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RESUMO

As neoplasias mieloproliferativas crénicas (NMPC) sdo neoplasias
originadas por uma proliferaco clonal de um progenitor hematopoiético
pluripotencial. Em 1951, William Dameshek descreveu a relacéo
existente entre a policitemia vera (PV), a trombocitemia essencial (TE) e
a mielofibrose priméaria (MFP), propondo que essas doencas, juntamente
com a leucemia mieloide crénica (LMC) e a eritroleucemia, fossem
agrupadas em uma categoria geral de sindromes mieloproliferativas. No
entanto, ao longo dos anos, essa classificacdo foi reavaliada e,
atualmente, a PV, a TE e a MFP s8o denominadas neoplasias
mieloproliferativas crénicas (NMPCs) BCR/ABL negativas. De acordo
com a revisdo dos critérios adotados para o diagnostico das NMPCs,
realizado pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS), em 2008, a
presenca da mutacdo JAK2V617F é considerada critério de maior
importancia para o diagnéstico de PV, e, na TE e MFP representa um
marcador clonal. A JAK2V617F ativa constitutivamente a proteina
transdutora de sinal STAT3, que esta relacionada com a expressao da
proteina antiapoptdtica survivina e com a progressdo maligna. Assim, o
objetivo deste trabalho foi investigar a prevaléncia da mutacao
JAK2V617F em pacientes com diagnéstico de NMPC BCR/ABL
negativa, e associar com a expressdo da proteina antiapoptética
survivina, como marcador diagndstico, e com dados laboratoriais e
clinicos dos pacientes. Do total de 54 casos incluidos no estudo, 32
casos (59,3%) apresentaram a mutagdo JAK2V617F e 22 casos (40,7%)
foram negativos. A neoplasia de maior prevaléncia foi a TE, sendo
diagnosticada em 61,1% dos casos, seguida da PV, diagnosticada em
26% dos casos. N&o foi observada diferenca estatistica significativa da
presenca da mutacdo entre homens (57,7%) e mulheres (60,7%). Os
individuos positivos para a mutagdo JAK2V617F apresentaram uma
mediana de idade maior (61,5 anos) do que os individuos sem a mutacdo
(52,5 anos). Os resultados deste trabalho ndo mostraram nenhuma
associagdo entre a presenca da mutagdo JAK2V617F e a ocorréncia de
trombose e/ou esplenomegalia. A presenca da mutagdo JAK2V617F ndo
esta associada com a ocorréncia de anormalidades laboratoriais nos
individuos com MFP; j& os pacientes positivos para mutacdo
JAK2V617F e diagnosticados com PV e TE tiveram aumento
significante na contagem de eritrécitos e plaquetas, aumento na mediana
de idade e na leucometria, respectivamente. A expressdo da proteina



survivina ndo foi detectada nas medulas dsseas dos individuos deste
estudo, independente da presenca ou auséncia da mutagdo JAK2V617F.
As evidéncias obtidas nesse estudo permitem concluir que, diferente da
importancia bem definida como valor diagnéstico, a relevancia
prognostica da presenca da mutacdo JAK2V617F nos casos de NMPCs
BCR/ABL negativa permanece controversa. Além disso, a investigacéo
da expressdo da proteina survivina em biopsia de medula dssea ndo
serve como um bom marcador para o diagnéstico dos pacientes com
NMPC BCR/ABL negativa.

Palavras-chave: Neoplasias mieloproliferativas crbnicas. JAK2.
JAK2V617F. Survivina.



ABSTRACT

The chronic myeloproliferative neoplasms (CMPNs) arise from clonal
proliferation of hematopoietic stem cells. In 1951, William Dameshek
described the relationship between polycythemia vera (PV), essential
thrombocythemia (ET) and primary myelofibrosis (PMF), suggesting
that these diseases, as well as chronic myeloid leukemia (CML) and
erythroleukemia, should all be classified as a single disease type, which
he proposed to call the myeloproliferative syndromes. However, over
the years, this classification was revised and, currently, PV, ET and
PMF are called CMPNs BCR/ABL negative. In the 2008 revision of the
WHO diagnostic criteria for MPN, mutation expression for JAK2V617F
was considered a major criteria for PV diagnosis, and a clonal marker
for ET and MFP. The JAK2V617F constitutively activates the signal
transducer STAT3 protein, which is related to the expression of the
antiapoptotic protein survivin and to cancer progression. Thus, the aim
of this study was to investigate the prevalence of the JAK2V617F
mutation in patients with CMPN BCR/ABL negative, and link with the
expression of survivin antiapoptotic protein as a diagnostic marker and
with laboratory and clinical data of patients. Of the 54 cases included in
the study, 32 cases (59.3%) showed the presence of the JAK2V617F
mutation, and 22 cases (40.7%) were negative. The neoplasic with the
higher prevalence was the TE, which was diagnosed in 61.1% of cases,
followed by the PV, which was diagnosed in 26% of cases. There was
no statistically relevant difference from the presence of the mutation
between men (57.7%) and women (60.7%). Individuals with positive
results for the JAK2V617F mutation had a higher median age (61.5
years) than individuals without the mutation (52.5 years). The results of
this study did not show any association between the presence of
JAK2V617F mutation and thrombosis and/or splenomegaly. The
presence of the JAK2V617F mutation is not linked with the occurrence
of laboratory abnormalities in patients with MFP, while patients positive
for JAK2V617F mutation and diagnosed with PV and ET had a
significant increase in erythrocyte and platelet count, and an increase in
the median age and leukocyte count, respectively. The expression of
survivin protein was not detected in the bone marrow of the individuals
analyzed in this study, regardless of the presence or not of the
JAK2V617F mutation. With the compilation of the evidence obtained in
this study, we reach the conclusion that, unlike the importance for the
diagnostic, the prognostic relevance of the presence of the JAK2V617F



mutation in cases of NMPCs BCR/ABL negative remains
controversial. Furthermore, the investigation of the survivin protein
expression in bone marrow biopsy is not applicable as a good marker for
the diagnosis of patients with CMPN BCR/ABL negative.

Keywords: Chronic myeloproliferative neoplasms. JAK2. JAK2V617F.

Survivin.
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1 INTRODUCAO
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1.1 Introducéo geral

Em 1951, William Dameshek descreveu a relagdo existente
entre a policitemia vera (PV), a trombocitemia essencial (TE) e a
mielofibrose primaria (MFP), propondo que essas doencas, juntamente
com a leucemia mieloide crénica (LMC) e a eritroleucemia, fossem
agrupadas em uma categoria geral de sindromes mieloproliferativas
(GOLDMAN, 2005; WALZ et al., 2008). No entanto, ao longo dos
anos, essa classificacdo foi reavaliada e, atualmente, a PV, a TE e a MFP
sdo denominadas de neoplasias mieloproliferativas cronicas (NMPCs)
BCR/ABL negativas (HAFERLACH, 2008). Essas trés neoplasias
compartilham algumas caracteristicas clinicas, como a presenga de
células-tronco hematopoiéticas independentes de fatores de crescimento
para proliferacdo, hipercelularidade da medula 6ssea, risco aumentado
de eventos trombéticos e de hemorragia, conversdo espontanea a
leucemia aguda e fibrose da medula 6ssea (SCHAFER, 2006).

Na literatura, algumas evidéncias sugerem que caracteristicas
moleculares observadas nas NMPCs séo ocasionadas devido a desordens
no processo de sinalizagdo celular hematopoiético. Por exemplo, Gitler e
colaboradores (2004) mostraram que a superexpressdo de fatores de
crescimento, que atuam como mediadores de sinalizacdo celular, é capaz
de induzir NMP em ratos. JA& Roder e colaboradores (2001)
demonstraram que células hematopoiéticas de pacientes com NMPCs
expressam moléculas de sinalizagdo constitutivamente ativadas. Por
altimo, Axelrad e colaboradores (2000) observaram que progenitores
hematopoiéticos sdo hipersensiveis a varios fatores de crescimento na
PV, na MFP e na TE. Com base nessas e em outras evidéncias, alguns
grupos de pesquisadores trabalharam com a hip6tese de que
anormalidades na proteina Janus kinase 2 (JAK2) poderiam estar
relacionadas as NMPCs, uma vez que essa proteina é a responsavel pela
ativacdo de vérias moléculas envolvidas nos processos de sinalizagdo
celular (KAUSHANSKY, 2005). Essa hipotese foi confirmada em 2005,
quando quatro grupos diferentes de pesquisa identificaram uma mutagéo
pontual no éxon 14 do gene JAK2, que acarreta a substituicdo de uma
valina por uma fenilalanina no cédon 617 da proteina (JAK2V617F).
Essa mutacdo foi descrita em mais de 95% dos casos de PV e em
aproximadamente 50% dos casos de TE e de MFP (BAXTER et al.,
2005; JAMES et al., 2005; KRALOVICS et al., 2005; LEVINE et al.,
2005; ZHAO et al., 2005; KOTA, CACERES e CONSTANTINESCO,
2008). A incidéncia da mutacdo JAK2V617F em PV, TE e MFP foi
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confirmada por varios estudos subsequentes, 0s quais também
verificaram a sua auséncia em células normais e raros aparecimentos em
outras desordens hematolégicas (KRALOVICS et al., 2005; SCOTT et
al., 2005; NELSON e STEENSMA, 2006; KAUSHANSKY, 2007).

1.2 Neoplasias mieloproliferativas cronicas

As desordens hematolégicas malignas sdo amplamente
classificadas em mieloides e linfoides, de acordo com as caracteristicas
morfoldgicas e imunofenotipicas da populacdo celular clonal afetada
(TEFFERI e GILLILAND, 2005). Entre as desordens mieloides estéo as
neoplasias mieloproliferativas, as quais sdo originadas por uma
proliferacdo clonal de um progenitor hematopoiético pluripotencial.
Essas neoplasias sdo caracterizadas pela producéo excessiva de células
sanguineas maduras da linhagem mieloide, as quais sdo independentes
e/ou hipersensiveis as citocinas para sobrevivéncia, proliferacdo e
diferenciacdo celular (KRALOVICS et al., 2005, CAMPBELL e
GREEN, 2006; SCOTT et al, 2007; KOTA, CACERES e
CONSTANTINESCU, 2008).

Em 2008, a Organizacdo Mundial de Satude (OMS) estabeleceu
novos critérios para o diagndstico e classificagdo das neoplasias
mieloides (TEFFERI e VARDIMAN, 2008). De acordo com esses
critérios, as neoplasias mieloproliferativas foram classificadas em:
leucemia mieloide cronica, policitemia vera, trombocitemia essencial,
mielofibrose primaria, leucemia neutrofilica crénica (LNC), leucemia
eosinofilica cronica (LEC), sindrome hipereosinofilica (SHE), doenca
do mastocito (DM) e neoplasias mieloproliferativas sem classificacéo
(NMPSC) (HAFERLACH et al., 2008).

1.2.1 Policitemia vera

A PV é uma neoplasia caracterizada pelo aumento da
eritropoiese na medula 6ssea, que resulta em um aumento absoluto do
nimero de eritrdcitos no sangue periférico e pode apresentar
leucocitose, trombocitose e esplenomegalia (THIELE et al., 2008).

Esta neoplasia apresenta praticamente a mesma incidéncia em
homens e mulheres, sendo mais comum em individuos idosos. Os
sintomas clinicos s&o atribuidos, na sua maioria, a0 aumento de células
hematopoiéticas no sangue periférico e & diminuicdo do fluxo
sanguineo. O individuo com diagndstico de PV pode apresentar
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coloracdo avermelhada na face, prurido, cefaléia, tonturas, zumbidos,
distarbios visuais, dispnéia, cansaco ou fraqueza. A falta de
especificidade dos sintomas apresentados pelos pacientes com PV pode
contribuir para a falha do diagnoéstico (THIELE et al., 2008).

O curso clinico da PV pode evoluir para outras doencas
malignas com caracteristicas mais agressivas e de menor sobrevida,
como a mielofibrose (MF) e a leucemia mieldide aguda (LMA). De
acordo com alguns estudos, o risco de um paciente com PV desenvolver
MF é aproximadamente de 10% a 20% (ELLIS et al., 1986; GRUPPO
ITALIANO STUDIO POLICITEMIA, 1995), ja para o desenvolvimento
de LMA o risco é de 1,5% (BERK et al., 1981). A determinagdo exata
da incidéncia dessas transformacfes é dificil devido ao uso frequente,
pelos pacientes, de medicamentos que por si s6 sdo leucemogénicos
(SCHAFER, 2006).

Entre as principais causas de morbidade e de mortalidade na PV
estdo as complicagbes vasculares, 0s eventos trombdticos e o0s
sangramentos. Os problemas hemorragicos envolvem, quase sempre, as
plaquetas, e resultam em sangramentos espontneos na superficie da
pele e de algumas mucosas (SCHAFER, 2006). O risco de
desenvolvimento de trombose aumenta em individuos com idade
avancada, histéria prévia de trombose e presenca de fatores de risco
vascular, como hipercolesterolemia, tabagismo e outros. (PEARSON,
2002).

O tratamento de escolha para PV consiste em sangrias com o
objetivo de manter o hematdcrito abaixo dos niveis de referéncia
(TEFFERI, 2003). O indice de hematdcrito acima de 44% aumenta
consideravelmente o risco de eventos vasculares e trombéticos
(SCHAFER, 2006). Além das sangrias, também sdo utilizados
tratamentos com medicamentos citoredutores para pacientes com PV.
Apesar do seu potencial leucemogénico, a hidroxiuréia permanece o
agente mielosupressor de primeira escolha (PRCHAL, 2003; FINAZZI e
BARBUI, 2005). Em individuos jovens, particularmente em mulheres
em idade fértil, o tratamento deve ser substituido por interferon alfa
(SCHAFER, 2006).

Existem estudos que correlacionam o nimero de células com a
presenca da mutacdo JAK2V617F com dados clinicos dos pacientes com
PV, porém a relevancia para o progndstico é incerta (DUPONT et al.,
2007; TEFFERI e ELLIOTT, 2007; VANNUCCHI et al., 2007).
Enquanto alguns autores relatam que o namero de células mutadas esta
associado com pior progndstico e transformacdo fibrotica, trombose e
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necessidade de quimioterapia (TEFFERI et al., 2007; VANNUCCHI et
al., 2007), outros grupos, como o de Sirhan e colaboradores (2008),
mostraram que 0 numero de células mutadas esta diretamente
relacionado com a sensibilidade ao tratamento quimioterapico com
hidroxiuréia.

A mutacdo JAK2V617F estd presente em 90% dos casos de PV.
Cerca de 25%-30% dos casos sdo0 homoziglticos para a mutacdo
(KHWAJA, 2006; PANANI, 2009). O impacto da descoberta da
mutacdo JAK2V617F foi principalmente para o diagndstico diferencial
de PV (TEFFERI e GILLILAND, 2007; ANASTASI, 2009). Antes da
associacdo da mutacdo JAK2V617F com a PV, o principal problema no
diagndstico diferencial dessa doenca era relacionado a outras doencas
que também causavam eritrocitose. No entanto, com a descricdo das
mutacBes envolvendo o gene JAK2, esse problema foi amenizado. Além
da JAK2V617F, foi descoberta uma mutagcdo em outro éxon do gene
JAK2 (éxon 12), descrito em 80% dos casos negativos para
JAK2V617F. Com isso, uma das duas mutagdes estd presente em 99%
dos casos de PV (SCOTT et al., 2007).

Os novos critérios designados pela OMS em 2008, para 0
diagnostico de PV, podem ser observados no Quadro 1. Na maioria dos
casos, a verificacdo de aumento nos niveis de hemoglobina, hematocrito
ou hemdcias acima dos limites normais, com niveis normais ou baixos
de eritropoetina, ja sdo suficientes para comprovar que a proliferacéo
eritréide ndo é devida a causas fisiologicas. A positividade para a
mutacdo JAK2V617F caracteriza o diagnéstico de PV. Nos casos
negativos, pode-se pesquisar a presenca da mutacdo no éxon 12 do gene
JAK2 (ANASTASIS, 2009).
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Quadro 1. Critérios diagnésticos para PV de acordo com a OMS (2008)

POLICITEMIA VERA (PV)*

Maior importancia 1- Hgb > 18,5 g/dl (homens), Hgb > 16,5
g/dl (mulheres)
Ou
Hbg > 17 g/dl (homens), Hbg > 15 g/dI
(mulheres) se associado com aumento >
2 g/dl do valor basal sem que esteja
atribuido a correcéo por deficiéncia por
ferro
Ou
Aumento da massa eritrocitaria > 25%
acima do valor normal

N
1

Presenga de mutacdo JAK2V617F

Menor importancia 1- Mieloproliferacdo das trés linhagens na
MO
2- Nivel de Epo sérica abaixo do normal

3- Crescimento de CEE

Adaptado de TEFFERI e VARDIMAN, 2008.

Abreviacdes: CEE, col6nia eritroide enddgena; Epo, eritropoetina; Hgb,
hemoglobina; OMS, Organiza¢do Mundial de Salde.

*Para o diagnostico de Policitemia Vera (PV), deve-se ter todos 0s
critérios de maior importancia e um de menor importancia ou o primeiro
critério de maior importancia juntamente com dois de menor
importancia.

1.2.2 Trombocitemia essencial

A TE ¢é definida pela elevagdo persistente da contagem de
plaquetas no sangue periférico devido ao aumento de producdo na
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medula 6ssea e com auséncia de causa sistémica para a trombocitose
(THIELE et al., 2008).

Cerca de 20% dos pacientes sdo assintomaticos para a doenca.
Entre as caracteristicas clinicas mais comuns estdo: trombose, cefaléia,
distlrbios visuais e hemorragia espontanea ou apds um trauma (THIELE
et al., 2008). A esplenomegalia ocorre em 30% dos casos, porém,
existem relatos de casos de individuos com diagnostico de TE com bago
atrofiado devido a infarto (LANDOLFI, ROCCA e PATRONO, 1995).

A média de sobrevida desses individuos é de mais de 20 anos.
Entre as principais causas de morbidade e mortalidade estdo a trombose
e a hemorragia (THIELE et al., 2008; SCHAFER, 2006). Além disso,
também pode ocorrer a transformacgdo para LMA e MF. O aumento do
risco para a transformacéo para mielofibrose parece estar associado ao
tratamento com anagrelida (HARRISON et al, 2005). J& a transformagéo
para leucemia aguda ou sindrome mielodisplasica (SMD) raramente
ocorre sem a realizagdo de uma terapia com agente quimioterapico
leucemogénico (FINAZZI et al., 2000; SCHAFER, 2006).

O tratamento quimioterapico de primeira escolha para TE é a
hidroxiuréia e tem como objetivo manter a contagem de plaquetas
abaixo de 600 x 10%L (HARRISON et al., 2005). Outros tratamentos,
com interferon alfa e anagrelida, também parecem ser efetivos. Como
terapia de suporte, para casos com eventos tromboticos, sdo utilizados
75 mg/dia de aspirina em conjunto com a terapia citoredutora. Contudo,
a terapia antiplaquetaria deve ser utilizada com cautela devido ao alto
risco de sangramento (SCHAFER, 2006).

A mutacdo JAK2V617F esta presente em 23% a 75% dos casos
de TE, no entanto, o impacto desta mutacdo no fenétipo clinico é muito
debatido. A mutacdo JAK2V617F e a quantidade de células mutadas ndo
parecem ter relevancia prognostica, pois a sua presenca ndo altera a
sobrevida nem o risco de transformacdo para leucemia aguda dos
individuos com diagndstico de TE (WOLANSKYJ et al.,, 2005;
KITTUR et al., 2007). Sdo reportados estudos discrepantes sobre a
presenca da mutacdo JAK2V617F e o numero de células mutadas
associados com episodios tromboticos em pacientes com TE
(CAMPBELL et al., 2005; CAROBBIO et al., 2007; VANNUCCHI et
al., 2007, ANTONIOLI et al, 2008). Enquanto Campbell e
colaboradores (2005) demonstram que a presenga da mutagdo tem
relacdo com eventos trombdticos arteriais, Carobbio e colaboradores
(2007) mostram que os eventos trombéticos sdo similares em pacientes
positivos e negativos para a mutagdo JAK2V617F (ANTONIOLI et al.,
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2005; WOLANSKY!/ et al., 2005, CAROBBIO et al., 2008). A idéia de
que pacientes com TE positivos para mutacdo JAK2V617F representam
um subtipo biologicamente distinto da doenca é suportada pela
observacdo de que esses individuos sdo mais sensiveis a hidroxiuréia, ou
seja, doses mais baixas sdo suficientes para o controle do nimero de
plaguetas, hemoglobina e leucécitos (CAMPBELL et al., 2005;
SCHAFER 2006).

Os critérios para o diagnostico de TE foram revisados pela
OMS, em 2008 (Quadro 2). Antes desses novos critérios, era necessario
uma contagem de plaguetas de 600 x 10%/L ou mais para se considerar o
diagndstico de TE; ja pelos critérios revisados, essa contagem baixou
para 450 x 10%L ou mais (TEFFERI e VARDIMAN, 2008;
ANASTASI, 2009). Esta mudanca foi realizada na tentativa de
diagnosticar os casos no inicio da doenga. Outra mudanca foi a inclusao
da deteccdo da mutacdo JAK2V617F ou outro marcador clonal. A
mutacdo no gene JAK 2 esti presente em aproximadamente 50% dos
casos de TE e afasta a hip6tese de trombocitose reativa (CAMPBELL et
al., 2005).
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Quadro 2. Critérios diagnosticos para TE de acordo com a OMS (2008)

TROMBOCITEMIA ESSENCIAL (TE)*

Maior importancia 1- Contagem de plaquetas > 450.000/mm?>

2- Proliferacdo de megacariocitos maduros
e de tamanho aumentado

3- Nenhum critério diagnostico da OMS
para LMC, PV, MFP, SMD ou outra
neoplasia mieloide

4- Deteccdo da mutacdo JAK2V617F ou de
outro marcador clonal
Ou
Nenhuma evidéncia de trombocitose
reativa

Adaptado de TEFFERI e VARDIMAN, 2008.

Abreviagdes: LMC, leucemia mieloide cronica; MFP, mielofibrose
primaria; SMD, sindrome mielodisplasica; OMS, Organizacdo Mundial
de Saude.

*Para o diagndstico de Trombocitemia Essencial (TE), deve-se ter todos
0s critérios de maior importancia.

1.2.3 Mielofibrose primaria

A MFP, também conhecida como fibrose idiopéatica ou
mielofibrose com metaplasia mieloide, & uma neoplasia clonal de células
tronco hematopoiética, caracterizada por uma intensa reacdo no estroma
da medula d&ssea, ocasionando fibrose colagena, osteoclerose e
neoangiogénese (TEFFERI, 2000; CERVANTES, 2007). A patogénese
da MFP ndo est4 bem elucidada, mas existem grandes evidéncias de que
varias citocinas, como o fator de transformacéao de crescimento (TGF), o
fator de crescimento derivado de plaqueta (PDGF), o fator de
crescimento fibroblastico basico (FGFb) e fator de necrose tumoral
(TNF) contribuem para essas mudangas que ocorrem no micro-ambiente
da medula 6ssea (ETIENNE et al., 2009; HOLLE et al., 2010).

A MFP é mais frequente em individuos idosos. A idade média é
de 60 anos e ndo existem diferencgas significantes para a frequéncia da
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doenca entre homens e mulheres (THIELE et al., 2008). A MFP é
considerada uma neoplasia hematoldgica rara, com incidéncia estimada
de 0,3 a 1,5 casos para cada 100.000 individuos ao ano (VARRICHIO,
MANCINI e MIGLIACCIO, 2009).

Em 25% dos casos, a MFP é assintomatica e em geral, a
suspeita clinica ocorre pelos achados anormais no sangue periférico ou
devido a esplenomegalia. A maioria dos pacientes apresenta fadiga e
perda de peso. Entretanto, alguns sintomas menos frequentes podem
manifestar-se, como a febre, a sudorese noturna e o sangramento
(THIELE et al., 2008).

Os pacientes com MFP tém, em média, uma sobrevida de 5a 7
anos; entretando, 0s pacientes jovens e com caracteristicas progndsticas
favoraveis podem sobreviver com a doenca por mais de 10 anos. Como
fatores prognosticos favordveis podem-se incluir auséncia de sintomas,
concentracdo de hemoglobina de 10g/dL ou mais, contagem de
plaquetas de 100 x 10%L ou mais e auséncia de hepatomegalia. J& os
fatores de risco incluem idade avancada, anemia, leucocitose, sintomas
constitucionais, e presencga de blastos no sangue periférico do paciente
(TEFFERI, 2000; CERVANTES, 2007).

A (nica alternativa de cura para a MFP ¢ através de transplante
alogénico de medula dssea, porém, este somente é indicado para
individuos jovens e, mesmo assim, o risco de morte é alto. Ndo existe
nenhuma outra terapia que prolongue a sobrevida ou previna a
progressdo da doenca, apenas sdo utilizadas algumas terapias de suporte
paliativo, como a hidroxiuréia, o interferon e corticoesterdides (HOLLE
etal., 2010).

Como descrito anteriormente, a mutagcdo JAK2V617F também
foi observada na MFP. Registrou-se a presenca desta mutacdo em 35% a
57% dos pacientes com diagnostico de MFP, porém, o impacto da
presenca da mutagdo na sobrevida desses pacientes ainda ndo é claro.
Resultados discrepantes sdo reportados sobre a taxa de transformacéo
leucémica. Tefferi e colaboradores (2008) mostraram que a presenca da
mutagéo ndo interfere na presenga de trombose, na sobrevida geral e na
sobrevida livre de transformacdo leucémica. J& os resultados que
avaliam a quantidade de células mutadas nos pacientes com MFP
demonstram que pacientes com menor nimero de células mutadas
possuem menor sobrevida livre de leucemia. Em outro estudo, que
avalia a resposta a terapia com hidroxiuréia, Sirhan e colaboradores
(2008) mostraram que pacientes com MFP e positivos para a mutacéo
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JAK2V617F apresentaram uma melhor resposta a terapia do que o0s
pacientes negativos para a mutacao.

Os critérios para o diagndstico de MFP definidos pela OMS, em
2008, mudaram quando comparados aos critérios definidos na terceira
edicdo, em 2001 (Quadro 3). Segundo a OMS-2008, os critérios para o
diagndstico sdo compostos por 3 parametros de maior importancia e 4 de
menor importancia (TEFFERI e VARDIMAN, 2008). Os parametros de
maior importancia incluem caracteristicas morfologicas e moleculares.
Entre as caracteristicas moleculares estdo a presenca da mutacdo
JAK2V617F, a mutacdo no receptor de trombopoetina MPLW515K/L
ou alguma anormalidade citogenética clonal (PARDANANI et al.,
2006). Esta Ultima parece estar presente em 35% dos casos e inclui
del(13q), del(20g) e anormalidades envolvendo 1q, embora nenhum
desses seja especifico para MFP (REILLY et al., 1997). Entre os
critérios de menor importancia estdo caracteristicas clinicas
(esplenomegalia), achados laboratoriais (anemia e altos niveis de lactato
desidrogenase - LDH) e caracteristicas morfoldgicas das células do
sangue periférico (leucoeritroblastose). O diagnostico de MFP é
determinado quando estdo presentes todos os 3 parametros de maior
importancia e 2 de menor importancia (ANASTASI, 2009).
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Quadro 3. Critérios diagndsticos para MFP de acordo com a OMS (2008)

MIELOFIBROSE PRIMARIA (MFP)*

Maior importancia

Menor importancia

1-

Proliferacdo de megacaridcitos e atipia
acompanhada de fibrose reticulinica e
colagena;

Ou

Na auséncia de fibrose reticulinica, as
mudangas nos megacariécitos devem
estar acompanhadas de aumento da
celularidade  medular,  proliferacdo
granulocitica e geralmente diminuicédo
da eritropoiese.

Nenhum critério diagnostico da OMS
para LMC, PV, SMD ou outra neoplasia
mieloide.

Deteccdo da mutacdo JAK2V617F ou de
outro marcador clonal;

Ou

Nenhuma evidéncia de fibrose medular
reativa.

Leucoeritroblastose
Aumento dos niveis de LDH sérico
Anemia

Esplenomegalia palpavel

Adaptado de TEFFERI e VARDIMAN, 2008.

Abreviacoes:

LMC,

leucemia mieloide crénica; SMD, sindrome

mielodisplasica; OMS, Organizacdo Mundial de Saude.
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1.3 Estrutura e mecanismos regulatérios do gene JAK2

O gene JAK2 é membro da familia Janus kinases (JAKS)
juntamente com mais trés genes: JAK1, JAK3 e Tyk2 (HARPUR et al.,
1992; JONES et al., 2005; STEENSMA et al., 2005; TEFFERI e
GILLILAND, 2005; PANANI, 2009). Essa familia possui sete dominios
homdlogos (JH), denominados de 1 a 7, além de uma porcdo carboxila
inicial e de uma amino terminal. Partindo do dominio carboxila em
direcdo ao amino terminal, o dominio JH1 representa o dominio quinase,
e 0 JH2, o dominio pseudoquinase; o JH3 e o JH4 sdo dominios
homdlogos do tipo Src 2 (SH2), enquanto os dominios JH5 a JH7
contém dominios homélogos 4,1, ezrina, radixina, moesina (FERM)
(WILKS et al,, 1991; GIRAULT et al.,, 1999; KOTA, CACERES e
CONSTANTINESCO, 2008). Estruturalmente, as JAKs podem ser
divididas em duas partes. A parte amino terminal é importante para a
ligagdo aos receptores e possui fungdes estabilizadoras de superficie; ja
os dominios quinases (parte carboxila terminal) sdo cruciais para a
regulacio do processo de sinalizagdo celular (HUANG,
CONSTANTINESCO e LODISH, 2001; RADTKE et al., 2002;
RAGIMBEAU et al., 2003; ROYER et al., 2005; KOTA, CACERES e
CONSTANTINESCO, 2008). Estudos realizados revelam importante
acdo do dominio FERM nas interagcdes das JAKs com receptores de
citocina transmembrana e na regulacdo da atividade quinase (CHEN et
al., 1997, GHORESCHI, LAURENCE e O’SHEA, 2009). J4 o papel do
dominio SH2 nas JAKs ndo estd muito claro, embora em outras
proteinas quinases ele exerca um papel fundamental para a afinidade da
molécula com residuos de fosfotirosina (CHEN et al., 1997; ZHOU et
al., 2001; RADTKE et al., 2005; FUNAKOSHI-TAGO, 2008; HAAN et
al., 2008; GHORESCHI, LAURENCE e O’SHEA, 2009). O dominio
pseudoquinase precede o quinase e, devido a diferenca de residuos
necessarios para a atividade catalitica, ele ndo pode transferir fosfato e
por isso é chamado de cataliticamente inativo (WILKS, 1991;
YAMAOKA et al., 2004; GOLDMAN, 2005; KOTA, CACERES e
CONSTANTINESCO, 2008). No entanto, o dominio pseudoquinase é
estruturalmente necessario para a resposta das JAKs a ativacdo dos
receptores de citocina e para a inibicdo basal da atividade do dominio
quinase (YEH e PELLEGRINI, 1999; YEH et al., 2000; SAHARINEN e
SILVENNOINEN, 2002). A mutacdo JAK2V617F ocorre no dominio
pseudoquinase (Figura 1), o que resulta em uma ativacdo constitutiva do
dominio quinase (KOTA, CACERES e CONSTANTINESCU, 2008).
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Devido a esse fato, foi possivel concluir que o dominio pseudoquinase é
responsavel por manter o dominio quinase inativo no estado basal
(LINDAUER, 2001). Modelos moleculares do gene JAK2 sugerem que
a mutacdo no dominio JH2 desestabiliza a conformacdo estrutural da
proteina (IHLE e KERR, 1995; KAUSHANSKY, 2007), o que impede o
efeito inibitorio desse dominio sobre o JH1, levando a atividade quinase
constitutiva caracteristica das NMPCs (STAERK et al., 2005).

Pseudo-
FERM SH2 Quinase Quinase
JH7 JH6 JH5 JH4 JH3 JH2 JH1
terminal terminal
V617F

Figura 1. Representacdo esquematica do gene JAK2 mutado.
Adaptado de RADTCKE et al., 2005.

1.4 Atividade quinase da proteina JAK2 e a mutagdo JAK2V617F

A proteina JAK2 é membro da familia das tirosina quinases,
que sdo enzimas capazes de catalisar a transferéncia de fosfato da
molécula de ATP (adenosina trifosfato) para residuos de tirosina
presentes em seu proprio dominio citoplasmatico (autofosforilagéo) e
residuos de tirosina de outras proteinas intracelulares (KRAUSE e
ETTEN, 2005; WALZ et al., 2006). Essas proteinas sdo componentes
vitais para o mecanismo de sinalizagdo relacionado a fungdes celulares
essenciais, como a diferenciacdo, a proliferacdo e a sobrevivéncia
(WETZLER et al., 1993).

Em individuos sadios, a JAK2 funciona em associacdo com
receptores que ndo possuem atividade quinase intrinseca. A ligacdo de
citocina, de horménios e de fatores de crescimento aos seus receptores
especificos resulta em uma multimerizacdo destes, cujos dominios
citoplasmaticos estdo associados com a JAK2 (KERR et al., 2003;
SAHARINEN et al., 2003; TEFFERI e GILLILAND, 2005). Essa
mudanga conformacional resulta numa autofosforilacdo e ativacdo da
proteina JAK2, que, consequentemente, atua na fosforilacdo do receptor
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e no recrutamento e fosforilacdo de vérias proteinas que atuam nas vias
de sinalizacdo celular, como ilustra a Figura 2. Portanto, a funcdo da
proteina JAK2 é agir como mediador entre o receptor de membrana e as
moléculas de sinalizacdo celular (GOLDMAN, 2005). Inclusive, alguns
trabalhos demonstram que a JAK2 é a Unica Janus kinase responsavel
pela sinalizacdo dos receptores de eritropoetina (EPO), uma vez que a
delecdo desse gene ocasiona letalidade embrionaria devido a falta de
eritropoiese (KERR et al., 2003; UGO et al., 2004), e progenitores
hematopoiéticos deficientes de JAK2 ndo respondem a estimulos da
EPO (GALM et al., 2003; LEVINE et al., 2007).

Ply 4P
) \ - P-GAB or P-IRS
\ oo P-SHP2
T P andpL0
T \ \\»
|\ (R P—SHC/_\
\ Gy PGRB2
\ - L sos Ras
Y /
Akt
A P-ERKL or 2

P-STATS
P-p38MAPK

" SN
). 7 P-GSK38
Gene transcription TR
A (e.g. BCLX,, cyclin D, hematopoietic growth factors ) P-FOX
A " and hematopoietic growth factor receptors) ~

Figura 2. Representacdo das vias de sinalizagdo ativadas pela proteina
JAK2. O receptor de fator de crescimento hematopoético é composto
por duas subunidades, as quais se ligam duas moléculas de JAK2. Esse
receptor possui uma conformacao aberta (esquerda) na auséncia do fator
de crescimento cognato. Na presenca do ligante cognato ocorre uma
mudanga conformacional no receptor (direita). Essa mudanca
conformacional resulta numa autofosforilacdo e ativacdo da proteina
JAK2, que, consequentemente, atua na fosforilacdo do receptor e no
recrutamento e fosforilacdo de varias proteinas que atuam nas vias de
sinalizagdo celular. Adaptado de KAUSHANSKY et al., 2006.
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A mutacdo JAK2VE17F confere uma atividade quinase
constitutiva a proteina. Sendo assim, esta permanece constantemente
fosforilada (COOLS et al., 2003; ZHAO et al., 2005), o que leva a
proliferacdo descontrolada de células hematopoiéticas,
independentemente de citocinas. Tal evento é observado em coldnias
hematopoiéticas de pacientes com PV (PRCHAL e AXELRAD, 1974).
Essa transformacdo mediada pela mutacdo JAK2V617F é mais eficiente
em células hematopoiéticas que coexpressam o receptor de eritropoetina
(EPOR), o receptor de trombopoetina (MPL) ou o receptor de fator
estimulante de coldnia de granuldcitos (GCSFR). Diferentemente da
maioria dos receptores de citocina, EPOR, MPL e GCSFR séo
receptores homodiméricos do tipo I, os quais sdo expressos nas células
de linhagem eritrocitica, = megacariocitica e  granulocitica
respectivamente. Assim, a predilecdo da mutagdo JAK2V617F por
neoplasias proliferativas envolvendo essas trés linhagens pode ser
explicada, em parte, pela expressdo diferencial desse tipo de receptor de
citocina durante a diferenciacdo hematopoiética (LU et al., 2005).

Estudos in vitro demonstraram que a expressdo da mutagdo
JAK2V617F ativa multiplas vias de sinalizacdo, o que contribui para o
processo de transformacdo neoplésica com o aumento da proliferacéo e
inibicho da apoptose. Entre as proteinas envolvidas nas vias de
sinalizacdo estdo as proteinas ativadoras de transcri¢do e transdutoras de
sinal (STATS), principalmente a STATS5, que, entre outras funcdes,
regula positivamente a producdo da proteina antiapoptética Bcl-XI
(FUJINAKA et al.,, 2007). Ap6s a ativacdo das STATSs, ocorre a
dimerizacdo dessa proteina e a translocacdo para o nucleo celular, onde
ela interage com dominios especificos do DNA, induzindo a transcri¢éo
do gene-alvo (KERR et al., 2003; SAHARINEN et al., 2003). Muitas
evidéncias sugerem que a ativacdo constitutiva da STATS representa o
principal motivo para o processo de transformacdo maligna que leva ao
desenvolvimento de NMPCs (WERNIG et al., 2006; SCHWALLER et
al., 1998; SCHWALLER et al., 2000). No entanto, a funcdo-chave das
STATSs nesse processo de transformacdo ainda ndo estd completamente
elucidada (WALZ et al., 2008). Outras vias podem estar envolvidas,
como, por exemplo, a PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase), a mTOR
(mammalian target of rapamycin), a MAPK (mitogen-activated protein
kinase) e a AKT (protein kinase B), as quais ja foram bem
caracterizadas em modelos de leucemia (WALZ et al., 2006).

A ativacdo exacerbada das vias de sinalizacdo provocada pela
JAK2V617F pode, em parte, ser explicada pelo fato de que as células
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com essa mutagdo conseguem escapar de um mecanismo de feedback
negativo importante, que atenua a sinalizagdo ocasionada pela proteina
JAK2 (NICHOLSON et al., 1999; SASAKI et al., 2000). O principal
mecanismo de regulacdo das JAKs é mediado por familias de proteinas
intracelulares, cuja principal funcdo, justamente, é regular
negativamente a transducgéo de sinal realizada por citocinas. Entre essas
proteinas estdo as supressoras de sinalizacdo de citocinas (SOCS) e as
indutoras de citocinas contendo dominio SH2 (CIS) (JOHNSTON e
O’SHEA, 2003; YOSHIMURA et al., 2007). As SOCS normalmente
ligam-se as JAKs kinases, 0 que resulta na degradacdo das proteinas
quinases. Em particular, as proteinas SOCS1 e SOCS3 sdo as
responsaveis pela ligacdo a JAK2 e pela inibicdo de sua atividade
catalitica. Embora a expressdao da SOCS1 resulte em degradacdo da
expressao da SOCS3, paradoxalmente, resulta em um aumento da
estabilidade e atividade da proteina JAK2V617F (FRANTSVE et al.,
2001; HOOKHAM et al., 2007), ou seja, a proteina JAK2
constitutivamente ativada pode dar origem a hiperfosforilacdo da
proteina SOCS3, 0 que resulta no aumento da proliferacdo celular.
Nesse caso, a SOCS3 age como um potencializador da sinalizagdo
mediada pela JAK2 (HOOKHAM et al., 2007).

Apo6s a descoberta da mutacdo, tornou-se claro que essa
anormalidade molecular poderia ser usada como marcador clonal para
diagnostico de NMPCs. Inicialmente, os resultados indicaram que a
mutacdo JAK2V617F provavelmente seria especifica de precursores da
linhagem mieloide, uma vez que ndo era encontrada em linfocitos.
Entretanto, com o desenvolvimento de métodos mais sensiveis,
observou-se em alguns pacientes uma pequena fracdo de linfocitos e de
células natural killer com a mutacdo JAK2V617F (BAXTER et al.,
2005; JAMES et al., 2005; ; LASHO et al., 2005; DELHOMMEAU et
al., 2006; LARSEN et al., 2007). Esses dados sugerem que as células
adquirem a mutacdo em estagios iniciais da diferenciacdo, o que
corrobora a hipotese de que as NMPCs sdo desordens originadas em
células-tronco hematopoiéticas (ISHII et al., 2006).

1.5 Envolvimento da mutagdo JAK2V617F e as vias de apoptose
Como visto anteriormente, a mutacdo JAK2VE17F ativa

constitutivamente algumas vias de sinalizacdo, como a da proliferacdo
celular e da regulacéo da apoptose. Entre os fatores responsaveis pela
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proliferacdo exacerbada, esta a fosforilacdo das proteinas STAT3 e
STATS5, caracterizadas pela regulacdo positiva de genes antiapoptoéticos
(KOTA, CACERES e CONSTANTINESCU, 2008; WALZ et al., 2008).
Sabe-se que a STAT3 estd constitutivamente ativa em muitas células
tumorais humanas e que a sinalizacdo aberrante desta proteina esta
envolvida no processo de progressdo maligna. Entretanto, o0s
mecanismos pelos quais a STAT3 contribui para a oncogénese nao estao
bem claros. Vérios trabalhos relatam que a inibicdo da atividade da
STAT3 resulta diretamente em uma reducdo da expressdo da proteina
antiapoptotica survivina (AOKI, FELDMAN e TOSATO 2003; JIANG
etal., 2008; NIKITAKIS et al., 2009; ZHOU et al., 2009).

A homeostase de células normais em varios organismos é o
resultado de um equilibrio entre proliferacdo, diferenciacdo e morte
celular programada (apoptose). Ao contrario, as neoplasias séo
caracterizadas pelo aumento excessivo de células tumorais, devido a
falhas entre um ou mais dos trés processos referidos acima. A desordem
de ambos os processos de apoptose ou de divisdo celular representa um
importante papel na tumorigénese. Os mecanismos que regulam a
apoptose sdo complexos e consistem na ativacdo de numerosas
sinalizagBes e de componentes inibitorios, que compdem varios sistemas
paralelos ou interrelacionados, os quais culminam na autodestrui¢do
celular. Quando esses mecanismos sdo alterados, em favor da
sobrevivéncia das células, eles contribuem para o desenvolvimento e a
persisténcia do cancer (SHINOZAWA et al., 2000; CONTE et al.,
2005). Por isso, o controle do sistema apoptético tornou-se uma
ferramenta terapéutica importante para eliminacdo de células
neoplasicas (CONTE et al., 2005).

Alguns membros da familia de proteinas inibidoras de apoptose
(1AP) séo expressos em certos canceres humanos e, portanto, a remogéo
de seus efeitos inibitérios parece ser potencialmente 0atil na
sensibilizacdo das células neoplasicas para o efeito dos agentes
anticancer (DEVERAUX e REED, 1999). A survivina é membro da
familia de proteinas IAP, a qual apresenta influéncia no equilibrio entre
morte/viabilidade celular (AMBROSINI, ADIDA e ALTIERI, 1997) e
esta presente durante o desenvolvimento embrionario e fetal (ADIDA
ET AL., 1998). Essa proteina ndo é detectada em tecidos adultos
normais, no entanto, ha superexpressdo de survivina em varios tipos de
neoplasias humanas (AMBROSINI, ADIDA e ALTIERI, 1997). Em
1998, Tamm e colaboradores demonstraram que a survivina suprime a
apoptose induzida por Fas, Bax, caspases e farmacos anticancer.
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A survivina atua como reguladora positiva da fase G2/M, pois
apresenta fundamental importancia no aparato do fuso mitético durante
a citocinese e a separacdo cromossomal. As células embriondrias
deficientes de survivina possuem alteracdo no tamanho e morfologia do
nicleo, além de multinucleacéo, devido a defeitos na formagdo do fuso
mitético (SOMMER et al., 2003). A expressdo desregulada da survivina
promove mudangas na ploidia e, por isso, uma superexpressao dessa
proteina em tumores malignos pode favorecer a progressdo aberrante de
células mutadas (INVERNIZZI et al., 2006). Embora o papel essencial
da survivina na divisdo celular ja esteja bem elucidado, mesmo com
varios experimentos evidenciados in vitro e em animais transgénicos in
vivo, 0 mecanismo preciso pelo qual essa proteina inibe a apoptose
permanece evasivo (DOHI et al., 2004).

O gene da survivina é reativo em tumores malignos e a
superexpressdo da proteina pode ser evidenciada por hibridizacdo in
situ, reagdo em cadeia da polimerase transcriptase reversa (RT-PCR),
western blotting e imuno-histoquimica. Varios artigos mostram que
pacientes com tumores nos quais as células expressam survivina
possuem sobrevida menor, aumento da taxa de recorréncia da doenca e
resisténcia a terapia (ALTIERI, 2004; CONTE et al, 2005;
INVERNIZZI et al., 2006; NIKITAKIS, et al., 2009).

Alguns trabalhos mostram a importancia da expressdo da
survivina em neoplasias humanas como alvo terapéutico no tratamento
do céncer e como fator progndstico. Xia e colaboradores (2002)
demonstraram que a reducdo da expressdo da survivina pode propiciar a
morte celular por apoptose e a sensibilizacdo de farmacos contra o
tumor. Em células normais de corddo umbilical e em células tronco de
medula 6ssea, ambas CD34+, a survivina é expressa em concentracoes
baixas. Entretanto, a expressdo de niveis significantes dessa proteina
pode ser observada em blastos mieléides e em linfécitos de algumas
desordens linfoproliferativas. Isso sugere que a survivina tem papel
importante no aumento da proliferacio de células neoplasicas
(INVERNIZZI et al., 2006).

Assim, considerando que a mutacdo JAK2V617F ativa
constitutivamente a proteina transdutora de sinal STAT3, a qual estd
relacionada com a expressdo da proteina antiapoptdtica survivina e com
0 processo de progressdo maligna, um dos objetivos desse trabalho foi
avaliar se ha associagdo da expressdo da mutacdo JAK2V617F e da
proteina antiapoptoética survivina em pacientes com suspeita de
neoplasias mieloproliferativas.
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1.6 Complexidade genética das NMPCs

Existem ainda algumas questdes a serem elucidadas sobre as
NMPCs. A principal delas, do ponto de vista patogenético, é esclarecer
como uma Unica mutagdo pontual pode estar associada a patogénese de
trés doencas distintas: PV, TE e MFP. Algumas hipéteses sdo propostas
para explicar as diferencas fenotipicas existentes entre elas
(KILPIVAARA e LEVINE, 2008).

Existem, atualmente, duas hip6teses que explicam o papel da
mutacdo JAK2V617F nas NMPCs (KRALOVICS et al., 2005;
CAMPBELL e GREEN, 2006; KRALOVICS et al., 2006; IHLE e
GILLILAND, 2007; LEVINE et al., 2007; KRALOVICS et al., 2008).
De acordo com essas hip6teses, a mutacao assume um papel priméario ou
secundario no desenvolvimento da doenga. Na primeira hipétese, a
mutacdo JAK2V617F, simultaneamente, induz a hematopoiese clonal e
inicia o fendtipo mieloproliferativo. O desenvolvimento de cada uma
das NMPCs é influenciado por fatores genéticos constitutivos de cada
paciente. Ja a segunda hipotese defende que outras mutacdes adquiridas
antes da JAK2V617F sdo as responsaveis pelo desenvolvimento do
clone hematopoiético anormal. Essas mutagdes, denominadas “pré-
JAK2”, além de propiciar a aquisicdo da mutacdo JAK2V617F,
determinam qual a NMPC que o individuo desenvolvera
(PASSAMONTI e RUMI, 2009). Portanto, de acordo com esta hipotese,
0 desenvolvimento da mutacdo é um evento que ocorre durante a
evolucdo clonal das NMPCs (Figura 3) (KRALOVICS, 2008). Alguns
trabalhos apresentam dados que corroboram o modelo que sugere a
presenca de mutages prévias a JAK2V617F (KRALOVICS et al., 2006;
RUMI et al., 2006; NUSSENZVEIG et al., 2007; WALZ et al., 2008).
Sabe-se que algumas anormalidades citogenéticas, como a delecdo do
cromossomo 20g, sdo frequentemente observadas em pacientes com
NMPC (KRALOVICS et al.,, 2006). Com base nesse fato, estudos
avaliaram a presenca de anormalidades citogenéticas em células de
pacientes com NMPC e constataram que todas as células
hematopoiéticas desses pacientes apresentavam a delecdo do
cromossomo 20q, enquanto apenas uma porcdo dessas células era
positiva para a mutagcdo JAK2V617F, comprovando o modelo de que a
existéncia de uma mutacdo priméaria estabelece um perfil clonal que
propicia a ocorréncia da mutacdo no gene JAK2 (ASIMAKOPOULOS
et al., 1994; KILPIVAARA e LEVINE, 2008). No entanto, existem dois
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principais argumentos contra a hipdtese de que a mutagdo é um evento
secundario nas NMPCs. Primeiro, ndo existem relatos de pacientes
identificados como sendo negativos para JAK2V617 no momento do
diagndstico e que tenham adquirido a mutacdo durante o curso da
doenca (LIPPERT et al., 2006). Segundo, em pesquisas com animais, a
mutacdo JAK2V617F, por si s, é capaz de rapidamente desenvolver
uma patologia semelhante a PV de humanos (JAMES et al., 2005;
WERNIG et al., 2006; ZALESKAS et al., 2006).

Mutagdo

A JAK2V671F
J,_| Recombinagdo
mltotlca
— <

Célula normal |

Fenétipo das NMPCs

| Hematopoiese clonal >

B Delegdo ) Mutag¢do
Desconhecida JAK2V671F R binacs
(del 200) ecombinagdo
J'_I J'_I mitética
¥, RN — (D
Célula normal | Fendtipo das NMPCs

| Hematopoiese clonal >

Figura 3. Representacdo das duas hipoteses sobre a patogénese das
neoplasias mieloproliferativas cronicas BCR/ABL negativas. No modelo
A, a mutacdo JAK2V617F (X) ocasiona a hematopoiese clonal e o
fenétipo das NMPCs BCR/ABL negativas ao mesmo tempo. No modelo
B, a aquisicdo de uma mutacdo somatica desconhecida ocasiona a
hematopoiese clonal (exemplificada pela delecdo do cromossomo 20q;
del 20q, circulo cinza). A mutacdo JAK2V617F é adquirida
posteriormente ao evento que causa a hematopoiese clonal, e neste
momento ocorre o fendtipo das NMPCs BCR/ABL negativas. Em
alguns pacientes, a recombinagdo mitética resulta na transicdo de células
JAK2V617F heterozigoticas para células homozigoticas para a mutacgéo
(XX). Adaptado de KOTA et al., 2008.
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Outro fato importante para o entendimento da patogénese das
NMPCs foi relatado por Kralovics e colaboradores (2002). Esses
pesquisadores verificaram que a perda da heterozigozidade (PH) do
cromossomo 9p é um evento relativamente comum na PV. Nesse
importante estudo, demonstrou-se que, diferentemente do que ocorre na
maioria dos tumores em que a PH é comumente resultado de uma
delecdo da copia ndo mutada do gene, na PV tal evento é resultado de
uma dissomia uniparental adquirida (DUA) (KRALOVICS et al., 2005;
LEVINE et al., 2005; LEVINE et al., 2007; KRALOVICS, GUAN e
PRCHAL, 2002), na qual ocorre uma recombinacdo mitética entre
regides homologas dos cromossomos 9 heretozig6ticos. Sabe-se que
essa recombinacdo mitética resulta na formacdo de cromossomos
homozigdticos para a mutacdo, 0s quais possuem uma vantagem
proliferativa adicional quando comparados aos heretozig6ticos (Figura
4) (KRALOVICS et al., 2005).
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Figura 4. Representacdo dos mecanismos envolvidos na perda
da heterozigozidade do cromossomo 9p. Nesta figura sdo
apresentados dois modelos alternativos, A e B. O cromossomo
9 com a sequéncia selvagem do gene JAK2 (G) é representado
pela cor cinza, e o cromossomo 9 com a mutacdo €
representado pela cor preta (T). Os circulos simbolizam o
nacleo celular. Em A, é demonstrado a dele¢do da parte
telomérica do cromossomo 9p selvagem como um mecanismo
provavel para a perda da heterozigozidade do cromossomo 9p.
Em B, é demonstrado que a recombinacdo mitética também
pode resultar na perda da heterozigozidade do cromossomo
9p. Os eventos que ocorrem durante a mitose e as células
progenitoras resultantes da recombinacdo mitética do
cromossomo 9p também sdo mostrados na figura. Adaptado
de KRALOVICS et al., 2005.

Como visto anteriormente, alguns estudos sobre a mutagio
JAK2V617F em linhagens celulares e em modelos animais comprovam
seu perfil oncogénico, assim como o potencial de ocasionar NMPCs
(JAMES et al., 2005; LACOUT et al., 2006; PIKMAN et al., 2006;
WERNIG et al., 2006; SCOTT et al., 2007; SHIDE et al., 2008; TIEDT
et al., 2008; XING et al., 2008). Esses trabalhos mostram que em
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modelos de transplante de medula 6ssea e em ratos transgénicos a
mutagdo JAK2V617F é capaz de induzir fenétipo mieloproliferativo, de
maneira semelhante ao que acontece nas NMPCs humanas. No entanto,
observou-se uma diferenga na intensidade da inducdo de eritrocitose,
leucocitose e fibrose medular em linhagens de ratos com e sem outras
alteracdes genéticas presentes (WERNIG et al., 2006; ZALESKAS et
al., 2006; VANNUCCHI et al., 2008). Essa observacdo revela que
diferentes tipos de alteracdes genéticas podem modificar o fenétipo
induzido pela JAK2V617F (CAMPBELL e GREEN, 2006; WERNIG et
al., 2006; LEVINE et al, 2007; KRALOVICS et al, 2008;
VANNUCCHI et al., 2008; PASSAMONTI e RUMI, 2009). Kralovics e
colaboradores (2008) mostraram em experimentos com animais
transgénicos que o nivel de expressdo da mutacdo JAK2V617F também
interfere no fendtipo apresentado. Por exemplo, animais com baixa
expressao da mutagdo desenvolveram trombocitemia, e 0s que
apresentavam alta expressdo desenvolveram policitemia (TIEDT et al.,
2008). Como j& mencionado, a homozigozidade para mutagdo
JAK2V617F é o resultado de DUA no cromossomo 9p24. Alguns
estudos demonstraram que essa homozigozidade é mais comum em PV
do que em TE (CHEN et al., 1998; BAXTER et al., 2005; KRALOVICS
et al., 2005; LEVINE et al., 2005; SCOTT et al., 2006; DUPONT et al.,
2007; HAFERLACH et al., 2008; KILPIVAARA et al., 2008). Com
isso, pode-se supor que DUA no cromossomo 9p24 e a homozigozidade
para a mutacdo JAK2V617F sdo comuns no desenvolvimento da PV,
mas ndo na TE (BAXTER et al, 2005; JAMES et al.,, 2005;
KRALOVICS et al., 2005; LEVINE et al., 2005; SCOTT et al., 2006;
SCOTT et al., 2007; SHIDE et al., 2008; VANNUCCHI et al., 2008).
Estudos in vivo sdo consistentes com a hip6tese de que a superexpressdo
da JAK2V617F nos compartimentos hematopoiéticos causa policitemia
e leucocitose sem trombocitose associada (BUMM et al.,, 2006;
LACOUT et al., 2006; WERNIG et al., 2006; ZALESKAS et al., 2006;
KILPIVAARA et al., 2008) e que a baixa expressdo dessa mutacao esta
relacionada com a trombocitose (SCOTT et al., 2006; SHIDE et al.,
2008; TIEDT et al., 2008; XING et al., 2008; PASSAMONTI e RUMI,
2009). Alguns trabalhos revelam a existéncia de uma predisposicéo
familiar para o desenvolvimento das NMPCs, o que reforca a hipotese
da presenca de alelos que fornecem uma vantagem seletiva especifica
para 0 desenvolvimento da mutacdo (KRALOVICS, STOCKTON E
PRCHAL, 2003; CARIO et al., 2005; BELLANNE-CHANTELOT et
al., 2006). A NMPC familiar é caracterizada por uma heranga



56

autossdmica dominante, com penetragdo incompleta e presenga variavel
das trés NMPCs com caracteristicas clinicas e moleculares
indistinguiveis das NMPCs esporadicas (KRALOVICS, STOCKTON E
PRCHAL, 2003; KRALOVICS e SKODA, 2005). Em todos o0s casos
examinados, a mutacdo JAK2V617F é adquirida; nunca herdada através
da linhagem germinal (BELLANNE-CHANTELOT et al., 2006; RUMI
et al., 2006). A penetrancia do fenotipo é dita incompleta, pois as
mutagdes presentes na linhagem germinativa herdada ndo causam por si
s6 NMPCs, que dependem da ocorréncia da mutagdo somatica do gene
JAK2 (KRALOVICS, 2008; TIEDT et al., 2008).

Pardanani e colaboradores (2008) realizaram pesquisa sobre a
influéncia fenotipica de polimorfismos de base Unica (SNPs) no gene
JAK2. Nesse trabalho, foram analisados 32 SNPs em 179 pacientes com
diferentes NMPCs. Verificou-se que polimorfismos de base Unica
estavam associados com PV ou TE. Apesar de tratar-se de um unico
estudo, ele fornece evidéncias de que variaghes genéticas de cada
individuo sdo relevantes para o fenétipo das NMPCs (PASSAMONTI e
RUMI, 2009).

1.7 Diagnostico laboratorial

Até recentemente, ndo havia nenhum exame laboratorial
especifico o diagnostico de NMPC BCR/ABL negativa (SCHAFER,
2006). Os critérios para o diagnostico de PV foram amplamente
modificados desde a padronizacdo realizada pelo Grupo de Estudos em
Policitemia Vera (PVSG), had mais de vinte anos (BERK et al., 1986;
CAMPBELL e GREEN, 2006). Os testes preconizados eram caros e néo
estavam disponiveis universalmente. Além disso, 0s exames
apresentavam baixa sensibilidade e especificidade. Entre essas analises
estava a determinacdo da massa eritrocitaria para distinguir eritrocitose
verdadeira de policitemia relativa, identificacdo de crescimento de
colonias eritroides independentes de eritropoetina in vitro, analise
citogenética de células da medula dssea, verificagdo dos niveis de EPO,
ultrassonografia do bago e teste da superexpressdo de policitemia rubra
vera 1 (PRV1) (TEFFERI e MURPHY, 2001; CAMPBELL e GREEN,
2005).

Atualmente, de acordo com a revisao dos critérios adotados para
0 diagnostico das NMPCs, realizado pela OMS em 2008, a presenca de
mutagdo no gene JAK?2 é considerada critério de maior importancia para
o diagnostico de PV (LEVINE et al., 2007; SCOTT et al., 2007), e para
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TE e na MFP representa um marcador clonal (TEFFERI et al., 2007;
TEFFERI ¢ VARDIMAN, 2008; PANANI, 2009). Além disso, a
presenca dessa mutacdo distingue a mieloproliferacdo clonal das
NMPCs daquelas observadas na policitemia secundaria, fibrose ou
trombocitose reativas. A investigacdo da mutacdo JAK2V617F pode ser
realizada por algumas metodologias, como a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) (BAXTER et al., 2005; CAMPBELL et al., 2005
TEFFERI et al., 2005), PCR em tempo real (CAMPBELL et al; 2005),
pirossequenciamento (JONES et al., 2005; SCOTT et al., 2006) e PCR
com digestdo enzimatica (BAXTER et al., 2005; TEFFERI et al., 2005).

Na pratica clinica, a pesquisa da mutacdo JAK2VE17F é
realizada como triagem em pacientes com nivel de hemoglobina
aumentado, trombocitose, neutrofilia, esplenomegalia de origem
desconhecida e trombose de veia abdominal. Nesses casos, a deteccdo
da mutagdo confirma a presenca de NMPC, enquanto a auséncia possui
valor limitado para a realizacdo do diagnéstico (CAMPBELL et al.,
2005; LEVINE et al., 2006; TEFFERI, 2008).

As metodologias disponiveis para deteccdo da mutagdo no gene
JAK?2 sdo amplamente disponiveis e sensiveis o suficiente para detectar
a presenca de mutagdo heterozigotica em, no minimo, 5% a 10% das
células. Além disso, possuem baixos indices de resultados falso-
positivos, o que faz desses ensaios Otimas ferramentas para uso
diagndstico (CAMPBELL e GREEN, 2006). No entanto, a possibilidade
de resultados falso-positivos e falso-negativos ndo pode ser ignorada,
principalmente levando-se em consideracdo a realizacdo de testes alelo
especificos altamente sensiveis e presenca de pacientes com indices
muito baixos de alelos mutados (menores que 5%) respectivamente
(VERSTOVSEK et al., 2006; TEFFERI e VARDIMAN, 2008). Esses
aspectos foram levados em consideragdo pela OMS na reformulacéo dos
parametros adotados para o diagnostico, no qual a andlise histoldgica da
medula 6ssea é considerada como critério necessario para o diagndstico
de TE, MFP e PV na auséncia da mutacdo no gene JAK2. Além desse,
outros parametros foram considerados como critérios de maior ou menor
importancia para o diagndstico diferencial das NMPCs, como pode ser
observado nos Quadros 1, 2 e 3 (TEFFERI et al., 2007).
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2 OBJETIVOS




60



61

2.1 Objetivo geral

Investigar a prevaléncia da mutacdo JAK2V617F em pacientes

com diagnostico de NMPC BCR/ABL negativa (Policitemia Vera,
Trombocitemia Essencial e Mielofibrose Primaria), referenciados ao
Laboratério de Oncologia Experimental e Hemopatias (LOEH) da
Universidade Federal de Santa Catarina, no periodo de Janeiro de 2009 a
Dezembro de 2010, e associar com a expressdo da proteina
antiapoptotica survivina como marcador diagnostico.

2.2 Objetivos Especificos

Padronizar e implementar a reacdo em cadeia da polimerase
alelo especifico (AS-PCR) para a deteccdo da mutacdo
JAK2V617F em amostras de sangue periférico de pacientes
com suspeita clinica de NMPC BCR/ABL negativa na rotina do
Laboratério de Oncologia Experimental e Hemopatias - LOEH,
que atende os pacientes encaminhados ao Servico de Analises
Clinicas do Hospital Universitario da Universidade Federal de
Santa Catarina.

Detectar a mutagdo JAK2V617F nas amostras de sangue
periférico dos pacientes em investigacdo de NMPC BCR/ABL
negativa, atendidos pelo Laboratério de Analises Clinicas do
Hospital Universitario da Universidade Federal de Santa
Catarina.

Associar a presenca da mutacdo JAK2V617F com o subtipo de
NMPC BCR/ABL negativa e com dados laboratoriais e clinicos
dos pacientes (idade, género, contagem de hemaécias, de
leucocitos, e de plaquetas, concentracdo de hemoglobina, indice
de hematdcrito, e presenca de eventos trombdticos efou
esplenomegalia).

Padronizar a rea¢do de imuno-histoquimica para a investigacdo
da expressdo da proteina antiapoptdtica survivina em bidpsias
de medula 06ssea.

Analisar a expressdo da proteina antiapoptdtica survivina nas
bidpsias de medula 6ssea dos pacientes com NMPC BCR/ABL
negativa por imuno-histoguimica.

Associar a presenca da mutacdo JAK2V617F com a expressao
da proteina antiapoptética survivina em amostras de sangue
periférico e bidpsia de medula 6ssea, respectivamente.
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Avaliar a importancia da deteccdo da mutacdo JAK2VE17F e
sua associacdo com a proteina antiapoptdtica survivina como

marcador de diagnostico diferencial para as NMPCs BCR/ABL
negativas.
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3 CASUISTICA E METODOS
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3.1 Pacientes
3.1.1 Aspectos éticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da
Universidade Federal de Santa Catarina - UFSC (Protocolo de pesquisa
n® 150/09) e do Centro de Pesquisas Oncoldgicas - CEPON (Protocolo
de pesquisa n° 016/2010), e teve o apoio da Fundagio de Amparo a
Pesquisa do Estado de Santa Catarina - FAPESC (004/2009 -
MS/CNPg/FAPESC/SES).

3.1.2 Populacéo do estudo

A investigacdo da mutacdo JAK2V617F foi realizada em 227
amostras com suspeita de NMPCs BCR-ABL negativas, encaminhadas
ao LOEH, entre janeiro de 2009 e dezembro de 2010. Foram analisados
111 prontuérios de pacientes com suspeita de NMPC. Desses, 54
pacientes obtiveram o diagnostico de PV, TE ou MFP e, portanto, foram
incluidos no estudo. A andlise da proteina survivina foi realizada em 43
amostras com diagnéstico de NMPC BCR/ABL negativa que possuiam
biopsia de medula dssea no arquivo do laboratério de anatomia
patolégica do HU ou do CEPON e em 25 amostras de medulas 6sseas
normais.

Todos os pacientes que participaram do estudo e assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 1),
estavam cientes dos objetivos e das demais questBes que envolviam a
pesquisa e concordaram livremente em participar deste estudo. No caso
de pacientes menores de 18 anos, a assinatura do TCLE (Anexo 1) foi
realizada pelo responsavel legal.

3.2 Métodos
3.2.1 Detecgéo da mutacdo JAK2V617F

3.2.1.1 Amostras

As amostras de SP incluidas neste estudo foram de pacientes
encaminhados pelos médicos hematologistas, com suspeita clinica de
NMPC BCR-ABL negativa, sem restricdo de género ou idade.
Utilizaram-se 0s seguintes parametros para delimitar a populacéo a ser
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analisada: (1) todos os pacientes encaminhados para pesquisa deveriam
apresentar sinais e sintomas de NMPC BCR/ABL negativa; (2) a selecdo
das amostras deveria obedecer a todos os critérios exigidos pelo Comité
de Etica em Pesquisa, portanto, foram excluidos do estudo os casos em
gue ndo foi possivel obter TCLE.

Foram utilizadas, como controle negativo para a mutacéo,
amostras ambulatoriais sem qualquer alteracdo hematol6gica. Para o
controle positivo foi utilizada uma amostra de paciente conhecidamente
positiva para a mutacdo. Como controle negativo para reagdo foi
adicionada agua ultrapura ao invés de DNA gendmico de paciente.

3.2.1.2 Extracdo de DNA

O método empregado foi o de isotiocianato de guanidina nédo
baseado em fenol. Além de possuir agdo detergente, ocasionando a lise
celular, o isotiocianato de guanidina atua na inativagdo de enzimas que
interferem na PCR (GERSTEIN, 2001). A escolha desse método
também levou em consideracdo a manipulacdo de reagentes menos
toxicos do que aqueles métodos baseados em fenol.

Para a realizacdo da extracdo de DNA, uma aliquota de 200pl
da amostra de SP do paciente foi adicionada a um microtubo estéril de
1,5mL (Axygen, CA, USA) contendo 1 mL de solucdo de extracdo de
guanidida 5M (Invitrogen, CA, USA). A amostra foi homogeneizada por
15 segundos em vortex (Vortex Mixer, Vision Scientific Co.) e mantida
sob agitacdo continua over night em mesa agitadora orbital, em
temperatura ambiente (20° a 25°C), para a lise das membranas celulares.
Apos a lise das células, foram adicionados 50 L de solucdo de didxido
de silica acidificada a mistura de sangue periférico e guanidina, que foi
homogeneizada por inversdo durante 2 minutos e submetida a
centrifugacdo de 2.000 rpm por 1 min. em temperatura ambiente (20° a
25°C). Apods a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o
sedimento contendo silica e DNA gendmico foi lavado duas vezes com
500 pL de solucdo de lavagem de isotiocianato de guanidina 5M e
novamente centrifugado a 2.000 rpm por 1 min. a temperatura ambiente.
Apb6s as lavagens com a solucdo de lavagem de isotiocianato de
guanidina 5M, o sobrenadante foi descartado e o sedimento foi lavado
duas vezes com etanol 70% (p/p) (Merck, Darmstadt, Germany) e mais
uma vez com acetona P.A (Merck, Darmstadt, Germany). Apo6s a Ultima
lavagem, a silica contendo DNA foi submetida a um processo de
secagem em termobloco (Eppendorf), em temperatura de 56°C por 10
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min. Apds a secagem do sedimento, 0 DNA foi reidratado com 25 pL de
Tampdo Tris-EDTA [Tris (pH 6,4) 0,AM:EDTA (pH 8,0) 0,2m]
(Invitrogen, CA, USA) e incubado a 56°C por 10 min. sob agitacdo de
900 rpm. Ap6s a incubacdo, o tubo foi submetido a centrifugacao, a
13.000 rpm por 5 min. O sobrenadante foi transferido para um tubo de
0,2 mL (Axygen, CA, USA), tomando-se cuidado para ndo transferir
juntamente o diéxido de silica. A integridade do DNA total foi
verificada por eletroforese em gel de agarose 1% a 50 volts por 1 hora.
O gel foi corado com solucdo de brometo de etideo 1% por 5 min. e
visualizado em transiluminador (HOEFER-MacroVue UV-20) sob luz
UV de 320 nm. Os DNAs foram armazenados em freezer, a uma
temperatura de -20°C, até serem utilizados.

3.2.1.3. Reacdo em cadeia da polimerase alelo especifica (AS-PCR)

Para a deteccdo da mutacdo JAK2V617F, foi realizada PCR
alelo especifica. Todos os reagentes utilizados nesta reacdo foram
obtidos da (Invitrogen, CA, USA). Foram utilizadas sequéncias de
oligonucleotideos iniciadores especificos para o gene JAK2 e para a
mutacdo do gene (JAK2V617F), conforme descrito por Campbell e
colaboradores (2006).

Quadro 4. Descricdo das sequéncias de oligonucleotideos utilizados

Primer Sequéncia

JAK2 S 5’AGCATTTGGTTTTAAATTATGGAGTATATT3’

JAK2 S/CI 5’ATCTATAGTCATGCTGAAAGTAGGAGAAAG3’

JAK2 R 5’CTGAATAGTCCTACAGTGTTTTCAGTTTCA3’

AbreviacBes: S, sense; S/CI, sense/controle interno; R, reverso.
Adaptado de CAMPBELL et al.,2006.

Conforme mostra 0 Quadro 4, nesta PCR sdo utilizados 3
diferentes primers, denominados JAK2 S (sense), JAK2 S/CI
(sense/controle interno) e JAK2 R (reverso). O primer JAK2 S
amplifica especificamente a regido mutada do gene JAK2, enquanto o
primer JAK2 S/CI amplifica uma regido do gene JAK2 presente em
todos os individuos, independente da presenga ou ndo da mutagdo
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JAK2V617F. Por sua vez, 0 JAK2 R é o primer reverso, ou antisense,
comum aos dois primeiros primers sense. O produto de amplificacdo
resultante dos primers JAK2 S - JAK2 R tem um tamanho de 203 pares
de base (pb) e o seu produto indica a presenca de mutagdo JAK2V617F.
Ja o produto de amplificacdo dos primers JAK2 S/CI - JAK2 R possui
364 pb, funciona com um controle interno e é encontrado em todas as
amostras pesquisadas (Figura 5).

MutagdoG=>T

N

> 364 pb
JAK2 S/CI JAK2 R

—-—>—————— 203pp ———

JAK2 S JAK2 R

Figura 5. Representacdo da reacdo em cadeia da polimerase alelo
especifica para amplificacdo do gene JAK2 e JAK2V617F. Os primers
JAK S/CI e JAK R amplificam um produto de 364 pb, independente da
presenca da mutacdo (controle interno). Os primers JAK2 S e JAK2 R
amplificam, somente na presenca da mutacdo, um produto de 203 pb.
Abreviacdes: S, sense; S/CI, sense/controle interno; R, reverso.

A PCR foi realizada segundo Campbell et al. (2006), com
algumas modificagBes, conforme descrito a seguir. A reacdo foi feita
com um volume final de 50 pL, utilizando-se: 2 pL de DNA do
paciente; 5,0 pL de tamp&o 10X concentrado para Tag DNA polimerase
(20mM Tris-HCI, pH 8.4; 50mM KCl), 4,0 uL de MgCl, (50 Mm), 0,6
de dNTP mix (100 mM de cada); 1,5 uLL do primer JAK2 S/CI (10 mM);
3,0 uL do primer JAK2 S (5 mM); 5,0 uL do primer JAK2 AS (10
mM); 0,6 uL. de Taq DNA polimerase (5 U/uL); e 4gua ultrapura q.s.p
para 50pL.

As condicdes para PCR compreenderam um ciclo inicial de
desnaturagdo de 5 minutos a 94°C; 36 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30
segundos a 54°C e 30 segundos a 72°C, e uma extensdo final de 6
minutos a 72°C. Os produtos da PCR foram revelados em gel de agarose
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1,5%, submetidos a eletroforese de 100 volts por 30 minutos, corados
em solucdo de brometo de etideo e visualizados em um transiluminador
de luz UV de 320nm (HOEFER-MacroVue UV-20) e fotografados em
um sistema de fotodocumentacéo de géis (DOC-PRINT® Biosystems).
O tamanho dos produtos foi estimado por comparacdo com um
marcador de tamanho molecular de 50 pb (Invitrogen, CA, USA).

3.2.2 Deteccédo da proteina antiapoptdtica survivina

3.2.2.1 Amostras

A pesquisa da proteina antiapoptdtica survivina foi realizada em
bidpsia de medula 6ssea emblocada em parafina. Foram utilizados os
seguintes parametros para delimitar a populacdo a ser analisada: (1) ter
realizado a analise da mutacdo JAK2V617F; (2) possuir diagndstico,
confirmado em prontuério, de NMPC BCR/ABL negativa; (3) ter feito
biopsia de medula Gssea; (4) ter assinado o TCLE. A obtencdo das
amostras de medula éssea foi feita por pesquisa no arquivo de blocos de
parafina dos laboratérios de anatomia patolégica do CEPON e do HU.

Como controle positivo da reacdo foram utilizados cortes
histoldgicos de carcinoma de mama, que sdo conhecidamente positivos
para proteina surviviva (YAMAMOTO, NGAN e MONDEN, 2008) e
como controle negativo da reagdo foram utilizadas amostras de bidpsias
de medula 6ssea sem alteragdes histoldgicas.

3.2.2.2 Reacdo de Imuno-histoquimica

As amostras de biopsia de medula éssea dos pacientes incluidos
no estudo foram submetidas a reacdo de imuno-histoquimica para
avaliacdo da expressdo da proteina antiapoptética survivina. Os blocos
de parafina, com amostra dos pacientes processada histologicamente,
foram cortados em micrétomo rotativo (LEICA, Sdo Paulo, Brasil),
obtendo-se cortes de 2 a 3 um de espessura, montados sobre laminas
silanadas (LEICA, Séo Paulo, Brasil). Apoés a fixacdo em estufa a 50° C
por 1 hora, os cortes foram desparafinados em xilol e hidratados por
passagens sucessivas em etanol com concentracfes decrescentes e, por
fim, em agua. Apds a hidratacdo dos cortes, bloqueou-se a peroxidase
enddgena, para evitar reacdes inespecificas falso-positivas, com solugéo
de perdxido de hidrogénio a 3% em metanol absoluto, em um banho de
20 min. Seguiu-se com lavagens em agua destilada e tampéo salina-
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fosfato pH 7,2 (PBS, composicdo: NaCl 137 mM, KCI 2 mM e tampéo
fosfato 10 mM) (Laborclin, Pinhais, Parana, Brasil). Posteriormente, a
amostra foi submetida a reativacdo antigénica em um tampdo pH 6 a
base de citrato (acido citrico 0,1 M e citrato de sédio 0,1 M) (Dako,
Carpinteria, CA, USA), diluido 1:10 e mantido em banho-maria ajustado
para 95°C — 98°C durante 30 minutos. Em seguida, as laminas foram
mantidas em temperatura ambiente (20°C — 25°C) durante 20 min. e
lavadas com agua destilada e tampdo PBS. O Anticorpo monoclonal
anti-survivina (Santa Cruz Biotechnology, Inc. Santa Cruz, CA, EUA)
foi diluido a 1:25, em tampao Tris-HCI 0,05M. Apos este procedimento,
a solucdo contendo o anticorpo foi adicionada aos cortes teciduais e as
laminas foram mantidas em temperatura ambiente, over night. As
laminas foram lavadas duas vezes com tampdo PBS, por 5 min. cada, e
foram incubadas com anticorpo secundario biotinilado anti-lgG/IgM
(Dako Corporation, Carpinteria, USA), por 30 min. Logo ap6s esta
etapa, as laminas foram novamente lavadas com PBS e incubadas com
estreptavidina conjugada a peroxidase (Dako Corporation, Carpinteria,
USA), por mais 30 min. Posteriormente as lavagens, as amostras foram
submetidas a revelacdo colorimétrica, com uma solucdo
cromégena/substrato, contendo 0,03% de 3,3’-diaminobenzidina,
previamente diluida em tampdo imidazol pH 7,2 e perdxido de
hidrogénio a 0,3% (Dako Cytomation, Carpinteria, USA). Apds a
revelacdo, foi feita a contracoloragdo das l&minas com solucdo de
hematoxilina de Harris, a desidratacdo através de passagem das laminas
em concentracBes crescentes de etanol, a diafanizacdo em xilol e a
montagem em ENTELLAN® (MERCK, S&o Paulo, Brasil). A leitura das
laminas foi realizada em microscdpio déptico comum (LEICA, Séo
Paulo, Brasil), em aumento de 200X e 400X, sendo que todos 0s campos
da lamina foram analisados. O resultado positivo foi revelado pelo
aparecimento de coloragdo castanha no local da marcacédo pelo anticorpo
(citoplasma celular).

3.3 Métodos estatisticos
A analise estatistica foi realizada utilizando-se o teste “t” de

Student ndo pareado. Os valores de P<0,05 foram considerados
estatisticamente significantes.
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3.4 Analise dos prontuarios

Para o estudo da associacdo dos resultados da investigacdo da
mutacdo JAK2V6E17F e da proteina antiapoptdtica survivina com os
dados laboratoriais e clinicos dos pacientes, foi realizado um
levantamento de dados nos prontuarios dos pacientes incluidos no
estudo. Os seguintes dados foram coletados: idade, género, contagem de
eritrdcitos, leucdcitos, e plaquetas, indice de hematdcrito e concentracéo
de hemoglobina. Também foi observado se houve a presenca de
episodios trombdticos e/ou esplenomegalia. Os dados laboratoriais
foram retirados dos exames com data correspondente ao inicio dos sinais
e sintomas para NMPC, ou seja, antes do tratamento quimioterapico.
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4 RESULTADOS
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4.1 Padronizacdo da metodologia para deteccdo da mutacao
JAK2V617F

4.1.1. Padronizacdo da extracdo de DNA

Inicialmente, foi avaliada qual a melhor quantidade de amostra
de SP que seria utilizada para a extragdo de DNA. Assim, foram
utilizadas aliquotas de 100uL e 200uL de amostra de SP anticoagulado
com EDTA (acido etilenomino tetra-acético) de um grupo de individuos
saudaveis, sem alteracGes hematolégicas. O DNA das amostras foi
extraido conforme protocolo descrito em Casuistica e Métodos (item
3.2.1.2). As amostras extraidas tiveram sua integridade avaliada por
eletroforese em gel de agarose (Figura 6) e foram quantificadas
utilizando-se Qubit™ Quantitation Plataform (Invitrogen, Carlsbad, Ca,
USA).

DNA =

LINHA 1 2

Figura 6. Gel de integridade de DNA. Linha 1 - 100 pL de amostra.
Linha 2- 200 pL de amostra.

Como pode ser observado na Figura 6, levando em consideragéo
a intensidade e degradagdo, as bandas de DNA genbmico
apresentaram 0 mesmo padrdo de qualidade. De acordo com o
método de quantificagdo, as amostras de 100 uL e de 200 pL
apresentaram 63,5 micrograma/mL e 99,1 micrograma/mL de DNA,
respectivamente. Sendo assim, optou-se pela utilizacdo de 200pL de
amostra de sangue periférico do paciente nas futuras extracdes,
devido a maior quantidade de DNA extraido.
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4.1.2 Padronizacdo da metodologia de AS-PCR

A PCR foi realizada segundo Campbell e colaboradores (2006),
com algumas modificagbes, conforme descrito anteriormente em
Casuistica e Métodos (item 3.2.1.3).

Como pode ser observado na Figura 7, (linhas 2 e 3), as
amostras dos individuos sem a mutacdo apresentam apenas uma banda
de 364 pb, e foram utilizada como controle interno da reacdo. Ja na
linha 4, a amostra do controle positivo para a mutacdo JAK2V617F
apresenta duas bandas: a banda de 364 pb, descrita anteriormente, que é
comum a todos individuos, e outra banda, de 203 pb, especifica para o
alelo mutado.

400 pb —>

250 pb —>

LINHA 1 2 3 4 5

Figura 7. Gel apresentando a padronizacdo da reacdo em cadeia da
polimerase alelo especifica. Linha 1- Marcador de tamanho molecular
50pb. Linhas 2 e 3— Amostras negativas para mutacdo JAK2V617F.
Linha 4- Controle positivo para mutacdo JAK2V617F. Linha 5 —
Controle negativo.

A fim de determinar as melhores condicdes eletroforéticas para
visualizacdo dos produtos obtidos com o AS-PCR, foi necessaria a
padronizacdo das condicdes da eletroforese. Segundo o protocolo obtido
da literatura (CAMPBELL et al., 2006), os produtos obtidos no AS-PCR
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eram visualizados em gel de agarose 1,5%, submetido a 100 volts por 30
minutos. Porém, nessas condigdes, foram constatados dois problemas. O
primeiro deles dizia respeito a diferenca de 161 pb de tamanho entre os
dois produtos, diferenca esta que ndo foi suficientemente grande para
uma separacao bem definida das bandas. O outro problema consistiu no
fato de que, algumas vezes, a banda correspondente a presenca da
mutacdo ficava quase na mesma altura da banda de sobras de primers, o
que dificultava ou até impossibilitava sua visualizacdo, como pode ser
visto na Figura 8.

364pb > B
203pb —>

Pn‘mers—>

LINHA 1 2 3 4 5 6

Figura 8. Gel de agarose 1,5%. Linhas 1, 2, 4 e 5 — presenca de banda
para mutacdo JAK2V617F. Linha 3 — auséncia de banda para mutagéo
JAK2V617F. Linha 6 — Controle negativo.

Assim, para solucionar o problema, decidiu-se aumentar a
concentracéo do gel, diminuir a voltagem e aumentar o tempo da corrida
eletroforética para que os fragmentos amplificados percorressem o gel
mais lentamente e por um tempo maior. Depois de alguns testes, ficou
determinado que as condigdes ideais para melhor visualizacdo das
bandas seriam: gel de agarose 2,5%, submetido a 80 volts, durante 40
minutos, como pode ser visualizado na Figura 9.
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364 pb —>|
203pb —>»|

primers —>|
LINHA 1 2 3 4 5 6 7

Figura 9. Gel de agarose 2,5%. Linhas 1, 3 e 5 — auséncia de banda para
mutacdo JAK2V617F. Linhas 2, 4 e 6 — presenca de banda para mutacéo
JAK2V617F. Linha 7— Controle negativo.

4.2. Padronizacdo da investigacdo da expressdo da proteina
survivina

4.2.1 Padronizacao da técnica de imuno-histoquimica

A técnica de imuno-histoquimica foi realizada conforme
descrito em Casuistica e Métodos (item 3.2.2.2) e, como controle
positivo, foi utilizada uma amostra de bidpsia de carcinoma de mama,
gue é conhecidamente positiva para proteina surviviva (YAMAMOTO,
NGAN e MONDEN, 2008). A marcacdo positiva para a expressdo da
proteina survivina nas células de carcinoma de mama é caracterizada
pela coloragdo marrom no citoplasma celular, como pode ser visualizado
na Figura 10.
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Figura 10. Marcagdo positiva para a proteina surviviva pela técnica de
imuno-histoquimica em corte histolégico de carcinoma de mama.
Aumento de 400 X mais zoom de 2 X.

A expressdo da proteina survivina ndo foi detectada nas células
estromais de amostras de medulas 6sseas normais (utilizadas como
controle negativo da reacdo), como pode ser visualizado na Figura 11.
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Figura 11. Marcacéo negativa para a proteina surviviva pela técnica de
imuno-histoquimica em corte histolégico de medula dssea sem
alteracdes. Aumento de 400 X.

4.3 Deteccdo da mutacdo JAK2V617F nas amostras de sangue
periférico dos pacientes em investigacio de NMPC BCR/ABL
negativa

Durante o periodo de janeiro de 2009 a dezembro de 2010, as
amostras foram encaminhadas ao LOEH, que atende os pacientes
encaminhados ao Servico de Andlises Clinicas do HU-UFSC. Das 227
amostras com suspeita clinica de NMPC BCR-ABL negativa
encaminhadas para a investigagdo da mutagdo JAK2V617F, 54
pacientes obtiveram o diagndstico de PV, TE ou MFP e, portanto, foram
incluidos no estudo.

Do total de 54 casos incluidos no estudo, 32 casos (59,3%)
apresentaram a mutacdo JAK2V617F e 22 casos (40,7%) nédo
apresentaram a mutacao.

Em relagdo ao género, 28 individuos eram mulheres e 26 eram
homens. Entre as mulheres, 17 (60,7%) apresentaram a mutacdo
JAK2V617F e 11 (39,3%) ndo apresentaram a mutacdo. Entre 0s
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homens, 15 (57,7%) apresentaram a mutacdo JAK2V617F e 11 (42,3%)
ndo apresentaram a mutacdo (Tabela 1).

Tabela 1. Distribuicdo dos casos com diagnostico de NMPC BRC/ABL
negativa que foram submetidos a investigacdo da mutacdo JAK2V617F,
de acordo com 0 género

Mutacdo JAK2V717F
Género Negativo Positivo Total
Feminino 11 (39,3%) 17 (60,7%) 28
Masculino 11 (42,3%) 15 (57,7%) 26
Total 22 (40,7%) 32 (59,3%)

Abreviacdo: NMPC, neoplasia mieloproliferativa cronica.

A mediana de idade dos individuos com presenca da mutacéo
JAK2V617F foi de 61,5 anos, e a mediana de idade dos individuos
negativos para a mutacdo foi de 52,5 anos. Como pode ser visto na
Tabela 2, a mutacdo JAK2V617F mostrou-se mais frequente em
individuos mais idosos, apresentando diferenca estatistica significativa
(P=0,014) em relacéo aos individuos negativos para a mutacéo.

Tabela 2. Distribuicdo dos casos com diagnéstico de NMPC BRC/ABL
negativa que foram submetidos a investigacao da mutacdo JAK2V617F,
de acordo com a idade

Mutacéo Mediana  Desvio Idade Idade P
JAK2V617F daidade Padrdo minina  méaxima
(anos) (anos) (anos)
Auséncia 52,5 13,9 19 74
0,014*
Presenca 61,5 16,9 33 89

*Resultado estatisticamente significativo
Abreviacdo: NMPC, neoplasia mieloproliferativa cronica.
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4.4 Associacdo da expressdo da mutacdo JAK2V617F com a
avaliacdo clinica, com os dados laboratoriais e com os subtipos de
NMPCs BCR/ABL negativas

Estudos recentes descrevem a relagéo existente entre a presenca
da mutacdo JAK2V617F e a maior ocorréncia de esplenomegalia e/ou
de eventos trombdticos em pacientes com NMPC BCR/ABL negativa
(CAMPBELL et al., 2005; WOLANSKY et al., 2005; PATRIARCA et
al., 2010). Dos 54 casos incluidos no estudo, 11 (20,4%) apresentaram
esplenomegalia (Tabela 3). Desses, 5 individuos (45,4%) apresentaram
positividade para mutacdo. Dos 43 casos que nhdo apresentaram
esplenomegalia, 16 individuos (37,2%) eram negativos e 27 (62,8%)
eram positivos para a mutacdo JAK2V617F. Em relagdo a presenca de
eventos trombdticos, como pode ser observado na Tabela 3, do total de
54 casos estudados, 7 (12,9%) apresentaram trombose. Desses, 6
individuos (85,7%) eram positivos para mutacdo JAK2V617F. No
entanto, dos 47 casos que ndo apresentaram trombose, 21 individuos
(44,7%) eram negativos e 26 (55,3%) eram positivos para mutacdo
JAK2V617F. Conforme pode ser constatado na Tabela 3, ndo houve
diferenca estatistica significativa entre os individuos com auséncia ou
com presenca da mutagdo JAK2V617F e a maior ocorréncia de
esplenomegalia (P=0,364) e/ou eventos trombéticos (P=0,147).
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Tabela 3. Frequéncia de esplenomegalia e/ou de trombose nos pacientes
com diagnéstico de NMPC BRC/ABL negativa distribuidos de acordo
com a presenca ou auséncia da mutacdo JAK2V617F.

Abreviacdo: NMPC, neoplasia mieloproliferativa cronica.

Dados Auséncia Presenca P
da da
Clinicos mutacao mutacao
Com esplenomegalia 6 (54,5%) 5 (45,4%)
0 0,364
S Sem esplenomegalia 16 (37,2%) 27 (62,8%)
e
= Com trombose 1 (14,3%) 6 (85,7%)
£ 0,147
Sem trombose 21 (44,7%) 26 (55,3%)

Muitos estudos associam a presenca da mutacdo JAK2V617F
nos casos de NMPCs BRC/ABL negativas com concentracfes altas de
hemogloglobina, indice de hematécrito aumentado e leucocitose
(PANANI, 2009). De acordo com a Tabela 4, os valores médios dos
eritrécitos dos pacientes com a presenca e auséncia da mutacdo
JAK2V617F foi de 5,6 x 106/mm® e de 4,4 x 10%/mm®, respectivamente.
A média da concentracdo de hemoglobina foi de 15,4 g/ml e de 13,2
g/ml nos pacientes positivos e negativos para mutacdo JAK2V617F,
respectivamente. Os indices de hematécrito foram de 32% e 22% para
0s pacientes positivos e negativos para mutacdo JAK2V61T7F,
respectivamente. Como pode ser observado na Tabela 4 a presenca ou
auséncia da mutacdo JAK2VGE17F é estatisticamente significante em
relacdo aos valores de eritrdcitos, de hemoglobina e de hematécrito. No
entanto, nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi encontrada
em relacdo ao numero de leucdcitos e de plaquetas dos individuos com e
sem a mutagdo JAK2V617F.
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Tabela 4: Valores médios da contagem de eritrécitos, concentracdo de
hemoglobina, indice de hematdcrito, leucometria e contagem de
plaquetas, de acordo com a auséncia ou a presenca da mutacdo

JAK2VE17F.
Mutacdo JAK2V717F

Valores Médios Negativo Positivo P
Eritrécitos 4,4+0,9 5,6+1,4 0,002*
(x10%/mm® £ DP)
Hemoglobina 13,230 15,4+3,1 0,015*
(g/ml + DP)
Hematdcrito 39,318,3 48,9+10,8 0,001*
(% + DP)
Leucdcitos 11.085£12.303 12.420+£5018 0,598
(/mm® + DP)
Plaquetas 647.095+477.149 696.094+312.493 0,680
(/ul+ DP)

*Resultado estatisticamente significativo

Conforme pode ser visualizado na Tabela 5, dos 54 individuos
com diagndstico de NMPC BCR/ABL negativa, 7 obtiveram o
diagndstico de MFP, 14 de PV e 33 de TE. A porcentagem da presenca
da mutacdo para cada subtipo de NMPC BCR/ABL negativa foi de
42,9% (3 casos) para MFP, 71,4% (10 casos) para PV e 57,6% (19
casos) para TE (Tabela 5).
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Tabela 5. Frequéncia dos subtipos de NMPCs BRC/ABL
negativas de acordo com a presenca ou auséncia da mutacdo

JAK2VB1T7F.

Mutacdo JAK2V717F
Subtipo da Negativo Positivo Total
doenca
MFP 4 (57,1%) 3 (42,9%) 7
PV 4 (28,6%) 10 (71,4%) 14
TE 14 (42,4%) 19 (57,6%) 33
Total 22 32

Abreviacbes: NMPC, neoplasia mieloproliferativa crbnica; MFP,
Mielofibrose priméria; PV, Policitemia vera; TE, Trombocitemia
Essencial.

A associacdo da presenca ou da auséncia da mutagdo
JAK2V617F com outros parametros clinicos e laboratoriais (idade,
contagem de eritrocitos, concentracdo de hemoglobina, indice de
hematdcrito, leucometria e contagem de plaquetas) foi analisada nos
diferentes subtipos de NMPCs BCR/ABL negativas. Como pode ser
observado na Tabela 6, nenhuma associagdo entre a presenca ou
auséncia da mutacdo e os outros valores dos parametros analisados, nos
individuos com MFP, foi estatisticamente significativa. Na PV a
presenca da mutagdo estd associada a valores mais altos de eritrdcitos
(P=0,031) e plaquetas (P=0,001). Conforme pode ser observado na
Tabela 6, os individuos com TE e positivos para mutacdo JAK2V617F
possuem uma mediana de idade mais elevada (62 anos) do que os
individuos com auséncia de mutagdo (48,5 anos). A contagem de
leucocitos também apresentou diferengas estatisticamente significativas
(P=0,009) nos individuos com TE em relagdo a presenca ou auséncia da
mutacdo JAK2V617F. Os individuos com TE e positivos para a mutagéo
JAK2V617F apresentaram valores maiores de leucometria (11.718
x10%/1) do que aqueles que néo apresentam a mutagdo (7.959 x10%/1).
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Tabela 6. Valores médios de idade, contagem de eritrocitos,
concentracdo de hemoglobina, indice de hematocrito, leucometria e
contagem de plaquetas, de acordo com a auséncia ou a presenca da

mutacdo JAK2V617F para cada subtipo de NMPC BCR/ABL negativa

Mutacdo JAK2V617F

Negativo Positivo P
MIELOFIBROSE PRIMARIA
Idade, mediana + intervalo (anos) 65,0+(56-74) 72,0+(69-74) 0,199
Eritrocitos, média + DP (x10%mm®)  3,5+1,0 5,1+0,9 0,229
Hemoglobina, média + DP (g/ml) 9,3+1,7 15,4+4,3 0,118
Hematdcrito, média + DP (%) 28,9+4,9 48,9+13,3 0,108
Leucocitos, média + (/mm3) 12.290+13.933 11.190+1.473 0,885
Plaquetas, média £ (/ul) 157.000+77.476 353.667+168.589 0,170
POLICITEMIA VERA
Idade, mediana + intervalo (anos) 49,5+(19-58) 55,0+(34-77) 0,339
Eritrécitos, média + DP (x108/mm?)  5,8+0,2 6,9+1,1 0,031*
Hemoglobina, média £ DP (g/ml) 18,0£1,2 18,4+2,5 0,746
Hematdcrito, média + DP (%) 52,5+2,6 56,7+5,7 0,111
Leucdcitos, média + (/mm3) 24.063+29.503 140.523+5.494 0,617
Plaquetas, média * (/ul) 206.667+25.658 433.800+137.879  0,001*
TROMBOCITEMIA
ESSENCIAL
Idade, mediana + intervalo (anos) 48,5+(30-74) 62,0+(33-89) 0,008*
Eritrocitos, média £ DP (x10%mm®)  4,2#0,5 4,9+1,2 0,072
Hemoglobina, média + DP (g/ml) 13,3+1,6 13,9+2,1 0,374
Hematdcrito, média + DP (%) 39,5+4,7 44.7+10,7 0,073
Leucdcitos, média + (/mm3) 7.959+2.084 11.718+5.983 0,009*
Plaquetas, média + (/ul) 881.500+413.442  888.210+£242.470 0,957

*Resultado estatisticamente significativo
Abreviagdo: NMPC, neoplasia mieloproliferativa cronica.



87

4.5 Analise da expressdo da proteina antiapoptética survivina nas
bidpsias de medula 6ssea e sua associacdo com a presenca da
mutacdo JAK2V617F nos pacientes com NMPCs BCR/ABL
negativas

Das 43 amostras de biépsia de medula 6ssea incluidas no estudo
para investigacdo da expressdo da proteina survivina, 28 (65,1%)
pertenciam a individuos positivos para mutacdo JAK2V671F e 15
(34,9%) pertenciam a individuos negativos para mutacdo JAK2V617F.

Apesar dos estudos relatarem vias de sinalizagdo comum entre a
mutacdo JAK2VE17F e a expressdo da proteina survivina (AOKI,
FELDMAN e TOSATO, 2003; SOMMER et al., 2008; MITA et al.,
2008), ndo foi observada marcacdo do anticorpo antisurvivina nas
células das medulas Osseas dos pacientes com NMPCs BCR/ABL
negativas, independente da presenga ou ndo da mutacdo JAK2V617F. A
auséncia de coloragdo marrom no citoplasma das células, que seria
caracteristico da expressdo da proteina survivina, pode ser visualizada
na Figura 12.

imuno-histoquimica em corte histolégico de medula 6ssea de paciente
com NMPC BCR/ABL negativa. Aumento de 400X.
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A descoberta da mutaco JAK2V617F teve implicacdo direta no
estabelecimento de novos protocolos para o diagnostico e a classificacdo
das NMPCs BCR/ABL negativas (CAMPBELL e GREEN, 2005;
VAINCHENKER e CONSTANTINESCU, 2005). A genotipagem do
gene JAK2 para os pacientes com MFP, PV e TE tornou-se um ensaio
de utilidade clinica, por isso técnicas efetivas para a deteccdo da
mutacdo JAK2V617F na rotina laboratorial estdo sendo desenvolvidas e
testadas (JAMES et al., 2006; MCCLURE, MAI e LASHO, 2006;
MONTE-MOR et al., 2007). Nesse trabalho, o achado de uma alta
porcentagem de pacientes mutados (59,3%) reforca a importancia da
implementacdo dessa metodologia diagnostica. Além disso, a pesquisa
da mutacdo JAK2V617F ndo é realizada pelos laboratérios que atendem
0 SUS e a implementagdo dessa metodologia consolida, no HU-UFSC,
a interacdo da pesquisa com a assisténcia médica.

No presente estudo, os casos diagnosticados com NMPC
BCR/ABL negativa e submetidos a pesquisa da mutacdo JAK2V617F
foram distribuidos conforme o género, sendo que nao foi observada
diferenca estatistica significativa da presenca da mutacéo entre homens
(57,7) e mulheres (60,7%). Resultado similar foi descrito por Stein e
colaboradores (2010) quando estes descreveram o género como fator
independente da presenga ou da auséncia da mutacdo JAK2V617F.
Outros estudos prévios também ndo observaram associagdo evidente
entre 0 género e a presenca da mutacdo JAK2V617F em grupos de
pacientes com NMPCs BCR/ABL negativas (CAMPBELL et al., 2005;
KRALOVICS et al., 2005; TEFFERI et al., 2005; BAROSI et al., 2007).
Os resultados encontrados no presente estudo corroboram achados
anteriores que indicam que a presenca da mutacdo JAK2V617F, nos
pacientes com NMPC BCR/ABL negativa, ndo esta associada ao género.

Em relacdo a idade, os individuos positivos para a mutacdo
JAK2V617F apresentaram uma mediana de idade maior (61,5 anos) do
que individuos sem a mutacdo (52,5 anos). A maior porcentagem da
mutacdo JAK2V617F em individuos mais idosos é condizente com
alguns trabalhos da literatura, os quais afirmam que a mutagdo
JAK2V617F é sempre adquirida, nunca herdada através da linhagem
germinal (BELLANNE-CHANTELOT et al., 2006; RUMI et al., 2006).
Neste trabalho, a mediana de idade encontrada nos individuos mutados
(61,5 anos) foi semelhante a encontrada nos estudos de Campbell e
colaboradores (2005) (60 anos), Kralovics e colaboradores (2005) (60
anos) e Kittur e colaboradores (2007) (62 anos).
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Os eventos trombéticos sdo o0s maiores causadores de
morbidade e de mortalidade nos pacientes com NMPC BCR/ABL
negativa e a decisdo terapéutica para esses pacientes é baseada na
presenca ou auséncia de trombose. Embora existam evidéncias clinicas
gque sugerem que a presenca da mutacdo JAK2V617F pode estar
variavelmente associada a trombose, a ocorréncia de epis6dios
trombdéticos é atualmente questionavel. (AUSTIN e LAMBERT, 2008).
Os resultados obtidos nesta pesquisa mostram que ndo ha associacéo
entre a presenca da mutacdo JAK2V617F e a ocorréncia de trombose,
tendo em vista que esses eventos ocorreram em uma peguena
porcentagem dos casos (12,9%) e que, mesmo nos casos em que Nnao
houve a ocorréncia de trombose, a porcentagem da presenca da mutagdo
foi alta (55,3%). Os resultados da literatura relacionados a esse assunto
sdo discrepantes: alguns estudos relatam uma associacdo direta da
presenca da mutacdo e a ocorréncia de trombose (KRALOVICS et al.,
2005; CERVANTES, PASSAMONTI e BAROSI, 2008; DE
STEFANO et al., 2009) e outros descrevem resultados similares aos
apresentados neste estudo (SAZAWAL et al., 2010; BAXTER et al.,
2005; LEVINE et al., 2005; PATRIARCA et al., 2009). Kittur e
colaboradores (2007) relatam que os resultados discrepantes reportados
sobre a presenca da mutacdo JAK2V617F e a presenca de trombose
ocorrem devido a falta de especificacdo do evento trombdtico. A relacdo
especifica de trombose venosa, mas ndo de arterial, com a presenca da
mutacdo JAK2V617F ja foi comprovada por Campbell e colaboradores
(2005), e como em varios estudos a descricdo dos eventos tromboticos
n&do é subdividida, mas sim inclusa numa categoria geral, obviamente os
resultados dos diversos estudos ndo serdo coerentes.

Outra caracteristica clinica dos pacientes com NMPC
BCR/ABL negativa é a ocorréncia de esplenomegalia (CERVANTES,
ARELLANO-RODRIGO E ALVAREZ-LARRAN, 2009). Entretanto,
esta caracteristica parece estar mais relacionada a presenca de grande
guantidade de células mutadas do que a presenca ou a auséncia da
mutagdo JAK2V617F. Os resultados publicados na literatura, que
mostram a associagdo positiva entre a mutacdo JAK2V617F e a
ocorréncia de esplenomegalia, sdo todos de estudos que avaliam
guantitativamente o nimero de células mutadas (BAROSI et al., 2007;
KITTUR et al., 2007; VANNUCCHI et al., 2008). No presente estudo,
n&o foi encontrada diferenca estatistica entre a presenga ou a auséncia da
mutacdo JAK2V617F com a ocorréncia de esplenomegalia. Esse
resultado é condizente com os resultados dos varios trabalhos descritos


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cervantes%20F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cervantes%20F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Barosi%20G%22%5BAuthor%5D
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na literatura, em que, similarmente ao presente estudo, a avaliagcdo da
presenca da mutacdo JAK2V617F foi realizada através de metodologia
qualitativa (CAMPBELL et al., 2005; PUIGDECANET et al., 2008;
SAZAWAL et al., 2010).

De acordo com protocolo da OMS, em 2008, para o diagndstico
das NMPCs BCR/ABL negativas, a presenca da mutacdo JAK2V617F
esta entre os critérios de maior importancia. Juntamente com a pesquisa
da mutacdo JAK2V617F sdo analisados outros parametros laboratoriais
para a realizacdo do diagndstico, como a concentracdo de hemoglobina,
0 indice de hematdcrito, a contagem de eritrdcitos e de plaquetas e a
leucometria do sangue periférico (TEFFERI ¢ VARDIMAN, 2008).
Neste estudo, ao dividir os individuos de acordo com a presenga ou
auséncia da mutacdo, foi observado que ha associacdo entre a presenca
da mutacdo JAK2V6E17F e os valores mais elevados de eritrécitos, de
hemoglobina e de hematécrito. Sazawal e colaboradores (2010) também
encontraram uma associacdo entre 0s individuos positivos para a
mutacdo JAK2V617F e valores mais altos de concentracdo de
hemoglobina e leucometria. Como as NMPCs BCR/ABL negativas séo
subdivididas em trés neoplasias (MFP, PV e TE) que, muitas vezes,
apresentam diferentes pardmetros alterados entre si, a associa¢do dos
individuos positivos e negativos para a mutacdo JAK2V617F com 0s
parametros supracitados sera sempre muito variavel.

Entre os trés subtipos de NMPCs BCR/ABL negativas, a
neoplasia mais comum é a PV, com uma incidéncia anual de
aproximadamente 2 casos para cada 100.000 individuos
(TAGARIELLO et al., 2009). Entretanto, neste estudo, a neoplasia de
maior prevaléncia foi a TE, diagnosticada em 61,1% dos casos, seguida
da PV, que foi diagnosticada em 26% dos casos. Como este estudo foi
realizado em pacientes com NMPCs BCR/ABL negativas referenciados
ao Hospital Universitario da UFSC (referéncia para neoplasias
hematoldgicas/SUS/SC), esses resultados podem fornecer informacdes
sobre a prevaléncia de cada subtipo de NMPC BCR/ABL negativa no
estado de Santa Catarina.

Observa-se também a existéncia de variagBes consideraveis na
frequéncia da mutacdo JAK2V617F nos diferentes subtipos de NMPCs
BCR/ABL negativas reportadas nos estudos cientificos. Essa frequéncia
varia entre 35% e 57% para a MFP, 23% e 57% paraa TE e 65% e 97%
para a PV. No presente trabalho, os resultados da frequéncia da
expressdo da mutagdo JAK2VE17F nos casos de MFP (42,9%), de TE
(57,6%) e de PV (71,4%) estdo de acordo com varios estudos
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previamente descritos na (BAXTER et al., 2005; JAMES et al., 2005;
LEVINE et al.; 2005). Com o objetivo de examinar os motivos da
variacdo da frequéncia da presenca da mutacdo JAK2V617F, Verstovsek
e colaboradores (2006) revisaram alguns casos negativos para a mutacao
JAK2V617F em NMPCs BCR/ABL negativas, que foram publicados
por trés diferentes grupos de pesquisa. As possiveis razées encontradas
que explicam essa discrepancia foram: (1) diferencas na sensibilidade
das metodologias empregadas; (2) falta de acuracia diagnéstica; e (3)
eficacia do tratamento. A metodologia da AS-PCR, utilizada no presente
estudo, foi descrita por Steensma e colaboradores (2006) como
altamente sensivel, capaz de detectar pequenas quantidades de células
mutantes em meio & maioria de células normais. Além disso, Baxter e
colaboradores (2005) realizaram um estudo comparativo entre as
metodologias e encontraram frequéncias consideravelmente mais altas
para a mutacdo JAK2V617F por AS-PCR do que pela técnica de
sequénciamento de DNA. Porém, considerando-se que no presente
trabalho também foram incluidos pacientes que ja tinham diagndstico
anterior, a frequéncia da mutagdo JAK2V617F nos casos de NMPCs
BCR/ABL negativas pode ter sido subestimada devido a supressdo do
clone mutante pelo tratamento.

Existem muitos trabalhos que avaliam a relevancia da presenga
da mutacdo JAK2V617F no fendtipo das NMPCs BCR/ABL negativas.
Em geral, a presenga da mutacdo estd relacionada ao aumento da
concentracdo de hemoglobina, a idade avancada, ao aumento da
leucometria e a diminuicdo da contagem de plaquetas (TEFFERI et al.,
2008). Porém, quando a mutacdo JAK2V617F ¢é associada
separadamente a cada subtipo de NMPC BCR/ABL negativa, 0s
parametros fenotipicos relacionados, em geral, ndo sdo os mesmos. Os
resultados obtidos neste estudo mostram que a presenca da mutacdo
JAK2V617F ndo estd associada & ocorréncia de anormalidades
laboratoriais nos individuos com MFP. Em um estudo recente,
envolvendo 199 individuos com MFP, Tefferi e colaboradores (2008)
também ndo encontraram associacdo significante entre a presenca da
mutacdo JAK2V617F e os outros parametros laboratoriais alterados.
Entretanto, Barosi e colaboradores (2007) descreveram em um estudo
envolvendo 304 pacientes com MFP, que a presenca da mutacdo
JAK2V6B17F estd associada com anormalidades laboratoriais, incluindo
niveis aumentados de hemoglobina e de leucometria e contagem
variavel de plaquetas. J& os casos de PV e de TE positivos para a
mutacdo JAK2V617F, incluidos neste estudo, tiveram aumento
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significante na contagem de eritrocitos e de plaquetas e aumento na
mediana de idade e leucometria, respectivamente. Esses resultados
sugerem que ha associacdo da mutacdo com a expansdo da linhagem
mieléide. Assim como os resultados deste estudo, varios outros
trabalhos descrevem a associacdo da presenca da mutacdo JAK2V617F
com alguns parametros laboratoriais, mas ndo com outros (CAMPBELL
et al, 2005; TEFFERI et al., 2006; CAMPBELL et al., 2006;
VANNUCCHI et al., 2008; SAZAWAL et al., 2009). Entretanto, os
parametros que ndo tiveram diferenca significante entre os grupos de
pacientes positivos e negativos para a mutacdo JAK2V617F
apresentaram variacdes interindividuais substanciais. Esses resultados
sugerem que muitas manifestacGes clinicas sdo causadas por fatores nao
relacionados a mutagdo JAK2V617F, sendo que outras anormalidades
adquiridas interferir com o fendtipo dessas neoplasias. Portanto,
diferente da importancia bem definida como valor diagnéstico, a
relevancia prognostica da presenca da mutacdo JAK2V617F nos casos
de NMPCs BCR/ABL negativas permanece controversa.

Considerando as muitas evidéncias comprovando que a mutagéo
JAK2V617F ativa constitutivamente as vias de sinalizagdo da STAT3
(KOTA et al.,, 2008; WALZ et al.,2008), e que isso acarreta a
superexpressao da proteina survivina (MITA et al., 2008), um dos
objetivos do presente estudo foi investigar a expressdo dessa proteina
nos pacientes com NMPC BCR/ABL negativa e verificar se ha
associacdo com a expressdo da mutacdo JAK2V617F. Como descrito
anteriormente, a survivina possui um papel importante na inibicdo da
apoptose, conferindo vantagem no crescimento e na sobrevivéncia das
células tumorais, e por esse motivo tornou-se uma candidata interessante
para a manipulagdo das vias apoptdticas (CONTE et al., 2005). Segundo
alguns autores, a survivina é altamente expressa em doencas
hematoldgicas malignas como, por exemplo, na leucemia miel6ide
aguda, leucemia linfoblastica aguda, leucemia miel6ide crénica e nos
linfomas (ADIDA et al, 1998; SHINOZAWA et al., 2000; CARTER et
al; 2001, CONTE et al., 2005). Entretanto, a expressdo da proteina
survivina ndo foi detectada nas medulas désseas dos individuos deste
estudo, independente da presenca ou auséncia da mutacdo JAK2V617F.
N&o foram encontrados estudos publicados na literatura avaliando a
expressao da proteina survivina em pacientes com NMPC BCR/ABL
negativa. Conte e colaboradores (2005) verificaram uma alta da
expressdo da proteina survivina nos casos de LMC. Além disso, 0s
autores relatam a presenca de uma associagdo dos niveis de expressdo da
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proteina quimérica BCR/ABL com os niveis de expressdo da proteina
survivina, sugerindo que a expressdo da proteina survivina pode ser
regulada pela proteina BCR/ABL nos casos de LMC. Neste estudo, ndo
foi encontrada associacdo similar a do estudo de Conte e colaboradores
entre a expressdo da proteina survivina e a presenca da mutacdo
JAK2V617F, o que indica que a presenca dessa mutacdo néo influencia
na expressdo da survivina. Portanto, este resultado sugere que a
investigacdo da expressdo da proteina survivina em bidpsia de medula
0ssea ndo serve como um bom marcador para o diagndstico dos
pacientes com NMPC BCR/ABL negativa.
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6 CONCLUSAO
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Os resultados do presente trabalho permitem concluir que:

e Aextracdo de DNA a partir de 200 pL de amostra do paciente é
mais eficiente do que a partir de 100 uL e é suficiente para a
realizacdo da AS-PCR.

e Para a melhor visualizagdo dos produtos obtidos e correta
interpretacdo da AS-PCR, as condi¢es ideais para o
fracionamento eletroforético sdo: gel de agarose 2,5%,
submetido a 80 volts, durante 40 minutos.

e Adiluicdo do anticorpo antisurvivina necessaria para marcacgao
da proteina na reacdo de imuno-histoquimica foi de 1:25, com
incubacdo over night.

e A mutacdo JAK2V617F apresentou alta prevaléncia (59,3%)
nos pacientes com NMPC BCR/ABL negativa referenciados ao
Hospital Universitario da UFSC.

e O subtipo de NMPC BCR/ABL negativa de maior prevaléncia
nos pacientes referenciados ao Hospital Universitario da UFSC
foia TE (61,1%).

e Nao houve diferenga estatistica significativa da presenca da
mutacdo JAK2V617F entre homens (57,7%) e mulheres
(60,7%), sugerindo que a presenga da mutacdo JAK2V617F nos
pacientes com NMPC BCR/ABL negativa ndo esta associada ao
género.

e Houve associacdo estatisticamente significativa entre a presenca
da mutacdo JAK2V617F e os individuos mais idosos, o que
pode a caracterizar como adquirida.

¢ N&o houve associacdo entre a presenca da mutacdo JAK2V617F
e eventos trombaticos de modo geral.

e Na&o houve associagdo entre a presenca da mutacdo e a
ocorréncia de esplenomegalia.

e A presenca da mutagdo JAK2V617F nem sempre esta associada
com a ocorréncia de anormalidades laboratoriais (contagem de
hemécias, leucocitos e plaquetas, concentracdo de hemoglobina
e indice de hematocrito) nos individuos com NMPC BCR/ABL
negativa.

e Aexpressdo da proteina survivina ndo foi detectada nas biopsias
de medulas 6sseas dos individuos deste estudo, portanto, a
investigacdo da expressdo da proteina survivina ndo serve como
um bom marcador para o diagndstico dos pacientes com NMPC
BCR/ABL negativa.
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A compilacdo de evidéncias obtidas nesse estudo permitiu constatar
a importancia da implementacdo de uma metodologia para detec¢do da
mutacdo JAK2V617F para o diagndstico de NMPC BCR/ABL negativa
devido a alta prevaléncia dessa mutacdo nos pacientes deste estudo. E
que, diferente da importancia bem definida como valor diagnostico, a
relevancia prognéstica da presenca da mutacdo JAK2V617F, nos casos
de NMPCs BCR/ABL negativas, permanece controversa.
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ANEXOS
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Anexo 1: Aprovacdo do Projeto de Pesquisa pelos
Comités de Etica de Pesquisa do HU-UFSC e do
CEPON.
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Anexo 2: Termos de Consentimento Livre e
Esclarecido
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Pesquisa da mutacdo no gene JAK?2)
(Para a familia de pacientes menores de 18 anos)

Titulo da pesquisa: Associacdo da Presenca da Mutacdo
JAK2V617F e da Expressdo da Proteina Antiapoptotica Survivina
na Evolucdo das Neoplasias Mieloproliferativas, BCR/ABL
negativas.

0() Senhor(a), em nome do seu
................................................... (informar o grau de parentesco e nome
do paciente) estd sendo convidado a participar de uma pesquisa. Antes
de decidir se deseja participar, é importante que o(a) Senhor(a) entenda
por que esta pesquisa serd feita, como as informagBes do seu
................................. (informar o grau de parentesco e nome do paciente)
serdo usadas, o que o estudo envolve e 0s possiveis beneficios, riscos e
desconfortos envolvidos. Por favor, leia com atencdo e cuidado as
informacBes a seguir e se desejar, discuta com sua familia e com um
médico, para que a decisdo sobre a sua participagdo possa ser uma
decis@o bem informada.

QUAL OBJETIVO DESTE ESTUDO E QUAIS AS
INFORMACOES DISPONIVEIS?

Este estudo sera realizado no Laboratério de Oncologia
Experimental e Hemopatias, situado no Hospital Universitario (HU-
UFSC) e a pesquisadora envolvida ¢é a aluna do curso de pés-graduacédo
em Farmacia da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC):
Michelle Maccarini Barcelos, sob a orientacdo da professora Dr® Maria
Claudia Santos da Silva.

O objetivo principal desta pesquisa é aprimorar o diagnostico de
Neoplasias Mieloproliferativas.

E OBRIGATORIO PARTICIPAR?

Cabe a0 senhor(a) decidir se  SEU .o
................................... (informar o grau de parentesco do paciente) ird ou
ndo participar. Mesmo que o(a) senhor(a) ndo queira participar do
estudo, o senhor(a) ndo terd nenhuma desvantagem. Caso decida
participar, o(a) senhor(a) ira receber este Termo de Consentimento Livre
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e Esclarecido para assinar. Mesmo que decida participar, o(a) senhor(a)
ainda serd livre para retirar
=10 S TRSPR (informar o grau de
parentesco do paciente) do estudo a qualquer momento, bastando para
isso informar a sua desisténcia.

O QUE ACONTECERA SE EU ASSINAR ESSE TERMO?

A pesquisa sera feita a partir de uma amostra de sangue do seu
.................................................. (informar o grau de parentesco do
paciente), enviada até nds apds a solicitagdo do médico(a)
hematologista. Sendo assim, ndo haverd nenhum contato pessoal (do
tipo avaliagdo fisica ou entrevistas efetuadas pela pesquisadora), pois
sera feita apenas a analise da sua amostra sanguinea do seu
.................................................. (informar o grau de parentesco do
paciente) afim de investigagdo diagnostica. Apos esta etapa da pesquisa,
também serd realizada uma andlise no prontuario médico do seu
.................................................. (informar o grau de parentesco do
paciente), lembrando que serdo utilizadas apenas informagdes clinicas
relacionadas , os dados pessoais do paciente ndo serdo utilizados na
pesquisa e serdo mantidos em sigilo.

QUAIS SAO OS POSSIVEIS DESCONFORTOS QUE POSSO
TER SE PARTICIPAR?

SBU e (informar o grau de parentesco do
paciente) ndo ird sentir nenhum constrangimento pois nao havera
avaliacdo fisica ou entrevista, apenas analise da amostra de sangue e
prontuario médico. O Unico desconforto sera a coleta da amostra, porém
este procedimento € extremamente comum e necessario para o
acompanhamento e tratamento de patologias. Durante a coleta de sangue
=10 R (informar o grau de parentesco do paciente) pode
sentir uma dor leve e passageira e ocasionalmente ocorrer o
aparecimento de hematoma (mancha roxa) no local.
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O QUE ACONTECERA COM AS INFORMAGCOES DESTA
PESQUISA E COMO OS DADOS PESSOAIS SERAO
UTILIZADOS?

Informo que 0s dados do Seu ........c.cce.es (informar o grau de
parentesco do paciente) serdo mantidos sob sigilo absoluto e privado, de
posse somente pelo pesquisador e orientador desta pesquisa. A
divulgacdo dos resultados visara apenas mostrar os possiveis beneficios
obtidos na pesquisa em questdo. A divulgacdo das informagdes no meio
cientifico serdo anénimas e em conjunto com as informagdes de todos o0s
participantes da pesquisa, sendo que o(a) senhor(a) poderd solicitar
informagBes durante todas as fases da pesquisa, inclusive apds a
publicacdo da mesma.

QUE CUSTOS TEREI SE PARTICIPAR?

Por ser voluntério e sem interesse financeiro, o(a) senhor(a) nao
terd nenhum gasto extra e também ndo terd direito a nenhuma
remuneracio. E importante ressaltar que 0 Seu.................... (informar o
grau de parentesco do paciente) ndo sera chamado a instituicdo
especialmente para assuntos referentes a pesquisa em questao.

QUAIS OS POSSIVEIS BENEFICIOS QUE POSSO TER SE
PARTICIPAR?

Espera-se, com esta pesquisa, reduzir os problemas envolvidos
no diagndstico diferencial das neoplasias mieloproliferativas com o
desenvolvimento de um exame laboratorial especifico para esta doenca.
Pode ser que 0 SEU ...cccceeevvevrvrennnn, (informar o grau de parentesco do
paciente) ndo tenha nenhum beneficio com o estudo. Entretanto, as
informagfes que obtivermos poderdo nos ajudar a diagnosticar outras
pessoas vitimas da mesma doenga.

COM QUEM DEVO ENTRAR EM CONTATO SE NECESSITAR
DE MAIS INFORMACOES?

Em caso de qualquer dano relacionado ao estudo, ou sempre
que o(a) senhor(a) tiver qualquer ddvida sobre o estudo, por favor entre
em contato com:
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Coordenadora do Projeto: Maria Claudia Santos da Silva Fone: 3721-
8146
Pesquisadora: Michelle Maccarini Barcelos Fone: 3331-1451

Se tiver dlvidas sobre seus direitos, o(a) senhor(a) pode entrar em
contato com:

Comité de Etica em Pesquisas com Seres Humanos do CEPON: 3331-
1502
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Eu, (nome do  familiar  responsdvel em letras de

......................... recebi informac6es sobre o estudo acima, além disso, li e
entendi todas as informacgdes fornecidas sobre a participagdo do meu
.................... (informar o grau de parentesco do paciente) nesta pesquisa.
Tive a oportunidade de discuti-las e fazer perguntas. Todas as minhas
davidas foram esclarecidas satisfatoriamente e eu voluntariamente
concordo em participar deste estudo.

Ao assinar este termo de consentimento, estou de pleno acordo com o0s
dados a serem coletados, podendo os mesmos serem utilizados conforme
descrito neste termo de consentimento. Entendo que receberei uma copia
assinada deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Assinatura da pessoa que aplicou este termo

Nome da pessoa que aplicou este termo

Assinatura do paciente

Nome do paciente

Assinatura da testemunha imparcial

Nome da testemunha imparcial
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Pesquisa da mutacdo no gene JAK?2)

Titulo da pesquisa: Associacdo da Presenca da Mutacdo
JAK2V617F e da Expressdo da Proteina Antiapoptotica Survivina
na Evolugdo das Neoplasias Mieloproliferativas, BCR/ABL
negativas.

O(a) Senhor(a) esta sendo convidado a participar de uma
pesquisa. Antes de decidir se deseja participar, é importante que o(a)
Senhor(a) entenda por que esta pesquisa sera feita, como suas
informacBes serdo usadas, 0 que o estudo envolve e 0s possiveis
beneficios, riscos e desconfortos envolvidos. Por favor, leia com atencéo
e cuidado as informacdes a seguir e se desejar, discuta com sua familia e
com o seu médico, para que a decisdo sobre a sua participacdo possa ser
uma deciséo bem informada.

QUAL OBJETIVO DESTE ESTUDO E QUAIS AS
INFORMAGCOES DISPONIVEIS?

Este estudo serd realizado no Laboratério de Pesquisas
Oncoldgicas Experimental e Hemopatias, situado no Hospital
Universitario (HU-UFSC) e a pesquisadora envolvida é a aluna do curso
de poés-graduacdo em Farmécia da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC): Michelle Maccarini Barcelos, sob a orientacdo da
professora Dr® Maria Claudia Santos da Silva.

O objetivo principal desta pesquisa é aprimorar o diagndstico de
Neoplasias Mieloproliferativas.

EU TENHO QUE PARTICIPAR?

Cabe ao senhor(a) decidir se ird ou ndo participar. Mesmo que
o(a) senhor(a) ndo queira participar do estudo, o senhor(a) ndo tera
nenhuma desvantagem, inclusive em relacdo ao tratamento médico e aos
cuidados que o(a) senhor(a) tenha direito de receber. Caso decida
participar, o(a) senhor(a) ira receber este Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido para assinar. Mesmo que decida participar, o(a) senhor(a)
ainda serd livre para sair do estudo a qualquer momento, bastando para
isso informar a sua desisténcia. 1sso ndo ird afetar de maneira nenhuma,
0 padrao de cuidados que o(a) senhor(a) ir& receber.
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O QUE ACONTECERA COMIGO SE EU PARTICIPAR?

A pesquisa sera feita a partir da solicitacdo de seu médico
hematologista, utilizando uma amostra sua de sangue periférico. Sendo
assim, ndo havera nenhum contato pessoal (do tipo avaliacdo fisica ou
entrevistas efetuadas pela pesquisadora), pois sera feita apenas a analise
da sua amostra sanguinea afim de investigacdo diagnostica. Apds esta
etapa da pesquisa, também sera realizada uma analise do seu prontudrio
médico, lembrando que serdo utilizadas apenas informacdes clinicas
relacionadas a doenca e os seus dados pessoais ndo serdo utilizados na
pesquisa, sendo mantidos em sigilo.

QUAIS SAO OS POSSIVEIS DESCONFORTOS QUE POSSO
TER SE PARTICIPAR?

Vocé ndo ira sentir nenhum constrangimento pois ndo havera
avaliacdo fisica ou entrevista, apenas analise da sua amostra de sangue e
prontuério médico. O Unico desconforto sera a coleta da amostra, porém
este procedimento é extremamente comum e necessario para 0
acompanhamento e tratamento de patologias. Durante a coleta de sangue
vocé podera sentir uma dor leve e passageira e ocasionalmente ocorrer o
aparecimento de hematoma (mancha roxa) no local.

O QUE ACONTECERA COM AS INFORMAGCOES DESTA
PESQUISA E COMO OS DADOS PESSOAIS DO SENHOR(A)
SERAO UTILIZADOS?

Informo que seus dados serdo mantidos sob sigilo absoluto e
privado, de posse somente pelo pesquisador e orientador desta pesquisa.
Também ndo serdo tiradas fotos, nem realizadas filmagens. E a
divulgacdo dos resultados visara apenas mostrar os possiveis beneficios
obtidos na pesquisa em questdo. A divulgacdo das informagdes no meio
cientifico serdo anénimas e em conjunto com as informacdes de todos 0s
participantes da pesquisa, sendo que o(a) senhor(a) poderd solicitar
informacGes durante todas as fases da pesquisa, inclusive apés a
publicacdo da mesma.
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QUE CUSTOS TEREI SE PARTICIPAR?

Por ser voluntario e sem interesse financeiro, o(a) senhor(a) ndo
tera nenhum gasto extra e também ndo terd direito a nenhuma
remuneracdo. E importante ressaltar que o(a) senhor(a) ndo sera
chamado a instituicdo especialmente para assuntos referentes a pesquisa
em questdo.

QUAIS OS POSSIVEIS BENEFICIOS QUE POSSO TER SE
PARTICIPAR?

Espera-se, com esta pesquisa, reduzir os problemas envolvidos
no diagndstico diferencial das neoplasias mieloproliferativas com o
desenvolvimento de um exame laboratorial especifico para esta doenca.
Pode ser que o(a) senhor(a) ndo tenha nenhum beneficio com o estudo.
Entretanto, as informagBes que obtivermos poderdo nos ajudar a
diagnosticar outras pessoas vitimas da mesma doenga.

COM QUEM DEVO ENTRAR EM CONTATO SE NECESSITAR
DE MAIS INFORMACOES?

Em caso de qualquer dano relacionado ao estudo, ou sempre
que o(a) senhor(a) tiver qualquer davida sobre o estudo, por favor entre
em contato com:

Coordenadora do Projeto: Maria Claudia Santos da Silva Fone: 3721-
8146

Pesquisadora: Michelle Maccarini Barcelos Fone: 3331-1451 ou
99631383

Se tiver ddvidas sobre seus direitos, o(a) senhor(a) pode entrar em
contato com:

Comité de Etica em Pesquisas com Seres Humanos do CEPON: 3331-
1502
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Eu, (nome do paciente ou responsavel legal em letras de

............................ recebi informagdes sobre o estudo acima, além disso, li
e entendi todas as informacgdes fornecidas sobre minha participacdo
nesta pesquisa.

Tive a oportunidade de discuti-las e fazer perguntas. Todas as minhas
dividas foram esclarecidas satisfatoriamente e eu voluntariamente
concordo em participar deste estudo.

Ao assinar este termo de consentimento, estou de pleno acordo com os
dados a serem coletados, podendo os mesmos serem utilizados conforme
descrito neste termo de consentimento. Entendo que receberei uma copia
assinada deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Assinatura da pessoa que aplicou este termo

Nome da pessoa que aplicou este termo

Assinatura do paciente

Nome do paciente

Assinatura da testemunha imparcial

Nome da testemunha imparcial
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Pesquisa da proteina survivina)
(Para a familia de pacientes menores de 18 anos)

Titulo da pesquisa: Associacdo da Presenca da Mutacdo
JAK2V617F e da Expressdo da Proteina Antiapoptética Survivina
na Evolucdo das Neoplasias Mieloproliferativas, BCR/ABL
negativas.

0() Senhor(a), em nome do seu
................................................... (informar o grau de parentesco e nome
do paciente) estd sendo convidado a participar de uma pesquisa. Antes
de decidir se deseja participar, é importante que o(a) Senhor(a) entenda
por que esta pesquisa serd feita, como as informagBes do seu
................................. (informar o grau de parentesco e nome do paciente)
serdo usadas, 0 que o estudo envolve e 0s possiveis beneficios, riscos e
desconfortos envolvidos. Por favor, leia com atencdo e cuidado as
informacBes a seguir e se desejar, discuta com sua familia e com um
médico, para que a decisdo sobre a sua participagdo possa ser uma
decis@o bem informada.

QUAL OBJETIVO DESTE ESTUDO E QUAIS AS
INFORMACOES DISPONIVEIS?

Este estudo esta sendo realizado no Laboratério de Patologia do
Centro de Pesquisas Oncoldgicas — CEPON e a pesquisadora envolvida
é a aluna do curso de pés-graduacdo em Farmacia da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC): Michelle Maccarini Barcelos, sob a
orientacéo da professora Dr® Maria Claudia Santos da Silva.

O objetivo principal desta pesquisa é aprimorar o0
acompanhamento de pacientes com diagnostico de Neoplasias
Mieloproliferativas.

E OBRIGATORIO PARTICIPAR?

Cabe a0 senhor(a) decidir se  SeU ..
................................... (informar o grau de parentesco do paciente) ird ou
ndo participar. Mesmo que o(a) senhor(a) ndo queira participar do
estudo, o senhor(a) ndo terd nenhuma desvantagem. Caso decida
participar, o(a) senhor(a) ira receber este Termo de Consentimento Livre
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e Esclarecido para assinar. Mesmo que decida participar, o(a) senhor(a)
ainda serd livre para retirar SBU.evevereeeeeenes
............................................... (informar o grau de parentesco do
paciente) do estudo a qualquer momento, bastando para isso informar a
sua desisténcia.

O QUE ACONTECERA SE EU ASSINAR ESSE TERMO?

Serd realizada uma avaliacdo do material de biépsia de medula
(o TXT=T: o [0 IR -1 IR (informar o grau de parentesco do
paciente), que encontra-se no arquivo do laboratério de anatomia
patologica. Sendo assim, ndo havera nenhum contato pessoal (do tipo
avaliagdo fisica ou entrevistas), pois sera utilizado a bidpsia emblocada
em parafina para investigar se a presenca de uma determinada proteina
pode interferir na evolucdo e/ou tratamento da doenca do seu
............................................. (informar o grau de parentesco do
paciente). E importante ressaltar que apés a analise do material, o
mesmo voltar4 para os arquivos do laboratério de patologia. Apés esta
etapa da pesquisa, também serd realizada uma analise no prontuério
MEAICO O SEU ocvieereicie e (informar o grau de
parentesco do paciente), lembrando que serdo utilizadas apenas
informac@es clinicas relacionadas a doenca, os dados pessoais do
paciente ndo serdo utilizados na pesquisa e serdo mantidos em sigilo.

QUAIS SAO OS POSSIVEIS DESCONFORTOS QUE POSSO
TER SE
PARTICIPAR?

O SBU oveeevevcirceeeins (informar o grau de parentesco do
paciente) ndo ird sentir nenhum constrangimento pois nao havera
avaliagdo fisica ou entrevista, apenas analise do material emblocado em
parafina que consta no arquivo do Laboratério de Patologia/CEPON e
analise do prontuério médico.

O QUE ACONTECERA COM AS INFORMACOES DESTA
PESQUISA E COMO OS DADOS PESSOAIS SERAO
UTILIZADOS?

Informo que 0s dados do Seu ..........cccccereuennnnee (informar o grau
de parentesco do paciente) serdo mantidos sob sigilo absoluto e privado,
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de posse somente pelo pesquisador e orientador desta pesquisa. A
divulgacédo dos resultados visard apenas mostrar 0s possiveis beneficios
obtidos na pesquisa em questdo. A divulgacdo das informagdes no meio
cientifico serdo andnimas e em conjunto com as informacdes de todos o0s
participantes da pesquisa, sendo que o(a) senhor(a) podera solicitar
informacGes durante todas as fases da pesquisa, inclusive ap6s a
publicacdo da mesma.

QUE CUSTOS TEREI SE PARTICIPAR?

Por ser voluntério e sem interesse financeiro, o(a) senhor(a) néo
terd nenhum gasto extra e também ndo terd direito a nenhuma
remuneracdo. E importante ressaltar que 0 SeU.................... (informar o
grau de parentesco do paciente) ndo sera chamado a instituicdo
especialmente para assuntos referentes a pesquisa em questao.

QUAIS OS POSSIVEIS BENEFICIOS QUE POSSO TER SE
PARTICIPAR?

Espera-se reduzir os problemas envolvidos no tratamento de
neoplasias mieloproliferativas cronicas, BCR/ABL negativas. Pode ser
que o(a) senhor(a) ndo tenha nenhum beneficio com o estudo.
Entretanto, as informacfes que obtivermos poderdo nos ajudar a
diagnosticar outras pessoas vitimas de doencas oncohematoldgicas.

COM QUEM DEVO ENTRAR EM CONTATO SE NECESSITAR
DE MAIS INFORMACOES?

Em caso de qualquer dano relacionado ao estudo, ou sempre
que o(a) senhor(a) tiver qualquer davida sobre o estudo, por favor entre
em contato com:

Coordenadora do Projeto: Maria Claudia Santos da Silva Fone:
37218146

Pesquisadora: Michelle Maccarini Barcelos Fone: 99631383 ou
33311451

Se tiver dlvidas sobre seus direitos, o(a) senhor(a) pode entrar em
contato com:

Comité de Etica em Pesquisas com Seres Humanos do CEPON: 3331-
1502



Eu, (nome do familiar  responsdvel em letras de

........................................................................................ recebi
informac@es sobre o estudo acima, além disso, li e entendi todas as
informagbes fornecidas sobre a participacdo do meu ...
(informar o grau de parentesco do paciente) nesta pesquisa.

Tive a oportunidade de discuti-las e fazer perguntas. Todas as minhas
duvidas foram esclarecidas satisfatoriamente e eu voluntariamente
concordo em participar deste estudo.

Ao assinar este termo de consentimento, estou de pleno acordo com 0s
dados a serem coletados, podendo os mesmos serem utilizados conforme
descrito neste termo de consentimento. Entendo que receberei uma copia
assinada deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Assinatura da pessoa que aplicou este termo

Nome da pessoa que aplicou este termo

Assinatura do paciente

Nome do paciente

Assinatura da testemunha imparcial

Nome da testemunha imparcial
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Pesquisa da proteina survivina)

Titulo da pesquisa: Associacdo da Presenca da Mutacdo
JAK2V617F e da Expressdo da Proteina Antiapoptotica Survivina
na Evolucdo das Neoplasias Mieloproliferativas, BCR/ABL
negativas.

O(a) Senhor(a) esta sendo convidado a participar de uma
pesquisa. Antes de decidir se deseja participar, € importante que o(a)
Senhor(a) entenda por que esta pesquisa sera feita, como suas
informacBes serdo usadas, 0 que o estudo envolve e o0s possiveis
beneficios, riscos e desconfortos envolvidos. Por favor, leia com atencéo
e cuidado as informacdes a seguir e se desejar, discuta com sua familia e
com o seu médico, para que a decisdo sobre a sua participacdo possa ser
uma deciséo bem informada.

QUAL OBJETIVO DESTE ESTUDO E QUAIS AS
INFORMACOES DISPONIVEIS?

Este estudo esta sendo realizado no Laboratério de Patologia do
Centro de Pesquisas Oncoldgicas — CEPON e a pesquisadora envolvida
¢ a aluna do curso de pods-graduacdo em Farmacia da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC): Michelle Maccarini Barcelos, sob a
orientacdo da professora Dr* Maria Claudia Santos da Silva.

O objetivo principal desta pesquisa é aprimorar o0
acompanhamento de pacientes com diagnostico de Neoplasias
Mieloproliferativas.

EU TENHO QUE PARTICIPAR?

Cabe ao senhor(a) decidir se ird ou ndo participar. Mesmo que
o(a) senhor(a) ndo queira participar do estudo, o senhor(a) ndo tera
nenhuma desvantagem, inclusive em relagéo ao tratamento médico e aos
cuidados que o(a) senhor(a) tenha direito de receber. Caso decida
participar, o(a) senhor(a) ira receber este Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido para assinar. Mesmo que decida participar, o(a) senhor(a)
ainda serd livre para sair do estudo a qualquer momento, bastando para
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isso informar a sua desisténcia. I1sso ndo ird afetar de maneira nenhuma,
0 padrdo de cuidados que o(a) senhor(a) ira receber.

O QUE ACONTECERA COMIGO SE EU PARTICIPAR?

Serd realizada uma avaliacdo do seu material de bidpsia de
medula 6ssea que encontra-se no arquivo do laboratério de anatomia
patologica. Sendo assim, ndo havera nenhum contato pessoal (do tipo
avaliacdo fisica ou entrevistas), pois serd utizado a bidpsia emblocada
em parafina para investigar se a presenca de uma determinada proteina
pode interferir na evolucio e/ou tratamento da sua doenca. E importante
ressaltar que ap6s a analise do material, 0 mesmo voltard para os
arquivos do laboratorio de patologia. Ap6s esta etapa da pesquisa
também seré realizada uma analise do seu prontudrio médico, lembrando
que serdo utilizadas apenas informacdes clinicas relacionadas a doenca e
0s seus dados pessoais ndo serdo utilizados na pesquisa, sendo mantidos
em sigilo.

QUAIS SAO OS POSSIVEIS DESCONFORTOS QUE POSSO
TER SE PARTICIPAR?

Vocé ndo ira sentir desconforto algum pois ndo havera
avaliacdo fisica, apenas avaliacdo do seu material de bidpsia que
encontra-se no arquivo do laboratorio de patologia e analise do
prontuario médico.

O QUE ACONTECERA COM AS INFORMAGCOES DESTA
PESQUISA E COMO OS DADOS PESSOAIS DO SENHOR(A)
SERAO UTILIZADOS?

Informo que seus dados serdo mantidos sob sigilo absoluto e
privado, de posse somente pelo pesquisador e orientador desta pesquisa.
Também ndo serdo tiradas fotos, nem realizadas filmagens. E a
divulgacdo dos resultados visara apenas mostrar os possiveis beneficios
obtidos na pesquisa em questdo. A divulgacgao das informacgdes no meio
cientifico serdo anénimas e em conjunto com as informagdes de todos 0s
participantes da pesquisa, sendo que o(a) senhor(a) poderd solicitar
informacGes durante todas as fases da pesquisa, inclusive apos a
publicacdo da mesma.
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QUE CUSTOS TEREI SE PARTICIPAR?

Por ser voluntario e sem interesse financeiro, o(a) senhor(a) ndo
tera nenhum gasto extra e também ndo terd direito a nenhuma
remuneracdo. E importante ressaltar que o(a) senhor(a) ndo sera
chamado a instituicdo especialmente para assuntos referentes a pesquisa
em questdo.

QUAIS OS POSSIVEIS BENEFICIOS QUE POSSO TER SE
PARTICIPAR?

Espera-se reduzir os problemas envolvidos no tratamento de
neoplasias mieloproliferativas crénicas, BCR/ABL negativas. Pode ser
que o(a) senhor(a) ndo tenha nenhum beneficio com o estudo.
Entretanto, as informagBes que obtivermos poderdo nos ajudar a
diagnosticar outras pessoas vitimas de doengas oncohematoldgicas.

COM QUEM DEVO ENTRAR EM CONTATO SE NECESSITAR
DE MAIS INFORMACOES?

Em caso de qualquer dano relacionado ao estudo, ou sempre
que o(a) senhor(a) tiver qualquer davida sobre o estudo, por favor entre
em contato com:

Coordenadora do Projeto: Maria Claudia Santos da Silva Fone:
37218146.

Pesquisadora: Michelle Maccarini Barcelos Fone: 99631383 ou
33311451.

Se tiver ddvidas sobre seus direitos, o(a) senhor(a) pode entrar em
contato com:

Comité de Etica em Pesquisas com Seres Humanos do CEPON: 3331-
1502.
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Eu, (nome do paciente ou responsavel legal em letras de

........................... recebi informacGes sobre o estudo acima, além disso, li
e entendi todas as informacdes fornecidas sobre minha participacdo
nesta pesquisa.

Tive a oportunidade de discuti-las e fazer perguntas. Todas as minhas
dividas foram esclarecidas satisfatoriamente e eu voluntariamente
concordo em participar deste estudo.

Ao assinar este termo de consentimento, estou de pleno acordo com 0s
dados a serem coletados, podendo os mesmos serem utilizados conforme
descrito neste termo de consentimento. Entendo que receberei uma copia
assinada deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Assinatura da pessoa que aplicou este termo

Nome da pessoa que aplicou este termo

Assinatura do paciente

Nome do paciente

Assinatura da testemunha imparcial

Nome da testemunha imparcial
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Anexo 3: Abordagem molecular no
diagnostico das neoplasias mieloproliferativas
cronicas BCR/ABL negativas.

Artigo Publicado na Revista Brasileira de

Hematologia e Hemoterapia.




158



159

Abordagem molecular no diagnéstico das neoplasias

mieloproliferativas crénicas BCR/ABL negativas

Molecular approach on diagnosis of BCR/ABL negative chronic

myeloproliferative neoplasms

Michelle Maccarini Barcelos', Maria Claudia Santos-Silva®*

! Aluna de Mestrado do Programa de Pés-Graduagdo em Farmécia da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC); 2 Professora Ph.D. do
Departamento de Andlises Clinicas da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC)

Titulo resumido: Diagnéstico de neoplasias mieloproliferativas

cronicas

* Correspondéncia:

Santos-Silva MC, Departamento de Analises Clinicas, Centro de
Ciéncias da Saude Universidade Federal de Santa Catarina

Hospital Universitario — HU/Universidade Federal de Santa Catarina —
UFSC

Campus Universitario — Trindade

88040-970 — Floriandpolis — SC — Brasil

Tel.: +55 48 37218146

Fax: +55 48 37219542

E-mail: maclau@ccs.ufs


mailto:maclau@ccs.ufs

160

Resumo

As neoplasias mieloproliferativas crénicas (NMPCs) sdo neoplasias
originadas por uma proliferacdo clonal de um progenitor
hematopoiético pluripotencial. Segundo a Organizacdo Mundial de
Salde (OMS), as neoplasias mieloproliferativas (NMPs) séo
classificadas em: leucemia mieloide cronica (LMC), policitemia vera
(PV), trombocitemia essencial (TE), mielofibrose primaria (MFP),
leucemia neutrofilica cronica (LNC), leucemia eosinofilica cronica
(LEC), sindrome hipereosinofilica (SHE), doenca do mastécito (DM) e
neoplasias mieloproliferativas sem classificagdo (NMPSC). De acordo
com a revisdo dos critérios adotados para o diagnostico das NMPCs
realizado pela OMS 2008, a expressdo da mutacdo JAK2V6L17F é
considerada como critério de maior importancia para o diagnostico de
PV, e na TE e MFP representa um marcador clonal. Existem,
atualmente, duas hipoGteses que explicam o papel da mutagdo
JAK2V617F nas NMPCs. De acordo com essas hipoteses, a mutacao
assume um papel primario ou secundario no desenvolvimento da
doencga. A descoberta da mutacdo JAK2V617F foi fundamental para o
entendimento da base genética das NMPCs, fornecendo algumas ideias
de como uma Unica mutacéo pode resultar em trés fenétipos diferentes
nas NMPCs, porém existem ainda algumas questdes a serem elucidadas.
Assim, estudos sdo necessarios para determinar marcadores
moleculares especificos para cada subtipo de NMPC.

Palavras-chave: Neoplasias Mieloproliferativas Croénicas; JAK2;

JAK2V617F.
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Abstract

The chronic myeloproliferative neoplasms (CMPNs) arise from clonal
proliferation of hematopoietic stem cells. According to the World
Health Organization (WHQ), myeloproliferative neoplasms (MPNs) are
classified as: Chronic Myelogenous Leukemia (CML), Polycythemia
Vera (PV), Essential Thrombocythemia (ET), Primary Myelofibrosis
(PMF), Chronic Neutrophilic Leukemia (CNL), Chronic Eosinofilic
Leukemia (CEL), Hypereosinophilic Syndrome (HES), Mast cell Disease
(MD), and unclassifiable Myeloproliferative Neoplasms (unclassifiable
MPNSs). In the revised 2008 WHO diagnostic criteria for MPN, mutation
screening for JAK2V617F is considered a major criterion for PV
diagnosis, and in the case of ET and MFP, the presence of the mutation
represents a clonal marker. There are currently two hypotheses
explaining the role of JAK2V617F mutation in CMPNs. According to
them, the mutation plays either a primary or secondary role in disease
development. The discovery of the JAK2V617F mutation has been
essential in understanding the genetic basis of CMPNs, providing some
idea regarding how a single mutation can result in three different
CMPN phenotypes, but there are still some issues to be clarified. Thus,
studies are still needed to determine specific molecular markers for each
subtype of CMPN.

Key words: Chronic myeloproliferative neoplasms, JAK2, JAK2V617F.
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Introducéo

As desordens hematolégicas malignas sdo amplamente
classificadas em mieloides e linfoides, de acordo com as caracteristicas
morfolégicas e imunofenotipicas da populacdo celular clonal afetada.’
Entre as desordens mieloides estdo as neoplasias mieloproliferativas
(NMPs), as quais sdo originadas por uma proliferacdo clonal de um
progenitor hematopoiético pluripotencial. Essas neoplasias sdo
caracterizadas pela producdo excessiva de células sanguineas maduras
da linhagem mieloide, as quais sdo independentes e/ou hipersensiveis as
citocinas para sobrevivéncia, proliferaco e diferenciacéo celular.*®

Recentemente, a Organizacdo Mundial de Salde (OMS)
estabeleceu novos critérios para o diagndstico e classificacdo das
neoplasias mieloides.® De acordo com esses critérios, as neoplasias
mieloides foram classificadas em: leucemia mieloide crbnica (LMC),
policitemia vera (PV), trombocitemia essencial (TE), mielofibrose
primaria (MFP), leucemia neutrofilica cronica (LNC), leucemia
eosinofilica cronica (LEC), sindrome hipereosinofilica (SHE), doenca
do mastocito (DM) e neoplasias mieloproliferativas sem classificacdo
(NMPSC).’

Em 1951, William Dameshek descreveu a relacdo existente
entre a PV, a TE e a MFP, propondo que essas doencas, juntamente com
a LMC e a eritroleucemia, fossem agrupadas em uma categoria geral de
sindromes mieloproliferativas.>® No entanto, ao longo dos anos, essa
classificagdo foi reavaliada e, atualmente, a PV, a TE ¢ a MFP sédo
denominadas de neoplasias mieloproliferativas crénicas cléssicas
(NMPCs) BCR/ABL negativas.” Essas trés neoplasias compartilham

algumas caracteristicas clinicas, como a presenca de células-tronco
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hematopoiéticas independentes de fatores de crescimento para
proliferacdo, hipercelularidade da medula 6ssea, risco aumentado de
eventos trombdticos e hemorragia, conversdo espontanea a leucemia
aguda e fibrose da medula 6ssea.’®

Na literatura, algumas evidéncias sugerem que caracteristicas
moleculares observadas nas NMPCs séo ocasionadas devido a desordens
no processo de sinalizacdo celular hematopoiético. Por exemplo, Gitler e
colaboradores™ mostraram que a superexpressio de fatores de
crescimento, que atuam como mediadores de sinalizacéo celular, é capaz
de induzir NMP em ratos. J& Roder e colaboradores™ demonstraram que
células hematopoiéticas de pacientes com NMPCs expressam moléculas
de sinalizagdo constitutivamente ativadas. Por (ltimo, Axelrad e
colaboradores™ observaram que progenitores hematopoiéticos S&o
hipersensiveis a varios fatores de crescimento na PV, na MFP e na TE.
Com base nessas e em outras evidéncias, alguns grupos de
pesquisadores hipotetizaram que anormalidades na proteina Janus
kinase 2 (JAK2) poderiam estar relacionadas as NMPCs, uma vez que
essa proteina é a responsavel pela ativacdo de varias moléculas
envolvidas nos processos de sinalizacdo celular.’ Essa hipétese foi
confirmada em 2005, quando quatro grupos diferentes de pesquisa
identificaram uma mutacdo pontual no éxon 14 do gene JAK2, que
acarreta a substituicdo de uma valina por uma fenilalanina no cédon 617
da proteina (JAK2V617F). Essa mutacdo foi descrita em mais de 95%
dos casos de PV e em aproximadamente 50% dos casos de TE e de
MFP.3'>1 A incidéncia da JAK2V617F em PV, TE e MFP foi

confirmada por varios estudos subsequentes, 0s quais também
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verificaram a auséncia dela em células normais e raros aparecimentos

em outras desordens hematoldgicas.'’
Estrutura e Mecanismos Regulatorios do gene JAK2

O gene JAK2 é membro da familia Janus kinases (JAKSs)
juntamente com mais trés genes: JAK1, JAK3 e Tyk2.'® Essa familia
possui sete dominios homdlogos (JH), denominados de 1 a 7, além de
uma porcdo carboxila inicial e de uma amino terminal. Partindo do
dominio carboxila em dire¢do ao amino terminal, o dominio JH1
representa 0 dominio quinase, e o JH2, o dominio pseudoquinase; o JH3
e 0 JH4 sdo dominios homélogos do tipo Src 2 (SH2), enquanto os
dominios JH5 a JH7 contém dominios homologos 4,1, ezrina, radixina,
moesina (FERM).* Estruturalmente, as JAKs podem ser divididas em
duas partes. A parte amino terminal é importante para a ligacdo aos
receptores e possui funcdes estabilizadoras de superficie; ja os dominios
quinases (parte carboxila terminal) sdo cruciais para a regulacdo do
processo de sinalizagdo celular.™ Estudos realizados revelam importante
acdo do dominio FERM nas interagcdes das JAKs com receptores de
citocina transmembrana e na regulacéo da atividade quinase.*® J& o papel
do dominio SH2 nas JAKs ndo estd muito claro, embora em outras
proteinas quinases ele exerga um papel fundamental para a afinidade da
molécula com residuos de fosfotirosina.® O dominio pseudoquinase
precede o quinase e, devido a diferenca de residuos necessarios para a
atividade catalitica, ele ndo pode transferir fosfato e por isso é chamado
de cataliticamente inativo.’*® No entanto, o dominio pseudoquinase &

estruturalmente necessario para a resposta das JAKs & ativacdo dos
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receptores de citocina e para a inibicdo basal da atividade do dominio
quinase.**® A mutacdo JAK2V617F ocorre no dominio pseudoquinase,
0 que resulta em uma ativacdo constitutiva do dominio quinase (Figura
1).° Devido a esse fato, foi possivel concluir que o dominio
pseudoquinase é responsavel por manter o dominio quinase inativo no

estado basal.

Modelos moleculares do gene JAK2 sugerem que a
mutacdo no dominio JH2 desestabiliza a conformacdo estrutural da
proteina,'’ o que impede o efeito inibitério desse dominio sobre 0 JH1,

levando 2 atividade quinase constitutiva caracteristica das NMPCs.?

Pseudo-
FERM SH2 Quinase Quinase
JH7 JH6 JH5 JH4 JH3 JH2 JH1
terminal terminal
V617F

Figura 1. Representacéo esquematica do gene JAK2 mutado. Adaptado
de RADTCKE et al., 2005.

Atividade quinase da proteina JAK2 e a mutagdo JAK2V617F

A proteina JAK2 é membro da familia das tirosina quinases,
gue sdo enzimas capazes de catalisar a transferéncia de fosfato da
molécula de ATP para residuos de tirosina presentes em seu préprio
dominio citoplasmatico (autofosforilacdo) e residuos de tirosina de

outras proteinas intracelulares.®®

Essas proteinas sdo componentes
vitais para 0 mecanismo de sinalizagdo relacionado a fungdes celulares

essenciais, como a diferenciacdo, a proliferacéo e a sobrevivéncia.?*
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Em individuos sadios, a JAK2 funciona em associacdo com
receptores que ndo possuem atividade quinase intrinseca. A ligacdo de
citocina, horménios e fatores de crescimento aos seus receptores
especificos resulta em uma multimerizacdo destes, cujos dominios
citoplasmaticos estdo associados com a JAK2.'®* Essa mudanca
conformacional resulta numa autofosforilacdo e ativacdo da proteina
JAK2, que, consequentemente, atua na fosforilagdo do receptor e no
recrutamento e fosforilacdo de varias proteinas que atuam nas vias de
sinalizagdo celular. Portanto, a fungdo da proteina JAK2 é agir como
mediador entre o receptor de membrana e as moléculas de sinalizacéo
celular.®® Inclusive, alguns trabalhos demonstram que a JAK2 é a (inica
Janus kinase responsdvel pela sinalizagdo dos receptores de
eritropoetina (EPO), uma vez que a delecdo desse gene ocasiona
letalidade embrionéria devido & falta de eritropoiese,”® e progenitores
hematopoiéticos deficientes de JAK2 ndo respondem a estimulos da
EPO.”

A mutacdo JAK2V617F confere uma atividade quinase
constitutiva a proteina. Sendo assim, esta permanece constantemente
fosforilada,?® o que leva & proliferacio descontrolada de células
hematopoiéticas, independentemente de citocinas. Tal evento &
observado em coldnias hematopoiéticas de pacientes com PV.% Essa
transformacdo mediada pela mutagcdo JAK2V617F é mais eficiente em
células hematopoiéticas que coexpressam o receptor de eritropoetina
(EPOR), receptor de trombopoetina (MPL) ou receptor de fator
estimulante de coldnia de granuldcitos (GCSFR). Diferentemente da

maioria dos receptores de citocina, EPOR, MPL e GCSFR séo
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receptores homodiméricos do tipo I, os quais sdo expressos nas células
de linhagem eritrocitica, = megacariocitica e  granulocitica
respectivamente. Assim, a predilecdo da mutacdo JAK2V617F por
neoplasias proliferativas envolvendo essas trés linhagens pode ser
explicada, em parte, pela expressdo diferencial desse tipo de receptor de

citocina durante a diferenciacéo hematopoiética.*

Estudos in vitro demonstraram que a expressdo da mutacdo
JAK2V617F ativa multiplas vias de sinalizacdo, o que contribui para o
processo de transformacdo neoplasica com o aumento da proliferacédo e
inibicio da apoptose. Entre as proteinas envolvidas nas vias de
sinalizag8o estdo as proteinas ativadoras de transcri¢do e transdutoras de
sinal (STATS), principalmente a STATS5, que, entre outras fungdes,
regula positivamente a producdo da proteina antiapoptética Bcl-xL.*
Apo6s a ativagdo das STATS, ocorre a dimerizagdo dessa proteina e a
translocagcdo para o nucleo celular, onde ela interage com dominios
especificos do DNA, induzindo a transcricdo do gene-alvo.”® Muitas
evidéncias sugerem que a ativacdo constitutiva da STATS representa o
principal motivo para o processo de transformacdo maligna que leva ao
desenvolvimento de NMPCs.? No entanto, a funcdo-chave das STATs
nesse processo de transformacdo ainda ndo estd completamente
elucidada.’ Outras vias podem estar envolvidas, como, por exemplo, a
PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase), a mTOR (mammalian target of
rapamycin), a MAPK (mitogen-activated protein kinase) e a AKT
(protein kinase B), as quais ja foram bem caracterizadas em modelos de

leucemia.*®
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A ativacdo exacerbada das vias de sinalizacdo provocada pela
JAK2V617F pode, em parte, ser explicada pelo fato de que as células
com essa mutagdo conseguem escapar de um mecanismo de feedback
negativo importante, que atenua a sinalizacdo ocasionada pela proteina
JAK2.3* O principal mecanismo de regulacdo das Janus kinases é
mediado por familias de proteinas intracelulares, cuja principal funcéo,
justamente, é regular negativamente a transducdo de sinal realizada por
citocinas. Entre essas proteinas estdo as supressoras de sinalizacdo de
citocinas (SOCS) e as indutoras de citocinas contendo dominio SH2
(C1S).* As SOCS normalmente ligam-se as JAKs kinases, o que resulta
na degradagdo destas. Em particular, as proteinas SOCS1 e SOCS3 séo
as responsaveis pela ligacdo & JAK2 e pela inibicdo de sua atividade
catalitica. Embora a expressdo da SOCS1 resulte em degradacdo da
expressdo da SOCS3, paradoxalmente, resulta em um aumento da
estabilidade e atividade da proteina JAK2V617F, ou seja, a proteina
JAK2 constitutivamente ativada pode dar origem a hiperfosforilacéo da
proteina SOCS3, o que resulta no aumento da proliferacdo celular.
Nesse caso, a SOCS3 age como um potencializador da sinaliza¢do
mediada pela JAK2.%

Apo6s a descoberta da mutacdo, tornou-se claro que essa
anormalidade molecular poderia ser usada como marcador clonal para
diagndstico de NMPCs. Inicialmente, os resultados indicaram que a
mutacdo JAK2V617F provavelmente seria especifica de precursores da
linhagem mieloide, uma vez que ndo era encontrada em linfocitos.

Entretanto, com o desenvolvimento de métodos mais sensiveis,
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observou-se em alguns pacientes uma pequena fracdo de linfocitos e
células natural killer com a mutacdo JAK2V617F.™* Esses dados
sugerem que as células adquirem a mutacdo em estagios iniciais da
diferenciacdo, o que corrobora a hipétese de que as NMPCs séo

desordens originadas em células-tronco hematopoiéticas.*’

Complexidade genética das NMP

Existem ainda algumas questes a serem elucidadas sobre as
NMPCs. A principal delas, do ponto de vista patogenético, é esclarecer
como uma Unica mutagdo pontual pode estar associada & patogénese de
trés doencas distintas: PV, TE e MFP. Algumas hipbteses sdo propostas
para explicar as diferencas fenotipicas existentes entre elas.*

Existem, atualmente, duas hipo6teses que explicam o papel da
mutacdo JAK2V617F nas NMPCs.>*#3%4 De acordo com essas
hipoteses, a mutacdo assume um papel primario ou secundario no
desenvolvimento da doenca. Na primeira hipotese, a JAK2V617F,
simultaneamente, induz a hematopoiese clonal e inicia o fenotipo
mieloproliferativo. O desenvolvimento de cada uma das NMPCs é
influenciado por fatores genéticos constitutivos de cada paciente. Ja a
segunda hipotese defende que outras mutacbes adquiridas antes da
JAK2V617F sdo as responsaveis pelo desenvolvimento do clone
hematopoiético anormal. Essas muta¢des, denominadas “pré-JAK2”,
além de propiciar a aquisi¢cdo da mutacdo JAK2V617F, determinam qual
a NMPC que o individuo desenvolvera.*’ Portanto, de acordo com essa

hipotese, o desenvolvimento da mutacdo € um evento que ocorre durante
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a evolugdo clonal das NMPCs (Figura 2).** Alguns trabalhos apresentam
dados que corroboram o modelo que sugere a presenca de mutacGes
prévias a JAK2V617F.>* Sabe-se que algumas anormalidades
citogenéticas, como a delecdo do cromossomo 20q, sdo frequentemente
observadas em pacientes com NMPC.* Com base nesse fato, estudos
avaliaram a presenca de anormalidades citogenéticas em células de
pacientes com NMPC e constataram que todas as células
hematopoiéticas desses pacientes apresentavam a delecdo do
cromossomo 20q, enquanto apenas uma porcdo dessas células era
positiva para a mutacdo JAK2V617F, comprovando o modelo de que a
existéncia de uma mutacdo primaria estabelece um perfil clonal que
propicia a ocorréncia da mutagéo no gene JAK2.* No entanto, existem
dois principais argumentos contra a hipétese de que a mutacdo é um
evento secundario nas NMPCs. Primeiro, ndo existem relatos de
pacientes identificados como sendo negativos para JAK2V617 no
momento do diagndstico e que tenham adquirido a mutacdo
posteriormente, durante o curso da doenca.”® Segundo, em pesquisas
com animais, a mutacdo JAK2V617F, por si so, é capaz de rapidamente

desenvolver uma patologia semelhante & PV de humanos.*
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Figura 2. Representacdo das duas hipdteses sobre a patogénese das
neoplasias mieloproliferativas cronicas BCR/ABL negativas. No modelo
A, a mutacdo JAK2V617F (X) ocasiona a hematopoiese clonal e o
fen6tipo das NMPCs BCR/ABL negativas ao mesmo tempo. No modelo
B, a aquisicdo de uma mutagdo somética desconhecida ocasiona a
hematopoiese clonal (exemplificada pela delecdo do cromossomo 20q;
del 20q, circulo cinza). A mutacdo JAK2V617F é adquirida
posteriormente ao evento que causa a hematopoiese clonal, e neste
momento ocorre o fenétipo das NMPCs BCR/ABL negativas. Em
alguns pacientes, a recombinagdo mitética resulta na transicédo de células
JAK2V617F heterozigoticas para células homozigoticas para a mutacao
(XX). Adaptado de KOTA et al., 2008.

—

Célula normal

Outro fato importante para o entendimento da patogénese das
NMPCs foi

pesquisadores verificaram que a perda da heterozigozidade (PH) do

relatado por Kralovics e colaboradores.** Esses
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cromossomo 9p é um evento relativamente comum na PV. Nesse
importante estudo, demonstrou-se que, diferentemente do que ocorre na
maioria dos tumores em que a PH é comumente resultado de uma
delecédo da copia ndo mutada do gene, na PV tal evento é resultado de

uma dissomia uniparental adquirida (DUA),**"*

na qual ocorre uma
recombinacdo mitética entre regies homdlogas dos cromossomos 9
heretozig6ticos. Sabe-se que essa recombinacdo mitética resulta na
formacdo de cromossomos homozigéticos para a mutagdo, 0s quais
possuem uma vantagem proliferativa adicional quando comparados aos

heretozigéticos (Figura 3).3
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Figura 3. Representacdo dos mecanismos envolvidos na perda
da heterozigozidade do cromossomo 9p. Nesta figura sdo
apresentados dois modelos alternativos, A e B. O cromossomo
9 com a sequéncia selvagem do gene JAK2 (G) é representado
pela cor cinza, e o cromossomo 9 com a mutacdo é
representado pela cor preta (T). Os circulos simbolizam o
nucleo celular. Em A, é demonstrado a delecdo da parte
telomérica do cromossomo 9p selvagem como um mecanismo
provavel para a perda da heterozigozidade do cromossomo 9p.
Em B, é demonstrado que a recombinacdo mitdtica também
pode resultar na perda da heterozigozidade do cromossomo
9p. Os eventos que ocorrem durante a mitose e as células
progenitoras resultantes da recombinacdo mitética do
cromossomo 9p também sdo mostrados na figura. Adaptado
de KRALOVICS et al., 2005.

Como visto anteriormente, alguns estudos sobre a mutagdo
JAK2V617F em linhagens celulares e em modelos animais comprovam
seu perfil oncogénico, assim como o potencial de ocasionar
NMPCs.*** Esses trabalhos mostram que em modelos de transplante

de medula 6ssea e em ratos transgénicos a mutacdo JAK2V617F é capaz
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de induzir fenotipo mieloproliferativo, de maneira semelhante ao que
acontece nas NMPCs humanas. No entanto, observou-se uma diferenca
na intensidade da inducdo de eritrocitose, leucocitose e fibrose medular
em linhagens de ratos com e sem outras alteracdes genéticas
presentes.**“*® Essa observacao revela que diferentes tipos de alteracdes
genéticas podem  modificar o  fendtipo  induzido pela
JAK2V6B17F. 23244246 Kralovics e colaboradores” mostraram em
experimentos com animais transgénicos que o nivel de expressdo da
mutacdo JAK2V617F também interfere no fen6tipo apresentado. Por
exemplo, animais com baixa expressdo da mutacdo desenvolveram
trombocitemia, e 0s que apresentavam alta expressdo desenvolveram
policitemia. Como j& mencionado, a homozigozidade para mutacdo
JAK2V617F é o resultado de DUA no cromossomo 9p24. Alguns
estudos demonstraram que essa homozigozidade é mais comum em PV
do que em TE.3"5%4% com isso, pode-se supor que DUA no
cromossomo 9p24 e a homozigozidade para a mutagdo JAK2V617F sdo
comuns no desenvolvimento da PV, mas ndo na TE.>**4%47 Estudos in
vivo sdo consistentes com a hipotese de que a superexpressdo da
JAK2V617F nos compartimentos hematopoiéticos causa policitemia e

leucocitose sem trombocitose associada®2 34

e que a baixa expressdo
dessa mutacdo estd relacionada com a trombocitose.”**® Alguns
trabalhos revelam a existéncia de uma predisposicdo familiar para o
desenvolvimento das NMPCs, o que reforca a hipotese da presenca de
alelos que fornecem uma vantagem seletiva especifica para o
desenvolvimento da mutac&o.’®** A NMP familiar é caracterizada por
uma heranga autossémica dominante, com penetragdo incompleta e

presenca varidvel das trés NMPCs com caracteristicas clinicas e
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moleculares indistinguiveis das NMPCs esporadicas. Em todos os

casos examinados, a mutacdo JAK2V617F é adquirida; nunca herdada

através da linhagem germinal.*

A penetrancia do fenétipo é dita
incompleta, pois as mutacdes presentes na linhagem germinativa
herdada ndo causam por si s6 NMPCs, que dependem da ocorréncia da
mutac&o somatica do gene JAK2.*!

Pardani e colaboradores™ realizaram pesquisa sobre a influéncia
fenotipica de polimorfismos de base Gnica (SNPs) no gene JAK2. Nesse
trabalho, foram analisados 32 SNPs em 179 pacientes com diferentes
NMPCs. Verificou-se que polimorfismos de base Unica estavam
associados com PV ou TE. Apesar de tratar-se de um Unico estudo, ele
fornece evidéncias de que variagdes genéticas de cada individuo sdo

relevantes para o fenétipo das NMPCs.*
Diagnostico laboratorial

Até recentemente, ndo havia nenhum exame laboratorial
especifico para a realizacdo do diagnostico de NMPC BCR/ABL
negativa.'’ Os critérios para o diagnéstico de PV foram amplamente
modificados desde a padronizacéo realizada pelo Grupo de Estudos em
Policitemia Vera (PVSG), ha mais de vinte anos.>>* Os testes realizados
eram caros e nao estavam disponiveis universalmente. Além disso, os
exames apresentavam baixa sensibilidade e especificidade. Entre essas
andlises estava a determinagdo da massa eritrocitaria para distinguir
eritrocitose verdadeira de policitemia relativa, identificacdo de
crescimento de coldnias eritroides independentes de eritropoetina in

vitro, andlise citogenética de células da medula 6¢ssea, verificagdo dos
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niveis de EPO, ultrassonografia do baco e teste da superexpressdo de
policitemia rubra vera 1 (PRV1).”

Atualmente, de acordo com a revisao dos critérios adotados para
o diagnostico das NMPCs, realizado pela OMS em 2008, a presenca de
mutacao no gene JAK2 é considerada critério de maior importancia para
o diagndstico de PV,*?" e na TE e na MFP representa um marcador
clonal.®*® Além disso, a presenca dessa mutacdo distingue a
mieloproliferacdo clonal das NMPCs daquelas observadas na
policitemia secundéria, fibrose ou trombocitose reativas. A investigacéo
da mutacdo JAK2V617F pode ser realizada por algumas metodologias,

como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) alelo especifico,*>***’

|,58

PCR em tempo real,®® pirossequenciamento*’ e PCR com digestdo

enzimatica.™*’

Na pratica clinica, a pesquisa da mutacdo JAK2V617F é
realizada como triagem em pacientes com nivel de hemoglobina
aumentado, trombocitose, neutrofilia, esplenomegalia de origem
desconhecida e trombose de veia abdominal. Nesses casos, a deteccao
da mutacgdo confirma a presenca de NMPC, engquanto a auséncia possuli
valor limitado para a realizagdo do diagnéstico.*®

Apesar de as metodologias disponiveis para deteccdo da
mutagdo no gene JAK2 ndo estarem bem padronizadas, elas sao
amplamente disponiveis e sensiveis o suficiente para detectar a presenca
de mutacdo heterozigética em 5% a 10% das células. Além disso,
possuem baixos indices de resultados falso-positivos, o que faz desses
ensaios GOtimas ferramentas para uso diagnéstico.? No entanto, a
possibilidade de resultados falso-positivos e falso-negativos ndo pode

ser ignorada, principalmente levando em consideracdo a realizagdo de
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testes alelo especificos altamente sensiveis e presenga de pacientes com
indices muito baixos de alelos mutados (menores que 5%)
respectivamente.®® Esses aspectos foram levados em consideragéo pela
OMS na reformulacdo dos parametros adotados para o diagndstico, no
qual a andlise histolégica da medula déssea é considerada como critério
necessario para o diagnostico de TE, MFP e PV na auséncia da mutacéo
no gene JAK2. Além desse, outros parametros foram considerados como
critérios de maior ou menor importancia para o diagnéstico diferencial

das NMPCs, como pode ser observado nos Quadros 1, 2 e 3.%°
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Quadro 1. Critérios diagndsticos para PV de acordo com a OMS (2008)

POLICITEMIA VERA (PV)*

Maior importancia

Menor importancia

3-

4

4-

5-
6-

Hgb > 18,5 g/dl (homens), Hgb > 16,5
g/dl (mulheres)

Ou

Hbg > 17 g/dl (homens), Hbg > 15 g/dI
(mulheres) se associado com aumento >
2 g/dl do valor basal sem que esteja
atribuido a correcdo por deficiéncia por
ferro

Ou

Aumento da massa eritrocitaria > 25%
acima do valor normal

Presenca de mutacdo JAK2V617F

Mieloproliferacdo das trés linhagens na
MO

Nivel de Epo sérica abaixo do normal

Crescimento de CEE

Adaptado de TEFFERI e VARDIMAN, 2008.

Abreviacdes: CEE, col6bnia eritroide enddgena; Epo, eritropoetina; Hgb,
hemoglobina; OMS, Organizacdo Mundial de Salde.

*Para 0 diagnostico de Policitemia Vera (PV), deve-se ter todos os
critérios de maior importancia e um de menor importancia ou o primeiro
importancia juntamente com dois de menor

critério de maior
importancia.
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Quadro 2. Critérios diagnosticos para TE de acordo com a OMS (2008)

TROMBOCITEMIA ESSENCIAL (TE)*

Maior importancia 1-

2-

3-

Contagem de plaquetas > 450.000/mm°

Proliferacdo de megacariécitos maduros
e de tamanho aumentado

Nenhum critério diagnostico da OMS
para LMC, PV, MFP, SMD ou outra
neoplasia mieloide

Deteccdo da mutacdo JAK2V617F ou de
outro marcador clonal

Ou

Nenhuma evidéncia de trombocitose
reativa

Adaptado de TEFFERI e VARDIMAN, 2008.
AbreviagGes: LMC, leucemia mieloide cronica; MFP, mielofibrose
primaria; SMD, sindrome mielodisplasica; OMS, Organizacdo Mundial

de Saude.

*Para o diagnéstico de Trombocitemia Essencial (TE), deve-se ter todos
0s critérios de maior importancia.
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Quadro 3. Critérios diagnésticos para MFP de acordo com a OMS (2008)

MIELOFIBROSE PRIMARIA (MFP)*

Maior importancia

Menor importancia

4-

Proliferacdo de megacaridcitos e atipia
acompanhada de fibrose reticulinica e
colagena

Ou

Na auséncia de fibrose reticulinica, as
mudancas nos megacaridcitos devem
estar acompanhadas de aumento da
celularidade  medular, proliferacéo
granulocitica e geralmente diminuicédo
da eritropoiese.

Nenhum critério diagnéstico da OMS
para LMC, PV, SMD ou outra neoplasia
mieloide.

Deteccdo da mutacdo JAK2V617F ou de
outro marcador clonal

Ou

Nenhuma evidéncia de fibrose medular
reativa

Leucoeritroblastose
Aumento dos niveis de LDH sérico
Anemia

Esplenomegalia palpavel

Adaptado de TEFFERI e VARDIMAN, 2008.

Abreviacdes:

LMC,

leucemia mieloide cronica; SMD, sindrome

mielodisplasica; OMS, Organizacdo Mundial de Saude.
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Consideracdes finais

A descoberta da mutacdo JAK2V617F foi fundamental para
estabelecer ideias cruciais ao entendimento da base genética das
NMPCs, porém muitas questdes ainda permanecem sem resposta.”’
Apesar de trabalhos na literatura fornecerem uma ideia de como uma
Unica mutacdo pode resultar em trés fendtipos diferentes, estudos ainda
s80 necessarios para determinar marcadores moleculares especificos
para cada subtipo de NMPC.*
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