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Mecanismo da mutagdo JAK2 V617F e seu enquadramento como critério de
diagndstico das principais neoplasias mieloproliferativas Ph-

ARIADNE RAMALHO DE LIMA”; TATIANA KARLA DOS SANTOS BORGES ™;

Resumo

A Sindrome Mieloproliferativa € uma doenca hematopoética de origem clonal que
apresenta amplificacdo de uma ou mais linhagens mieloides, sendo representada
pelo conjunto de trés doencas: Policitemia Vera, trombocitemia essencial,
Mielofibrose, que compartilham aspectos clinicos e biolégicos comuns. Quando
relacionamos a fisiopatologia de algumas neoplasias mieloides envolvidas,
percebemos a presenca de tirosina kinases alteradas e proteinas fusionadas
hiperativas resultantes de translocacdes, que exercem papel importante para a base
genética das pesquisas relacionadas com a Sindrome Mieloproliferativa. A proteina
JAK2, pertencente a familia das Janus kinases, € também uma tirosina kinase
fosforilada em resposta as acdes de diversas citocinas, ativando assim diferentes
vias de sinalizacéo intracelular e participando do processo de transducdo do sinal.
Trata-se de uma mutacdo pontual: substituicdo de uma guanina por timina (G 2T) no
exon 14 do gene JAK2, levando a substituicdo de uma valina por fenilalanina (V =F)
na posicdo 617 da proteina codificada (JAK2 V617F). Esta alteracdo € somatica,
sendo detectada em células de linhagem mieloide. Detectada em cerca de 95% de
pacientes com Policetemia Vera, 50% em pacientes com Trombocitopenia essencial
e 60% em pacientes com Mielofibrose. Percebe-se que mutacdo JAK2 V617F é a
caracteristica genética molecular importante para pacientes que tem diagndstico
confirmado de SMP.

Palavras-chave: Sindrome Mieloproliferativa, mutacdo JAK2 V617F, Via de
sinalizacédo, diagndstico.
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1 Introducéo

A Sindrome Mieloproliferativa (SMP) compreende um grupo de condi¢cdes que
surge nas células tronco da medula 6ssea e se caracteriza pela proliferacdo clonal
de um ou mais componentes hematopoiéticos. No Brasil, ainda ndo ha um registro
epidemioldgico especifico para as doencas mieloproliferativas individualizadas. A
idade média ao diagndstico € em torno dos 60 anos, sendo possivel ocorrer dos 18-
90 anos. (VAN DIJKEN, 1997; RANDI, 2004; HOFFBRAND et al., 2009).

Em 1976 o grupo Cooperativo Franco-Americano-Britanico (FAB) sistematizou
as diversas formas de Sindrome Mieloproliferativa. O modelo atual de 2008,
segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), propés uma nova classificacao
para os distarbios mieloproliferativos baseando-se nos seguintes critérios de
diagnéstico: porcentagem de blastos em medula 6ssea (MO) e sangue periférico
(SP), alteracdes citogenéticas e sideroblastos em anel. Passando a Incluir como as
doencas que compde a SMP: a leucemia mieloide crénica (LMC), Policitemia Vera
(PV), Mielofibrose idiopética crénica (MF), Trombocitemia essencial (TE), leucemia
neutrofilica crénica (LNC), leucemia eosinofilica crénica ndo especificada (LEC-NE)
(CASCIATO et al., 2008).

Entre as patologias que compdem a SMP a Leucemia Mieldide Crbnica se
destaca, pois, tem origem clonal decorrente da célula primordial da medula 6ssea
“andmala”, que gera um aumento de células indiferenciadas que fazem parte da
granulocitopoese. Tem como caracteristica a translocacdo entre partes do
cromossomo 9 e 22 (gl12.3;911.21) originando cromossomos atipicos 9q+ e 220-
denominado Philadelphia presente em cerca de 90% dos casos (LORENZI, 2003).

A presenca do cromossomo Philadelphia determina o aparecimento de uma
proteina que tem atividade de tirosina cinase tipo P210. A proteina quimérica (bcr-
abl) interfere em atividades importantes no ciclo celular e apoptose, que séo inibidas
na LMC devido a expressao dos genes BCR-ABL, fazendo com que as células
sobrevivam por um tempo maior que o normal, acumulando-se no sangue, na
medula e em outros tecidos (LUCIA, 2008).

O grupo de trés doencas que compde a SMP Ph- a PV, TE e MF tem
chamado a atencdo de pesquisadores, pois ndo apresentavam nenhuma mutagao
que fosse caracteristica e ajudasse no critério de diagnostico, assim como o0

cromossoma Philadelfia na LMC. Entdo depois da descoberta da mutacdo JAK2


http://www.google.com.br/search?hl=pt-BR&spell=1&q=an%C3%B4mala&sa=X&ei=D1adUPvWLYam8QS66oC4BQ&ved=0CCEQvwUoAA

V617F descrita como uma Unica mutacdo no gene JAK2, recorrente em pacientes
com SMPs classicas e Bcr-Abl negativas, ouve uma avanco esplendido para
confirmacédo do diagnostico. Hoje a mutacao ja faz parte dos critérios de diagnéstico
para o grupo de SMPs Ph- (LIPKA, 2005).

A mutacdo JAK2 V617F exerce uma forte Influéncia na proliferacéo clonal e
diferenciacdo de caracteristica celular devido alteracdo das enzimas JAKs
responsaveis pela sinalizacdo intracelular através da resposta a um estimulo de
citocina no receptor junto com as STATs que levam informacfes para ndcleo onde
ocorreram processos de transcricdo e traducdo, eventos fundamentais para o
desenvolvimento normal de uma célula (MONTE-MOR et al., 2008).

O receptor EPO-R tem como ligante principal a eritropoietina (EPO) horménio
gue promove a proliferacdo e diferenciacdo de células progenitoras eritroides e
regula o nimero de eritrocitos no sangue periférico. Sua relagdo com as enzimas
JAKs que sofrem a mutacéo é relevante visto tanto essas enzimas mutadas quanto
as normais se acoplam aos receptores EPOR realizando processo de fosforizacao, o
gue desencadeia uma transducédo de sinal intracelular exacerbada fazendo com que
a célula tenha funcdes alteradas (D’ANDREA, 1989).

O presente artigo tem como objetivo fazer uma revisdo bibliografica sobre o
mecanismo da mutacdo JAK2 V617F e seu enquadramento como critério de
diagnostico das principais doencas mieoloproliferativas Ph- destacando o papel

imunologico e genético.

2 Desenvolvimento

2.1 O gene JAK2

“‘JANUS KINASE 27, é o nome oficial do gene JAK2 que possui localizacao
citogenética no cromossomo 9p24 e localizacdo molecular entre 4.985.244 e
5.128.182 pares de base. O gene comporta a fungdo de producdo das proteinas
JAks, que promovem o crescimento e divisdo (proliferacdo) de células

hematopoiéticas localizadas na medula 6ssea (MARTINO et al., 2008).
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Figura 1 — Localizacdo do gene JAK 2 no cromossoma 9
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FONTE: Adaptado de Genetics Home Reference. Dez. 2011. Disponivel em:
<http://ghr.nlm.nih.gov/gene/JAK2>. Acesso em: 12 nov. 2012.

O gene fornece instrucdes para a producao de uma proteina que promove o
crescimento e proliferacdo celular. Esta proteina pertencente a familia das Janus
Kinases é também uma tirosina-cinase, fosforilada em resposta a acédo de diversas
citocinas, faz parte de uma via de sinalizacdo designada via JAK/STAT que transmite
sinais quimicos do exterior da célula para o nucleo, a partir de multiplos receptores
hematopoiéticos de crescimento que sofrem estimulos de diversas citocinas e
horménios como a eritropoietina. E particularmente importante no controle da
producdo de células sanguineas a partir de células tronco hematopoiéticas (SPIVAC,
2010).

A mutacdo JAK2 V617F ndo se encontra presente nas linhagens
germinativas, porque € uma mutacdo adquirida como uma doenca alélica somatica
no compartimento hematopoiético. Em 2006, Francois e colaboradores, realizaram
um estudo em doentes com PV e MF. E demonstram que esta mutacdo ocorre num
precursor hematopoiético de origem mieldide. Assim, o fendtipo da doenca esta
provavelmente relacionado com a vantagem proliferativa dada essencialmente a
serie mieloide, traduzindo-se numa doenca mieloproliferativa e ndo numa doenca
linfoproliferativa (LEVINE et al., 2008).

2.2 Mutagédo JAK2 V617F
Entre marco e abril de 2005, a mutacdo JAK2 V617F foi descrita durante o

Terceiro Congresso Internacional sobre Sindromes Mieloproliferativas e

Mielodisplasicas descrita como uma unica mutacdo no gene JAK2, recorrente em



pacientes com SMPs classicas e Bcr-Abl negativas. Foi considerado um avango
importante para a compreensao da base molecular das SMPs e principalmente a
Policetemia Vera (SILVER et al., 2007).

E uma mutacgdo pontual, com a substituicdo de uma guanina
por timina (G -T) no éxon 12 do gene JAK2, levando a
substituicdo de uma valina por fenilalanina (V - F) na posicéo
617 da proteina codificada (JAK2 V617F). Esta alteracdo é
somatica adquirida, sendo detectada em células de linhagem
eritréide e mieloide (MONTE-MOR et al., 2008, p. 02).

JAK2 é uma das enzimas que compde o grupo de quatro tirosina-quinases
(JAK), que por meio do seu dominio FERM, encontrado na parte N-terminal, se
adapta intracelularmente aos receptores de citocinas, entre eles o receptor da
eritropoietina (EPOR) e inicia uma transducdo de sinal constante que leva a
alteracdo dos processos de proliferagcéo, diferenciacdo e morte celular por apoptose.
Os dominios JH3-JH7, sdo essenciais para sua ligacdo com seguimentos proximais
de membrana do dominio citosélico de EPOR (KRALOVICS, 2005).

Na figura a seguir pode-se observar a descricdo dos dominios, JH2 (Pseudo-
kinase dominante), responsavel por regular o dominio JH1(Kinase-dominante) das
enzimas JAKSs, pois a mutagdo JAK2 V617F se encontra no sitio de JH2, isso faz
com que as proteinas JAK passem a ter estimulos proprios de sinalizacdo
intracelular, sendo independente das citocinas se ligarem ao receptor celular. O que
modifica o seu funcionamento celular afetando diretamente as atividades células,
alteracdo dos processos de proliferacdo, diferenciacdo e morte celular por
(VAINCHENKER et al.,2012).

Figura 2 — Localizacdo da mutacdo JAK 2 V671F
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FONTE: Adaptado de Delhomeau e colaboradores (2010).
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A alteracdo do dominio JH2, na proteina normal, resulta no aumento da
atividade da atividade kinase JH1. A mutacdo V617F no dominio regulador JH2
liberta o dominio JH1 da inibicdo, levando a uma ativacdo constitutiva mesmo na
auséncia de ligacdo das citocinas. Aléem das funcfes apresentadas, o que chama
atencdo de pesquisadores atualmente é a atuacdo dessa proteina na via de
sinalizacdo JAK-STAT, que transmite sinais quimicos a partir de citocinas para o
ndcleo da célula e sua possivel relacdo com o desenvolvimento das sindromes

mieloproliferativas (PERCY, 2005).

2.3 Caracteristicas das citocinas, receptores e estrutura enzima JAK e STAT

As citocinas desempenham atividades fisiologicas importantes como: a
ativacado da resposta imune celular e humoral, regulacdo da hematopoiese e controle
da proliferacao e diferenciacéo celular. Seus efeitos ocorrem quando se liga ao seu
receptor especifico expresso na superficie da célula-alvo, o que desencadeia a
transducéo de sinais no interior da célula (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2005).

Em geral os receptores de citocinas tem dominio de homologia SH2
caracteristico dentro do qual estéo localizados residuos de tirosina que funcionam
como alvos para as JAK. Quando os dominios de ligacdo SH2 sao fosforilados
transforman-se em locais de ancoramento para proteinas que se ligam ao receptor
pelas vias de sinalizacdo. Entre os receptores mais comuns na via de sinalizacao
JAK-STAT pode-se destacar o CD130 receptor para IL 6 e IL11, CD132 receptor para
IL2,IL4IL7,IL9,e IL5, CD122 receptor para TNFe IL1, CDw131 receptor para IL3, IL5
(KISSELEVA, T. et al. 2011).

A Familia de receptores de cadeia Unica é composta por. EPO-R
(eritropoietina) e TPO (trombopoietina). Os dois compartiiham duas caracteristicas
importantes como: uma cadeia que homodimeriza mediante a ligacdo de ligandos e
sinalizam através da ativacdo sequencial de JAK2 e STATS5. O receptor EPO-R sera
descrito ao longo da pesquisa, ja que estudos com ratos knockout JAK2 exibiram um
fendtipo letal embrionario, morrendo no dia 12,5 de gestacdo. A morte foi atribuida a
uma falha em definitivo da eritropoiese, estes estudos estabeleceram que JAK2
apresenta atividade essencial com a Epo, seu receptor e posterior sinalizagcdo (WU
et al, 1995; NEUBAUER et al, 1998; PARGANAS et al, 1998).

Os receptores de citocinas em sua maioria s8o compostos por subunidades
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distintas: uma cadeia a envolvida na ligagdo da citocina e na transducéao de sinais e
outra cadeia B envolvida na cascata de sinalizagc&do. A cadeia a é associada a uma
familia de proteinas tirosinas kinases chamada familia JAK (LINDAUER, 2001,
CACALANO, 2001; STARK, 1998; KITTUR, 2007; WESTENBRINK, 2007).

Estudos genéticos demonstram que as JAKs e as STATs possuem func¢des
altamente especificas no controle de varias respostas (ou reacdes) imunes. As
enzimas JAKs, produzidas a partir do gene JAK, estdo presentes no citoplasma das
células especificamente associadas a receptores de membrana que realizam ligacéo
com citocinas no meio extracelular (IHLE et al., 2007).

A familia JAK possui 4 membros: JAK1, JAK2, JAK3 e tirosina kinase 2
(TYK2). A pseudo-kinase dominante regula a atividade da kinase das JAKs. As
STATs possuem 7 componentes: STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5A, STATSB e
STAT6, os quais sdo altamente homdlogos em varias regides, incluindo a SRC
homology 2 (SH2) dominante envolvido na ativacdo e dimerizagdo das STATs. Na
figura 3 pode-se observar a estrutura do dominio das JAKs a estrutura de dominio
das proteinas STATs (SHUAI, 2003).

Figura 3 — Estrutura dos dominios da JAK e STATs

[ Amino Fe—
aax I

Receptor BndingRegion

TAD

FONTE: Kisseleva e colaboradores (2002).

A comparacao das sequéncias JAK revela sete regides alta homologia, JH1-
JH7. Mesmo que a atividade biolégica de cada uma dessas regides ndo tenha sido
totalmente compreendida, varios dominios estdo bem caracterizados. JH1 mostra-se
a codificar a kinase, JH2 representa um dominio pseudo-kinase, o qual € requerido
para a atividade catalitica do JH1. O dominio homélogo animo terminal JH3 - JH7,
tem sido implicado na associacéo do receptor (YEH, et al., 2000).

O dominio kinase conservado encontrado no JH1, exibe componentes

classicos da tirosina kinase, incluindo tirosinas conservadas como: Y1038/Y1039 no
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JAK1, Y1007/Y1008 no JAK2, Y980/Y981 no JAK3, Y1054/ Y1055 na Tyk2. A
fosforilacdo das duas tirosinas leva a mudangas conformacionais as quais facilitam a
ligacdo do substrato. Entdo os dominios JH1-JH7 séo baseados na similaridade de
sequéncia de quatro JAKS conhecido (LEONARD, 1998).

Estudos sugerem que o dominio N-terminal STAT promove a interagdo com o
coativador de transcricdo, dominios de receptores e regulagdo da translocacdo
nuclear. Recentes pesquisas indicam que a dimerizacdo do dominio N-terminal
promove cooperatividade da ligacdo com as regides GAS. Coiled-coil domain
(dominio enrolado em espiral), € uma cadeia flexivel de polipeptideo proxima ao
dominio N-terminal. Alguns pesquisadores descrevem o dominio como uma “corda”
enrolada no receptor, auxiliando na fosforilagdo da tirosina e exportacdo nuclear
(LEUNG et al, 1996;. MURPHY etal, 2000).

O ADN (DNA-binding domain), componente dos dominios STATs reconhecem
bases na metade mais proximal GAS, ficando com um numero consideravel de
locais em contato direto com o DNA, o que mostra sua atividade e funcdo bastante
relacionadas com atividade de transcricdo eficaz, mas segundo McBride et al.
(2000), o dominio de ligacdo de ADN apresenta uma conformacao diferente, o que é
atraente para considerar a possibilidade de que ele possa ter outras funcdes
adicionais. Linker € o dominio que liga o dominio de ADN com o dominio SH2, mas
algumas pesquisas implicam linker como dominio de regulacdo da transcricdo em
STAT1 (HORVATH, 2000; SHUAI, 2000).

2.4 Via de sinalizagdo JAK-STAT

A via de sinalizagdo JAK/STAT é uma das varias cascatas pleotropicas usadas
para traduzir multiplos sinais de desenvolvimento em animais, desde humanos a
insetos. A ativacdo da proteina JAK estimula a proliferacdo celular, diferenciacéo,
migracdo celular e apoptose. Estes eventos celulares sdo criticos para a
hematopoiese, desenvolvimento imunitario, crescimento sexual dimoérfico, entre
outros processos. Previsivelmente, mutacbes que reduzem a atividade da via
JAK/STAT afetam esses processos. Por outro lado, mutagdes que constitutivamente
ativam ou levam a uma falha na regulacdo desta via, causam doencas inflamatorias,
gigantismo, e varios tipos de leucemias. (RAWLINGS, 2004).

Quando a citocina se liga ao receptor induz a associacdo (dimerizacao) das
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cadeias a e 3 ocorrendo uma conformidade do receptor e a ativacdo das JAKs pela
transforilacdo (quando sao trazidas para mais préximo uma das outras). Os proprios
receptores de citocinas funcionam como substrato para as JAKs. A ativacdo das
JAKs leva a fosforilacdo de residuos de tirosina o que gera sitios para a ligacdo dos
fatores de transcricdo STAT (signal transducers and activators of transcription).
Depois da fosforilagdo de um residuo especifico de tirosina realizada pelas JAKs, a
proteina STAT é dissociada das subunidades do receptor, caminha para o nucleo da
célula, entdo seus dimeros ligam-se as regides promotoras dos genes e ativam a
transcricdo (VAINCHENKER, 2011; MULLALLY, 2010).

Figura 4 — Via de sinalizagcao JAK-STAT

FONTE: Adaptado de Mohr e colaboradores (2012).

Esse mecanismo intracelular ocorre normalmente quando as enzimas JAKS
nao sofrem nenhum tipo de dano (mutacdo), sdo codificadas sem nenhuma
alteracdo e exercem sua funcdo de transducdo de sinal normalmente. Porém,
quando a mutacdo ocorre gerando a JAK2 V617f a fungdo de controle da producéo
de células hematopoiéticas é afetada e a enzima passa a ter uma atividade
independente dos ligantes de sinalizacdo, fazendo com que a producéo de algumas
linhagens hematolégicas de células seja exacerbada. O que torna a mutagéo
estritamente importante para as sindromes mieloproliferativas, visto que seu poder
de proliferacdo independente interfere no prognéstico de pacientes (UNGUREANU,
2002; LINDAUER et al., 2001; ZHAO et al., 2005; ROSS et al., 2007).
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2.5 Relagdo mutacao JAK2 V671F com receptor EPOR

A eritropoietina € um horménio glicoproteico que regula a proliferacédo e a
diferenciacdo das células progenitoras hematopoiéticas na medula 06ssea,
estimulando a diferenciacéo e a proliferacdo das células eritréides ao interagir com
receptores especificos de eritropoietina, existentes em diferentes tipos celulares.
Sua liberacdo € regulada por mecanismos de retroalimentacdo associados com 0s
niveis de oxigénio no tecido renal (GARCIA et al., 2005).

Esse hormoénio glicoproteico atua sobre a eritropoiese de modo complexo
atraves: a) da estimulacdo na proliferacdo de células indiferenciadas medulares,
produzindo maior numero de mitoses dessas células; b) da estimulacdo do
amadurecimento das células indiferenciadas de onde surgem o0s primeiros
eritroblastos, denominados proeritroblastos; c¢) da estimulacdo na sintese da
hemoglobina; d) do aumento na taxa de reticulécitos no sangue (LORENZI, 2003).

Existem receptores para a EPO nas mais variadas células, como o cérebro
(astrécitos, neurbnios), trato gastrintestinal, células endoteliais, pericardio, células
pancreaticas, placenta, em tecidos tumorais, trato genital feminino, 6rgdos
reprodutivos masculinos, glandulas mamarias, macréfagos da medula Ossea e
progenitores eritréides (FELDMAN, 2003; MELANIE, 2005).

No cérebro e Sistema Nervoso Central, a EPO promove neurogénese. E um
fator anti-apoptotico e promove protecdo contra danos causados por hipdxia. Ela
ativa a producdo de enzimas anti-oxidativas, metaboliza radicais livres e afeta a
liberacdo de neurotransmissores. Ja no trato gastrintestinal a glicoproteina tem um
efeito tréfico sobre os enterdcitos, promove crescimento e maturacdo celular
(LOHMEYER et al., 2008).

No sistema reprodutivo feminino sua expresséo é dependente do estrogeno. A
EPO esta envolvida na angiogénese e em mudancas ciclicas celulares. Também
esta envolvida na sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciacdo celular. Nas células
endoteliais sua principal funcdo é a de angiogénese e nos demais 6rgaos (rim,
musculos, sistema reprodutivo masculino) é responsavel pela sobrevivéncia e
proliferacdo celular. Também atua na formacdo indireta de megacariocitos,
progenitores monociticos e granulociticos (FELDMAN, 2003; NATALI, 1996).

O receptor EPOR pode ser divido em duas regides principais, basicamente, a

parte que fica proxima a membrana plasmatica é requerida para a geracao de sinais,
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proliferacdo e diferenciacdo, tal como a inducdo da sintese de globina. A outra
metade restante ndo € requerida para esta sinalizacdo, mas ela age para amortecer
0s sinais. Sabe-se que uma tirosina kinase chamada JAK2 associa-se com a regiao
préxima da membrana plasmatica, sofre autofosforilacéo e fosforila o receptor EPO
e um fator de transcricdo chamado STAT (HAIYING ZOU, 2011; KISSELEVA, 2002).

A mieloproliferagdo anormal surge da ativacdo constitucional de vias de
transducédo de sinais, causadas por rearranjos genéticos ou mutacdes que afetam as
proteinas tirosina kinases ou moléculas relacionadas. Em pacientes com SMP, que
possuem a mutacdo JAK2V617F, a via de transducdo de sinal JAK/STAT esta
constitucionalmente ativada, na auséncia da ligacdo da EPO ou da TPO aos seus
receptores (MCBRIDE, 2000; ROGERS, 2006).

A Figura 5 ilustra o receptor EPOR sua estrutura externa com seus 2
dominios respectivos que se ligam ao hormdnio especifico a eritropoietina sofrendo
uma conformacéo, os 2 dominios internos sofrem acoplamento de duas enzimas
JAKs gue ficam ancoradas pelo domino FERM os dominios pseudo kinases e kinase
sao responsaveis pela fosforilacdo das enzimas que liberam substratos de tirosinas
(IHLE, 2001).

Figura 5 — Estrutura receptor EPOR e 0 acoplamento das enzimas JAKs

% 7
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EpoR EpoR

Extracellular
Space

JH7 o Pl
FERM JH6 FERM
JH5 JH5
JH4 JH4
JH3 JH3
Pseudokinase Pseudokinase
Kinase Kinase

JAK2 JAK2
FONTE: Adaptado de Bonifacin (2002).
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A Figura 6 mostra, além da estrutura do receptor e sua ligacdo com a citocina,
0 acoplamento das JAKs, que apoés a fosforilacdo recrutam as proteinas STATs que
sao fosforiladas e se soltam , se homodimerizam pelo dominio SH2, formando uma
estrutura que se transloca para o0 nucleo e se liga a membros da GAS (Gamma
Activado Site), familia de promotores onde posteriormente ocorreram processos de
transcricdo (ARORA, 2003; SOMMERAUER, 2012).

Figura 6 — Via de sinalizacdo JAK-STAT ligacado da proteina STAT até o nucleo

Nucleus

FONTE: Adaptado de Kisseleva e colaboradores (2002).

2.6 Mecanismo de regulacdo JAK

2.6.1 Proteina SOCS

A familia das proteinas SOCS possui oito membros: CIS (proteina cytokine-
induzida SH2 dominante) e SOCS1 ao SOCS7. Contém um dominio SH2, o qual é
flanqueado por uma varidvel amino-terminal dominante e uma parte carboxy-
terminal. As fungdes dos SOCS1, SOCS2 SCOCS3 e CIS tém sido bem estudadas
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visto que as proteinas SOCS inibem a sinalizagdo das citocinas, inibindo sinalizagéo
JAK-STAT. Como por exemplo, o dominio SH2 da SOCS1 que se liga diretamente a
tirosina fosforilada JAK, resultando na inibicéo da atividade do JAK interrompendo a
via de sinalizacdo JAK-STAT (ILANGUMARAN, et al., 2004).

Esta proteina, chamada SOCS-3 (supressor of cytokine signaling-3), foi
inicialmente descrita como sendo induzida por uma série de estimulos gerados por
citocinas, tendo a funcdo de controlar o sinal pré-inflamatério. As SOCS podem ter
sua expressdo estimulada pela leptina, e uma vez presente no citosol, podem
interagir com JAK-2 e STAT-3 e assim regular negativamente a sustentacédo do sinal
gerado pela leptina. Tal suposicao foi comprovada por estudos que mostram que a
proteina SOCS-3, induzida pelo estimulo por leptina, liga-se a JAK-2 e inibe por até
20 horas (LICIO, 2006).

Mas a inibicdo das JAKs pela SOCS3 requer a ligagdo da SOCS3 ao receptor
ativado que faz ligagdo com a citocina sofrendo conformagéo e estimulando as
JAKs. A CIS em vez de agir nos JAKSs, atua inibindo a ativagdo do STAT pelo fato de
competir com os STATs pela ligacdo lugares de hospedagem do receptor. Uma
propriedade importante das proteinas SOCS é que elas afetam especificamente a
cinética da sinalizacdo JAK-STAT, porém ndo possuem efeito no processo de
ativacao inicial (CACALANO, 2001; HAAN, et al., 2003).

2.6.2 Outros mecanismos de regulacao via JAK-STAT

Além dos dois mecanismos de regulacdo ja citados, outras atividades de
regulacéo sao relevantes para o controle da via JAK-STAT como, por exemplo, a
ubiquitinizagdo, mecanismo pelo qual tem como caracteristica de funcionamento a
adicdo de marcadores moleculares como as ubiquitinas a superficie do alvo a ser
degradado acarretando em sua destruicdo como proteossomas (complexo 26S que
contem varias enzimas proteoliticas e que reorganiza e degrada especificamente
proteinas marcadas) (ULRICH, 2002).

A adicdo desses marcadores moleculares ocorre por meio de varias etapas
até chegar na fase em que as enzimas, chamadas ligases de ubiquitina, s&o
adicionadas por uma ligacdo tiol-éster &s cadeias laterais da proteina alvo, essa
ligacdo proporcionada a degradacao da proteina alvo (UNGUREANU et al., 2002).

Apés a estimulacdo ctitocina-receptor, as STATs passam a ser tirosinas
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fosforiladas num unico residuo conservado. A fosforilacdo da tirosina das STATs €
requerida para a sua dimerizacao, translocacao nuclear e ligagdo DNA. Portanto, a
fosforilacdo da tirosina funciona como uma troca de sinal para ativar STATS
(SCHINDLER et al.,1992; SHUAI et al., 1992; MEYER et al., 2005; MCBRIDE et al.,
2000).

Todos os mecanismos de regulagdo citados fazem parte do conjunto de
interacbes que ocorrem no meio intracelular, sendo de grande importancia para a
manutencdo da via JAK-STAT e fazem com que a célula se mantenha viavel, ou
seja, em condi¢des de continuar exercendo suas fungdes de transcricdo e traducao.
Isso faz com que a célula fique livre da apoptose, isso geralmente acontece quando
a célula passa a ter uma atividade prépria, ndo respondendo mais aos mecanismos
de regulacdo e estimulos de citocinas em seus receptores (GAZ, 2001; PERCY,
2005; OKUGAWA, 2011).

2.7 Enquadramento da mutacdo JAK2 V671F como critério de diagnéstico das

principais doencas neoplasicas mieloproliferativas Ph-

A Policitemia Vera (PV) é doenca neoplasica clonal caracterizada pelo
aumento do volume total da massa eritrocitaria independente da acao dos
mecanismos habituais de regulacdo da eritropoese. Segundo a OMS, para o
diagnéstico de PV ha a necessidade do preenchimento de dois critérios maiores e
um critério menor ou a presenca simultanea de um maior e dois menores (LORENZI,
2006).

Quadro 1 — Critérios maiores e menores para diagnéstico de pacientes com PV,
segundo classificacdo da Organizagdo Mundial da Saude (2010)

Critérios Maiores Critérios Menores

Hemoglobina >18,5g/dL para homens, | BMO* demonstrando hipercelularidade
>16,5g/dL para mulheres ou outras|para a idade com panmielose
evidéncias de aumento de massa | (proliferacdo proeminente das séries
eritrocitéria eritroide, granulocitica e megacariocitica)

Presenca da mutacdo JAK2 V617F ou outra | Eritropoetina sérica abaixo do valor de
funcionalmente similar (ex., éxon 12) normalidade

Formacdo in vitro de colbnia eritroide
enddgena
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Onde: *Biopsia de medula 6ssea.
FONTE: OMS (2010).

Pesquisas recentes evidenciam que a mutacdo V617F no gene JAK2 esti
presente em cerca de 90% dos pacientes com PV, sendo um valor consideravel para
o desenvolvimento de pesquisas envolvendo esclarecimentos maiores quanto a
relacdo entre a expresséo da mutacéo e a progressdo da doenca (MONTE-MOR et
al., 2008).

A Trombocitemia Essencial apresenta um aumento de plaguetas, por
excessiva proliferacdo megariocitica e tem como caracteristica central do
diagnéstico uma contagem de plaquetas maior que 450 x 10°. A metade dos
pacientes apresenta mutacao do JAK2 (Val617Phe), como a série eritrdide normal. O
cromossomo Philadelphia (Ph) e o rearranjo BCR-ABL estéo ausentes. De acordo
com os critérios de classificacdo da OMS é necessario o preenchimento dos quatro
critérios para o diagnoéstico da TE (BASQUERA, 2010).

Quadro 2 — Critérios de diagndstico de pacientes com TE, segundo classificacdo da
Organizacdo Mundial da Saude (2010)

Critérios de Diagndéstico para TE

1 | Plaguetometria >450.000/uL

Presenca da mutacdo JAK V617F ou outras

3 | Auséncia de critérios da OMS* para PV, MF, LMC BCR/ABL1+, sindrome mielodisplasica
[auséncia de del(5q), t(3;3)(g21;926), inv(3)(g21;026)] ou outra neoplasia mieloide

4 | BMO** mostrando proliferacdo principalmente da linhagem megacariocitica com
megacariécitos maduros aumentados em ndmero e tamanho. Auséncia de aumento
significativo ou desvio a esquerda granulopoese neutrofilica ou eritropoese

Onde: *Organizacdo Mundial da saude; **Biopsia de medula éssea.
Fonte: OMS (2010).

A MF é um distarbio clonal das células que tem como principal caracteristica a
fibrose generalizada e progressiva na medula 6ssea e compdem o grupo de
doencas pertencentes a sindrome mieoloproliferativa. Com relagcdo a confirmacéo
diagnostica da MF é necessario o encontro de pelo menos trés critérios maiores e

dois menores para a confirmacao diagnostica de MF (LIPKA, 2008).
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Quadro 3 — Critérios maiores e menores para diagnostico de pacientes com MF

Critérios Maiores Critérios Menores

Presenca de proliferagcdo megacariocitica e atipia, geralmente | Leucoeritroblastose
acompanhada de fibrose reticulinica ou colagénica ou, na
auséncia de fibrose significante, as alteragcdes megacariociticas
devem se acompanhar de aumentada celularidade da medula a
custa de proliferacéo granulocitica com diminui¢cdo da eritropoese
(fase préfibrética)

Presenca da mutacdo JAK2 V617F ou outro marcador clonal | Aumento de DHL
(MPLW515K/L) ou, na auséncia de marcador clonal, nenhuma | sérico

evidéncia de que a fibrose medular ou demais alteracdes sejam
secundarias a infeccéo, inflamacao, tricocitoleucemia, neoplasia
linfoide, metastase ou mielopatias toxicas.

Auséncia de critérios da OMS para PV, LMC BCR/ABL1+, | Anemia
sindrome mielodisplasica ou outra neoplasia

Esplenomegalia

FONTE: OMS (2010).

A mutacdo JAK2 esta presente em cerca de 50% dos pacientes que tem
diagndstico confirmado para a doenga hoje sua pesquisa ja esta dentro do quadro de
critérios maiores para o diagnostico. Em varias pesquisas percebe-se a frequéncia
da distribuicdo do JAK2 V617F expondo sua grande influéncia em pacientes com
SMP, confirmando resultados elevados como: PV (89%), ET (69%), e MI (47%) em
um total de cento e trés pacientes envolvidos no presente estudo citado
(HOFFBRAND et al., 2008).

Desde a sua descoberta a mutacdo JAK2 V617F vendo sendo estudada, pois
acredita-se que ela é a caracteristica genética molecular chave para pacientes que
tem diagnostico confirmado de SMP, sendo o foco de pesquisas atuais que buscam
aplicacdo de novas metodologias que possam tornar mais simples a deteccédo da
mutacdo JAK2 V617F, classificagdo, tratamento e prognostico dos pacientes com
SMP (FU, 2007).

3 Consideracdes Finais

A genética, assim como biologia molecular, e o conhecimento da imunologia
evoluem rapidamente a cada dia, trazendo consigo um olhar inovador sob o
desconhecido, abrindo caminho para chegarmos a chave de respostas ainda nao

encontradas, mostrando que pequenos detalhes podem fazer toda a diferenca no
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desenvolvimento e evolugdo do quadro clinico de pacientes que portam pequenas,
mas importantes “mutac¢des”. Elas mostram seu grande poder ativo sob as mais
variadas espécies. A mutacdo JAK2 V617F evidencia como o mistério de uma Unica
alteracdo pode mudar todo um sistema celular, interferindo no controle vital e
desencadeando uma sequéncia que ndao pode mais ser revertida. Hoje a mutacao
JAKV617F é uma das mais novas muta¢gbes estudadas no mundo, passando a ser
incorporada aos critérios de diagnostico das SMPs Ph- e auxiliando, portanto, no
diagndstico e possivel tratamento dos pacientes portadores. Este € apenas o inicio

de um futuro promissor que busca a cada dia desvendar novas respostas.

Mechanism of JAK2 V617F mutation and its relevance as diagnosis criteria of main

Ph- myeloproliferative neoplasms.

Abstract

Myeloproliferative syndrome is a clonal hematopoietic desease that shows
amplification of one or more myeloid lineage, It is represented by group of three
deseases: Polycythemia Vera, Essential thrombocythemia, Myelofibrosis, which
share clinical and biological common aspects. When we relate pathophysiology of
some myeloid neoplasms envolved, we detetect a presence of altered tyrosine
kinases and hyperactive fused proteins that come from translocations which do an
important role for genetical basis of researchs releated with myeloproliferative
syndrome. The JAK2 protein, from Janus Kinases family, is a phosphorylated
tyrosine kinase too in response to actions of many cytokines, It actives diferent
intracellular sinalling pathway and It joins in the signal transduction process. It is a
local mutation: The substution of a guanine for thymine (G T) in exon 14 of JAK2 gen,
it leads to substutition of valine for phenylalanine (V F) in 617 position of coded
protein (JAK2 V617F). This changing is somatic, being detected in cells of myeloid
lineage. JAK2 V617F mutation is detected in about 95% of patients with
Polycythemia Vera, 50% in patients with Essential thrombocythemia and 60% in
patients with myelofibrosis. It shows that JAK2 V617F mutation is the genetic
molecular important characteristic to individuals that have confirmed diagnoses of
SMP.

Keywords: Myeloproliferative syndrome, JAK2 V617F mutation, signalling pathway,
diagnoses
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