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Resumo

As eritrocitoses ou poliglobulia sdo patologias caracterizadas por um aumento do
hematdcrito (Htc) e do valor de hemoglobina (Hb) acima dos valores normais de
referéncia, associado a um aumento da massa de eritrocitos no sangue periférico. De
acordo com os mecanismos fisiopatoldgicos e os niveis de eritropoetina (EPO) podem
classificar-se em eritrocitoses primarias ou eritrocitoses secundarias. Na eritrocitose
primaria existe um defeito intrinseco nas células percussoras eritroides € uma
hipersensibilidade das mesmas a EPO. Na eritrocitose secundaria ha um aumento da
producdo de EPO ou um valor incorretamente normal de EPO para os valores de Htc.
As eritrocitoses em que nao se consiga perceber a sua etiologia sao classificadas como
idiopaticas. Para além disso, as eritrocitoses podem ser, ainda, divididas em congénitas
ou adquiridas, sendo as adquiridas as mais frequentes. De entre todas, as eritrocitoses
secundarias adquiridas sdo as mais comuns € a sua etiologia é mais faciimente
identificada. Com este trabalho pretende-se distinguir as varias eritrocitoses congénitas
e criar um algoritmo de diagndstico que permita uma avaliacdo e identificagéo etiologica

rapida e eficaz com base na literatura e conhecimentos atuais.

Abstract

Erythrocytosis or policythemia are pathologies characterized by an increase in
hematocrit (Htc) and hemoglobin (Hb) above normal reference values, associated with
an increase in the erythrocyte mass in the peripheral blood. According to the
pathophysiology mechanisms and levels of erythropoietin (EPO) they can be classified
into primary erythrocytosis and secondary erythrocytosis. In primary erythrocytosis there
is an intrinsic defect in the erythroid percussive cells, and a hypersensitivity of the
erythroid progenitor cells to EPO. In secondary erythrocytosis there is an increase in
EPO production or an abnormally normal EPO value for Htc values. All those in which it
is not possible to perceive its etiology are classified as idiopathic. In addition,
erythrocytosis may be further divided into congenital or acquired, and those acquired are
far more frequent than those congenital. Among all, the secondary acquired
erythrocytosis are the most common and those whose etiology is more easily identified.
The aim of this study is to distinguish the various congenital erythrocytosis and to create
a diagnostic algorithm that allows rapid and effective evaluation and identification of their

etiology based on the literature and current knowledge.
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Introducao

As eritrocitoses ou poliglobulias, segundo a Organizacdo Mundial de Saude, sao
patologias caracterizadas por um aumento do hematdcrito (Hic) e do valor de
hemoglobina (Hb) acima dos valores de referéncia, para o sexo, idade e altitude,
associado a um aumento da massa de eritrocitos no sangue periférico. Uma eritrocitose
absoluta ocorre quando a massa de eritrécitos € 125% do valor normal ou quando ha
um aumento dos valores de Hb e do hematdcrito, obtidos em medicdes realizadas em
duas colheitas diferentes. Uma pseudo eritrocitose ou eritrocitose aparente é provocada
por uma deplecdo de volume plasmatico causada, por exemplo, por diuréticos ou
diarreia e/ou vomitos severos, em que ha uma deplecao do volume plasmatica sem que
haja perda de massa eritrocitaria. Por fim, uma eritrocitose relativa, ocorre como reagéo
a uma hipoxia arterial, em que ha um consequente aumento da massa eritrocitaria para
compensar as necessidades de oxigénio nos tecidos.! De acordo com os mecanismos
fisiopatoldgicos e os niveis de eritropoetina (EPO), as eritrocitoses podem classificar-se
em primarias ou secundarias. Ambas podem ser adquiridas ou congénitas. Todas as
eritrocitoses em que ndo se consiga perceber a etiologia (Tabela 1) sdo classificadas

como idiopaticas.?

TABELA 1 - CAUSAS DE ERITROCITOSE

Eritrocitose Primaria

Congénita
Mutacado no EPOR - Eritrocitose Congénita tipo 1
Mutacao no gene LNK

Adquirida

Policitémia Vera — Mutagéo no gene JAK2

Eritrocitose Secundaria

Congénita

Alteracoes na via da sensibilidade de oxigénio
Mutagéo no VHL — Eritrocitose Congénita tipo 2
Mutagéo no PHD2 — Eritrocitose Congénita tipo 3
Mutacao no HIF — Eritrocitose Congeénita tipo 4

Aumento da afinidade pelo oxigénio
Hemoglobina de alta afinidade
Défice de bifosfoglicerato mutase

Adquirida




Provocada por hipéxia
Processo de hipoxia central
Hipoxia renal

Producao EPO patolégica

Aumento de EPO exégena

Eritrocitose Idiopatica

Na eritrocitose primaria existe um defeito intrinseco as células percussoras eritroides,
que, geralmente, cursa com valores baixos de EPO e uma hipersensibilidade das
células eritroides progenitoras eritroides ha mesma. Na eritrocitose secundaria ha um
aumento da produgao de EPO ou um valor inapropriadamente normal para os valores
de Htc encontrados. A eritrocitose secundaria pode ocorrer como resposta fisioldgica a
uma hipoxia tecidular ou arterial ou como consequéncia de um mecanismo patolégico
que aumente os valores de EPO.2 Por fim, existem as eritrocitoses idiopaticas, onde ndo
¢é identificada claramente uma causa ou mecanismo fisiopatolégico. As eritrocitoses
idiopaticas ainda sao representativas da maioria dos casos, cerca de 70%,* apesar de
sua prevaléncia ter vindo a diminuir com a identificagdo de novas mutagdes causadoras

de eritrocitose.®

A eritrocitose primaria adquirida € a Policitemia Vera (PV) e ocorre quando ha uma
mutacao provocadora de ganho de fungédo na proteina janus kinase 2 (JAK2), o que
promove uma ativagao constante da via de sinalizagdo da EPO a nivel dos recetores de
eritropoetina (EPOR). A eritrocitose primaria congénita é provocada ou por uma
mutacao autossémica dominante no gene do EPOR com ganho de fungdo do mesmo
ou por uma mutagao no gene LNK, que regula a fungdo do JAK2, mantendo-se este

sempre fosforilado e sinalizado.®

A maioria das eritrocitoses s&o secundarias e, a maioria destas, sdo adquiridas. As
eritrocitoses secundarias adquiridas sa&o provocadas por causas extrinsecas ao
compartimento eritroide, como: doengas causadoras de hipoxia tecidular (por exemplo,
insuficiéncia cardiaca ou insuficiéncia respiratoria); situagdes de hipdxia arterial como o
tabagismo; tumores produtores de EPO. As eritrocitoses congénitas secundarias podem
ter como etiologia alteragdes nas proteinas reguladoras da via de sensibilidade do
oxigénio, como mutag¢des nos genes da proteina supressora tumoral von Hippel-Lindau
(VHL), nos genes da proteina HIF (hipoxia-inducible factor) e nos genes da proteina

reguladora do HIF ( prolyl hydroxylase domain 2 — PHD2); ou por aumento na afinidade



da Hb para o oxigénio, como ocorre nas hemoglobinas de alta afinidade, no défice de

bifosfoglicerato mutase (BPGM).”

Tendo em conta a heterogeneidade das manifestacbes clinicas das eritrocitoses
congénitas e a dificuldade, ainda existente, em identificar a sua etiologia na maioria dos
casos, com este trabalho pretende-se distinguir as varias eritrocitoses congénitas e criar
um algoritmo de diagndstico que permita a sua avaliagdo e identificacado etiologica
rapida e eficaz. A identificacdo da etiologia e classificacao da eritrocitose permite um
melhor acompanhamento do doente, com tratamentos dirigidos, permitindo, assim, uma
maior qualidade de vida e uma diminuicdo de complicagbes a longo prazo, como

eventos tromboembdlicos ou hipertenséo arterial e pulmonar.



Métodos

O objetivo primario desta tese é reunir informagao sobre as eritrocitose congénitas e
idiopaticas, de forma a permitir uma percegao do estado da arte atual e, com base no
mesmo, criar um algoritmo de diagndstico atualizado que contribua positivamente para

a identificagdo de um maior nimero de etiologias da eritrocitose.

Como fonte de informagao foram pesquisadas as bases de dados Pubmed, B-On,
Embase, Agency for healthcare research and quality e Web of Science. A equacao de
pesquisa utilizada foi: “Congenital erythrocytosis AND Diagnosis AND/OR Treatment”,
sendo as palavras chave utilizadas: “Congenital erythrocytosis”, “diagnosis” e

“treatment”. A pesquisa decorreu entre 1 de Junho de 2018 e 30 de Novembro de 2018.

O critérios de inclusao dos estudos consistiram em:

. Estudos publicados entre janeiro de 2008 e novembro de 2018;
. Estudos randomizados e controlados;

. Estudos de caso;

. Artigos classicos;

. Clinical studies e clinical trials;

. Guidelines e practice guidelines;

. Estudos publicados em inglés;

. Estudos publicados com texto completo;

Estudos em humanos;
Foram considerados como critérios de exclusio:

. Auséncia de qualidade dos estudos publicados, concluida através da analise
dos mesmos pela checklist de SING (sendo admissivel a complementagao
da informacdo com artigos ja publicados, registo do estudo ou protocolo
deste e a auséncia de algumas informacdes em estudos publicados mas com
resultados preliminares);

. Estudos que apesar de fazerem referéncias as eritrocitoses congénitas nédo
se focaram nesta patologia como principal tema (com excec¢ao de guidelines
de policitemia vera, que permitam distinguir a mesma da eritrocitoses
congénitas).

A selecao dos estudos foi feita através da analise dos artigos cujos titulos e/ou resumos
foram recuperados através da estratégia de pesquisa e que iam de encontro aos

critérios de inclusdo ja referidos, com base no fluxo grama PRISMA 2009.

Foi extraida informagado sobre o artigo em si, como o nome dos autores, titulo da
publicacao, jornal em que foi publicado, ano da publicagdo, objetivos do estudo e
parametros avaliados e participantes nos estudos, bem como sobre os resultados de

interesse. A informagao em falta foi consultada nos protocolos e artigos prévios dos
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estudos incluidos na revisdo, nao tendo sido necessario requisita-la aos autores do

estudo. Os dados recolhidos foram sintetizados e tratados nesta tese, com o objetivo

final de criar um algoritmo de diagndstico de eritrocitoses viavel.

A pesquisa da literatura nas multiplas bases de dados referidas contribui para a redugao

do risco de viés na elaboracdo desta revisdo sistematica, bem como a selegdo dos
artigos pela checklist de SING e pelo fluxograma da PRISMA 2009 (Figura 1).

Records identified through

database searching

Additional records identified

through other sources

[INCLUDED } [ELIGIBILITY } {SCREENING }[IDENTIFICATION }

FIGURA | - FLUXOGRAMA PRISMA 2009

for eligibility
(n=78)

Studies included in
qualitative synthesis

(n=49 )

Records excluded

(n=222) (n=35)
‘ A 4
Records after duplicates removed
(n=124)
Y
Records screened |
(n=100) (n=24)
A 4
Full-text articles assessed [—————

Full-text articles excluded,
with reasons

(n=31)
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Eritrocitose Congénita Primaria

A eritropoese inicia-se quando a EPO se liga ao EPOR, um recetor de membrana das
células percussoras eritroides, as unidades de formagao de coldnias eritroides (BFUE),
estimulando a sua diviséo e diferenciagao e promovendo a produgao eritrocitaria (Figura
II). As proteinas JAK2, existentes na porgao intracitoplasmatica do EPOR, perante o
estimulo da EPO, unem-se uma a outra, autofosforilam-se e fosforilam as tirosinas
existentes nesta regido do recetor. Este mecanismo de fosforilagdo da porgao
intracitoplasmatica do EPOR permite a ligacao do fator de ativacdo do fator de
transcricdo 5 (STAT5) e a sua homodimerizagdo. Quando homodimerizado, o STAT5
transloca-se para o nucleo e estimula a transcricdo de genes de proliferagao e
diferenciagdo da BFUE e de genes anti-apoptéticos, iniciando-se, assim, a eritropoese.?
Aproximadamente 30 minutos apds a ligagdo da EPO ao EPOR, a tyrosine-protein
phosphatase 1 (SHP1) é recrutada. Esta proteina promove a separagdo das duas
proteinas JAK2, a consequente desfosforilagcdo do EPOR e, posteriormente, a sua
ubiquitinagdo. Quando ubiquitinado, o EPOR ¢ degradado pelo proteasoma o que leva

a regulagao negativa da eritropoese.®

/{ EPOR \

Activated Inactivated

G VE/\\ Cved
2
Nuclear transcnpnonal factors

FIGURA Il — VIA Do EPOR E DO JAK2-STAT: A VIA E ATIVADA QUANDO A EPO SE LIGA,
PERMITINDO A FOSFORILAGAO DO JAK2 E, ASSIM, ATIVANDO O STAT5 E A VIA RAS-MAPK DE
TRADUGAO, QUE POR SUA VEZ, ATIVA FATORES DE TRANSCRIGAO NUCLEARES PROMOTORES DA
PROLIFERAGAO DOS PERCURSORES ERITROIDES. QUANDO ESTA INATAVIDA RECRUTA TIROSINA
FOSFATASE (SHP-1) E UM SUPRESSOR DA SINALIZAGAO (LNK) FACILITA A DESFOSFORILAGAO DO
JAK2.°
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Na eritrocitose congénita primaria ou eritrocitose congénita tipo 1 (ECYT1) estao
descritas varias mutagdes no EPOR (exdo 8 e 7 do cromossoma 19)>7 de transmissdo
autossdmica dominante. Estas mutagdes fazem com que o EPOR fique truncado no seu
dominio intracitoplasmatico, no local de ligagdo do SHIP1, mantendo-se a proteina JAK2
preservada. Esta alteragdo faz com que a eritropoese se inicie, a partir da
autofosforilacdo do JAK2, perante o estimulo de EPO e consequente inicio da cascata
de fosforilagdo. O mecanismo de regulagao negativa, com a ligacdo do SHIP1, ndo é
possivel e, por isso, ha uma producgéo continua de eritrocitos, independente dos valores
de EPO, que nestas situagdes sdo caracteristicamente baixos*. Ha, por isso mesmo,
também, uma hipersensibilidade concomitante para a EPO, cujos valores séricos baixos

sdo suficientes para uma elevada estimulagéo da eritropoese.’
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Eritrocitose Congénita Secundaria

Mutacdo VHL - Congenital erythrocytosis type 2 (ECYT 2)

A proteina de von Hippel-Lindau (VHL) é uma componente de reconhecimento da
proteina ubiquitina-ligase do complexo E3, que medeia a degradacao, pelo proteasoma,
da sub-unidade o do HIF-1 em condigdes de normoxia, deixando-a estavel em situacdes
de hipoxia (Figura I11).81° O HIF-1 é o principal fator ativador de transcricdo em células
com hipdxia porque promove a transcricdo da EPO e outros genes. Em situacbes de
normoxia, se o HIF-1 nao for degradado, ha um aumentos dos niveis de EPO plasmatica

e consequente aumento do hematécrito.

Nucleus 3. rogene(t Epol Extracellular

I HRE I [ Target Genes i

2.
GATAT [ tHb)
ALAS2 [t Heme)
4. - Tfr( tiron)
Tf [t lron)
others
T Hb, RBC
Tissue
1 ow PHD2 activity @ oxygenation
6.
H Ubiquitinatior s l Apoptosis % %
d ) \v ! i
»

High PHD2 activity

l Target genes I I

Ve HIF-2a degradation

Nucleus

FIGURA Ill - REPRESENTAGAO DOS GENES E MECANISMOS ENVOLVIDOS NA VIA DE SENSIBILIDADE
DO OXIGENIO. (1) EM CONDIGOES DE NORMOXIA, HIF-2a. E HIDROXILADO PELO PHD2, QUE
PERMITE A LIGAGAO DO PVHL, FACILITANDO A UBIQUITINAGAO DO HIF-2a.. EM CONDIGOES DE
HIPOXIA, A AGAO DO PHD2 E INIBIDA E HA ACUMULAGAO DE HIF-2a. (2) NO NUCLEO O HIF-2a
DIMERIZA cOM O HIF-2 E LIGA-SE AO ELEMENTO DE RESPOSTA A HIPOXIA CIs (HRE) NA REGIAO
TERMINAL 3’ DOS GENES ALVO. (3) ERITROPOIESE INDUZIDA POR HIPOXIA ESTIMULA A PRODUGAO
DE EPO. (4) A LIGAGAO HIF-HRE ATIVA A TRANSCRIGAO DE GENES ALVO, PROMOVENDO A
SINTESE DE HEMOGLOBINA HEME E A ABSORGAO DE FERRO. (5) A LIGAGAO DA EPO A0 EPOR
PERMITE A FOSFORILAGAO DO JAK2 E ATIVA A VIA INTRACELULAR DO STATS5 (6) HA INDUGAO
DOS PERCURSORES ERITROIDES, FATORES ANTIAPOPTOSE E OUTROS FATORES CITOQUINICOS QUE
PERMITEM A PROLIFERAGAO E DEFERENCIAGAO ERITROIDES E RESTAURAR A OXIGENAGAO AOS
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TECIDOS. (7) EM CONDIGOES DE NORMOXIA O HIF-2c E HIDROXILADO PELO PHD2, QUE FACILITA
A SUA UBIQUITINAGAO.*

A primeira mutacdo associada ao gene VHL reconhecida como causadora de
eritrocitose secundaria congénita ligada as vias de sensibilizagdo de oxigénio foi a
Policitémia de Chuvash, uma doenca autossomica recessiva, provocada pela mutacéo
C598T, em que ha niveis aumentados de Hb e de EPO em condigdes de normoxia.
Teve este nome, porque, apesar de ser rara a nivel mundial, foi considerada endémica
na zona de Chuvashia na Russia. Os doentes com esta patologia tém valores de HIF-
1a intracelular aumentados, em condi¢gdes de normodxia, 0 que explica o aumento dos

valores de EPO e consequente aumento de Hb.'?

Posteriormente, foram identificadas outras mutac¢des do gene VHL, em homozigotia ou
em heterozigotia composta, promotoras de eritrocitose: C235T; G311T; G388C; G376T;
A523G; C562G e C571G. A doenca provocada por uma mutagcdo no gene VHL e

causadora de eritrocitose foi, entdo, renomeada eritrocitose congénita tipo 2 (ECYT2).”

Importante referir que existe, ainda, a sindrome de predisposi¢ao tumoral associado ao
VHL, de transmissdo autossdmica dominante, causado por uma mutacdo na linha
germinativa do VHL. Este sindrome estd associado ao desenvolvimento de
feocromocitoma, cancro de células claras do rim, hemangioblastomas do sistema
nervoso central ou da retina, adenocarcinomas de baixo grau do osso temporal,
cistoadenomas epididimarios e doencas poliquisticas em multiplos 6rgdos. Apesar de
ser também uma doenga causada por uma mutagcdo no gene VHL, raramente esta

associada a eritrocitose.'3-1°

Mutacao PHD2 - Congenital erythrocytosis type 3 (ECYT 3)

A degradacao do HIF pelo proteasoma depende da hidroxilagao de residuos especificos
de prolina existentes no seu dominio de degradacdo dependente de oxigénio e é
mediada pela prolil-hidroxilase (PHD). Em condigdes de hipoxia a hidroxilagao € inibida,
pois precisa de oxigénio para que ocorra a ligagdo do PHD2, o que provoca uma
estabilizacdo do HIFa e a sua progressdo na cascata de regulagdo das vias de

sensibilidade de oxigénio."®

Na eritrocitose congénita tipo 3 (ECYT3) ha uma mutagao causadora de perda de fungao

no gene Egl nine homolog 1 (EGLN1), de transmissdo autossomica dominante.” Até
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hoje foram descritas trés mutagdes causadoras de perda de fungdo: Pro317Arg;
Arg371His; G1112A. A mutacao Pro317Arg e a mutacao Arg371His alteram um residuo
que estd na proximidade da regido de ligacdo da proteina HIF-2a. Por sua vez, a
mutacdo G1112A no exdo 3 do PHD2 fica a trés posi¢cdes da porcao quelante de ferro
His374, tornando a ligagdo ao HIF-2a (residuo primario do recetor prolil-hidroxilase)
mais fraca e diminuindo a capacidade de ligacao ao HIF-1a (local de hidroxilagao

primario). 17

Conclui-se, assim, que as mutag¢des no gene EGLN1 diminuem a capacidade de ligagao
do PHD2 ao HIF, uma vez que ocorrem em zonas quelantes do ferro, perto do local
onde esta ligagao ocorre. Quando o PHD2 nao se liga ao HIF, este ndo é hidroxilado e,
posteriormente, degradado. Esta inativacdo do PHD2 faz com que o HIF permaneca

ativo, mesmo em condi¢des de normdxia.’®

Mutacao HIF — congenital erythrocytosis type 4 (ECYT 4)

O HIF esta associado a regulacao da produgcdo de EPO em situagdes de hipoxia,
promovendo o aumento na massa eritrocitaria e uma melhor oxigenacéo dos tecidos.
Os HIF’'s sao fatores de transcrigdo, constituidos por dimeros de subunidades «,
induziveis pela hipoxia (HIF-1a; HIF-2a e HIF-3a), e por uma sub-unidade constituitiva
B'.Na presenca de oxigénio, as subunidades o sdo hidroxiladas pelas proteinas PHD,
o que lhes permite a interagdo com a proteina VHL e a sua consequente ubiquitinagao
e rapida degradacdo no proteasoma. Em condicbes de hipdxia, a hidroxilagdo da
subunidade o ndo ocorre, uma vez que a proteina PHD necessita de oxigénio para
promover a reagao. Quando nao esta hidroxilada, a unidade o heterodimeriza-se com
a unidade B e estabiliza. Esta proteina é transferida para o interior do nucleo celular e
liga-se aos genes de fatores de resposta a hipoxia (HRE). O HIF contribui para a
ativacao da eritropoiese, ao regular o gene de producgédo da EPO, para a ativagdo da
angiogénese e consequente aumento da vasculatura em zonas de isquémia, para o
aumento da neoglicogénese, uptake de glicose celular e consequente aumento da
producao de adenosina trifosfato (ATP) por mecanismos anaerdbicos e para a

diminuigdo da fosforilagdo oxidativa.'®

As mutagdes do HIF que levam a eritrocitose sao, habitualmente, mutacdes missense,
de transmissao autossémica dominante, em que ha ganho de fungéo, ao contrario de
todas as outras mutagdes promotoras de eritrocitose congénita secundaria e ocorrem

no exao 12, perto do local de hidroxilacdo da subunidade o, no terminal-C da mesma.
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Esta alteragado faz com que a proteina PHD2 nao tenha local de ligagao, levando a que
o HIF ndo seja hidroxilado e, consequentemente, ndo seja degradado. Assim, na
presenca ou nao de oxigénio, a subunidade a liga-se a subunidade f3, a proteina HIF
torna-se estavel e mantém uma constante ativacdo dos mecanismos de resposta a
hipoxia, entre eles a producdo de EPO e consequente eritropoiese.'®2' Sao cinco as
mutacdes conhecidas e associadas a eritrocitose congénita tipo 4 (ECYT4), causada
por uma alteragdo no HIF-2a: A1603G/M535V, G1605A/M535l; G1609A/G537R;
G1609T/G537Y e C1617G/D539Q".

As mutacdes no HIF podem, ainda, ser associadas a altera¢des na regulagdo de outros
genes relacionados com a eritropoiese, nomeadamente em genes reguladores do VHL.
Sabe-se também que, em situagdes de ganho de funcédo do HIF, hd um aumento na
expressao do fator de transcricao relacionado com o Runt-related transcription factor 1
(RUNX1), o principal regulador da hematopoiese dos mamiferos, e do fator de
transcricao nuclear eritroide 2 (NF-E2), essencial para a regulacdo da maturagao
megacariocitica e eritrocitaria e para a expressdo dos genes globinicos. O ganho de
funcdo encontrado no RUNX1 e NF-E2 na ECYT4 é responsavel pelo aumento da
eritropoiese independente da via de regulagdo da EPQO.?22® H3a, por isso, dois

mecanismos promotores de eritropoiese aumentados na ECYT4.2!

Importante referir que as proteinas HIF controlam fungdes vitais, por exercerem
influéncia em muitas vias de regulagédo e conjuntos de genes. O seu aumento €&, por
exemplo, responsavel pelo efeito de Warburg — em que as células tumorais, mesmo em
condigbes aerobicas, continuam a dar preferéncia a metabolismos anaerébicos.?* O
aumento da funcdo do HIF esta, ainda, associado a predisposicao para tumores
associados ao sindrome VHL e ao desenvolvimento de paraganglioma e de

feocromocitoma.25-26

Hemoglobinas de alta afinidade
O primeiro defeito molecular associado a eritrocitose congénita foi descrito em 1996,

num caso de eritrocitose nhum homem de 81 anos, com um desvio da curva de
dissociagao de oxigénio para a esquerda (baixo p50). Neste caso, foi identificada uma
alteracdo da cadeia o da hemoglobina a que se chamou Hb Chesapeake. Desde entao,
foram descritas mais de cem variantes de Hb em que ha uma elevada afinidade para o

oxigénio."
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A grande maioria das alteragdes genéticas promotoras de Hb de alta afinidade sdo de
transmissado autossémica dominante ou mutagdes de novo. As hemoglobinas de alta
afinidade envolvem a B-globina (HBB), a1-globina (HBA1) e a2-globina (HBA2), sendo

a primeira o mais prevalente. %’

As hemoglobinas de alta afinidade surgem principalmente por trés mecanismos:
mutacgdes que dificultam a alteracéo entre os dois estados da Hb, o estado R e o estado
T28; uma mutagdo no local de ligagcdo do 2,3-bifosfoglicerato(2,3BPG);?” mutagdes no
heme pocket (por exemplo a Hb Heathrow e a Hb Saint Nazaire).?° Os mecanismos que
mais comumente estdo na etiologia das hemoglobinas de alta afinidade sdo a

estabilizagdo da mesma no estado R e as mutagdes no local de ligagédo de 2,3-BPG.%

No estado R, a Hb tem uma maior afinidade pelo oxigénio, pois estd num estado
relaxado, enquanto no estado T ha uma maior libertagao do oxigénio para os tecidos,
pois a Hb esta num estado tenso. O estado R e T da hemoglobina sdo mediados pelas
ligagbes a1B2, logo as mutagdes promotoras de alta afinidade alteram muitas vezes
esta interface, € exemplo disso a Hb Kempsey, em que ha uma alteragdo na formacgao
da ponte de hidrogénio, que normalmente estabiliza a forma desoxigenada de baixa
afinidade do estado-T?". Estas alteragdes promovem a dificil libertagao de oxigénio para
os tecidos periféricos, mantendo-se a hemoglobina no estado-R oxigenado mais
estavel. A terminacao-C (terminagao carboxil), das cadeias de globina, também esta
envolvida na estabilizagdo das interagées a1p2 e no bom funcionamento da reagéo de
Bohr (o oxigénio tem maior afinidade para a Hb quando ha uma diminuicdo do catido
hidrogénio no sangue, com aumento do pH ou, por outro lado, facilita a sua dissociagéo
quando ocorre o oposto), estando ja descritas numerosas mutagdes que alteram esta
regido e levam a formacg&o de hemoglobinas de alta afinidade — como a Hb Hiroshima.3°
Quando ha alteragéo no local de ligagdo de 2,3-BPG, este ndo se liga a Hb, ndo
promovendo a libertagdo do oxigénio para os tecidos periféricos, como se verifica na Hb

Rahere ou na Hb Providence ou na Hb Helsinki.?”

Diminuigao da atividade da bifosfoglicerato mutase
Est&o descritos na literatura trés casos em que a eritrocitose congénita secundaria pode

ser associada a uma mutacéo missense do gene bifosfoglicerato mutase (BPGM), com

diminuig¢ao do 2,3-BPG circulante e desvio do p50 para a esquerda.

O 2,3-BPG é uma importante proteina na regulagao da afinidade do oxigénio para a Hb
e é produzida durante a glicélise. Quando o 2,3 BPG se liga a Hb, no terminal-C, diminui

a sua afinidade para com o oxigénio, permitindo uma eficiente oxigenacao dos tecidos.
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A BPGM ¢ a enzima reguladora da producgéao de 2,3-BPG durante a glicélise. Um défice
desta enzima provoca uma diminui¢do da produgao de 2,3-BPG, com um consequente
aumento da afinidade da Hb para o oxigénio, desvio da curva p50 para a esquerda e
desoxigenacéo tecidular. O aumento da produgéo eritroide ocorre de forma reativa, para

compensar a hipoxia tecidular.?!
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Clinica

A heterogeneidade fenotipica dos doentes com eritrocitose congénita esta largamente
descrita na literatura, podendo ir desde assintomaticos, até manifestacbes
tromboembdlicas como fendmeno inaugural®?. Nas situagdes de transmissao
dominante, como nas ECTY1, ECYT3, ECTY4 e hemoglobinas de alta afinidade, a
histéria familiar compativel com o quadro € caracteristica, estando descritas algumas
mutacdes de novo, e podendo esta heterogeneidade sintomatica manifestar-se mesmo

dentro de uma mesma familia.?

Caracteristicamente, as eritrocitose apresentam sintomas de hiperviscosidade,
geralmente moderados, como cefaleias, fadiga, parestesias, alteragbes visuais,
vertigens e hipertensao arterial®. Porém, situacdes graves e com potencial risco de vida,
como enfarte agudo do miocardio, acidente vascular cerebral ou fenémenos
tromboembodlicos periféricos, podem ocorrer tanto como fendmeno inaugural, como
complicacao tardia da doenca.?? Situagdes de doenca cardiovascular prematura, com
necessidade de intervencdo médica ou cirdrgica estdo, também, descritas.
Hepatoesplenomegalia, bem como causas secundarias de eritrocitose (doenca

cardiaca, pulmonar ou renal), nao sdo encontradas nestes doentes.

A ECYT1, para além dos sintomas de hiperviscosidade, apresenta-se, geralmente,
apenas alteracdes analiticas caracterizadas por aumento isolado do hematécrito, um
aumento dos valores de Hb acima dos valores de referéncia e um aumento da massa
eritrocitaria, acompanhado de uma diminuicdo dos valores de EPO. Nesta entidade ndo
ha, caracteristicamente, organomegalias.® Como doenga autossémica dominante, na

ECYT1 encontra-se, geralmente, uma historia familiar compativel com eritrocitose.®343%

A ECYT2 é uma patologia de transmissdo autossdmica recessiva. Para além dos
sintomas de hiperviscosidade, associa-se a um maior risco tromboembdlico,
hemorragico e de hipertens&o pulmonar e, por isso, a uma maior mortalidade.'2'* E
também caracterizada por alteragbes analiticas de eritrocitose, acompanhadas de
valores elevados ou inapropriadamente normais de EPO para o Htc.'® Quando detetada
na infancia e adolescéncia, observa-se um atraso no crescimento, com percentis<5 para

altura e peso tabelados para a idade.3¢

ECTY3 é uma patologia de transmissdo autossdmica dominante, sendo frequente
encontrar uma histéria familiar compativel com eritrocitose nestes doentes.” Para além
dos sintomas de hiperviscosidade, a eritrocitose e os normais ou ligeiramente elevados

niveis de EPO, nao é frequente estes doentes terem outras manifestagbes clinicas,
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sendo muitas vezes diagnosticada apenas na idade adulta. E uma entidade raramente

associada a eventos tromboembadlicos.37-38

ECTY4 é de transmissao autossémica dominante e, por isso, associada muitas vezes a
histéria familiar compativel com eritrocitose.” Como na ECTY2, esta patologia esta
muitas vezes associada a elevada viscosidade, com consequentes eventos
tromboembdlicos e uma mortalidade superior ao expectavel. Estdo descritos multiplos
casos de associagdo da ECYT4 com paraganglioma e feocromocitoma, o sindrome
eritrocitose-paraganglioma.?>?63% Para além disso, a mutagdo HIF20 pode ser
associada ao aparecimento de feocromocitomas e paragangliomas, mesmo na auséncia

de eritrocitose.*0

A eritrocitose provocada por um aumento da afinidade da hemoglobina para o oxigénio
€ maioritariamente provocada por mutagdes de transmissédo autossémica dominante e
ocorre como resposta a uma hipoxia tecidular.*' Sendo assim, estes doentes estdo
frequentemente assintomaticos, pois este € o seu estado hemodinamicamente
estavel.*? Para além disso, quando avaliados, para além de possiveis queixas de
hiperviscosidade, podem ter diminuicdo da saturagao periférica e tém um desvio da

curva p50 para esquerda.?®
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Diagndstico

Tendo em conta a variabilidade de manifestagdes clinicas e da severidade das varias
eritrocitoses, é possivel inferir que a alteracdo do Htc inicial possa ser detetada nos
cuidados de saude primarios, em analises de rotina ou usados como método de
diagnéstico para outra patologia. Sendo assim, é légico incluir os médicos de saude
geral e familiar num algoritmo de deciséo, com o intuito de excluir causas de eritrocitose
secundaria e de encaminhar para as consultas de especialidade todas as eritrocitoses
nao explicadas. Desta forma, mais eritrocitoses serao estudadas, mesmo quando nao
sdo sintomaticas ou quando ndo motivam a ida a um servigo de urgéncia, permitindo
uma melhor percecdo das multiplas etiologias e uma melhor compreensao da

variabilidade da doenca.

Quando identificada uma alteracdo no Htc pela primeira vez, ou seja, Htc > 52% nos
homens e > 45% nas mulheres, o hemograma dever ser repetido em nova colheita para
confirmar o resultado.?? Estamos perante uma eritrocitose real quando o aumento da
massa eritrocitaria é >25% do valor expectavel para o sexo e idade. Quando a ultima
condicdo nao se verifica, estamos perante uma pseudo-eritrocitose. Ha estudos que
comprovam que perante um Htc > 60% nos homens e > 56% em mulheres é seguro
considerar que estamos perante uma eritrocitose real, sem avaliar a massa

eritrocitaria.*3

Perante este resultado, numa primeira abordagem, uma histéria clinica cuidada deve
ser realizada, em que se procuram potenciais causas para eritrocitose secundaria
adquirida, a mais frequente de todas, e uma histoéria familiar compativel com eritrocitose
congénita. E, assim, necessario excluir todas as causas de eritrocitose secundaria
adquirida,** com a avaliagdo da funcdo cardiaca e renal, da saturagdo de oxigénio
periférico, para excluir causas de hipoxia tecidular, como o tabagismo e a Sindrome da
Apneia Obstrutiva do Sono, uma ecografia abdominal e renal para excluir tumores
produtores de EPO, como pode ser o carcinoma hepatocelular, o tumor de células renais
e o feocromocitoma e avaliagdo do calcio sérico, para excluir adenoma ou carcinoma
paratiroide.** Ha outros tumores produtores de EPO, como os hemangioblastomas
cerebelares, os leiomiomas uterinos e 0s meningiomas, mas a sua prevaléncia € muito
mais baixa na populacdo e em que a eritrocitose ndo é a primeira manifestagao,
devendo ser excluidos apenas quando existe um elevado grau de suspeita.*®> Doentes
transplantados renais ou em tratamento com androgénios também podem desenvolver
eritrocitose secundarias adquiridas.> Excluidas ou corrigidas estas situagdes, o Htc

deve ser re-avaliado, para que se considere uma situagcido persistente. Perante uma
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eritrocitose persistente o préximo passo na avaliagao do doente sera a avaliagao dos
valores de EPO sérica e o0 encaminhamento para consulta na especialidade de

hematologia, se o estudo tiver sido iniciado nos cuidados de saude primarios.

Se os valores de EPO forem inferiores aos valores normais (4.1-19.5 mU/mL em adultos,
de acordo com a Organizagdo Mundial de Saude), estamos perante uma eritrocitose
primaria. A principal causa de eritrocitose primaria € a Policitémia Vera (PV), provocada
na maior parte dos casos por uma mutagao adquirida no exao 14 do JAK2, a mutagao
KAK2 V917F. Porém, em situacdes de histéria familiar compativel com eritrocitose é

legitimo iniciar o estudo pelo screening de mutagdes causadoras de ECYT1.

O diagndstico de PV devendo inicia-se com o screening da mutagdo JAK2 V617F no
sangue periférico, presente em 95% dos casos. O screening para pesquisa de
alteragdes no exao 12, identifica quase na totalidade os restantes casos. Doentes com
mutacdes no exao 12 sdo, tendencialmente, mais jovens, com concentracbes mais
elevadas de Hb e menor variagdo nos valores leucocitarios e trombaéticos, com bidpsia
medular em que hd um aumento muito marcado da eritropoiese, com granuldcitos e
megacariocitos normais ou pouco alterados. Quando nenhuma das alteragbes é
identificada no sangue periférico a bidpsia medular deve ser realizada.
Histologicamente, na bidépsia medular de um doente com PV encontramos um aumento
da eritropoiese, da granulopoiese e da megacariocitopoiese, megacariécitos de
tamanhos muito variados, com nucleos grandes e hiperlobados, que se dispdem em
aglomerados, uma maturagdo granulocitica desorganizada, uma eritropoiese
eritrobastica e uma auséncia das reservas de ferro. Apds a realizagdo dos exames
devem ser aplicados os critérios para uma PV JAK2 negativa, presentes na Tabela 2,

para confirmar ou excluir o diagnostico.*?

TABELA 2 - CRITERIOS DE DIAGNOSTICO DE POLICITEMIA VERA*3

Critérios de diagnéstico de Policitémia Vera

JAK2 positiva (2 de 2)

Hmt elevado (52% nos homens e 48% nas mulheres) OU aumento da massa eritrocitaria 25%

acima dos valores de referéncia

Mutacao no gene JAK2

JAK2 negativa (4 critérios A + 1 critério B ou 2 critérios C)
Critérios A

Hmt elevado (60% nos homens e 56% nas mulheres) OU aumento da massa

eritrocitaria 25% acima dos valores de referéncia

Auséncia de mutagao JAK2
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Sem causa de eritrocitose secundaria adquirida identificada

Avaliacao histolégica da medula 6ssea compativel com PV
Critérios B

Esplenomegalia palpavel

Identificacdo de alteracdo genética adquirida na célula hematopoiética EXCETO
mutagdo BCR-ABL1

Critérios C
Trombocitose > 450x10%/L
Leucocitose com neutrofilia > 10x10%L em ndo fumadores e >12,5x10%L em fumadores
Evidéncias imagiolégicas de esplenomegalia

EPO sérica diminuida

O diagnéstico de ECTY1 é feito quando séao identificadas mutagdes no exado 8 e no exao
7 do EPOR, especificas do seu dominio citoplasmatico.? Quando este screening para

ECYT1 e para PV é negativo, a mutagdo no gene LNK deve ser pesquisada.*®

Se os valores de EPO estiverem normais ou aumentados, excluindo uma causa
secundaria adquirida solucionavel ou que necessite de cuidados especificos por parte
de uma especialidade diferente da hematologia, a avaliagéo da curva p50 de afinidade
de oxigénio e a procura de uma historia familiar compativel com eritrocitose secundaria
congeénita sdo o proximo passo a seguir quase de forma simultanea*. Sendo neste ponto
que, nos cuidados de saude primaria, o doente deve ser referenciado para seguimento

especifico em hematologia.

Quando o valor de p50 é <22,6 mmHg, estamos perante um aumento da afinidade do
oxigénio para a hemoglobina, com consequente hipoxia tecidular periférica e, portanto,
uma eritrocitose secundaria reativa a este fator.*® Sendo as hemoglobinas de alta
afinidade a principal causa de eritrocitose secundaria congénita por aumento da
afinidade do oxigénio a hemoglobina, estas devem ser as primeiras a ser
pesquisadas.?”*! Quando o estudo molecular de HBB e HBA é negativo, devemos

avancar para a pesquisa de mutagées na BPGM com diminuigdo da 2,3 BPG.?'

Por outro lado, quando o P50 > 22,6 mmHg exclui-se um aumento da afinidade da Hb
para o oxigénio, sendo mais provavel estarmos perante uma eritrocitose secundaria
consequente a uma alteragao nas vias de sensibilidade ao oxigénio. Neste campo temos
mutacgdes de transmissao autossdémica dominante, como a no PHD2 e no HIF, que terdo
uma historia familiar para eritrocitose positiva e mutagdes de transmissao autossémica
recessiva, como é a mutacdo causadora de eritrocitose no VHL, que devem ser

pesquisadas em fungdo dessa mesma historia.”
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Tendo em conta a quantidade de mutagdes de novo descritas na literatura e mesmo o

desconhecimento populacional

e o subdiagnostico destas entidades, parece

conveniente, quando nao identificada a etiologia da eritrocitose, fazer um screening em

massa de todas as mutagdes potenciais descritas, como proposto no algoritmo da figura

v 3,5,6,32

Se todas forem negativas, é legitimo determinar que a eritrocitose é idiopatica.>53247

Policitémia Vera

Eritrocitose:

Hmt >52% (homens) e >48% (mulheres)

Excluir causas de eritrocitose secundéria adquirida

» Ecografia abdominal
« Ecografia renal

+ Fungao renal
 Saturagéo periférica de oxigénio
o Calcio sérico

EPO sérica

sim )\ Nao
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|

Eritrocitose Primaria
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Eritrocitose Idiopatica >
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Tratamento

A Flebotomia pode ser util no alivio sintomatico da eritrocitose, geralmente com a
intencao de manter o Htc < 45% quando ha manifestagbes de hiperviscosidade, de
forma regular ou esporadica.*® Por agao direta, pode reduzir a contagem de eritrocitos
em aproximadamente 10%. Para além disso, reduz os valores séricos de ferro,
causando uma diminuigdo no volume corpuscular médio, contribuindo para uma

diminuicao significativa no Htc.3?

Ha evidéncia da melhoria dos sintomas e dos valores analiticos da eritrocitose, na
ECYT1, em mulheres pds-puberdade e pré-menopausa, o que permite inferir que a
hemorragia mensal causada pela menstruacao pode ser o suficiente para a melhoria
clinica em doentes do sexo feminino, durante o seu periodo fértil, ndo havendo

necessidade de recorrer a flebotomia.3%

Quando ha aumento da afinidade da hemoglobina para o oxigénio, os doentes
apresentam-se frequentemente assintomaticos, uma vez que a sua eritrocitose é reativa
a esse aumento de afinidade causador de hipoxia. Nestes casos, as flebotomias podem
vir alterar o estado hemodindmicamente estavel do doente e causar sintomas como
astenia, fadiga ou dispneia, pela diminuigcdo dos oxigénio disponivel para os tecidos,
nao sendo de todo viavel tentar manter valores de Hct < 0,45. Nestes casos, o valor que
se procura alcancar é de Hct <0,60, podendo este limiar ser reduzido para Hct < 0,52
quando ha evidéncia de eventos tromboembdlicos ou sinais claros de hiperviscosidade.
E ainda indicagdo para flebotomia, em individuos assintomaticos, a existéncia de um
familiar com a mesma patologia e que tenha tido um evento tromboembdlico com os

mesmos valores de Hct. 4°

O uso de antiagregantes, como o acido acetilsalicilico, tem tido resultados divergentes
na literatura, no entanto, o seu uso em baixas doses pode diminuir a fungao plaquetar e

consequentemente diminuir os eventos tromboembolicos.3247

E importante, em doente com manifestacdes agressivas da sua eritrocitose, como
hipertensao arterial pulmonar, mais comum em situagdes de eritrocitose congénitas
secundarias, como a ECYT 2 e ECYT4, sejam tomadas medidas de tratamento dirigido

para minimizagao das consequéncias a longo prazo.334°

Infelizmente, a maioria das conclusdes sobre o tratamento e gestdo de um doente com
eritrocitose congénita sdo extrapoladas de estudos realizados em doentes com

Policitémia Vera. Espera-se que, com uma maior identificacdo da etiologia das
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eritrocitose, sejam feitos estudos dirigidos que permitam conclusdes mais precisas

sobre o tratamento destes doentes.'”

A eficacia de inibidores da JAK2 ja esta comprovada no tratamento de neoplasias
mieloproliferativas. Assim, o estudo da sua utilidade no tratamento de eritrocitoses
congénitas primarias ou derivadas de altera¢des na via de sensibilidade ao oxigénio,

pode ser proximo passo para o melhor tratamento destas doengas.?3%?
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Conclusao

As eritrocitoses sao entidades raras, cuja etiologia fica muitas vezes por esclarecer,
porém, com o melhor conhecimento dos mecanismos fisiopatoldgicos e moleculares da
regulacéo da eritropoiese e de oxigenacgado dos tecidos foi possivel estabelecer um
algoritmo de diagnostico que permite uma melhor compreensao destas entidades

nosoldgicas.

As eritrocitoses congénitas sdo mais raras que as adquiridas. Dentro das adquiridas a
probabilidade de encontrar uma causa secundaria que esteja a provocar o aumento do
Htc, é superior a de encontrar uma PV.*” Perante uma histéria familiar positiva, a
suspeita de uma eritrocitose congénita tem mais relevo, uma vez que é sustentada por
um diagnéstico prévio. Sendo assim, é por esta ordem que devem ser pesquisadas as
etiologias. Excluidas as causas de eritrocitose secundaria e perante uma diminuigao
dos valores de EPO com histéria familiar negativa, deve ser pesquisado a PV. Perante
uma histéria familiar positiva, de acordo com os valores de EPO a pesquisa deve ser

iniciada pelas eritrocitoses congénitas autossdémicas dominantes.

Atualmente, sabe-se que a ECYT1 é de transmissdo autossémica dominante e
associada a mutagdes no EPOR, que fazem com que este nao seja desativado apds se
ligar a EPO. Ja a ECYT2, de transmissao autossémica recessiva, é associada a
mutagdes no gene VHL, responsavel pela degradagao final da proteina HIF, impedindo
a sua progressao na cascata de ativagdo de resposta a hipoxia. A ECTY3 é de
transmissdo autossémica dominante e ocorre quando ha uma mutagdo na proteina
PHD2 que impede a ligagdo da mesma ao HIF na presenga de oxigénio, ndo o
sinalizando para que sofra a agao de ubiquitinagdo provocada pelo VHL. Por fim, a
ECYT4 é de transmissio autossémica dominante e é provocada por uma alteragao no
local de ligagdo do HIF ao PHD2, o que faz com que o HIF ndo seja degradado. As
hemoglobinas de elevada afinidade ou as alteragdes causadoras de estados de elevada
afinidade da hemoglobina para o oxigénio, como sao as muta¢des no 2,3BPGM,
provocam um estado de eritrocitose reativa ao estado de hipéxia tecidular, causado pela
dificuldade que existe para que a hemoglobina liberte o oxigénio. Apesar destes
conhecimentos, ainda existe uma elevada percentagem de casos em que a etiologia da

eritrocitose fica por determinar.

Estudos randomizados e de coorte em doentes diagnosticados com eritrocitose
idiopatica, em que é feita uma sequenciacao massiva de genes potenciais, permitiram

a clarificagdo da etiologia em alguns dos casos e a identificagdo de novas mutagées?35.
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Sendo assim, um screening em massa de genes causadores de eritrocitose ou de
aparente interesse, como o VHL, EPAS1, EGLN1, HIF1a, HIF3a, EGLN2, EGLN3,
EPOR, JAK2, HBB, HBA1, HBA2 ou BPGM, 5 quando perante uma eritrocitose
idiopatica, pode ser um caminho produtivo no esclarecimento de mais etiologias e de

diagnésticos mais completos.

Dado a sua raridade e tendo em conta a dificuldade em esclarecer a etiologia da
eritrocitose, exceto na PV ou nas causas secundarias adquiridas, ainda ndao ha
tratamentos dirigidos para a eritrocitose. O alivio sintomatico e a tentativa de minorar
consequéncias a longo prazo, principalmente na ECYT2 e na ECYT4, que parecem ser
mais agressivas que as restantes, é tudo o que ha para oferecer aos doentes. Estudos
futuros, com inibidores da proteina HIF ou analogos das proteinas PHD2 ou VHL para
as causas secundarias, ou da proteina JAK2 no caso da ECYT1, parecem ser o préximo

passo a tomar na procura de terapéuticas mais dirigidas.

O estudo clinico do genoma, ou seja, a adequacao das terapéuticas ao encontrado num
mapeamento do genoma, pode provar-se Util nestes doentes. Esta técnica permite a
aplicagao de terapéuticas mais dirigidas ou o estudo de novas terapéuticas. Para além
disso, pode também ser usada de forma preventiva para complicagbes da patologia,
permitindo a sua monitorizagdo ou mesmo uma intervencgao profilatica antes de haverem
consequéncias nefastas para o doente, em funcdo dos alteragcdes encontradas no

genoma e a luz do que se preveja que possa vir a acontecer.
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