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RESUMO

Introducdo: Os fendmenos trombdticos estdo entre as complicagbfes mais comuns e
graves nos pacientes com neoplasias mieloproliferativas (NMPs). Adicionalmente,
tromboses em locais ndo-habituais como as veias esplancnicas e cerebrais ocorrem
nestes pacientes com maior freqiéncia. A mutacdo V617F-JAK2 foi recentemente
identificada como um evento patogenético crucial, bem como uma ferramenta
diagnostica de grande utilidade nas NMPs. O objetivo deste estudo foi estabelecer a
prevaléncia da V617F-JAK2 em pacientes com acidente vascular encefalico isquémico,
trombose venosa cerebral ou trombose venosa esplancnica.

Métodos: Foram estudados retrospectivamente 178 pacientes com acidente vascular
encefélico isquémico, 44 com trombose venosa cerebral e 108 com trombose de veia
porta (n=77) e sindrome de Budd-Chiari (n=31), encaminhados a laboratérios de
hemostasia para avaliacao de risco trombadtico.

Resultados: A V617F-JAK2 foi identificada em 2/178 (1%) pacientes com acidente
vascular encefalico isquémico, ambos de etiologia indeterminada, e em 24/108 (22%)
pacientes com trombose venosa esplancnica, incluindo dois cirréticos. Nenhum dos
pacientes com trombose venosa cerebral apresentou a mutacdo. Dentre os pacientes
com trombose esplancnica, 63% apresentaram um ou mais fatores de risco
protrombdticos. A V617F-JAK2 foi detectada nos quatro pacientes com diagndstico
prévio de NMP e, em nove pacientes, esse diagnostico foi feito durante a investigacao
da trombose, durante o seguimento ou por ocasido do estudo, ap6s a identificacdo da
mutacdo. Dentre os pacientes sem NMP (n=99), 15 (15%) apresentaram a mutacao.
Nenhum dos pacientes V617F-JAK2-negativos desenvolveu evidéncias de NMP durante
um seguimento mediano de 51 meses (1-104 meses).

Conclusdes: Nossos resultados sugerem que a V617F-JAK2 é rara em pacientes com

acidente vascular encefélico isquémico ou trombose venosa cerebral sem evidéncias

Xiii



clinico-laboratoriais de NMP. Além disso, nossos achados mostram que a V617F-JAK2 é
frequente em pacientes com trombose venosa esplancnica, incluindo pacientes

cirrdticos, reforcando a utilidade clinica de sua pesquisa nesse contexto.
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ABSTRACT

Background: Thrombotic complications are a main concern in patients with
myeloproliferative neoplasms. These patients have a particularly high rate of
thromboses of unusual sites like splanchnic or cerebral veins, which can be the
presenting manifestation of the myeloproliferative neoplasm. The aim of this study was
to determine the frequency of the JAK2V617F in patients with ischemic stroke, cerebral
vein thrombosis and splanchnic vein thrombosis.

Methods: A consecutive series of 178 patients with ischemic stroke, 44 with cerebral
vein thrombosis and 108 patients with portal vein thrombosis (n=77) and Budd-Chiari
syndrome (n=31) referred for hemostasis evaluation was retrospectively studied.
Results: The JAK2V617F was found in 2/178 (1%) patients with ischemic stroke, both
of undetermined etiology, and in 24/108 (22%) patients with splanchnic thrombosis,
including two cirrhotic patients. None of the 44 patients with cerebral vein thrombosis
presented the mutation. Among the patients with splanchnic thrombosis, one or more
prothrombotic risk factors were present in 63%. JAK2V617F was present in all four
with a previous diagnosis of a myeloproliferative neoplasm, and in nine patients, the
diagnosis of a myeloproliferative neoplasm was made at the thrombosis work-up,
during follow-up or after JAK2V617F detection. Among the patients without an overt
myeloproliferative neoplasm, 15 out of 99 (15%) presented the JAK2V617F mutation.
None of the JAK2V617F-negative patients with splanchnic thrombosis have developed
signs of a myeloproliferative neoplasm during follow-up.

Conclusions: Our findings suggest that JAK2V617F is rare in patients with ischemic
stroke or cerebral vein thrombosis. Besides, our data suggest that JAK2V617F occurs
in a high proportion of patients with splanchnic vein thrombosis, including cirrhotic

patients, and reinforces its diagnostic utility in this setting.
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I. Introducéao

O termo “doencas mieloproliferativas crbnicas”, mais recentemente
substituido por “neoplasias mieloproliferativas”,’ refere-se a um conjunto
heterogéneo de doencas clonais, caracterizadas pela independéncia ou
hipersensibilidade de progenitores hematopoiéticos a diversas citocinas. O resultado
€ a producdo excessiva de uma ou mais linhagens hematopoiéticas, associada a um
risco de complicacdes trombdticas, hemorragicas e, mais raramente, transformacéo
fibrética ou leucémica.?

As principais neoplasias mieloproliferativas sdo a policitemia vera (PV), a
trombocitemia essencial (TE), a mielofibrose primaria (MP) e a leucemia mieldide
crénica (LMC).3

Embora a patogénese da LMC seja reconhecidamente atribuida a tirosina
cinase BCR-ABL, resultado da t(9;22)(g34;q11),* pouco se conhecia sobre a
patogénese molecular das neoplasias mieloproliferativas (NMPs) BCR-ABL-
negativas. Em 2005, alguns grupos demonstraram, por diferentes metodologias, a
ocorréncia de uma mutacao de ponto que resulta na substituicdo de um residuo de
valina na posicdo 617 por um residuo de fenilalanina (V617F) e leva a atividade
constitutiva da tirosina cinase JAK2.>® A mutacdo V617F-JAK2 foi observada em
quase todos os pacientes com PV e em cerca da metade dos pacientes com TE e
MP.°

A descoberta da V617F-JAK2 propiciou um grande avanco no diagnéstico e
na caracterizacdo das NMPs, e abriu novas perspectivas para o desenvolvimento de
estratégias terapéuticas dirigidas a estas doencgas.

Com a realizacédo de grandes estudos de acompanhamento de pacientes com
NMPs, ficou claro que os fendmenos trombdticos arteriais e venosos estéo entre as
complicacdes mais comuns e graves.'®'' Estudos recentes observaram uma

correlacdo entre a presenca da V617F-JAK2 e a ocorréncia de fenbmenos

tromboéticos nos pacientes com NMPs.*?'® por esse motivo, houve interesse



imediato no estudo da prevaléncia da mutacdo em pacientes com tromboses de
sitios diversos.

Os resultados dessas investigacdes apontaram para uma alta prevaléncia da
V617F-JAK2 em pacientes com trombose venosa esplancnica sem sinais de NMP,
sugerindo que sua pesquisa seja incorporada a rotina diagnéstica nesse contexto.*
O cenério para as tromboses arteriais e tromboses venosas de outras localizagbes é
bem diferente, j& que a mutacdo foi ausente ou raramente observada nas séries
estudadas.*®*®

Os acidentes vasculares encefalicos isquémicos representam o0s principais
eventos trombdticos nas NMPs e constituem a maior causa de morte em pacientes
com PV nao-tratados.'”*® Tromboses de localizagbes n&o-usuais, tais como as de
veias esplancnicas e cerebrais, ocorrem em pacientes com NMP com particular
frequéncia. *°

O objetivo do presente estudo foi estabelecer a prevaléncia da mutacao
V617F-JAK2 em pacientes com acidente vascular encefalico isquémico, trombose
venosa cerebral ou trombose venosa esplancnica (trombose da veia porta e

sindrome de Budd-Chiari) e, assim, avaliar a utilidade da sua pesquisa na

investigacéo diagndstica de NMPs latentes nesses pacientes.



Il. Revisao da literatura

I11.1. Neoplasias mieloproliferativas

As neoplasias mieldides podem ser categorizadas em dois grandes grupos:
as leucemias mieldides agudas e as doencas mieldides crbnicas, que por sua vez
incluem subcategorias de doencas mieloproliferativas e mielodispléasicas.?

O termo “doencas mieloproliferativas crénicas” (DMPCs) foi introduzido por
William Dameshek, em 1951,%° com base na observacdo das semelhancas clinicas
entre a leucemia mieldide crénica (LMC), a policitemia vera (PV), a trombocitemia
essencial (TE), a mielofibrose idiopatica (MI) e a eritroleucemia. A eritroleucemia foi
redefinida posteriormente como leucemia eritréide aguda e suas variantes.?

Desde a definicdo de Dameshek, as DMPCs incluem quatro entidades clinico-
patolégicas consideradas classicas: a PV, a TE, a MI, agora denominada
mielofibrose priméaria (MP), e a LMC. A Organizacao Mundial de Saude (OMS) incluiu
ainda neste grupo entidades mais raras como a leucemia neutrofilica crénica, a
leucemia eosinofilica crénica/sindrome hipereosinofilica, as DMPCs inclassificaveis®
e, mais recentemente, a mastocitose sistémica.’ Ademais, recentemente o termo
“doencas mieloproliferativas  crbnicas” foi  substituido por “neoplasias
mieloproliferativas”.* Neste estudo serao abordadas as neoplasias
mieloproliferativas (NMPs) classicas, com énfase na PV, TE e MP, daqui em diante
chamadas de “NMPs”.

As NMPs constituem um grupo heterogéneo de doencas clonais que se
originam da transformagdo de um precursor hematopoiético multipotente e
caracterizam-se pela proliferacdo excessiva na medula 6ssea de uma ou mais
linhagens hematopoiéticas, o que resulta em contagens elevadas de granuldcitos,
hemacias e/ou plaquetas no sangue periférico, a excecdo da MP em sua fase

fibrotica.?



Dentre os achados clinicos gerais podem ser observados sintomas
constitucionais, esplenomegalia e, menos frequentemente, manifestaces
peculiares a alguns subtipos de NMP, como prurido aquagénico e eritromelalgia.?*%

Estudos epidemioldgicos realizados em alguns paises mostraram uma
incidéncia anual de PV e TE de 1 a 3 casos por 100.000 habitantes; sendo a MP
menos freqiiente, cerca de 1 por 100.000.2*2° No Brasil, ndo ha dados oficiais
sobre a incidéncia das NMPs.

As NMPs tém como manifestacbes mais proeminentes um aumento da
massa eritrocitaria no caso da PV; um aumento da contagem de plaquetas na TE; e
fiborose medular exuberante na MP.? Entretanto, essas entidades exibem uma
notavel superposicdo de caracteristicas clinicas e biolégicas que incluem:
hipercelularidade medular e displasia megacariocitica; hematopoiese extramedular;

” anormalidades

formacdo de colénias eritroides e mieldides endégenas in vitro;?
citogenéticas envolvendo predominantemente os cromossomos 1, 8, 9, 13 e 20,
presentes em cerca de 15% dos pacientes, dentre as quais a delecdo do
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cromossomo 20q é a mais freqlente; propensdo a eventos tromboticos e

hemorragicos;>°

além de risco de transformacéao fibrética ou leucémica em longo
prazo.®! Ademais, as NMPs podem mimetizar situacdes reacionais ou secundarias, o
que pode dificultar sobremaneira o diagndéstico preciso.

Até recentemente, a limitada compreenséo sobre a patogénese molecular da
PV, TE e MP, que se refletia na auséncia de testes diagndsticos definitivos, bem
como a escassez de ensaios clinicos randomizados, tornavam o manejo dessas
entidades particularmente desafiador.>?

Varias evidéncias apontavam para o envolvimento de uma tirosina cinase
(TC) na patogénese dessas doencas:

- A origem da LMC, reconhecidamente atribuida a uma TC desregulada,

produto do gene de fusdo BCR-ABL,* que por sua vez é resultado da

t(9;22)(g34;911), o cromossomo Philadelphia;



- A hipersensibilidade a citocinas exibida pelas células progenitoras mieldides
de pacientes com PV,*3 propriedade também observada em uma proporcdo de
pacientes com TE e MP,**3” o que sugere o acometimento primario de um dos
componentes de sinalizacdo, que normalmente funcionam em consonéncia com
fatores de crescimento e seus receptores na regulacédo da hematopoiese.>®

- O envolvimento de outras TCs alteradas em pacientes com outras doencas
mieldides neoplésicas: FLT3 nas LMAs; PDGFRS na leucemia mielomonocitica
cronica; PDGFRea (incluindo FIP1L1-PDGFRa), PDGFRS e FGFR1 nas neoplasias
mieldides associadas com eosinofilia; KITD816V e outras mutacdes do KIT na
mastocitose sistémica.3%*2

Diante destas evidéncias, varios estudos foram realizados nos ultimos anos,
na tentativa de elucidar os mecanismos patogenéticos das NMPs. Esses estudos
foram facilitados pelos avancos tecnoldégicos na area da biologia molecular,
incluindo o uso de microRNA e sequenciamento.

Em 2005, uma importante lacuna no conhecimento sobre a patogénese das
NMPs foi preenchida: varios grupos identificaram uma mutacdo adquirida na TC
JAK2 em um numero significativo de pacientes com doencas clonais mieldides, em

especial PV, TE e MP.>®

11.2. O gene JAK2

O gene JAK2, localizado no cromossomo 9p, codifica a proteina JAK2, uma
TC citoplasmatica que faz parte da familia de cinases Janus (Janus kinases — JAKS),
a qual também pertencem as proteinas JAK1, JAK3 e TYK2 (tyrosine kinase 2).%3
Tal denominacdo deve-se a disposicdo em tandem de dois dominios cinase
simétricos, caracteristica particular dessas proteinas: o dominio catalitico JH1 (JAK
homology 1) e o dominio JH2, enzimaticamente inerte, mas aparentemente

responsavel pela regulacdo da atividade do JH1,** & semelhanca da figura da

mitologia romana de duas cabecas que olham em dire¢cdes opostas, o deus Janus.



As JAKs possuem sete dominios homologos (JH1-JH7), numerados do
carboxi-terminal em direcdo ao amino-terminal e organizados em quatro regifes:
JH1 (dominio cinase); JH2 (dominio pseudocinase); FERM (four point one, ezrin,
radixin, moesin), composta pelos dominios JH5, JH6, JH7 e metade do JH4; e SH2-
like (SRC homology 2-like), formada pela outra metade do JH4 e pelo JH3,
conforme representado na Figura 1. A porcdo FERM ¢é responsavel pela ligagéo
das JAKs aos receptores de membrana, e parece estar relacionada com a regulagédo

4647 & com a regulacdo do dominio JH1.® A

da expressdo de alguns receptores
porcdo SH2 tem funcdo desconhecida.”® Nos mamiferos, as proteinas JAK1, JAK2 e
TYK2 estdo presentes na maior parte das células, enquanto a expressdo da JAK3 é

praticamente restrita ao compartimento hematopoiético.*°

Dominio
pseudocinase
Dominio
FERM SH2 cinase
N
r \f_L\ f_H
NH2 _| JH7 ” JH6 ||JH5|| JH4 ” JH3 ” JH2 | JH1 |_ COOH

Figura 1: Representacdo esquematica da estrutura das JAKs

As JAKs séo compostas por 4 regides: FERM (dominios JH7, JH6, JH5 e parte do JH4), SH2-
like (dominio JH3 e a outra parte do JH4), pseudocinase (JH2) e cinase (JH1).

JH: dominio homdlogo JAK.
FERM: four point one, ezrin, radixin, moesin
SH2: SRC homology 2-like
As proteinas JAK estdo ligadas a porcdo citoplasmatica de receptores
pertencentes a superfamilia de receptores de citocinas, que nao possuem dominios
cinase intracelulares proprios.®® Esses receptores JAK-dependentes respondem a
citocinas e hormonios especificos, incluindo interleucinas, interferons, fator
estimulador de colénia de granuldcito (G-CSF), fator estimulador de coldnia de

granuldcito-monécito  (GM-CSF), eritropoietina (EPO), trombopoietina (TPO),

hormeénio do crescimento (GH), prolactina, entre outros.***° Dessa forma, as JAKs



desempenham papel fundamental na sinalizacdo mediada por citocinas e na
transducao de sinais na maior parte das células dos mamiferos.

A ligacdo de uma citocina ao seu receptor especifico resulta numa mudanca
de conformacdo do receptor, promovendo a fosforilagdo e a ativacdo da JAK, que
por sua vez fosforila residuos de tirosina da porcéo citoplasmaética do receptor.>* Os
residuos fosforilados servem como sitio de ligagdo para moléculas da familia dos
transdutores de sinais e ativadores de transcricdo (signal transducers and
activators of transcription — STATs), além de outras moléculas de sinalizacao.

SubsequUentemente, os STATs ativados entram no nudcleo, onde atuardo como
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fatores de transcricdo (Figura 2).

Citocina

Citoplasma

Mucleo

Figura 2: Representagdo esquematica da via JAK-STAT

A ligagcdo de uma citocina ao seu receptor especifico resulta em mudanca de conformacgéo do
receptor, com fosforilacdo e ativagdo da JAK que, por sua vez, fosforila residuos de tirosina da porcgéo
citoplasmatica do receptor, que servirdo como sitio de ligagdo para os STATs. Os STATs fosforilados

formam dimeros que entrardo no nucleo e atuardo como fatores de transcricao.



Embora os diferentes efeitos fisiologicos disparados pela ligagdo de uma
citocina ao seu receptor dependam da capacidade do mesmo de se associar a uma
JAK especifica, a maior parte dos receptores podem se associar a mais de uma JAK.
Estudos bioquimicos e genéticos observaram que a JAK2 é essencial para a acao da
EPO, da TPO, do GH e da prolactina, de citocinas que atuam através do receptor da
interleucina 3 (IL-3): IL-3, IL-5 e GM-CSF e do interferon gamma (IFNy). Além
disso, esta envolvida na sinalizacdo mediada por citocinas que atuam através do
receptor gp130, como IL-6, IL-11, IL12 e G-CSF.?**>% Esses achados sugerem que
a JAK2 é a proteina JAK predominantemente envolvida na proliferacdo e

diferenciacao das células mieldides.

11.3. Alteracdes genéticas nas NMPs

As mutacOes ativadoras de TC que interferem em vias de proliferacdo e
sobrevivéncia celular sdo cada vez mais reconhecidas como importantes causas de

cancer.*?

11.3.1. A mutagcido V617F-JAK2

Conforme citado anteriormente, em 2005, quatro grupos de pesquisadores,
usando diferentes abordagens, identificaram a primeira anormalidade molecular
recorrente em pacientes com NMPs.>® Essa anormalidade consiste em uma
mutacdo somatica G — T na posicao 1849 do exon 14 do gene JAK2, que resulta na
substituicdo de uma valina por uma fenilalanina no cédon 617 (V617F).>’

A V617F-JAK2 ocorre no dominio auto-inibitério JH2 e acarreta a ativacao
constitutiva do dominio cinase adjacente (JH1), o que leva a ativacado de varias vias
de sinalizacdo como a JAK-STAT, PI3K (phosphatidylinositol 3 kinase) e RAS-MAPK

(mitogen-activated protein kinase) e culmina com um fenétipo hiperproliferativo.®®



A Figura 3 mostra o papel da JAK2 nas vias de sinalizacdo e o efeito da mutacao

V617F-JAK2, usando como exemplo o receptor de eritropoietina (EPOR).

A B C
JAKZ2 selvagem JAK2 selvagem com JAKZ com mutacdo VE17F

sam Eritropoietina Eritropoietina sem Eritropoietina

=
Y

Vo17F-JAK2

RAS-MAPK

PI3K RAS-MAPK
i : STAT
Auséncia de sinal e

5TAT

Figura 3: Papel da JAK2 nas vias de sinalizagcao relacionadas ao receptor de eritropoietina e

efeito da mutacédo V617F-JAK2

Na auséncia da eritropoietina (EPO), o receptor de eritropoietina (EPOR) esta ligado a JAK2 como um
dimero inativo.

Nas células com a JAK2 selvagem, a ligacdo da EPO ao seu receptor induz altera¢cdes conformacionais,
resultando em fosforilacdo (phosphorylation — P) da JAK2 e da porg¢éo citoplasmatica do receptor, o que
ativa vias de sinalizagdo como a JAK-STAT, PI3K (phosphatidylinositol 3 kinase) e RAS-MAPK (mitogen-
activated protein kinase).

Nas células com a mutacao V617F-JAK2, a sinalizagdo é constitutiva, independente da presenca da EPO.

Desde a descricdo da V617F-JAK2, inumeros estudos cientificos foram
publicados, ndo sO6 sobre a sua prevaléncia e correlacdes clinicas em varios
contextos, bem como sobre o gene JAK2 e outros genes, na tentativa de se elucidar

outros mecanismos patogenéticos das NMPs.
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Inicialmente identificada em pacientes com PV (65-97%), TE (23-57%) e MP
(35-57%),°® a V617F-JAK2 foi subseqiientemente encontrada, em menor
freqiiéncia, em pacientes com outras doencas neoplasicas mieldides, incluindo
sindromes mielodisplasicas (SMDs) e LMAs (<5%).°°%" Um subtipo de anemia
refrataria com sideroblastos em anel associada a trombocitose foi recentemente
identificada como uma doenca mieldide associada a V617F-JAK2, com frequéncia
observada de 48 a 90%.%%:°%%3

A V617F-JAK2 nédo foi observada em pacientes com doengas neoplasicas

64,65 61,66

linféides, tumores  solidos, ou pacientes com mieloproliferacéo
secundaria.®®"®® Relatos isolados de concomitancia entre a V617F-JAK2 e o gene
de fusdo BCR-ABL foram publicados.®®’® Além disso, a mutacdo V617F-JAK2 foi
detectada em uma pequena proporcdo de pacientes chineses sem doencas
hematolégicas,”* bem como em 10% de doadores saudaveis, em niveis muito
baixos, usando metodologia altamente sensivel.”*"3

A discrepancia significativa observada em relagdo a prevaléncia da V617F-
JAK2 nos varios subtipos de NMPs pode ser explicada pelos diferentes métodos de
deteccdo usados, diferentes subpopulacdes celulares estudadas, bem como pelos
critérios diagnosticos utilizados.®’* Ademais, por serem estudos retrospectivos, o
efeito do tratamento pode ser considerado como causa de ndo-deteccdo da

mutacdo em alguns pacientes, conforme recentemente demonstrado.”>"’

11.3.2. Métodos para a deteccédo da V617F-JAK2

Varios testes, qualitativos e quantitativos, vém sendo desenvolvidos e
validados para a deteccdo e a quantificacdo alélica da V617F-JAK2.%7° A
interpretacdo dos resultados de cada estudo deve considerar a sensibilidade
analitica da metodologia empregada.

No estudo de Baxter e cols.,> por exemplo, a freqiiéncia da mutacdo em

pacientes com PV aumentou de 73% para 97%, com o0 uso de sequenciamento
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(sensibilidade em torno de 20%) e de reacdo em cadeia da polimerase alelo-
especifica (alelle-specific polymerase chain reaction, AS-PCR) (sensibilidade em
torno de 3%), respectivamente. Por outro lado, resultados falso positivos podem
ocorrer com o0 uso de metodologias muito sensiveis (cerca de 0,01%), que podem
detectar niveis muito baixos da V617F-JAK2 até em individuos saudaveis.”

A. Seqguenciamento direto

Embora o método de seqiienciamento direto fornega informagéo detalhada e
seja considerado um método de “visualizacdo direta” da sequéncia, caracteristica
particularmente Uutil nos casos de grande heterogeneidade alélica, tem como
limitacbes a baixa sensibilidade (cerca de 20%),%° alto custo, tempo longo de
execucao e a disponibilidade limitada a poucos laboratérios. Por esses motivos, nao
€ 0 método mais adequado ao uso na rotina no laboratdrio clinico para a deteccao
da V617F-JAK2.

B. Pirosequenciamento

O método de pirosequenciamento baseia-se na deteccdo de sinal luminoso
proveniente de uma reacao luciferase, a partir de pirofosfatos usados como fonte
de adenosina trifosfato (ATP), liberados pela incorporacdo dos nucleotideos durante
a sintese de DNA.®*

E um método de genotipagem rapido, semiquantitativo, com sensibilidade
analitica estimada em 5%.%% Nao é usado na rotina de laboratérios clinicos
usualmente devido ao alto custo e necessidade de pessoal treinado para sua
realizacao.

C. AS-PCR

H& varios métodos que utilizam iniciadores alelo-especificos, em plataformas
de PCR qualitativas e quantitativas, com varias denominac¢fes, como por exemplo:
ARMS-PCR — PCR baseada no sistema de mutacdo refratario a amplificacdo
(amplification refractory mutation system — ARMS), SSP-PCR — PCR baseada na

utilizagdo de iniciadores especificos para a sequéncia do alelo polimorfico
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(sequence-specific primer — SSP). Sao testes altamente sensiveis (0,01 a 2%),
rapidos e acessiveis a maior parte dos laboratdrios de diagnéstico molecular. A
maior limitacdo é a impossibilidade de deteccdo de outras alteracdes do gene JAK2.

Embora a relevancia clinica da utilizacdo de metodologia muito sensivel

1

ainda ndo esteja esclarecida,® a deteccdo de carga alélica mutada muito baixa

podera ser util na vigéncia de tratamento com inibidores especificos para a V617F-
JAK2, atualmente em investigacdo em varios estudos clinicos.?3%°

Alguns detalhes dos métodos de AS-PCR serdao abordados mais adiante, na
secao de Métodos.

D. PCR-RFLP

A PCR do polimorfismo do comprimento do fragmento de restricdo
(Restriction Fragment Length Polymorphism — RFLP) € um método que se utiliza da
atividade das enzimas de restricdo para digerir os produtos amplificados numa PCR.

A mutacao V617F-JAK2 abole um sitio de clivagem reconhecido pela enzima
BsaXl.> Embora n&o seja a situacéo ideal, jA que uma reacéo de clivagem negativa
pode corresponder a um falso positivo devido a falha no processo de digestdo, a
PCR-RFLP é um método simples, de baixo custo e que pode ser usado para uma
triagem inicial.®* Os resultados alterados devem, no entanto, ser confirmados por
outra metodologia.

E. PCR em tempo real

Nas reagcdes de PCR em tempo real, moléculas fluorescentes (corantes que
se ligam inespecificamente ao DNA ou sondas especificas marcadas) séo
incorporadas ao DNA durante a fase exponencial da reacdo e monitoradas a medida
que se acumulam. A emissao de luz é proporcional a quantidade de produto gerado
que, por sua vez, é proporcional a quantidade de sequéncias-alvo no inicio da
reacao.

O método tem como vantagens rapidez, simplicidade, possibilidade de

quantificacdo alélica e custo relativamente baixo, se o laboratério conta com o
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equipamento de PCR em tempo real. A sensibilidade analitica descrita € de 1 a 10%
de DNA mutado.’® A principal desvantagem é a incapacidade de deteccéo de outras

alteracbes do gene JAK?2.

11.3.3. Impacto da V617F-JAK2 no fendtipo e no

progndstico das NMPs

Varias evidéncias apontam para diferencas fenotipicas significativas entre
pacientes com NMP com e sem a mutacdo V617F-JAK2. Nos pacientes com TE, a
presenca/auséncia da mutacao define dois subtipos distintos de pacientes: aqueles
com a V617F-JAK2 caracterizam-se por niveis mais altos de hemoglobina e mais
baixos de EPO e ferritina, maior contagem de leucdcitos, menor contagem de
plaguetas, maior risco de evolugdo para PV e maior risco de trombose
venosa.'?'*% Embora os dados sobre o risco aumentado de tromboses sejam

divergentes,®’-88

uma meta-andlise publicada recentemente mostrou uma
correlagdo entre a presenca da V617F-JAK2 e maior risco de trombose arterial [OR
= 1,68 (95% ClI, 1,31-2,15), p < 0,0001] e venosa [OR = 2,5 (95% CI, 1,71—
3,66), p < 0,0001].%° No entanto, algumas limitaces como a impossibilidade de
andlise direta da interacdo entre o status mutacional e outros fatores de risco bem
estabelecidos mostram a necessidade de validacdo prospectiva desses achados.

Nos pacientes com MP, a importancia progndstica da V617F-JAK2 ¢é
controversa. Ha evidéncias que sugerem uma menor sobrevida em pacientes com
MP V617F-JAK2-positivos,®®®! enquanto outros estudos n&do observaram impacto

significativo. %93

11.3.4. O papel da carga alélica da V617F-JAK2

O papel da carga de alelo com a mutacdo V617F-JAK2 também tem sido
alvo de intensa investigacdo. Estudos experimentais com camundongos

transgénicos expressando diferentes niveis de V617F-JAK2 demonstraram que uma
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carga baixa da mutacéo induz um fendtipo TE-simile, enquanto niveis mais altos de
alelo mutado levam a um fenétipo PV-simile.

Varios estudos mostraram que a dosagem génica da V617F-JAK2 tem
influéncia no fendétipo das NMPs. De modo geral, a mutacdo em homozigose foi
observada em 30 a 70% dos pacientes com PV, em cerca de 30% dos pacientes
com MP, porém raramente naqueles com TE.>® No estudo de Antonioli e cols., os
pacientes com TE e MP (p6s-PV ou p6s-TE) apresentaram os menores e maiores
valores de carga alélica mutada, respectivamente, enquanto valores intermediarios
foram observados nos pacientes com PV e MP.%®

Tefferi e cols. observaram um maior nivel de hemoglobina ao diagnéstico,
maior incidéncia de prurido e maior taxa de transformacao fibrética em pacientes
com PV homozigotos para a V617F-JAK2.°” Esses achados foram confirmados e
expandidos por Vannucchi e cols., que observaram que pacientes com PV e carga
de V617F-JAK2 maior que 75% ao diagnostico apresentaram doenca de alto risco,
com maior necessidade de quimioterapia e maior freqUiéncia de eventos
cardiovasculares, quando comparados com pacientes com menos de 25% de alelo
mutado.®® Em outro estudo envolvendo 323 pacientes com PV e 639 com TE, o
mesmo grupo observou ainda que pacientes homozigotos tinham idade mais
avancada, valores mais altos de hematécrito e contagem de leucdcitos,
esplenomegalia mais acentuada ao diagndstico, maior risco de transformacao
fibrética e maior risco de eventos cardiovasculares.®®

No que se refere aos pacientes com MP, um estudo de Barosi e cols.
envolvendo mais de 300 pacientes mostrou associacdo independente entre a
presenca da V617F-JAK2 em homozigose e leucocitose, esplenomegalia mais
acentuada e maior necessidade de quimioterapia para controle da doenca.®* Cabe
ressaltar que a conversdo do status heterozigoto para o homozigoto foi observada
em alguns casos, eventualmente coincidindo com a progressdo da doencga.

Entretanto, esse é um tema que permanece em aberto.*®°
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Em suma, esses achados sugerem que a homozigose para a mutacédo
V617F-JAK2 esta associada a uma doencga mais sintomatica, além de ressaltarem a

relevancia clinica da determinacado da carga alélica.

11.3.5. Impacto da V617F-JAK2 na classificacdo e

abordagem das NMPs

O objetivo de qualquer sistema de classificacdo € identificar entidades
biologicas distintas pela etiologia, mecanismos patogenéticos, caracteristicas
clinico-patolégicas e progndsticas, visando tracar estratégias terapéuticas mais
adequadas a cada uma delas.

Ao longo do tempo, os critérios para a classificacdo das NMPs passaram por
varias modificacdes, acompanhando a aquisicdo de novos conhecimentos. O Grupo
de Estudo em PV (PVSG) prop6s o primeiro sistema de classificacdo em 1975,% 192

que posteriormente foi revisto por Pearson em 1996,

incorporando alguns
aspectos como a formacéo de coldnias eritroides endégenas (CEE) e a dosagem de
EPO.

Em 2001, a OMS sugeriu novos critérios, com a inclusdo do gendtipo que,

naquele momento, restringia-se a identificacdo do cromossomo Philadelphia ou do

seu equivalente molecular, o transcrito de fusdo BCR-ABL (Tabelas 1 e 2).3

Tabela 1: Classificacdo proposta pela OMS em 2001 para as doencas mieloproliferativas crénicas®

Leucemia miel6ide crénica (Cromossomo Philadelphia — t(9;22)(g34;911) ou BCR-ABL-positiva)
Leucemia neutrofilica crénica

Leucemia eosinofilica crénica/Sindrome hipereosinofilica

Policitemia vera

Trombocitemia essencial

Mielofibrose priméaria

Doenca mieloproliferativa crdnica inclassificavel

OMS, Organizagdo Mundial de Saude.



16

Tabela 2: Critérios propostos em 2001 pela OMS para o diagnéstico da policitemia vera,
trombocitemia essencial e mielofibrose primaria®

Critérios Policitemia vera Trombocitemia essencial Mielofibrose primaria
Maiores 1. T massa eritrocitéaria ou 1. Trombocitose mantida: =600 x 10°%/L CRITERIOS FASE PRE-
Hb>18,5 g/dL (homens) FIBROTICA

Hb>16,5 g/dL (mulheres)
- Alteragdes histolégicas

2. Auséncia de evidéncia de 2. Alteragdes histoldgicas discretas
eritrocitose secundaria - Leucoeritroblastose/
dacriocitose
3. Esplenomegalia 3. Auséncia de evidéncia de estado - Anemia e/ou organomegalia
reativo leve
- Leucotrombocitose leve
4. Alteragao clonal (nédo- 4. N&o preencher critério para PV, MP,
BCR-ABL) LMC ou SMD CRITERIOS FASE PRE-
FIBROTICA
5. Formagéao de CEE in vitro
. Alteracdes histoldgicas: - Alteracdes histolégicas
- Proliferacdo de megacariécitos grandes  avancadas
e maduros - Leucoeritroblastose/
dacriocitose significativas
- Pouca ou nenhuma proliferagao - Anemia e/ou organomegalia
granulocitica ou eritrocitica acentuada
- Leucotrombocitose
acentuada
Menores 1. Trombocitose =400 x Néo ha Néo ha
10%/L
2. Leucocitose =12 x 10°/L
3. Alteragdes histoldgicas
(panmielose)
4.1 EPO
Diagndstico Preencher os 2 primeiros Preencher todos os critérios NA

critérios maiores e mais 1
maior ou mais 2 menores

CEE, colbnias eritréides enddgenas; EPO, eritropoietina; LDH, desidrogenase lactica; LMC, leucemia miel6ide crénica; MO, medula éssea;
MP, mielofibrose priméria; NA, ndo se aplica; OMS, Organizacdo Mundial de Saude; PV, policitemia vera; SMD, sindrome mielodisplasica;
TE, trombocitemia essencial.

Os avancos recentes na compreensao da patogénese molecular redefiniram
e reforcaram o papel da histopatologia da MO, bem como permitiram a
proposicdo de novos sistemas classificatérios, conduzindo para uma mudanca no
diagnoéstico tradicional dessas entidades, de um modelo clinico-patoldgico para uma
categorizacdo semi-molecular.®’

Em 2008, a OMS prop6s uma revisdo dos critérios de 2001, incluindo as
mutacdes do gene JAK2 e do MPL como critérios maiores para o diagnoéstico das
NMPs BCR-ABL-negativas (Tabelas 3 e 4).%'% Além disso, o termo doenca
mieloproliferativa cronica foi substituido por neoplasia mieloproliferativa, conforme

citado anteriormente.
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Tabela 3: Classificacdo proposta pela OMS em 2008 para as doencas neoplasicas miel6ides®

Leucemia mieldide aguda
Sindromes mielodisplasicas (SMDs)
Neoplasias mieloproliferativas (NMPs)
3.1 Leucemia mieldide crénica
3.2 Policitemia vera
3.3 Trombocitemia essencial
3.4 Mielofibrose primaria
3.5 Leucemia neutrofilica crénica
3.6 Leucemia eosinofilica crénica, ndo categorizada
3.7 Sindrome hipereosinofilica
3.8 Mastocitose sistémica
3.9 NMPs, inclassificaveis
4. SMD/NMP
4.1 Leucemia mielomonocitica crénica
4.2 Leucemia mielomonocitica juvenil
4.3 Leucemia mieléide cronica atipica
4.4 SMD/NMP, inclassificavel
5. Neoplasias miel6ides associadas com eosinofilia e altera¢cdes do PDGFR«, PDGFRS ou FGFR1
5.1 Neoplasias mieléides associadas com altera¢des do PDGFRa
5.2 Neoplasias mieléides associadas com altera¢des do PDGFR/S

5.3 Neoplasias mieldides associadas com alteracdes do FGFR1 (sindrome mieloproliferativa 8p11)

FGFR, fibroblast growth factor receptor; OMS, Organiza¢cdo Mundial de Saude; PDGFR, platelet-derived growth factor receptor.

De acordo com os critérios propostos, a evidéncia de eritrocitose associada a
presenca de V617F-JAK2 ou outra mutacdo do gene JAK2 é altamente sugestiva do
diagnoéstico de PV. Ja a auséncia de uma das mutacdes em pacientes com
eritrocitose, associada a niveis elevados de EPO, sugere fortemente policitemia
secundaria.®”1%

Nos casos de suspeita de TE e MF, a utilidade da V617F-JAK2 é restrita,
devido ao baixo valor preditivo negativo e a inespecificidade diagndstica do teste
nas doencas neoplasicas mieldides.®” Por isso, apesar da presenca da mutacdo ser
altamente sugestiva do diagnéstico, sdo necessarios outros parametros clinico-
laboratoriais, a BMO e a exclusdo de outros subtipos de NMP.*%®

Na suspeita de TE, a BMO tem papel fundamental na diferenciacdo entre as

TE V617F-JAK2-negativas e as situacdes reativas, além do diagndstico diferencial
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com outras trombocitoses clonais, como por exemplo, a fase pré-fibrotica da MP e

as SMDs.%8

Similarmente, na suspeita de MP a BMO ¢é indispensavel para confirmar a

presenca das caracteristicas histologicas peculiares, bem como para o diagnodstico

diferencial com outras doencgas neoplédsicas mieldides, a exemplo da SMD com

fibrose. Ainda nesse contexto, a presenca da V617F-JAK2 é bastante util para

afastar a possibilidade de mielofibrose reativa a processos inflamatérios, toxinas,

neoplasias linféides ou metastases.**®

Tabela 4: Critérios propostos pela OMS em 2008 para o diagnéstico da policitemia vera,
trombocitemia essencial e mielofibrose primaria*

Critérios Policitemia vera Trombocitemia essencial Mielofibrose primaria
Maiores 1. Hb>18,5 g/dL (homens), 1. Trombocitose mantida: 2450 x 1. Alteracdes histologicas
Hb>16,5 g/dL (mulheres) ou  10°/L
outra evidéncia de T massa
eritrocitaria
2. Presenca de V617F-JAK2 2. Alterag6es histoldgicas 2. N&o preencher critério para PV,
ou mutagéao funcionalmente LMC, SMD ou outro NMP
similar como as mutagdes do
exon 12 do gene JAK2
3. N&o preencher critério para PV, 3. Presenga de marcador clonal
MP, LMC ou SMD (V617F-JAK2 ou outro) ou
auséncia de evidéncias de fibrose
4. Presenga de marcador clonal devido a estado reativo”
(V617F-JAK2 ou outro) ou
auséncia de evidéncias de estado . Alteracdes histoldgicas:
reativo - Proliferacdo de megacariécitos
com atipias* + fibrose reticulinica
. Alteracdes histoldgicas: e/ou colagena.
- Proliferacdo de megacariécitos ou
grandes e maduros - Na auséncia de fibrose
- Pouca ou nenhuma proliferagao reticulinica, T celularidade
granulocitica ou eritrocitica medular, proliferagdo granulocitica
e | eritropoiese (fase pré-
fibrotica)
Menores 1. Alterag6es histoldgicas N&o ha 1. Leucoeritroblastose**
(panmielose)
2. { EPO 2. T LDH**
3. Formagao de CEE in vitro 3. Anemia**
4. Esplenomegalia**
Diagndstico Preencher o primeiro critério  Preencher todos os critérios Preencher os 3 critérios maiores e

maior e 2 menores ou 0s 2
maiores e 1 menor

2 menores

#Fibrose secundaria a doencas inflamatérias (infeccdes, doencas auto-imunes, outras doencas inflamatérias crénicas) ou neoplasicas
(leucemia de células pilosas, outros neoplasias linféides, metastases) ou mielopatias téxicas cronicas. * Agrupamentos de megacariocitos
de tamanhos variados, com relacdo nucleo-citoplasma aberrante e nlcleos hipercrémicos ou irregularmente dobrados. ** Qualquer grau de
anormalidade. CEE, coldnias eritréides endégenas; EPO, eritropoietina; LDH, desidrogenase lactica; LMC, leucemia mieléide cronica; MO:
medula éssea; MP, mielofibrose primaria OMS, Organiza¢cdo Mundial de Salude; PV, policitemia vera; SMD, sindrome mielodisplasica; TE,
trombocitemia essencial.
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11.3.6. Outras mutagoes do gene JAK2 e mutagOes do

gene MPL

Como a tirosina cinase ativada V617F-JAK2 explica muitas das alteracdes
observadas nas NMPs, num primeiro momento “tudo parecia fazer sentido” (“It all
makes sense”, Kaushansky 2005).'°® Entretanto, logo surgiram diversas questdes
intrigantes, a maioria ainda sem resposta, como a necessidade de compreender
como uma Unica mutacao pode gerar trés doencas distintas, e quais 0s mecanismos
de doenca nos pacientes V617F-JAK2-negativos.*®’

Na tentativa de identificar outros genes envolvidos na patogénese molecular
das NMPs e com base na hipdtese de que a via JAK-STAT teria papel central
também na patogénese das NMPs V617F-JAK2-negativas, varios estudos vém
sendo realizados.

Em 2007, mutagdes do exon 12 do gene JAK2 foram descritas em pacientes
com PV V617F-JAK2-negativos, nos quais a manifestacdo predominante era
eritrocitose.’® As mutacdes do exon 12 do gene JAK2 induzem proliferagéo
independente de citocinas em linhagens celulares que expressam o EPOR, com
consequente ativacdo da via de sinalizacdo JAK-STAT, a semelhanca da V617F-
JAK2. Até o momento, pelo menos oito diferentes mutagdes foram identificadas no
exon 12 do gene JAK2, 109110

Outras mutacdes de ganho de funcao relacionadas as NMPs envolvendo a
ativacdo da via JAK-STAT foram descritas recentemente. Tais muta¢gdes ocorrem no
receptor da trombopoietina (MPL) e envolvem a substituicdo de um triptofano (W)
por uma leucina (L) ou por uma lisina (K) no cédon 515 (W515L ou W515K). 112
Essas mutacBes foram observadas em 5% e 1% dos pacientes com MP ou TE,
respectivamente, mas ndo em pacientes com PV ou outras doencas miel6dides.**?

Mais recentemente, outras mutacdes do MPL foram descritas: W515A, S204P'%° e

S505N.112
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A descoberta das mutacgdes na JAK2 e no receptor MPL significou um grande
avanco no diagnéstico e na caracterizacdo das NMPs, além da abertura de novas
perspectivas para a compreensao dos mecanismos patogenéticos envolvidos e para
o desenvolvimento de terapias dirigidas. Porém, um modelo simples para explicar a
fisiopatologia das NMPs, incorporando somente essas mutagdes, logo se mostrou
inadequado.'* Até o momento, o que esta bem estabelecido é que a diversidade
fenotipica exibida pelas NMPs pode ser atribuida a diferentes configuracbes de
transducdo de sinal alterada, que resultam de um espectro de mutacfes que

afetam TCs ou moléculas relacionadas.*®

11.4. Complicac8es trombodticas nas NMPs

Os eventos trombodticos representam uma das principais complicacdes das
NMPs e séo a principal causa de morbidade e mortalidade nos pacientes com PV e
TE.Y31116 Esses eventos tromboticos incluem alteracées na microcirculagdo, bem
como tromboses arteriais e venosas, que podem se manifestar ao diagndstico,
durante o curso ou, curiosamente, até alguns anos antes do inicio da
doenga.10,18,117

Os relatos sobre a incidéncia de episddios trombdticos no momento do
diagnostico das NMPs variam consideravelmente na literatura, de 9,7 a 29,4% na
TE e 12 a 39% na PV.'*'® Tais variacdes podem ser explicadas, entre outras
causas, pela natureza retrospectiva da maior parte dos estudos realizados, pelo
numero pequeno de pacientes analisados e pela heterogeneidade de critérios para a
definicdo dos eventos trombdticos.

De modo geral, tanto na PV como na TE, as manifestacbes trombdticas
arteriais sdo mais comuns que as venosas.’® Somente no Estudo Colaborativo

Europeu para Avaliacdo de Baixa dose de Aspirina na PV (European Collaboration

on low-dose aspirin in polycythemia vera — ECLAP), estudo de coorte prospectivo
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envolvendo 1638 pacientes com PV, observou-se freqiiéncia similar de tromboses
arteriais e venosas.™

As alteracbes na microcirculacdo estdo relacionadas com trombocitose, sdo
mais comuns na TE e as principais manifestacfes clinicas incluem sintomas visuais
e auditivos, cefaléia e eritromelalgia.*®

Em relacdo as tromboses arteriais, 0s vasos cerebrais e coronarianos sdo 0s

mais comumente acometidos.®

11.4.1. Acidente vascular encefalico isquémico nas

NMPs

O acidente vascular encefalico (AVE) é definido como uma sindrome clinica
caracterizada por uma deficiéncia neuroldgica focal de inicio subito, provocada por
lesdo de origem vascular, com duracdo maior que 24 horas.'® Cerca de 80% dos
casos sao eventos isquémicos cerebrais, decorrentes da oclusdo de um vaso e 20%
sdo eventos hemorragicos resultantes de ruptura arterial.*®

O acidente vascular encefélico isquémico, conforme os critérios do Ensaio
Clinico Org 10172 no Tratamento do Acidente Vascular Encefalico Isquémico Agudo
("Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment - TOAST"),*?* é classificado em
cinco subtipos: 1- aterosclerético de grandes vasos; 2- cardioembodlico; 3- lacunar
(oclusédo de pequenas artérias); 4- de etiologias especificas; e 5- de etiologia
indefinida. Este sistema de classificacdo baseia-se nos sinais e sintomas clinicos;
nos resultados dos exames de imagem do encéfalo (tomografia computadorizada
ou ressonancia magnética); do coracdo (ecocardiograma) e das artérias extra-
cranianas (ecodoppler de cardétidas, angio-tomografia cervical, angio-ressonancia
cervical e arteriografia) e intracranianas (arteriografia); e na exclusdo de estados
pro-trombaoticos.

Resumidamente, sdo classificados como “ateroscleréticos de grandes vasos”

0s AVEis com estenose ou oclusado da luz maior que 50%, como 0s que acometem a
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caroétida interna ou ramos arteriais intracranianos, com lesfes isquémicas com mais
de 1,5 cm, localizadas na regido cortical, subcortical, cerebelo ou tronco cerebral.*?*

Os AVEis “cardioembodlicos” sdo aqueles em que a oclusdo arterial ocorre
devido a @mbolo originario do coracéo.*®*

No subtipo lacunar, os pacientes apresentam sindromes clinicas isoladas,
sem evidéncia de disfuncdo cortical; e imagens do encéfalo sdo normais ou
mostram infartos menores que 1,5 cm de didmetro no cérebro ou tronco
cerebral.*?*

Os AVEis “de etiologia especifica” incluem causas raras e bem estabelecidas
de isquemia, tais como vasculopatias ndo-ateroscleréticas (vasculites, disseccdes
arteriais, entre outras), estados de hipercoagulabilidade e doencas hematoldgicas,
como a anemia falciforme e as NMPs.***

Por dltimo, o AVEi ¢é “de etiologia indefinida” se a causa do infarto ndo puder
ser determinada apesar de uma investigacdo completa. Sdo incluidos também
nessa categoria os AVEis sem causa definida apds uma investigacdo incompleta,
bem como os casos em que coexistem duas ou mais causas, sem gue se possa
chegar a um diagnéstico etiolégico Gnico.**

Os AVEis correspondem a cerca de 30 a 40% das manifesta¢cdes trombdticas
em pacientes com PV, além de representarem a principal causa de morte em
pacientes com PV ndo-tratados.'”*® As sindromes coronarianas agudas sdo menos
freqientes, mas ha estudos que mostram a ocorréncia de infarto agudo do
miocardio (IAM) em pacientes sem fatores de risco e sem alteragbes nas

corondrias. 12?123

11.4.2. Trombose venosa nas NMPs

Em relacdo aos eventos trombdéticos venosos, trombose venosa superficial e
trombose venosa profunda (TVP) de membros inferiores sdo as manifestacdes mais

comuns em pacientes com PV e TE, seguidas por tromboembolismo pulmonar
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(TEP).*®18 Adicionalmente, tromboses em locais n&do-habituais como as veias
esplancnicas (esplénica, mesentéricas, porta e hepéticas), cerebrais, renais e
subclavias sdo observadas nestes pacientes com maior freqiéncia do que na

populacédo geral.*®

11.4.2.1. Trombose venosa cerebral nas NMPs

A trombose venosa cerebral (TVC) € uma doenca rara, com incidéncia anual
estimada em 3 a 4 casos por milhdo, representando menos que 0,5% de todos os
acidentes vasculares encefélicos.'?*'*® As manifestaces clinicas da TVC variam
sobremaneira, sendo as mais comuns: cefaléia; convulsdo; déficit neurolégico
focal; alteracdo do estado de consciéncia e papiledema. Esses achados tém
gravidade variavel e podem ocorrer isoladamente ou em conjunto com outros sinais
e sintomas.'®

O diagnodstico da TVC baseia-se nos achados clinicos e em exames de
imagem, que devem incluir métodos de imagem do encéfalo (tomografia
computadorizada ou ressonancia magnética) associados a métodos de imagem do
sistema venoso cerebral propriamente dito. O padrdo ouro € a combinacdo da
ressonancia magnética com a venografia por ressonancia magnética.*?®

Fatores de risco protrombdéticos, causas diretas ou ambos podem ser
identificados em cerca de 85% dos pacientes com TVC.'**'?® As NMPs sdo

consideradas fatores de risco, chegando a 1% de prevaléncia de TVC em um grupo

de 187 pacientes com TE.**

11.4.2.2. Trombose venosa esplancnica nas NMPs
A trombose da veia porta (TP) e a trombose das veias hepaticas — a
sindrome de Budd-Chiari (SBC) sao condi¢cbes raras e graves, frequentemente

associadas a um ou mais fatores de risco hereditarios ou adquiridos.*?’
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A principal manifestacdo da TP €& hemorragia digestiva alta devido ao
sangramento de varizes esofageanas. Outros achados incluem esplenomegalia,
ascite, dor abdominal, inapeténcia, fadiga e perda de peso.*®®

A ultra-sonografia com Doppler é altamente sensivel e especifica para o
diagnéstico de TP e raramente é necessario usar outros métodos como angiografia
por ressonancia magnética ou tomografia computadorizada.*?’

A SBC é considerada priméaria se relacionada com lesdes venosas primarias
como flebite, trombose ou fibrose. A SBC secundaria caracteriza-se por invasao ou
compressdo por tumores hepéaticos, leiomiossarcomas venosos ou doenga hepatica
equinocoécica'®® e néo sera abordada nesse estudo.

O quadro clinico da SBC caracteriza-se por dor abdominal, ascite,
hepatoesplenomegalia e hipertenséo portal. Entretanto, ha grande heterogeneidade
no que se refere a apresentacdo e ao curso da doenca, incluindo formas
assintomaticas nas quais o fluxo hepatico € mantido pela preservacdo de algumas
veias hepéticas ou pela formacéo de colaterais.*?°

A SBC pode ser diagnosticada com métodos de imagem nao-invasivos como
a ultra-sonografia com Doppler, tomografia computadorizada ou ressonancia
magnética.**°

Os pacientes com NMP apresentam uma frequéncia particularmente alta de
trombose venosa esplancnica (TVE), em especial TP e SBC, chegando a 5-13% em
pacientes com PV e TE.'"'31132 Reciprocamente, NMPs clinicamente aparentes
podem ser observadas em 15-50% dos pacientes com TVE.'***3¢ Mais comumente,
as TVEs sdo uma complicagcéo precoce no curso das NMPs e podem ocorrer antes do
diagnéstico.*®

No entanto, o diagndstico das NMPs em pacientes com TVEs pode ser
dificultado pela presenca de sangramentos ocultos, hemodiluicdo e
hiperesplenismo, que podem mascarar as contagens das células sanguineas.

Ademais, o achado de esplenomegalia, caracteristico das NMPs, muitas vezes é
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atribuido somente & trombose esplancnica nesse contexto.*®’ Esses casos de dificil
diagnoéstico sao referidos como NMPs “latentes” ou “ocultas” e sua prevaléncia é
estimada em 40 a 60% dos pacientes com TP ou SBC.*?"*%7

Algumas estratégias como a biépsia de medula 6ssea (BMO), o ensaio para a
formacado esponténea de coldnias eritroides enddgenas (CEE) e a dosagem de EPO
foram utilizadas para aprimorar o diagnéstico nesses casos, mas mostraram-se
inadequadas para essa finalidade.**®*'*" Portanto, parametros mais objetivos, como

marcadores moleculares, sdo claramente necessarios.

11.4.3. Fatores de risco para tromboses nas NMPs

A idade avancada e a histdria prévia de episddios trombdéticos sdo fatores de
risco bem estabelecidos para trombose em pacientes com NMPp. 10117142
Recentemente, alguns estudos demonstraram que a leucocitose é também um fator
de risco independente. #3144

Varios estudos analisaram o papel de fatores de risco cardiovasculares bem
estabelecidos (diabetes mellitus, hipertensdo, tabagismo, dislipidemia) para
trombose arterial em pacientes com NMP, com resultados conflitantes.*****’ No
estudo observacional ECLAP, além da idade, eventos trombdticos prévios e
leucocitose, o tabagismo foi identificado como fator de risco independente para
trombose arterial em pacientes com PV.** Um resultado semelhante foi observado
por Wolanskyj e cols. em uma coorte prospectiva de 322 pacientes com TE, que
identificou idade avancada, leucocitose, tabagismo e diabetes mellitus como fatores
preditores de pior sobrevida.**®

Os estudos que exploraram a contribuicdo de fatores pré-trombdticos
hereditarios e adquiridos para trombose em pacientes com NMP forneceram poucos
dados significativos. Um estudo retrospectivo envolvendo pacientes com PV
(n=178) e TE (n=126) mostrou diferenca significativa na prevaléncia do Fator V

Leiden em pacientes com e sem histéria de eventos trombéticos (16% vs. 3%).*°
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Além disso, alguns estudos mostraram niveis elevados de homocisteina em
pacientes com NMP,**°*%2 mas o impacto clinico, traduzido pela associacdo com

trombose arterial, foi somente observado em um deles.®2
11.5. Mutacido V617F-JAK2 e trombose

No momento, o impacto progndstico da presenca da V617F-JAK2 ou de sua
carga alélica nos pacientes com NMPs é ainda incerto.*®'*® Entretanto, varias
evidéncias clinicas sugerem uma associacdo da V617F-JAK2 com eventos
trombdéticos, conforme citado anteriormente. Essas observacfes geraram interesse
imediato no estudo da prevaléncia da mutagdo V617F-JAK2 em pacientes com
tromboses, em especial de territdrios n&o-usuais como as veias cerebrais e
esplancnicas.

Na auséncia de evidéncias clinico-laboratoriais de NMP, a V617F-JAK2 foi

observada em 18-74% de pacientes com trombose venosa esplancnica,***%4157

e
em 0-14% de pacientes com trombose venosa cerebral,’***%81%2 |evantando
questdes como o seu papel diagnéstico nesses contextos,'*>*** bem como o valor
de sua pesquisa em pacientes com trombose de outras localizacdes.*®**®® Valores
tdo discrepantes para a freqiéncia da mutacdo entre os estudos podem ser
atribuidos a grande heterogeneidade no que se refere ao tipo de amostra utilizada,
a metodologia empregada para a deteccdo da mutacdo e aos critérios de selegcao
usados. A Tabela 5 mostra as principais caracteristicas e resultados dos estudos
que analisaram a frequéncia da V617F-JAK2 em pacientes com TVE e TVC.

Os estudos realizados posteriormente para investigar a prevaléncia da
V617F-JAK2 em pacientes com trombose arterial (AVEi, IAM ou trombose arterial
periférica) ou trombose venosa de outras localizagbes, observaram auséncia ou
baixa prevaléncia da mutacéo (Tabela 6).1°7159:162,164-170
Embora a patogénese do estado de hipercoagulacdo associado as NMPs

ainda nao esteja elucidada, anormalidades relacionadas a plaquetas e leucdcitos

parecem ser particularmente importantes.'*® H& evidéncias recentes que sugerem
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que o fendtipo V617F-JAK2-positivo exibe maior grau de ativacdo plaquetaria e
leucocitaria quando comparado ao V617F-JAK2-negativo.'’* Entretanto, o papel da
V617F-JAK2 no aumento da ativacdo de plaquetas e leucécitos, bem como o papel
dessas alteracdes na fisiopatologia dos eventos tromboéticos nas NMPs sdo ainda

questdes em aberto.
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Tabela 5: Caracteristicas principais dos estudos que analisaram a V617F-JAK2 em pacientes com trombose de veias esplancnicas ou

cerebrais
Estudo Desenho do Critérios de exclusao Localizacdo da NMP* Tipo de Método(s) Prevaléncia da V617F-JAK2 (%6)
estudo trombose e casuistica amostra
Patel e cols, 2006 Caso-controle Cirrose SBC idiopatica: 41 0 Lamina MO;  AS-PCR + Seq  24/41 (58)
leucécitos
De Stefano e cols, 2007***  Retrospectivo Cancer; cirrose TVE: 94 15 Granuldcitos  AS-PCR + Seq 32/94 (34); 17/79 (21,5) nos pacientes sem
NMP
Primignani e cols, 2006%° Caso-controle Cancer; cirrose TP: 73 (0] Granuldcitos RFLP-PCR + 34/93 (36,5) — TP: 26/73 (35,6); SBC 8/20 (40)
SBC: 20 AS-PCR
Goulding e cols, 2008'%¢ Retrospectivo NMP e todas as causas de TVE: 19 0 Leucécitos RFLP-PCR + 14/19 (74)
trombofilia AS-PCR
Regina e cols, 2007’ Caso-controle Cancer; cirrose TP: 42 0 Leucécitos AS-PCR + 8/44 (18)
infeccdes SBC: 2 RFLP-PCR
Rossi e cols, 20078 Retrospectivo Todas as causas de TVE idiopatica: 6 0 Granulécitos ~ AS-PCR TVE: 3/6 (50)
trombofilia TVC: 13 TVC: 0/13
Colaizzo e cols, 2007*%° Caso-controle Cancer; cirrose TVE: 139 21 Leucdcitos RFLP-PCR + TVE: 27/139 (21); 14/118 (12) nos pacientes
TVC: 45 Seq sem NMP. TVC: 0/45
Bellucci e cols, 2008¢° Retrospectivo NMP TVC: 87 0 Granulécitos  PCR em tempo  1/87 (1)
real
De Stefano e cols, 2008  Retrospectivo NMP TVC: 48 0 Granulécitos  AS-PCR + Seq  3/48 (6)
Pardanani e cols, 2008%® Retrospectivo NMP; TVE TVC: 7 0 Leucécitos AS-PCR 1/7 (14)
Abel e cols, 2008%” Retrospectivo FV Leiden; FIl1 G20210A; TVE: 7 1 - AS-PCR 1/7 (14)
cancer; NMP; TIH
Boissinot e cols, 200772 Retrospectivo Nenhum TVE: 45 - Lamina MO;  AS-PCR 14/45 (31)
granulécitos
Smalberg e cols, 200773 Retrospectivo Cancer SBC: 40 13 - PCR 7/17 testados (41)
McMahon e cols, 2007174 Caso-controle Nenhum TVE: 24 2 Leucdcitos AS-PCR 5/24 (21); 3/22 (14) nos pacientes sem NMP
Bayraktar e cols, 20077° Retrospectivo TP aguda ou subaguda (3 TP: 25 6 Leucdcitos AS-PCR 6/25 (24); 5/19 (26) nos pacientes sem NMP
meses), cirrose e cancer
Kiladjian e cols, 2007*7® Retrospectivo Cancer; cirrose TP: 137 (o] Leucdcitos e PCR em tempo  94/241 (39) — TP: 47/137 (34); SBC: 47/104
SBC: 104 granulécitos real (45)
Collaizo e cols, 200877 Retrospectivo Nenhum SBC: 32 14 Leucécitos RFLP-PCR 11/32 (34); 3/20 (15) nos pacientes sem NMP
AS-PCR, PCR alelo-especifica; FII, fator Il; FV, fator V; MO, medula dssea; NMP, neoplasia mieloproliferativa; PCR, reacdo em cadeia da polimerase; RFLP-PCR, PCR do polimorfismo do

comprimento do fragmento de restricdo; SBC, Sindrome de Budd-Chiari; Seq, seqlenciamento; TIH, trombocitopenia induzida por heparina; TP, trombose da veia porta; TVC, trombose venosa

cerebral; TVE, trombose venosa esplancnica.
*ndmero de pacientes com diagnéstico de NMP no momento da trombose.
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ou com trombose venosa de outras localizacdes
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analisaram a V617F-JAK2 em pacientes com AVEi, 1AM, trombose arterial periférica

Estudo Desenho do Critérios de exclusao Localizacdo da NMP* Tipo de Método(s) Prevaléncia da V617F-JAK2 (%6)
estudo trombose e casuistica amostra
Regina e cols, 20077 Caso-controle Cancer; cirrose; TVP mmii idiopatica: 44 0 Leucécitos RFLP-PCR + AS-PCR 0/44
infeccdes
Rossi e cols, 20078 Retrospectivo Todas as causas de TVP mmii: 61; TEP: 53; 0 Granulécitos  AS-PCR 0/120
trombofilia TVR: 6
Collaizzo e cols, 2007%° Caso-controle Cancer TVP mmii: 110 0 Leucdcitos RFLP-PCR + Seq 0/203
TVR: 93
Remacha e cols, 2007%4 Caso-controle Cancer; idade > 70 anos Trombose de sitios usuais: 0 - AS-PCR 1/295 (0,3)
Insuficiéncia hepéatica; 295
Sindrome nefrética
Séne e cols, 2008%° Retrospectivo Cancer; NMP; TVE Trombose arterial 0 Leucécitos PCR em tempo real 0/60
TVC idiopética: 16
Trombose venosa
idiopéatica: 44
Pardanani e cols, 2008%¢ Retrospectivo NMP; TVE TVC: 7 0 Leucécitos AS-PCR 6/664 (0,9) — TVC: 1/7; OVCR: 1/7;
OVCR: 7 TEP: 1/76; TVP+TEP: 1/36; AVEi:
TVP mmii: 84 1/136; TEV recorrente: 1/197
TEP: 76
TVP mmii +TEP: 36
AVEi: 136
Qutras: 27
IAM < 50 anos: 28
TEV recorrente: 197
Abel e cols, 2008 Retrospectivo FV Leiden; FIl G20210A;  TVP/TEP: 45 0 - AS-PCR 0/55
cancer; NMP; TIH AVEi: 10
Ugo e cols, 20088 Prospectivo Cancer TEV idiopatico: 394 2 Leucécitos AS-PCR + 6/394 (1,5); 4/392 (1) nos pacientes
caso-controle PCR em tempo real sem NMP
Smalberg e cols, 2008%° Caso-controle NMP Trombose arterial 0 - PCR 0/93
(periférica/AVEi/IAM): 93
Za e cols, 2009'7° Caso-controle Cancer; NMP TEV idiopatico (TVP mmii 0 Granulécitos  AS-PCR + Seq 2/194

Ildade < 18 anos

e/ou TEP): 194

AS-PCR, PCR alelo-especifico; AVEi, acidente vascular encefalico isquémico; Fll, fator Il; FV, fator V; 1AM, infarto agudo do miocardio; NMP, neoplasia mieloproliferativa; OVCR, oclusdo da veia
central da retina; PCR, reacdo em cadeia da polimerase; RFLP-PCR, PCR do polimorfismo do comprimento do fragmento de restricdo; Seq, sequenciamento; TEP, tromboembolismo pulmonar; TEV,
tromboembolismo venoso; TIH, trombocitopenia induzida por heparina; TVC, trombose venosa cerebral; TVP mmii, trombose venosa profunda de membros inferiores; TVR, trombose venosa

retiniana.

*ndmero de pacientes com diagnéstico de NMP no momento da trombose.
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Il — Objetivos

111.1. Objetivos gerais

- Verificar a prevaléncia da mutacdo V617F-JAK2 em pacientes com
acidente vascular encefalico isquémico.

- Verificar a prevaléncia da mutacdo V617F-JAK2 em pacientes com
trombose venosa cerebral.

- Verificar a prevaléncia da mutacdo V617F-JAK2 em pacientes com
trombose venosa esplancnica (trombose da veia porta ou sindrome de Budd-

Chiari).

111.2. Objetivos especificos

- Padronizar o método de PCR alelo-especifica (AS-PCR) para a
deteccdo da mutacado V617F-JAK2.

- Padronizar o método de PCR baseada no sistema de mutacéo
refratario a amplificacdo (ARMS-PCR), usando iniciadores marcados e
eletroforese capilar para a quantificacdo alélica dos pacientes com a
mutacdo V617F-JAK2.

- Correlacionar a presenca da mutacdo V617F-JAK2 com a presenca
de fatores de risco protrombdéticos nos pacientes com trombose esplancnica.

- Avaliar a utilidade da pesquisa da V617F-JAK2 no diagndstico de

neoplasias mieloproliferativas latentes em contextos variados de trombose.
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1V. Pacientes e métodos

IV.1. Aspectos éticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do HUCFF-UFRJ
(Protocolo de Pesquisa n® 135/07) e da UFMG (parecer n°® 531/06).

O estudo teve o apoio da Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio
de Janeiro (FAPERJ) e da Swiss Bridge Foundation (Projeto "Molecular

Heterogeneity of Leukaemias and Lymphomas").

1V.2. Populacdo de estudo

Foram estudados 514 pacientes com diagnostico de acidente vascular
encefélico isquémico, trombose venosa cerebral, trombose da veia porta e
sindrome de Budd-Chiari, encaminhados ao Laboratério de Hemostasia do Hospital
Universitario Clementino Fraga Filho da Universidade Federal do Rio de Janeiro —
HUCFF/UFRJ e ao Laboratério de Diagnéstico Molecular da Faculdade de Farméacia
da Universidade Federal de Minas Gerais — FF/UFMG, para avaliagdo de risco
trombatico.

Para cada paciente foi preenchido um questionario (Anexos 1 e 2) contendo
dados clinicos e informacdes referentes a presenca de fatores de risco para

acidente vascular encefalico isquémico, trombose venosa cerebral, trombose da

veia porta ou sindrome de Budd-Chiari, conforme adequado.

1V.2.1. Pacientes com AVEI ou TVC

Foram estudados 381 pacientes com AVEi ou TVC encaminhados ao
Laboratério de Hemostasia do HUCFF-UFRJ no periodo de janeiro de 2000 a julho
de 2007 e ao Laboratério de Diagnodstico Molecular da FF-UFMG no periodo de

janeiro de 2004 a julho de 2007, para avaliagao de risco trombatico.
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I1V.2.1.1. Critérios de inclusao

a) ldade maior que 15 anos.

b) Diagnoéstico de AVEI e TVC realizado nos servigcos de origem, baseado em
dados clinicos e radioldgicos (tomografia computadorizada, ressonancia
magnética ou venografia com ressonancia magnética). Em alguns casos,
uma avaliagdo completa foi realizada, incluindo ecocardiograma,
ecodoppler de vasos extracranianos e arteriografia aortocraniana.

1V.2.1.2. Critérios de exclusao

a) Pacientes com diagnéstico prévio de neoplasia mieloproliferativa crénica.

b) Pacientes com dados clinicos e/ou radiolégicos incompletos.

¢) Auséncia de amostra de DNA viavel para andlise.

1V.2.2. Pacientes com trombose venosa esplancnica

Foram estudados 133 pacientes com TP ou SBC encaminhados ao
Laboratério de Hemostasia do HUCFF-UFRJ no periodo de janeiro de 2000 a margo
de 2008 e ao Laboratdrio de Diagnodstico Molecular da FF-UFMG no periodo de
janeiro de 2004 a julho de 2008, para avaliacdo de risco trombético.

1V.2.2.1. Critérios de inclusao

a) ldade maior que 15 anos.

b) Diagnoéstico de trombose venosa esplancnica realizado nos servigos de

origem, baseado em dados clinicos e radiolégicos (ultra-sonografia com
Doppler, tomografia computadorizada ou ressonancia magnética).
1V.2.2.2. Critérios de exclusao

a) Pacientes com céancer de figado, pancreas ou de vias biliares.

b) Pacientes com dados clinicos e/ou radiolégicos incompletos.

¢) Auséncia de amostra de DNA viavel para anélise.
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1V.3. Métodos

I1V.3.1. Tipo de estudo

Este foi um estudo retrospectivo. O diagnéstico foi realizado nos servigcos de
origem e as informacgfes sobre o quadro clinico, exames de imagem, avaliacdo
laboratorial e a evolugdo dos pacientes foram obtidas pela analise dos prontuarios e

consulta ao médico assistente, quando necessario.

1V.3.2. Defini¢coes

1V.3.2.1. Fatores de risco

As seguintes variaveis foram investigadas como fatores de risco nos
pacientes com trombose venosa esplancnica:

Fatores adquiridos

- Uso de anticoncepcionais orais: uso de anticoncepcional oral no
momento da trombose ou até menos de um ciclo menstrual.

- Pés-operatério de cirurgia abdominal: cirurgia realizada nos trés
meses que antecederam o episodio de TP ou SBC.

- Trauma abdominal: trauma ocorrido no més que antecedeu o episddio de
TP ou SBC.

- Esquistossomose mansobnica, cirrose hepatica, hepatites e outras
doencas hepaticas: diagnéstico realizado nos servigos de origem.

- Sindrome do anticorpo antifosfolipide (SAF): diagnéstico realizado
nos servicos de origem, de acordo com critérios previamente estabelecidos.*’®

- NMP: diagnéstico realizado nos servigcos de origem, de acordo com

critérios previamente estabelecidos.®
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Fatores hereditéarios

- Fator V Leiden (mutacdo G1691A do fator V) e protrombina
G20210A (mutacdo G20210A da protrombina): de acordo com resultados
prévios do paciente.

- Os niveis de Antitrombina, Proteina C e Proteina S encontram-se
freqientemente alterados em pacientes com comprometimento da funcdo hepéatica

e, por isso, os resultados disponiveis nao foram considerados.

Os fatores de risco para AVEiI e TVC foram avaliados apenas nos casos

positivos para a mutacdo V617F-JAK2.

1V.3.2.2. Tempo de acompanhamento

O tempo de acompanhamento dos pacientes com trombose venosa
esplancnica foi calculado a partir da data da trombose (ou data de entrada no
estudo, naqueles pacientes em que a trombose ocorreu antes do inicio do estudo)
até a data da ultima visita de acompanhamento ou do oébito.

O tempo de acompanhamento dos pacientes com AVEi ou TVC foi avaliado

apenas nos casos positivos para a mutagdo V617F-JAK2.

1V.3.3. Métodos estatisticos

A existéncia de associac¢des entre variaveis categoricas foi analisada com o
teste do qui-quadrado ou o teste exato de Fisher, quando apropriado. As
comparacdes de distribuicdo de valores entre variaveis continuas foram analisadas
com o teste de Mann-Whitney. Os testes estatisticos foram realizados usando o
programa SPSS, versdo 13.0 (Statistical Package for the Social Sciences, version
13.0) (SPSS Inc., Chicago, EUA). Um wvalor p < 0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.
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1V.3.4. Estudo laboratorial

1V.3.4.1. Caracteristicas das amostras

Foram estudadas amostras de DNA arquivadas nos Laboratérios de
Hemostasia do HUCFF-UFRJ e de Diagnéstico Molecular da FF-UFMG, além de
amostras de sangue venoso dos pacientes incluidos apés julho de 2007. Sempre
que necessario, foi colhida uma nova amostra dos pacientes ja em
acompanhamento.

Como controles positivos, foram analisadas isoladamente amostras de 20
pacientes com diagndstico prévio de policitemia vera. Como controles negativos,
foram analisadas isoladamente amostras de DNA de 30 individuos saudaveis

arquivadas no Laboratoério de Hemostasia do HUCFF-UFRJ.

1V.3.4.2. Extracdo de DNA

O DNA utilizado como material priméario neste estudo foi extraido de
leucécitos de sangue venoso colhido em EDTA (acido etilenodiaminotetracético). As
amostras de DNA foram extraidas usando o kit QlAamp DNA Blood Mini Kit®
(QIAGEN, Hilden, Germany), seguindo rigorosamente as instru¢cdes do fabricante.

A) Isolamento de DNA de alto peso molecular pelo QlAamp DNA Blood Mini

Za
-+
@

Em um tubo tipo eppendorf de 1,5 mL, 20 pL de proteinase K foram
adicionados a um volume de 200 pL de sangue venoso. Em seguida, foram
acrescentados 200 pL do tampéao de lise de hemacias (tampé&o AL), essa solucgao foi
misturada no voértex por 15 segundos e incubada por 10 minutos, a 56°C. Foram
adicionados 200 pL de etanol absoluto e novamente a solugdo misturada no vortex
por 15 segundos e gentilmente para a retirada de goticulas da tampa do tubo. Em
seguida a mistura foi transferida para uma coluna de silica posicionada em um tubo
coletor e centrifugada a 8000 rpm, durante 1 minuto. O tubo coletor foi descartado

e, a coluna de silica posicionada em um novo tubo coletor foram adicionados 500 pL
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de tampao AW1. Apés 1 minuto de centrifugacdo a 8000 rpm, o liquido filtrado foi
desprezado. Novamente o tubo coletor foi descartado e, a coluna de silica
posicionada em um novo tubo coletor foram adicionados 500 uL de tampdo AW2.
Apés 3 minutos de centrifugacdo a 14000 rpm, o liquido filtrado foi desprezado. A
coluna de silica foi posicionada em novo tubo coletor e centrifugada a 14000 rpm,
durante 1 minuto e, em seguida, posicionada em novo tubo coletor, ao qual foram
adicionados 200 puL de tampao de eluicdo (tampéo AE). Ap6s 1 minuto de incubacgéo
a temperatura ambiente, procedeu-se a centrifugacdo a 8000 rpm, durante 1
minuto e o filtrado foi armazenado a —20°C, para posterior pesquisa da mutacéao.

B) Quantificacdo do DNA extraido

A quantificacdo do DNA foi realizada por leituras a 260 nm, utilizando-se um
espectrofotbmetro Biophotometer (Eppendorf). Considerou-se uma unidade de
densidade 6tica (DO) como equivalente a 50 pg/mL para DNA de dupla fita.'”® A
pureza das amostras foi avaliada por leitura a 280 nm (faixa de absorcdo das

proteinas), considerando-se como pura uma amostra de DNA com valor DO 260/DO

280 entre 1,8 e 2,0.

1V.3.4.3. Analise molecular

A analise molecular foi realizada no Laboratério de Biologia Molecular do
Centro de Transplante de Medula Ossea do Instituto Nacional de Cancer (CEMO-
INCa) e no Setor de Biologia Molecular do Laboratério Central do Hospital das
Clinicas da UFMG (HC-UFMG).

As amostras dos pacientes incluidos no estudo foram avaliadas para a
deteccdo da mutacdo V617F-JAK2 por métodos baseados na reacdo em cadeia da
polimerase (PCR).

A) AS-PCR para a deteccéo da mutacdo V617F-JAK2

Inicialmente, todas as amostras foram avaliadas pelo método de AS-PCR,

que possibilita a discriminacdo entre as duas variantes alélicas. O método consiste
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em um sistema de trés iniciadores, sendo um anti-senso comum, um senso
especifico para a mutacdo e outro iniciador senso que amplifica tanto o DNA
selvagem quanto o mutado e serve de controle interno para a reacao.

Foram utilizados iniciadores previamente descritos por Baxter e cols.® para a
amplificacdo do exon 14 do gene JAK2. Para maximizar a especificidade do iniciador
especifico para a mutagdo, os autores introduziram um pareamento incorreto
(mismatch) no antepenultimo nucleotideo da por¢ao 3'. O principio do método e as

sequéncias dos iniciadores usados sdo mostrados na Figura 4.

A

Seqliéncia selvagem

F2
F1 —
-PI G 1
] <=
R1 Figura 4: AS-PCR para a
deteccao da V617F-JAK2.
364bp
A. Principio do método. Uma
sequéncia selvagem gera
Sequiéncia com a V617F-JAK2 um produto de 364 pb,
resultado da amplificagédo
F2 entre os iniciadores F1 e R1.
F1 _’ Uma sequéncia com a
- | V617F gera 0 mesmo
_I T | <= produto de 364 pb, pela
R1 amplificagéo entre os
iniciadores F1 e R1, e um
produto de 203 pb,
364bp resultado da amplificagédo
entre os iniciadores F2 e R1.
203bp B. Nomes e sequéncias dos
iniciadores utilizados.
B Pareamento incorreto
intencional no iniciador F2,
Nome Sequéncia (5'—3") evidenciado em letra
mindscula e nucleotideo
F1 ATCTATAGTCATGCTGAAAGTAGGAGAAAG gendtipo-especifico
sublinhado.
F2 AGCATTTGGTTTTAAATTATGGAGTATaTT

R1 CTGAATAGTCCTACAGTGTTTTCAGTTTCA
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Foram amplificados 100 ng de DNA substrato num volume final de 50 pL,
contendo 50 mM de KCI, 10 mM de Tris-HCI e pH 8.3 (tampé&o Invitrogen); 1,5 mM
MgCl, (Invitrogen); 200 uM de cada dNTP (Pharmacia); iniciador R1 (1 uM),
iniciadores F1 e F2 (0,5 uM de cada); 2 U de Taq DNA-polimerase Platinum
(Invitrogen) e agua deionizada estéril para completar o volume.

A reagdo consistiu de incubagéo inicial a 94°C por 10 minutos, seguida de 36
ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos; anelamento a 58°C por 30
segundos e extensdo a 72°C por 30 segundos, com etapa de extenséo final de 72°C
por 6 minutos. Foi utilizado um termociclador Mastercycler Gradient™ (Eppendorf).

Os resultados foram avaliados em gel de agarose 3%, contendo 0.5 ug/mL
de brometo de etideo (Invitrogen) e visualizados sob luz ultravioleta.

Em todos os experimentos foram utilizados controles negativos e controles
positivos (mencionados acima) e controles de reacdo (contendo todos os

componentes da reacdo de PCR com excecédo do DNA substrato).

B) ARMS-PCR para a gquantificacdo alélica dos pacientes com a mutacéo

V617F-JAK2

A reacdo de PCR baseada no sistema de mutacao refratario a amplificacdo
(ARMS-PCR) é um método de AS-PCR que utiliza dois pares de iniciadores,
permitindo amplificar especificamente as duas sequéncias (normal e mutada) na
presenca da troca de um unico nucleotideo, além de um controle interno, numa
Gnica reacdo.'®® Para tanto, somente o nucleotideo terminal 3’ de um dos
iniciadores de cada par é alelo-especifico, ou seja, o iniciador especifico para a
sequéncia “normal” é refratario a amplificacdo do DNA mutado e vice-versa.

Para a quantificacdo alélica dos pacientes com a mutacdo V617F-JAK2,
foram usados iniciadores desenhados por Jones e cols.,®” com uma modificacdo nos

dois iniciadores gendétipo-especificos, que foram marcados com o fluorocromo 6-

FAM, para permitir a posterior mensuracdo da carga alélica apo6s eletroforese
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1

capilar.’® Para maximizar a especificidade alélica, os autores introduziram

pareamentos incorretos no antepenultimo nucleotideo a partir da por¢cao 3’ de cada

7

iniciador genétipo-especifico.®” O principio do método, as seqiiéncias e o

posicionamento dos iniciadores sdo mostrados na Figura 5.

A amplificagdo foi realizada por 30 ciclos a 56°C, usando a Taq DNA-
polimerase Platinum (Invitrogen).

Os produtos fluorescentes foram analisados em um sequienciador MegaBACE
1000 (GE Healthcare, Chalfont St. Giles, United Kingdom) usando o programa
GeneScan. As porcentagens de alelo mutado e selvagem foram estimadas pela
comparacdo das respectivas areas dos picos gerados, com a soma de ambas,

considerada como 100%.

Intron 13 Exon 14 Intron 14

Figura 5: ARMS-PCR

> para a deteccdo da
FO Fwt V617F-JAK2.

— —

—l GIT | A. Os iniciadores FO e
| RO flanqueiam o exon

*Rmt RO 14 Idod gene JAK2,

resultando em uma

<+ - banda de 452 pb, que

serve de controle

Alelo selvagem: 228 pb interno da reagdo. RO e
Fwt amplificam o alelo

Alelo mutado: 278 pb selvagem, gerando uma
banda de 228 pb; e FO
e Rmt geram uma
Controle: 452 pb banda de 278 pb
correspondente ao alelo
mutado.
* indica marcagdo com
B 6-FAM.

Nome Sequéncia (5'—3’) Posigéo B. Nomes, seqléncias e
posicionamento dos

iniciadores utilizados. Os
FO TCCTCAGAACGTTGATGGCAG 88274-88294 pareamentos incorretos

intencionais séo
RO ATTGCTTTCCTTTTTCACAAGAT 88704-88726 evidenciados em letra

mindscula e os
Fwt FAM-GCATTTGGTTTTAAATTATGGAGTATaTG 88498-88523 nucleotideos  gendtipo-

especificos estdo
Rmt FAM-GTTTTACTTACTCTCGTCTCCACAaAA 88529-88552 sublinhados.
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V. Resultados

V.1. Padronizacdo dos métodos baseados na PCR

V.1.1. AS-PCR para a deteccéao da V617F-JAK2

As condicdes de reacdo usadas para a AS-PCR foram as sugeridas por Baxter
e cols.,” sem modificacdes adicionais, conforme descrito na secdo de Pacientes e
métodos (pagina 38).

Nos individuos sem a mutacdo, foi visualizada uma banda Unica de 364 pb,
também utilizada como controle interno da reacdo, com o objetivo de descartar
falsos negativos. Nos individuos com a mutacdo V617F, foram visualizadas duas
bandas: uma gerada pelo mesmo produto de 364 pb e outra, de 203 pb,
correspondente ao alelo mutado. A Figura 6 exemplifica os resultados da AS-PCR
para a deteccdo da V617F-JAK2.

O limite de deteccado do alelo mutado foi de 1%, observado a partir de curva
de diluicdo gerada usando DNA plasmidial contendo as seqUéncias mutada e

selvagem misturadas em proporc¢des variadas (Figura 7).

Figura 6: Detec¢éo da V617F-JAK2 por AS-PCR

Selvagem —
Linha 1 — controle positivo para a V617F. 2, 4 e 5 -
pacientes positivos para a V617F-JAK2; 3 - paciente
negativo para a V617F-JAK2; PM - controle de peso
molecular 100 pb. Agarose 3%.

Mutado —

100% 50% 10% 4% 3% 2% 1% 0% PM

— 400 pb
p V617F-JAK2 — Curva de diluicdo

molecular 100 pb. Agarose 3%.

— 400 pb

— 200 pb

Figura 7: Limite de deteccdo da AS-PCR para a

— 200 pb Deteccdo em gel de agarose dos produtos da AS-PCR
gerados por diluicdes seriadas dos plasmideos, com as
respectivas porcentagens. As porcentagens indicam a
quantidade de alelo mutado. PM: controle de peso
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V.1.2. ARMS-PCR para a quantificacdo alélica dos

pacientes com a V617F-JAK2

Para a padronizacdo do método, foram testadas diferentes temperaturas de
anelamento (53°C; 54°C; 55°C; 55,5°C e 56°C) e a temperatura 6tima foi de 56°C.
As condi¢cbes de reacdo foram descritas na se¢do de Pacientes e métodos (pagina
39).

Nos individuos sem a mutacgao, foram visualizadas duas bandas, uma de 452
pb, também utilizada como controle interno da reacdo, com o objetivo de descartar
falsos negativos, e uma banda de 228 pb, correspondente & amplificacdo do alelo
selvagem. Nos individuos com a mutacdo V617F, foram visualizadas trés bandas: a
de 452 pb; outra gerada pelo mesmo produto de 228 pb correspondente ao alelo
selvagem; e a terceira, de 278 pb, correspondente ao alelo mutado.

Uma curva padrao foi gerada usando dois plasmideos obtidos por clonagem
da sequéncia de 452 pb, um contendo a seqUiéncia mutada e outro a seqiéncia
selvagem, misturados em dilui¢cdes variadas. O coeficiente de correlacdo linear ao
quadrado (R?) obtido foi maior que 0,99. O limite de detecgéo do alelo mutado foi
de 29%. A Figura 8 mostra os resultados da ARMS-PCR obtidos para a curva de
dlivicdo: (A) Corrida dos produtos fluorescentes em gel de agarose; (B) Valores das
areas dos picos gerados pela leitura da fluorescéncia e célculo das porcentagens de
alelo mutado; (C) Gréafico com os resultados, a linha de tendéncia e o R?; e (D)
Eletroferogramas, que sdo a representacdo grafica da leitura da fluorescéncia pelo
sequenciador. No exemplo, estdo os eletroferogramas obtidos para os pontos de
diluicdo correspondentes a 100%, 50% e 0% de alelo mutado.

O calculo da porcentagem de alelo mutado foi feito pela comparacao entre o
valor da area do pico correspondente ao alelo mutado, em relacdo a soma das

areas (alelo mutado e selvagem), conforme a férmula a seguir:

9% alelo mutado = Area alelo mutado (banda de 278 pb) + Area alelo selvagem (banda de 228 pb)

Soma das duas areas
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PM 100% 95% 90% 70% 50% 30% 10% 5% 0%

B
Ponto | Area alelo | Area alelo | Porcentagem Porcentagem
da selvagem mutado alelo mutado tedrica de alelo
curva mutado
1 0 12250,5 100 100
2 1221,2 12902,6 91,35 95
3 1524,9 9501,5 86,17 90
4 5167,1 8882 63,22 70
5 6562,3 5297,9 44,66 50
6 10183,7 4057,3 28,49 30
7 12564,4 1547,9 10,96 10
8 9438,6 519,3 5,57 5
9 16546,9 0 0 0
C

Curva de dllUI(}aO V617F-JAK2 y = 0,9415x + 0,075
R2 = 0,997

100

80 /0/8’6,1?1'35

[]
0 60 >
3 /
5 40 44,66
©
> /%
20
10,96
0 5,21 ‘
0 20 40 60 80 100

Valor encontrado

Figura 8: Padronizagdo da ARMS-PCR para a V617F-JAK2 — Curva de diluicdo
A. Deteccdo em gel de agarose dos produtos da ARMS-PCR gerados pelas diluicdes seriadas dos
plasmideos, com as respectivas porcentagens. As porcentagens indicam a quantidade de alelo mutado.

PM: controle de peso molecular 100 pb. Agarose 3%.

B. Calculos para a obtencédo das porcentagens de alelo mutado, a partir das areas dos picos gerados pela
leitura no sequenciador.

C. Representagdo gréafica da curva de diluigdo de DNA plasmidial, comparada aos valores tedricos
correspondentes; linha de tendéncia e R?.

D. Eletroferogramas obtidos para os pontos correspondentes a 100%, 50% e 0% de alelo mutado.
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Calculo:

%b alelo mutado =
[12250,5/(12250,5 + 0)] x
100 = 100%

Calculo:

%b alelo mutado =
[5297,9/(5297,9+6562,3)]
X 100 = 44,66%

scanna.
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scanno.

Area = 16546,9

228 pb

M

Calculo:

%b alelo mutado =
[0/(0+16546,9)] x 100 =
0%




V.2. Pacientes com AVEI ou TVC

44

Um total de 381 pacientes com AVEi ou TVC foram encaminhados para

avaliacdo de risco trombdético no Laboratério de Hemostasia do HUCFF-UFRJ

(n=322) ou no Laboratério de Diagnoéstico Molecular da Faculdade de Farméacia da

UFMG (n=59). Foram excluidos 104 pacientes por dados clinicos e/ou radiolégicos

incompletos, e outros 55 por falta de amostra de DNA amplificavel

e

impossibilidade de nova coleta. Ao final, 222 pacientes foram incluidos na analise,

sendo 178 pacientes com AVEi e 44 com TVC (Figura 9).

Figura 9: Representagdo esquematica da casuistica
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V.2.1. Caracteristicas gerais

As caracteristicas demograficas e o status mutacional dos pacientes com
AVEIi ou com TVC séo apresentados na Tabela 7.

No grupo de pacientes com AVEi, a mediana de idade foi 37 anos (15-76) e
57% eram do género feminino. A mutacao V617F-JAK2 foi detectada em dois (1%)
dos 178 pacientes com AVEi, ambos considerados como de etiologia indeterminada
ap6s investigacdo completa, segundo a classificacdo TOAST.'?' Considerando
somente os pacientes com AVEi de etiologia indeterminada apds investigacao
completa, a prevaléncia foi de 2/70 (2,8%).

Os 44 pacientes com TVC tinham uma mediana de idade de 28 anos (15-65)
e 68% eram do género feminino. Nenhum deles apresentou a mutagdo V617F-

JAK2.

Tabela 7: Caracteristicas dos 222 pacientes com AVEi ou TVC incluidos no estudo

AVEi TVC
Pacientes (N) 178 44
Género (F/M) 102/76 30/14
Idade mediana, anos (intervalo) 37 (15-76) 28 (15-65)
V617F-JAK2 (%) 2 () 0

AVEI, acidente vascular enceféalico isquémico; TVC, trombose venosa cerebral.

V.2.2. Pacientes com AVEi e com a V617F-JAK2

Caso 1: Homem de 49 anos com histéria de um AVEi em 2002, sem
evidéncia de esplenomegalia e com investigacdo para trombofilia negativa. O
hemograma realizado na época do AVEi era normal. Entretanto, nova analise do
hemograma realizada em julho de 2007, apds a detec¢cdo da mutacao V617F-JAK2,

mostrou leve trombocitose (550 x 10%/L; VR: 150-450 x 10°/L), com hemoglobina e



46

contagem de leucécitos dentro do intervalo de referéncia. Também em julho de
2007, foi realizada bidpsia de medula 6ssea que evidenciou celularidade normal,
com agrupamentos de megacariécitos de morfologia normal. A porcentagem de

alelo mutado detectada foi de 13%o.

Caso 2: Mulher de 68 anos, com histdéria de 3 episédios de AVEi (em 1997,
2003 e 2007) e sem evidéncia de esplenomegalia. Na investigacdo para trombofilia,
foi detectada homozigose para o polimorfismo C677T do gene da metileno
tetrahidrofolato redutase (MTHFR 677TT), além de elevacdo dos niveis de
homocisteina plasmatica (30 uM/L; VR: 5-14 uM/L) na época do segundo AVEi.
Recebeu tratamento de reposicdo com acido fdlico, entre o segundo e terceiro AVEi,
com normalizacdo dos niveis plasmaticos de homocisteina. No hemograma da
época do terceiro AVEi, a Unica anormalidade observada foi anemia normocitica e
normocrémica (Hb: 8,9 g/dL; VR: 12-15,5 g/dL), sem alteracbes a hematoscopia,
associada a niveis elevados de eritropoietina (52,6 mUl/mL; VR: 4-20 mUl/mL). A
porcentagem de alelo mutado detectada foi de 16%. Atualmente a paciente esta

em coma, nao sendo possivel avaliar a medula 6ssea por razdes éticas.

V.3. Pacientes com trombose venosa esplancnica

Foram analisados 133 pacientes com diagndstico de trombose venosa
esplancnica. Foi excluido um paciente com cancer de pancreas, 15 devido a dados
clinicos e/ou radiolégicos incompletos e nove pacientes por falta de amostra de
DNA amplificavel para andlise e impossibilidade de nova coleta, sendo incluidos ao
final 108 pacientes (31 com SBC e 77 com TP) (Figura 9). Desses, 20
apresentavam diagnoéstico de cirrose hepatica. Alguns pacientes apresentavam
trombose de mais de uma localizagdo, por ocasido do diagnéstico de imagem: 22

apresentavam TP associada a trombose de veia mesentérica e/ou de veia esplénica,
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e quatro pacientes apresentavam SBC associada a TP e foram analisados no grupo

da SBC.

V.3.1. Caracteristicas gerais

As caracteristicas demograficas, os fatores protrombdéticos investigados e os
resultados da pesquisa da V617F-JAK2 sdo apresentados na Tabela 8. Foram
estudados 57 pacientes do género feminino e 51 do masculino, com idade mediana
de 39 anos (17-74). Um ou mais fatores de risco para trombose esplancnica foram
identificados em 63% dos pacientes. Dentre os fatores protrombdticos adquiridos,
os mais frequentes foram: cirrose hepética; outras doencas hepaticas crbnicas
(incluindo seis pacientes com esquistossomose hepato-esplénica); poés-operatdrio
de cirurgia abdominal (incluindo sete pacientes pés-esplenectomia) e uso de
contraceptivos orais. A sindrome do anticorpo antifosfolipide foi identificada em 2
de 52 pacientes testados. Trombofilia hereditaria foi identificada em 11 pacientes:
seis com Fator V Leiden e cinco com protrombina G20210A (todos em
heterozigose). Dos 108 pacientes, quatro apresentavam diagnoéstico de NMP antes
do episddio trombdtico e cinco foram diagnosticados com NMP durante a
investigacdo da trombose venosa esplancnica. Nove pacientes apresentaram dois
ou mais fatores de risco protrombodticos adquiridos e/ou hereditarios.

A mutacdo V617F-JAK2 foi detectada em 24 (22%) dos 108 pacientes,
sendo 8/31 (26%) pacientes com SBC e 16/77 (21%) pacientes com TP. Dentre os
pacientes sem NMP (n=99), 15 (15%) apresentaram a mutacdo. Dentre o0s

pacientes nao-cirréticos (n=88), 22 (25%) apresentaram a mutacao.
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Tabela 8: Caracteristicas demograficas, fatores de risco protrombodticos e status mutacional
para a V617F-JAK2 dos 108 pacientes com TVE

SBC TP
Pacientes, N 31 77
Género (F/M) 20/11 37/40
Idade mediana, anos (intervalo) 33 (17-50) 42 (17-74)
Fatores de risco adquiridos
Cirrose hepatica 7 13
Outras doencgas hepaticas crénicas 0 13
Cirurgias abdominais 0 12
Uso de contraceptivo oral 7 4
NMP 5 4
SAF 1 1
Trauma abdominal 0 1
Sepse 0 1
Fatores de risco hereditarios
Fator V Leiden 3 3
Protrombina G20210A 1 4
Status mutacional V617F-JAK2
V617F-JAK2, todos os pacientes (%) 8 (26) 16 (21)
V617F-JAK2, excluidos os pacientes com NMP (%) 3 (11) 12 (16)

NMP, neoplasia mieloproliferativa; SAF, sindrome do anticorpo antifosfolipide; SBC, sindrome de Budd-Chiari; TP,
trombose porta; TVE: trombose venosa esplancnica.

Os pacientes com a mutacdo apresentaram uma contagem de leucdcitos
mediana significativamente maior que os sem a mutacdo (9,3 x 10%L vs. 5,4 x

10°/L; p < 0,001), bem como uma contagem mediana de plaquetas
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significativamente maior (477,5 x 10%L vs. 141 x 10°L; p < 0,001). Essas
diferencas permaneceram quando foram retirados da andlise os pacientes
esplenectomizados e com NMP. A frequéncia de fatores protrombdéticos (adquiridos
e hereditarios) foi similar nos grupos com e sem a mutacdo (71% vs. 61%). A
Tabela 9 mostra uma analise comparativa entre os pacientes com e sem a mutacéao

V617F-JAKZ2.

Tabela 9: Caracteristicas dos pacientes com e sem a mutagédo V617F-JAK2

V617F-JAK2 + V617F-JAK2 - P
Género (F/M) 16/8 41/43 0,1
Idade mediana (anos) 42 38,5 0,4
Presenca de fatores protrombadticos (%) 17/24 (71) 51/84 (61) 0,3
Dosagem mediana de hemoglobina 12,8 g/dL 13,2 g/dL 0,6
Contagem mediana de leucécitos 9,3 x 10°%/L 5,4 x 10°%/L < 0,001
Contagem mediana de plaquetas 477,5 x 10°/L 141 x 10°%/L < 0,001

V.3.2. Descrigdo dos pacientes com TVE e com a V617F-

JAK?2

As caracteristicas clinico-laboratoriais dos pacientes com a V617F-JAK2
estdo listadas na Tabela 10. Nesses pacientes, a quantificacdo alélica mostrou uma
carga baixa do alelo mutado, ndo excedendo 50%, a exce¢do de um paciente com

84,9% (mediana 16,5%; 2—84,9%).
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Tabela 10: Caracteristicas dos 24 pacientes com a mutagédo V617F-JAK2

Paciente Género Idade Local Fator V Fatores NMP Carga
(anos) da Leiden e protrombdticos alélica
trombose  PT G20210A adquiridos mutada (%0)
1 M 41 SBC PT G20210A Esplenectomia NDS 2,8
2 F 74 TP Ausente Ausente PV prévia 44,2
3 F 28 SBC Ausente Ausente PV durante 16,4
investigacdo
F 23 TP Ausente Esplenectomia/CO ND 15,8
F 24 SBC Ausente CO PV durante 26,2
investigacdo
6 M 42 SBC Ausente Ausente PV durante 9,6
investigacdo
7 F 56 TP Ausente Ausente ND 8 3,0
8 F 64 TP Ausente Ausente ND 17,1
9 F 22 SBC Ausente Ausente ND 5,0
10 M 63 TP Ausente Ausente TE durante 22,3
investigacdo
11 50 TP Ausente SAF ND 16,8
12 50 SBC NR Ausente PV prévia 84,9
13 43 TP Ausente Ausente Fase pré-fibrotica 8,6
de MP ap6s
deteccéo da
V617F-JAK2
14 F 24 SBC Ausente COo TE durante NA
investigacdo
15 M 42 TP Ausente Esquistossomose ND 16,5
16 F 58 TP Ausente Esquistossomose ND 20,7
17 M 27 TP Ausente Ausente Ausente 6,2
18 F 43 TP Ausente CoO TE prévia 2,6
19 F 47 TP Ausente Ausente TE ap6s 12 meses 18,1
de seguimento
20 F 48 TP Ausente COo Ausente 2,0
21 F 45 TP Ausente Hepatite B MP apds 8 anos de 21,4
seguimento
22 F 28 TP Ausente Trauma ND 4,3
abdominal /CO
Pacientes cirréticos
1 F 34 TP Ausente Ausente TE prévia 18,3
2 F 36 SBC Ausente Ausente TE ap6s 5 anos de 21,4

seguimento

CO, contraceptivo oral; MP, mielofibrose primaria; NMP, neoplasia mieloproliferativa; PT, protrombina; PV, policitemia
vera; SAF, sindrome do anticorpo antifosfolipide; SBC, sindrome de Budd-Chiari; TE, trombocitemia essencial; TP,

trombose porta.
NA: nado avaliavel. ND: aspirado/bidpsia de medula 6ssea ndo disponivel. NR: ndo realizado.
S pacientes sem sinais sugestivos de NMP.
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A mutacdo V617F-JAK2 foi detectada nos quatro pacientes com diagndstico
prévio de NMP (dois com PV e dois com TE) e cinco pacientes tiveram o diagndstico
de NMP durante a investigacdo da trombose esplancnica (PV em trés e TE em dois).
Quatro outros pacientes foram diagnosticados com NMP (dois com TE e um com
MP) apdés um seguimento mediano de 51 meses (1-104 meses). Nenhum dos
pacientes V617F-JAK2-negativos desenvolveu evidéncias de NMP durante o
seguimento.

Entre os outros 12 pacientes positivos que ndo preencheram critérios para o
diagnéstico de NMP, oito apresentaram leucocitose, trombocitose e/ou
esplenomegalia. Um deles faleceu, trés meses apés o diagnostico de SBC, por
insuficiéncia hepatica (n. 9, Tabela 10). Outro paciente faleceu 11 anos apods a TP,
apos complicacbes de um quadro de pancreatite e nenhuma avaliagdo da medula
foi realizada durante esse periodo (n.11, Tabela 10). Dentre os outros seis
pacientes, somente dois aceitaram submeter-se a realizagdo de uma BMO. Em um
deles, nenhum sinal de hiperplasia ou fibrose foi observado (n.17, Tabela 10). No
outro paciente a BMO mostrou hiperplasia de todas as linhagens, presenca de
megacariocitos maduros, de tamanho aumentado e discreta fibrose, sugerindo fase
pré-fibrética de uma MP (n.13, Tabela 10).

Os outros quatro pacientes V617F-JAK2-positivos, incluindo dois com
esplenectomia prévia, ndo apresentaram qualquer evidéncia sugestiva de NMP.
Curiosamente, um deles foi submetido a uma BMO, que mostrou hiperplasia
discreta da série mieldide e moderada da série megacariocitica, discreta eosinofilia,
além de distdrbios de topografia e maturacdo da série megacariocitica (n. 20,
Tabela 10).

A Figura 10 mostra uma representacdo esquematica dos resultados dos

pacientes com trombose esplancnica incluidos no estudo.



52

Figura 10: Representacdo esquematica dos resultados dos pacientes com trombose

esplancnica

Pacienles com
rombose
esplancnica
{N=133)

—tl Pacientes excluidos (n=25) |

¥

Pacientes testadas

para a VE17F-
+ JAKZ (n=108) M

Pacientes

Pacientes V617F-
JAKZ -negativos Vel TSF;AKQ_
(n=64) positivos
{n=24)
NMP ausenie ao ¥
diagndstico ou NMF ausente NMP presente
durante o ao diagndstico an diagnistico
seguimento (=20} (n=4)
(m=84)
] v v ¥ ¥ v
Diagndstico de NMP Diagnostico de : Pacientes sem Auséncia de
durante a investigagao NMP duranie o Obito sem avaliagio Avaliagao da avaliagio da achados sugestvos
da trombose saguimento da ""“’d”_'; Gssea ms"“'ﬁ;m medula Gssea de MIP
esplincnica {n=3) (n=2} (n=2) (=1 in=4)
(n=5} ‘
MMP ausente Fase pre-fibrotica de
(n=1) mielofibrose priméarla
n=1)

NMP, neoplasia mieloproliferativa.

Dentre os 20 pacientes com cirrose hepatica no momento da trombose
(nove homens e 11 mulheres; idade mediana de 40,5 anos; 19-70), dois (10%)
apresentaram a V617F-JAK2. Um deles tinha um diagndstico prévio de TE e o outro
teve o diagnoéstico de TE cinco anos apds o episodio trombético. Os dados clinicos e
laboratoriais desses dois pacientes cirréticos com a mutacdo também estédo

detalhados na Tabela 10.
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V1. Discussao

A trombose é um fendmeno complexo, em que fatores de risco genéticos e
adquiridos interagem dinamicamente.'®*'83 Nos pacientes com NMPs, as tromboses
representam a maior causa de morbidade e mortalidade.*®*

A mutacdo V617F-JAK2 foi recentemente identificada como um evento
patogenético crucial, bem como uma ferramenta diagnéstica de grande utilidade
nas NMPs.'®>'8 Alguns estudos iniciais sugeriram que os pacientes com NMPs
V617F-JAK2-positivos apresentavam um risco ainda mais elevado de trombose.**?
Desde entdo, a associacdo entre a V617F-JAK2 e eventos trombdticos tem sido

motivo de investigacao.

V617F-JAK2 nos pacientes com acidente vascular encefalico isquémico
O AVEI resulta de mecanismos fisiopatoldgicos diversos, que envolvem a

interacdo de fatores genéticos,®’

ambientais (como tabagismo, uso de
anticoncepcionais orais, estresse) e comorbidades associadas (como diabetes
mellitus, hipertensdo e dislipidemia).*®® Nas neoplasias mieloproliferativas, os AVEis
representam a principal manifestacdo trombética.™®

No presente estudo, a V617F-JAK2 foi detectada em 2 (1%) de 178
pacientes com AVEi, ambos considerados de etiologia indefinida apds investigacao
completa. Quando analisado somente o grupo de pacientes com AVEi de etiologia
indefinida apoés investigacdo completa, a prevaléncia da mutacdo aumentou para
2,8% (2/70). Um dos pacientes foi acompanhado por 5 e o outro por 10 anos, sem
apresentarem sinais sugestivos de NMP. Apos a deteccdo da V617F-JAK2, um deles
apresentou discreta trombocitose ao hemograma e foi submetido a uma BMO, que
mostrou alteragdes sugestivas de uma NMP subclinica. Estes resultados sugerem

uma utilidade limitada da pesquisa da V617F-JAK2 nos pacientes com AVEi, mesmo

considerando somente os casos idiopaticos.
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Os resultados deste estudo sdo condizentes com os publicados na literatura.
Até o momento, o papel da pesquisa da mutacdo V617F-JAK2 na investigacado
diagnéstica de uma NMP latente em pacientes com AVEi foi avaliado em apenas
trés estudos. Nenhum paciente apresentou a mutacdo nas séries estudadas por
Smalberg e cols. (n=62) e Abel e cols. (n=10)."%"'%® Ja Pardanani e cols.
estudaram 137 pacientes com AVEi e detectaram a V617F-JAK2 em dois deles, um
dos quais teve o diagnoéstico de uma NMP inclassificavel apds prosseguimento da
investigacéo.*®

Além de pacientes com AVEi, a frequéncia da V617F-JAK2 foi avaliada em
pacientes com trombose arterial de outras localizagbes, bem como em pacientes
com trombose venosa profunda (TVP) de membros inferiores, tromboembolismo
pulmonar (TEP) e trombose venosa retiniana (TVR).'°7"1%9:164-170 Nesses pacientes, a
prevaléncia da mutacdo foi baixa ou nula, ndo recomendando o seu uso nas
tromboses venosas ou arteriais em geral.'®

Recentemente foi publicada uma revisdo dos estudos que avaliaram o papel
da V617F-JAK2 em pacientes com trombose arterial (AVEi, 1AM, trombose arterial
periférica e trombose mesentérica). Os resultados sugeriram que a prevaléncia da

V617F-JAK é baixa nesses pacientes e que a mutacdo ndo estid associada a
trombose arterial em pacientes sem evidéncias de NMP.**°

Sete estudos analisaram pacientes com tromboses venosas ndo-esplancnicas
e a prevaléncia da V617F-JAK2 ndo excedeu 1,5% %7 199.164.166.168.170 pAlam disso,
todos os pacientes V617F-JAK2-positivos identificados (n=14) tinham mais de 50
anos. Um aspecto observado por um dos estudos, em que a prevaléncia da V617F-
JAK2 foi 1% (2/194), foi que essa prevaléncia praticamente dobrou (1,9%) e mais
que triplicou (3,4%) quando analisados somente pacientes com mais de 50 e 60
anos, respectivamente.'’® Com base nessa observacédo, os autores especulam que a

triagem rotineira para a V617F-JAK2 talvez se justifique em pacientes idosos com

tromboses venosas ndo-esplancnicas.*”



55

V617F-JAK2 em pacientes com trombose venosa cerebral

No presente estudo, a mutacdo V617F-JAK2 ndo foi detectada nos 44
pacientes com TVC sem evidéncia clinico-laboratorial de NMP, sugerindo papel
limitado da pesquisa da mutacdo nesse contexto. Alguns estudos prévios também
observaram auséncia ou baixa prevaléncia da V617F-JAK2 em pacientes com TVC
sem NMP: De Stefano e cols. detectaram a mutacdo em 3 (6,2%) de 48 pacientes
com TVC;*! Bellucci e cols. em 1 (1,1%) de 87;'°° Pardanani e cols. em 1 (14%)
de 7 pacientes;*®® e os grupos de Rossi e Collaizzo ndo detectaram a V617F-JAK2
entre 13 e 45 pacientes, respectivamente.*81%°

Entretanto, ndo ha um consenso sobre a indicacdo da triagem para a V617F-
JAK2 nos pacientes com TVC e, considerando a raridade da doenca, sua maior
frequéncia nas NMPs e o pequeno numero de pacientes incluidos nos estudos
realizados até o momento, especula-se se a pesquisa rotineira da V617F-JAK2 se

justificaria nesse contexto.™%%*

V617F-JAK2 nos pacientes com trombose venosa esplancnica

A trombose da veia porta (TP) e a sindrome de Budd-Chiari (SBC) séo
condi¢cBes raras e graves, frequentemente associadas a condi¢des protrombdticas
hereditarias ou adquiridas.’® Nos paises desenvolvidos, as principais causas
adquiridas sdo as NMPs e a cirrose hepatica.'3319:193

No presente estudo, todos os pacientes com TP e SBC encaminhados aos
laboratdrios de hemostasia para avaliacdo de risco trombdético foram incluidos,
exceto aqueles com doencas neoplasicas abdominais. Os principais fatores
protrombdticos observados foram cirrose hepéatica, uso de contraceptivo oral e
NMPs. Sete pacientes haviam sido submetidos a esplenectomia e seis tinham
histdria pregressa de esquistossomose mansobnica. Em paises subdesenvolvidos,

z

onde a esquistossomose é endémica, ha relatos isolados de sua associagdo com
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TP,*®* provavelmente relacionada a um aumento da resisténcia ao fluxo sanguineo,
embora nenhum estudo sistematico a esse respeito tenha sido conduzido até o
momento.

A mutacdo V617F-JAK2 foi detectada em 21% dos pacientes com TP e 26%
dos pacientes com SBC. Estudos anteriores mostraram frequéncias variaveis em
outras séries de pacientes com TVEs: 17 a 36% em pacientes com TP e 40 a 58%
na SBC.1#11541%5.175.176 considerando somente os pacientes sem NMP, a mutacéo foi
detectada em 15/99 pacientes (15%). Na literatura, essa frequéncia varia de 18 a
749% 141154157 Egsas discrepancias provavelmente se devem a critérios de incluséo
variados, ao pequeno namero de pacientes analisados na maior parte dos estudos,
diferentes sensibilidades dos métodos usados para a deteccdo da mutagcdo e
diferentes tipos de amostras analisados.

Os pacientes com a V617F-JAK2 apresentaram contagem mediana de
leucécitos e de plaquetas significativamente maior que os sem a mutacado, achados
condizentes com os dados publicados na literatura.**>*’® Em relacdo a dosagem de
hemoglobina, ndo houve diferenca entre os dois grupos, achado semelhante ao

155174 ¢ divergente de outro.'® E provavel que o

observado em dois estudos,
numero de pacientes estudados tenha influenciado esses resultados.

Cabe ressaltar que, dentre os 24 pacientes V617F-JAK2-positivos, somente
quatro tinham um diagndstico prévio de NMP e cinco foram diagnosticados no
momento da trombose. Durante o acompanhamento, trés pacientes tiveram o
diagnostico de NMP e outro paciente teve o diagnéstico de MP (fase pré-fibrotica)
apos a deteccdo da V617F-JAK2, representando casos de NMP latente. Por outro
lado, nenhum dos pacientes V617F-JAK2-negativos apresentou evidéncias
sugestivas de NMP durante o acompanhamento. Esses achados demonstram a
utilidade clinica da pesquisa da mutacdo V617F-JAK2 em pacientes com TVE e

estdo de acordo com os resultados de uma meta-analise publicada recentemente,

em que o papel da V617F-JAK2 em pacientes com tromboembolismo venoso de
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diversas localizaces foi avaliado.’ As conclusées da meta-anélise indicam que a
V617F-JAK2 tem associagdo significativa com TVE e é um forte preditor do
diagnéstico subsequente de NMP, justificando sua pesquisa rotineira nesse
contexto.

Embora poucos pacientes tenham sido submetidos a uma BMO, os achados
do presente estudo evidenciam e reforcam a importancia da avaliacdo histologica
da MO, ndo sO0 nos pacientes V617F-JAK2-positivos para a confirmagdo e
classificacdo da NMP, mas também nos pacientes sem a mutacdo, devido a
possibilidade de casos V617F-JAK2-negativos, especialmente TE e MP.

Neste estudo, outro aspecto a ser lembrado é que a pesquisa de outras
mutagbes do gene JAK2 e do MPL néo foi realizada, o que poderia aumentar o
numero de pacientes com NMP latente. Poucos estudos até o momento avaliaram a
frequéncia de outros marcadores moleculares em pacientes com TVE: Kiladjian e
cols. ndo encontraram muta¢gbes do JAK2 nem do MPL em 147 pacientes V617F-

® resultado semelhante ao observado por Fiorini e cols.’®® Por

JAK2-negativos,*’
outro lado, Collaizzo e cols. detectaram uma mutacdo do gene JAK2 em um
paciente com SBC e em outro com TP, sugerindo um possivel papel para sua
pesquisa nos pacientes sem a V617F-JAK2.19

No presente estudo, a V617F-JAK2 foi encontrada em freqiéncia semelhante
em pacientes com e sem fatores de risco protrombdticos (17/68 — 25% vs. 7/40 —
18%). Resultados semelhantes foram observados por outros grupos que analisaram
tal correlacdo.'*>*"*17%.197 Njo se pode deixar de ressaltar que o grupo de pacientes
aqui analisados provavelmente apresenta menor frequéncia de fatores de risco
protrombdticos adquiridos, considerando que foram encaminhados a laboratérios de
referéncia para a pesquisa de trombofilia. De qualquer forma, esses achados
apontam para a importancia de uma investiga¢do clinica e laboratorial completa,

mandatdéria em todos os pacientes, mesmo quando um fator de risco for

identificado.
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Nos pacientes com cirrose hepatica, habitualmente nao se procede a
avaliacao etiolégica da trombose esplancnica, pela associacdo causal ja reconhecida
entre as duas situacfes. Até o momento, a presenca da V617F-JAK2 em pacientes
cirroticos foi avaliada somente em dois estudos, com resultado negativo em
ambos.’?** No presente estudo, no entanto, a V617F-JAK2 foi detectada em 2
(10%) dos 20 pacientes cirréticos. Um deles tinha um diagndstico prévio de TE,

enquanto o outro teve um diagnéstico de TE cinco anos apds o episddio trombdtico.

Papel da carga alélica mutada

Nos pacientes com NMPs, a carga de alelo com a mutacdo V617F-JAK2
parece favorecer um fenétipo policitémico, bemm como uma evolugcdo clinica mais
sintomatica.?°'%® Neste estudo, 22/23 pacientes V617F-JAK2-positivos avaliaveis
apresentaram uma carga alélica mutada baixa (mediana de 16,5%), ndo excedendo
50%, sugerindo que a maioria, sendo todos, eram heterozigotos. Somente um
paciente V617F-JAK2-positivo, com diagnéstico de PV prévio ao episodio
trombdtico, apresentou 84% de alelo mutado, sugerindo homozigose. Nos estudos
publicados, achados similares foram observados em relacdo a carga alélica da
V617F-JAK2 em pacientes com TVE.!°%196:159.176 Kij|adjian e cols. sugeriram que os
niveis baixos de alelo mutado detectados na maioria desses pacientes poderia ser
um dos motivos para a baixa taxa de evolucdo de formas de NMPs latentes para
quadros clinicamente manifestos.*’®

Um aspecto a ser considerado é o tipo de célula usada para a determinacao
da carga alélica da V617F-JAK2. Até o momento, ndo ha consenso sobre qual é a
melhor amostra bioldgica (sangue total, granuldcitos, plaquetas, células
mononucleares ou células da medula 6ssea) para essa analise.*®'%° Cabe ressaltar
que a diluicdo com numero consideravel de células que exibem a sequéncia
selvagem (principalmente linfocitos) pode levar a resultados falso-negativos, bem

como subestimar a quantificagdo de alelo mutado. No presente estudo, o DNA
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usado para andlise foi extraido de leucdcitos de sangue total. Portanto, a
quantificacdo alélica pode ter sido subestimada, se comparada a uma quantificacao
realizada em amostras de granuldcitos purificados dos mesmos pacientes. Todavia,
considerando que entre os pacientes com menos de 50% de alelo mutado (n=22),
somente dois apresentaram carga alélica maior que 25%, possivelmente uma
andlise comparativa desses resultados usando granul6citos mostraria um cenério
muito similar.

Outro aspecto a ser considerado se refere a sensibilidade analitica do
meétodo utilizado. Neste estudo, as sensibilidades analiticas do método de triagem
(1%) e do método quantitativo (2%) foram consistentes com relatos anteriores.> 2%
O significado da detec¢cao de niveis muito baixos (<1%) de alelo mutado ainda nao
esta estabelecido,® mas podera ser Gtil no acompanhamento de pacientes em uso
de tratamento quimioterapico convencional®®* ou inibidores especificos para a
V617F-JAK2. Adicionalmente, a quantificacdo alélica poderd ser util no

acompanhamento de pacientes com carga alélica baixa e sem manifestacbes de

NMP, hipdtese que precisa de uma validagdo prospectiva.

Mecanismos protrombodticos nas neoplasias mieloproliferativas

Varios mecanismos foram propostos para explicar o estado de
hipercoagulacdo adquirido observado nos pacientes com NMP, incluindo
anormalidades eritrocitarias, plaquetarias e leucocitose.'® Entretanto, as razdes
para a maior freqiéncia de tromboses esplancnicas nas NMPs ainda néo estéo
estabelecidas. Algumas hipdteses levantadas sdo o aumento do fluxo portal, a
esplenomegalia e a hematopoiese extramedular hepética.’*® Boissinot e cols.
observaram uma maior expressao total de JAK2 (selvagem + V617F) em pacientes
com TVE, o que poderia desempenhar um papel causal nesse contexto,
independente da doenca associada & TVE.'”? Em um estudo recente de Sozer e

cols., foi demonstrada homozigose para a V617F-JAK2 nas células endoteliais das
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vénulas hepaticas de dois pacientes com SBC e PV. Os autores especulam que, pelo
menos em uma subpopulacdo de pacientes, a NMP poderia se originar de uma

célula precursora comum para as células hematopoiéticas e endoteliais.?*?

LimitacOes do estudo

Devido a natureza retrospectiva deste estudo, duas principais limita¢cdes néao
puderam ser evitadas: a indisponibilidade de alguns dados, particularmente no que
se refere as biopsias de medula O0ssea e as biopsias hepéaticas para exclusdo do
diagnostico de cirrose hepatica; e um viés de selecdo, jA que 0s pacientes
estudados foram encaminhados a laboratdrios de hemostasia e representam, dessa
forma, um grupo especifico, cujos resultados talvez ndo se apliquem a pacientes
com TVE né&o-selecionados.

Além disso, por se tratar de um estudo retrospectivo de trés grupos de
pacientes distintos (AVEi, TVC e TVE) e com alguns dados indisponiveis, optou-se
por ndo fazer a analise dos fatores de risco protrombdéticos em todos os pacientes.
Devido a auséncia da mutacdo nos pacientes com TVC e a baixa freqiiéncia nos
pacientes com AVEI, a analise dos fatores de risco foi feita somente no grupo de
TVE, com o intuito de avaliar a freqiiéncia de fatores de risco protrombdticos nos

pacientes com ou sem a mutacgéao.

Consideracdes finais

Embora seja considerada apenas o inicio de um longo caminho a ser
percorrido para desvendar a genética das NMPs, a descoberta da V617F-JAK2
transformou a abordagem diagndstica dessas entidades.

Nao esta claro, até o momento, se a presenca da mutacdo V617F-JAK2
modifica o risco trombdtico em pacientes com NMP, embora as evidéncias clinicas
apontem nessa direcdo. Além disso, permanece em aberto se a V617F-JAK2 esta

independentemente associada a eventos trombéticos, fora do contexto das NMPs.*>*
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Apesar das limitagcbes impostas pela natureza retrospectiva deste estudo, os
resultados sugerem que a V617F-JAK2 é frequente em pacientes com TVE,
incluindo pacientes cirrdticos, justificando sua pesquisa rotineira. A identificacdo de
uma NMP tem grande relevancia clinica nesse cenario, ja que a histdria de um
evento trombdtico prévio € um dos principais fatores de risco para um novo
epis6dio de trombose nos pacientes com NMP.® Ademais, apresenta implicacdes
terapéuticas, ja que o manejo das NMPs permanece altamente dependente do risco
tromboético de cada paciente.®’ Estudos prospectivos cuidadosamente planejados
sdo necessarios para melhor elucidar o papel da V617F-JAK2 e da carga de alelo
mutado no diagnéstico e manejo adequados dos pacientes com tromboses
esplancnicas, incluindo os cirréticos.

Com as mesmas limitacbes, os resultados deste estudo sugerem pouca
utilidade para a pesquisa da mutacdo em pacientes com TVC ou com AVEi.
Entretanto, considerando a alta prevaléncia, morbidade e mortalidade do AVEi,
estudos prospectivos e com maior numero de pacientes sdo necessarios para
elucidar a relevancia clinica da identificacdo da V617F-JAK2 nesse grupo,
especialmente a luz do progresso substancial na pesquisa para o desenvolvimento
de inibidores especificos para a mutagéo.?*®

Um udltimo ponto a ser considerado se refere a identificagdo de pacientes
V617F-JAK2-positivos, sem qualquer outra alteracdo clinico-laboratorial sugestiva
de NMP. No momento, ndo ha recomendacdo para intervencdo nesses casos,
somente para o0 acompanhamento do paciente, pela possibilidade do

desenvolvimento posterior de uma NMP.
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Conclusodes

Os dados colhidos sugerem que a mutacdo V617F-JAK2 é rara em pacientes
com acidente vascular encefélico isquémico sem evidéncias clinico-
laboratoriais de neoplasia mieloproliferativa.

Os dados colhidos sugerem que a mutacao V617F-JAK2 é rara em pacientes
com trombose venosa cerebral sem evidéncias clinico-laboratoriais de
neoplasia mieloproliferativa.

Os dados colhidos sugerem que a mutacdo V617F-JAK2 é frequente em
pacientes com trombose venosa esplancnica, incluindo pacientes cirréticos,
na presen¢a ou auséncia de evidéncias clinico-laboratoriais de neoplasia
mieloproliferativa.

A frequéncia da V617F-JAK2 nos pacientes com trombose venosa
esplancnica com e sem fatores de risco protrombdticos foi semelhante,
sugerindo a importancia de uma investigacao clinica e laboratorial completa
em todos os pacientes, mesmo quando um fator de risco for identificado.
Apesar das varias limitagdbes metodoldgicas, este estudo sugere que a
pesquisa da V617F-JAK2 seja incluida na rotina diagnéstica de pacientes
com trombose venosa esplancnica.

Com as mesmas limitacdes, este estudo sugere que a pesquisa da V617F-
JAK2 nao se justifica na rotina diagnostica de pacientes com acidente

vascular encefalico isquémico ou trombose venosa cerebral.
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I X. Anexos

Anexo 1. Ficha clinica UFRJ

FICHA DE RISCO TROMBOTICO

NO

Nome
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Endereco

Bairro Cidade

CEP

Estado Telefones

Sexo (M/F)

Profissao

Peso Altura

Obesidade (Y/N)

Naturalidade:

IMC (Kg/m?)

Ascendéncia (até bisav0):

Idade (no momento da trombose)

Data de Nascimento / /

Data de entrada no estudo: /

Consangtinidade (Y/N)

Hospital

N° prontuério




Médico

Tel.:

87

TIPO DE ACIDENTE TROMBOTICO PRINCIPAL (dltimo, motivo do exame):
(SIM/NAO)

8.

9.

. Embolia pulmonar

. Trombose venosa superficial

. Trombose arterial periférica

. Trombose venosa profunda

. Trombose venosa profunda + embolia pulmonar

. Acidente vascular encefalico

. Doenca arterial coronariana

Trombose arterial visceral (outras)

Trombose retiniana

10. Perda fetal

LOCALIZAGAO DA TROMBOSE:

Trombose venosa profunda (TVP):

Membro inferior

Membro superior

Mesentérica*

Trombose da veia porta*

Budd-Chiari*

Veia cava

Veia Renal

Outra



Trombose venosa superficial (TVS):

Membro inferior

Membro superior

Outra

Classificacdo etiologica do AVE:

1.

2.

Aterosclerético de gdes vasos

Cardiogénico

. Lacunar (peq. vasos)
. Arterial de etiologia definida

. Arterial de etiologia indefinida (investigacdo completa)

. Arterial de etiologia indefinida (investigacdo incompleta)
. Ataque isquémico transitorio (TIA)

. Venoso (TVC)

Trombose arterial periférica (TAP):

Membro inferior

Membro superior

Outra

Trombose arterial visceral (outras)

Mesentérica

Renal

Outra

Trombose retiniana
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Artéria central

Veia central

Ramo da veia central

Hemisférica

EXANES DE IMAGEM:

US com Doppler:

Tomografia:

RNM:

Outros:

HISTORIA DE OUTROS FENOMENOS TROMBOTICOS: (SIM/NAO)

NUMERO TOTAL DE FENOMENOS TROMBOTICOS:

LOCALIZAGAO DOS OUTROS ACIDENTES TROMBOTICOS:

DOENCAS ASSOCIADAS:
Doenca hepética
Doenca Renal
Doenga Autoimune
Céncer

Hemopatias malignas

Doenca Mieloproliferativa
Hemoglobinopatia
Hipotireoidismo

Infeccbes



Outras
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Comentarios

MEDICAMENTOS USADOS NO MOMENTO DA
TROMBOSE:

NUMERO DE GESTAGOES NORMAIS:

PERDA FETAL ESPONTANEA (SIM /NAO):

Numero de perdas fetais / trimestre: 1° trimestre
2° trimestre

3° trimestre

FATORES DE RISCO (no momento da trombose principal):

Tabagismo (SIM /NAO):

Numero de cigarros/dia:

Tabagismo no passado (SIM /NAO) :

Tabagismo no passado (quanto tempo) :

Tabagismo no passado (no. cigarros / dia) :

Pressao arterial: 12. Medida 22, Medida

Medicamento para hipertenséo:
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Etilismo (SIM/NAO): N° doses/dia
Dislipidemia (SIM /NAO): CT: HDL LDL Tal
Diabetes (SIM /NAO): Medicamento p/ diabetes:

Contraceptivo estrogénico atual (SIM/NAO):

H& quanto tempo (meses):

Contraceptivo no passado (SIM/NAO):

Por quanto tempo: Parou quando:
Glicose:
Uso de hipoglicemiantes orais (SIM/NAO),

Varizes (SIM/NAO):

Gestacéo (SIM/NAO): Trimestre da gestacéo:
Puerpério (SIM/NAO): Puerpério, dias:
Pos-operatorio (SIM/NAO): Pés-operatorio dias:

Esforco, tipo, quando (dias):

qual:

Traumatismo (SIM/NAO) : Traumatismo, tipo:

Viagem (SIM/NAO) : Duracéo da viagem (horas):

Viagem (qtos dias antes da trombose):

Em repouso no leito (SIM/NAO): Dias de repouso no leito:

Sedentarismo (atividade fisica < 4hs / semana, (SIM/NAO):



Horas de atividade fisica / semana:

Grupo ABO e Rh:
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Diametro da cintura:

Glaucoma antes da trombose retiniana (SIM/NAO)

HISTORIA FAMILIAR:

Historia familiar TVP: (parentesco / idade)

Histoéria familiar IAM (parentesco / idade) :

Histoéria familiar AVE: (parentesco / idade)

MEDICAMENTOS EM USO NO

MOMENTO DA COLHEITA DE SANGUE:

ESTUDO LABORATORIAL:

TAP —rel. P/C

PTT —rel. P/C

T. Trombina (P-C)

Plaquetas

vW %

TAP %

P+C corrigido, (SIM/NAO) :

Fibrinogénio

VIl %

vWRCo %




ATIII ativ. (amidolitico) %

PC ativ. (amidolitico) %

PC Elisa %

PST Elisa %

PS atividade %o

RPCA positiva, (SIM/NAO)

LAC PTT-LA, positivo (SIM/NAO)

LAC TTI, positivo (SIM/NAO)

LAC RVVT, positivo (SIM/NAO)

93

PC ativ. (cronométrico) %

PSL Elisa %

GPL MPL

(LAC e APL - apenas registrados positivos os confirmados por uma segunda coleta)

Anti-Beta2 GPI

Fator V G1691A Fator 1l G20210A

1 Ausente

Homocisteina Sérica

2 Homozigoto

MTHFR(CT)

3 Heterozigoto

FAN Positivo (Y/N)

FAN UI

Titulo FAN /

DIAGNOSTICO

HEMOSTASIA:

DE

4 nao feito

Anti-DNA Positivo (Y/N)

ALTERACAO

Banco de DNA: Caixa

NUumero

DA
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ADENDO SOMENTE PARA PACIENTES COM TROMBOSE ESPLANCNICA

(TROMBOSE DE VEIA PORTA, MESENTERICA, ESPLENICA OU SINDROME DE

BUDD-CHIARI

FATORES LOCAIS:
( ) Cirrose () Hepatite crénica ( ) Tumor hepatico ( ) Cisto hepético

( ) Anormalidades vasculares hepéaticas ( ) Pancreatite ( ) Doenca

inflamatadria intestinal
( ) Trauma abdominal / Cirurgia abdominal recente ( ) Esplenectomia

( ) cateterismo umbilical

Outro:

FATORES SISTEMICOS:
( ) Doenca Mieloproliferativa (Anexo 1) ( ) Céancer

( ) Trombofilia (Anexo 2) ( ) Hemoglobinuria paroxistica noturna

( ) Doenca de Behget

Outro:

APRESENTACAO CLINICA E LABORATORIAL (insuficiéncia hepatica?):
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FICHA CLINICA ANEXO 1
INVESTIGACAO DE DOENCA MIELOPROLIFERATIVA:

No momento da trombose abdominal:

1. Hemograma (Data ):

Hem: Ht: Hb: :Leuc:

Plaq: Coment:

N

Avaliacao do sangue periférico:

~

) Hemacias em lagrima ( ) Padrao leuco-eritroblastico ( ) Basofilia

3. Sinais Clinicos: ( ) Eritromelalgia ( ) Prurido ( ) Trombose prévia

4. Exame fisico: ( ) Esplenomegalia Tamanho:

~

) Hepatomegalia Hepatimetria

5. Saturacdo Hb de O, >92%: ( ) Sim ( ) Néo

6. Histéria familiar de policitemia ( ) Sim ( ) Néo
7. Eritropoietina: ( ) Baixa ( ) Normal ( ) Alta
8. Fosfatase alcalina neutrofilica: ( ) Baixa ( ) Normal

9. Ferritina: ( ) baixa ( )normal

10. Mutacdo V617FJAK2: ( ) Sim ( ) Nado ( ) N&o feito
11.BCR-ABL ( ) Sim ( )N&@o ( ) N&o feito

12. Alteracao Citogenética ( ) Sim ( )Nao Qual?
13. Medula 6ssea com hiperplasia megacariocitica? ( )Sim ( ) Néo
Data:
14. Medula 6ssea com panmielose? ( ) Sim ( ) Nao
15. Medula 6ssea com atipia morfoldgica megacariocitica ( )Sim () Nao

16. Grau de fibrose na MO: ( ) ausente ( ) pequeno ( )médio ( ) alto
17.Presenca de ferro na medula dssea ( ) sim ( ) néo
CONCLUSAO: ( )PV ()TE ()MP () LMC ( ) Reacional

INVESTIGACAO DE DOENGCA MIELOPROLIFERATIVA ATUAL:

meses APOS a trombose
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1.Hemograma (Data ):
Hem: Ht: Hgb: : Leuc:
Plaq: Coment:

2.Avaliagédo do sangue periférico:
( ) Hemécias em lagrima ( ) Padréo leuco-eritroblastico ( )Basofilia
3.Sinais Clinicos: ( ) Eritromelalgia ( ) Prurido ( ) Trombose prévia

4 Exame fisico: ( ) Esplenomegalia Tamanho:

( ) Hepatomegalia Hepatimetria
5. Saturacdo Hgb de 02 >92%: ( ) Sim ( ) Néo
6. Histdria familiar de policitemia ( ) Sim ( ) Néo

7. Eritropoetina: ( ) Baixa ( ) Normal ( ) Alta
8. Fosfatase alcalina neutrofilica: ( ) Baixa ( ) Normal
9. Ferritina: ( )baixa ( )normal

10. Mutacdo JAK2: ( ) Sim ( ) N&o

11. BCR-ABL ( ) Sim ( )Né&o

12. Alteracao Citogenética ( ) Sim ( )Nao

Qual?

13. Formacéo de colbnias eritréides “in vitro” ( ) Sim ( ) Néo

14. Medula 6ssea com hiperplasia megacariocitica? ( )Sim ( ) Néo

Data:

15. Medula 6ssea com panmielose? ( ) Sim ( ) Néo

16. Medula 6ssea com atipia morfolégica megacariocitica ( )Sim () Nao
17. Medula 6ssea com anisocitose megacariocitica ()Sim ( ) Néo

18. Grau de fibrose na MO: ( ) ausente ( ) pequeno ( )medio () alto

19. Presenca de ferro na medula 6ssea () sim ( ) nédo



CONCLUSAO: ( )PV ()TE ()MP ()LMC

FICHA CLINICA ANEXO 2

INVESTIGACAO DE TROMBOFILIA: data:

FV Leiden: heterozigoto  homozigoto
PT 20210A : heterozigoto homozigoto
Def. PC:

Def. PS: tipo

Def. AT :

Antic. Lupico:

Anticardiolipina

Confirmacao:

Hiperhomocisteinemia:
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( ) Reacional
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TROMBOFILIAS

Nome:
Registro:
Data de nascimento:

Sexo:

Fendmeno Tromboembadlico
Data:
Local(is) de ocorréncia:

Idade:

Sim

Espontaneo:
Sim

Diagnostico de certeza:
Qual:

Nao
Nao

Fatores adquiridos associados:
Trombose arterial:

Hipercolesterolemia Hipertenséo Obesidade
Diabetes Miellitus Fumo ICC ou FA
Trombose venosa:

Imobilizacdo Sepse H.P.N.
Cirurgia Quimioterapia D. Mieloproliferativa
Neoplasia Gravides D. Autoimune
Estrégeno Pés-parto Trauma
Outros

Trombose Recorrente: Sim Nao

Espontaneo: Sim Néo

Diagnoéstico de certeza: Sim Néo

Qual:

Novos locais:

Recorréncia em uso de anti-coagulantes: Sim Nao
Anti-coagulacdo adequada: Sim Nao

Diagndstico:
Dosagens realizadas normais (DR)

Dosagens realizadas alteradas (DA)

TP FV Leiden VDRL

PTTa G20210A FAN

TT MTHFr Glicemia
Fibri Homocisteina Perfil lipidico
Fator VIII VitB 12 Funcao hepatica
PCR Ac félico Funcéo renal
Antitrombina ALUP Hemograma
Proteina S ACL IgG Eletrof Hb
Proteina C ACL IgM Dimero D
Res Prot. C ACL IgA

Historia familiar:

SituagBes de risco:

Suspensao do AVK: Sim Nao

Quando:
Tempo de uso do AVK:
Risco de Sangramento com AVK:
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Anexo 3. Termo de consentimento livre e esclarecido
UFRJ

Hospital Universitario Clementino Fraga Filho
Servi¢co de Hematologia

Laboratério de Hemostasia
Tel: 25622460
Termo de consentimento livre e esclarecido

Titulo do projeto: “PREVALENCIA DA MUTACAO V617F DO GENE JAK2 EM
PACIENTES COM ACIDENTE VASCULAR ENCEFALICO ISQUEMICO,
TROMBOSE VENOSA CEREBRAL OU TROMBOSE VENOSA
ESPLANCNICA”.

A coagulacdo sangiinea é uma defesa de nosso organismo. Quando
temos um sangramento, por exemplo quando nos cortamos, a coagulagédo &
ativada para impedir que todo 0 nosso sangue se perca. Por vezes, ocorre a
formacdo de coagulo sem necessidade. E a chamada trombose, que pode
causar varias doengas, entre elas algumas formas de derrame cerebral.
Algumas alteracdes genéticas foram descritas associadas a trombose.

Recentemente, alguns estudos observaram que uma alteracdo em um
gene denominado JAK2 esta presente em alguns pacientes com tromboses de
origem indeterminada.

O objetivo deste estudo é verificar se esta mutacdo esta presente em um
grupo de pacientes com duas formas de derrame cerebral (acidente vascular
encefalico isquémico ou trombose venosa cerebral), trombose da veia porta ou
das veias hepaticas (Sindrome de Budd-Chiari), para conhecer melhor estas
doencas e definir se a pesquisa desta mutagéo deveria ser realizada em todos
0s pacientes com trombose de origem indeterminada.

Estamos solicitando a sua autorizacdo para participar deste estudo.
Precisamos que vocé responda a um questionario e autorize a coleta de um
pouco de sangue (1 tubo de 5 mL), que sera realizada por pessoal treinado,
com material estéril e descartavel. Os riscos da coleta de sangue sdo minimos.
Entretanto, podem ocorrer hematomas, devido ao extravasamento do sangue
na pele ou infecgdo no local da puncéo. Além disso, pode ocorrer uma dor de
pequena intensidade, no momento em que a agulha penetra no seu braco.
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Do sangue coletado sera extraido o DNA (material genético encontrado
no interior da célula). A andlise do DNA, por meio de testes especializados,
sera realizada para a mutacdo V617F do gene JAK2.

O DNA obtido de cada paciente sera utilizado exclusivamente neste
projeto e ser4 congelado no Laboratério de Hemostasia do Servico de
Hematologia do HUCFF-UFRJ. Esclarecemos que a eventual utilizacdo desta
amostra em novos estudos dependera da aprovacdo de novos projetos pelo
CEP, bem como de convocacao do paciente para assinatura de novo Termo de
consentimento livre e esclarecido.

A qualquer momento, vocé podera se retirar do estudo, sem que tenha
nenhum prejuizo pela saida ou pela recusa em participar.

O questionario, bem como os resultados obtidos neste estudo, serdo de
competéncia dos pesquisadores e serdo mantidos em sigilo. Os resultados
serdo usados para publicacdo em literatura médica.

Estou ciente de que quaisquer informagdes a mim relacionadas obtidas
nesta pesquisa, incluindo histérico médico, resultados laboratoriais e
identificacéo pessoal, serdo mantidas em sigilo. Autorizo a extragdo de DNA do
meu sangue coletado para fins desta pesquisa médica. Permito, também, que
os resultados obtidos neste estudo sejam usados para publicacdo em literatura
médica.

Concordo em participar do estudo acima citado.

Nome do paciente

Assinatura do paciente data

Assinatura do pesquisador Tel: data

Av. Brigadeiro Trompowsky s/n° — 4° andar — Ilha do Fund&o — Rio de
Janeiro/RJ — Brasil

CEP 21941-590 - tel:(21) 25622711 / 25622460
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Anexo 4. Termo de consentimento livre e esclarecido

UFMG

Hospital das Clinicas

Universidade Federal de Minas Gerais

ESCLARECIMENTOS AO SUJEITO DA PESQUISA

1. NOME DA PESQUISA: “PREVALENCIA DA MUTACAO V617F DO GENE JAK2 EM PACIENTES
COM ACIDENTE VASCULAR ENCEFALICO ISQUEMICO, TROMBOSE VENOSA CEREBRAL
OU TROMBOSE VENOSA ESPLANCNICA”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Dra. Sandra Guerra Xavier CRM-MG: 31387
PROMOTOR: Universidade Federal do Rio de Janeiro, Instituto Nacional de Cancer-RJ e

Universidade Federal de Minas Gerais.

A coagulagdo sangliinea € uma defesa do nosso organismo. Quando temos um
sangramento, por exemplo, quando nos cortamos, a coagulacao é ativada para impedir que
todo o nosso sangue se perca. Por vezes, ocorre a formacdo de coagulo sem necessidade. E
a chamada trombose, que pode causar varias doencas, entre elas algumas formas de
derrame cerebral. Algumas altera¢des genéticas foram descritas associadas a trombose.

Recentemente, alguns estudos observaram que uma alteracdo em um gene
denominado JAK2 esta presente em alguns pacientes com tromboses de origem
indeterminada.

O objetivo deste estudo é verificar se esta mutacao esta presente em um grupo de
pacientes com duas formas de derrame cerebral (acidente vascular encefélico isquémico ou
trombose venosa cerebral), trombose da veia porta ou das veias hepéticas (Sindrome de
Budd-Chiari), para conhecer melhor estas doencas e definir se a pesquisa desta mutacao
deveria ser realizada em todos os pacientes com trombose de origem indeterminada.

Estamos solicitando a sua autorizagdo para participar deste estudo. Precisamos que
vocé responda a um questionario e autorize a coleta de um pouco de sangue (1 tubo de 5
mL), que sera realizada por pessoal treinado, com material estéril e descartavel. Os riscos da
coleta de sangue sao minimos. Entretanto, podem ocorrer hematomas, devido ao
extravasamento do sangue na pele ou infec¢do no local da pung¢ao. Além disso, pode ocorrer
dor de pequena intensidade, no momento em que a agulha penetra no seu braco.

Do sangue coletado, serd extraido o DNA (material genético encontrado no interior
das células). A analise do DNA, por meio de testes especializados, serd realizada para a
mutacdo V617F do gene JAK2.

O DNA obtido de cada paciente sera utilizado exclusivamente neste projeto e em seguida
sera armazenado em um banco de amostras, podendo ser utilizado em outros estudos

que também tenham como objetivo conhecer melhor as tromboses de origem
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indeterminada. Esclarecemos que a eventual utilizagdo desta amostra em novos estudos
dependera da aprovacédo de novos projetos pelo COEP-UFMG, bem como da convocagdo
do paciente para assinatura de novo Termo de consentimento livre e esclarecido.
A qualquer momento, vocé podera se retirar do estudo, sem que tenha nenhum
prejuizo pela saida ou pela recusa em participar.
O questionario, bem como os resultados obtidos neste estudo, serdo de competéncia
dos pesquisadores e serdo mantidos em sigilo. Os resultados serdo usados para publicacao
em literatura médica.

Belo Horizonte, de de 200 .

Dra. Sandra Guerra Xavier CRM-MG 31387
PESQUISADOR RESPONSAVEL

Av. Prof. Alfredo Balena, 190 —

6° andar — Depto. de Propedéutica
Complementar — Bairro Sta. Efigénia
CEP: 30130-100

TEL: 32489774/32489906

COEP — Comité de Etica em Pesquisa da UFMG

Av. Antonio Carlos, 6627 - Pampulha - Belo Horizonte / Minas Gerais
Prédio da Reitoria — 7° andar / Sala: 7018
Telefone: (31) 3499-4592 /3499-4516 Fax: (31) 3499-4027
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

L , abaixo
assinado, tendo sido devidamente esclarecido sobre todas as condi¢cdes que constam do
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Patients with chronic myeloproliferative disorders
(CMPD), notably polycythemia vera and essential throm-
bocythemia, have a high incidence of both arterial and
venous thromboses [1].

A gain-of-function mutation of the JAKZ gene has been
found in 90-98% of polycythemia vera patients, and in
about 50% of those with thrombocythemia [2]. This
valine-to-phenylalanine substitution at position 617
(V617F) results in constitutive tyrosine kinase activity,
leading to abnormal hematopoiesis [2].

Very recently, the JAKZV617F mutation has been
reported in patients with idiopathic Budd—Chiari syn-
drome, portal and mesenteric thrombosis, and less fre-
quently in patients with cerebral vein thrombosis,
without a previous diagnosis of CMPD [3-5]. On the
other hand, one study in patients with thrombosis of usual
sites and another in a group of patients with arterial stroke
found a low prevalence of JAKZV617F in the absence of
overt CMPD [6,7]. In the present study, we sought to
determine the frequency of JAK2V617F in patients with
ischemic stroke or cerebral venous thrombosis (CVT).

All patients with ischemic stroke and CV'T referred to the
hemostasis laboratory of two university hospitals between
March 1998 and December 2006 were included. The
diagnosis of ischemic stroke or CV'T required the pre-
sence of typical abnormalities in the brain computed

tomography (CT), MRI or digital angiography. Patients
with clinically overt CMPD were excluded. None of the
patients with CVT had infections, trauma, malignancies
or autoimmune diseases. A total of 178 patients with
ischemic stroke and 44 patients with CV'T were included.
Both laboratories have a genomic DNA bank with DNA
samples extracted from peripheral blood leukocytes of all
patients referred for thrombophilia studies. The presence
of JAK2V617F was evaluated by allele-specific PCR [2].
Samples from 28 patients with previously diagnosed
polycythemia vera were used as positive controls,
whereas samples from 20 bone marrow donors served
as negative controls. Of the 28 polycythemia vera
patients, 27 (96%) tested positive for JAK2V617F, and

all bone marrow donors were negative.

The patients with ischemic stroke had a median age of 37
years (15-76) and 57% were females. JAK2V617F was
detected in two (1%) of the 178 patients with ischemic
stroke, both of undetermined etiology. The first patient
was a 49-year-old man who had one episode of ischemic
stroke in 2002. He had no evidence of splenomegaly and
complete blood counts (CBC) were normal at the time
of the ischemic stroke. His thrombophilia study was
negative and the transesophageal echocardiogram and
magnetic resonance angiography of intracranial arteries
and extracranial arteries were normal. A CBC in July 2007
showed minor thrombocytosis (550 x 10°/1), with normal
hemoglobin level and leukocyte count. The bone marrow
biopsy, performed in July 2007, showed normal cellularity
and foci of grouped megacaryocytes with a normal
morphology. These features are suggestive of a subcli-
nical myeloproliferative disorder. The second patient was
a 68-year-old woman who suffered three episodes of
ischemic stroke, the first 10 years earlier. The echocar-
diographic and angiographic studies were normal. She
was homozygous for the 677T polymorphism of the
methylenetetrahydrofolate reductase gene, and had a
plasmatic homocystein level of 30 wmol/l when she suf-
fered the second stroke. She was treated with folic acid
between the second and third stroke, with normalization
of the homocystein plasma levels. There was no spleno-
megaly. The only abnormality in a recent CBC was
anemia, with normal red cell morphology, and a high
erythropoietin level. She is currently in coma, and a bone
marrow biopsy was not performed for ethical reasons. In
this patient, the hyperhomocysteinemia might have con-
tributed to the risk of ischemic stroke. However, the
normalization of homocystein plasma levels with folic
acid did not prevent her from suffering the third stroke.

The 44 patients with CVT had a median age of 28 years
(15-65 years) and 68% were women. None of them had
JAK2V617F.

JAK2V617F has been recently identified as both a key
pathogenetic event and a useful diagnostic tool in
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patients with CMPD. Patients with these disorders are
prone to arterial and venous thrombotic events. Recent
studies have suggested that CMPD patients carrying
JAK2V617F have an even higher risk of thrombotic
complications, possibly due to increased platelet and
leukocyte activation [8].

As venous thrombosis in CMPD often occurs in splanch-
nic or cerebral veins, there was immediate interest in
studying the prevalence of the mutation in patients who
present with such unusual venous thromboses without
features of CMPD. In patients with splanchnic venous
thrombosis, prevalences ranging from 31 to 59% have
been observed [3-5].

None of our 44 patients with CV'T had JAK2V617F. In
the two other recent studies about this possible associ-
ation, one study was also negative in 13 patients [9],
whereas the other found a 4.8% positivity among
41 patients [5].

There is much less evidence implicating JAK2V617F in
arterial thrombosis. In a recent evaluation of 137 patients
with arterial stroke, two patients with the mutation were
found, and in one of them, the bone marrow biopsy
showed signs of subclinical CMPD [7].

Our data suggest that JAK2V617F is likely to be found in
only a small fraction of patients with unexplained
ischemic stroke or CVT. Nevertheless, in light of the
substantial progress in the development of effective
JAK2V617F inhibitors, these patients might well benefit
from the identification of this mutation in the near future
[10].
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Abstract

Background Splanchnic vein thrombosis can be the pre-
senting manifestation of myeloproliferative neoplasms.
However, the diagnosis of a myeloproliferative neoplasm
in these patients is often problematic, and more objective
criteria are needed.

Aim To determine the frequency of the mutation JAK
2V617F in patients with splanchnic vein thromboses.
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Methods A consecutive series of 108 adult patients with
portal vein thrombosis (n = 77) and Budd-Chiari syndrome
(n = 31) referred for hemostasis evaluation was retro-
spectively studied, with a median follow-up of 51 months
(1-104).

Results One or more prothrombotic risk factors were
present in 63% of the patients. Twenty-four (22%) out of
the 108 patients presented the JAK2V617F, including 2
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cirrhotic patients. Most had a low mutated allele burden
(median 16.5%). JAK2V617F was present in all four
patients with a previous diagnosis of a myeloproliferative
neoplasm. In nine JAK2V617F-positive patients, the diag-
nosis of a myeloproliferative neoplasm was made at the
thrombosis work-up, during follow-up or after JAK2V617F
detection. Among the other 11 patients carrying the
mutation, 2 patients have died, 4 had no evidence sug-
gesting a myeloproliferative neoplasm, 1 had a normal bone
marrow biopsy, and the other 4 could not be persuaded to
undergo a biopsy. Among the patients without an overt
myeloproliferative neoplasm, 15 out of 99 (15%) presented
the JAK2V617F mutation. None of the JAK2V617F-negative
patients have developed signs of a myeloproliferative neo-
plasm during follow-up.

Conclusions Our findings suggest that JAK2V617F
occurs in a high proportion of patients with splanchnic vein
thrombosis, and reinforces the diagnostic utility of
JAK2VGI1TF testing in this setting.

Keywords Budd-Chiari syndrome -
Portal vein thrombosis - Liver cirrhosis -
Myeloproliferative neoplasms - JAK2 - Allele burden

Introduction

Thrombotic complications are a main concern in patients
with myeloproliferative neoplasms (MPNs). In a large
cohort of patients with polycythemia vera (PV), 38% had a
positive history of thrombotic events even before the
diagnosis of PV. Three-quarters of those were arterial
thromboses, while one-quarter were venous thromboses.
These events were prevalent in the 5 years before diag-
nosis, and remained frequent for over a decade after
diagnosis [1]. Patients with MPN have a particularly high
rate of thromboses in large abdominal veins, reaching
5-10% in patients with PV and essential thrombocythemia
(ET) [2, 3]. Conversely, overt myeloproliferative neo-
plasms can be found in 15-50% of the patients with
splanchnic vein thromboses [4-7].

However, the diagnosis of MPNs in patients with
splanchnic thromboses is often problematic, because at the
time of the thrombotic event, occult bleeding, hemodilution
and hypersplenism due to portal hypertension may mask
the increase in blood cell counts. Moreover, the finding of
splenomegaly, a hallmark of MPNs, may be attributed in
this context solely to the splanchnic thrombosis [8]. These
difficult clinical cases have been referred to as latent or
occult MPNs. Endogenous erythroid colony (EEC) for-
mation assays and serum erythropoietin levels have been
shown to be unreliable for this diagnosis [9, 10], and more
objective clues are clearly needed.

@ Springer

Recently, a gain-of-function mutation of the gene
encoding the JAK2 tyrosine kinase that results in a valine-
to-phenylalanine substitution at position 617 (V617F) has
been described [11-14]. The Janus kinase 2 (JAK2) is a
cytoplasmic tyrosine kinase that plays a central role in
signal transduction from multiple hematopoietic growth
factor receptors [15]. The JAK2V617F mutation is associ-
ated with a growth factor-independent phenotype, leading
to abnormal hematopoiesis. This mutation has been found
in 90-98% of PV patients, and in about 50% of those with
ET or primary myelofibrosis (PMF) [16].

Several groups have investigated the prevalence of
JAK2V617F in patients with arterial and venous throm-
boses. The mutation was present in 18-74% of patients
with splanchnic thromboses without an overt MPN, sug-
gesting that it might be a useful diagnostic tool in this
setting [17-21]. On the other hand, JAK2V617F is rare
or absent in arterial or venous thromboses of other sites
[22-26].

In the present study, the frequency of JAK2V617F in
patients with splanchnic vein thrombosis was studied, and
the utility of this mutation in the diagnosis of atypical or
occult myeloproliferative neoplasm was evaluated.

Methods
Patients

The records of 133 patients with splanchnic vein throm-
bosis, referred to the hemostasis laboratory in two univer-
sity hospitals for thrombophilic studies between January
2000 and July 2008, were reviewed. For the diagnosis of
splanchnic vein thrombosis, typical abnormalities in
Doppler ultrasonography, abdominal computed tomogra-
phy or magnetic resonance imaging were required. Patients
with evidence of cancer of the liver, pancreas or bile ducts
were excluded. The availability of clinical and laboratory
data, and the availability of a DNA sample suitable for
analysis, were required for eligibility. A total of 108
patients with splanchnic vein thrombosis were included
irrespective of the presence of an overt MPN. In both
hospitals, bone marrow studies were not routinely per-
formed in patients with splanchnic vein thrombosis during
the study period.

Medical records were examined to obtain information
about acquired prothrombotic factors such as oral contra-
ception, pregnancy, post-partum, trauma, abdominal sur-
gery, previous splenectomy, schistosomiasis, cirrhosis,
other liver diseases, and infections. Laboratory data for
prothrombotic factors were also collected, as well as
complete blood counts at the time of diagnosis and during
follow-up. Results for Factor V Leiden, prothrombin
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G20210A, lupus anticoagulant, and anticardiolipin anti-
bodies were available for most patients. Acquired defi-
ciencies of protein C, protein S, and antithrombin may
occur in patients with portal vein thrombosis or the
Budd-Chiari syndrome. Therefore, laboratory testing for
these natural anticoagulant proteins were not considered.
Bone marrow biopsy was performed in only two patients
at the time of thrombosis. MPNs were diagnosed
according to World Health Organization criteria [27, 28].
The duration of follow-up was calculated from the date
of thrombosis (or the date of entrance in the study for
those patients who had thrombosis before its beginning)
until the date of the last follow-up or death. Institu-
tional review board approval was obtained from both
institutions.

DNA Extraction

DNA samples were derived from either archived or pro-
spective collected peripheral blood leukocytes. In both
laboratories, genomic DNA was extracted using QIAamp
Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) according to the
manufacturer’s instructions.

Amplification Refractory Mutation System
for Detection and Quantification of JAK2V617F
Mutated DNA

To detect the JAK2V617F mutation, an amplification
refractory mutation system-polymerase chain reaction
(ARMS-PCR) was used, with two pairs of primers and
simultaneous amplification of normal and mutated alleles
in addition to a DNA quality control in a single PCR
reaction [29].

Primer sequences were a slight modification [30] of
those previously reported by Jones et al. [31]. Both wild-
type and mutation-specific primers were labeled with 6-
FAM (6-carboxyfluorescein) to allow measurement of the
mutated allele burden after capillary electrophoresis.
Amplification was performed for 30 cycles at 56°C, with
Platinum Taq DNA polymerase (Invitrogen). Figure la—c
shows the primer sequences, the principle of the ARMS-
PCR and gel electrophoresis of the amplified products,
respectively. Amplicons were resolved by capillary elec-
trophoresis using a MegaBACE 1000 DNA Analysis Sys-
tem (GE Healthcare, Chalfont St. Giles, UK) by standard
protocols. The mutated and wild-type percentage was

Fig. 1 Schematic A
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PCR assay. a Primer sequences
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shown in lowercase and mutant/ RO ATTGCTTTCCTTTTTCACAAGAT 88704-88726
wild-type specific nucleotides

are underlined. b Position of the Fwt 6-FAM-GCATTTGGTTTTAAATTATGGAGTATaTG 88498-88523
primers and the different Rmt 6-FAM-GTTTTACTTACTCTCGTCTCCACAaAA 88529-88552
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estimated comparing respective peak areas to the sum of
both, considered as 100%. A standard curve was generated
using two plasmids containing a JAK2 mutated and a JAK?2
wild-type inserts mixed in various proportions. The
squared correlation coefficient (R?) achieved was greater
than 0.99. The assay detected the V617F mutated allele
with an analytic sensitivity of 2% [30].

Samples from 20 patients previously diagnosed with PV
[27] were used as positive controls, whereas samples from
30 healthy subjects served as negative controls. Eighteen
(90%) PV patients tested positive for JAK2V617F, and all
healthy subjects were negative.

Statistical Analysis

Comparisons between groups were made with the chi-square
test (two-sided) or the Mann—Whitney test, as appropriate.
All numeric calculations and statistical analysis were made
with SPSS 13.0 (SPSS, Chicago, USA), and a P value < .05
was considered statistically significant.

Results

The demographic characteristics, prothrombotic risk factors
and JAK2V167F mutational status of the 108 patients are
shown in Table 1. The median age among the 108 patients
enrolled was 39 years (range, 17-74), and there were 57
women. Thrombosis involved the portal vein in 77 patients
and the hepatic veins in 31 (Budd-Chiari syndrome). A
combination of portal vein thrombosis with mesenteric vein
and/or splenic vein thromboses was observed in 22 patients,
and a combination of Budd-Chiari syndrome and portal vein
thrombosis was observed in four patients, who were ana-
lyzed in the Budd-Chiari syndrome group.

Overall, one or more prothrombotic factors were present
in 63% of the patients. The most frequently acquired pro-
thrombotic factors were liver cirrhosis, other chronic liver
diseases (including six patients with schistosomiasis),
abdominal surgery (including seven patients with previous
splenectomy), and oral contraceptive use. Four patients had
a diagnosis of myeloproliferative neoplasm before the
occurrence of the thrombotic event, while five other
patients were found to have an MPN during evaluation for
the splanchnic vein thrombosis. Factor V Leiden was
identified in six patients and prothrombin G20210A in five
(all heterozygous). The antiphospholipid syndrome was
present in 2 out of 52 patients tested. Nine patients carried
combined acquired and/or inherited prothrombotic factors.

The JAK2V617F mutation was found in 24 (22%)
patients, including 16 (21%) of the 77 patients with portal
vein thrombosis and 8 (26%) of the 31 patients with Budd-
Chiari syndrome. Among the patients without an overt

@ Springer

Table 1 Demographic characteristics, thrombosis location, pro-
thrombotic risk factors and JAK2V617F mutational status

BCS PVT
Patients, n 31 77
Sex (F/M) 20/11 37/40
Median age, years (range) 33 (17-50) 42 (17-74)
Acquired risk factors
Liver cirrhosis 7 13
Other chronic liver diseases 0 13
Abdominal surgery 0 12
Oral contraceptive use 7 4
MPN 5 4
APS 1 1
Abdominal trauma 0 1
Sepsis 0 1
Inherited risk factors
Factor V Leiden 3 3
G20210A mutation of prothrombin gene 1
JAK2V617F mutational status
JAK2V617F, all patients (%) 8 (26) 16 (21)

JAK2V617F, MPN patients excluded (%) 3 (11) 12 (16)

APS Antiphospholipid antibody syndrome, BCS Budd-Chiari syndrome,
MPN myeloproliferative neoplasm, PVT portal vein thrombosis

MPN, 15 out of 99 (15%) presented the JAK2V617F
mutation. The clinical and laboratory data of the 24 patients
with JAK2V617F are listed in Table 2. In these patients,
allele quantification showed a low proportion of the mutated
allele, not exceeding 50% (median 16.5%, range 2—-44.2%).

Patients with the JAK2V617F mutation presented sub-
stantially higher leukocyte counts (9.3 x 10%/1 vs. 5.4 x
10°/1; P < 0.001) and platelet counts (477.5 x 1071 vs. 141
x 10°/1; P < 0.001) than those with the wild-type. These
differences remained when splenectomized patients and
those with an overt MPN were excluded from the analysis.
The prevalence of JAK2V617F was similar in patients with
or without prothrombotic factors (25% vs. 18%, respec-
tively; P = 0.4).

JAK2V617F was found in all four patients with a pre-
vious diagnosis of MPN (one PV, two ET, and one PMF).
In five positive patients, a diagnosis of MPN was made at
the thrombosis work-up (three PV and two ET). With a
median follow-up of 51 months (range 1-104), three more
patients developed evidences of an MPN (two ET and one
PMF). None of the JAK2V617F-negative patients have so
far developed signs of an MPN during follow-up.

Among the other 12 JAK2V617F-positive patients who
did not fulfill the criteria for an MPN, 8 had leukocytosis,
thrombocytosis and/or splenomegaly. A bone marrow
biopsy was performed in only two patients. It was suggestive
of a prefibrotic primary myelofibrosis in one patient, and
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Table 2 Characteristics of patients presenting the JAK2V617F mutation

Patient Sex Age Type of Inherited Acquired risk factors MPN
(years) thrombosis risk factors
1 Male 41 BCS PT G20210A Post-splenectomy NA*®
2 Female 74 PVT No None PV known
3 Female 28 BCS No None PV during work-up
4 Female 23 PVT No Post-splenectomy/OC NA?
5 Female 24 BCS No oC PV during work-up
6 Male 42 BCS No None PV during work-up
7 Female 56 PVT No None NA?
8 Female 64 PVT No None NA
9 Female 22 BCS No None NA
10 Male 63 PVT No None ET during work-up
11 Male 50 PVT No APS NA
12 Male 50 BCS No None PV known
13 Male 43 PVT No None Prefibrotic PMF after JAK2V617F detection
14 Female 24 BCS No oC ET during work-up
15 Male 42 PVT No Schistosomiasis NA
16 Female 58 PVT No Schistosomiasis NA
17 Male 27 PVT No None No MPN
18 Female 43 PVT No oC ET known
19 Female 47 PVT No None ET after 12 months of follow-up
20 Female 48 PVT No oC NA*®
21 Female 45 PVT No Hepatitis B PMF after 8 years of follow-up
22 Female 28 PVT No Abdominal Trauma/OC NA
Cirrhotic patients
1 Female 34 PVT No None ET known
2 Female 36 BCS No None ET after 5 years of follow-up

APS Antiphospholipid syndrome, BCS Budd-Chiari syndrome, ET essential thrombocythemia, MPN myeloproliferative neoplasm, OC oral
contraceptives, PMF primary myelofibrosis, PT prothrombin, PV polycythemia vera, PVT portal vein thrombosis, NA bone marrow aspirate/

biopsy not available

 Patients with no clinical findings suggestive of MPN

normal in the other one. Two of these eight patients have died
from other causes, with no signs of MPN, and the other four
could not be persuaded by their physicians to undergo a
biopsy.

The remaining four JAK2V617F-positive patients,
including two with a previous splenectomy, had no sug-
gestive findings of an MPN (Fig. 2).

Liver cirrhosis was present in 20 patients at the time of
thrombosis. Two of these patients (10%) presented the
JAK2VG6I17F. One had a previous diagnosis of ET, while
the other developed ET 5 years after the thrombotic epi-
sode. Their clinical and laboratory data are also detailed in
Table 2.

Discussion

Venous thrombosis is a multicausal disease, in which
genetic and acquired prothrombotic factors interact

dynamically [32]. Splanchnic vein thrombosis is frequently
associated to prothrombotic conditions as inherited
thrombophilia (factor V Leiden, prothrombin G20210A or
coagulation inhibitor deficiencies) or acquired risk factors
[33]. Among the acquired factors associated with
splanchnic vein thromboses, there are systemic conditions
such as MPNs, oral contraceptive use and chronic inflam-
matory diseases, and abdominal causes such as cirrhosis,
other chronic liver diseases, local inflammation, trauma,
surgical injury to the portal venous system, and tumors of
abdominal organs [33]. MPNs and cirrhosis are the leading
causes in the developed world [4, 34, 35]. However, the
diagnosis of MPN in this context is often problematic, and
the availability of the JAK2V617F as a diagnostic tool
could be particularly useful in these patients.

In the present study, all patients with splanchnic vein
thrombosis were included, except those with abdominal
neoplasms. Liver cirrhosis, oral contraceptive use, and
MPN were the most frequent prothrombotic factors

@ Springer
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Fig. 2 Schematic
representation of the 108 gj}"mji‘”ﬂ;
patients. MPN
Myeloproliferative neoplasm,
PMF primary myelofibrosis, | Patients excluded (n=25) |
SVT splanchnic vein thrombosis
A
SVT patients
tested for
{ JAK2VE1TF l
(n=108)
JAK2VE17F- JAK2VB17F-
negative patients positive patients
(n=84) (n=24})
N MPt h 3 *
(¢} at the
segen o o umap
during follow-up s ?‘ =20 svgr -4
(n=84) VT (n=20) (n=4)
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Diagnasis of Diagnosis of MPN Death without bone Bone marrow No bone marrow No findings
MPN at the SVT during follow-up marrow evaluation evaluation evaluation suggestive of MPN
work-up (n=5) (n=3} {n=2) {n=2) {n=4) (n=4)
No MPN Frefibrotic PMF

present. A previous splenectomy was associated with portal
vein thrombosis in seven patients and schistosomiasis in
six. In developing countries, where schistosomiasis is
endemic, there are anecdotal reports of its association with
portal vein thrombosis, although no systematic study has
been conducted as yet.

The JAK2V617F mutation was present in 21% of
patients with portal vein thrombosis and in 26% of the
Budd-Chiari syndrome patients. Previous reports have
ranged from 17 to 34% in portal vein thrombosis and from
40 to 58% in the Budd-Chiari syndrome [17-19, 36-38].
These discrepancies are probably due to different inclusion
criteria, to the small number of patients studied, and to the
sensitivity of the assays used to detect JAK2V617F.

Of note, among 24 patients carrying JAK2V617F, only 4
had a previous diagnosis of MPN and 5 were diagnosed
with an MPN at the moment of thrombosis. Three patients
were diagnosed with an MPN during follow-up and another
patient was found to have a prefibrotic primary myelofi-
brosis after JAK2V617F positive testing, representing cases
of latent forms of MPN. On the other hand, none of
the JAK2V617F-negative patients developed signs of an
MPN during follow-up. This demonstrates the utility of
JAK2V617F testing in the setting of splanchnic vein throm-
boses. Furthermore, it underlines the importance of bone
marrow histologic assessment, not only in JAK2V617F-
positive patients to confirm and classify the MPN, but also in
negative patients, due to the possibility of JAK2V617F-neg-
ative cases, especially in ET and PMF.

@ Springer
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Several mechanisms have been proposed to contribute to
the acquired prothrombotic state of MPN patients, includ-
ing platelet and red blood cell abnormalities, and leuko-
cytosis [39]. However, the reasons for the high rate of
splanchnic thromboses in MPN are not established. It has
recently been shown, in two patients with PV and BCS,
that the endothelial cells in hepatic venules were homo-
zygous for the JAK2V617F. The authors speculate that, at
least in a subpopulation of patients, the disease might
originate from a common cell of origin for hematopoietic
and endothelial cells [40].

In patients with MPN, JAK2 mutant allele burden influ-
ences disease phenotypes and clinical outcome [41-43]. In
agreement with other studies [19, 24, 36], JAK2V617F-
positive patients had a low median allele burden (16.5%),
never exceeding 50%, suggesting that most, if not all, were
heterozygous. However, a prospective study with appro-
priate preparation of purified granulocytes is needed to
better characterize this matter.

In this study, the JAK2V617F mutation was similarly
present in patients with and without prothrombotic risk
factors (17/68-25% vs. 7/40-18%), in agreement with
previous reports [19, 44, 45]. Therefore, a full clinical and
laboratory evaluation is mandatory in all patients, even
when a prothrombotic factor is known to be present.

Patients with cirrhosis are often considered to have
secondary thromboses, and are treated without further eti-
ologic evaluation. In the few cases reported in which
JAK2V617F mutation was studied in cirrhotic patients, it
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was found to be negative [44, 46]. In the present series,
however, JAK2V617F was detected in 2 (10%) of 20 cir-
rhotic patients; one had a previous diagnosis of ET, while
the other developed ET 5 years after the thrombotic epi-
sode. Larger studies are needed in cirrhotic patients with
splanchnic vein thrombosis to determine the frequency and
the role of JAK2V617F. Meanwhile, it seems advisable to
also search for the mutation in cirrhotic patients in this
setting.

The present study had limitations. Its retrospective nat-
ure implies that there were missing data, especially
regarding the availability of bone marrow biopsies. Also,
the studied patients were referred to hemostasis laborato-
ries, thus representing a selected group whose results may
not fully apply to less selected patients with splanchnic
vein thrombosis.

In conclusion, the findings in this study suggest that
JAK2V617F mutation is often present in patients with
splanchnic vein thrombosis, including cirrhotic patients.
The finding of an MPN in these patients has clinical rele-
vance, because the history of a thrombotic episode is an
important risk factor for recurrent thrombosis [39] and
because of its therapeutic implications [39]. Carefully
planned prospective studies are necessary to elucidate the
role of the mutation and of the mutant allele burden in the
proper diagnosis and management of splanchnic vein
thrombosis.
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