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Caracterizacéo do diagndstico molecular para Policitemia Vera

Ellen Karine Marques Ribeiro*
Graziela Silveira Aratjo Alves?

Resumo

A policitemia vera (PV) € uma neoplasia mieloproliferativa crénica caracterizada pela
expansdo clonal de um progenitor hematopoiético, eritrocitose, freqlientemente
leucocitose e/ou trombocitose e quase sempre mutacao ativadora da Janus quinase
2 (mutacdo JAK2V617F ou JAK2 exon 12), podendo ser identificada em mais de 98%
dos pacientes acometidos. O fenétipo proliferativo € acompanhado por uma sindrome
inflamatdria, cuja base celular e molecular é mal compreendida, este estado
inflamatério pode contribuir significativamente para a carga constitucional dos
sintomas, a abundancia de desses sinais pode ser consideravel, em parte
impulsionada pela tendéncia trombdtica de pequenos ou grandes vasos,
esplenomegalia, fadiga, febre, perda de peso, prurido e risco crénico de transformacao
da doenca para a mielofibrose ou leucemia mieldide aguda. A PV é uma doenca rara,
muitos pacientes néo sdo diagnosticados ou tem diagnostico em estado ja avancado
da doenca. Além disso, os pacientes com PV tém um risco aumentado de mortalidade
em comparacao com a populacédo em geral que muitas vezes resulta de complicacdes
cardiovasculares ou transformacéo da doenca.

Palavras chave: mieloproliferacdo; mutacao, neoplasia hematologica cronica.

Description of the molecular diagnosis for Polycythemia Vera

Abstract

Polycythemia vera (PV) is a chronic myeloproliferative neoplasm characterized by the
clonal expansion of a hematopoietic progenitor, erythrocytosis, often leukocytosis and
/ or thrombocytosis, and almost always Janus kinase 2 (mutation JAK2V617F or JAK2
exon 12 mutation), and can be identified in more than 98% of the patients affected.
The proliferative phenotype is accompanied by an inflammatory syndrome, whose
cellular and molecular basis is poorly understood; this inflammatory state may
contribute significantly to the constitutional burden of symptoms, the abundance of
these signs may be considerable, in part driven by the thrombotic tendency of small or
large vessels, splenomegaly, fatigue, fever, weight loss, pruritus and chronic risk of
transformation of the disease into myelofibrosis or acute myeloid leukemia. PV is a
rare disease, many patients are not diagnosed or have an advanced disease
diagnosis. In addition, patients with PV have an increased risk of mortality compared
to the general population that often results from cardiovascular complications or
transformation of the disease.

Key-words: myeloproliferation; mutation, chronic hematologic neoplasia
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1. Introducgéo

William Dameshek, na década de 50, foi o médico pioneiro do termo
“sindromes mieloproliferativas” (SMPs) ao identificar que algumas neoplasias
hematologicas (Policetemia Vera — PV, Trombocitemia Essencial - TE, Mielofibrose
Primaria — MP e Leucemia Miel6ide Crbénica - LMC) derivavam de uma
mieloproliferagcéo celular da medula 6ssea (MO) com intensas caracteristicas clinico-
patolégicas similares entre elas (TEFFERI, 2008). Em 2002, a Organiza¢do Mundial
de Saude (OMS) incluiu entre as SMPs, a Leucemia Neutrofilica Cronica (LNC), a
Sindrome Hipereosinofilica Idiopatica (SHI), a Leucemia Eosinofilica Crénica (LEC) e
a Mastocitose Sistémica (MS) (MONTE-MOR; COSTA, 2008).

As SMPs sao caracterizadas por proliferacdo clonal elevada de uma célula
progenitora hematopoiética pluripotente, o progenitor miel6ide. Esse aumento
anormal pode ser oriundo de uma ou mais séries sanguineas, envolvendo as
linhagens eritrocitaria, leucocitaria e plaquetaria (CHAUFFAILLE, 2010). A etiologia
dessas enfermidades vem sendo estudada ha anos e propbe-se que ha uma
desregulacéo de genes especificos.

Entre as SMPs, destacam-se 0s estudos genéticos e moleculares em busca
por mutacbes em pacientes diagnosticados com PV, pois esta é a doenca
mieloproliferativa mais incidente apés a LMC que, atualmente, tem sido identificada
como uma entidade clinica isolada das demais SMPs. Assim, as pesquisas mostram
gue a maioria dos casos de PV apresentavam uma alteracdo no alelo da proteina
tirosina cinase Janus (JAK2) devido uma mutacdo no cédon 617 da JAK2
caracterizada pela substituicdo de uma guanina pela timina com consequente
substituicdo do aminoacido valina por fenilalanina, sendo esta, uma mutacao adquirida
(LEVINE; GILLILAND, 2016).

A mutacdo da JAK2 (JAK2+) tem sido identificada como a principal alteracéo
molecular para os pacientes com PV, doenca caracterizada pela hiperproliferacao
clonal da linhagem eritrocitaria que pode interferir ou ndo em outras linhagens (CAO
et al., 2006; GRIESSHAMMER, 2006; NORD, 2012). Inesperadamente, essa mesma
mutacdo pode estar presente nas demais SMPs, contudo, levando a quadros
fisiopatoldgicos distintos. Dessa forma, ndo esta claro como uma Unica mutacdo esta
associada a diferentes entidades clinicas, o que aponta para anormalidades genéticas

ou pos genéticas adicionais, ainda desconhecidas. Informacdes recentes ressaltaram



que a expressdo anormal de microRNAs (miRNAs) também contribui para a
patogénese das neoplasias hematolégicas (FERDOWSI, 2015).

Desta forma, o objetivo desse trabalho foi apresentar a caracterizacéo da PV
através da identificacdo de mutacdes ja esclarecidas na literatura, elucidando o
mecanismo fisiopatologico da doenca.

2. Metodologia

Trata-se de uma revisao bibliografica visando levantamento de dados nas
bases bibliogréaficas: Ebsco, Bireme, Scielo, MedLine, PubMed. As palavras-chave
utiizadas para busca foram: policitemia vera, JAK2, progenitor miel6ide,
mielodisplasias, sindromes mieloproliferativas cronicas, usadas em lingua inglesa e
portuguesa.

Essas palavras chaves foram utilizadas tanto individualmente quanto em
combinagao de duas a duas com auxilio do conector “AND”. Quanto aos parametros
de inclusédo, de 63 artigos inicialmente pesquisados, 30 foram inclusos neste artigo
por descreverem a policitemia vera e moléculas associadas a mutacdes. Nao foram
inclusos artigos que tratassem das demais sindromes mieloproliferativas. O periodo
definido para busca foi de artigos publicados nos ultimos 10 anos, sendo selecionados
também artigos anteriormente a esse periodo por se tratar de uma sindrome com

incidéncia baixa.

3. Desenvolvimento

3.1 Caracterizacéo da Policitemia Vera

A hematopoese padréo é policlonal (figura 1) e apta a diferenciacdo mieldide
e linféide. Contudo, na hematopoese em pacientes com doencas mieloproliferativas
cronicas a producédo € monoclonal, sendo resultante de um clone tumoral que mantém
a capacidade de se diferenciar em células maduras e funcionais. A célula proveniente
do clone maligno é a célula tronco hematopoética, que leva a proliferacdo de
precursores anormais ha medula Ossea com capacidade de crescimento
independente de citocinas e hipersensiveis aos diversos fatores de crescimento

(TEFFERI, 2005; VASSALO, 2012).



Figura 1. Hematopoese padrao
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Fonte: Fernandes (2015).

A Policitemia Vera (PV) é uma doenca clonal do sistema hematopoético com
proliferacdo das linhagens eritrocitaria, granulocitica e megacariocitica, cuja
manifestacdo mais eminente € o0 aumento da massa eritrocitaria, com elevacéo
persistente do hematdcrito. Essa patologia tem chances de evolucdo para
mielofibrose, mielodisplasia, e leucemia aguda (BARBUI et al., 2011; RIBEIRO et al.,
2009).

Idosos e individuos do sexo masculino sdo os mais acometidos pela PV
(BOYIADZIS et al.,, 2007), sendo mais frequente na etnia caucasiana e,
historicamente, relatada entre judeus askenazi (CHAITER, 2009). Pacientes tratados
possuem uma média de sobrevida entre 10 e 15 anos, porém, sem tratamento, a
sobrevida cai para menos de 2 anos. Essa reducdo na expectativa de vida esta
associada aos riscos de complica¢cdes trombéticas e hemorragicas em graus variados
(BARBUI, 2011).

Embora com algumas limitacbes relacionadas a epidemiologia, foram
descritas a prevaléncia estimada em 2008 a 2010 de 45 a 57 casos por 100.000
pacientes nos EUA de acordo com as bases de dados de dados MarketScan e
Integrated Healthcare Information Services (STEIN, 2014).

E caracterizada por uma expanséo clonal de um progenitor hematopoiético
levando a poliglobulia intensa, caracteristica classica dessa sindrome definida como

0 aumento continuo do namero de glébulos vermelhos circulantes por um periodo



superior a dois meses. Segundo Stein (2014), essa eritrocitose é o parametro que a
distingue das outras sindromes. Além desse achado laboratorial, frequentemente os
pacientes de PV apresentam leucocitose e/ou trombocitose, e quase sempre uma
mutacdo na Janus quinase 2 (JAK2) (STEIN,2014; LEE; ARCASORY, 2015).

Um estudo retrospectivo de 944 pacientes com PV entre 2001 e 2008 relatou
que os indices de mortalidade foram considerados maiores em pacientes com PV do
gue a populacdo em geral, mesmo nos ultimos anos. Da mesma forma, um estudo
prospectivo de 1.545 pacientes com PV confirmou uma redugdo na sobrevivéncia,
com mortalidade global influenciada por idade mais avancada, trombose venosa,
cariotipo anormal e leucocitose.

O indice de sobrevivéncia de 10 anos dos pacientes no Registro Sueco do
Céancer de 1973 a 2008 foi de 64%, enquanto o indice de sobrevivéncia para apenas
aqueles pacientes documentados de 1993 a 2008 foi de 72%, sugerindo que as taxas
de sobrevivéncia estdo melhorando. Essa melhora da sobrevida, reduzindo as taxas
de mortalidade ao longo do tempo, pode estar associada a uma maior conscientizacéo
dos pacientes e melhores estratégias de tratamento para evitar doencas
cardiovasculares e trombéticas consequentes a hiperproliferacao eritréide (STEIN,
2014).

3.1.1 Dados Epidemioldgicos

Por se tratar de uma sindrome de incidéncia baixa, ndo ha dados de
populacdes grandes, porém recentemente na alemanha foi feito um estudo com uma
populacédo de 1.476 pacientes portadores de PV, o maior grupo de pesquisa para essa
doenca ja registrado (JENTSCH-ULLRICH, 2016).

A populacao de pacientes investigada era de idade avancada com 77,1% dos
pacientes com idade superior a 60 anos. A proporcéo de mulheres para homens foram
equilibrados com 47,6% de mulheres e 52,4% de homens. Aproximadamente metade
dos pacientes foram diagnosticados mais de 5 anos antes da pesquisa (49,9%) e a
maioria (92%) foi acompanhada por mais de 1 ano ap6s o diagndéstico. As mutacdes
JAK2V617F foram relatadas em 72,5% e mutacdes JAK2 Exonl2 em mais 1,2% dos
pacientes. 3,3% dos pacientes ndo apresentaram mutacédo JAK2 detectavel. Em 23%
dos casos, o0 estado mutacional de JAK2 nao foi investigado (JENTSCH-ULLRICH,
2016).



Do mesmo modo, os niveis de eritropoietina s6 foram determinados em 40,1%
dos pacientes (592/1476). A maioria dos pacientes (76,9%; 455/592) mostrou niveis
reduzidos de eritropoietina (EPO) conforme esperado para pacientes com diagndstico
de policitemia vera. No entanto, 20,4% (121/592) de pacientes com PV apresentaram
niveis normais de EPO e poucos deles mostraram concentracdes elevadas mesmo
no soro (2,7%; 16/592) (JENTSCH-ULLRICH, 2016).

Tabela 1. Caracteristicas dos pacientes.

Caracteristicas B n
Sexo (%5, m) 1478
Masculing 524 74
Feminino a7 6 J02
Idade (anos) 1478
<50 73 108
51-55 77 114
56-60 7.8 115
61-65 104 154
66-70 113 154
=70 554 218
Mutagao 1.476
JAKNEITF 7L 1.070
JAK exon 12 1.2 18
JAK- negativo 33 48
Desconhecida 23 340
FEritropoating nivel g97
Baixo 785 455
Marmal 204 121
Alto 27 16
Tempo desde o diagnostico (anos) 1476
=1 77 114
1-5 421 621
6-10 2c1 375
=10 245 362
Desconhecido N a

Fonte: ULLRICH, 2016.

3.1.2 Avaliacéo Clinica

Pacientes com PV apresentam manifestacdes clinicas diversificadas como:
prurido, fadiga, esplenomegalia, queixas neurologicas, risco aumentado para eventos
tromboticos e hemorragicos, risco de transformacéo da doenca, seja para mielofibrose
(MF) ou leucemia mieloide aguda (LMA), desenvolvimento potencial de malignidades
sélidas secundarias e aumento da mortalidade, a qualidade de vida dos pacientes com
PV é reduzida e é impactado negativamente pela carga sintomatica (STEIN, 2014).

Em 40% dos casos, héa relatos de prurido ap6s o banho, provavelmente devido
a liberacéo de histamina por basofilos e mastdcitos. A eritromelalgia, evidenciada por

dor e queimacdo nos dedos, € outra sintomatologia muito presente. Queixas



neuroldgicas como escotomas, diplopia, vertigem e isquemias cerebrais transitérias
também podem estar associadas ao diagnéstico, bem como algumas alteracfes
vasculares, cefaleia, perda de peso, sudorese e dispneia (SPIVAK; SILVER, 2008).

Dados revelam que 30% dos pacientes com PV apresentam trombose antes
do diagnostico, além disso, todas as formas de tromboembolismo estdo envolvidas.
Em 25% dos pacientes pode ocorrer sangramentos leves, devendo-se levar em
consideracdo as hemorragias gastrointestinais prolongadas que podem mascarar a
suspeita de PV, curiosamente pacientes complicacdes de quadros cirirgicos podem
culminar tanto em quadro de trombose quanto de hemorragias (GISP, 1995).

Em um recente estudo com pacientes diagnosticados com policitemia vera e
trombocitemia essencial (TE), foram avaliados uma populacéo de 452 pacientes num
periodo de 8 anos, sendo todos eles diagnosticados dentre os anos de 1973 a 2012.
A idade mediana no momento da analise foi de 76 anos (intervalo 45-91). 51 pacientes
(11%) desenvolveram carcinoma de células escamosas (SCC) ou carcinoma
basocelular (BCC) da pele a partir do diagnostico, todos os casos, histologicamente
confirmados. Ao todo um total de 66 tumores cutaneos dos quais 36 eram BCC e 30
SCC. A distribuicdo anatémica dos primeiros tumores foi rosto/couro cabeludo (70%),
orelha/pescoco (9%), bracgos (6%), pernas (6%) e tronco (9%) (GOMEZ, 2016).

Dentre algumas doencas relacionadas a PV, destacam-se a gota e Ulceras, e
a ocorréncia da sindrome de Budd Chiari deve ser ponderada em pacientes com PV,
singularmente quando o0s pacientes apresentam ascite e alteracbes funcionais
hepaticas (BUZZAS et al.,, 2009). A sindrome de Budd-Chiari € uma condicao
caracterizada por obstrucédo de saida venosa hepatica que pode levar a congestéo
grave, hemorragia lobular com fibrose subsequente ou cirrose. Nédulos regenerativos,
como hiperplasia nodular focal e hiperplasia regenerativa nodular, também ja foram
descritas. Processos neoplasicos nao relacionado a sindrome de Budd-chiari, como
adenoma hepatocelular, carcinoma hepatocelular ou doenga metastatica também
podem ocorrer (PUTRA, 2015)

3.1.3 Avaliacao Laboratorial
Laboratorialmente, em analise de hemogramas de pacientes com PV é

observado uma celularidade medular elevada com maturagcdo completa, podendo

haver hiperplasia de mais de uma linhagem no sangue periférico.
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Predominantemente, ha uma contagem aumentada da linhagem eritrocitaria
proporcional & elevacdo do hematdcrito, com presenca de hemoglobina para homens
superior a 18,5g/dL e, para mulheres, superior a 16,5g/dL. Habitualmente, os
pacientes apresentam o valor da massa eritrocitaria acima de 25% do valor de
referéncia (BOYIADZIS et al., 2007).

Ha neutrofilia em 60% dos casos, casualmente, com presenca de células
imaturas (mieldcitos e metamieldcitos) em sangue periférico. A basofilia é encontrada
em dois tercos dos casos, enquanto que as plaquetas se encontram aumentadas em
50% dos pacientes, podendo chegar a mais de 1 milhdo/mm3 em 10% dos casos.
(BOYIADZIS et al., 2007) A producdo de eritrécitos é controlada de forma estrita
principalmente pelo horménio eritropoetina (EPO). Processos patoldgicos que incitem
0 aumento dos niveis séricos de EPO podem levar ao surgimento de PV (JAMES et
al., 2005).

3.1.4 Caracterizacdo Molecular

Em 1951, William Dameshek especulou sobre a "atividade proliferativa das
células da medula 0ssea, talvez devido a um estimulo até agora ndo descoberto”,
como contribuinte para a patogénese das transgressées mioproliferativas. Quase 55
anos mais tarde, a especulacdo do Dr. Dameshek foi confirmada quando quatro
grupos identificaram de forma independente uma mutacéo do ponto somatico no exon
14 do gene Janus quinase 2 (JAK2), resultando em uma substituicdo de valina para
fenilalanina no codon 617 (JAK2V617F) (STEIN, 2014;MONTE-MOR et al, 2008).

As alteracdes genéticas surgem durante o envelhecimento das células
estaminais hematopoiéticas em individuos saudaveis. A acumulacdo desses eventos
genéticos, como mutacdes de JAK2, TET2, ASXL1 ou EZH2 contribuem para o
surgimento de PV (JENTSCH-ULLRICH, 2016).

Posteriormente, foi demonstrado que quase todos os pacientes com PV (99%)
apresentam uma mutagcao somatica no exon 12 ou 14 de JAK2, com a grande maioria
dos pacientes portadores do alelo JAK2V617F. Como tal, ndo é surpreendente que as
mutacbes JAK2 estejam incluidas entre os principais critérios diagnésticos da
Universidade Mundial de Saude de 2008 para PV (STEIN, 2014).

Nesse contexto, a maioria dos casos de PV provém de uma mutacao pontual

que altera a codificagcéo da proteina JAK2, (Figura 2) uma tirosina quinase pertencente
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a familia das Janus quinases, ocorrendo uma substituicdo de uma guanina por timina
(G>T) no éxon 14 do gene JAK. Esta mutacdo € somadtica, resultando em uma
substituicdo de uma valina por uma fenilalanina (V>F) na posi¢do 617 da proteina
codificada (JAK2V617F), sendo que todas as células descendentes herdardo a
alteracdo com excecdo da linhagem linfoide e células da mucosa bucal. Por ter
caracteristicas inespecificas, ela tem um padrdo heterogéneo capaz de formar
colbnias eritréides mesmo na auséncia da eritropoietina (SPIVAK; SILVER, 2008).

A JAK2 quando fosforilada em resposta a diversas citocinas, ativa diferentes
vias de sinalizacao intracelular e participa do processo de transducdo de sinal.
Contudo, a JAK2V617F na Policitemia Vera faz autofosforilagdo constitutiva de JAK2,
fosforilacdo constitutiva do fator STATS5, além da inducdo de transcricao dependente
de STATS5 na auséncia de EPO (MONTE-MOR, 2008). Ha ainda o gene LNK (A300V,
V402M, R415H), uma proteina adaptadora que rege negativamente a via de
sinalizacdo da JAK2/STAT. Foi observado sua correlacdo com as sindromes
mieloproliferativas crénicas com a presenca ou nao da associacado com a JAK2V617F
(CHEN et al., 2016).

Figura 2. Esquematizacao do funcionamento da JAK2
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Fonte: SIGNORINO (2011)

Existem ainda outras mutacdes que podem levar a PV, como uma alteracao

no éxon 12 do JAK2, envolvendo substituicdo, duplicacéo e delecdo de nucleotideos



12

(SPIVAK; SILVER, 2008). Além da hiperproliferacdo da MO, alguns pacientes
possuem alteragdo cromossdmica como: 20qg-, trissomia dos cromossomos 8, 9 e 130,
podendo ser utilizados como marcadores citogenéticos como forma de diagndstico
complementar (AMARAL, 2008; HAMERSCHLAK, 2008).

As translocacdes reciprocas levam a fusao de genes e producéo de proteinas
guiméricas. As muta¢cdes pontuais da quinase JAK2 ocorrem em quase todos os PV.
JAK2 funciona como a jusante dos receptores de membrana, incluindo receptores de
citocinas tais como os receptores de interleucina-3 (IL3). A superproducgéao de IL3 foi
relatado na leucemia mieloide cronica atipica apés reordenamentos da regido ativa do
gene IL3 em células de pacientes com t (5; 12) (q23-31; p13) translocacédo e fusao
ETV6-ACSL6. Foram reportados em estudo dois casos de t(5;12)(q23-31;p13)
translocagdo com rearranjo ETV6-ACSL6 em pacientes com policitemia vera
(MURATI, 20086).

A evolucdo da doenca € heterogénea indicando a ocorréncia de fendmenos
adicionais, expandindo-se a instabilidade genémica e promovendo a leucemogenese.
E relatado duas formas de progressio da sindrome, a primeira leva & LMA, na qual
uma determinada classe de mutacao leva vantagem proliferativa (JAK2V617F), e na
segunda ocorre o bloqueio de diferenciacdo hematopoiética (delecéo 20q) (RIBEIRO
et al., 2009).

Devido as diversas suspeitas génicas na qual as mutacdes derivadas das
neoplasias estdo envolvidas foi realizado um estudo na espanha para analise de 16
polimorfismos de nucleotideos Unicos de pacientes com PV e TE, localizados em 12
genes envolvidos no reparo do DNA ou na manutencdo do comprimento dos
telomeros. Os polimorfismos foram selecionados entre aqueles com alta
heterocigosidade e evidéncias cientificas anteriores para sua potencial associacao
com susceptibilidade ao cancer humano. Os polimorfismos de nucleotideos que
poderiam estar relacionados foram os seguintes: XPD (rs13181), ERCC3 (rs4662717),
ERCC4 (rs3136155), ERCC6 (rs3793784), ERCC8 (rs3117), RPA1l (rs2287321),
RPA2 (rs7356), RPA3 (rs6945447), XPA (rs2808668 ), XPC (rs2228000, rs2228001),
XRCCL1 (rs25487), TERT (rs2853669, rs2736098, rs2853677, rs2736100). A analise
de genotipagem dos SNPs foi realizada por PCR em tempo real, utilizando os ensaios
TagMan SNP Genotyping on demand, comercializados pela Applied Biosystems.

Apesar disso nehum dos genes manteve relagido com os carcinomas (GOMEZ, 2016).
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A atuagdo dos microRNAs contribuem para a patologia das sindromes
neoplasicas, estes sdo uma grande classe de nao-codificando 18-22 nt RNAs que
atuam como reguladores pos-transcricdo da expressdo génica. Os mMiRNAs
desregulados foram identificados em pacientes com MPNs em células de sangue
periféricas, algumas das quais possuem padrdo de expressdo dependente de JAK2.
Em estudo realizado o miR-125 foi selecionado para investigacdo com objetivo de
avaliar a expressao diferencial de miRNA-125 em leucdcitos de sangue periférico de
pacientes com PV com aqueles obtidos de individuos saudaveis de controle; para
investigar a correlacao entre a expressao de miARN e a carga de alelos JAK2 V617F,;
e estabelecer certos marcadores para investigar as diferencas moleculares entre
essas doencas (FERDOWSI, 2015).

A expressdao excessiva de miR-125a ou miR-125b aumenta
consideravelmente o pool e a producéo de células estaminais hematopoiéticas e pode
induzir neoplasias mieloproliferativas em camundongos. O miR-125 é regulado
positivamente em uma variedade de leucemias humanas, incluindo mielodisplasia e
LMA portadoras da translocacao t (2; 11), LMC, leucemia megacariocitica aguda,
leucemia linfoblastica aguda da infancia (LLA) com a proteina de fusdo ETV6 / Runx1,
leucemia linfoblastica aguda da crianca com precursor das células B de Philadelphia
e leucemia promielocitica aguda (LPA) (FERDOWSI, 2015; ZHANG B, 2007).

Por outro lado, relatérios recentes indicaram que as proteinas tirosina-
fosfatases PTPN18 e PTPN7 e as fosfatases de serina/treonina PPP1CA e PPP2CA
sdo alvos centrais para a funcdo oncogénica de miR-125b in vivo e 0 aumento da
expressdo de miR-125 pode levar a hipersensibilidade de citocinas de progenitores
hematopoiéticos da medula 6ssea, 0 que resulta em um estado pré leucémico. A
expressdo de JAK2V617F em linhas celulares dependentes de citocinas também
confere hipersensibilidade a citocinas (FERDOWSI, 2015; SHENOUDA, 2009).

Foram obtidas informacfes valiosas sobre os papéis de outros miRNAs na
patogénese das neoplasias, por exemplo, miR-150, miR-451, miR-145, miR28, miR-
133a, miR-16-2, miR-433, miR-182 e miR-145 miR143 que de acordo com estudos
anteriores revelam que a carga de alelos do JAK2 V617F difere entre as SMPs,
resultando maior em policitemia vera em relacdo a trombocitemia essencial. Em
conclusao, os achados da expressao de miR-125 aberrante indicam que outros fatores

podem influenciar o fenétipo da doenca em pacientes com PV (FERDOWSI, 2015).
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Antes de 2008, o diagnostico molecular ndo fazia parte do painel de
diagnéstico de rotina para PV e também ndo fazia parte dos critérios diagnosticos da
OMS. A maioria dos pacientes tinha de ser diagnosticada de acordo com os critérios
da World Health Organization 2001 (BARBUI, 2015). O estado molecular destes
pacientes, no entanto, obviamente nao foi reavaliado apds a revisdo dos critérios da
OMS em 2008. Para pacientes diagnosticados e seguidos na Ultima década, o estado
molecular teve grande importancia e foi relatado em mais de 90% dos casos e,
portanto a caracterizagdo molecular, pode ser considerado parte do exame de rotina
de diagnostico (JENTSCH-ULLRICH, 2016).

3.1.5 Diagnéstico de Policitemia Vera

O diagnostico para a PV é obtido por meio de critérios de exclusdo, sendo
identificados como maiores e menores. Os critérios maiores sdo: cariétipo anormal,
dosagem de hemoglobina elevada, presenca de JAK2 V617F ou mutacao similar, total
de hemacias com 25% acima do valor de referéncia. E os critérios menores sao:
hiperplasia das trés linhagens na medula 0ssea, eritropoetina sérica acima do normal,
presenca de col6nia eritroide enddgena crescida. Para fechamento do diagnostico
torna-se necessario a presenca de dois critérios maiores e um critério menor, ou um
critério maior e dois critérios menores (BOYIADZIS et al., 2007; AMARAL, 2008).

No diagnéstico primario os pacientes recebem terapia antitromboética com
acido acetilsalicilico. Em relacdo a terapia citorredutiva, a maioria dos pacientes €&
tratada com flebotomia e fazem uso da hidroxiureia para completar a citorreducéo.
Apenas alguns pacientes sao tratados com interferon ou terapia com inibidor de JAK.
Também foram relatados casos raros de esplenectomia e a irradiacdo do baco no
caso dos pacientes ndo receberam nenhum tipo de tratamento (JENTSCH-ULLRICH,
2016).

Em pacientes com PV, a flebotomia realizada com um valor de hematdcrito
(Hct) inferior a 45% resultou em uma taxa significativamente mais baixa de morte
cardiovascular e trombose principal em comparacdo com aqueles que tiveram um
hematocrito de 45 a 50 %. Em um editorial acompanhante, Spivak(2013) enfatizou a
importancia da flebotomia guiada pelo valor do (Hct), porém ajustado para género.

Uma grande maioria dos pacientes com PV regularmente flebotomizados, séo ou se
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tornam dependentes de ferro. Portanto, somente o exame do Hct apenas pode
produzir uma interpretacado errbnea quanto a necessidade de flebotomia (SILVER;
GJONI, 2015).

Curiosamente, mesmo na era moderna, continua a haver alguma controveérsia
guanto a definicdo de eritrocitose absoluta, seja por hemoglobina, hematdcrito ou teste
de massa de células vermelhas nucleares, potencialmente levando ao subdiagnéstico
de PV. Além da identificacdo de mutacdes JAK2, avanc¢os importantes na Ultima
década afetaram a PV, incluindo um ensaio clinico que apoia o uso de aspirina,
validacdo do alvo de hematécrito para flebotomia e ressurgimento de interferon alfa
(PEG-IFN-a) como uma possivel opg¢ao de tratamento (STEIN, 2014).

O padrao-ouro para terapia é a flebotomia sistematica. Em casos refratarios,
e utilizado fésforo radioativo. No entanto, a terapia radioativa traz seus proprios efeitos
colaterais. O Plasmodium knowlesi € uma parasito com tropismo por eritrocitos,
semelhante aos virus oncoliticos que entram em um tipo de celula tumoral histolitica
especifica e expressam receptores de entrada bem definidos. Foi sugerido por
pesquisadores como um tratamento parasitico oncolitico inovador do seculo 21, porém
ignorado por médicos. O tratamento a base de parasito pode ser administrado por
injecéo intravenosa do P. knowlesi cultivado conforme necessario e ndo é patogénico
para humanos. O parasita infecta as hemacias e causa febre alta, apds poucos ciclos

de replicacao de 24 horas, auto-termina sem nenhum tratamento. (RIZVI et al, 2015).

3.1.6 Fluxograma do diagndstico molecular

O inicio do rastreio para identificacdo da policitemia vera baseia-se na
cariotipagem negativa na busca da presenca do cromossomo Philadelphia e na
pesquisa molecular pelo gene hibrido BCR-ABL. A partir desse marcador molecular,
as SMPCs sédo divididas em dois grandes grupos: as BCR-ABL positivas (cromossomo
Philadélfia positivo) e BCR-ABL negativas (cromossomo Philadélfia negativo). A
auséncia do BCR-ABL positivo leva a procura de outras anormalidades, como a
presenca de JAK2 positiva para caracterizacdo das demais sindromes. (MARTINS,
2016)

Assim, em casos de BCR-ABL negativo, a busca pela mutacdo na JAK2 torna-
se um excelente marcador molecular, também dividindo aquelas que sdo JAK

positivas para a mutacao JAK2V617F daquelas JAK2 negativas para essa mesma
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alteracdo. Entre as JAK2 positivas encontra-se distribuidos a maior parte dos casos
de PV. Assim, no grande grupo das denominadas JAK2+ ocorre uma mutac¢ao pontual
que altera a codificacdo dessa proteina, promovendo a sua autofosforilacéo
constitutiva e também do fator STAT5 na auséncia de eritropoetina. Pode-se encontrar
ainda a correlagdo do gene LNK com a presenca ou ndo da associagdo com a
JAK2V617F. Quando a Policetemia Vera é negativa para JAK2V617F pode se
considerar uma alteracdo no éxon 12 da JAK2, englobando a substitui¢cdo, duplicacéo
ou substituicdo de nucleotideos. O diagndstico desse grande grupo é em sua grande
maioria das vezes feito por critérios de exclusdo estabelecidos segundo OMS
(MARTINS, 2016; SILVER, 2008).

Sabe-se que pelas diversas caracteristicas sintomatolégicas que a PV nao
estad somente associada a JAK2, pode haver a correlacdo de microRnas dentre outras
moléculas contudo pouco esclarecidas na literatura (FERDOWSI, 2015).

Figura 1. Fluxograma para a caracterizagdo molecular de PV

ABL

BCR - ABL + BCR - ABL -

JAK 2 + (e2on 12)

oxon
[\'E)ﬂ 14 MicloRna Dutras moleculas

Fonte: Autoria Prépria, 2017

4. Consideracdes Finais

A desregulacdo génica tem um papel importante para propiciar distarbios

neoplasicos mieloproliferativos. Desde entdo, muitos estudos ja relataram a presenca
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de inlmeras alteracBes no DNA capazes de gerar uma desordem génica alterando as
vias de sinalizag&o da proliferagdo celular normal culminando em um processo clonal
cronico. Atualmente, com o avango da tecnologia em biologia molecular e o alavancar
na area do diagnostico molecular muito enfoque tem sido dado em busca de
alteracdes génicas que possam elucidar doencas malignas a fim de gerar uma
precisdo no diagnostico, fato que infere diretamente sobre o progndstico e qualidade
de vida do paciente.

A presenca da JAK2 positiva é caracteristica de PV, tornando assim a busca
pela sua mutacdo um excelente marcador molecular. Dessa forma, ocorre uma
mutacdo pontual que altera a codificacdo dessa proteina, promovendo a sua
autofosforilag@o constitutiva e também do fator STAT5 na auséncia de eritropoetina.
Quando a Policitemia Vera é negativa para JAK2V617F pode se considerar uma
alteracao no éxon 12 da JAK2, englobando a substituicdo, duplicacéo ou substituicdo
de nucleotideos. Porém apesar de ser primordial para sintese da doenca ha outros
fatores génicos que influenciam seu prognostico. O diagndstico € em sua grande
maioria das vezes feito por critérios de exclusdo estabelecidos segundo padrdes da
OMS.

A analise documental demonstra que a Policitemia vera apresenta
caracteristicas fisioclinico-patologicas pouco expressivas para um diagnostico clinico,
sendo a presenca de marcadores moleculares importante para um diagnéstico mais
especifico e confiavel. As sindromes mieloproliferativas crénicas de uma forma em
geral nao partiham das mesmas mutacbes, responsaveis essas pelas
individualidades e particularidades de cada disturbio, como descrito exclusivamente
da Policitemia Vera. Os resultados corroboram com pesquisas anteriores uma vez que
esclarecem a importancia molecular e genética na caracterizacdo de cada uma das
patologias com a finalidade de promover um diagnéstico mais claro, amplo, especifico
e seguro. Observou-se também a relevancia da caracterizagcdo génica a partir de

moléculas que quando presentes se associam a um perfil clinico diferenciado.
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