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L. RESUMO

A Policitemia Vera (PV) € uma doenca clonal delegi@a desconhecida, na maior
parte dos casos, que envolve a célula estamingepitora hematopoiética multipotencial. E
uma neoplasia mieloproliferativa créonica (NMP) e caracteriza pela expansao das trés
linhas celulares hematopoiéticas: eritréide, gracitica e megacariocitica, com predominio
da primeira, de modo independente dos mecanismusar® de regulagcédo da eritropoiese.
Além disso, as células tém aspecto morfolégico mafrna fibrose medular é pouco
significativa e os niveis de eritropoietina (Epad fhrabitualmente normais a baixos. Além da
hipercelularidade medular com sobreproducdo de omale todas as linhas celulares, a
doenca cursa com hematopoiese extramedular, hsgesidade, propensdo para
complicacbes como trombose ou hemorragia e risadedenvolvimento de mielofibrose ou

transformacao em leucemia aguda.

A descricdo relativamente recente da associacdonte mutacdo no gene JAK2,
localizado no cromosoma 9p24, com as doencas madifgpativas classicas negativas para
BCR-ABL, como a PV, veio permitir avancos signifizas na compreensao da patofisiologia
deste grupo de doencas hematologicas. A mutac&ogaaima alteracdo do aminoacido V
(valina) para F (fenilalanina) na posicdo 617 (JXB27F). De acordo com os dados
publicados, a frequéncia da deteccdo da mutaca@VBK/F em doentes com PV é de cerca

de 95%.

A proteina JAK2 é uma tirosina cinase citoplasnaatgque se encontra associada ao
dominio intracelular dos receptores de citocinasn(c a Epo e trombopoietina - Tpo), e de
factores de crescimento, essenciais para a funedteslreceptores. A mutacdo da JAK2

conduz a activacao constitutiva dos receptoregpendente da ligacdo a respectiva citocina
Vv
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e/ou hipersensibilidade a factores de crescimartoy consequente activagcdo de mdltiplas
vias de sinalizacéo intracelulares como a JAK/STAdnus Kinase/Signal Transductor and
activator of transcription), a PI3K (fosfatidilintsd 3 cinase) e a MAPK (proteina cinase
activadora de mitose), envolvidas na transformaeiroliferacdo dos progenitores

hematopoiéticos. Por outro lado, as células evidenalteracdo na diferenciacdo terminal e
resisténcia a apoptose vitro que podera estar relacionada com o aumento dassgur da

proteina anti-apoptotica Bcl-XL.

Além dos avancos no diagnostico, a deteccdo da cAamtalAK2V617F tem
contribuido para melhorar a classificacéo e a taraga dos doentes com PV. Deste modo, o
conhecimento dos mecanismos moleculares envolvidd®V tem levado os investigadores a
descoberta de novos farmacos dirigidos ao defedkecular, permitindo novas abordagem

terapéuticas mais eficazes e provavelmente de niexiordade.

Este trabalho procura fazer uma revisdo sobreuabobnhecimento da caracterizagao
molecular e clinica da PV e quais as suas implesgd diagndstico e abordagem terapéutica

desta NMP.

Palavras Chave: Policitemia vera, JAK2, JAK2V617F, via JAK-STAT, Neoplasias

mieloproliferativas

II.  ABSTRACT

Polycythemia Vera (PV) is a clonal disease of unkmetiology, which often involves
the pluripotential hematopoietic stem cell. Thisedise integrates the family of chronic

Vi
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myeloproliferative neoplasm (MPN) and is characesti by the growth of the three
hematopoietic celular lineages: granulocytic, meggadcytic and erythroid, with
predominance of the last one and regardless themalomechanisms of erythropoiesis
regulation. Moreover, cells have normal morpholabiaspect, bone marrow shows slight
fibrosis and the levels of erythropoietin (Epo) alyu vary from normal to low. Besides
marrow hypercellularity with overproduction of ooe all the celular lineages, the disease
courses with extramedullary hematopoiesis, hypeogity, leading to complications such as

thrombosis or bleeding and risk of transformatimmyelofibrosis or acute leukemia.

Recently it has been described the associationdegtwhe mutation in the JAK2 gene,
located on chromosome 9p24, with the classic myelderative disorders BCR-ABL
negative, such as PV, which has brought signifiGahtances in the understanding of the
pathophysiology of this group of hematologic madigoies. The mutation causes a change of
amino acid V (valine) to F (phenylalanine) at piosit617 (JAK2V617F). According to
published data, the frequency of JAK2V617F mutatietected in patients with PV is about

95%.

JAK2 protein is a cytoplasmic tyrosine kinase, vhis associated to the intracelular
domain of cytokine receptors, such as Epo and thomoietin (Tpo), and growth factors
which are essential to the function of these rewgpt]IAK2 mutation leads to the constitutive
receptors activation, independent of connectioth&r cytokine and / or hypersensitivity to
growth factors, with consequent activation of npléiintracellular signaling pathways such
as JAK / STAT (Janus Kinase / Signal transducer @adscription activator), the PI3K
(phosphatidylinositol 3 kinase) and MAPK (Mitogecigated protein), involved in the

transformation and proliferation of hematopoietiogenitors. Moreover, the cells show

Vi
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changes in terminal differentiation and resistatwan vitro apoptosis which is possibly

related to the increasing expression of anti-apappvotein Bcl-XL.

In addition to the advances in diagnosis, detectdbnJAK2V617F mutation has
contributed to the improvement of classificatiord aneatment in patients with PV. Thus,
knowledge of the molecular mechanisms involved\imhas led investigators to the discovery
of new drugs targeting molecular defects, allowregv therapeutic approach more efficient

and probably less toxic.

The aim of this article is to review the currenlhedge of clinical and molecular
characterization of PV, and its implications on tli@ggnosis and therapeutic approach of this

myeloproliferative disorder.

Key Words: Polycythemia Vera; JAK2; JAK2V617F; JAK-STAT pathway;

Mieloproliferative Neoplasms

viii
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Abreviaturas:

CPH — Célula Progenitora Hematopoietica

DMPC- Doengas Mieloproliferativas Cronicas

DSM - Doenca Sistémica dos Mastocitos

Epo — Eritropoietina

ET — Trombocitémia Essencial

LMA — Leucemia Mielbéide Aguda

LNC — Leucemia Neutrofilica Cronica

MAPK — Proteina Cinase Activadora de Mitose
MFP — Mielofibrose Primaria

MO — Medula Ossea

NMP — Neoplasias Mieloproliferativas

PDGFR — Receptor do Factor de Crescimento Deridadelaguetas
PI3K — Fosfatidilinositol 3 fosfato

PTK — Proteina Tirosina Cinase

PV — Policitémia Vera

PVSG - Polycythemia Vera Study Group

SHE - Sindrome Hipereosinofilica

SOCS - Supressores da Sinalizacdo das Citocinas
Sp — Sangue periférico

STAT — Transdutor de Sinal e Activador de Transic
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1. INTRODUCAO

A Policitemia Vera (PV) € uma doenca clonal adgairicom origem na célula
progenitora hematopoiética. E considerada uma Mdsi@plMieloproliferativa (NMP), uma
vez que partilha, além de uma origem comum, algurasacteristicas clinicas e biolégicas
com as restantes NMP, como a trombocitémia esdémé&ip a mielofibrose priméaria (MFP),

a leucemia mieléide cronica (LMC), alguns subtipassindrome hipereosinofilica (SHE), a
doenca sistémica dos mastdcitos (DSM) e outrasgdseraras (James C, 2008; Vardiman J

W et al,2008).

Algumas destas doencas haviam sido descritas leadaab0 anos, mas foi William
Dameshek em 1951 quem sugeriu a sua inter-relajaccac Posteriormente, com o
desenvolvimento de métodos baseados na inactivdgaoromossoma X (nas mulheres)
provou-se efectivamente a origem clonal das céhdasNMP. Estas observacdes por sua vez
alimentaram uma procura exaustiva de mutacfes m@m®andquiridas implicadas na
patogénese da doenca. Em 2005 provou-se que a PE,eaa MFP seriam causadas, na
maioria dos casos, por mutacfes que activavamitdivetmente a tirosina cinase JAK2. O
estudo aprofundado destas mutacdes comecou anafeds horizontes sobre 0os mecanismos
moleculares da doenca, assim como da complexaadgfis entre gendtipo e fendtipo,
permitindo observar o facto de uma simples mutagidribuir para 3 fendtipos distintos
(Levine Ret al, 2008). Assim, em 50 anos, a evolucédo tem sidavet desde a descricédo
clinica das doencas, passando pela descoberta@eramacdo dos genes envolvidos até as

novas terapéuticas dirigidas a alvos moleculares.

A PV foi descrita pela primeira vez em 1892, pouisoHenri Vaquez, num doente

com eritrocitose marcada e hepatoesplenomegalia @uresiderou ser resultado de
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proliferagcdo celular hematopoietica. SubsequenteamelViliam Osler descreveu um
conjunto de doentes com eritrocitose e esplenonagple ele classificou como “doenca de

Vasquez”.

Mais tarde, Gustav Hueck, fisico alemao, descrevaracteriza a mielofibrose pela
presenca de fibrose da medula 6ssea (MO) e hensepextramedular em doentes com
MFP. Em 1934, Emil Epstein e Alfred Goedel, desenevdoentes com trombocitose sem

eritrocitose marcadas como fazendo parte de undeosita clinica distinta, a TE.

Embora as diferentes NMP ja tivessem sido recodaseccomo entidades clinicas
distintas, William Dameshek, foi o primeiro a rehener que estas entidades deveriam ser
classificadas como um grupo de “Doencas Mielopeddiivas” fenotipicamente relacionadas.
Ele observou que, embora a eritrocitose fosse teafsiica da PV, muitos doentes com esta
doenca apresentavam “pancitose” com proliferac&didhagens eritréide, megacariocitica e
granulocitica e que, frequentemente, desenvolvidimode da MO, apresentavam um
esfregaco de sangue periférico (Sp) leucoeritrtibAse esplenomegalia. Dadas as
dificuldades na distincdo entre PV, MFP e outrasM\@ameshek considerou estas doencas
“intimamente relacionadas”, caracterizadas por proéiferacdo, “possivelmente devido a um

estimulo desconhecido”.

Embora a nomenclatura e definicdes das diferenMP fenha mudado nas dltimas
décadas, Dameshek deu um forte contributo ao artiizobservacao clinica como ponto de
partida para a primeira classificacdo das NMP wlasgfigura 1) (Levine Rt al, 2008). Em
1951, Dameshek classificou a PV como uma doencéopn@iferativa crénica (DMPC),

juntamente com outras doencgas mielbides relaciengda incluiam a leucemia mieldide
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cronica (LMC), a TE e a MFP, devido as similaridaddinicas e laboratoriais que estas

doencas apresentavam.

Trombocitémia . .
. Il Policitemia Vera
essencial

6 * Trombose

e Hemorragia
® Transformagdo em
Leucemia

Mielofibrose
primaria

William
Dameshek

1951

Figura 1. Doengas mieloproliferativas classicas cromossoma iRidelphia negativas Classificagdo de

William Dameshek de 195{Adaptado de Levine and Gililand, 2008)

Antes da PV ser formalmente descrita por Vaqued @92 e posteriormente por Osler
em 1903, o fendtipo clinico ( plétora e veias egijadas) ja havia sido observado. Em 1910,
era evidente que a eritrocitose na PV estava freagqoente associada a leucocitose,
trombocitose e hiperplasia panmieldide da MO. Oedeslvimento de mielofibrose e
leucemia aguda, como parte da historia natural\ddd®?am referenciados pela primeira vez

em 1935 e 1938, respectivamente.

Discordante com o tradicional esquema proposto [Pameshek, o sistema de
classificagdo até ha cerca de 1 ano atrds congaderd MC separada das outras NMPs
cronicas, ndo sO por causa da sua associagdo fespexibem documentada com o
cromossoma Philadelphia (translocacéo 9;22; geriesdé®BCR-ABLcom actividade tirosina
cinase), a Unica anomalia genética detectada a#,emas também pela resposta ao
tratamento com interferom (IFN-a) e mesilato de imatinib. O grupo das NMP estewécen

restrito a PV, TE e MFP durante anos.
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Com os recentes avangos na area da biologia mateeuhova classificagdo da OMS
veio adicionar ao grupo das NMP cronicas classidasncas como: Leucemia MielGide
Cronica (LMC) novamente, Leucemia Neutrofilica Gedn(LNC), Leucemia Eosinofilica
Cronica (LEC), Doenca Sistémica dos Mastocitos (PS8 as NMP cronicas nédo
classificaveis noutras doencas (Tabela 1) (Helman2008; Vardiman J Wet al,2008;

Keersmaecker e Cools,2006; Schafer A,2006).

Tabela 1.As Neoplasias Mieloproliferativas

Policitemia Vera (PV)

Trombocitemia Essencial (TE)

Mielofibrose Primaria (MFP)

Leucemia Neutrofilica Cronica (LNC)

Leucemia Mielbide Cronica, BCR-ABL1 positiva (LMC)
Leucemia Eosinofilica Cronica (LEC)

Doenca Sistémica dos Mastdcitos (DSM)

Neoplasias Mieloproliferativas, ndo classificavedsitro grupo (NMP, NC)

(Adaptado de Swerdlow SH et al.,2008)

As 3 NMPs cronicas classicas BCR-ABL negativas G@@acterizadas por variaveis
graus de hipercelularidade da MO e hiperplasia segzitica atipica. Além disso, qualquer
uma das trés pode cursar com esplenomegalia, kas®c trombocitose, e anomalias
citogenéticas. A distin¢do clinica entre estas NistRse pela demonstracdo de eritrocitose
clonal na PV, fibrose da medula 6ssea substanaitdFP, e trombocitose clonal que ndo esta

associado nem com eritrocitose nem com alto granie®fibrose na TE.

Actualmente, a descoberta de mutages activadoragee que codifica a proteina
JAK2 tém revolucionado a abordagem diagndstica M, em especial das crdnicas

classicas BCR-ABL negativas, diagnoéstico esse gigeentdo, era feito com base em dados
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clinicos e laboratoriais e achados histologicodvida (Swerdlow SHet al,2008; Tefferi A,
2003). No entanto, a deteccdo das mutacdes doJgdc2 nas NMP nado é responsavel por
nenhum fenotipo clinico ou morfolégico em particidaforam em alguns casos encontradas
também na Sindrome Mielodisplasica (SMD), SMD/NMPLaeucemia Miel6ide Aguda
(LMA), faladas posteriormente (Swerdlow Set al.2008). Apesar disso, a mutagao
JAK2V617F é encontrada em quase todos os doente®¥oe em aproximadamente metade
daqueles com TE e MFP. Nos poucos doentes com BWgda apresentam esta mutacgao,
pode ser detectada uma mutacdo activadora no ex&anibém do gene JAK2 e numa
pequena proporcao de casos de MFP e TE é obsamedeutacdo activadora do gene MPL

W515L ou W515K. (Swerdlow Skt al,2008).

De salientar que, na PV, as células progenitorasatapoieticas normais podem co-
existir com células anémalas (clonais) (Tefferi2003) e que a proliferacdo celular pode
ocorrer em apenas uma ou nas trés linhagens @&og) leucocitos e plaquetas) em
simultaneo (Haferlach &t al,2008; Delhommeau &t al.,2006; Tefferi A, 2003). No entanto,
a PV caracteriza-se por uma eritropoiese anormalgj@e muitos progenitores eritréides sao
hipersensiveis e independentes da eritropoietime)(Emas as células formadas mantém

morfologia e fisiologia normais (Barbui e Fina2007).

Com o conhecimento dos mecanismos molecularesatantento deste tipo de
neoplasias tem sofrido alteracées ao longo do tempgmimeira forma de tratamento foi a
flebotomia recomendada por Osler na primeira déckdaéculo 20. Durante este periodo
inicial, a irradiagdo do baco, ossos longos e kéaetambém era utilizada no tratamento da
PV e foi utilizada até a introducéo da terapiaavenosa com fésforo radioativo 32 (32P) por
Lawrence em 1938. Até o inicio dos anos 50, ostagaaiquilantes e antimetabolitos foram

introduzidos no arsenal terapéutico da PV, e apmram beneficios na reducdo de
6
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complicagfes trombdticas. No entanto, o verdadggeio sobre as complicacées trombaoticas

e o potencial leucemogénico dos farmacos mielossgpres permaneceram incertos.

Estes e outros factores levaram a formacdo de upognternacional para estudo da
PV, o Polycythemia Vera Study GroyVSG), em 1967, sob os auspicios do Instituto
Nacional do Cancro, cujos objectivos incluiam deger a histéria natural da PV e definir o

tratamento ideal recorrendo a ensaios terapéudiedsngo prazo.

Como vimos, o diagnostico e tratamento das NMP BM®R-negativas sdo actuais
alvos de investigacéo cientifica. A descoberta @b52da mutacdo activadora das tirosina-
cinases, a mutacdo JAK2V617F, assim como de aftesamoleculares adicionais relevantes
(mutacdes do exdo 12 da JAK2 e Mpl) tém enriqueoidmtendimento da patogénese das

NMP, podendo contribuir para novas abordagenséetaas neste tipo de patologias.

2. EPIDEMIOLOGIA

As NMP sao patologias essencialmente do adulto7(b@nos), estando entre as
neoplasias hematoldgicas mais frequentes (Vannudcetial,2009), com uma incidéncia de
6 a 10 casos/100.000pessoas/ano (VardimanefVdl,2008) com a PV a incidir em

aproximadamente 2casos/100.000pessoas (Spivak8),2

Apesar de poder surgir em qualquer idade (Swerdbvet al,2008; Teofili Let al,
2007), a incidéncia aumenta com a idade, sendodiande aparecimento aos 60 anos. No
entanto, aproximadamente 7% dos doentes sdo diaguus antes dos 40 anos e apenas
0,1%, antes dos 20 anos (Teofili L, 2007; Tefferi2Q03). Existe uma leve preponderancia

7
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no sexo masculino, com um ratio 1,2:1 (H:M) (Taffer 2003), mas paradoxalmente, ha um

predominio do sexo feminino no limite da idade oéptiva (Spivak J, 2008).

A PV, bem como a TE, sdo consideradas doencas/agtente indolentes (Vannucchi
A et al,2009), com esperanca média de vida que excetle-bS anos. Contudo, em doentes
nao tratados, a esperanca média de vida diminai @ 18meses (Barbui e Finazzi, 2007,
Stuart Bet al,2004; Passamonti &t al,2000; Rozman (&t al.1991). Por outro lado, a
mortalidade global de doentes tratados com vaeigsnes de tratamento, foi estimada em 3,5
mortes/100 pessoas/ano, ou seja, quase o0 dobilisatoda populacdo geral (Squizzateid

al.,2008).

A diminuicdo da sobrevida esta relacionada com tioagdes trombo-hemorragicas,
mais frequentes em idades superiores a 60 anos) @ ¢ransformacdo em MFP e LMA, que
continuam a representar as maiores causas de maort&0-20% dos casos, a PV evolui para
uma fase de aceleracdo, e/ou MFP para os quaisibcmmh alguns mielossupressores
(Schafer A, 2006; Steensma e Tefferi, 2003). Seguwmd ensaio randomizado da PVSG-01,
a incidéncia de LMA em doentes tratados exclusivaeneom flebotomia ronda os 1,5%,

existindo uma correlacao entre a idade e o auntentisco de leucemia (Schafer A, 2006).

3. CARACTERIZACAO E CLASSIFICACAO DAS NEOPLASIAS
MIELOIDES

A classificacdo diagnostica das chamadas doengasproliferativas baseava-se na
«mieloproliferacdo» caracteristica associada a nagéio relativamente normal e tendéncia

para hematopoiese extramedular. Contudo, estastedsicas sdo mais aparentes do que
8
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reais porque, no que respeita as células progesiteematopoieticas envolvidas, as NMP

classicas (PV, TE e MFI) sdo mais doencas de «aualoulacdo» do que de

«mieloproliferacao» (Spivak e Silver, 2008).

I

Sindrome
Mielodispldsica/Neoplasia
Mieloproliferativa

Leucemia Mieldide Sindrome Neoplasias Neoplasias linféides/mieléides com
Aguda Mielodisplasica Mieloproliferativas eosinofilia e anomalias de PDGFRA
PDGFRB ou FGFR1
NMP menos Policitémia Trombocitémia Mielofibrose Leucemia
frequentes Vera Essencial Primaria Mieldide Crénica

Metaplasia Mieldide
Agnogénica

Metaplasia Mieldide
Pés-trombocitémia

Metaplasia Mieldide
Pds-policitémia

Figura 2. Classificagéo das doengas mieldides cronicas doengas mieldides cronicas dividem-se em cinco
grupos: Leucemia mieldide aguda, Sindrome mielddbsga, Neoplasias mieloproliferativas, doengcas com
caracteristicas de ambos subgrupos Neoplasia midfepativas e Sindrome mielodisplasico, e macememente
neoplasias mieldides e linféides com eosinofilim®malias de PDGFRA PDGFRB ou FGFR1. Dentro das
Neoplasias Mieloproliferativas, temos as classi€dg, TE, MFP e a LMC) e as menos comuns que inclaem
Leucemia Neutrofilica Crénica (LNC), a Leucemia iBofilica Cronica (LEC), a Doenga Sistémica dos
mastocitos (DSM) e as NMP cronicas ndo classifishneutra parte(Adaptado de Swerdlow SH et al.,2008;
Tefferi A., 2003).

A actual classificacdo da OMS das neoplasias ndetbbaseia-se na determinacao,

antes do inicio da terapéutica, das caracteristicagrfolégicas, citoquimicas e

imunofenotipicas das células neoplasicas, parabadstamento da linhagem e grau de
maturacdo, e para decidir se a proliferacdo cetulawrmal e eficaz ou displasica e ineficaz.
A percentagem de blastos no Sp e na MO, contingerale importancia pratica para a
categorizagdo das neoplasias mieloides e para rpeewia progressdo. Além disso, as
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alteracdes citogenéticas (caridtipo) e genéticas isportantes para a caracterizacdo e

prognostico destas neoplasias (SwedloweSal., 2008).

Os avancos na compreensdo da patogénese moleasl&dMP classicas BCR-ABL
negativas deram o argumento irrefutavel de queasesioencas ocorrem mutacdes
carcinogéenicas. Com a revisdo dos critérios dendisttco da OMS em 2008 o termo
“Sindromas/Doencas Mieloproliferativas” propostor ppameshek, foi substituido por
“Neoplasias Mieloproliferativas” (Vannucchi ét al, 2009; Kota Xt al, 2008; Vardiman J

W et al, 2008).

Assim, como mencionado, na actual reclassificagh@MIS, existem cinco gupos de
neoplasias miel6idegfigura 2) a leucemia mieldide aguda (LMA); as sindromes
mielodisplasicas (SMDe seus subtipos; as Neoplasias Mieloproliferatigds1P); uma
categoria que sobrepfe sindromes mielodisplaseaslasias mieloproliferativas
(SMD/NMP); e as neoplasias mielodisplasicas asdosiaa eosinofilia e anomalias

moleculares especificas (Tabela 2) (Vannuccht Al, 2009; Haferlach €t al, 2008).

As NMP séo doencgas clonais da célula estaminal hematazo{&evine e Gilliland,
2008; Vardiman JWet al,2008; Schafer A, 2006; Kaushansky K, 2005; Steens Tefferi,
2003) que resultam da desregulacdo da transducimalecomo consequéncia de mutacdes
somaticas adquiridas (Tefferi e Gililand, 2007)aljmente em genes que codificam proteinas

com actividade de tirosina cinase (TK) (Figura\Brdiman JWet al.,2008).
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Tabela 2. Neoplasias Mieloides: subgrupos principaie caracteristicas frequentes ao
diagnéstico.

Doenca |]Celularidade % de Maturacdo] Morfologia | Hematopoiese] Contagem| Organo-
da medula | blastos da de células| megalias
medula do sangue
NMP Geralmente] Normal ou Presente Granulécitosfe Eficaz Variavel; um] Frequentes
aumentada, | levemente receptores ou mais
frequentemenq aumentados eritréides linhagens
normal na ET] <10% na fas normais; mieléides
cronica megacariocitos geralmente
anormais inicialmente
aumentadag
Neoplasiaq Aumentada Normal o] Presente Relativamenfe Eficaz Eosinofilia Comum
linfoides/ levemente normal
mieldides aumentados
com <10%3 na fas
S crénica
eosinofilia g
anomalias
de
PDGFRA,
PDGFRB
ou FGFR1
SMD Aumentada;] Normal ou Presente Displasia ddg Ineficaz Citopenia(s Pouco
ocasionalmenf aumentada; uma ou mais comum
normocelular g <20% linhagens
hipocelular mieléides
SMD/NMP | Aumentada Normal ou] Presente Frequentemgn Pode variar Variavel; é Comum
levemente te uma ou entre as comum o
aumentada; mais linhagens aumento da
<20% linhagens contagem
displasicas; o leucocitaria
LMMJ
frequentemen
e apresenta
displasia
minima
LMA Normalmente] Aumentada; Varia, Pode ou nao Eficaz ou Contagem Pouco
aumentada > 20%, geralmente | ser associadg ineficaz leucocitaria comum
excepto em residual a displasia dej variavel,
casos com uma ou mais normalment
anomalias linhagens e anemia e
citogenética trombocito-
s especificas penia
ou em
alguns caso
de
eritroleucem
ia

(Adaptado de Swerdlow Sét al,2008)
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Caracterizam-se por hipercelularidade medular comturacdo hematopoiética
(Vardiman JWet al,2008), aumento de uma ou mais linhagens mieldideSp (Helmann A,
2008, Vardiman J\Wét al,2008; Haferlach Bt al,2008; Delhommeau &t al,2006; Tefferi
A, 2003), hepato e esplenomegalia e propensadcheanarragias e trombose (Spivak e Silver,
2008). Normalmente, o progenitor celular alteraseuane dominancia sobre os progenitores
nao transformados (James C, 2008; Sillero e Ca#@fd,; Skoda R, 2007) e € hipersensivel a
estimulacdo por factores de crescimento fisiol&gicomo a Trombopoietina (Tpo) e a
Eritropoietina (Epo) (Barbui e Finazzi, 2007). S&wmalmente patologias de inicio insidioso
e evolucdo lenta, por etapas, durante as quaisodenp transformar umas nas outras
(Vardiman JWet al,2008), e evoluir para faléncia medular com miblose e hematopoise
ineficaz ou transformacdo blastica com desenvolnimele Leucemia Aguda (Schafer A,
2006). Se existir 10 a 19% de blastos no Sp ou MiOemca esta em fase de aceleracdo, mas
se os blastos forem superiores a 20% a doencaesstéase blastica (Vardiman Jét

al.,2008).

A primeira entidade a diferenciar-se das restaftiea LMC, com a descoberta da
translocacdo associada, a 1(9;22)(g34;q11), remelpéla presenca do cromossoma
philadelphia (Ph). A presenca recorrente desta ah@mromossémica levou a descoberta do
primeiro oncogene produzido pelo gene de fusdo BBR/[Delhommeau Fet al.2006) que

codifica uma proteina com actividade de tirosimase alterada.

Posteriormente, foram identificadas mais alteragbegeculares responsaveis pela
funcdo an6mala de outras proteinas tirosina cin@®€Ks), nomeadamente mutacdes nos
genes que codificam as cinases Janus (JAK) e queltem para a patogénese da PV, TE e
MFP. Além disso, identificaram-se rearranjos emegegque codificam os receptores PTK dos

factores de crescimento derivado das plaquetag ditda (PDGFRA, PDGRFB) ou do factor
12
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de crescimento dos fibroblastos (FGFR1), em doaraesneoplasias mieldides associadas a
eosinofilia. Também a mastocitose sistémica, qsasgre associada a mutacdo D816V no
gene c-KIT que codifica um receptor PTK, apressitalaridades clinicas com outras NMP,

sendo incluida neste grupo (Figura 3) (SwerdloweSal, 2008).

LmMC ABL1

Neoplasias mieldides com PDGFRA; PDGFRB; PGFR1

eosinofilia
PV JAK2 V617F; exdo 12 do JAK2
MFP JAK2 V617F; MPL W151L/K
TE

JAK2 V617F; MPL W151L/K

Mastocitose KITD 816V

Figura 3. Neoplasias mieloproliferativas (NMP) e outras neopkias mieldides associadas a
mutacao/rearranjo dos genes tirosina cinas¢Adaptado de Vardiman J W et al., 2008)

Na tabela 3 estdo representadas Neoplasias mieloproliferativas/Sindromes
mielodisplasicasgue incluem neoplasias mieldides clonais que na aptag&n inicial tem
algumas caracteristicas clinicas, laboratoriaisnoufoldgicas que suportam um diagndstico
de SMD e outras caracteristicas mais consisteraes MMP (Vannucchi Aet al,2009;
Haferlash Tet al,2008). Caracterizam-se frequentemente por hipgacelade da MO

devido a proliferacdo de uma ou mais linhagensaidies. Apesar da proliferacdo poder ser
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eficaz em algumas linhagens, com aumento do numego células circulantes
morfologicamente ou funcionalmente displasicasa gadde ser ineficaz resultando em
citopenias periféricas. No entanto, a percentagerblastos na MO e Sp é sempre inferior a

20% (Swerdlow SHet al.,,2008; Vannucchi At al,2009).

A base molecular destas doencas é ainda descoahemitbora neste grupo de
doencas tenham sido identificadas varias alterag@eda de sinalizacdo RAS/MAPK, em
consequéncia de mutacbes dos genes N-RAS, K-RASIPRI1 e NF-1 e, menos

frequentemente, a mutagdo JAK2V617F (Vardietal.2008; Vannucchi Aet al,2009).

A inclusdo neste grupo da Anemia Refractaria comer®blastos em Anel e
Trombocitose é controversa uma vez que, em cerc8Oe&0% dos casos estudados, os

doentes eram portadores da mutagédo JAK2V617F (SwefsH et al, 2008).

Tabela 3.Neoplasias mielodisplasicas/mieloproliferativas (SB/NMP)

Leucemia Cronica Mielomonocitica (LCMM)
Leucemia Mielbide Cronica Atipica, BCR-ABL negatitaviCa)
Leucemia Mielomonocitica Juvenil (LMMJ)

Neoplasmas Mielodisplasicos/Mieloproliferativos mdassificaveis (SMD/MPN, NC)

Anemia Refractaria com Sideroblastos em Anel e Dagitose (provisoriamente)

(Adaptado de Swerdlow SH et al., 2008)

A evolucdo destas doencas pdraucemia mieldide aguda (LMA) resulta da
expansao clonal de mieloblastos na MO, Sp ou ot#mdos, podendo atingir uma ou todas
as linhagens mieldides. Para o diagnostico de LMgercentagem de blastos é superior a
20% no Sp ou na MO sendo necessaria a pesquisartds anomalias genéticas especificas.

(Vannucchi Aet al, 2009; Swerdlovet al,2008).
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4. ETIOLOGIA

Como referido, a PV foi a primeira das NMP a smonhecida como uma entidade
clinica distinta (Skoda R, 2007), sendo a sua eaturclonal demonstrada em 1976, em
doentes do sexo feminino que apresentavam heteti@zgara a deficiéncia da enzima G6PD
ligada ao cromossoma X. Estudos de clonalidadeartidlo a inactivagdo do cromossoma X
confirmaram a origem das NMP numa Unica célula hepoéética, tendo-se verificado que
todas as células sanguineas resultantes apresendgansesma deficiéncia (Schafer A, 2006;
Kralovics R, 2008). De facto, a maioria dos doectms NMP tém uma populacéo clonal de
células mieldides e eritroides sugerindo que eskasncas surgem por alteracdo dos

progenitores hematopoiéticos, ou seja sdo doethpaais da célula estaminal hematopoiética.

Além da predisposicdo genética descrita em alguiaraslias, na maior parte dos
doentes a causa fundamental é desconhecida. Nut@naaexposicdo ocupacional a toxicos
como o petréleo e 0 benzeno e a exposicao a radiagiante em baixas doses (ThieletJ
al.,2008; Swerdlow SHet al.2008) séo alguns dos agentes etioldgicos que pmcEstzr
implicados como causas possiveis de NMP. Apesanade haver fortes evidéncias, tem
também sido sugerido que, individuos embalsamadoministradores de funerarias tém

maior predisposicao para este tipo de patologiaBdii A, 2003).

5. DEFINICAO E CLASSIFICACAO

O termo policitémia significa sob o ponto de vistmico o0 aumento da massa de
glébulos vermelhos, ou seja, 0 aumento do hem#atéau do niamero absoluto de eritrécitos

no sangue, traduzindo um valor de hemoglobina suprl8,5g/dL no homem e a 16,5g/dL
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na mulher. Também pode estar relacionado com osittze;6es em que ocorre aumento do
massa de glébulos vermelhos como: hemoglobina moatderito acima do percentil 99

relativamente ao valor referéncia para a idadep saltitude de residéncia; valores de
hemoglobina superiores a 17g/dL nos homens e 15@dlmulheres quando associados a um
aumento individual sustentado de 2 g/dl em relsgaalores base individuais; massa de

eritrécitos 25% acima do valor preditivo médio (Agal N et al,2007).

A policitémia pode ser classificada de acordo corapacidade de resposta dos
percursores eritroides a citocinas circulantestéNssntido, a policitétmia pode ser Primaria,

Secundaria e por sensacédo de hipdxia anormal (Ada&het al.2007).

A Policitémia Primaria € caracterizada por uma resposta aumentada dgsniticres
eritréides a citocinas circulantes, devido a defeiintrinsecos (adquiridos/somaticos ou
hereditarios/germinativos) nesses percursores. iDagulta diminuicdo da apoptose na série
eritréide, com consequente acumulacao de erit®e@tproducdo de hemoglobina totalmente

dissociada das necessidades de oxigénio dos teximsia sensor de oxigenio.

A PV é a Policitémia primaria mais comum. As cé&utrogenitoras da MO na PV
podem formar coldnias eritrdides na auséncia d&opdietina (Epo)in vitro (Maran e
Prchal, 2004). Estas coldnias eritréides enddégéDBE) sdo Uteis no diagnostico diferencial

de PV e Policitémias secundarias.

NasPolicitémias Secundarias eritrocitose resulta da resposta fisiologica rabmhos
progenitores eritroides a citocinas circulantesiigoxia tecidular (Tefferi A, 2003), ou a
niveis anormalmente elevados de factores circigatieolvidos na eritropoiese, como o IGF-

1, a Epo sérica e 0 cobalto. A hipdxia crénicamogdipos de tumores que levam a producao
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aumentada de Epo, sdo as causas mais comuns diepod secundaria (Agarwal Bt

al.,2007).

As Policitémias devido a sensacdo de hipdxia anormahcluem a policitemia
Chuvash, uma policitemia hereditaria autossémicas@va com aumento dos niveis de Epo,
as policitemias associadas as mutacfes de von IHipmku, outras mutacdes além da

policitemia Chuvash e a policitemia associada aagéd da prolina hidroxilase.

As Policitemias congénitas secundarias resultamndenalias hereditarias que levam
ao aumento dos niveis de Epo, nomeadamente, \emidethemoglobina com alta afinidade
pelo oxigénio, niveis eritrocitarios de 2,3BPG cemitamente baixos, metahemoglobinemias

hereditarias, doencas ciandéticas congénitas ouwzdegruimonares (Agarwal &t al,2007).

A Policitémia Familiar € rara e resulta habitualmente da presenca de uma
hemoglobina de alta afinidade para o oxigénio (gtenda mutacdo detectada num estudo
familiar, no coddo 109 do exdo 3 do gene da bethirgd que origina a hemoglobina
Johnstown) ou de exposicdo ambiente similar. Edbesites geralmente sdo assintoméaticos,
com esperanga de vida normal e ndo necessitanataengnto agressivo como o reservado
para a PV, o que torna fundamental calcular adsie da hemoglobina pelo oxigénio como
passo inicial na abordagem de um individuo condhastpessoal e familiar de policitémia

(Agarwal Net al.2007).

Além do referido, como se pode ver figura 4, pode ainda existir uma situacao de
policitémia relativa devido a factores que causapletcido de volume como a desidratacao
severa, a diarreia, o uso de diuréticos, vomitosjmgaduras severas, entre outros. Neste caso

ndo sdo necessarios testes especificos para entacdio do diagndstico (Tefferi A, 2003).
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Figura 4. Relagdo entre a massa de células vermelhas e o votuplasmatico nos diferentes tipos de

policitémias. (Adaptado ddefferi A., 2003)

Deve-se salientar também a importancia da ideatfio da mutacdo JAK2V617F

para o diagnéstico diferencial entre PV e policissecundarias (Schafer A, 2006).

6. BASES GENETICAS E MOLECULARES

A base genética da PV é ainda incerta, as anomediastipicas sdo inespecificas
(Haferlach T, 2008; Gaikwad e Nussenzveig, 200éeima e Tefferi, 2003; Tefferi A,
2003) e nao se conhece totalmente quais as c@rdgenitoras hematopoieticas envolvidas

(Spivak J et al, 2003).

Sabe-se que esta doenca € geneticamente heterogémaa esta de acordo com 0s
estudos do padrdo de inactivacdo do cromossoma f§yn@acdo de coldnias eritréides
independentes da Epo e a sobre-expressdo do PBdxtef( E et al, 2005). Um clone

anormal estd presente em 10-20% dos doentes n&amlasae as anomalias genéticas
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coincidem com as tipicamente encontradas nas NMB. fllses mais tardias da doenca, a

frequéncia das anomalias genéticas pode atingirasha ordem dos 80%.

As cinco anomalias citogenéticas mais frequentes NMP sdo, por ordem
decrescente de frequéncia, a del20g (Kraloviost RL,2005), a trissomia 8 (até 20% dos
casos), a trissomia 9 (em 6,6-9% dos casos (Hefeilla2008; Zhao e Xing, 2005), ganhos
de 1q e a dell3q. Em 2/3 dos casos que se apnesenta anomalias citogenéticas existe
pelo menos uma destas alteracdes. Apesar da paesien@nomalias cromossémicas ao
diagndstico ndo ser preditiva do resultado clinmogdancas no cariotipo sdo sinal de mau
prognostico. Outras anomalias menos comuns sab(@pgSkoda R, 2007; Swerdlow S

al.,2008) e a perda do cromossoma Y no homkabé€la 4 (Steensma e Tefferi, 2003).

Na fase leucémica da doenca, tém sido observadaly §20% dos doentes) e a del5q
(40%) (Spivak Xt al.,2003), ndo se sabendo se estas anomalias estaré@m oelacionadas

com a terapéutica instituida a estes doentes.

O gene policitemia rubra vera-1 (PRV-1) e o faatoclear eritréide derivado 2
(NFE2), sdo genes cuja expressao se encontra aleeadgranulocitos de doentes com PV e
possivelmente noutras NMP (Delhommeauef al,2006), mas ndo nos de individuos
saudaveis ou de doentes com eritrocitose secundddstrou-se que o gene PRV-1 era
altamente homélogo ao do antigenio neutrofilico anm2, sugerindo que poderiam nao ser
genes separados, mas alelos de um mesmo generi(Peff2003). A sobre-expressdo do
MRNA do gene PRV-1 parece especifico para as NefRgarticular na PV, ndo tendo sido
identificada na eritrocitose secundaria (Tutaevet ¥lL,2007). Mas, a auséncia de expressao

de PRV-1 ndo deve ser motivo para a exclusdo dmdsdico de PV (Spivakel al,2003).
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Tabela 4. Anomalias citogenéticas e moleculares R¥/.

Lesdo citogenética

Associagao

Trissomia 9 Associada a mutagdo JAK2V617F; amplifica o geneJAK

Trissomia 8 Os genes alvo ndo estdo ainda identificados; ersceat nas NMHA
mielodisplasia e LMA.

Trissomia 1q Papel na metaplasia mieléide e mielofibrose pos PV.

Deleccdes 5q e 7q

Pensa-se que reflecte alteracbes secundarias paateitotoxica; 0s geng

alvo nao estdo identificados.

Deleccao 20q

Aparece nas NMPs e mielodisplasia; associada acamtdAK2V617F

precedendo-a em alguns casos. Os genes alvo dédastificados.

Deleccéo 13q

Associada a MFI.

Genes e proteinas

desreguladas

Associacao

BCL-XL Expressdo aumentada na PV como resultado da sigg@tizonstitutiva JAK]

STAT; efeito anti-apoptético nas células eritroides

NFE2 Sobre-expressdo nas NMP JAK2V617F positivas; podecta al
diferenciacéo eritréide.

PRV1 Nas NMP, em especial na PV, ha niveis aumentadasiRISA do gend
PRV-1.
Se 0s niveis das proteinas formadas ndo estivanemraados, nao pare
ter grande papel na patogénese da doenca.

ANKRD15 Gene supressor tumoral que se encontra diminuitkY/na
MPL Papel pouco claro na patogénese das NMP

(Adaptado de Campbell P et al., 2006)

O gene ANKRD15 é um possivel gene supressor tunhecalizado numa pequena

regido do 9p que apresenta perda de heterozigajige eestd diminuido na PV e MFI. No

entanto, as consequéncias das alteracfes dosNeqe2 e ANKRD15 sO se manifestam em

doentes homozigoéticos para a mutagao.

A expressao alterada dos genes e/ou proteinasagitufar de Bcl-XL, PRV-1, NF-

E2 e Tpo-R, é devida a activacdo da via JAK/STAT eomsequéncia da mutacdo

20



Policitemia Vera - Caracterizagdo clinica e molecular e novas abordagens terapéuticas

JAK2V617F, o que nos leva a pensar que a expressdmnal destas moléculas podera ser

consequéncia secundaria da mutacéo primaria JA&Za{& A, 2006).

Por outro lado, doentes com a deleccdo 20q sédoegemslusivamente V617F
positivos, 0 que é consistente com a existénciandegene cooperante no 20qg. A del(20q)
tanto pode surgir antes como depois da mutacdo VBKZF e verificou-se que ocorre

também na SMD e leucemia mieldide (Skoda R, 2007).

Nos casos familiares de NMP, a mutacdo JAK2V61@8qririda, o que leva a pensar
que a predisposicao hereditaria ndo esta relacooath a mutacdo JAK2 (CampbelePal.,
2006). Esta mutacdo ocorre ao nivel de uma ceélalgepitora primitiva, esta presente num
namero variavel de granuldcitos e cronologicameéntien evento precoce (Tefferi e Gililand,
2007; Baxter Eet al,2005). J4 o clone com a del(20q), pensa-se daeagxesente na MO,

mas ausente nos granuldcitos clonais do Sp (Skpda®).

Apesar da mutacdo JAK2V617F ser adquirida, had estugle revelam que os
familiares em 1° grau de doentes com NMPs tem @weorde 5 a 7 vezes superior de
desenvolver NMP, relativamente a restante populagEéte facto apoia a hipétese de que
existem genes de susceptibilidade partilhados predmtes, que predispdem a PV, TE, MFI
e possivelmente a LMC. Existem também evidénciasaguparentes de doentes com NMP
tém risco aumentado de leucemia linfocitica crgmeelanoma maligno e neoplasia cerebral

(Landgren Cet al.2008).

Outras anomalias cromossomicas tém sido descatas cesultantes dguimioterapia
prévia, em doentes com NMP tratadas com hidroxiuréP ou clorambucil. As mais

frequentes sdo no cromossoma 17p e mutacOes pordoabncogene Ras (Steensma e
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Tefferi, 2003). A activagao do Ras pode contrilpaira o desenvolvimento de SMD ou para o

processo de transformacao em LMA.

No entanto, a patogénese molecular das NMP namda abtalmente conhecida,
embora, na maioria ou mesmo em todas, existam diasntéonais que envolvem genes que
codificam proteinas tirosina cinases citoplasmat{€aIK) ou os seus receptores (BaxtatE

al.,2005; Vannucchi At al,2009).

As anomalias descritas incluem translocacfes owagtias pontuais de genes que
codificam PTK anormais ou constitutivamente anosm@gile activam vias de sinalizacéo
celulares que conduzem a proliferacdo anormal. Nkmos 4 anos além das mutacdes no
gene JAK2 também a mutacdo do gene MPL foi acrésdaras ja anteriormente descritas

ABL e KIT, como marcadores moleculares de doenga\MP (Vannucchi Aet al,2009).

Alguns autores tém demonstrado que as mutacdedisasadquiridas no gene JAK2
no cromossoma 9p24 tém um papel central na patsgéie muitos casos de NMP BCR-
ABL1-negativas. Como referimos, a mutagdo mais coma JAK2V617F, resulta numa
proteina JAK2 citoplasmética constitutivamentevactijue promove a activacdo de varias
moléculas e vias de sinalizagdo, como a JAK/STATRAS/MAPK e a PI3K/AKT,

envolvidas na transformacéo e proliferacdo dosembgres hematopoiéticos (Figura 5).
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Figura 5. Vias de sinalizagdo activadas pela mutagdo JAKEm A as citocinas normalmente ligam-se aos

seus receptores,

resultando na fosforilacdo da JAB@utamento das proteinas de sinalizacdo do STAT

fosforilando e activando a cascata de sinalizagdovéhs STAT, MAPK E PI3K-AKT. EnB, as cinases mutantes

JAK2V617F e exdo 12 do JAK2 ligam-se a receptoitesioa, sdo fosforiladas na auséncia de liganthvam a

uma activacdo das vias de sinalizacdo ligando-ewm#gnte. EnC os receptores de Tpo com a mutacdo MPL

W515L/K séo capazes de fosforilar o JAK2 normakbnaéncia da Tpo, resultando na activacdo das aasdat

sinalizagdo do JAK2. A regulagdo negativa da sirgho JAK2 é normalmente mediada por proteinagssmras

da sinalizacdo de citocinas (SOCS1 e 3); dadoswtesendicaram que o alelo JAK2V617F podia escaoar

feedback naaativo através da S(3. (Adapntado de Swerdlow HS e tal. 2C

As mutacdes somaticas nas NMP ndo parecem adaguindena ordem pré-

determinada, como acontece com outras doencasmagligias antes aleatoria (Kralovics R,

2008). A variabilidade de muta¢cBes somaticas eltéeaades cromossOmicas que ocorrem

estabelecem com clareza a heterogeneidade gerdggadNMP. Como consequéncia, a

aquisicao de mais de uma destas alteragcOes no nusembe, contribui para a diversidade
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clonal entre doentes. Foram encontrados doentesacpnesenca simultdnea de mutacdes
JAK2V617F e JAK2-ex12figura 6) ou a coexisténcia de alteragbes cromossOmicas eomo

trissomia do 8 e do 9 (Kralovics R, 2008).

MPL-W515L

b h | MPLWS15L e
9pUPD
del20q
Mutagdo
l desconhecida A
MPL-W515L _
ou

Figura 6. Heterogeneidade genética nas NMRa-c) Mutagdes simples mais comuns; alguns doentes
homozigoticos para JAK2V617F tém uma populacdo éalas com dissomia uniparental 9p; (d) Alguns
doentes com JAK2-ex12 adquirem dissomia unipar&ptdPD; (e,i) Pode coexistir a del(20q) em doentas
JAK2V617F e vice-versa; (f)Doente com JAK2V617FAK2-ex12 em simultaneo, dois clones celulares;)(g-h
mutacdes simples no caso de MPL e associacdo alX,(fyExisténcia de mutacées desconhecidas emtesen
JAK2V617F; (K) Coexisténcia de JAK2V617F e MRAdaptado de Kralovics R, 2008)

(2]

A mutacdo JAK2V617F é encontrada em quase tododoestes com PV e em
aproximadamente metade dos doentes com MFI e TE, &enportante salientar que nem a
JAK2V617F é especifica de qualquer NMP, nem a sséreia exclui o diagnostico (Tefferi

e Gililand, 2007; Tefferi A, 2006).
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Enquanto que numa pequena percentagem de doemeAER2V617F, uma mutacao
activadora do exéo 12 do JAK2 pode ser encontragtaa pequena proporcao de casos de

MFI e TE, uma mutacédo activadora do MPL W515K éeoleda (Tefferi e Gililand, 2007).

No exdo 12 do gene JAK2 podem ocorrer anomaliagtigas (ex: insercoes,
deleccbes de 3-6 bases, mutacdes) tendo sidofideddis 3 categorias de lesbes moleculares:
as que envolvem substituicdo K539L; as que envoldeleccdo de um acido glutamico 543
(E543del) e as duplicacbes de aminoacidos que wwoh substituicdo de uma fenilalanina
547. Com base em estudos efectuados, as mutacoesddol2 mais frequentes até entdo
detectadas sdo a N542-E543del, a F537-K539delinsL Eb43-D544delfigura 7), com
relevancia funcional similar as mutacdes do JAKZRFeIPietra Det al,2008; Tefferi e
Gililand, 2007). Estas mutacdes, que provavelmespieesentam menos de 2% dos doentes
com PV, afectam a proliferacdo e diferenciacdodlidas autonomas, de modo semelhante ao

alelo V617F (Vannucchi &t al.2009).

Neste exdo 12 foram detectadas ainda mutacbes amul@gcitos purificados,
monaocitos e plaquetas, mas as células linféidedrarasn um envolvimento variavel estando
a mutacdo ausente nas células T. As maiores calgjasms foram encontradas nas plaquetas
e as mais baixas nos mondcitos (LetSal, 2008). Os estudos de &i al. (2008) mostraram
que existem doentes, quer com a mutacdo JAK2V6LéFapm a do exdo 12, que tém uma
determinada proporcdo de CEE que sdo negativasgpalbas as mutagbes, e outros que
apresentam clones independentes para ambas asbesutdcdescoberta da heterozigozitia
clonal é um argumento a favor da hip6tese de gertes clonais adicionais estdo envolvidos
na patogénese da PV. De facto, a mutacdo no exdo @gne JAK2 encontra-se em doentes
com PV negativos para o JAK2V617F e em alguns @gerdm eritrocitose idiopatica (Li S

et al, 2008).
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Tabela 5. Classificacdo molecular basica das NMP baseada nalieracfes genéticas e

moleculares

Doenca
mieloproliferativa
(DMP)

Subtipo

Categorizacao molecular,
genes PTK mutantes

DMP Cléassicas

Leucemia  Mieloide Crénic

(LMC)

100% BCR-ABL (+)

Policitemia Vera (PV)

1+90-95% JAK2V617F (+)
+5% mutacBes do exdol2 flo
JAK2.

Trombocitémia essencial (TE)

+ 50% JAK2V617F (+)
+ 1% MPLW515L/K (+)

Mielofibrose Idiopética (MFI)

+50% JAK2V617F (+)
+ 5% MPLW515L/K (+)

DMP «N&o classicas»

Leucemia Neutrofilica Cronica

+20% JAK2V6B17F (+)

Leucemia Eosinofilica Cronica

100% FIP1L1-PDGFRA (+) of
translocacdo PDGFRB

Sindrome hipereosinofilico

Leucemia Basofilica Crénica

Leucemia Mielomonociticq + 3% JAK2V617F (+)
Cronica

Leucemia Mielomonocitic§g +30% mutacdo PTPN11(+)
Juvenil +15% mutacdo NF1(+)

+15% mutacdo RAS(+)

Mastocitose Sistémica

+100% mutacdo KITD816V(+)

Sindrome Leucemia-Linfoma d4

Células Mae

100% transloca¢des FGFR1

Doencas mieloproliferativas na

classificaveis de outro modo.

+20-50% JAK2V617F (+)

(Adaptado d&efferi and Gililand, 2007)
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Figura 7. Representacdo esquematica da sequéncia normal deinoécidos codificados pelo exdo 12 do
gene JAK2 e das mutagbes sométicas detectadas nsme exdo Os rearranjos genéticos estéo representados a
amarelo, as mutagbes estdo a vermelho, os rectngeimelhos representam as duplica¢des de segaénois
rectangulos azuis indicam as 3 categorias de lesi@@sculares detectadas — as que envolvem sub&ttui
K539L, as que envolvem deleccdo de um éacido glutdrbid3 (E543del) e as duplicacdes que envolvem a
substituicdo de uma fenilalanina 547. A direitéi@shimero de casos descritos para cada mutAcéptado de
Pietra D et al — 2008).

A mapificacdo de microssatélites identificou a pede heterozigotia (LOH) no braco
curto do cromossoma 9, a regido 9p LOH ja refe(ideervalo genémico de 6,2Mbp) que
inclui o gene JAK (figura 8) (Kralovics R et alQd5), sugerindo que o 9p “abriga” uma
mutacao que contribui para a causa da expanséaal das células hematopoiéticas nas NMP.

Além da recombinacdo mitética, outro mecanismo padeentar a actividade da
cinase, incluindo a duplicacdo do alelo mutadocdaho é observado em alguns doentes com
PV e MFP que mostram um ganho de 9p, principalmgotdrissomia 9 (Delhommeaudt
al., 2006). A dissomia uniparental caracteriza-se peésenca de uma grande regido em

homozigotia, que se extende desde o ponto de recagid ao restante braco do

cromossoma, e que ndo se acompanha de alteracGasmeryo de coOpias cromossémicas
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(Kralovics R, 2008). Esta dissomia uniparental iyeeate esta envolvida na amplificacdo de

oncogenes (Kralovics R, 2008). Em adicdo, a perdahdterozigotia no 9p24, que

hY

actualmente se sabe corresponder mutacdo JAKEV@&hT homozigotia, pode ser

identificada em ambas as linhagens de célulaspmed e linféides, em doentes com PV. Tal
sugere que as mutacdes envolvidas na etiopatodarffd/ ocorrem nas células progenitoras

com capacidade de se diferenciarem em diferemtleadens celulares.

Mutacso V617F (
homozigéti '(l

O<q8

Mutacéo hipotética num Mutacdo heterozigética
gene “X” desconhecido ~ V617F no gene JAK2

i
~a-ar <t
©-¢€ ’éll "

Regressdo
clonal
hematopoietica S 2
normal Modelo B Modelo A |

N s Expans&o clonal ?’
¥ 4 o

Inicio da NMP

Expansdo do
subclone 9p

’

I___________.r_________l
)
1
’

Células 9p LOH
negativas

Figura 8. Modelos representativos da expansdo clonal por pa de heterozigotia no brago curto do
cromossoma 9 na PVComo se pode ver no modefg a mutacdo V617F num alelo do gene JAK2 do
cromossoma 9p, representado pelo ponto vermellzinhso ou combinada com uma mutacdo num qualquer
gene “X" é 0 ponto de partida para determinada NNi® modeloB, a mutacao heterozigética JAK2V617F no
cromossoma 9p ocorre apés o aparecimento da NMPRogimcialmente provocada pela mutacdo de um ou
mais genes desconhecidos. As células heterozigdtisea a mutacdo V617F tém uma vantagem evolutiva
sobre células ndo mutadas. A recombinacdo mitétitee regibes homologas dos dois cromossomas 9p num
célula heterozigética para a mutacdo V617F, resrtaperda de heterozigotia do 9p (9p LOH). Uma das
células filhas &€ homozig6tica para a mutagdo V6harhando vantagem evolutiva adicior@daptado de
Kralovics et al.- 2005
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Assim, o ganho de homozigotia na referida regidbrdgo curto do cromossoma 9 em
doentes com dissomia uniparental, cuja ocorrénciao@®um durante a mitose, pode

influenciar o fenétipo da doenca (Kralovics R, 2008

A recombinacdo mitética € um mecanismo genétiaguiate na inactivacdo de genes
supressores tumorais em tumores soélidos mas naodaencas malignas do sistema

hematopoiético (Kralovics Bt al, 2005).

Além do referido, é de salientar o facto das célll@matopoiéticas, em particular os
percursores eritroides, terem sensibilidade aurdardas respectivos factores de crescimento
humorais primarios; isto € para a Epo, conduzindgparplasia eritréide. Por outro lado, a
proliferacédo clonal da linhagem eritréide na PValévsupressédo da sintese renal da Epo por

um mecanismo de feedback negativo (Schafer A, 2006)

Contrariamente ao que ocorre nas formas familideesritrocitose e trombocitose, na
PV e ET nédo foram identificadas ainda mutacdes pa & da Tpo ou dos respectivos
receptores, Epo-R ou Tpo-R. As NMP classicas, s@mbém caracterizadas por
hipersensibilidade e/ou independéncia do progengrar hematopoiético a varios factores
de crescimento hematopoiéticos (James C, 2008;f&8cha2006) e/ou citocinas diferentes,
incluindo a Epo, a IL-3, o factor estimulante dédo@s, o factor de crescimento insulina-
like-1 (IGF-1), o factor estimulante de coloniasamilécitos-mondcitos e a Tpo
(Delhommeau Fet al, 2006; Kralovics Ret al, 2005; Kaushansky K, 2005). Estas
observacgdes sugeriram que anomalias moleculares/@lodos locais de ligacdo dos factores
de crescimento hematopoiéticos aos seus receptesrdo estar relacionadas com o
desenvolvimento destas NMP (Schafer A, 2006). @ofaanto os progenitores celulares

eritréides como mieldides de doentes com PV saers@msiveis a varios factores de
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crescimento diferentes e citocinas, sugerindo gqaeamnalia primaria nas NMP devera ser
num componente sinalizador de multiplos receptatesfactores de crescimento ou em

proteinas tirosina-cinase e fosfatases (Baxtrdt, 2005; Zhao e Xing, 2005).

Assim, as mutacdes no EpoR levam a activacao tatingti do receptor, resultando na
activacao da JAK2. Além disso, uma das caracteaistilas células progenitoras eritroides de
doentes com PV é a sua capacidade de gerar colitréédes na auséncia de Epo (Kralovics
R et al, 2005), facto a favor desta activacado constidutia patogénese deste subgrupo de

NMPs (Keersmaecker e Cools, 2006).

A TE V617F-positiva tem semelhancas com a PV, uem que se apresenta com
niveis altos de hemoglobina e leucécitos, MO meliglar, risco de trombose venosa elevado,
transformacdo em PV e grande sensibilidade a hisheia (Campbell Ret al., 2006). Estes
aspectos sugerem que a trombocitemia V617F-positivena forma frustre de PV, com o
grau de eritrocitose influenciado por diversosdeet como as reservas de ferro baixas, os

niveis de Epo baixos, 0 sexo e a homozigotia péfi’'¥ (Campbell Rt al.,2006).

6.1. JAK2 e a mutac¢ao V617F

A fosforilacdo das tirosinas cinase € um mecaniggalador fundamental em toda a
fisiologia celular, nomeadamente no crescimenttereicicdo e proliferagdo celular. Este
processo € controlado pelas ac¢des coordenadasadesnas tirosina cinase e fosfatase (PTK
e PTP). De acordo com a base de dados do genonmanbupxistem cerca de 90 PTKs e 38

fosfotirosinas especificas (Zhao e Xing, 2005).

As proteina cinases ou fosfotransferases catal&tmansferéncia de um grupo fosfato

de um nucleodtido trifosfatado de purina, ATP ou GPpRra o grupo hidroxil dos seus
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substratos, habitualmente um aminoé&cido hidroxjladserina, a treonina e a tirosina. Por
isso, as proteinas cinase sao designadas senmifiecinases, tirosina cinases ou cinases
duplas (Barbui e Finazzi, 2007). No nosso organjsam® fosforilagbes ocorrem mais
frequentemente em residuos de serina e/ou treoaimagnos frequentemente (inferior a
0,1%) em residuos de tirosina (Sarmento RibeiroeARil, 2007). Dai que, o excesso de
fosforilagdo em residuos de tirosina seja um dosanmismos implicados no cancro), como

por exemplo nas neoplasias hematoldgicas (Sarnieb&iro AB, 2002).

Enquanto que os receptores para os factores densesgo tem actividade intrinseca
de tirosina cinase, 0s receptores de citocinas tipe Il representam uma classe
estruturalmente diferente de receptores que néaessle tirosina cinases citoplasmaticas
adicionais para mediar a transducdo de sinal. Hstasna cinases denominam-se JAKs
(“Janus Kinase ou Just Another Kindpeestdo associadas a dominios intracelulares dos
receptores de citocinas e de factores de cresawneaio o receptor da Epo no reticulo

endoplasmatico (Barbui and Finazzi, 2007).

No genoma humano foram identificadas 4 JAKs, a Tgk2AK1, a JAK2 e a JAKS.
A Tyk2 é essencial para a sinalizacdo mediada [Pé#9 enquanto as outras JAKs séo
activadas por variadas citocinas estando assoceaddsrentes receptores (Pesu e Laurence,

2008).

A JAK2 é uma das tirosina cinase citoplasmaticasn émportancia no sistema
hematopoiético, em particular na sinalizacdo medipela Epo. A ligacdo da Epo ao seu
receptor leva a alteracdo conformacional deste camsequente activacao e fosforilacdo da
JAK2. Uma vez activada a JAK2, estabelece-se unpaacascata de sinalizag&o intracelular

que inclui os STATS, com activacdo da via JAK-STAIem desta via, a JAK2 também pode
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activar a via de sinalizacdo do PI3K e da RAS-MARKdeste modo, levar a proliferacao

celular, neste caso da série eritréide (ver figbra®) (Spivak &t al, 2003).

Para além do Epo-R, a JAK2 também medeia a sigalizde varias subfamilias de
receptores hematopoiéticos sem actividade tirosinase endogena, tais como receptores
homodiméricos tipo-1, o Tpo-R, o Mpl e o G-CSF-Reeeptores heterodimeéricos tipo 1 e
tipo 2, como a gpl30 e a familia de receptoreslda &€ INFw. Depois da ligacdo da
respectiva citocina, duas proteinas JAK associaapsgominio citosolico do receptor que é
activado por transfosforilacdo em residuos tirasis@® induz o recrutamento e fosforilacéo
de cinases como a enzima PI3K, a proteina RASaetorfde transcricdo STAT5. A JAK2,
fosforila directamente o STATS5, levando a sua dinagédo e translocacdo para o nucleo

(Delhommeatet al, 2006).

A translocacédo destes factores de transcricdo @aracleo induz a transcricdo de
genes alvo especificos envolvidos na regulacdo rdéfgpacdo celular, diferenciacdo e
apoptose. Além disso, também promove a maturadatacesendo ainda necessario para a
eficiente movimentacgéo de receptores homodimétiposl, tais como o Epo-R e Mpl, e para
a estabilizacdo da forma madura de Mpl e sua egmoh. Estes dois processos estao

deficientes nas NMP (Delhommeawetal, 2006).

O locus do gene mutado esta no cromossoma 9p caondss de quebra estendendo-
se ao longo do cromossoma 9p entre o locus do JAKR centrémero, sugerindo a
inexisténcia de um ponto Unico fragil, susceptppata a recombinacdo. Assim, a mutacao
com origem num dos alelos, pode estender-se ao, quar recombinacéo mitotica, levando a
duplicacdes do alelo mutado JAK2V617F e desapastiondo JAK2V617F normal (James

C, 2008; Levine e Werning, 2006), ou seja ocorrelgpale heterozigotia (figura 9C) e a
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expansao do clone torna-se mais eficaz (Vannucdtiah, 2009; Spivak &t al.,2003). Esta
situacao é tipica da PV e da MFI, sendo pouco comariE. A célula afectada por estas
mutacOes apresenta alteracdo na transcricdo, niagég do ciclo celular, na proliferacéo,

diferenciacéo e apoptose.

A prevaléncia do numero de eritrécitos homozig&ipara a mutacdo JAK2 aumenta
com o tempo, presumivelmente devido a vantagemfgnativa ou de sobrevivéncia das
células progenitoras mutantes. O ganho de homaaigotle ser detectado por sequenciacao
do ADN dos granulocitos em cerca de 30% de doaaesPV (Ishii Tet al, 2007). Quando
foram estudadas as colonias de progenitores oetulliematopoiéticos dos doentes,
aproximadamente 90% deles eram homozigoticos pamaitacdo V617F. Contrariamente,
nao foram encontradas coldnias progenitoras hemidtigas na TE sugerindo que a

homozigotia promove o desenvolvimento da PV (Carthjpbet al, 2006).

Apesar da descoberta de 4 tipos de cinases JAKnaapa JAK2 parece ser
particularmente importante na mieloproliferagdoawez que, como referido, os receptores
da Epo, da Tpo, do G-CSF, do factor de célulasamitgras, da IL-3 e da IL-5 utilizam esta
cinase para a transducéo de sinal (Kaushansky0g6)28lém disso, a mutacdo JAK2V617F,

€ a mutacao JAK mais relevante nas NMP (Tefferiliea@d, 2007).

Por outro lado, a JAK3 desempenha um papel actavoesposta imune, levando a
pensar que podera ter implicagfes importantes@desenvolvimento de uma nova classe de
imunossupressores (Pesu e Laurence, 2008). Asse@genas a um receptor de citocinas,
habitualmente a cadeia gama comum, que é uma slalolenidos receptores para as
interleucinas IL-2, IL-4, IL-9, IL15 e IL-21. No lmeem, a mutacdo da cadeia gama comum

resulta numa imunodeficiéncia combinada severaldp&&m outras deficiéncias. Assim, as
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mutacdes no gene que codifica a proteina JAK3 poddginar a SCID, no caso de
delec¢des, ou a Leucemia Megacariocitica Agudaaso de ocorrer ganho de funcéo (Pesu e

Laurence, 2008).

Ja a auséncia de JAK1 e JAK2 é letal levando anaisséle eritropoiese definitiva
(JAK2) e do desenvolvimento linféide normal (JAKTefferi e Gililand, 2007) e as células
falham na resposta a Epo, Tpo, INFHL-3 ou GM-CSF (Pesu e Laurence, 2008). Estudos
efectuados em ratos deficientes em JAK2, mostraen egtes morrem durante a vida
embrionaria com auséncia completa de eritropoiefiaitiva, uma descoberta que sublinha o
papel vital do JAK2 como transdutor da sinalizagdediada pela ligacdo da Epo ao seu

receptor (figuras 5 e 9) (Campbetlal.,2006).

Por outro lado, a supressdo dos genes JAK3 e TYHKR ratinhos origina
imunodeficiéncia combinada severa (JAK3) ou dingéai da sinalizacdo mediada pelo
interferdo (TYK2) (Tefferi e Gililand, 2007). Foambém recentemente demonstrado que
JAK2 e Tyk2 promovem a localizacdo na superficiilae do Tpo-R e protegem-no da

degradacéo proteasomica.

O geneJAK2 esta ainda implicado na regulacdo da expressagede Mpl, que
codifica o receptor para a Tpo, na superficie aeluDe facto, observa-se uma relacao
reciproca entre a percentagem de alelos neutadillAK2V617F e a expressdo de Mpl
plaquetar em doentes com PV, MFl e TE JAK2V617HRtpos, estando a expressao de Mpl

plaguetar severamente prejudicada nos doentes JBKZA/negativos.
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Jak2 original Jak2 original Jak2 com a mutacéo V617F
sem Epo com Epo sem Epo
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Células progenitoras

&—

<
=
P

Célula estaminal

V617F heterozigético V617F homozigético

JAK2 sem mutagdo

WELTE WELTE ErE
Mutagdo pontual Recombinagdo mitética
_—— P —

Deeescdseia §

Figura 9. Papel da proteina JAK2 sinalizagdo celular mediadg@ela Epo.A figura representa em, o

papel da JAK2 na sinalizacéo celular mediada ppta EmB, a diferenciacéo das células progenitoras a partir
da célula estaminal; e®, o desenvolvimento da mutacéo pontual JAK2V617Bnago curto do cromossoma

9 e o0 papel da recombinacao mitética no desenvehlionda mutacdo em homozigotia (Adaptado de Cainpbel

Petal, 2006 ).

Como vimos, ostatusalélico do JAK2V617F ndo estd necessariamenteioelado
com o fenétipo clinico da NMP, mas o grau de comm@timento da expressdo plaguetar de

Mpl esta. O Mpl tem a sua expressao reduzida rsagiptas e megacariécitos de doentes com
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PV, facto a favor da hematopoiese exuberante (Bpataal., 2003). Conclui-se que, a
expressdo aberrante de Mpl pode ser um denomir@doum na sinalizagcdo celular em

ambos os subtipos de NMP, JAK2V617F positivas atneas (Moliterncet al.,2006).

6.1.1. Estrutura do gene e da proteina JAK

A estrutura da familia de PTK, JAK2, pode ser ddédem 7 dominios de homologia
(JH), como se pode ver rnfgura 9.1 (Kota J et al, 2008), dos quais apenas 4 séo
consideradosajor (Zhao e Xing, 2005). S&o tirosinas cinase invidgarma vez que contém
2 dominios de cinase homologos: um dominio cinadalitcamente activo, JH1, e um
dominio muito idéntico a este primeiro na sequédeaamino-acidos, mas com défice de
actividade catalitica, JH2 (inactivo), também demawio pseudocinase. Pensa-se que 0
dominio JH2 desempenha um papel na auto-regulagativa (dominio auto-inibitério, que
suprime a actividade de cinase da JAK2), de talontpe:, delecgdes neste dominio provocam
a activacao constitutiva da cinase JAK2. O domBiit? € constituido pelos dominios de
homologia 3 e 4, sendo a sua funcdo desconhe@dee§IC, 2008; Kotael al,2008; Tefferi

e Gililand, 2007; Kaushansky K, 2006).

Dominio FERM Dominio SH2 Dominio Pseudocinase Dominio Cinase

Figura 9.1.Estrutura da Cinase Janus.O dominio JH1 (carboxi terminal) € estruturalmemendlogo ao

de outras PTK, mas funcionalmente distinto. O damiil2 € um dominio de pseudo-cinase, sem actigidad
catalitica mas com funcéo importante na regulag&in&ética. Existe ainda um dominio SH2 com duas JH
homélogas, mas cuja funcdo se desconhece. Poo filaminio denominado por banda 4.1 ou FERM, contém
0 amino-&cido terminal que medeia interac¢des fmateroteina, tem funcéo de regulacdo da actividede
cinase e geralmente esta intacto na proteina JAK2\(Bdaptado dé’esu and Laurence, 2008; James C,
2008; Zhao and Xing, 2005 e Kaushansky K, 2006) .
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Este dominio de pseudocinase, JH2, tem deficiéaaia aminocidos essenciais
presentes nas cinases activas, como se pode figurea10.Assim, a terceira Gly do motivo
GXGXXG no subdominio |, é substituido por Thr; alPABo motivo DxxxN no subdominio
VIB é substituida por ALA e a DFG no subdominio ¥lsubstituida por DPG. As alteracdes
destes residuos tornam o dominio de pseudocinaskticamente inactivo (Zhao Rt al.,

2005).

—] Pseudo-PTK PTK
I 1132
N-terminal lobe — ATP binding  C-terminal lobe — peptide binding and phosphotransfer
GGG K I DxxxxN DFG APE  Dxxxx( R

it o]y

Jak2 (humano) 604
JAK2 (rato) 604
JAK2 (cdo) 637
JAK2 (porco) 604
JAKZ (galinha) 601
JAKZ (rd) 597
JAK2 (peixe baldo) 6086
JAKZ (peixe zebra) 568
JAK1 (humano) 645
Tyk2 (humano) 665
JAK3  (humano) 579

Figura 10. Representacéo dos residuos que tornam o dominio geeudocinase inactivo(Adaptado de

Zhao R et al., 2005).

Tal como as outras proteinas cinase, as JAK ténmamsa de activacdo» que regula a
actividade da cinase, e que € um laualjor de autofosforilacdo. A fosforilacdo neste local
permite que os membros da familia de reguladorgatives, os supressores de sinalizacao

das citocinas, SOCS1, se liguem e inibam a actieda JAK.
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O que torna a estrutura da JAK Unica é a existédoiadominio pseudoquinase
imediatamente antes do dominio de cinase N-ternfiaira 10). Além disso o terminal
aminico da JAK compreende o dominio FERM (banda dztin, radixin, moesin), cuja
identificacdo de mutagcbes mostra que este medegagio da JAK ao receptor da citocina
relacionada e participa na sinalizagdo celulaagitoplasmatica sequencial, ou seja, regula a
actividade da cinase. De facto, a interaccdo enf®K e o EpoR ou TpoR é desfeita quando
ocorre a mutacdo (y114A) no dominio FERM, ou séjmecessario um dominio FERM

intacto para a sinalizacédo constitutiva da JAK2Wa17

6.1.2. A Mutacao JAK2V617F

Como referido, foi recentemente descrito nas NIZB0%) uma mutacdo no genAK2,
localizada no interior do dominio JH2 (Janus homwld), a JAK2V617F. Trata-se de uma
mutacdo somatica em que uma guanina é substitafdarpna na posi¢édo 617 (figura 11), do
exdo 14, no nucleotido 1849, resultando na sulgiitude valina por fenilalanina (Tefferi e
Gililand, 2007). E uma mutagdo com ganho de furgiaue se perde a ac¢édo auto-inibitoria
de JH2 resultando na expressdo de uma tirosingaecihaK2 constitutivamente activada. A
JAK2 mutada, JAK2V617F, pode assim ligar-se a uceptor e recrutar os STATS, mesmo
na auséncia ou na presenca de quantidades vestigifactor de crescimento hematopoiético

(Barbui e Finazzi, 2007; Levine e Werning, 2006).
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Figura 11. Estrutura da proteina JAK2. A figura mostra o local onde se enconta a mutg&i’F (Adaptada

de Pesu e Laurence, 2008).

Vérias linhas de evidéncia indicam que a JAK2V618tR um papel na patogénese
das NMP, ndo sendo apenas uma mutacao passageisume por coincidéncia na mesma
célula progenitora. A expressao @BK2 mutado (mas néo do tipo primitivo d&K2) induz
hipersensibilidade a Epo e sobrevivéncia de cudtuta linhagens de céluldaa vitro
independentemente da Epo. Estudos de correlac@éicaclirevelaram que os doentes
portadores de JAK2V617F tém uma sobrevida livreddenca mais curta, necessitam de
tratamento com agentes citorredutores e apresentam complicacées, em particular
trombose, hemorragia e mielofibrose (KralovicetRal, 2005), relativamente aos que tém

JAK2 normal (Schafer A, 2006).

A mutacdo JAK2V617F ocorre em mais de 95% (Vannudthet al, 2009;
Guglielmelli P et al, 2008; Kota Jet al, 2008) dos casos de PV. Nos restantes 5%
remanescentes, a maioria dos doentes com PV qué6dadt- negativos, sdo positivos para

outra mutac&o activadora do JAK2, dai que, virtealt® todos os doentes com PV tenham
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uma mutacdo ddAK2 (Swerdlow SHet al, 2008). Além disso, esta mutacdo também se
encontra em cerca de 60% dos casos de TE ou MRokas R, 2008), em 40-50% dos
casos de anemia refractaria com sideroblastos eieamombocitose (Vannucchi ét al,
2009) e numa pequena percentagem de doentes corrlebidémia mielomonocitica cronica,
LNC, mielodisplasia, ou LMA, sendo bastante rarate®e 2 Ultimos. Para explicar esta
diferenca, existem varias hipoteses, uma poucoapedvurefere a possibilidade da mutacéo
ocorrer a diferentes niveis na célula progenitotdra explicacdo aponta os diferentes niveis

de expresséo V617F.

De salientar que a mutacédo V617F néo foi identificaoutras doencas neoplasicas ou
hematolégicas. No entanto, em mais de 50% de doenta sindrome de Budd-Chiari foi, de
modo inexplicado identificada, sugerindo a presetigauma NMP oculta nestes doentes

(Campbell Ret al.,2006).

Estudos bioquimicos mostraram que a presenca daca&wtJAK2V617F induz
fosforilagdo constitutiva de citocinas JAK2 e aati&io dos factores de transcricdo envolvidos
nas vias de sinalizacdo mediadas pelo receptorpda & vias JAK/STAT, PI3K/AKT e
MAPK/RAS/ERK (figura 12). Além disso pode ocorreipérsensibilidade a Epo e
independéncia dos progenitores eritroides (Gaikevallissenzveig, 2007; Levine e Werning,

2006; Baxter Eet al, 2005).

Quando se analis@ vitro, a proporcdo de células hematopoiéticas que exgreas
mutacéo JAK2V617F em doentes com PV, verifica-s& @gta diminui com a diferenciacao
das células CD34+. Todavia, as células mutadasémaat capacidade de proliferar mais

rapidamente do que as outras. Por outro lado, ceatanda expansao dos progenitoires
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vitro pode estar relacionada quer com a inibicdo dataepepquer com o aumento da

proliferacéo (Gaikwad e Nussenzveig, 2007).

Além disso, os doentes com PV com elevada “carga” JAK2V617F tém
simultaneamente uma percentagem de células norsigngficativamente alta (James C,
2008; Ishii Tet al, 2007). Apesar da carga de alelos V617F ser @tepeeferencialmente em
doentes com PV e em menor proporcédo na MFP e Variabilidade na carga alélica em si,
nao € critério suficiente para diferenciar estadades clinicas nem ajuda a explicar
satisfatoriamente o paradoxo «um alelo mutantderatites fenotipos clinicos». No entanto,
na transformacao da PV em mielofibrose, a cardecalélevada da mutacdo V617F tem um
papel negativo, aumentando a propensao a transfaomgGuglielmelli Pet al., 2008).
Recentemente, foi estabelecida uma relacdo entarga alélica elevada e a contagem
leucocitaria, o valor de hematdcrito ao diagnosticprurido aquagénico, o tamanho do baco

e a necessidade de tratamento (Ishet @l, 2007).

Apesar de tudo, ainda estd mal esclarecido comaeeéuma Unica mutacdo V617F
pode ser a base de doencas téo diferentes clinitey@®mo as NMP classicas. A existéncia
de polimorfismos num unico nucleétido do gene JAK®R sido associada preferencialmente
a PV, suportando a contribuicdo de caracterisjeasdticas herdadas para a variabilidade
fenotipica das NMP (Ishii €t al, 2007). Além disso, existem evidéncias que sugerge a
JAK2V617F pode ndo ser o evento citogenético ihicis NMP e que podera existir uma
célula mutada «pré-JAK2» (Vannucchi & al, 2009; Gaikwad e Nussenzveig, 2007).
Alguns referem também que a actividade da cinas€2VA17F ndo é afectada pela co-
expressdo da JAK2 normal (LevineeR al, 2006). Além disso, em criangcas com PV, a
mutacdo JAK2V617F € menos frequente do que emaadatim a mesma patologia, sendo

mais comum a sobreexpressdo do mRNA do gene PR¥dIilj L et al.,2007).
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Varios estudos tem demonstrado que a mutacdo JAKZWGenvolve apenas a
linhagem mieléide na maioria dos doentes com Pyersndo que a mutacdo nestes doentes
ocorre provavelmente nas células progenitoras lgroegticas (CPH) miel6ide-especificas.
No entanto, numa subpopulacdo de doentes com PVtacédo JAK2V617F também foi
encontrada nos linfécitos B e T, sugerindo que estéacdo pode ter origem em células
progenitoras linfomieldides, como foi dito antem@nte. Por Udltimo, na PV a mutacdo
também pode ser detectada numa subpopulacdo ‘COB88CDI0Lin" de células
hematopoieticas primitivas. Estes dados indicam pei® menos em alguns doentes com PV,

a mutacao JAK2V617F se origina ao nivel de uma @RHipotente (Ishii Tet al, 2007).

6.2. Vias de Sinalizacao celular
Como mencionado, a mutagdo JAK2V617F origina umeositia cinase

constitutivamente activa, a JAK2, capaz de actp@r fosforilagdo as vias de sinalizagdo
celulares JAK/STAT, PI3K/AKT e RAS/MAPK/ERK, de modndependente dos respectivos
ligandos (citocinas) (figuras 5, 9 e 12). Como sdepver na figura 12, a JAK2 induz a
fosforilacdo do factor de transcricdo STAT e sustgrior dimerizagdo através dos dominios
SH2 (Src de homologia 2). Os dimeros formados sofranslocagdo para o ndcleo através
de uma proteina, a NPI-Ngcleoprotein Interactorl), com a subsequente regula¢do da
expressdo génica dos elementos de resposta do ABM. desta via de sinalizacdo podem
também ser activadas as vias RAS/MAPK e PI-3K/AKddptado de McLornaret al.,

2006).

A JAK2V617F activa e hiperfosforila a STATS, sinmi@ente ao que se observa

noutras doencas malignas hematologicas ou em tgrsohelos (Gaikwad e Prchal, 2007). O
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STATS5 uma vez activado por fosforilagcdo, activaaamscricdo de muitos genes importantes

na proliferacéo e sobrevivéncia celulares (Leviéezning, 2006).

| Ligando (ex. Epo) Epo)

Extracelular m

-+ Receptores

m Dimerizacdo do STAT . L
&Te . & Inibicdo de
F Dominio SH2
Feedback
Via RAS-MAP1
Via PI3K
Via AKT |
e - i AL O e eslisiedocit ey o=
A'_,..-'-""
Nucleo

Transcricdo genética elevada
XN
 FEEEEERENEN

DNA

Figura 12.Via JAK/STAT. Apo6s a associagdo de um ligando ao seu receppogteina JAK2 activada
catalisa a fosforilagéo da tirosina no dominioplasmatico do receptor e conduz a fosforilagaofdo®res

de transcricdo STATSs (transdutores de sinal e aires da transcricdo). A fosforilagdo do STAT lawua
dimerizacéo através dos dominios Src de homolo@BH2) e translocagdo para o nucleo através dalNPI-
(via Interactor de Nucleoproteina 1), com a subeatpiregulacdo da expresséo dos elementos de teedpos

ADN. e da transcricdo. Também hé interaccdo comias de sequenciacdo RAS/MAPK, PI-3K e AKT.

(Adaptado deMcLornan D et al., 2006).

No entanto, a mutacdo JAK2V617F causa activacacstitativa da sinalizacéo
mediada tanto pelo STAT5 como pelo STAT3 (Kott &l., 2008). Varios estudos mostram
que na MFP e TE predomina a activacdo de STAT3ue a activacdo da STATS é
aparentemente baixa na TE e inexistente na MFPolor lado, na PV foi demontrado um

predominio de fosforilacdo dos dois factores destAacdo, STAT3 e 5. Assim, a activagcéo
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constitutiva da sinalizagdo STAT3 e STAT5 parece s@eterminantenajor nas NMPs,

independentemente da JAK2 ou da mutacdo do reagpimtocinas (Kota ét al, 2008).

Além do envolvimento da JAK2 mutada na activacaonddéiplas vias de sinalizacéo
celulares envolvidas na proliferacéo, diferenciagdegulacdo do ciclo celular, a supresséo
da apoptose é outro dos mecanismos provaveis maqrese das NMP. Alguns destes
mecanismos incluem a sobre-expressao da proteisalaevivéncia celular, BCL-XL, nos
progenitores eritroides em doentes com PV, prowvasele como resultado de um aumento da

sinalizacdo JAK-STAT (Gaikwad At al.,2007, Schafer A, 2006).

Em suma, para além da reducado da apoptose, véme vnoléculas anti-apoptoticas
intracelulares como as STAT3, PI3K-AKT e MAPK-ERKaos activadas/induzidas
constitutivamente nos progenitores mieldides dentas com NMP. Simultaneamente existe
hipersensibilidade para o factor de crescimentalilmas-like (IGF-1) (Kiladjian Jet al,
2007), o factor estimulante de colbnias de grartd$tnacrofagos, a IL-3 e para o factor
estimulante de col6onias de megacariécitos ou TdémAdo referido, a JAK2 mutante
promove a passagem da fase G1 para S nas célutistelda hematopoiético, acompanhada
por sobre-expressao de ciclina D2 e diminui¢ao rdbidor do ciclo celular, p27kip. Ao
contrario de muitas doencas malignas em que o Ibd¢kida esta inactivo, os progenitores
eritroides dos doentes com PV exibem aumento daessgo do locus INK4A/ARF (Kotael

al., 2008).

Os efeitos observados na diferenciagdo eritréiddemo ser mediados por uma
molécula importante na diferenciacéo eritroideaaidr nuclear eritrdide-derivado 2 (NF-E2),
gue esta sobre-expresso na PV. Além disso, comeridef anteriormente, as células

hematopoiéticas que expressam a JAK2V617F tornarhigersensiveis ao factor de
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crescimento insulina-like 1 (IGF-1), sugerindo geste factor de sinalizacdo também
influencia a proliferacdo celular e diferenciacé@s aélulas nas NMP (CampbelleP al,

2006; Spivak &t al, 2003).

Como ja referimos anteriormente, a activacao dallde ligacdo da JAK ao receptor
conduz a inducdo da activacdo dos STATs. Um grggethes rapidamente induzidos pelo
STATs é a familia de supressores da sinalizacaocilasinas, 0sSOCS(figura 13). As
proteinas SOCS ligam-se quer as JAKs quer aosumsside fosfotirosina do receptor

activado, bloqueando a sinalizagéo (KaushanskyR5p

Assim, o0 SOCS 1 e 3 séo reguladores negativos aladAK/STAT, uma vez que
podem inibir a actividade catalitica das proteidA¥ directamente, por possuirem uma
regido inibidora das cinases (KIR) que tem como al\ansa de activacéo das proteinas JAK.
A sua expressao leva a reducao da fosforilacddHaeJdo STAT, reducdo da dimerizacao
do STAT, do importe para o nucleo e da transcrigigenes alvo. O SOCSL1 liga-se ao JAK2
fosforilado directamente, enquanto que o SOCS&iaiBAK2 enquanto se liga a um receptor
de citocinas como por ex. 0 EpoR (Fourouclastdl.,2008). A JAK2V617F parece néo ser
sub-regulada pelo SOCS3, possivelmente devido inc@nfosforilacdo do SOCS3 que pode
debilitar a sua actividade ligase E3. Foi propasto modelo em que o JAK2V617F pode
escapar a regulacgéo fisioldgica do SOCS, hipenfitafmlo o0 SOCS3 (Kota €t al, 2008). A
existéncia de mutagbes ou de metilacdo dos SOCSODE@S3, podem contribuir para a

patogénese das NMP JAK2V617F positivas e negativ@souclas Net al, 2008).
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Figura 13. Vias de sinalizagdo celular e genes mutados maisefuentes nas NMP.Em A esta
representado a activacdo das vias de sinaliza¢adpk2. A JAK2 e os outros membros da familia ciaases
Janus sao proteinas tirosina cinase que funciomano éntermediarios entre os receptores membrareaes
moléculas sinalizadoras intracelulares. As progeihdK estdo constitutivamente associadas com ognitmsn
citoplasmaticos dos receptores. Normalmente aa@iv celular ocorre quando a ligacdo de um ligaggdo,
ou Tpo, induz a dimerizagédo do seu receptor e akescdo conformacional com consequente activdgio
JAK. Os dois receptores-associados a JAK séo trazidra a proximidade permitindo a transfosfordagén

do outro. As JAKs fosforiladas e activadas, porwem fosforilam os dominios citoplasmaticos dasptores,
que por esse meio se tornam locais de ligacdoymasacascata de moléculas sinalizadoras, particataaros
STAT. Os STATs estao ligados a residuos de tirofsisforilados nos dominios citoplasmaticos dos Rpe-
Tpo-R, tornam-se eles mesmos substratos para ifagfy e activacdo pela JAK activada. As moléc8laaT
activadas, migram para o nulcleo, onde actuam cauiores de transcricdo ligando sequéncias especific
reguladoras que activam ou reprimem a transcrigigeshes alvoB representa as muta¢gbes nos genes mais
frequentes nas NMP, JAK2, MPL, PDGFRa/FIP1L1 e KA@laptado de Vannuchi At al, 2009).
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6.3. Mutacao JAK2 e complicacoes da PV

O geneJAK2tem sido reportado nas leucemias mieldide e Lilgf60Os inibidores da
JAK2, mostraram actividade contra leucemias lirdstitas e mieldides agudas humanas,
sugerindo um papel desta cinase nestas doencastardo, a transi¢cao para LMA parece néo
ter correlacao directa com a JAK2, uma vez queredambém em casos em que esta tirosina

cinase € normal (Sillero e Cariete, 2007).

E controverso se os doentes com a mutacdo JAK2V&iiFRim risco aumentado de
complicagBes vasculares. Num estudo referenciadélatiori N et al (2008), o nimero de
megacariocitos era significativamente superior ementes com PV com V617F, mas a
contagem plaquetar era levemente mais baixa. Alésoda incidéncia de incidentes
trombadticos, embora estatisticamente ndo signifigatera superior no grupo portador da
mutacdo V617F, mas a agregacao e a adesado plapuetay era afectada pela presenca da
mutacdo. Depreende-se que a mutacdo JAK2V617F pedeim papel i vivo» na
coagulacdo sanguinea, ndo soO alterando o numercamé®m a funcdo de todas as trés

linhagens sanguineas (HattoreNal.,2008).

7. DIAGNOSTICO

7.1. Caracteristicas Clinicas

As NMP sédo altamente variaveis, apresentando fersttlinicos que vao sofrendo
alteracdes durante a evolugdo da doenca e que imamebutras doengas hematoldgicas
benignas e malignas (Spivak e Silver, 2008). Asgipais caracteristicas clinicas comuns as
NMP sdo a sobreproducdo de células sanguineafaigie maduras, o curso da doenga
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longo (Campbell et al, 2006) e a presenca de um estado de hipercoagu{Eaushansky
K., 2006). A PV, por sua vez, caracteriza-se patoento da producao de eritrécitos de modo
independente dos normais mecanismos que regulaeamatbpoiese (Swerdlow Sét al,

2008) e evolui frequentemente para “panmielose”.

Como podemos observar na figura 14, a PV pode @dogem 3 fases: (1) Prodromica
ou fase pré-policitémica caracterizada por eritos@ que vai deorderlinea leve; (2) Fase
de Policitemia patente, associada a massa eréracgignificativamente aumentada; (3) Fase
acelerada ou Mielofibrose pds-policitémia na gualciopenias, incluindo a anemia, estao
associadas a hematopoiese ineficaz, fibrose dalmédsea, hematopoiese extra-medular e

hiperesplenismo (Swerdlow St al.,2008)

A maioria dos sinais e sintomas de PV representaddabela 6 sdo consequéncia da
eritrocitose que surge como um excesso, moderadevaro, de globulos vermelhos
normociticos e normocrémicos no Sp, podendo s@&chipnicos e microciticos nos casos de
deficiéncia de ferro (Swerdlow Seét al.,2008).A eritrocitose e o hematocrito elevado, sédo
responsaveis pelo aumento da viscosidade sangufuea podem contribuir para
manifestagdes clinicas comuns como cefaleias, vig&a, alteracbes auditivas, hemorragias

muco-cutaneas, reducao da frequéncia respiratdiieetensao arterial (Helmann A,2008).

Além do referido, sdo também tipicos de PV o paudiuagénico, que ocorre em
mais de 50% dos doentes (geralmente apdés um bandgua quente e que estara relacionado
com a libertagdo de serotonina pelas plaquetasveisrelevados de histamina), baixo VGM
e elevada contagem leucocitéria (Cortes e Kantarig®04; Diehn e Tefferi, 2001). A
esplenomegalia presente em 2/3 dos doentes, agesser critério diagndsticmajor, a

palpacdo tem uma sensibilidade de apenas 58% (®uetral, 2004). Ocorréncias pouco
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comuns, mas observaveis, sdo a dor 6ssea e a dsenrautrofilica (Cortes e Kantarjian,

2004).
Evolucdo ————» Manifestacao » Transformacao
Metaplasia mieldide pds-
policitémia
~10%-15% mimetizando — o
“TE” Fibrose <20%
l v
10-15 anos
>
F N
t (®)
Esplenomegalia
e Esplenomegalia <10%
JAK2 +/+ . . . .. .
Epo Aumento definitivo da Mielofibrose pos-policitemia com
CEE + massa de eritrécitos transformacéo blastica
Fase pré-policitémia Fase de Policitémia estabelecida Fase acelerada ou terminal

Figura 14. Representacdo esquematica do processo de evalad@d.(Adaptado de Swerdlow SH et al., 2008)

O fendtipo clinico de um doente com PV pode inchiétora e veias engorgitadas
(Tefferi A, 2003) mas, actualmente, a PV é detect@gcocemente ndo pela clinica, mas em
hemogramas de rotina, que apresentam eritrocitaseemoglobina/hematdécrito elevados

(Stuart Bet al,, 2004).

Os valores de hemoglobina sé&o considerados elewaiina de 18g/dl nos homens e
16g/dl na raca negra e sexo feminino; e os do hemext se superiores a 52% em homens de
raca branca e 47% nas mulheres e raca negra (Ruettal, 2004). No entanto, s&o
frequentes hemogramas com falsos negativos, umguee hematdcrito ndo € uniforme em
todos os 6rgdos nem nos diferentes vasos, sendoefeaado no baco, no figado e grandes

vasos e mais baixo no intestino, rim, cérebro eouasculatura (Spivak e Silver, 2008).
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A PV acompanha-se de complicagdes frequentes glieem, hemorragia, trombose,
complicagbes vasculares e evolugcdo para mielofbrpés-policittmia ou LMA, que
constituem as grandes causas de morbi-mortalidesia WNMP (Vannucchi At al, 2009;

Linardi Cet al, 2008; Ruggeri e Rodeghiero, 2008; Schafer A6200

De acordo com estudos efectuados, a incidénciaodgbbse e hemorragia na PV a

apresentacao, varia de 12-39% e 1,7-20%, respewiv@ (Barbui e Finazzi, 2007).

Tabela 6. Sinais e sintomas de Policitémia Vera

Mais Comuns Menos Comuns

Hematdcrito > 52% em homens de ragaguimoses / Epistaxis

branca; >47% em mulheres e raca negrag,drome de Budd-Chiari

Hemoglobina >18g/dL em homens de ra‘@itromelalgia

branca;>16g/dL em mulheres e raca negra.
Gota

Plétora
Hepatomegalia

Prurido aquagénico
Isquémia digital

Esplenomegalia _
Eventos Hemorragicos

Astenia
Eventos tromboticos

Perda de peso _ . ' |
Disturbios neuroldgicos breves (cefaleips,
Diaforese tonturas, parestesias,zumbidos, vipao

turva)

Dor toracica atipica

(Adaptado de Stuart B et al., 2004)

Os problemas hemorragicos estdo normalmente relacionados com as plaquetas,
envolvendo hemorragias espontaneas tipicamente -puiéoeas, com equimoses faceis,

epistaxis e sangramento gengival (Squizzatet Al, 2008). O risco de hemorragia aumenta
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com o uso de farmacos antiplaquetares e, paradert#nao que seria de esperar, ocorre por
aumento da trombocitose, possivelmente devido a fanmaa adquirida de doenca de von

Willebrand. No entanto, a complicacdo hemorragingeéos frequente que a trombaotica.

A trombose, por sua vez, aumenta com a idade avancada, aatgesdoessoais de
trombose e factores de risco vasculares (Land@fi @ennaro, 2008; Finazzi e Barbui, 2007,
Schafer A, 2006). Ocorre em cerca de 40% dos deegéealmente sob a forma de trombose
arterial na TE, e venosa na PV, podendo atingindgsa vasos, a circulacédo cerebrovascular,

coronéria e arterial periférica.

A trombose venosa, geralmente ocorre nas veiasumpiat das extremidades
inferiores ou sob a forma de embolia pulmonar, made localizar-se em zonas intra-
abdominais menos frequentes como vasos mesenténcdgepaticos particularmente nos
mais jovens (Sindrome de Budd-Chiari ou tromboseeita Porta). A localizacdo hepatica da
trombose, pode ter como factores locais a hematsp@xtramedular hepatica, o aumento do
fluxo sanguineo portal e a esplenomegalia congedie facto h4 uma associagdo muito forte
entre estas alteracdes hepaticas e a PV (Barbunaz22007; Schafer A,2006), tendo a
sindrome de Budd-Chiari sido detectada em cer&gdas autdpsias de doentes (Cortes J
al., 2004). Em 30-40% dos doentes com trombose veegigidncnica (sindrome de Budd-
Chiari e trombose da veia porta) ndo atribuiveluras causas, foi detectada a mutagéo
JAK2V617F (Kota Jt al, 2008), o que mais uma vez traduz a importangigehotipagem

da JAK2V617F como um exame de 12 linha nestas ¢oesli(Vannucchi At al., 2009).

Até agora ndo houve nenhum estudo que demonstuasseorrelacdo significativa
entre o numero e funcdo plaquetar e trombose n®s, qgontrario, os leucdcitos foram

recentemente considerados factor de risco indepémndie trombose (Schafer A, 2006). O
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estudo referido por Schafer (2006) mostra que emntds com leucocitose superior a
15.000x168 /L, relativamente a doentes com leucécitos infesa 10.000xF0L, se observa

um aumento significativo (de 70%) na taxa de cocagles vasculares, em particular enfarte
do miocéardio. No entanto, a activacdo de leucdditosvivo mostrou estar associada a
activacdo de plaguetas e células endoteliais. Asnalias qualitativas ou quantitativas dos
eritrocitos também nédo fornecem explicacdo partgrdéncias trombdticas ou hemorragicas

nas NMP.

Além das complicacdes trombo-hemorragicas refera@ma, pode ainda ocorrer
trombose na microcirculacdo, mais comum na TE dormguPV. Clinicamente traduz-se por
alteracbes visuais e neurolégicas e eritromela(dar tipo queimadura e aumento da
temperatura nas extremidades distais assimetridajn@ichiels JJet al., 2006), que pode
progredir para isquémia distal e gangrena dos masnbima vez que as arteriolas afectadas

podem estar parcial ou totalmente ocluidas porasorganizados (Michiels @dal, 2006).

As alteracdes da circulagao microvascular, incloiag complicagbes microvasculares
isquémicas tipo acidente isquémico transitério (Aipico ou atipico, enfartes isquémicos
oculares e coronérios, sdo manifestagfes clinispscéficas em doentes com PV e TE
associados a trombocitémia (Michiels &1 al,2006). Os doentes com alteragbes
microvasculares decorrentes da trombocitémia tépnesma plaquetar diminuida e niveis
aumentados de R- tromboglobulina, factor plaguétartrombomodulina e excrecao urinéria
aumentada de tromboxano B2, indicando o envolviméas plaquetas nestes processos
vivo. Além disso, a inibicdo da COX-1 (ciclooxigenatagpetar) pela aspirina € seguida por

alivio dos problemas microvasculares (MichielgtJdl, 2006).
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Uma outra complicagdo da PV, muito rara mas com t@ta de mortalidade é a
compressdo da espinal-medula em consequéncia datdpmese extramedular dentro do
espaco epidural. Em casos suspeitos, deve faaamaeRM da coluna e a terapéutica que
parece proporcionar um melhor progndstico incluiauterapia combinada de radioterapia
espinal associada a laminectomia, que além de maellm quadro neuroldgico reduz a

mortalidade (Scott e Poynton, 2008).

7.2. Diagnéstico Laboratorial

Como vimos, deve suspeitar-se de PV quando ossnilei hemoglobina e/ou o
hematocrito estdo aumentados contudo, o diagnddid®v nem sempre € facil, sobretudo o
diagndstico diferencial com proliferacao reactivdaatores nao-hematoldgicos primarios
(Helmann A, 2008; Skoda R, 2007). Apés exclusdarda causa secundaria de eritrocitose o
diagndstico de PV é feito através de uma combindeamitérioamajor e minor estabelecidos

(figura 15 e tabela 6).

Foi ainda referido anteriormente que a PV, por mormdo se limita a simples
proliferacdo de eritrécitos, revelando-se na maiodos casos por panmielose com
envolvimento das linhagens mieldide, eritréide gavariocitica. Foi detectada a presenca de
uma mutagao nos progenitores de cada uma deshagdins em doentes com PV (Levine e

Werning , 2006).

A maioria dos doentes com PV tem CEE espontanéasisrde Epo sérica baixos ou
normais, sobre-expressao da proteina PRV-1, a awtddK2V617F (Michiels Jé&t al,
2007) e acumulacao de eritrocitos no sangue penaghio da linhagem eritréide (Linardie€

al, 2008). Porém, um doente com o PV pode ter nbagios de saturacao de oxigénio, pois é
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possivel ter PV e uma doenca hipdxica nao relader{&chafer A, 2006; Stuart & al,

2004).

Nivel de Hemoglobina superior a 18g/dL, ou

hematdcrito superior a 52% nos homens de raca branca

Nivel de Hemoglobina superior a 16g/dL, ou
hematdcrito superior a 47% em mulheres e raca negra

i sl

v
Esta presente uma causa

secundaria de Policitémia?

2
[®)

N3o se progride

estudo de PV

Tratar problema secundario
subjacente

Estdo presentes os dois critérios diagndsticos major e um minor ou o primeiro major e dois minor de PV?

CRITERIOS MAJOR

1. Hemoglobina superior a 18g/dL nos homens ou a 16g/dL nas mulheres ou outras evidéncias de

aumento do volume de eritrécitos.

2. Presenca da mutacdo JAK2V617F ou outra funcionalmente similar (ex. mutacdo do exdo 12 do JAK2).

CRITERIOS MINOR

1. Bidpsia da MO mostando hipercelularidade das trés linhagens hematopoieticas

proliferacdo eritrdide, granuldide e de megacaridcitos proeminente.

2. Nivel de Epo sérica abaixo dos niveis normais de referéncia.

3. Formcdo de CEE in vitro.

s)

v
Policitémia Vera - Considerar consulta de Hematologia.

Opcodes terapéuticas major:

- Flebotomia

- Hidroxiureia, combinada ou ndo com flebotomia
-Interferdo alfa-2b

Auséncia de Policitémia Vera.
Considerar diagndsticos alternativos e

consultar de Hematologia.

Figura 15. Algoritmo de avaliagéo e orientagdo na PAdptado de Swerdlpw SH e tal., 2008; Stuart B.et a

2004)
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A MO mostra hipercelularidade generalizada muit@geg marcada por um aumento
dos megacariocitos, com formag¢do de agregadoscyarmente no caso de excesso de
plaguetas. Apresentam anomalias morfologicas aafatitas tais como ndcleos
hiperlobados, e diminuicéo das reservas de feretféi A, 2003; Swerdlow Skt al.,2008)
como se pode ver Mggura 16 Em aproximadamente 10 a 20% dos casos de PVteoco
desenvolvimento gradual de anemia marcada. No tentareritropoiese € normobléstica e a
granulopoiese € morfologicamente normal (Swerdldw & al.,2008). Observa-se ainda
neoangiogénese na medula éssea que nao se relaoiora baixa concentracado de oxigénio

medular, uma vez que este € habitualmente nofigatd 16 (Kaushansky K, 2005).

O esfregaco de Sp é tipicamente «leuco-eritrobi@stfFigura 16. Nestes casos, a
MO mostra notavel fibrose e o baco aumento deidatie (Dameshek W, 1951). Neutrofilia
e raramente basofilia podem estar presentes, podsrddetectados granuldcitos imaturos

ocasionais. Contudo, nédo se observa aumento danpagem de mieloblastos na MO nem no

Sp.
Medula éssea Medula éssea
Sangue periférico (hematoxilina eosina) (coloracgdo de reticulina
\' - Y L~y E
R AN .
A o = » & -
A A s
Policitémia ve b
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. > 5 | - i ! La
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Figura 16. Caracteristicas laboratoriais da PV.A PV caracteriza-se por aumento do hematocritsamgue
periférico (tubo da esquerda), medula hiperceleden aumento das células percursoras eritréidesacaegciticas e
granulociticas (esfregaco do meio) e um aumentiaw@rdas fibras de reticulina (esfregaco da @ijdihdaptado de
Campbell et al.,20086.
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Como referido anteriormente, a maioria dos doewcts® PV apresenta colonias
eritréides Epo-independentes (Kotatal, 2008). Além disso, os valores de Epo plasmatica
nos doentes com PV apresentam-se geralmente naixoshbou inapropriadamente normais e
a excessiva proliferagéo de BFU-E e CFU-E indepatedde EPO leva ao aumento da massa
de eritrécitos. Alguns doentes com PV recorrentesgmtam mutacdes no receptor da Epo

(Kaushansky K, 2005).

Os testes existentes actualmente para o diagn@sid®V incluem: determinacdo da
massa eritrocitaria, identificacdo de coldniasr@des independentes de Epo vitro, as
analises de citogenética das células da medula,ddseerminacéao dos niveis de Epo, PRV-1
(Campbell Pet al,2006). No entanto, a observagcao de que mais ded@3%doentes com PV
sdo portadores da mutacdo JAK2V617F, deu supoiteaporacdo da determinacdo da
mutacdo no Sp na avaliacdo inicial de todos ostdeetom PV (Barbui e Finazzi, 2007,

Baxter Eet al, 2005).

Recentemente, comegcam a estar disponiveis ensaiasdpterminacdo da mutacao
V617F que prometem simplificar o diagnéstico. Unea que a mutacdo JAK2V617F ndo é
acompanhada por uma anomalia cromossomica, a #dei€ISH ndo pode ser usada para a
deteccéo desta alteracdo (Keersmaecker e Cool6).28@nalise de sequenciacdo do exao
contendo a mutacdo V617F tem sido realizada rewdorea testes como a PCR alelo-
especifica (Baxter Et al, 2005), pirossequenciacdo, analise por digestaimnética (RFLP,
utilizando a enzima de restricdo BsaXl), PCR emptemeal e andlise de curva de fuséo.
Todos sao suficientemente sensiveis para deteg@sanca de uma mutacdo heterozigética
num pequeno numero de células (5-10%) (Tefferi@Q6). Estas analises tém poucos falsos

positivos (Campbell Rt al, 2006), demonstrando que a maioria dos doentep@dadores
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desta mutagdo (Keersmaecker and C, 2006), o que as torna ferramentas diagnésticas

(Campbell Ret al.,2006).

JAK2VE17F JAK2VE17F
positiva negativa

b ' ™ [ N

~ o~ ~
— X ! ™
Massa eritrocitaria ‘ Trombocitose (mais
Hematdcrito aumentada ou hematocrito de 450x10° plaquetas
elevado aumentado (mais de 60% no por litro)
L homem e 56% na mulher)
Massa eritrocitaria Neutrgfi”a (mais de
aumentada Auséncia da mutacao 10x10° leucdcitos por
- JAK2 :
Mutagdo no JAK2 litro)
| Sa‘turja-(;ao de O2 normal Esplenomegalia em
e Epo baixa a normal imagens radioldgicas
Esplenomegalia palpavel Coldnias eritréides
Presenca de anomalias endogenas ou baixo
genéticas adquiridas nas nivel de Epo sérica.
células progenitoras \\
hematopoieticas.

\

Figura 17. Critérios de diagnostico propostos para a PV JAK2V&7F positiva e negativ. No caso de

JAK2V617Fpositiva, sdo suficientes para o diagnoéstico daterios A. No caso de PV negativa par
mutacdo, o diagnoéstico requer os critérios Al, AA¥ mais outro critério A ou dois B (Baseado
Campbell P et al., 2006Stuart B et &., 2004)

A mutacdo do gene JAK2 ndo esta relacionada comasowausas de eritrocito
absoluta que ndo a PYCampbell P et al, 2006) Por consequéncia, na auséncia
eritrocitose secundaria coexistente, a presengawtacdo do JAK2 num doente ccuma
massa eritrocitaria aumentada é suficiente paraagndstico de P (figura 17). Nesta
situacdo, o papel da analise da massa eritrocéafimdamentalmente para distinguir el

PV e TE o que, dadas as similaridades clinicao®dicas entre as ds condi¢des, torna

57



Policitemia Vera - Caracterizagdo clinica e molecular e novas abordagens terapéuticas

dificil o diagndstico diferencial. De facto, ndo@®niveis de Epo nao distinguem entre PV e
TE V617F-positiva, como estudos citogenéticos emntks com a mutacdo JAK2 também

nao adicionam informacé&o diagndstica ou prognostitéCampbell Ret al.,2006).

Nos casos de PV JAK2V617F-negativa, que represeetes 5% de todos os casos, a
eritrocitose aparente deve ser excluida pela @&ndlis massa eritrocitaria e a eritrocitose
secundaria pela mensuracédo dos niveis de Epo atdecio de oxigénio. As alteracbes
citogenéticas ou a evidéncia imagioldgica de egphagalia deverdo suportar o diagnéstico

de NMP (Campbell et al, 2006).

A genotipagem molecular e os testes para detea@gindtacdes dos genes JAK2 ou
MPL séo cada vez mais importantes no diagnostisoNMPs (Girodon Fet al, 2008). A
deteccdo de uma destas mutacdes, estabelece imemuente por si s6 a presenca de uma
NMP clonal e exclui a possibilidade de eritrocitosembocitose ou mielofibrose reactivas.
Infelizmente, as mutagbes n&o ajudam a distingudif@rentes formas de NMP. No entanto,
ainda nao foram detectadas mutacdes no exdo 12mJAK2 noutra doenca que ndo a PV,
e a mutacdo MPL nunca foi reportada nestes doévitesucchi Aet al.,2009; Kralovics R,

2008).

Assim, em doentes com eritrocitose, de acordo ceroritérios da OMS de 2008, a
demonstracdo da mutacdo JAK2V617F faz diagndésecB\d em mais de 95% dos casos e,
nos restantes doentes, menos de 2%, é portadonaieabas do exdo 12 do JAKRo
entanto, a maioria dos doentes com mutacéo nokkdo gene JAK2 tem primariamente um
fenotipo de eritrocitose em contraste com a pamsdeltipica da mutacdo JAK2V617F

(Williams D et al., 2007).
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Nos doentes com PV e TE, a quantidade de alelosr’W6ios granuldcitos foi
positivamente associada ao nivel de hemoglobinantagem leucocitaria e inversamente a
contagem plaquetar. Além disso, quanto mais a#ta@ga alélica mutada, mais elevado é o
risco de apresentacdo de prurido aquagénico, dendadser esplenomegalia ou sofrer
eventos cardiovasculares, e da necessidade deiimtrapéutica citotoxica (Guglielmelli P

et al, 2008)

Assim, tém sido propostos e usados novos critéleéodiagndstico como representado
na figura 17. No caso concreto do diagnoéstico de P\Vcritérios major devem ser
preenchidos: niveis de hemoglobina superiores BgA8,no homem e 16,5mg/dl na mulher
ou eritrocitose e a presenca da mutacdo no gen&,JXB17F, ou outra funcionalmente
similar. Quando a mutacdo JAK2 esta ausente, @riastminor devem ser preenchidos; alta
celularidade com proliferacdo acentuada das lintegeritroide, granulocitica e
megacariocitica no estudo histolégico de bidpsidvide e a demonstracdo de aumento de

coldnias eritréides sem adicao de Epo a culturénfeiien A, 2008).

A abordagem diagndstica combina entdo a citomagfalgem esfregacos de Sp,
aspirados de MO com histologia dos mesmos e bi®pspirativas) com a citogenética
(Haferlach T, 2008) e, mais recentemente com aslestde biologia molecular para analise
da mutacdo JAK2V617F. Este novo marcador é muitb paira confirmacdo de NMP

BCR/ABL-negativas (Haferlach T, 2008).

A citomorfologia e histologia da MO mostra aumenta celularidade com
proliferagéo celular das trés linhagens, megacamse, granulopoiese e eritropoiese, ferro
marcadamente deficiente em muitos casos, hipeaptisusoide e mielofibrose variavel em

combinagdo com osteopenia e contagem celular rgusaperiférico elevada (Haferlach A,
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2008). Em adicéo, outros critérios como concentratg Epo sérica baixa ou a formacédo de
CEE in vitro sdo incluidas nos critérios diagnosticos (Haférlagc 2008). A presenca de
anomalias do cari6tipo ocorrem em cerca de 33-3b%agndstico e, per se, parecem de mau

prognostico (Haferlach A, 2008).

A pesquisa da mutacdo JAK2V617F, de PRV-1, os sideiEpo sérica, a formacéo
de CEE, os niveis de fosfatase alcalina leucoaitas caracteristicas morfologicas nos
esfregacos de Sp e a histopatologia da MO témsaltgibilidade e especificidade (quase
100%) para diagnosticar PV JAK2V617 quer positigagr negativas (Michiels JX al,
2007). No entanto, critériarinor como a fosfatase alcalina dos leucécitos (FALgjénda,

a vitamina B12 sérica e a capacidade de ligacaiwatnivma B12 entraram em desuso, por

frequentes erros laboratoriais e dificuldades tas(Stuart Bét al, 2004).

8. TRATAMENTO

N&do existem tratamentos meédicos curativos para g BdMNn excepcdo da

transplantacdo da medula éssea usada excepciotalemroentes mais jovens.

O tratamento tem como objectivos prevenir, prolongasobrevida, reduzir os
sintomas e o risco de complicagbégura 18 (Linardi Cet al, 2008; Cortes e Kantarjian,
2004). Para tal, os doentes devem ser estratificado alto e baixo risco e o tratamento
apropriado deve ser instituido precocemente, ca@numode venas tabelas 7 e @.andolfi e

Gennaro, 2008; Mesa R, 2007).
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Tabela 7. Tratamento da PV de acordo com o gpo de risco

Score | Categoria de risco Plano de actuacao

Baixa dose de aspirina.

Flebotomia com o objectivo de reduzir]o

<1 Baixo risco o
hematocrito para menos de 45% ou menog de
acordo com o género e a raca.
Terapéutica individualizada para cada caso,
_ o possivelmente flebotomia associado a aggntes
1-3 Risco Intermédio

gue actuem no numero/funcdo plaquetqres

(aspirina, anagrelide).

. Baixa dose de aspirina. Agente mielossuprepsor
Alto e muito alto o _ o .
>3 _ com preferéncia a hidroxiureia ou Interfexéap-
risco _
suplementado com flebotomia.

Adaptado deandolfi e Di Gennaro, 2008; Mesa R, 2007; TefferR006; Stuart B et al., 2004 .

Tabela &istema dé&corepara o risco de trombose.

Factor de risco Score
ldade < 40 0
40-55 1
56-65 2.5
>65 3.5
Hipertensao 0,5
Dislipiddémia 0,5
Contagem plaquetar (>1000x1I0) 1
Contagem de leucécitos (>12X1I0 1
Habitos tabagicos 1.5
Diabetes 15
Historia de trombose 3.5

(Adaptado dkadolfi and Di Gennaro, 2008)
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A mortalidade que surge na idade mais avancadaltaeta interaccdo entre as causas
associadas ao processo natural da idade e astewi@iPV. Mas, uma vez a doenca bem
controlada, a sobrevida ndo é diferente da popalagétrolo (Rozman Gt al, 1991)
Actualmente, as recomendacdes para o tratamen®/deevem ser adaptadas ao risco de

desenvolver trombose no doente em causa (Barboae#t, 2007).

Assim, o tratamento dos doentes com PV dependesthuie da doenca e das
complicacbes da mesma, nomeadamente se estasncaaaaéo a vida do doente em perigo.
Entre as primeiras é de salientar aumento do hematdcrito, as complicacoes
vasculares/trombose, e a evolugéo clonal para MEMA. As complicacbes menos graves
incluem sintomas constitucionais, distirbios miasmoulares e prurido aquagénico (Tefferi A,
2003). Segundo um estudo prospectivo, uma das @mapPes mais graves da PV € a
trombose, que ocorre em cerca de 50% dos doentefar{8 Vet al, 2008), apresentando
recorréncias geralmente no territério vasculartatkr pelo evento inaugural (StefanoeV

al., 2008).

Muitos estudos tém procurado investigar o papelJA&K2V617F na trombose
(Stefano Vet al, 2008). Um desses estudos analisou vérias visidmmo a idade, a
contagem de leucdcitos e de plaguetas e as ope@gsetticas. O resultado da andlise
multivariada das variaveis do estudo indicou queazio JAK2V617F/JAK2 normal se
comporta como um factor de risco independente pamglicacdes vascularesajor (Barbui

and Finazzi, 2007).

Apesar de ndo haver estudos comprovativos, asseirgaesfactores de risco comuns
de aterosclerose como a HTA, a dislipidémia, aatebe o tabagismo devam ser tidos em

conta (Finazzi e Barbui, 2007). No entanto, as mmgulacbes de tratamento na PV néo
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incluem especificamente a intervencdo nestes pamsn@orque, teoricamente, estas medidas

aplicam-se uniformemente a todos os doentes (LamdG@ennaro, 2008).

Assim, o objectivo terapéutico primordial é preveromplicacdes trombdticas sem
aumentar o risco de outros eventos como hemorragizssformacédo em fibrose medular ou
em LMA (Mesa R, 2007). Deste modo, a reducdo doal@enito é um dos objectivos da
terapéutica. Apesar de nao haver um estudo espeqiie nos permita concluir concisamente
qual o limite que se pretende obter, um largo espudspectivo de coorte com multivariaveis
permitiu estabelecer como meta de hematdécrito @salde 0,45 a 0,55 (45-55%) (Barbui e

Finazzi, 2007).

Neste sentido, o tratamento de primeira linha,desd vista o objectivo primordial, €
actualmente a flebotomia regular, que ajudara atenanhematécrito em niveis adequados
(Schafer A, 2006; Stuart Bt al, 2004). No entanto, € um procedimento limitadoawez
gue isoladamente pode provocar trombose, defi@érae ferro e exacerbar a trombocitose.
Deste modo, a flebotomia estd sobretudo indicadadeentes jovens, sem histéria de
trombose, e com uma contagem de plaquetas proximeoknal. Os farmacos supressores

tumorais tém um papel suplementar (Steensma erif &g93).

No primeiro estudo clinico efectuado pelo PVSG rionandomizados 431 doentes
para 1 dos seguintes tratamentos: a) flebotomiadap b) radiofosforo*{P) associado a
flebotomia; c) Clorambucil associado a fleboton@s. resultados obtidos mostraram que, 0s
doentes tratados apenas com flebotomia, tiverammetlor sobrevida mediana (13,9 anos)
do que aqueles que usaram tamii¥&m(11,8anos) ou clorambucil (8,9 anos). As causas d
morte foram diferentes nos 3 grupos: a mortalidads primeiros 2-4 anos dos doentes

flebotomizados foi, principalmente por complicacffesnboticas, enquanto 0os que usaram 0s
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dois mielossupressores foi por leucemia aguda @odtencas malignas secundérias. Se
assim, a flebotomia é recomendada em todos osetoeam PV e deve representar o Ui
tratamento citorredutivo em doentes com baixo rideacomplicagdes vasculares (Bare

Finazzi, 2007; Tefferi A, 200:

Figura 18. Objectivos do tratamento da P(Adaptadode Mesa et al., 2007)

Além da prevencdo de eventos vascularo tratamentoda PV inclui tratamen

paliativo, maragem da progressdo da doe aumento da sobrevida eventualment cura

(figura 18).
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8.1. Prevencao dos problemas vasculares na PV
Para a prevencdo dos problemas vasculares na BdMfrase a flebotomia,

antiagregantes plaquetares e mielossupressores.

8.1.1. Flebotomia

A flebotomia, ogold standarddo tratamento da PV (Gaikwad e Prchal, 2007), deve
ser comecada retirando 250-500cc de sangue diariarog de 2 em 2 dias, até o hematdcrito
estar entre 0,40 e 0,45 (Mesa R, 2007; Poullinfevte, 2008). Nos doentes mais idosos ou
naqueles com doenca cardiovascular, deve serd&tir@ma menor quantidade de sangue (200-
300cc 2x/semana). Uma vez normalizado o valor deah@crito, devem ser realizados
hemogramas regularmente (todas as 4-8 semanasfquestabelecer a frequéncia de novas
flebotomias. Nao deve ser feita terapéutica supianeom ferro (Barbui e Finazzi, 2007),
pois uma concentracdo de ferro baixa vai ter untoefeositivo no sentido de limitar a
eritropoiese. Paradoxalmente, ao proporcionar usfaiéncia severa e prolongada deste
elemento pode surgir/agravar a astenia e outriteefdversos indesejaveis (VannucchetA

al., 2009).

Contudo, a flebotomia ndo reduz o risco de transigfo leucémica (Gaikwad e
Prchal, 2007), mas pode reduzir o risco de comgdies trombo-embolicas (Tefferi A, 2003).
No entanto, para o tratamento de doentes de b&ico € portadores de risco cardiovascular

bem controlado, a flebotomia é ideal (Finazzi e bBgr 2007) n&o sendo geralmente

aconselhado o uso de mielossupressores.
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8.1.2. Anti-agregantes plaquetares

Os anti-agregantes plaquetass baixa dose (preferencialmente a Aspirina na dose
75-100mg/dia), sdo aconselhados em todos os doeateBsPV que ndo tenham contra-

indicagOes evidentes (Squizzate®al, 2008; Barbui e Finazzi, 2007).

Os defeitos pro-hemorragicos plaquetares na P\ientlbaixa agregacao plaquetar
em resposta a varios agonistas plaquetares indunothbina, ADP, epinefrina, colagénio,
tromboxano A2 e factor activador das plaquetaspreal intraplaquetares anormalmente
baixos de nucleotideos adenina e serotonina; rédwatividade plaquetar do factor activador
X; peroxidacao lipidica plaguetar anormal; ligaggmmprometida ao fibrinogénio como
resultado de diminuicdo da expresséo de GP llbglldoenca de von Willebrand adquirida,

(em mais de um terco dos doentes) (Tefferi A, 2003)

Apesar de actuar na reducéo da sintese de trombeeaoactivo A2 pelas plaquetas
(Tefferi A, 2003), cuja biossintese aumenta na B\efeito da aspirina € modesto na
diminuicdo de complicacdes tromboticas (Gaikwadab&, 2007; Squizzato At al, 2008) e
este farmaco em altas doses esté contra-indicandaixas doses € eficaz e seguro no alivio
de sintomas microvasculares como eritromelalgidsainbios neurolégicos como disartia,
hemiparésia, escotomas cintilantes, amaurose fagamgraine (Mesa R, 2007; Finazzi e

Barbui, 2007; Michiels Jdt al, 2006; Tefferi A, 2003).

A prevencdo de eventos trombdticos também podeapgss uma associacao de
clopidogrel, na sindrome coronaria aguda, ou digiriol depois de um AVC isquémico ou
AITs, que pode ser benéfico nos 3-4 anos apos ot@tembdtico (Landolfi e Gennaro,
2008). O clopidogrel pensa-se que actue na redigsigparametros de activacao leucocitaria

(Landolfi e Gennaro, 2008).
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8.1.3. Mielossupressores

Os farmacos mielossupressores podem reduzir aleatambose, mas ha consenso de
gue 0 seu uso aumenta o risco de transformacéewararhia aguda e SMD (Barbui e Finazzi,
2007; Gaikwad e Prchal, 2007). Estes farmacos éncla Hidroxiureia, o Interferdo alfa, o

Anagrelide, o Bussulfano, o Pipobromarf €0 Clorambucil.
Hidroxiureia (HU)

A HU inibe a ribonucleotido reductase previnindordese de ADN (Sillero e Cariete,
2007) e impede a reparagcao do ADN (Burkitt e Ra2f2@6) danificado por exemplo agentes
quimicos e radiagdo. A dose inicial é de cercasieglkg/dia até ser obtida resposta; depois,
€ administrada numa dose de manutencdo diariarda de 0,5 a 1g que tem a funcao de
manter o hematdcrito sem reduzir a contagem let&@iabaixo de 3x¥0e que geralmente
demonstra capacidade de reduzir o risco de tromd@&akwad e Prchal, 2007).
Notavelmente, o efeito anti-trombotico da HU podmroer por mecanismos de acgdo
adicionais além da pan-mielossupressao, incluintiwagdes qualitativas nos leucdcitos, a
diminuicdo da adesdo molecular endotelial e o atondam formagéo de 6xido nitrico (Barbui

e Finazzi, 2007).

A HU é o farmaco de primeira linha mais usado na(Bvardi C et al, 2008) e
associado a flebotomia, é o procedimento de eleigBodoentes estratificados como alto
risco tabela ) (Vannucchi Aet al, 2009; Rickesten At al.,2008; Barbui e Finazzi, 2007;
Mesa R, 2007). Os efeitos adversos mais comunse d&smaco sdo a faléncia
hematopoiética, levando a neutropenia e anemiaatiéica; Ulceras orais e lesdes da pele;

alteragcOes gastrointestinais e risco de evolucémlpacemia (Sillero e Cafiete, 2007).
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Num estudo comparativo entre HU e apenas flebotom@& houve diferencas
significativas entre os grupos, no entanto, doetntegados com HU tiveram mais tendéncia
para a leucemia aguda (98 3,7%), menos para a mielofibrose (¥812,7%) e menor
mortalidade (39,2s55,2%) (Barbui e Finazzi, 2007). Contudo, o rideotransformagéo em
leucemia em doentes a tomar HU é controverso; algatudos clinicos sugeriram que a HU
apresenta baixo risco (que varia de 1-10%) coredier a possibilidade de que a propensao
de trasformacgdo leucémica poderia ser apenas aewltla natural progressdo da doenca

(Linardi Cet al.,2008; Finazzi e Barbui, 2007 ; Burkitt e Raaf@0@).

ApoOs a descoberta da mutacdo JAK2V617F, verifi@gige os doentes tratados com
HU, apresentavam diminuicdo da carga mutante valagnte aos doentes com PV ao
diagndstico, e que essa reducéo ocorria prefeteranide nos primeiros anos de tratamento e
era mais significativa nas mulheres. Isto veio ngfp a importancia da determinacédo da

mutacdo JAK2V617F no diagnostico prévio ao tratamé@irodon Fet al, 2008).
Pipobroman

O Pipobroman é um agente alquilante derivado da qepes com um mecanismo de
accdo que envolve competicdo metabolica com basesdinicas. E administrado na dose
de 1mg/kg/dia até ser obtida resposta hematolégicayma dose de 0,3-0,6mg/kg/dia como
terapéutica de manutencdo. Alguns estudos tém derado que este farmaco tem risco de
transformacdo em leucemia similar & HU categoriaamtembém como mielossupressor de
12 linha (Burkitt e Raafat, 2006). E um farmaco dwaixa toxicidade, eficiente no controlo da
PV a longo prazo, actuando ainda no controlo daagem plaquetar e na inibicdo da

liberacdo de citocinas fibrogénicas (Passamoatidt, 2000).
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Interferao

O Interferdo (INF), evidencia uma variedade de pesades bioldgicas que incluem
imunomodulacgéo, inducdo da apoptose e inibicaondaogénese (Kiladjian Jat al, 2008).
A accao do INFx nos clones das NMPs é incerta (Levine e Gillil&2@)8), contudo sabe-se
que suprime a proliferacdo dos progenitores hermabpos, que tem um efeito inibitério
directo nas células progenitoras dos fibroblastoM@® e que antagoniza a acc¢ao do factor de
crescimento derivado das plaquetas, do factor ésciecnento transformador 3 e de outras
citocinas que podem estar envolvidas no desenvehtionde mielofibrose (Barbui e Finazzi,
2007; Spivak &t al, 2003). Além disso, pode ainda controlar a esitose, a trombocitose e
o hematdécrito na maior parte dos doentes que coasetplerar a dose necessaria, ou seja de
4,7 a 27 milhdes de unidades por semana. Na PWFenlinduz até 80% de respostas
hematolégicas, tem um efeito benéfico na trombeeitee € capaz de diminuir a
esplenomegalia, aliviar o prurido intratavel e ostsintomas constitucionais (Kiladjian kJ
al., 2008). Deve ser administrado na dose de 3 mildéasnidades por dia, até ser atingida
resposta hematoldgica (hematocrito abaixo de OpHyp posteriormente, em terapéutica de
manutencdo, se proceder ao ajuste da dose minimanak necessaria para controlar o

hematdcrito (Finazzi e Barbui, 2007).

O maior problema do INE; além do preco elevado e da via de administragdo
parenteral, é a incidéncia de efeitos adversos. iehos em 1/3 dos doentes a terapéutica €
descontinuada devido aos efeitos secundarios, eatopiais, sindrome tipo gripe, mialgias,
fadiga, mal-estar, febre e artralgias que geralemeparecem 1-3h apds administracdo e
desaparecem horas depois. Sinais de intoxicac&éicartais como fraqueza, mialgias, perda

de peso e de cabelo, depressédo severa e outromampsicologicos, alteragdo da fungao
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tirdideia, sintomas gastrointestinais e cardiovises também obrigam a descontinuar a

terapéutica. (Finazzi e Barbui, 2007).

Uma das maiores vantagens deste farmaco € nadritdusformacao leucémica nem
ser teratogénico (Vannucchi ét al., 2009;Kiladjian JJet al, 2008; Spivak &t al., 2003)
mas, devido ao seu elevado custo e toxicidade, dmrereservado para categorias
seleccionadas de doentes tal como mulheres grayidasoas muito jovens ou doentes com
intolerancia a HU ou prurido intratavel (Kiladjiddet al, 2008; Finazzi e Barbui, 2007). Por
exemplo, em gravidas de alto risco que requeretaniento mielossupressor, o farmaco de
escolha é o INF;, no entanto, salienta-se que durante o 1° Trieedtirante a organogénese,
qualquer mielossupressor deve ser evitado (Vanmuscht al, 2009; Barbui e Finazzi,

2006).

A descoberta da forma peguilada deste mielossuptesso trazer alguns beneficios,
como 0 aumento da semi-vida plasmatica, o que peratimentar o intervalo entre doses
(para semanalmente) (Kiladjian &f al, 2008; Jabbour Et al., 2007). Além disso, o
interferdo peguilade-2b induz a normalizacdo dos niveis elevados de-PRMitaeva Vet
al., 2007), a reversdo de anomalias cromossOmicasstabelecimento da hematopoiese
policlonal, a supressdo do crescimento de coléerdsdides independentes da Epo, e a
diminuicdo da percentagem de células circulantes @anutacdo JAK2V617F (Rickesteh
al.,, 2008; Samuelsson e Mutschler, 2006). Além disseprime directamente a
megacariopoiese atraves da inibicdo do receptairddizacdo da Mpl induzida pela Tpo e

diminui a capacidade de transformacdo em mielddbdi(&iladjian J&t al, 2008).
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Anagrelide

O anagrelide é um farmaco de administracdo orapguence ao grupo das imidazol
quinazolidionas. Diminui a producéo plaquetar,riet® com a maturacdo megacariocitica, e
em altas doses pode ainda inibir a agregacdo phxgeeinduzir supressao eritrocitaria
discreta. Mais de 80% dos doentes com trombociwgeerimentam uma reducdo da
contagem plaquetar com este farmaco. E uma bodhascos doentes com trombocitose e
alto risco de hemorragia. No entanto, em doentd@¥A17F-positivos observou-se que a
hidroxiureia porpocionou maior citorreducdo e men@xa de trombose arterial

comparativamente ao anagrelide (Stefaret |, 2008).

Os principais efeitos adversos incluem palpitacGafaleias, diarreia e menos
frequentemente insuficiéncia cardiaca (VannucchetAal, 2009; Steurer Met al, 2004).
Além disso, num estudo referenciado por Steurestdl (2004), observou-se numa grande
percentagem de doentes que receberam uma combuoegiagrelide e AAS em baixa dose,

maior predisposicao para hemorragia.

Os farmacos alquilantesClorambucil, Bussulfano e 3P, estdo actualmente em

desuso devido a possibilidade de leucemia iatregéni

8.2. Tratamento Paliativo
O tratamento paliativo pode incluir o tratamento mtarido, da eritromelalgia, da

astenia e da esplenomegalia dolorosa.

Para o tratamento do prurido utiliza-se normalmentéhistaminicos e inibidores da
recaptacdo da serotonina (ISRS), para a eritrogialalspirina e para a astenia ndo existe

terapéutica especifica. Os anti-histaminicos deomaitilidade sdo a Hidroxizina e
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Difenidramina. Quanto aos ISRS, sao eficientes ctatamento de primeira linha em casos
de prurido refractario e recorre-se geralmenteraxetina (Tefferi A, 2003; Diehn e Tefferi,

2001). O IFN. também oferece alivio do prurido, mas tem toxdelalevada.

Na reducao da esplenomegalia dolorosa, a HU edtililza, poderao ter algum efeito
(Mesa R, 2007). A Esplenectomia apesar de eficadefeitiva, apresenta problemas
indiscutiveis que a tornam o ultimo recurso, sedeaalientar a mortalidade elevada como
qualquer cirurgiamajor, a trombose esplénica, mesentérica ou portal (6d6% casos);

hemorragias; hipertensdo portal e hepatomegaliarn®e Cariete, 2007).

8.3. Transplante de medula

O transplante alogénico de células progenitoras hem@boiéticas é a Unica
terapéutica potencialmente curativa, capaz de aamansobrevida ou de alterar a histéria
natural da doenca, conseguindo em alguns casadioamra clone eritréide maligno. No
entanto, existe um grande risco de rejeicao pongele enxerteersushospedeiro (33%

dos casos) (Mesa R, 2007), elevada toxicidade tahuade.

Deste modo, o transplante de medula € geralmestvado a doentes na fase de
aceleracdo, jovens, doentes refractarios ao tratammecom multiplas complicagfes

trombohemorragicas ou com progressao aceleradaMyd?qSillero e Cafiete, 2007).

Num estudo efectuado num doente JAK2V617F-negadiiametido a transplante
alogénico em que o dador era JAK2V617F-positiva) bestorial de NMP, mas que ja tinha
tido episddio de trombose venosa esplancnica weufse que imediatamente apds o
transplante a carga de alelos JAK2V617F aumentoteoeptor, mas com o tempo houve

remissao dos clones JAK2V617F-positivos. Estes slalmerem que, apesar da mutacao
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JAK2V617F poder ocorrer numa célula progenitora dtegoietica, pelo menos nos

transplantes estas células progenitoras ndo tetagem proliferativa (Kota ét al.,2008).

8.4. Novos farmacos dirigidos a alvos moleculres - Os inibidores das
tirosina cinases
O conhecimento mais aprofundado sobre a patogémaleeular das NMP, permitiu o
desenvolvimento de novos farmacos dirigidos a aiwokeculares, em particular inibidores da
transducdo de sinal dirigidos a proteinas tirosiivase especificas com relevancia no

tratamento das NMPs (Cortes e Kantarjian, 2004).

Um dos primeiros inibidores de tirosina-cinaseowpados pela FDA foi o Imatinib,
para tratamento da LMC. {inatinib é um potente e selectivo inibidor das tirosinasas c-
ABL, BCR/ABL, c-KIT e PDGFR, com actividade vitro comprovada (Gaikwad e Prchal,
2007; Cortes e Kantarjian, 2004; Silver RT, 20038v&k Jet al, 2003), que tem sido testado
em doentes com a mutacdo da JAK2. Num grupo detekbeom PV em que se utilizaram
doses superiores a 800mg/dia foi eficaz na dimémuta necessidade de flebotomias (Barbui
e Finazzi, 2007), tendo tido um efeito terapéuticoderadamente desejavel (Gaikwad e

Prchal, 2007).

Outro grupo de farmacos em estudo sdo iothidores das citocinas
imunomoduladoras e agentes anti-angiogénicos (IMIDs como alenalidomida e a
pomalidomida, que tem mostrado ser potenciais armas terapéutis NMPs,

especificamente na mielofibrose-pds PV (Mesa R7R00

A descoberta da proteina JAK2 e da mutacdo JAK2W6&3ta a reestruturar a forma

de tratamento das NMP (Campbektal, 2006), tendo sido desenvolvidos vaiimbidores
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selectivos da JAK2.Estes inibidores ndo discriminam entre a protdif2 normal e a
JAK2 mutante, mas mostram especificidade para a&2J@kando comparados com as JAK1,

JAK3, Tyk2 e outras PTK (Kotaet al.,2008).

Actualmente, estdo em estudo varios inibidoresAkacbmo oLestaurinib, XL-019,
INCB018424, AZ-01, CEP-701, AT9283, TG10134@/annucchi Aet al., 2009; James C,
2008; Pesu e Laurence, 2008)yutros inibidores de TK (TKI) comoAIMN107 ou nilotinib
(potente inibidor da tirosina cinase Abl com poeéiaacia na PV) e dEE788 (inibidor do

EGFR e VEGFR, e das cinases MAPK e ATK) (Gaikw&dahal, 2007).

Um ensaio clinico efectuado com INCB018424 evidamcique os doentes,
independentemente da presenca da mutacdo de JAMEseatavam diminuicdo da
esplenomegalia, normalizacdo da leucocitose/troitds®mc e melhoria sintomatica. Além
disso mostraram ainda reducao de citocinas infl@mnaatcomo IL-6, IL-1 e TNF, aumento de
factores de crescimento hematopoiéticos como a [Epgp.e GM-CSF e reducdo do STAT3
fosforilado (Pesu e Laurence, 2008). Em altas dqsede levar ao aparecimento de

trombocitopenia.

Foram também efectuados estudos &tuotinib que mostraram que este actua como
um potente inibidor da JAK2V617F inibindo preferatmente células progenitoras
hematopoiéticas com esta mutacdo em doentes conolP¥eja, apesar de também poder
promover alguma actividade inibit6ria sobre a JAK2mal e outros membros da familia das
tirosinas cinase JAK, acredita-se que pode inidiedivamente a JAK2V617F (Li &t al,
2007). O Desatinib e o Sunitinib sdo dois inibidores de proteinas cinase multi-alvo
aprovados pela FDA para tratamento do cancro, masopse sabe acerca da sua eficacia no

tratamento da PV (Pesu e Laurence, 2008).
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Apesar de serem farmacos promissores no tratanuent®V, os inibidores JAK2,
apresentam trés preocupacfes major: 1)Todos tém aebrmo a JAK2V617F, mas também
atingem a JAK2 normal, aumentando a preocupac&aalpotencial toxicidade; 2)A mutacéo
JAK2V617F existe em células progenitoras hematadijgsa® o que significa que a terapéutica
anti-JAK2 tem que ser eficiente contra estas cglpia ser curativa; 3)A utilidade de inibir
uma proteina mutada, que pode ndo ser o eventgguato encontrado (James C, 2008).
Além do referido, e como a proteina JAK2 tem fulsciieportantes na sinalizagédo celular,
indispensavel na hematopoiese e especificamentepaiese, entdo existe a possibilidade da
inibicdo da JAK2 poder causar citopenias dose-dgers, principalmente anemia (Levine e

Werning, 2006).

Pequenas moléculas inibidoras da sinalizacdo JAKIS@stdo a ser desenvolvidas
recentemente, oferecendo potencial para terapéubéecularmente dirigida em doentes com
PV, TE e MFI (Levine e Werning, 2006). No entartontinua pouco claro que seja possivel
desenvolver inibidores PTK selectivos, sem toxidelaubstancial, o que torna, por enquanto,
a hipotese de terapéutica alvo ainda pouco cl@gesas de ser uma estratégia util (Pesu e

Laurence, 2008).

9. EVOLUCAO DA DOENCA

E comum a transformacdo das NMP umas nas outrasnTBV ou MFI| e de PV em
MFI (Delhommeau Fet al, 2006). Doentes com TE portadores da mutacdo YAK2ZF
podem, de facto ser individuos com «PV inapareme» que, a expansdo do volume

plasmatico pode mascarar 0 aumento absoluto naardassritrécitos (Schafer A, 2006). No
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entanto, a evolucdo de determinada NMP para otfdrasas de doenca ainda estd pouco

esclarecida.

O aumento de fibras de reticulina na MO pode ocamen 0 evoluir da doenca quer
na PV quer na TE e em muitos doentes desenvolusree sindrome similar a MFP. A
transformacdo em mielofibrose poés-policitémia, @mite como fase de aceleracdo da PV,
representa a evolucao natural da doenca (Mesa(H),2endo caracterizada por diminuicao
progressiva da eritropoiese e granulopoiese. Bstiigio ocorre em 5% dos casos, 15 anos
apos o diagnostico, dimuindo a sobrevida dos deei¥&nnucchi Aet al, 2009).
Caracteriza-se por clinica semelhante a da MFP1(@ane outras citopenias, poiquilocitose
em lagrima e outras alteracbes leuco-eritroblastina Sp, esplenomegalia e fibrose
progressiva da medula) e pode estar também asaaziadteosclerose (Swerdlow $Hal.,
2008). A sobrevivéncia dos doentes com PV que evoluirara paelofibrose e metaplasia
mieldide é mais baixa do que na MFP e é caract&ipar dominancia da trissomia de 1q,
uma anomalia rara na MFI (Schafer A, 2006). O rideotransformacdo em metaplasia
mieldide pds-policitémia foi estimada em 10% ap®4® anos e 20% apos os 25 anos (Cortes

e Kantarjian, 2004).

No entanto, o risco de progressao para mielofibeosignificantemente menor nos
doentes tratados com quimioterapia comparativamemte que apenas foram submetidos a
flebotomia (Passamontiét al, 2000). Com muita frequéncia, as NMP terminam aléntcia
medular devido a mielofibrose ou hematopoiesegagfculminando na crise e transformacao

blastica (Haferlach T, 2008).

A proliferacdo de células da MO responsaveis peloeato da fibrose, angiogénese e

osteogénese na PV, é um processo mais reactivoudoclpnal. Apesar do processo
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patogénico permanecer desconhecido, envolve médeitas andmalos que sintetizam e
libertam localmente citocinas fibrogénicas comofactor de crescimento do endotélio
vascular, o factor de crescimento fibroblastico écor de crescimento transformador 3
(Campbell Pet al, 2006; Schafer A, 2006). O aumento no numeroéigas imaturas pode
ser observada neste estadio (mielofibrose posHauti@), mas a descoberda de mais de 10%
de blastos no sangue periférico ou na medula 6sseaa presenca de mielodisplasia
significativa, ndo é frequente, sendo sinais tipide transformacdo para uma fase acelerada
e/ou sindrome mielodisplasica. Casos em que sejgongados 20% ou mais blastos séo

considerados LMA (Swerdlow Sét al., 2008).

A transformacdo em leucemia, como processo evolutas NMP, pode ocorrer sem
exposicao a terapéutica citorredutora, mas a incidéumenta na sua presenca (Campbell P
et al 2006; Spivak e Silver, 2008) e, provavelmentdecte aquisicdo de lesbes genéticas
adicionais. Alguns factores de risco estdo assosiadransformacéo leucémica como a idade
avancada, a contagem leucocitaria elevada e a tumggdo da doenca (Vannucchiefal,

2009).

Muitos dos doentes JAK2V617F-positivos adquirem LMAK2V617F-negativa
independentemente do tratamento previamente rexebigjerindo uma LMA de novo ou
uma origem clonal comum de NMP JAK2V617F e LMA (&éanC, 2008). No entanto, a
LMA desenvolve-se numa pequena minoria de doentes BIMP (no estudo ECLAP,
estimou-se que ocorreria em aproximadamente 1,3cdsos de PV, numa média de 8,4
anos apos o diagnostico). A transformacao parafeizclinfoblastica aguda é extremamente

rara (Cortes e Kantarjian, 2004).
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Dos doentes com PV com a mutacdo JAK2V617F, osaguesentam carga alélica
mais elevada (maior de 50%) sdo os que exibemsnivais elevados de hemoglobina e taxas
mais altas de transformacéo fibrotica e maior pnee a progressao para mielofibrose pos-

PV (Guglielmelli Pet al.,2008; James C, 2008).

Num estudo retrospectivo realizado em 65 doentes,qdais 43 eram portadores de
mielofibrose pdés-policitémia e 22 de mielofibrosés{ftrombocitémia verificou-se que o
tempo médio decorrido desde o diagndstico primdeid®V e TE até o desenvolvimento de
mielofibrose era de 112 meses para mielofibrosePMe 137 para mielofibrose pés-TE. O
follow-up médio desde o diagnéstico de mielofibrose foi oha umédia de 39 meses. Destes
doentes, 8 desenvolveram LMA, 7 dos quais morreeam média 26 meses apos o0
diagndstico de Leucemia. Dos doentes com mielagoneos-PV, 100% eram JAK2V617F

positivos (Guglielmelli Ret al.,2008).

10. CONCLUSOES

A Policitemia Vera (PV) € uma doenca clonal delegim desconhecida, na maior
parte dos casos, que envolve a célula estamingepitora hematopoiética multipotencial. E
uma neoplasia mieloproliferativa cronica (NMP) cgee caracteriza pela expansdo das trés
linhas celulares hematopoiéticas: eritréide, gracitica e megacariocitica, com predominio

da primeira, de modo independente dos mecanisnrasaisde regulacao da eritropoiese.
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No entanto, a eritrocitose sé por si, é insufi@epara o diagnéstico definitivo e a
variabilidade fenotipica da PV é um factor que gdra necessidade de mais critérios

conjugados para se chegar a uma conclusao diaggosti

Além dos avancos no diagnodstico, a actual detectgi@nomalias citogenéticas,
nomeadamente alteracdes do gene JAK2 e em espeuniadacdo JAK2V617F, tém dado um
contributo precioso na abordagem diagnostica dauitto para melhorar a classificacéo e a

terapéutica dos doentes com PV.

Deste modo, o conhecimento dos mecanismos molesukamvolvidos na PV tem
levado os investigadores a descoberta de novosaéésndirigidos ao defeito molecular,
permitindo novas abordagem terapéuticas mais eficag provavelmente de menor

toxicidade.

Apesar das muitas descobertas, permanecem pomdEspquestdes como: Qual a
razao da existéncia de pleiotrofismo fenotipicodmantes com NMP com o mesmo alelo da
doenca? Como € que uma unica lesdo genética pagleaortrés entidades clinicas tao
distintas? Porque é que nem todos os doentes afaes& mutacdo JAK2V617F? Que
efeitos podem ser esperados da inibicdo do JAKZnlbi&gédo selectiva do JAK2V617F)?

Pode a inibicdo da via JAK-STAT diminuir a mielolfieracéo?

Possivelmente, a resposta a estas questbes serdpomtm de chegada para a
compreensao destas doencas e o ponto de partidaap@escoberta de novas abordagens

terapéuticas eficazes.
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