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RESUMO

FREQUENCIA DA MUTACAO JAK2V617F EM PACIENTES COM
TROMBOCITOSE NO INTERIOR DO RS

AUTOR: Carine Meinerz
ORIENTADOR: Prof.Dr. José Edson Paz da Silva

As neoplasias mieloproliferativas (NMP) sao desordens das células tronco hematopoiéticas, com
carater clonal, que resultam na producdo excessiva de células sanguineas diferenciadas e
completamente funcionais, podendo ser em uma ou em multiplas linhagens. A presenca da mutacéo
JAK2V617F é um dos critérios diagnésticos para as NMP, sendo a sua pesquisa recomendada para os
casos de eritrocitose ou trombocitose sem causa determinada. O objetivo deste estudo é caracterizar
0s casos de trombocitose de pacientes ambulatoriais quanto ao seu perfil hematoldgico e a presenca
da mutacdo JAK2V617F. Para tanto, foram selecionadas aleatoriamente amostras ambulatoriais de
hemograma, coletadas durante o periodo de 9 meses em um laboratério privado de Santa Maria, RS.
As amostras de 260 pacientes com idade superior ou igual a 18 anos, que apresentaram contagens de
plaquetas superiores ou iguais a 450.000/mms foram submetidas a extragdo de DNA e subsequente
pesquisa da mutagdo JAK2V617F, realizada por PCR convencional baseada no sistema ARMS. Para
os pacientes selecionados, foram disponibilizados os dados referentes ao perfil demografico (idade e
sexo) e perfil hematologico (dados do hemograma). A analise dos dados foi realizada através da
classificag@o dos pacientes em dois grupos: positivos para mutacdo JAK2V617F (JP) e negativos para
a mutacao (JN) e os dados demogréaficos e hematoldgicos de ambos os grupos foram comparados
utilizando o programa SPSS, versdo 20. Foram considerados estatisticamente significativos os
resultados de p <0.05. A frequéncia de casos com trombocitose em pacientes ambulatoriais foi de
1.0%. Dos pacientes selecionados para o estudo, verificou-se a presenca da mutacdo JAK2V617F em
7.7% dos casos. Os pacientes positivos para a mutacdo apresentaram idade (p = 0.039), contagens de
plaquetas (p < 0.001) e eritrécitos (p < 0.0001) e niveis de hematdcrito (p < 0.0001) e hemoglobina (p
< 0.0001) significativamente superiores ao grupo negativo para a mutacao. A presenca da mutacdo ndo
foi mais frequente em um dos géneros. Quanto ao perfil hematol6gico do grupo JP, 35% dos pacientes
apresentaram eritrocitose e 45% leucocitose combinadas com a trombocitose. O aumento das trés
linhagens celulares foi verificado em 20% e a trombocitose isolada em 15% dos pacientes deste grupo.
A presenca da mutagdo JAK2V617F foi um achado significativo dentro da amostragem ambulatorial,
utilizada para este estudo. Sua positividade esteve associada de forma significativa a alteracbes
especificas no perfil hematologico destes pacientes, como aumento da massa eritrocitaria e dos niveis
de hemoglobina e hematdcrito. Nestes casos, a utilizacao da pesquisa desta mutagdo como exame de
triagem diagnostica para NMP apresenta relevancia e auxilia o diagnéstico precoce destas
malignidades.

Palavras-chave: Plaguetas. Neoplasia Mieloproliferativa. Ambulatorial. Triagem molecular.



ABSTRACT

FREQUENCY OF JANUS KINASE 2 V617F MUTATION IN OUTPATIENTS WITH
THROMBOCYTOSIS IN SANTA MARIA, BRAZIL

AUTHOR: Carine Meinerz
ADVISOR: Prof. Dr. José Edson Paz da Silva

Myeloproliferative neoplasms (MPN) are unique hematopoietic stem-cell disorders, resulting in an
increased proliferation of single or multilineage mature hematopoietic cells. JAK2V617F mutation is a
diagnostic criterion for MPN, indicated in cases of erythrocytosis or thrombocytosis with undetermined
causes. This study aims to characterize the cases of outpatients with thrombocytosis, regarding their
hematological profile and the presence of JAK2V617F mutation. We selected 260 outpatients attended
in a private clinical laboratory in Santa Maria, RS, for a blood count exam, within a 9-month period.
These patients were older than 18 years and their platelet counts results = 450.000 /mma. Data regarding
demographic profile (sex and age) and hematological profile (blood count parameters) were made
available. Their blood samples were submitted to DNA extraction and JAK2V617F mutation detection
by ARMS system. Statistical analysis was performed by classifying patients into two groups: positive for
JAK2V617F mutation (JP group) and negative for the mutation (JN group). Demographic and
hematological data from both groups were compared using SPSS program, version 20. Results of
p<0.05 were considered statistically significant. Thrombocytosis was present in 1.0% of outpatients. Of
these, 7.7% were positive for JAK2V617F mutation. Patients of the JP group had age (p = 0.039),
platelet (p <0.001) and erythrocytes (p <0.0001) counts and hematocrit (p <0.0001) and hemoglobin (p
<0.0001) levels significantly higher than JN. There was no difference in the frequency of the mutation
among gender. The hematological profile of JP group showed combined erythrocytosis and leukocytosis
in 35% and 45% of patients, respectively. Trilineage cellular hyperplasia was present in 20% and
isolated thrombocytosis in 15% of patients in this group. The presence of JAK2V617 in Brazilian
outpatients with thrombocytosis was substantial. Its presence was significantly associated with specific
changes in the hematological profile of these patients, such as increased erythrocyte mass and
hemoglobin and hematocrit levels. In these cases, the use of this mutation as a screening test for MPN
is relevant and might help the early diagnosis of these malignancies.

Keywords: Platelets. Myeloproliferative neoplasm. Ambulatory. Molecular screening.
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CALR Calreticulina

CPL Célula Progenitora Linfoide
CPM Célula Progenitora Mieloide
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CTH-CP  Célula-tronco Hematopoietica de Curto Prazo
CTH-LP  Célula-tronco Hematopoietica de Longo Prazo

ET Essential Thrombocythemia

FERM Four-point-one Ezrin Radixin Moesin
JAK2 Janus Kinase 2

LMC Leucemia Mieloide Cronica

MO Medula 6ssea

MPL Myeloproliferative Leukemia Virus
MPN Myeloproliferative Neoplasm

OMS Organizacao Mundial da Saude
PEM Precursor Eritroide-megacariocitico
PGM Precursor Granulocitico-monocitico
Ph Philadelphia

PIAS Protein Inhibitors of Activated STAT
PMF Mielofibrose Primaria

PMM Progenitor Multipotente

PV Policitemia Vera

SH2 Src homology binding domains 2
SMD Sindrome Mielodisplasica

SOCS Suppressors of Cytokine Signaling

STAT Signal Transducer and Activator of Transcription
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1. INTRODUGCAO

A trombocitose corresponde a produgdo exacerbada de plaquetas pelo
organismo e geralmente € um achado acidental em exames de rotina (SCHAFER,
2004). Sua principal causa é secundaria a um processo reativo. Entretanto, quando
persistente, esta alteracdo requer avaliacdo para diagnoéstico diferencial para a
trombocitose essencial (ET, do inglés, essential thrombocythemia) e consequente
acompanhamento clinico (TEFFERI; BARBUI, 2015a; TEFFERI; PARDANANI, 2015).

As neoplasias mieloproliferativas (NMPs) Philadelphia negativas (policitemia
vera, trombocitose essencial e mielofibrose primaria) sdo desordens das células
tronco hematopoiéticas que compartilham mutagcdes e levam a ativacéo, de forma
constitutiva, das etapas fisioldgicas de transducao dos sinais celulares responsaveis
pela hematopoiese (SPIVAK, 2017). Como consequéncia, ocorre uma producgao
excessiva de células sanguineas diferenciadas e completamente funcionais, podendo
ser em uma ou em multiplas linhagens (VAINCHENKER; KRALOVICS, 2017).

O acumulo destas células maduras no sangue periférico, por muito tempo, foi
considerado como uma alteracdo sanguinea benigna, comumente encontrada de
forma aleatéria em amostras de pacientes muitas vezes assintomaticos. A descoberta,
em 2005, da mutacdo JAK2V617F deu inicio a uma nova era na compreensao das
NMPs Philadelphia negativas (PASSAMONTI; RUMI, 2009).

A partir de entdo, diversas mutacdes ja foram descritas para estas doencas,
resultando na inclusao, a partir de 2008, pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS),
da pesquisa de marcadores clonais como critério diagnostico para estas patologias.
As mutacgdes inclusas nesses critérios ocorrem nos genes JAK2 (JAK2V617F), CALR
e MPL, sendo suas frequéncias em pacientes com trombocitose essencial e
mielofibrose priméaria (PMF, do inglés, primary myelofibrosis) correspondentes a 60%,
20 — 25% e 3 — 7%, respectivamente. Aproximadamente 95% dos pacientes com
policitemia vera (PV) apresenta a mutacdo JAK2V617F (TEFFERI; BARBUI, 2015a,
2015b; TEFFERI; PARDANANI, 2015). Uma vez que a expressdo das mutacdes
ocorre geralmente de forma Unica e exclusiva a triagem molecular deve iniciar pela
pesquisa da mutacdo JAK2V617F, seguida pelas mutacdes nos genes CALR e MPL,
conforme resultados negativos forem obtidos. Aproximadamente 10% a 15% dos

pacientes com ET ou PMF n&o expressam nenhuma das trés mutacdes e sdo citados
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como “triplo negativos” (PASSAMONTI; MAFFIOLI, 2016; TEFFERI; BARBUI, 2015a,
2015b; TEFFERI; PARDANANI, 2015).

Com base em sua sensibilidade para a deteccdo de neoplasias
mieloproliferativas, a investigacdo de mutacdes no gene JAK2 é recomendada em
casos de eritrocitose ou trombocitose sem causa determinada (PASSAMONTI;
MAFFIOLI, 2016). A presenca isolada da mutacdo JAK2V617F em pacientes com
trombocitose, entretanto, ndo possibilita seu diagnostico diferencial, uma vez que esta
ocorre nas trés NMPs Philadelphia negativas. Como uma unica mutacéo pode resultar
em tamanha diversidade fenotipica € um questionamento ainda a ser elucidado.
Entretanto, diversas linhas de evidéncias sugerem que a carga alélica mutante leva a
modulacdo de seu fendtipo clinico (OH; GOTLIB, 2010). Aléem de compartilhar a
mesma mutacao, as NMP Philadelphia negativas também se assemelham nas suas
caracteristicas morfoldgicas, sinais clinicos e sintomas. Isso gera questionamentos
guanto ao uso de trés diagndsticos distintos para estas neoplasias, sugerindo-se que
as mesmas possam ser interpretadas como etapas distintas de uma mesma doenca
(KOOPMANS; VAN MARION; SCHOUTEN, 2012; MONTE-MOR; COSTA, 2008).

Os dados relacionados a frequéncia da mutacdo JAK2V617F geralmente sao
referentes a estudos realizados no ambito hospitalar, quando o paciente, por
apresentar sintomas clinicos ou alteracdes laboratoriais, ja estda em processo de
investigacdo diagnéstica. Entretanto, quando se trata de saude, € senso comum que
um diagndstico precoce interfere positivamente no seu progndéstico. Neste contexto se
insere este estudo, que avalia a frequéncia da mutacdo JAK2V617F em pacientes
ambulatoriais e contribuird gerando informacdes relevantes relacionadas a sua
aplicacdo como teste de triagem diagndstica em pacientes com alteragdes de carater

mieloproliferativo em exames laboratoriais de rotina.
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1.1. OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo geral

Caracterizar os casos de trombocitose de pacientes ambulatoriais quanto ao

seu perfil hematolégico e a presenca da mutacdo JAK2V617F.

1.1.2. Objetivos especificos

e Identificar a frequéncia de casos de trombocitose em pacientes
ambulatoriais de um laboratério privado da cidade de Santa Maria, RS,
Brasil;

e |dentificar a frequéncia da mutagdo JAK2V617F nos individuos com
trombocitose;

e Correlacionar a presenca da mutagdo com o perfil hematoldgico (contagens
de leucdcitos, hemacias e plaquetas, e niveis de hematdcrito e

hemoglobina) e demografico (sexo e idade) dos individuos avaliados.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. HEMATOPOESE

A hematopoese € o0 processo ordenado e continuo pelo qual células tronco
hematopoiéticas (CTH) da medula 6ssea dao origem as células maduras que irdo
povoar os sistemas sanguineo e linfatico. Por defini¢do, trata-se de um processo
clonal, ja que é originado a partir de uma Unica célula pluripotente (SPIVAK, 2010).

As CTHs sao organizadas hierarquicamente em células de longo prazo (CTH-
LP) e de curto prazo (CTH-CP) conforme sua capacidade de autorrenovacao e
repopulacdo medular. As CTH-LP sdo células de renovacdo permanente,
proliferando-se ao longo da vida do organismo, podendo se autorrenovar em longo
prazo e regenerar todos os tipos de células do sangue. Estas células sdo mantidas
em estado de quiescéncia na medula 6ssea. Quando estimuladas, diferenciam-se em
CTH-CP, células com capacidade de renovacéo rapida, porém limitada, responsaveis
pela manutencdo didria da hematopoese através da diferenciagdo em células
progenitoras multipotentes, que vao dar origem aos progenitores comuns das
linhagens mieloide e linfoide (conforme representacdo esquematica da figura 1). A
progénie originaria das CTHs progressivamente perde sua capacidade de renovacao
e gradualmente se torna mais restrita a uma linhagem (DA SILVA JUNIOR; ODONGO;
DULLEY, 2009; KOOPMANS; VAN MARION; SCHOUTEN, 2012; SPIVAK, 2017).

O nicho hematopoiético na medula 6ssea auxilia na regulacdo da capacidade
de autorrenovacéo e diferenciacdo das CTHs, seja na manutencdo do seu estado
quiescente ou na proliferacdo em células progenitoras e diferenciagdo em células
sanguineas maduras (KOOPMANS; VAN MARION; SCHOUTEN, 2012).

Desordens na proliferacdo das CTHs podem ocasionar hiperplasia da medula
0ssea, resultando em acumulo de células maduras da linhagem eritroide, mieloide e
megacariocitica (trombocitose) (SCHAFER, 2001).

2.2. TROMBOCITOSE

A trombocitose corresponde a produgdo exacerbada de plaquetas pelo

organismo, em decorréncia de uma variedade de condi¢des clinicas, tanto agudas
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cronicas (KRISHNEGOWDA; RAJASHEKARAIAH, 2015). Usualmente, sua

descoberta ocorre como um achado acidental em exames de rotina.

Figura 1 - Representacéo esquematica da diferenciacéo das células tronco
hematopoiéticas

B PEM

— CPM —

CTH-LP

¥ -Pl PGM

CTH-CP

PR

L CPL I

Ceélula Natural
Killer

Fonte: Adaptacédo de Koopmans et al (2012).

Legenda: CTH-LP — Célula tronco hematopoiética de longo prazo; CTH-CP — Célula tronco
hematopoiética de curto prazo; PMM — Progenitor multipotente; CPM — Célula progenitora mieloide;
CPL — célula progenitora linfoide; PEM — Precursor eritroide-megacariocitico, PGM — Precursor
granulocitico-monocitico
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As principais causas de trombocitose sdo enquadradas como: trombocitose
reativa (ou secundaria), decorrente de um processo reativo, cujas causas podem ser:
infeccdes, lesdes tissulares, neoplasias malignas, inflamacgédo crénica, hemdlise,
farmacos, anemia por deficiéncia de ferro, esplenectomia, etc; e trombocitose néo
reativa (clonal), na qual se enquadra a trombocitose essencial e outras doencas
mieloproliferativas especificas (BITTENCOURT et al., 2010; CHAUFFAILLE, 2010;
SCHAFER, 2001).

A trombocitose reativa geralmente € a causa mais frequente de trombocitose
na pratica clinica. Entretanto, a persisténcia de contagens aumentadas para plaquetas
no sangue periférico requer avaliacdo para diagnéstico diferencial para ET e
consequente acompanhamento clinico (TEFFERI; BARBUI, 2015a; TEFFERI,
PARDANANI, 2015).

A ET é classificada como uma neoplasia mieloproliferativa cromossomo
Philadelphia (Ph) negativa. Caracteriza-se por hiperproliferacdo megacariocitica com
consequente trombocitose periférica, favorecendo fenbmenos trombo-hemorragicos
(TEFFERI; BARBUI, 2015b; TEFFERI; VARDIMAN, 2008; VANNUCCHI;
GUGLIELMELLI; TEFFERI, 2009).

2.3. NEOPLASIAS MIELOPROLIFERATIVAS

As NMPs sédo doencas clonais das CTHs, caracterizadas pela proliferacédo
clonal das células tronco e progenitoras, causando um aumento de células maduras
de uma ou mais linhagens celulares (SAEIDI, 2016; SKODA; DUEK; GRISOUARD,
2015; VAINCHENKER; KRALOVICS, 2017). Sdo doencas com curso de vida longo,
geralmente medido em décadas.

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) definiu em 2001, com revisdes em
2008 e 2016, critérios para classificacdo de tumores dos tecidos hematopoiéticos e
linfoides. Com isso, a partir de 2008, as NMPs passaram a ser divididas em NMPs
classicas cromossomo Philadelphia positivas (leucemia mieloide crénica) e NMPs
classicas cromossomo Philadelphia negativas, incluindo neste grupo, entdo, a
trombocitose essencial, a policitemia vera e a mielofibrose primaria (BARBUI et al.,
2018; KOOPMANS; VAN MARION; SCHOUTEN, 2012).
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2.3.1. Policitemia Vera

A PV é a NMP mais comum e a Unica caracterizada pelo aumento da massa
eritroide. Este pode estar associado, ou ndo, a hiperplasia variavel nas linhagens
megacariocitica e granulocitica (SAEIDI, 2016; SPIVAK, 2018; VAINCHENKER;
KRALOVICS, 2017). Esta doenca foi inicialmente descrita em 1892 e sua incidéncia
€ de 2.5-10/100.000 individuos (SPIVAK, 2018). Suas principais complicacdes séo:
eritrocitose, prurido, dor ocular, isquemias transientes, trombose arterial e venosa,
hemorragia, leucocitose, hiperuricemia e esplenomegalia (SPIVAK, 2018). Em alguns
pacientes, pode ocorrer transformacdo para faléncia medular, mielofibrose ou
leucemia aguda (SPIVAK, 2017).

2.3.2. Trombocitose Essencial

A ET é caracterizada por proliferacdo de megacariécitos na medula 6ssea,
levando ao aumento isolado e persistente de plaguetas circulantes (ZAGO, 2004;
OLIVEIRA, 2010; KRISHNEGOWDA; RAJASHEKARAIAH, 2015). Suas principais
complicagbes sao: isquemias transientes, dor ocular, doenca de von Willebrand
adquirida e, em raros casos, trombose arterial e venosa e transformacao para faléncia
medular, mielofibrose ou leucemia aguda. Uma vez que a trombocitose isolada pode
ser a principal manifestacdo na PV e na PMF, o seu diagndstico é considerado como
de excluséo para as demais NMP (SPIVAK, 2017).

2.3.3. Mielofibrose Priméaria

A PMF é a NMP menos comum, mas a mais agressiva. Caracteriza-se pela
presenca de fibrose medular e pela expansdo mieloproliferativa extramedular,
principalmente para o baco (SPIVAK, 2017; VAINCHENKER; KRALOVICS, 2017). Os
pacientes podem apresentar aumento nas células CD34+ circulantes, anemia e
contagens variaveis de leucécitos e plaquetas circulantes. A doenca progride para
faléncia medular, faléncia de 6rgéos e transformacéo para leucemia aguda (SPIVAK,
2017).
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Apesar de diferirem clinicamente nas suas apresentacdes classicas, o
estabelecimento de um diagnostico diferencial entre as NMPs pode ser muito
desafiador. Em muitos casos, observa-se uma continuidade e progresséo entre estas
doencas, e sua permutabilidade fenotipica permite que a sua avaliacdo como
distirbios separados seja questionada (SPIVAK, 2018; VAINCHENKER,;
KRALOVICS, 2017). Os critérios diagnosticos definidos e periodicamente revisados

pela OMS visam facilitar e padronizar a detec¢do destas neoplasias.

2.4. CRITERIOS DIAGNOSTICOS PARA AS NEOPLASIAS
MIELOPROLIFERATIVAS

A partir de 2008, a classificacdo das NMPs pela OMS passou a ser realizada
baseada em trés parametros: caracteristicas clinicas, morfologia da medula 6ssea e
dados genéticos (PASSAMONTI; MAFFIOLI, 2016).

As principais alteragfes realizadas na revisdo destes critérios, realizada em
2016, incluem a diminuicdo dos limites de hemoglobina e hematdcrito para o
diagnéstico de PV, tanto para homens quanto para mulheres; a inclusao da morfologia
da medula 6ssea como um critério principal para diagndstico tanto de PV quanto de
ET; e a inclusdo da mutacdo no gene CALR como uma das mutac¢des driver para a
ET (TEFFERI; BARBUI, 2017).

A tabela 1 compreende os critérios diagndsticos para as neoplasias
mieloproliferativas Philadelphia negativas, conforme a ultima revisdo realizada pela
OMS em 2016. Os critérios sao divididos em principais e secundarios, e a correta
interpretacdo destes deve ser realizada conforme as seguintes orientacdes (BARBUI
etal., 2016):

a) para diagnostico de PV: paciente deve apresentar o0s trés critérios
principais ou os dois primeiros critérios principais associados a um critério
secundario;

b) para diagnostico de ET: paciente deve apresentar os quatro critérios
principais ou os trés primeiros critérios principais associados a um critério
secundério;

c) para diagndéstico de PMF pré-fibrética: paciente deve apresentar os trés

critérios principais associado a pelo menos um dos critérios secundarios;
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d) para diagnéstico de PMF classica: paciente deve apresentar os trés

critérios principais associados a pelo menos um dos critérios secundarios.

Tabela 1 — Critérios diagnosticos para neoplasias mieloproliferativas Philadelphia
negativas revisado pela OMS em 2016

Mielofibrose Primaria

Policitemia Vera Trombocitose Essencial L L.
pre fibrética classica
Hemoglobina>16.5 g/dL Proliferagao
(homens) megacariocitica e atipia, Proliferacio
Hemoglobina>16 g/dL sem fibrose de ¢

megacariocitica e atipia

reticulina>grau 1,
acompanhada por

(mulheres) ou Contagem de plaquetas

1 Hematécrito>49% ~450x10° /L acompanhada pelo fibrose tanto de reticulina
(homens) = aumento da celularidade .
Hematécrito>48% da MO, proliferagao quanto de colageno
- (grau 2 ou 3)
(mulheres) ou Aumento granulocitica e eventual
na massa eritroide diminugédo da eritropoese
MO com proliferagéo
MO com megacariocitica de
hipercelularidade e morfologia madura e N&o apresentar os N&o apresentar os
mieloproliferagdo das grande. Auséncia de critérios diagnosticos critérios diagnosticos
Critérios 2 trés linhagens celulares desvio a esquerda na para LMC, PV, ET e para LMC, PV, ET e
principais com megacarioécitos  granulopoese neutrofilica SMD ou outra neoplasia SMD ou outra neoplasia
maduros pleomorficos ou eritropoese e mieloide mieloide

(diferengas no tamanho) pequeno aumento nas
fibras de reticulina

Presenga das mutagdes
em JAK2, CALR ou Presenca das mutacdes

Nao apresentar os MPL. Na auséncia em JAK2, CALR ou MPL
= critérios diagnosticos dessas mutagoes, ou presenga de outro
3 Presenca da mutagdo para LMC, PV, PMF e presencga de outro marcador clonal ou
em JAK2 A A
SMD ou outras marcador clonal ou auséncia de evidéncia
neoplasias mieloides auséncia de fibrose para fibrose medular
reticulinica reativa reacional
medular
4 Presenca das mutagdes
em JAK2, CALR ou MPL
Presenca de marcadores
Eritropoetina sérica com clonais (como cariétipo Presenca de uma ou Presenga de uma ou
1 valores abaixo do valor anormal) ou auséncia de mais das seguintes mais das seguintes
de referéncia evidéncia para condi¢des clinicas: condicdes clinicas:
trombocitose reativa
* Anemia nao atribuida a * Anemia nao atribuida a
Critérios uma comorbidade uma comorbidade
secundarios * Esplenomegalia * Esplenomegalia
palpavel palpavel

* Leucocitose = 11x10°/L * Leucocitose = 11x10°%/L

* Dosagem elevada de  * Dosagem elevada de
DHL DHL
* Leucoeritroblastose

Fonte: Adaptacdo de Barbui et al (2016).
Legenda: MO — medula 6ssea; LMC — leucemia mieloide crdnica; PV — Policitemia Vera; PMF —
mielofibrose primaria; SMD — sindrome mielodisplasica; ET — trombocitose essencial
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A andlise da morfologia da medula éssea, apesar de questionada, mantem-se
como indispensavel no diagndstico diferencial de algumas situacdes especificas, em
gue a andlise mutacional isolada néo € suficiente para diagndstico. Um exemplo € a
presenca da mutacdo JAK2, que, isolada, ndo possibilita a diferenciacdo entre
policitemia vera, trombocitose essencial ou mielofibrose primaria (BARBUI et al., 2015;
TEFFERI et al., 2014).

Mesmo com critérios bem definidos, o diagndstico das NMPs segue sendo
bastante desafiador, seja pela similaridade com as formas reativas caracterizadas
pelo aumento das contagens de células sanguineas maduras no sangue periférico,
seja pela sobreposicdo fenotipica entre as proprias NMPs. Os marcadores
moleculares buscam facilitar o diagndstico dessas neoplasias, uma vez que a
descoberta de pelo menos uma das mutacdes driver isolada estabelece a presenca
de uma doenca clonal, excluindo a possibilidade de tratar-se de uma doenca
reacional. Entretanto, as mutac¢des pouco contribuem para o diagnéstico diferencial
entre as NMP (VANNUCCHI; GUGLIELMELLI; TEFFERI, 2009).

2.5. MUTACOES NAS NEOPLASIAS MIELOPROLIFERATIVAS

Desde 2005, mais de 20 mutacBes somaticas foram descritas nas neoplasias
mieloproliferativas (BARBUI et al., 2015).

A primeira mutacédo descrita, e também a mais frequente, ocorre no éxon 14 do
gene JAK2 (localizado no cromossomo 9p24), pela troca de uma guanina por uma
timina, que resulta na proteina funcional mutada, p.Val617Phe, ou seja, uma valina €
substituida por uma fenilalanina na posi¢cdo 617. Esta mutacdo é conhecida como
JAK2V617F e estd associada a um fenotipo mieloproliferativo, tendo como
consequéncia a hiperativacdo da proteina JAK2 nas células mutadas
(VAINCHENKER; KRALOVICS, 2017). A frequéncia mutacional JAK2V617F é
estimada em 70% nas NMPs: 95% na PV e 50-60% na ET e na PMF (BARBUI et al.,
2015; TEFFERI; PARDANANI, 2015). Subsequente a descoberta da JAK2V617F,
outras mutacdes em JAK2 foram descobertas, como a mutacdo no éxon 12, por
exemplo, com incidéncia muito inferior (CAZZOLA; KRALOVICS, 2016; PARDANANI

et al.,, 2007). As mutagbes em JAK2 nado estdo presentes na populacdo controle
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normal e em pacientes com eritrocitose ou trombocitose nédo clonal (BARBUI et al.,
2015).

A segunda mutag&o mais frequente nas neoplasias mieloproliferativas envolve
0 gene CALR, localizado no cromossomo 19p13.2., contendo 9 éxons. Este gene
codifica uma proteina, a calreticulina, que € uma chaperona ligante de calcio, de
localizacéo luminal no reticulo endoplasmatico, sendo altamente conservada entre
espécies. Todas as mutacbes deste gene sdo inser¢cdes ou dele¢bes (indels),
resultando em uma mutacéo frameshift, que remove a regido KDEL do gene e resulta
no dominio terminal C com carga positiva (CAZZOLA; KRALOVICS, 2016; NANGALIA
et al.,, 2013; PASSAMONTI; MAFFIOLI, 2016). A mutagcdo mais frequente &€ uma
delecdo de 52 pb, que tem inicio no aminoé&cido leucina, na posi¢cdo 367. Como
resultado, ocorre uma troca na fase de leitura que resulta em um cédon de parada,
gue ocorre 46 aminoacidos apods a delecéo. A delecdo de 52 pb é chamada de variante
tipo 1, encontrada com mais frequéncia na mielofibrose. A segunda alteracdo mais
frequente no gene CALR é uma insercao de 5 pb (TTGTC) com inicio no aminoacido
lisina, na posi¢céo 385. Esta inser¢do resulta em troca da fase de leitura que resulta
num codon de parada a 47 aminoacidos ap0s a insercao e é denominada variante tipo
2, mais comumente observada na trombocitose essencial (NANGALIA et al., 2013; DA
SILVA, 2014; PASSAMONTI; MAFFIOLI, 2016). Com excecédo de casos isolados, as
mutacbes nesse gene estdo ausentes na PV, enquanto sua frequéncia esteja
estimada em 20-25% na ET e na PMF. Portanto, as mutacées em CALR parecem ser
relativamente especificas a estas doencas (BARBUI et al., 2015; CAZZOLA;
KRALOVICS, 2016; PASSAMONTI; MAFFIOLI, 2016).

A avaliacdo das mutacbes em CALR foram inseridas na revisdo dos critérios
da OMS para neoplasias mieloproliferativas de 2016 e deve ser realizada em todos
0S pacientes negativos para mutacao JAK2V617F (PASSAMONTI; MAFFIOLI, 2016).

A terceira mutacao envolve o receptor de trombopoietina, MPL, e € a mutacéo
menos frequente nas NMPs, ocorrendo em 3 a 8% dos pacientes com ET ou PMF
(BARBUI et al., 2015; SKODA; DUEK; GRISOUARD, 2015; TEFFERI; PARDANANI,
2015). O MPL é um receptor tipo 1 exclusivo de citocinas hematopoiéticas, porque &
0 Unico expresso em células tronco hematopoiéticas. As mutacdes somaticas do MPL
ocorrem com mais frequéncia no éxon 10 e resultam na troca de um triptofano por
leucina ou lisina ou, menos frequentemente, por arginina ou alanina no aminoacido
515 (MPLW515L/K ou W515R/A) no dominio da justamembrana. Elas forcam uma
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alteracdo na conformagéo do receptor, resultando na manutengédo deste ativado
mesmo na auséncia de ligacdo com trombopoietina (SKODA; DUEK; GRISOUARD,
2015; SPIVAK, 2017).

As mutacdes em JAK2, CALR e MPL sédo normalmente exclusivas, embora sua
ocorréncia concomitante ja tenha sido reportada, provavelmente resultante de clones
mutantes concorrentes (BARBUI et al., 2015).

Analisadas de forma conjunta, aproximadamente 99% dos pacientes com
policitemia vera devem possuir uma das muta¢cdes em JAK2, enquanto 80-90% dos
pacientes com trombocitose essencial ou mielofibrose primaria possuirdo uma das
trés mutacdes driver para neoplasias mieloproliferativas (BARBUI et al., 2015).

Aproximadamente 10% a 15% dos pacientes com ET ou PMF néo expressam
nenhuma das trés mutacdes e sado citados como “triplo negativos” (PASSAMONTI;
MAFFIOLI, 2016; TEFFERI; BARBUI, 2015a, 2015b; TEFFERI; PARDANANI, 2015).

Na rotina laboratorial, uma abordagem mais pratica para o diagnéstico das
neoplasias mieloproliferativas € requerida e discutida. Esta abordagem envolve a
utilizacdo dos marcadores clonais (JAK2V617F, MPL e CALR) para a triagem destas
doencas, utilizando a avaliacdo da medula 6ssea para diagnodstico diferencial
(TEFFERI; BARBUI, 2015a, 2015b). Neste contexto, ha diversos autores
desenvolvendo algoritmos diagndsticos, cujo ponto de partida passa a ser a pesquisa
das mutacgdes. A figura 2 elucida um modelo de algoritmo diagndstico que inicia com
a pesquisa da mutacao JAK2V617F no sangue periférico.

De forma sintetizada, define-se que as mutacdes driver nas NMPs Philadelphia
negativas interferem na regulacdo da proliferacdo celular. Estudos mostram que o
ponto central da sua patogénese ocorra pelo descontrole na ativacado da via JAK-
STAT (OH; GOTLIB, 2010).

2.6. VIAJAK-STAT

As quinases sao importantes na regulacdo da maioria das etapas celulares,
especialmente naquelas envolvidas na transducdo de sinais. As proteinas tirosina
guinases (PTKs) sdo um subgrupo dessas proteinas e tem a capacidade de transferir
um grupamento fosfato para um residuo especifico de tirosina de seus substratos
proteicos. A Janus Kinase é uma familia de tirosino quinases que atua fosforilando as

proteinas transdutoras de sinais e ativadoras de transcricdo (STATSs - do inglés, signal
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transducer and activator of transcription), que sao fatores de transcricdo da via JAK-
STAT (SAEIDI, 2016).

Figura 2 — Modelo de algoritmo diagndstico para neoplasias mieloproliferativas
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Fonte: Adaptacédo de Tefferi e Barbui (2017).

ou presenca de del(13q)
3 - Outras malignidades
mieloides estdo excluidas

Avia JAK-STAT é um mecanismo celular que permite a transducéo intracelular

de sinais através de fatores de crescimento e receptores de citocinas. Este

mecanismo regula a proliferacéo, diferenciacdo, migracéo, apoptose e sobrevivéncia

celular. A ativacdo desta via esta ligada a patogénese das NMPs (SAEIDI, 2016).
Todos os membros da familia JAK (JAK1, JAK2, JAK3 e Tyk2) compartilham

uma sequéncia semelhante que consiste em sete dominios homélogos (JH1 a 7). Os

dominios JH1 e JH2 representam os dominios quinase e pseudoquinase, que séo

adjacentes. Os dominios JH3 a JH7 correspondem aos dominios SH2 e FERM

(GABLER; BEHRMANN; HAAN, 2013). A figura 3 traz uma representacdo da JAK2 e
seus dominios homoélogos.

O dominio pseudoquinase da JAK2 possui duas funcgdes: inibir o dominio

quinase e promover
KRALOVICS, 2017).

a ativacdo dependente de citocina (VAINCHENKER,;
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Figura 3 -Representacédo de JAK2 e seus dominios homélogos

1 JH7 JHE Jhk JH4 | 1JH3 JH2 JH1 1131

FERM SH2 Pseudoquinase Quinase

Fonte: Adaptacdo MORGAN; GILLILAND, 2008.

Os dominios FERM e SH2 séo responsaveis pela ligacdo néo covalente das
JAKs as porcdes intracelulares dos receptores de citocina. Assim, a familia de
quinases JAK pode ser considerada a parte catalitica da familia de receptores
hematopoiéticos de citocina, ja que sado constitutivamente ligados intracelularmente a
estes receptores. As proteinas sdo mantidas na forma inativa enquanto nao houver
ligagdo entre citocina e receptor (GABLER; BEHRMANN; HAAN, 2013;
VAINCHENKER; KRALOVICS, 2017).

A ligacdo de citocinas (como eritropoietina, trombopoietina ou interleucinas)
aos receptores induz a alteracdes na conformacéo destes e a consequente ativacao
e fosforilacdo das JAKs (VAINCHENKER; KRALOVICS, 2017). As proteinas STAT,
presentes no citoplasma de forma inativa, constituem os primeiros alvos de
fosforilacdo das JAKs ativadas. As STATs fosforiladas organizam-se em dimeros e
translocam-se para o nucleo celular, resultando na expressao génica, proliferacéo e
diferenciacdo dos progenitores mieloides (SAEIDI, 2016; SKODA; DUEK;
GRISOUARD, 2015). A maior parte das STATs podem ser ativadas pela JAK2, em
particular Stat5a, Stat5b, Stat3 e Statl (SKODA; DUEK; GRISOUARD, 2015).

A mutacdo V617F ativa a JAK2 por um mecanismo ainda nao totalmente
compreendido, mas que inicia com a mudanca conformacional no dominio
pseudoquinase, causando a perda das suas propriedades auto inibitorias e resultando
no aumento da atividade da JAK2 e no consequente crescimento das linhagens
celulares independente da ligagéo das citocinas aos seus receptores (SAEIDI, 2016;
VAINCHENKER; KRALOVICS, 2017).
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A regulacdo da sinalizacdo de JAK (Figura 4) é controlada por diversos
mecanismos, com o objetivo de prevenir uma sinalizacdo excessiva ou uma ativacao
descontrolada, que levaria a desordens autoimunes ou transformagdes malignas. Os
mecanismos para controle da sinalizacdo desencadeada pela citocina incluem a
defosforilacdo direta pelas tirosina fosfatases citossoélicas (SHP-1), inibicdo através
da ligacdo direta na JAK por proteinas supressoras da sinalizacdo de citocinas
(SOCS), e atividade das proteinas inibidoras das STAT ativadas (PIAS) (MORGAN;
GILLILAND, 2008).

Figura 4 - Ativacao da via JAK-STAT e seus mecanismos de controle

Nudeus

Fonte: MORGAN; GILLILAND, 2008.

Legenda: JAK2 — proteina Janus Kinase 2; STAT5 — proteina transdutora de sinais e ativadora de
transcricdo 5; PIAS - proteinas inibidoras das STAT ativadas; SOCS — proteinas supressoras da
sinalizacao de citocinas

2.7. PAPEL DA MUTACAO JAK2V617F NA PATOGENESE DAS NMPS

Uma questdo que ainda esta sob esclarecimento referente a mutacdo
JAK2V617F é o fato de uma unica mutacéao resultar em trés doencas com diversidade
fenotipica. Algumas hipoteses explicam esse fenbmeno, como a influéncia da carga
alélica, isto é, a razdo entre os genes mutantes e os wild type em células
hematopoiéticas, na determinagdo do fenétipo da doenca. Estudos mostram que
baixos indices de JAK2V617F induzem a um fenotipo mais favoravel para ET, com

predominio de trombocitose; enquanto niveis elevados de alelos mutantes levam a
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um fendtipo mais favoravel para PV. Outra hipdtese defende a existéncia de uma fase
pre-JAK2 em que mutacBes somaticas adicionais ou alelos predisponentes herdados
estabeleceriam uma hematopoiese clonal antes da aquisi¢éo de JAK2V617F. Assim,
as outras mutacdes determinariam o fenotipo da doenca diretamente ou em
cooperacao com as mutagdes em JAK2 (OH; GOTLIB, 2010; PASSAMONTI; RUMI,
2009).

A presenca da mutacdo ou sua carga alélica aumentada nao parece afetar,
entretanto, a sobrevida ou a transformacéo leucémica em pacientes com PV ou ET.
Em pacientes com trombocitose essencial, a presenca da mutacao tem sido associada
com aumento no risco de trombose arterial e risco diminuido de transformacéo para
mielofibrose. Em pacientes com PV, a carga alélica muito elevada tem sido associada
com presenca de prurido e transformacao fibrotica. Em geral, a presenca da mutagao
estd associada a idade mais avancada, niveis mais elevados de hemoglobina,
leucocitose e contagem mais baixas de plaquetas (TEFFERI; BARBUI, 2017).

A determinacdo da carga alélica tem forte relacdo com a zigose da mutacédo. A
homozigose leva a um aumento na expressao de proteinas mutadas e elimina a
competicdo com as proteinas ndo mutadas (wild type). Sabe-se que aproximadamente
25% dos pacientes com PV sdo homozig6ticos para mutacdo JAK2V617F e a maioria
dos pacientes com ET (93 — 100%) sao heterizigéticos ou wild type. Assim, acredita-
se que a expressao de JAK2V617F em altos niveis levaria a um fenétipo eritroide,
guando sua expressdo em baixos niveis levaria a um fendtipo megacariocitico
(MORGAN; GILLILAND, 2008).

Esta caracteristica reforca, ainda, a hipétese de que PV, ET e PMF poderiam
ser interpretadas como etapas diferentes de uma mesma doencga, cujo processo daria
inicio pela mutacédo V617F em heterozigose, que acarretaria ET, que progrediria para
PV e MF através de eventos que aumentariam a atividade quinase. Este modelo seria
compativel com o padrao geral de evolucéao clinica, severidade e prevaléncia das trés
doencas (MONTE-MOR; COSTA, 2008).
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Na sequéncia, sera apresentado o artigo elaborado a partir dos resultados
obtidos neste estudo, intitulado Frequency of JAK2V617F mutation in Brazilian
outpatients with thrombocytosis. Este artigo compreende os dados referentes a
metodologia, resultados, discussao e conclusédo do estudo e sera submetido a revista
Platelets.
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Frequency of JAK2V617F mutation in Brazilian outpatients with

thrombocytosis

The myeloproliferative neoplasms (MPN) are unique hematopoietic stem-cell disorders,
sharing mutations that constitutively activate the physiologic signal-transduction
pathways responsible for hematopoiesis, resulting in an increased proliferation of
mature hematopoietic cells. The most frequent mutation (JAK2V617F) occurs in the
Janus kinase gene. We selected 260 outpatients attended in a private clinical laboratory
for a blood count exam, within a 9-month period. These patients were older than 18
years and their platelet counts results > 450.000 /mms. Their blood samples were
submitted to DNA extraction and V617F mutation detection by ARMS system. Of the
260 selected samples, 20 (7.7%) were positive for JAK2V617F mutation. The platelet
counts and age of patients were significantly higher in the group positive for the
mutation (JP), (p < 0.001 and 0.039, respectively). The mutation frequency was
significantly higher in patients with age above 65 yo (p=0.048). In the JP group, seven
patients showed combined erythrocytosis. Of these, three (42.9%) also presented high
hemoglobin and hematocrit levels. Leukocytosis was present in 45% of JP patients and
three patients presented isolated thrombocytosis. The presence of JAK2V617 in
Brazilian outpatients with thrombocytosis was substantial and brings evidence for the

use of this mutation as a screening test for MPN.
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Elevated platelet counts occur commonly as a reactive, or secondary, process. The persistence

of thrombocytosis not linked to any underlying disease (primary thrombocytosis) can be

ascribed to a clonal (myeloproliferative) disorder (Schafer, 2001).

The myeloproliferative neoplasms (MPN) are unique hematopoietic stem-cell

disorders that share mutations that constitutively activate the physiologic signal-transduction

pathways responsible for hematopoiesis (Spivak, 2017). They are characterized by excessive

production of terminally differentiated blood cells that are fully functional, resulting in single

or multilineage blood cell proliferation. Classical MPNs have been classified into 3 entities:
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polycythemia vera (PV), essential thrombocythemia (ET), and primary myelofibrosis (PMF)
(Vainchenker & Kralovics, 2017).

In 2016, the World Health Organization (WHO) reviewed the classification of
hematological malignancies, especially for MPNs. This classification has three milestones:
clinical parameters, bone marrow (BM) morphology, and genetic data, involving three main
genes. The first discovered and most common driver mutation consists of a substitution of
valine for phenylalanine at position 617 in exon 14 of the Janus kinase (JAK2) gene
(JAK2V617F). Subsequently, other mutations were found in exon 9 of the calreticulin gene
(CALR) and exon 10 of the thrombopoietin receptor gene (MPL). These mutations are
generally considered mutually exclusive, and patients with ET and PMF who do not carry any
of these mutations (10% to 15%, overall) are defined triple negative (TN) (Passamonti &
Maffioli, 2016).

In this study, we aim to determine the frequency of JAK2V617F mutation in outpatients with
elevated platelet counts.

Methods

Patients

From April 2018 to January 2019, 260 outpatients who attended in a private clinical
laboratory for a blood count exam were selected. Complete blood counts were performed on
Sysmex XE 2000 using EDTA anticoagulated blood. These patients were older than 18 years
and their platelet counts were equal to or greater than 450.000 /mma. The laboratory provided
information about patient’s age and sex, as well as the blood count results (platelet, WBC and
RBC counts, hemoglobin and hematocrit levels). The samples collected for this initial exam
would be normally discarded, but they were intercepted before their final destination for the
realization of an additional exam, searching for JAK2V617F mutation. This study was

approved by the Local Ethics Committee, on April 11, 2018 under the number 2.592.611.
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The statistical analysis was performed using SPSS Statistics, version 20 (IBM, USA)
software. P-values < 0.05 were considered significant. Numerical variables have been
summarized by their median values and categorical variables by number of patients and
percentage (%) of each category.

DNA extraction

DNA extraction was performed in whole blood samples, collected in tubes containing EDTA,
using the Blood & Tissue DNA Mini Kit (Ludwig Biotec®). The extracted samples were
maintained at -20 °C for subsequent analysis.

V617F genotyping by amplification refractory mutation system (ARMS)

The V617F mutation detection assay was perform by conventional PCR based on the ARMS
system, as described by Jones et al. (2005). This assay uses two primer pairs to specifically
amplify the normal and mutant sequences plus a positive control band in a single reaction.
PCR primers were: forward outer (FO), 5’-TCCTCAGAACGTTGATGGCAG-3’; reverse outer
(RO), 5’-ATTGCTTTCCTTTTTCACAAGAT-3’; forward wild-type—specific (Fwt), 5'-
GCATTTGGTTTTAAATTATGGAGTATaTG-3’; reverse-mutant—specific (Rmt), 5’-
GTTTTACTTACTCTCGTCTCCACAaAA-3’. Amplifications were performed for 30 cycles with
25ng genomic DNA at an annealing temperature of 60°C. Products were revealed on 3%
agarose gels and visualized after staining with ethidium bromide

As a result of this reaction, primers FO and RO flanking JAK2 exon 12 should generate
a control 463-bp band in all cases. Primers Fwt and RO generate a 229-bp wild-type
(2343G)—specific product and primers FO and Rmt generate a 279-bp mutant (2343T)—
specific product (Jones et al., 2005).

Results

There were 65.090 blood count exams collect in the selected period and 652 (1.0%) of them
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had elevated platelet count (equal or greater than 450.000/mms3). This data does not exclude
duplicated patients.

For the consecutive study, we were able to access data of 260 patients with
thrombocytosis within the initial group, excluding duplicated patients. There were 180
(69.2%) female patients and no cases of extreme thrombocytosis (platelet counts above 1000
x103/mma).

Of the 260 samples selected for this study, 20 (7.7%) were positive for the
JAK2V617F mutation by the ARMS assay. Representative results of PCR products are shown
on Figure 1.

The incidence of positivity in women was 7.2% (13 of 180 cases) and in men was
8.7% (7 of 80 cases). There was no significant difference between the incidence of
JAK2V617F mutation among gender.

The results were evaluated for the JAK2V617F positive (JP) mutation group versus
the JAKV617F negative (JN) mutation group. Red (RBC) and white (WBC) blood cell
counts, hemoglobin and hematocrit levels were evaluated according to the reference values
(RV) for gender, defined by the clinical laboratory, and categorized as below/within/above
range. The results are in Table 1 and Table 2.

The platelet counts and age of patients were significantly higher in the JP group, with
p < 0.001 and 0.039, respectively.

There was no difference in WBC counts regarding the mutation status. In JP group
there were no cases of WBC counts below RV, with 55% of them within RV and 45% above
RV. When evaluating the red blood series, there was an even distribution of cases among
categories. The less homogeneous distribution was noticed on hemoglobin levels, with 60%

of positive mutated cases within RV for this parameter. Patients with RBC counts,
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hemoglobin and/or hematocrit levels above the reference value have shown significant
positivity for the JAK2V617F mutation (p<0.0001).

Patients were also grouped by age (18-44, 45-64, over 65), as shown in table 1, and
the mutation frequency was significantly higher in patients with age above 65 yo (p=0.048).
When we evaluate the distribution of JP patients among age groups, 95% (19 patients) were
concentrated on the groups above 45 yo. Only one patient (5%) was in the group of younger
age. This patient was a 36 yo man.

When analysing the hematological profile of patients in the JP group, seven patients showed
combined erythrocytosis. Of these, three (42.9%) also presented hemoglobin and hematocrit
levels above RV. Leukocytosis was present in 45% of JP patients. Three patients presented all
other parameters within RV, ie, isolated thrombocytosis. Among all patients, these 3
patients represent 1.15% of the studied group.

Discussion

In this study, the frequency of thrombocytosis in an outpatient setting was 1.0%. There are
limited studies evaluating the frequency of this blood count alteration, especially in
outpatients. But our data is similar to the study performed by Aydogan, Kanbay, Alici &
Kosar (2006) that showed a frequency of 1.6% of thrombocytosis among in and outpatients of
their service. Another study elaborated by Saadia, Farhan, Butt & Mumtaz (2015), describe an
incidence of 4.9% of thrombocytosis in their population, significantly greater than ours.
Differences on sampling characteristics may be related to variation on this data.

JAK2V617F is a mutation mainly restricted to classical MPNs and is the most
frequent mutation found in the clonal hematopoiesis associated with aging (Skoda, Duek &
Grisouard, 2015; Vainchenker & Kralovics, 2017). Although it does not differentiate one type

of MPN from other, it is a diagnosis criterion for this condition. Its frequency is around 95%
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in PV and between 50% and 60% in ET and PMF (Skoda, Duek & Grisouard, 2015; Spivak,
2017)

In this study we evaluate the presence of the most frequent mutation as an indicator of
a probable hematologic malignancy.

There are limited studies evaluating occurrence and etiology of thrombocytosis,
especially among outpatients only. Two studies performed with in and outpatients and before
JAK2V617F mutation was discover defined an occurrence of 14% (Buss, Cashell, O’Connor,
Richards & Case, 1994) and 12.3% (Griesshammer, Bangerter, Sauer, Wennauer, Bergmann
& Heimpel, 1999) of primary thrombocytosis, using only non-molecular diagnostic criteria
for that. Aydogan, Kanbay, Alici & Kosar (2006) described the occurrence of primary
thrombocytosis in 3.3% of the evaluated patients; while Saadia, Farhan, Butt & Mumtaz
(2015) defined an occurrence of 0.6% of clonal thrombocytosis. The criteria used to
determine the origin of thrombocytosis in both studies are not reported, but the mutation for
the JAK2 gene was discovered in 2005. In 2019, Hsieh et al. evaluated the frequency of new
cases of hematological malignancies (including MPN) in outpatients with extreme
thrombocytosis (> 1.000.000 / mms), obtaining a frequency of 15.6%. The criteria used for
this determination are also not described in the study, but the authors mentioned that it was
conducted at a major academic center known for its work with hematological malignancies
and this could influence the achievement of such elevated frequency. The variety of data
found in the literature regarding the presence of clonal thrombocytosis occurs for several
reasons, being the difference on the studies designs an important factor. In the case of our
study, we have the limitation of evaluating only the presence of the V617F mutation which,
even though is the more frequent mutation, does not allow a determination of the real

frequency of MPN in the studied population. For that, additional data would be required.
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Tefferi & Barbui (2017) developed an algorithm for the diagnosis of
myeloproliferative neoplasm that begins with peripheral blood mutation screening for
JAK2V617F. Our frequency data (7.7%) corroborates with the suggested algorithm, as it
proves that there are a considerable number of theoretically asymptomatic patients positive
for this mutation.

This study showed an equal distribution of JAK2V617F among gender and a higher
incidence of the mutation in patients with age superior of 45 yo. According to Spivak, 2017,
MPN are uncommon before the age of 50 years. After the age of 60 years its incidence
increases exponentially in association with the increased incidence of several mutations,
including JAK2V617F.

The results analysis, comparing JN and JP groups shows that patients of the JP group
presented age and platelet counts significantly higher than patients of the JN group. There was
no difference on the incidence by gender. In 2018, Yokus & Gedik evaluated the frequency of
JAK2 mutation in patients investigating essential thrombocytosis. In their study, they found
that patients with the mutation had significantly higher age, but there was no statistical
difference for the platelet counts and gender stratification.

Although there is a reduced number of patients in the JP group (20) of our study, our
data showed similar results of a study performed in another center in Brazil. Porto-Soares,
M. A., De Oliveira, R. D., Cortopassi, G. M., Machado-Neto, J. A., Palma, L. C. & Figueiredo-
Pontes, L. L. de. (2019) evaluated the molecular profile of patients with MPN in Brazil,
including the demographic data and hematological profile of the studied group. In this study,
patients with MPN (PV, ET or PMF, with different mutational status) showed characteristics
and hematological profiles that can be compared with the JP group of our study. Despite the
mean age of our study been higher than theirs (65.9 versus 61 yo), other data were very

similar, such as the frequency of the disorder in male patients (35% on our study, versus
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39.3% on theirs); hemoglobin mean levels (13.8 versus 14.5 g/dL); hematocrit mean levels
(42.8% versus 43%) and WBC counts means (9.55 x10°/mm?3 versus 10.1 x10°/mm?3).
Conclusion

This study demonstrated an occurrence of 1% of thrombocytosis in Brazilian outpatients, of
which 7.7% are positive for JAK2V617 mutation. This data provides arguments for
developing additional studies comprehending a more expressive number of patients, the
search of other clonal markers and correlation with other laboratory tests and specific
clinical findings. It also brings evidence for the utilization of clonal markers as laboratory
screening for MPN in suspected cases, before performing any other invasive procedure.
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Figure 1. ARMS assay to detect JAK2V617F mutation. Representative results: normal
genotype: tracks 1 to 4, 6, 7, 9 and 10; negative control (mix without DNA): track 11;
heterozygous mutation: track 5; homozygous mutation: track 8; DNA ladder (100 pb): track
M.
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Table 1. Demographic and laboratory features of patients with thrombocytosis.

JAK (- JAK (+
Parameters = 223 N = 2(0) p
Platelet count (x10%/mm?®)(median)  499.5 (450-924) 563.5 (450-936) < 0.001
Age (years)(median) 58 (19-95) 68.5 (36-85) 0.039
18-44yo (69) 68 (28.3%) 1 (5%)
Age groups 45-64yo0(88)  81(33.8%) 7 (35%) 0.048
> 65 yo (103) 91 (37.9%) 12 (60%)
Gender female (180) 167 (69.6%) 13 (65%) 0.670
male (80) 73 (30.4%) 7 (35%)
below RV 10 (4.2%) 0 (0%)
WBC - n (%) within RV 144 (60%) 11 (55%) 0.513
above RV 86 (35.8%) 9 (45%)
below RV 99 (41.3%) 7 (35%)
RBC - n (%) within RV 127 (52.9%) 6 (30%) < 0.0001
above RV 14 (5.8%) 7 (35%)
below RV 134 (55.8%) 4 (20%)
Hemoglobin - n (%)|  within RV 105 (43.8%) 12 (60%) < 0.0001
above RV 1 (0.4%) 4 (20%)
below RV 123 (51.2%) 5 (25%)
Hematocrit - n (%) within RV 116 (48.3%) 9 (45%) < 0.0001
above RV 1 (0.4%) 6 (30%)

WBC — white blood cell counts; RBC — red blood cell counts; RV — reference value



Table 2. Hematological profiles of JP group (patients positive for JAK2V617F mutation).

Patient Platelets WBC RBC Hemoglobin Hematocrite
number 198 Cender o (mmd) (milions/mm®) (g/gL) RV ey RV
1 53 F 572.000 8.720 within 4,07 within 13,8 within 40,8 within
2 81 M 555.000 6.770 within 4,99 within 16,10 within 46,80 within
3 49 F 525.000 4.950 within 6,43 above 12,2 within 42,7 within
4 83 F 506.000 7.290 within 6,95 above 15,4 above 50,5 above
5 70 M 450.000 6.140 within 3,64 below 13,70 within 41,30 within
6 49 F 475.000 7.180 within 3,45 below 13,8 within 39,9 within
7 85 F 694.000 12.340 above 4,76 within 13,2 within 41,3 within
8 81 M 603.000 9.750 within 4,19 below 11,90 below 35,60 below
9 79 F 637.000 10.610 above 2,56 below 10,6 below 334 below
10 54 F 480.000 13.840 above 6,85 above 14,7 within 50,3 above
11 83 F 451.000 16.010 above 7,69 above 14,6 within 50,1 above
12 53 F 514.000 5.240 within 4,57 within 15,9 above 46,3 above
13 65 F 504.000 8.490 within 4,84 above 14,6 within 445 within
14 70 F 808.000 10.430 above 5,25 above 15,9 above 48,4 above
15 67 M 543.000 8.800 within 5,15 within 13,50 within 42,50 within
16 36 M 710.000 12.090 above 4,54 within 15,00 within 46,10 within
17 55 F 690.000 5.570 within 3.1 below 12,4 within 35,6 below
18 73 M 585.000 10.180 above 3,89 below 11,00 below 36,10 below
19 71 M 729.000 15.780 above 3,07 below 12,30 below 37,90 below
20 62 F 936.000 10.870 above 5,05 above 15,1 above 46,8 above
Mean 66 - 598.350 9.552,50 - 4,76 - 13,79 - 42,85 -
SD 14,1 - 128808,8 3287,1 - 1,4 - 1,6 - 5,3 -
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