guardado para pesquisas futuras
relacionadas com o estudo de altera¢es genéticas que desenvolvem doengas no sangue?

( )Sim ou ( )Naio

3/4
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CONSENTIMENTO POS-INFORMACAQ

Ap6s ter recebido informagdes claras, eu concordo em participar do estudo em

questao.

(Assinatura do participante)

(Assinatura do pesquisador)

Manaus, / /

(Impressdo dactiloscOpica)

4/4
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8.3. Instrumento de coleta de dados

UNIVERSIDADE DO ESTADO DO AMAZONAS

FUNDACAO HOSPITALAR DE HEMATOLOGIA E HEMOTERAPIA DO AMAZONAS ppG H g
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS APLICADAS A HEMATOLOGIA Pragrama dv Pés-graduado m

PROJETO: ESTUDO DO HAPLOTIPO 46/1 E PROMOTOR DO GENE JAK2 EM PACIENTES COM NEOPLASIAS

MIELOPROLIFERATIVAS BCR::ABL1 NEGATIVAS ATENDIDOS NA FUNDACAO HOSPITALAR DE HEMATOLOGIA E
HEMOTERAPIA DO AMAZONAS

Eventos Eventos

Cédigo | Género | Idade | Neoplasia | Esplenomegalia hemorrégicos | trombéticos

RBC | Hto | Hba | VCM | HCM | CHCM | WBC | PQT | TP | INR | TTPa | FIB | LDH | AU
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8.4. Protocolo de extracio de DNA

EXTRACAO DE DNA —- BRAZOL

1.0. Fase pré-extracio de DNA:

2.0.

3.0.

1)
2)
3)
4)
5)

Separar as amostras que serao extraidas e descongelar naturalmente;

Certificar se o banho-maria esta na temperatura ideal de 56°C;

Verificar a disponibilidade de microtubos de 2,0 mL e 1,5 mL e identifica-los;
Verificar se existe quantidade suficiente de etanol 100% e cloroféormio;

Separar caixa com gelo para manter os reagentes (todos devem ser mantidos no gelo).

Fase de extracao de DNA:

1)

2)
3)

4)
5)

6)

Pipetar 200 pL (microlitros) da amostra de sangue em um microtubo de 2,0 mL, devidamente
identificados. A amostra deve ser homogeneizada antes de pipetar. Em algumas situagdes ¢
possivel pipetar o buffy coat.

Adicionar 400 pL de Brazol gelado (4°C) e agitar no vortex até a amostra adquirir aspecto
homogéneo;

Adicionar 100 pL de cloroformio gelado (4°C) e misturar no vortex até a amostra adquirir
uma coloracao “cor de chocolate”;

Centrifugar por 12 minutos a 10.000 rpm em T.A (22°C);

Apbs a centrifugagao, retirar o microtubo cuidadosamente da centrifuga e verificar se a
solucdo esta dividida em duas partes;

Pipetar cuidadosamente a fase superior (SOBRENADANTE) ¢ transferir para tubos de 1,5
mL identificados corretamente.

Fase de precipitacio do DNA gendmico:

1))

2)
3)

4)
5)
6)
7)

8)
9)

Adicionar 500 pL de etanol 100% gelado (armazenado a 4°C), homogeneizar no vortex e
observar a formagao de um precipitado. O precipitado ¢ usualmente visualizado em 30 — 60
segundos;

Centrifugar por 15 minutos a 10.000 rpm em T.A (22°C);

Descartar o sobrenadante e adicionar novamente 500 uL. de etanol 100% gelado (armazenado
a4°);

Centrifugar por 12 minutos a 10.000 rpm em T.A;

Descartar o sobrenadante;

Remover o etanol residual com pipeta e colocar no banho seco 56°C por 10 minutos;
Adicionar 100 pL de 4gua destilada estéril em cada tubo (H,Odd) — OBS.: adicionar primeiro
50 pL, ver a concentragdo e, se necessario, adicionar mais 50 pL em casos em que a
concentragao esta alta. Se estiver baixa (abaixo de 50 ng) adicionar apenas 50 pL.
Quantificar o DNA gendmico no Nanodrop;

Armazenar o DNA purificado a 4°C ou -20°C.
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8.5. Padronizacio de concentracio das amostras de DNA

A - Concentracio menor que 100 ng/ulL

AMOSTRAS Diluicdo

NMP4

NMP16

Aliquota de 10 uLL

NMP18
Sem diluicao.

NMP52

NMPI1

B - Amostras entre 100-150 ng/uLL (VF =20 uL)

AMOSTRAS Diluicao

NMP1

NMP3

NMPS

NMP11

NMP14

NMP19

NMP27

NMP30

NMP40

NMP41

NMP42

NMP43 1/2

NMP57

NMP68 10 uL de amostra + 10 de H,O

NMP72

NMP73

NMP75

NMP78

NMP80

NMPS81

NMP&3

NMP85

NMP92

NMP93

NMP108

C - Amostras entre 150 — 200 ng/uLL (VF =20uL)

AMOSTRAS Diluicao

NMP5

NMP6

NMP10 1/3

NMP12

NMP15

NMP17 6,6 de amostra + 13,4 uL de H,O

NMP20

NMP23
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NMP24

NMP32

NMP33

NMP38

NMP39

NMP54

NMP55

NMP58

NMP59

NMP60

NMP61

NMP62

NMP64

NMP70

NMP74

NMP76

NMP77

NMP79

NMP8&2

NMP86

NMP87

D - Amostras entre 200-250 ng/uLL (VF =20 uL)

AMOSTRAS

DILUICOES (VF =20uL)

NMP22

NMP26

NMP34

NMP35

NMP37

NMP44

NMP45

NMP50

NMP66

NMP67

NMP69

NMP71

NMPg9

1/4

5 uL de amostra + 15 uL de H,O

E - Amostras entre 250-300 ng/dL (VF =20 uL)

AMOSTRAS

Diluicao (VF = 20ulL)

NMP7

NMP25

NMP47

NMP49

1/5

4 uL de amostra + 16 uL de H*O

F - Amostras entre 300-350 ng/uLL

AMOSTRAS

Dilui¢do (VF =20uL)

NMP9

NMP13

NMP46

NMP63

1/6

3,3 de amostra + 16,6 de H,O
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NMP65

NMP88

NMP94

NMP100

NMP101

NMP102

NMP105

NMP106

NMP107

NMP109

NMPI110

NMPI111

G - Amostras entre 350-400 ng/uLL (VF =20 uL)

AMOSTRAS DILUICOES (VF =20uL)

NMP21

NMP31

NMP48 177

NMP51

NMP53 2,85 uL de amostra + 17,15 uL de H20

NMP90

NMP95

H - Concentracao entre 500-600 ng/uL. (VF = 20uL)

AMOSTRAS Diluicao

NMP29

NMP56

NMPg84

1/10
NMP96

NMP97

2 uL de amostra + 18 uL de H,O
NMP99

NMP103

NMP104

I - Amostras acima de 1000 ng/uLL

AMOSTRAS Diluicio

1/20 - VF =40 uL
NMP2

2 de amostra e 38 uL de H,O
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8.6. Protocolo — Reaciio em cadeia da polimerase: intron 12

I) Dados do primer

Primer qu,u_el;?;a Tm | Amplicom | SNV na regiio

Intron12FW | CCAACTGAGTTTCCTTGCAG o

fntron12RV | CTAGGTTAAGAGTATGTGGTTCC | 0. | 372pb rs10974944
II) PCR

MIX PARA PCR
Regentes Concentracao da reacio 1 reacio (VF =25 nL)

H,O - 17,05

Tampao (10x) 1x 2,5ul

MgCl; (50Mm) 1,5mM 0,75 uL

Primer FW (10 pM) 0,4 uM 1 uL

Primer RV (10 pM) 0,4 uM 1 uL

dANTP mix (10 mM) 0,2 mM 0,5 uL

TAQ 5U/pL 1U 0,2 uL

DNA > 30 ng 2 nL

TOTAL - 25 uL. (24 nLL + 1 nLL. DNA)
1. ETAPAS:

Antes da reagdo: (1) preparar transporte com gelo; colocar agua na UV; (2) deixar os reagentes
descongelar totalmente; (3) homogeneizar cada reagentes antes de pipeta-lo no mix; (4) identificar os
mix e microtubos de 0,2 mL antes da reacdo; (5) manter a TAQ e o ANTP na geladeira, retirando-os
somente no momento da adi¢do no mix; (6) fazer 2 reacdes a mais: 1 para ser o branco (sem o DNA) e
a outra para deixar como volume reserva.

a) Identificar microtubo de 2 mL para preparo do Mix;

b) Identificar tubos de 0,2 mL;

¢) Fazer o preparo do mix no microtubo de 2 mL;

d) Distribuir 24 uL de mix para os microtubos de 0,2 mL e adicionar 1 uLL de amostras de DNA;

e) Levar os microtubos ao Termociclador e utilizar o programa descrito abaixo
III) Programacao do termocilador

CICLAGEM PARA PCR —intron 12
Temperatura Fase Tempo Ciclos
94°C Desnaturacio inicial 4 minutos 1
94°C Desnaturacao 30 segundos
58°C Anelamento 30 segundos
72°C Extensao 40 segundos 40
72°C Extensao final 7 minutos 1
4°C 00 - -

Ao final: Correr as amostras em gel de Agarose ao 1,5 % corado com brometo de etidio.

8.7. Protocolo — Reacio em cadeia da polimerase: Promotor
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Primer Sg]’u_eg?;a Tm | Amplicon SNVs na regiao
PromotorFW | GTCATGGGACTGGTTCATTCTCATC rs6476933,
64°C | 673 pb rs73389454,
PromotorRV | TTTCGGCTTTTCCTTCCACCTCC rs1887428, rs1887429
II) PCR
MIX PARA PCR
Regentes Concentracao da reacéo 1 reagio (VF =25 pL)
H:0 - 17,55
Tampao (10x) 1x 2,5ulL
MgCl: (50Mm) 2,5mM 1,25 uL
Primer FW (10 uM) 0,4 uM 1 uL
Primer RV (10 pM) 0,4 uM 1 uL
dNTP mix (10 mM) 0,2 mM 0,5 uL
TAQ 5U/uL 1U 0,2 pL
DNA > 30 ng 1 pL
TOTAL 25 nLL 25 uL (24 pL + 1 pL. DNA)
1. ETAPAS:

Antes da reacdo: (1) preparar transporte com gelo; colocar agua na UV; (2) deixar os reagentes descongelar

totalmente; (3) homogeneizar cada reagentes antes de pipeta-lo no mix; (4) identificar os mix e microtubos de 0,2

mL antes da reacdo; (5) manter a TAQ e o ANTP na geladeira, retirando-os somente no momento da adi¢do no

mix; (6) fazer 2 reagdes a mais: 1 para ser o branco (sem 0 DNA) e a outra para deixar como volume reserva,

ou seja, se forem feitas 15 amostras, 17 reacdes devem ser calculadas
a) Identificar microtubo de 2 mL para preparo do Mix;

b)

Identificar tubos de 0,2 mL;

c) Fazer o preparo do mix no microtubo de 2 mL;

d)

Distribuir 24 pL. de mix para os microtubos de 0,2 mL e Adicionar as 1 pl. de DNA

e) Levar os microtubos ao Termociclador e utilizar o programa descrito abaixo
III) Programacio do termocilador

CICLAGEM PARA PCR - promotor
Temperatura Fase Tempo Ciclos

94°C Desnaturacio inicial 4 minutos 1
94°C Desnaturacio 30 segundos
64°C Anelamento 30 segundos 40
72°C Extensao 45 segundos
72°C Extensao final 7 minutos 1
4°C 0 - -

Ao final: Correr as amostras em gel de Agarose ao 1,5% corado com brometo de etidio.
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8.7.1 — Géis de eletroforese

1 2 3 4 6 7 8§ 9

LADDER NMPe1 BRANCO NMP63 NMP64 NMP66 NMP67 NMP68

Figura 8.8.1: Gel de eletroforese de regido amplicada do intron 12 de JAK2, determinada pelo fragmento de 572
pb. Linha 1: Ladder 100 pb; Linha 3: Branco (controle negativo); Linhas 1,4-9: amostras de pacientes incluidos
no estudo.

NMP53 NMP54 NMP55 NMP56 NMP57 NMP58 BRANCO

Figura 8.8.2: Gel de eletroforese de regido amplicada do promotor de JAK2, determinada pelo fragmento de 673
pb. Linha 1 a 7: amostras de pacientes incluidos no estudo; Linha 8: Branco (controle negativo), Linhas: 9: Ladder
100 pb.
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8.8. Protocolo: Precipitacdo de produto da PCR com Polietilenoglicol (PEG)

A precipitagdo com PEG atua como método de purificacdo da PCR com objetivo de remogao
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 maximo 1,5 mL.

- Em caso necessario, preparar o 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 ddH20. Agite para solubilizar o PEG durante 20 min ou até solubilizar.
ApOs agitacao, completar o volume para 50 mL com ddH2O.

Procedimento:

1- Transfira o 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- Apos incubagao, centrifugue a 2500 rct (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 remog¢ao 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.
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 eluicdo de DNA.

9- Quantificar as amostras pelo menos 3 dias ap6s precipitagdo, passando do freezer (-80°C) a
geladeira 4-5°C pelo menos 2 H antes da quantificacao.
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8.9.Preparacio do mastex mix para sequenciamento

1- Preparar o 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 o nosso
protocolo de trabalho o seguinte,

2- Aliquotar do Primer-Forward e do primer reverse utilizados na PCR. (Calcular a quantidade

a utilizar segundo numero de amostras).
3- Preparar o mix com os seguintes reagentes:

MIX DA REACAO DE SEQUENCIAMENTO DE SANGER

Reagente 1 Rea¢do Vol (1 uL) 22 Reacoes (Vol uL)
H2O ultrapura 4,5/5,0/5,5 99
Tampao 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

Apds mescla, levar para termociclador e preparar a seguinte programagao de ciclagem:

Stage 1

96°C por 1 min

1 ciclo

Stage 2

96°C por 10 seg

55°C por 15 seg

60°C por 1 min, 15 seg

15 ciclos

96°C por 10 seg

55°C por 15 seg

Stage 3

60°C por 1 min, 30 seg

55°C por 15 seg

60°C por 1 min, 15 seg

5 ciclos

Stage 3

96°C por 10 seg

55°C por 15 seg

60°C por 1 min, 30 seg

5 ciclos

Stage 4

96°C por 10 seg

55°C por 15 seg

60°C por 2 min

5 ciclos

Stage 5

4°C,

1 ciclo
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8.10. Purificacido do sequenciamento (Método EDTA/Etanol)

1- Apo6s reagdo de sequenciamento, centrifugar a placa a 2000 rpm x 2 min a 4°C. 2- Em cada
pogo, 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 reacdo e centrifugar a placa
invertida a 100 rcf x 1 min.

6- Adicionar 35 uL de etanol 70% (temperatura ambiente) em cada pogo. 7- Centrifugar a 1650
rcf por 15 min a 4°C.

8- Inverter a placa na pia para descartar material ndo aderido na reacdo 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 at¢ realizar leitura no sequenciador. As placas podem ficar
até 1 més. Em caso de ler no mesmo dia ndo congelar.

8.11. Preparacido 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 pogo.
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 ndo ser lidas nesse momento congelar a -20°C)
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Figura 8.12.1: variantes identificas no intron 12 do gene JAK?2 durante o sequenciamento de Sanger. Identificacdo baseada
na sequéncia de referéncia do gene JAK2 (NG_009904.1) usando o software Geneious
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Figura 8.12.2: variantes identificas promotor do gene JAK?2 durante o sequenciamento de Sanger. *identificagdo baseada na
sequéncia de referéncia do gene JAK2 (NG_009904.1) usando o software Geneious.
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8.13. Resumos publicados em anais de eventos
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Scientioa Amazonia, v. 12, n.1, B1-B12, 2023
7™ INTERNATIONAL Revista on-line http://www.scientia-amazonia.org

* SYMPOSIUM ON ISSN:2238.1910
' " IMMUNOLOGY AND https://doi.org/10.5281 /zenodo.8061460
\/

HEMATOLOGY

Realization - November 30th and December 2nd, 2022 — Manaus — Amazonas -Brazil

RARE CASE OF FAMILIAL MYELOPROLIFERATIVE NEOPLASM IDENTIFIED IN
PATIENTS AT THE HEMOAM FOUNDATION

Ih&ferson Fernandes Paes'”; Dania Isamary Guitiérrez Torres; Emanuela Vitoria Barbosa Alves' Miliane
Araljo de Sousa'; Rosangela Santos de Abreu'; Nelson Abrahim Fraiji'; George Allan Villarouco da
Silva™**; Andréa Monteiro Tarragd'~ & Lucivana Prata de Souza Mourdo'*

'* Programa de Pos-Graduagio em Ciéncias Aplicadas 4 Hematologia, Universidade do Estado do Amazonas (UEA),
Manaus, AM, Brazl;

? Fundagio Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM), Manaus, AM, Brazil;

* Programa de Pos-Graduagio em Imunologia Basica e Aplicada, Instituto de Ciéncias Biologicas, Universidade Federal
do Amazonas (UFAM), Manaus, AM, Brazil;

* Fundagio Oswaldo Cruz — Instituto Lednidas ¢ Maria Deane (Fiocruz), Manaus, AM, Brazil;

* Fundagio Centro Controle de Oncologia do Amazonas (FCECON), Manaus, AM, Brazil;

% Escola Supernior de Ciéncias da Sande, Universidade do Estado do Amazonas (UEA), Manaus, AM, Brazl
Background: Myeloproliferative neoplasms are clonal hematopoietic stem cell diseases characterized by
hiyperplasia of elements of the myeloid series. Essential thrombocythemia, polycythemia vera and myelofibrosis
are the most frequent, and are differentiated by laboratory, clinical and genetic parameters. JAK2V61TF
(rs77375493; c.1849G>T) is responsible for most cases of these diseases, whereas inherited factors alter the
risks at each stage of development of the disease. Hereditary predisposition is rare in myeloproliferative
neoplasms, and is characterized by low penetrance, presence of somatic genetic variants, risk of progression to
acute myeloid leukemia and its occurrence in two or more members of the same family. This study describes a
rare case of familial myeloproliferative neoplasms identified among patients treated at the HEMOAM
Foundation. Methods: Analysis of the medical records in the period 2021-2022 of patients who agreed to
participate in the research. Clinical, laboratory data, hemorrhagic and thrombaotic events, and mutational status
of JAK2V6!TF were evaluated. Results: A family grouping was identified with three individuals (mother and
two daughters) diagnosed with polycythemia vera: Patient A female, 78 years old, matriarch of the family,
treated since 2018 when she had a hypotensive episode with transient cerebral ischemic crisis; in 2020, she was
diagnosed with Alzheimer’s, carries JAK2V6ITF,  wvariant in heterozygosity (G/T), and is treated with
therapeutic bleeding. Patient B female, 53 years old, treated at the HEMOAM Foundation since 2017; six
months before diagnosis, she presented nighttime itching, blurred vision, holocranial headache, paresthesia,
dizziness, syncope and vomiting; she is hysterectomized, had cysts laterally in the breast in 2017, she is
hypertensive, also has gastritis and erosive ducdenitis, and carries the JAK2V617F vanant in heterozygosity
{G/T); she has been treated with hydroxyurea and acetylsalicylic acid. Patient C 46 vears old, female, treated at
the foundation since 2016; she has a clinical diagnosis of Budd-Chian syndrome, presented with splenomegaly
in 2016, carries the JAK2V6I7F variant in homozygosity (T/T), undergoes therapeutic bleeding and takes
hydroxyurea. Conclusion: the clinical and genetic findings are consistent with those deseribed in the literature
on familial myeloproliferative neoplasms. lnvestigating other molecular information for germline variants may
help to understand the molecular landscape involved in familial cases of these diseases.

Keywords: heredity: bone marrow neoplasms; polyeythemia vera; JAK2.

Financial Support: FAPEAM and CAPES.
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Realization - November 30th and December 2nd, 2022 — Maonaus — Amazonas -Brazil

THREE CASES OF MYELOPROLIFERATIVE NEOPLASMS IDENTIFIED BEFORE
THE THIRD DECADE OF LIFE AMONG PATIENTS TREATED AT THE HEMOAM
FOUNDATION

Jhemerson Fernandes Paes'; Dania Isamary Gutiérrez Torres'; Deborah Canté de Aquino'; Erycka Alves de
Mesquita'; Eudes Oliveira da Silveira; Nelson Abrahim Fraiji'?; George Allan Villarouce da Silva';
Andréa Monteiro Tarragd'; & Lucivana Prata de Souza Mourio"®

'* Programa de Pas-Graduagio em Ciéncias Aplicadas 4 Hematologia, Universidade do Estado do Amazonas (UEA),
Manaus, AM, Brazl;

? Fundagio Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amarzonas (HEMOAM), Manaus, AM, Brazil;

* Programa de Pos-Graduagio em Imunclogia Basica e Aplicada, Institute de Ciéncias Biologicas, Universidade Federal
do Amazonas (UFAM), Manaus, AM, Braxl;

* Fundagio Oswaldo Cruz — Instituto Lednidas e Maria Deane (Fiocruz), Manaws, AM, Brazil;

* Fundagiio Centro Controle de Oncologia do Amazonas (FCECON), Manaus, AM, Brazil;

® Escola Superior de Ciéncias da Satde, Universidade do Estado do Amazonas (UEA), Manaus, AM, Brazil.

Background: Myeloproliferative neoplasms are hematological diseases characterized by the overproduction
of blood cells. Polycythemia vera, essential thrombocythemia and myelofibrosis are the most frequent 5CR-
ABLI negative myeloproliferative neoplasms (incidence: 0.3-4.0 cases per 100,000 individuals) and affect
individuals between the fifth and seventh decades of life. It is believed that this age group is more affected due
to the accumulation of somatic genetic variations in hematopoietic genes (J4K2 and others) over the years.
Cases of myeloproliferative neoplasms before the third decade of life are rare, and the causes of their
development are still not fully understood. A history of hematologic malignancies in the family and the
presence of germline variants are hypotheses. The present study describes cases of myeloproliferative
neoplasms identified before the third decade of life among patients treated at the HEMOAM Foundation.
Method: Analysis of the medical records in the period 2021-2022 of patients who agreed to participate in the
research. Clinical data, bleeding and thrombotic events, and mutational status of the JAK2V6! 7F variant were
evaluated. Molecular analysis to identify the rs10974944 (C=(), a marker of the JAK2 46/1 haplotype, was
performed usingSanger sequencing. Results: 109 patients were included in the study; 3 (2.7%) cases were
identified before the third decade of life. Patient V.G.S, female, 21 years old, clinical diagnosis of essential
thrombocythemia and hypermenorrhagia, under treatment with hydroxyurea. Patient L.P.S.S, 20 years old,
clinical diagnosis of polyeythemia vera, presented pulmonary arterial hypertension and does not receive
treatment. Patient F.ALL, 23 years old, clinical diagnosis of essential thrombocythemia, hypermenorrhagia; has
been treated with hydroxyurea and acetylsalicylic acid: has a history of other neoplasms in the family (mother
has uterine cancer, uncle has lymphoma). All patients are negative for JAK2V6I7F, but only V.G.Sand L P.5.5
were positive for haplotype 46/1 (genotype G/G and G/C, respectively) Conclusion: The cases identified in
the sample universe demonstrate the rarity of juvenile cases. Absence of the JAK2FAITF variant, the
protagonist in the etiopathogenesis of these diseases, and presence of JAKZ 46/1 haplotype, a risky germline
variant, demonstrates the need to investigate other genes and germline variants involved in the pathogenesis
of these cases.

Keywaords: polyeythemia vera; essential thrombocythemia; primary myelofibrosis; JAK2.

Financial Support: FAPEAM and CAPES.
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RARE CASE OF FAMILIAL MYELOPROLIFERATIVE NEOPLASM
IDENTIFIED IN PATIENTS FROM THE HEMOAM FOUNDATION

Jhemerson Fernandes Paes!’; Dania Isamary Gutiérrez '; Emanuela Vitéria Barbosa Alves'; Miliane Alves de Sousa'; Rosangela Santos de
Abreu'?; Nelson Abrahim Fraiji'-2; Allan Villarouco da Silva’*%; Andréa Monteiro Tarragd'#5; and Lucivana Prata de Souza Mourdo'¢

* Programa de Pés-Graduagao em Ciéncias Aplicadas & Hemaltologia, Universidade do Estado do Amazonas (UEA), Manaus, AM, Brazil; ? Fundagéo Hospitalar de Hematologia e
Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM), Manaus, AM, Brazil; 3 Programa de Pés-Graduagdo em Imunologia Bésica e Aplicada, Instituto de Ciéncias Biologicas, Universidade Federal do
Amazonas (UFAM), Manaus, AM, Brazil;, * Fundagao Oswaldo Cruz — Instituto Lednidas e Maria Deane (Fiocruz), Manaus, AM, Brazil, ® Fundagéo Centro Controle de Oncologia do
Amazonas (FCECON), Manaus, AM, Brazil, ® Escola Superior de Ciéncias da Saude, Universidade do Estado do Amazonas (UEA), Manaus, AM, Brazil.

BACKGROUND

Myeloproliferative neoplasms are clonal hematopoietic stem cell
diseases characterized by hyperplasia of elements of the myeloid
series. Essential thrombocythemia, Polycythemia vera and
Myelofibrosis are the most frequent, differentiated by laboratory,
clinical and genetic parameters.

= g
Differentiation
and maturation

Figure 1: Clonal myeloproliferative disorder in myeloproliferative neoplasms.
Authors: Paes, J.: Silva, GAV; Tarragd, AM; Mourdo (2022).

JAK2VB17F (rs77375493; ¢.1849G>T) is responsible for most
cases of these diseases, whereas inherited factors alter risk at
each stage of development of the disease.

Hereditary predisposition

SNVs _Inherited

* Characterized by low penetrance,
presence of somatic genetic & )

« Rare in MPNs;

variants, risk of progression to AML; g
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This work describes a rare case of familial myeloproliferative
neoplasms identified among patients treated at the HEMOAM
Foundation

METHODS

Analysis of medical records of patients who agreed to participate in
the research between 2021-2022.
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RESULTS

A family grouping was identified with three individuals (mother and
two daughters) diagnosed with Polycythemia vera:
Table 1: Clinical and molecular findings of the identified family group. MPN:

Myeloproliferatuve neoplasm; PV: Polycythemia vera; Tromb.: Trombotic; Hemor:
Hemorragic. G: Guanine; T: Timine.

Mother Daughter 1 Daughter 2

A.PB.F AB.O AB.O
MPN PV PV PV
Gender Feminine Feminine Feminine
Age 78 53 46
JAK2V61TF GIT GIT TT
Splenomegaly No No Yes
Tromb. events No No Yes (Budd-Chiari)
Hemor. events No No No

All share the genetic variant and present, however, daughter 2
(A.B.O) presents the most severe clinical condition, as described in
the literature.

CONCLUSION

The clinical and genetic findings are consistent with those
described in the literature on familial myeloproliferative neoplasms.
Investigating other molecular information for germline variants may
help to understand the molecular landscape involved in familial
cases of these diseases.
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B) Poster II apresentado no 7th International Symposium on Immunology and Hematology em 2022.
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3 CASES OF MYELOPROLIFERATIVE NEOPLASMS IDENTIFIED BEFORE

THE THIRD DECADE OF LIFE AMONG PATIENTS ASSISTED AT THE
HEMOAM FOUNDATION

Jhemerson Fernandes Paes'’; Dania Isamary Gutiérrez Torres'; Deborah Canté de Aquino'; Erycka Alves de Mesquita'; Eudes Oliveira da
Silveira?; Nelson Abrahim Fraiji':2; George Allan Villarouco da Silva'*5; Andréa Monteiro Tarragé'* and Lucivana Prata de Souza Mourao'é

" Programa de Pos-Graduagéo em Ciéncias Aplicadas 4 Hematologia, Universidade do Estado do Amazonas (UEA), Manaus, AM, Brazil, 2Fundacéo Hospitalar de Hematologia e
Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM), Manaus, AM, Brazil, *Programa de Pés-Graduagdo em Imunologia Basica e Aplicada, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal do
Amazonas (UFAM), Manaus, AM, Brazil, “Fundagéo Oswaldo Cruz - Instituto Leénidas e Maria Deane (Fiocruz), Manaus, AM, Brazil; *Fundagéo Centro Controle de Oncologia do Amazonas
(FCECON), Manaus, AM, Brazil; ®Escola Superior de Ciéncias da Sadde, Universidade do Estado do Amazonas (UEA), Manaus, AM, Brazil.

Polycythemia vera, Essential thrombocythemia and Myelofibrosis
are the most frequent BCR-ABLT negative myeloproliferative
neoplasms (incidence: 0.3-4.0 cases per 100,000 individuals) and
affect individuals between the fifth and seventh decades of life.

Cause is still not well
understood

' Rare in individuals under the
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Figure 1: Schematic representation of the 46/1 haplotype based on the JAK2 gene
reference sequence. Authors: Paes, J.; Silva, GAV; Tarragd, AM; Mourao (2022).

METHODS

Analysis of medical records of patients who agreed to participate in
the research between 2021-2022. Clinical data, bleeding and
thrombotic events, and mutational status of JAK2V617F variant
were evaluated. Molecular analysis to identify the rs10974944
(C>G), a marker of the JAK2 46/1 haplotype, was performed using
the Sanger Sequencing
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RESULTS

109 patients were included in the study. 3 (2.7%) cases were
identified before the third decade of life:

FAL

¥ Female;

v’ 23 years old;

v clinical diagnosis of essential thrombacythemia;

¥ Hypermenorrhagia;

v" Treated with hydroxyurea and acetylsalicylic acid;

¥ History of other neoplasms in the family.

V.G.S

¥ Female;

¥ 21 years old;

¥ clinical diagnosis of essential thrombocythemia;
¥ Hypermenorrhagia;

¥ Treated with hydroxyurea.

L.PS.S

¥ Female;

v 20 years old;

¥ Clinical diagnosis of polycythemia vera;

v presented pulmonary arterial hypertension;
¥ Does not receive drug treatment.

All patients are negative for JAK2V617F, but only V.G.S and
L.P.5.S were positive for haplotype 46/1 (genotype G/G and
GIC, respectively).

CONCLUSION

The cases identified in the sample universe demonstrate the rarity
of juvenile cases. Absence of the JAK2V617F variant, the
protagonist in the etiopathogenesis of these diseases, and
presence of JAK2 46/1 haplotype, a risky germline variant,
demonstrates the need to investigate other genes and germline
variants involved in the pathogenesis of these cases.
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