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Resumo

O termo Sindrome Mieloproliferativo Crénico descreve um grupo de patologias (neoplasias
hematoldgicas) que tém como caracteristica comum a proliferagdo descontrolada (clonal) de um ou
mais componentes hematopoiéticos da medula dssea e, em muitos casos, do baco e do figado.

Dentro dos Sindromes Mieloproliferativos Crénicos (SMC) os mais comuns sdo: Policitémia
Vera (PV); Leucemia Miel6ide Crénica (LMC); Mielofibrose; Trombocitemia Essencial (TE).

Este trabalho centrou-se na PV e LMC.

A PV é um transtorno das células sanguineas precursoras que provoca um excesso de
glébulos vermelhos, que estd na origem numa mutacdo somatica na posi¢do 617 no Jak2 quinase.

A LMC estimula um aumento da producao de glébulos brancos na medula 0ssea e esta
relacionada com uma alteragdo cromossOmica — translocacao reciproca entre os bracos largos dos
cromossomas 9 e 22 (gene de fusdo BCR-ABL) — Cromossoma Philadelphia. O produto de
transcricdo do gene de fusdo BCR-ABL origina dois tipos de proteina quimérica, com actividade
tirosina quinase desregulada, que diferem em tamanho, denominadas p190 e p210.

A realizagcdo deste estudo teve como principais objectivos o Diagnéstico Molecular da PV e
LMC em amostras de pacientes recebidas no Departamento de Biologia Molecular do Laboratério
Unilabs e a realizacdo de um estudo a nivel estatistico de todas as amostras analisadas, neste
departamento, durante o ano 2010.

Com as amostras analisadas para a determinagdo da mutacdo V617F do gene Jak2, 22%
apresenta a dita mutacdo pontual. Dada esta percentagem e o0s sintomas observados pelo
hematdlogo (Leucocitose, Poliglobulia, etc) reforcam a necessidade e relevancia de diagnosticar PV

com celeridade e eficacia.
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Para deteccdo do rearranjo BCR-ABL apenas diagnosticaram-se dois pacientes. Contudo 0s
estudados para seguimento da doenca (65) ndo apresentaram grandes variacdes na quantificacéo
BCR-ABLp210 durante as revisdes trimestrais. E significativo haver um 36% que se mantém em RMC
com o tratamento recebido.

Este estudo foi benéfico, na medida em que a observagédo de determinados sintomas por
parte do hematdlogo, permitird solicitar uma determinada prova de diagnéstico, rapida e fiavel, que
sera crucial na aplicacdo de um tratamento efectivo.

A tecnologia utilizada para o diagnéstico destes sindromes esta em constante evolucgéo,
sendo esta paralela aos progressos e novos descobrimentos da medicina, assim como ao continuo

desenvolvimento dos sistemas de informacao de apoio ao diagnéstico.
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Introducéo

Sindromes Mieloproliferativos Cronicos. Defini¢cédo e Classificagcao

Os Sindromes Mieloproliferativos Cronicos sdo doengas em que as células precursoras
produzem células sanguineas que crescem, e reproduzem-se anormalmente na medula éssea ou séo
expulsas da mesma, devido a uma producao excessiva do tecido fibroso [1].

O hematélogo Wiliam Dameshek (1969) descreveu o0 conceito de Sindromes
Mieloproliferativos Crénicos (MPDs) em 1951, no jornal Blood [1]. Considerou a Leucemia Miel6ide
Cronica (LMC), Policitémia Vera (PV), Trombocitémia Essencial (TE), Mielofibrose primaria (MFP) e
eritroleucémia (sindrome de Di Guglielmo) [2].

Em 2001, a Organizagdo Mundial da Salde (OMS) através do comité para a classificacao
das neoplasias miel6ides, atribuiu o classico MPDs como a categoria mais ampla de doencas
mieloproliferativas cronicas (CMPDs), incluindo também a Leucemia Neutréfilica crénica (CNL) e a

Leucemia Eosinofilica crénica (CEL) [3].



Policitémia Vera (PV)

A Policitémia Vera é um transtorno das células sanguineas precursoras que provoca um
excesso de globulos vermelhos. Este transtorno € raro, pois s6 se manifesta em 5 pessoas por cada
milhdo. A idade que se diagnostica este transtorno é entre os 60 anos, contudo pode-se manifestar-
se mais cedo [4].

ApOs classificacao dos MPDs, o passo seguinte foi tentar identificar as origens de sinalizagao
de activacdo cronica em MPDs [4].

Em 2005, quatro grupos diferentes identificaram, uma mutag&o somética (troca da uma valina
por uma fenilalanina) na posicéo 617 (V617F) no Jak2 quinase. Esta mutagdo esta generalizada em
pacientes com MPDs adquiridos. Jak2 V617F esta presente numa fracgdo das células mieldides em
praticamente em todos os pacientes com PV e aproximadamente metade dos pacientes com ET ou
MFP [5-9].

A mutacdo V617F detecta-se, mediante a PCR-Alelo especifica, segundo o método descrito
por Baxter et al. [5]. Esta PCR esta desenhada de forma, a que se utiliza 3 primers diferentes

denominados Jak2R, Jak2F/E e Jak2F/ClI (Figura 1).
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Figura 1. Esquema da Reaccao da Polimerase em cadeia (PCR) Alelo-especifica para ampliar um
fragmento do gene Jak2.

Os primers Jak2F/Cl e Jak2R amplificam um produto de 364 pb independentemente da presenca ou
auséncia da mutagdo, a qual se utiliza como controlo da técnica. Os primers Jak2R e Jak2F/E

amplificam um produto de 203pb somente quando a mutacao esta presente [5,10].

Sem tratamento, mais de metade dos doentes que padecem de PV, morrem em menos de
dois anos. O objectivo do tratamento € atrasar a producao de gldbulos vermelhos, e assim diminuir a

sua quantidade, este processo € controlado através de uma técnica denominada Flebotomia [11-13].



Leucemia Mieldide Crénica (LMC)

A Leucemia Mieloide Cronica ou leucemia granulécitica crénica € uma enfermidade na qual
existe um aumento da producdo de globulos brancos na medula 6ssea [13]. A funcdo da medula
Ossea € produzir células sanguineas (leucdcitos, eritrocitos e plaquetas), por isso neste orgéo
observam-se células jovens nédo diferenciadas, nos grupos de células acima mencionado [12].

Na Leucemia dos blastos (células imaturas), estes a transformam-se em leucdcitos
polimorfonucleares em elevado nimero [14].

Em 1959 Peter Nowel e David Hungerford [10] identificaram a primeira alteracdo
cromossOmica associada a uma doenca maligna, a Leucemia Mieloide Crénica (LMC). As metafases
dos pacientes analisados, contavam com um cromossoma mais pequeno que o normal, a que se
chamou Cromossoma de Philadelphia. Doze anos depois, Janet D.Rowley demonstrou que este
cromossoma era consequéncia de uma translocagdo reciproca entre os bragos largos dos
cromossomas 9 e 22, e nao apenas devido a perda de material genético do cromossoma 22, como
até entdo se pensava [14,15].

Passaria uma década até identificar os genes implicados nesta translocacdo e clonar o mMRNA
de fusdo [16]. Estudos posteriores colocaram em evidéncia que a fusdo BCR-ABL, a que nos
referimos era essencial para a génese da LMC [17]. Ainda que no principio a presenca do
Cromossoma Philadelphia estivesse associada a LMC, encontrou-se este mesmo marcador em
alguns linfoblastos de pacientes afectados com Leucemia Aguda Linfoblastica (LAL), geralmente
pacientes adultos; contudo, ao contrario do que se sucede na LMC, o ponto de ruptura no gene BCR
destes pacientes é diferente e da-se no primeiro intrdo. Por outro lado a mesma anomalia citogenética
produz dois oncogenes diferentes, BCR-ABL p190 e p210, que se associam especificamente com
LMC e LAL, respectivamente. [19]

Esta anomalia cromossomia € originada por uma translocacdo reciproca entre o0s
cromossomas 9 e 22 t(9;22) (g34;q11) [20].

No cromosoma 22 encontra-se a regido BCR (breakpoint cluster region), denominada
também por gene BCR, onde se pode distinguir a regido maior (M-bcr — major breakpoint cluster
region) entre os exdes 12 e 16 (originalmente descritos como exdes b1-b5); a regido menor (m-bcr) é

inserida entre os exdes el e e2 e a micro regido (U-ber) no exdo 19 [20].



Quando uma parte do gene ABL (Abelson) localizado no cromossoma 9, € transferida e
inserida dentro do gene BCR, origina-se um gene de fusdo BCR-ABL [20].
O produto de transcricdo do gene de fusdo BCR-ABL origina dois tipos de proteina quimérica,

com actividade tirosina quinase desregulada, que diferem em tamanho, denominadas p190 e p210.

O acompanhamento da doenca é uma das estratégias chave para a gestdo de LMC para
avaliar o tratamento e detectar recidivas precoces. O objectivo do tratamento da LMC é lograr ao
desaparecimento total do cancro, que normalmente progride de uma remissdo hematoldgica a uma
remisséo citogenética [21].

A figura seguinte demonstra a correspondéncia esquematica entre o namero de células

leucémicas, a resposta ao tratamento e nivel de transcrito BCR-ABL Mbcr.
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Figura 2. Relag8do aproximada entre a resposta, o numero de células leucémicas e o nivel de
transcritos BCR-ABL Mbcr. Com a técnica implementada no Laboratério Unilabs no departamento de
Biologia Molecular, considera-se Resposta Molecular Maior uma expressdo do transcrito BCR-ABL

relativo a ABL <0.05% e a Resposta Molecular Completa com uma expresséo <0.005% [21].

O método convencional para estimar a carga tumoral em pacientes com LMC é a analise
citogenética convencional (banda G) nas metafases da medula 6ssea. Contudo, as andlises em
bandas cromossGmicas requerem bastante trabalho e muito tempo, e o numero limitado de células
analisadas provoca uma alta variabilidade dos resultados, com uma sensibilidade aproximada de 5%
se examinar-se 20 metéfases. Além do mais, pode produzir metéafases insuficientes em 10-20% dos

casos [22].



A frequéncia de andlises citogenéticas pode reduzir, se observarmos os pacientes com LMC
por métodos moleculares, como por exemplo a Reaccdo da Polimerase em cadeia em tempo real
(RQ-PCR) para a detec¢cdo do mRNA de BCR-ABL Mbcr, nos quais pode-se realizar em amostras de
sangue periférico, portanto sdo menos agressivos que as analises convencionais de metafase de
medula dssea e muito mais sensiveis. Varios estudos tém demonstrado uma boa correlacdo entre os
critérios de resposta citogenética estabelecida e os valores de RQ-PCR [23-25].

A metodologia actual para medir o nivel de mMRNA de BCR-ABL Mbcr implica 0 uso da Reaccao
da Polimerase em cadeia em tempo real (RQ-PCR), assim sendo o numero de transcritos de BCR-

ABL Mbcr possui uma relagdo com o nimero de transcritos de um gene controlo [19].

Materiais e Métodos

Seleccdo da amostra

Analisaram-se amostras de sangue periférico em EDTA de pacientes com um potencial ou
previamente diagnosticado SMC, recebidas no Departamento de Biologia Molecular do Laboratério
Unilabs durante o ano 2010, para a deteccdo da mutagcdo V617F do gene Jak2 e para a quantificacao

do rearranjo BCR-ABL.

Determinacéo da mutagédo V617F do gene Jak2

Extrac¢do de DNA

A extraccdo de DNA gendmico realiza-se a partir de aproximadamente 9 mL de sangue
periférico com EDTA. Os granulécitos isolam-se mediante um gradiente de densidade, por
centrifugagdo com Lymphoprep (Axis-Shield).

Centrifuga-se quantidades equivalentes de Lymphoprep e de EDTA a 1600rpm durante 30minutos.
Realiza-se um lavado ao pellet de granulécitos com 50mL de PBS (GIBCO), centrifugando a 1600rpm
durante 10minutos. Descarta-se 0 sobrenadante e adiciona-se Buffer EL (Erythrocyte lysis buffer —
QIAGEN) sobre o pellet. Incuba-se a 15 minutos em gelo. Centrifuga-se a 1600rpm durante 10
minutos. Descarta-se 0 sobrenadante e adiciona-se PBS sobre o pellet. Centrifuga-se a 1600rpm

durante 10 minutos.



Descarta-se o sobrenadante e transfere-se o pellet para um tubo de 1.5mL com 1mL de PBS.
Centrifuga-se a 13000rpm durante 2 minutos. Descarta-se o sobrenadante e provoca-se a lise dos
neutréfilos do pellet com 600 pl de DNAzol Reagent (invitrogen) seguindo as instrugfes facilitadas
pelo provedor.

Sobre o lisado adiciona-se 650pl de Etanol 100% e agita-se suavemente para se precipitar o DNA.
Retira-se o Etanol e lava-se o DNA precipitado, duas vezes, com uma dissolucdo de Etanol a 70%.
Por dltimo lava-se com uma dissolucdo de Etanol a 90% e deixa-se secar o DNA. Ressuspende-se 0

DNA seco em DEPC Treated Water (invitrogen) e conserva-se a 4°C.

Reaccao da Polimerase em cadeia (PCR- Alelo especifica)

A mutacéo V617F detecta-se a partir do DNA gendmico, previamente obtido mediante a PCR-
Alelo especifica, segundo o método descrito por Baxter et al. [5]. Esta PCR est4 desenhada de forma,
a que se utiliza 3 primers diferentes denominados Jak2R, Jak2F/E e Jak2F/CI.

O primer Jak2F/E é especifico para o alelo mutante e o primer Jak2F/Cl encontra-se em
todos os individuos independentemente da presenga ou ndo da mutagao, isto é constituiu um controlo
interno da reaccdo. Desta forma, como em todos os individuos amplifica-se um produto de 364 pb
com os primers Jak2F/Cl e Jak2R, é somente os individuos que apresentam a mutacao obtém um
produto de 203 pb utilizando os primers Jak2F/E e Jak2R.

A amplificacdo por PCR realiza-se num volume final de 50l utilizando a enzima Tagq DNA
Polymerase (invitrogen) seguindo as instrucdes facilitadas por provedor.

O programa de PCR utilizado consta de 45 ciclos e se inicia com uma deshaturacdo de
5minutos a 95°C, para logo iniciar os ciclos: 1 min a 95°C, 1min a 58°C e 1min a 72°C, terminado com

uma extensao final de 10min a 72°C. Conserva-se a 4°C.

Inclui-se em todas as reac¢des um controlo negativo que contém todos 0s reactivos
necessarios para a amplificacdo, substituindo-se o molde de DNA por agua; um controlo positivo,
adicionando-se um DNA de um paciente portador da muta¢do e um controlo wild type (wt) de um
paciente que ndo é portador da mutagéo. A verificagdo do produto de PCR esperado realiza-se num
Gel de Agarose MS-8 a 2% (pronadisa) em TAE 1X (GIBCO), corado com Brometo de Etidio

(invitrogen).



Determinac&o por PCR em tempo real de transcritos BCR-ABL

Extraccdo de RNA

Separar-se a populacdo branca a partir de aproximadamente 9 mL de sangue com EDTA.

Centrifuga-se as amostras 1800 rpm, durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Este processo separara uma fase superior de plasma, uma fase inferior com a série vermelha e uma
interfase entre elas com a série branca (buffy coat). Retira-se a parte branca e passa-se a um tubo
limpo. Adiciona-se Buffer EL (Erythrocyte lysis buffer — QIAGEN) até 50 mL e agita-se. Incuba-se
durante 10 minutos em gelo e de seguida centrifuga-se a 1600 rpm durante 10 minutos. Descarta-se
0 sobrenadante. Lava-se o pellet de leucdcitos, adicionando-se PBS (GIBCO) até 50 mL e centrifuga-
se 1600 rpm durante 10 minutos. Novamente, descarta-se o sobrenadante e faz-se um lavado com
PBS. Descarta-se o sobrenadante e resuspende-se o pellet celular em 1 mL de PBS. Centrifuga-se a
13.000 rpm durante 1 minuto. Descarta-se o sobrenadante e coloca-se 1 mL de TRIzol LS Reagent
(invitrogen). Congela-se o tubo a -80°C. Descongela-se a temperatura ambiente e coloca-se 200ul de
Chloroform, ACS Reagent = 99,8% (SIGMA — ALDRICH).

Agita-se vigorosamente durante 15 segundos e incuba-se a temperatura ambiente durante 5
minutos. Centrifuga-se a 11.400 rpm durante 10 minutos a 4°C. Apds centrifugacgdo existe duas fases:
fase inferior ou organica (contém o DNA e proteinas) e fase superior ou aquosa (RNA). Transfere-se
a parte superior a um tubo novo (aproximadamente 500ul). Coloca-se 500ul de Isopropyl alcohol
(CARLO ERBA) por cada 1mL de TRIzol inicial. Mistura-se, por inversdo, e incuba-se o tubo a
temperatura ambiente. Centrifuga-se a 11.400 rpm durante 10 minutos a 4°C. O RNA forma um
precipitado branco no fundo do tubo. Descarta-se o sobrenadante. Realiza-se dois lavados com
Etanol a 70% e de seguida, centrifuga-se a 8900 rpm durante 5 minutos a 4°C.

Deixa-se secar o RNA a temperatura ambiente. Ressuspende-se o pellet com DEPC Treated Water

(invitrogen) e conserva-se a -80°C.

Obtencéo do cDNA mediante a transcricdo reversa do DNA (RT)

Para a reacgéo de RT utilizou-se SuperScript Il Reverse Transcriptase (invitrogen) e random

primers (invitrogen) seguindo-se as instrucdes facilitadas pelo provedor.



A metodologia actual para medir a quantidade de mRNA de BCR-ABL implica o uso da
reaccao de PCR em tempo real, logo o nimero de transcrito BCR-ABL tem rela¢cdo com 0s nimeros
transcritos de um gene controlo (gene ABL), assim como o uso de duas rectas padrdes elaboradas
com amostras standard de quantidades conhecidas do gene ABL e do gene BCR.

Os controlos standards do gene ABL e do gene BCR-ABL utilizados séo diferentes
dependendo do tipo de transcrito BCR-ABL que se quer amplificar (BCR-ABL p190 ou BCR-ABL

p210) (IPSOGEN).

PCR quantitativa a tempo real

A reaccéo de PCR quantitativa a tempo real realiza-se no equipamento LightCycler de Roche,

Plus

utiliando o kit LightCycler FastStart DNA Master HybProbe (Roche) seguindo as instrugdes
facilitadas pelo provedor.

Utilizou-se uma mistura de primers reverse e forward especificos do gene controlo ABL unido
a uma sonda FAM-TAMRA especifica (IPSOGEN) para amplificar os controlos standards do gene
ABL, amostras de pacientes, controlo positivo e controlo negativo (figura 5A); também se utiliza uma
mistura de primers reverse e forward especificos do gene de fusdo BCR-ABL pl190 ou p210
(dependendo do transcrito que queremos amplificar) unidos a uma sonda FAM-TAMRA especifica
(IPSOGEN) para amplificar os controlos standards BCR-ABL, amostras de pacientes, controlo
positivo e controlo negativo.

Para cada paciente efectua-se duas medi¢des, tanto na determinacdo do gene ABL como na
determinacdo de gene BCR-ABL. Calcula-se uma média entre os valores obtidos. Efectua-se uma
divisdo entre o valor obtido para o gene BCR-ABL e o obtido para o gene ABL (BCR-ABL/ABL). O dito

valor multiplica-se por 100 para calcular-se a percentagem de expressédo do transcrito BCR-ABL em

relacéo ao ABL.

Resultados

Deteccdo da mutacdo V617F do gene Jak2

Durante o ano 2010 analisaram-se 186 amostras de pacientes com possivel PV. Os 41
pacientes positivos para mutacao V617F do gene Jak2 apresentaram pelo menos um dos seguintes

sintomas (Quadro 1).



Sintomas NUumero de pacientes
Leucocitose 2
Poliglobulia 5
Trombocitose 14
Trombocitémia Essencial 3
Neutrofilia 3
Outros Sintomas 14

Quadro 1. Caracteristicas observadas pelo hematélogo. A tabela incide nos sintomas detectados
pela hematdlogo para a requisi¢cdo da prova de deteccdo da mutagdo V617F nos 41 pacientes que
resultaram ser portadores da dita mutagdo. (Leucocitose: Aumento do nimero de leucdcitos;
Poliglobulia: Aumento exagerado na actividade da medula éssea, que produz uma quantidade
superior de glébulos vermelhos; Trombocitose: Aumento do nimero de plaquetas; Trombocitémia

Essencial: Grande aumento do nimero de plaquetas; Neutrofilia: Aumento do nimero de neutrdfilos).

Durante o ano 2010 analisaram-se 186 amostras de pacientes para deteccdo da mutacao

V617F no gene Jak2. Os resultados obtidos observam-se na Figura 3.

Estudaram-se 186 pacientes
durante o Ano 2010 para a
mutagéo V617F, dos quais:

41 positivos (+)
=] paraamutagéo
V617F - Jak2 22%

145 negativos (-)

=] para a mutagéo
V617F - Jak2 78%

Figura 3. Percentagens de pacientes Portadores da mutacdo V617F. Um 22% dos pacientes

estudados apresentam a mutacdo V617F.Os restantes pacientes (78%) ndo manifestam a mutacgéo.

Determinacdo dos genes transcritos BCR-ABL

Durante o Ano de 2010, estudou-se o rearranjo BCR-ABL — p190 e p210, no qual obteve-se os

seguintes resultados:



e BCR-ABL p190

Para o rearranjo BCR-ABL p190, estudaram-se 124 pacientes, dos quais todos foram negativos -

auséncia do reordenamento BCR-ABL p190.
e BCR-ABL p210

Para o rearranjo BCR-ABL p210, estudaram-se 141 pacientes, dos quais 76 chegaram para
Diagnéstico do rearranjo BCR-ABL, e 65 para Seguimento da Doenca. O Seguimento da Doenca
consiste numa quantificacdo do transcrito BCR-ABL p210 frente ao gene controlo ABL,
aproximadamente a cada trés meses. Como explicado na introducdo deste trabalho, os pacientes
com uma quantificacdo <0.05% encontram-se em Resposta Molecular Maior (RMM) e os que

apresentam <0.005% - Resposta Molecular Completa (RMC), informando-se segundo estes critérios.

2 Positivos (+)

76 foram
para Diagnéstico A
: ™ ‘ 74 Negativos (-)
Estudaram-se 141
pacientes
dos quais: 36.9% - Superior & Resposta\‘
65 foram para ) Molecular Maior
Seguimento da 27.7% — Resposta Molecular Maior
Doenca
). 35.4% — Resposta Molecular
Completa

Figura 4. Resultados obtidos para a deteccéo e quantificacdo de transcritos BCR-ABL p 210.
Para o diagnostico de LMC, durante o ano de 2010 apenas detectaram-se dois pacientes. As
amostras que chegaram ao Laboratorio para seguimento da doenga revelaram que 63% estdo em

RMM ou RMC.

A Figura 5 demonstra a evolucdo da quantificacdo BCR-ABL p210, durante o ano 2010, em

cinco pacientes que se encontram em tratamento para LMC.
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Figura 5. Evolugdo da quantificacdo BCR-ABL p210, durante o ano 2010 em 5 pacientes em
tratamento para a LMC.

Os pacientes 3 e 5 apresentaram uma quantificacdo do transcrito BCR-ABL superior a percentagem
considerada RMM; os pacientes 1 e 2 encontram-se em RMM; o paciente 4 encontra-se em RMC. A

linha descontinua representa o limite de deteccéo do equipamento LightCycler (aprox. 0.005 %).

Esta abordagem de monitorizacdo permite demonstrar a eficacia do tratamento, tal como sera

explicitado na discusséo.

Discussao/Conclusao

As Neoplasias mieldides sdo caracterizadas por mutacBes somaticas e alteracbes
epigenéticas em genes que sdo cruciais para a diferenciacdo hematopoiética, para vias de
proliferacdo celular e sobrevivéncia das células. A heterogeneidade e a complexidade genética
destes disturbios € assustador, mas o progresso do conhecimento nos mecanismos patogénicos
subjacentes da transformacdo mieldide, em conjunto com uma crescente disponibilidade
de agentes que actuam sobre essas vias, oferece oportunidades Unicas para o tratamento [26-29].

Aos pacientes com suspeita de PV, demonstrou-se uma implicacdo patogénica de genes
mutados que tém rela¢éo com a actividade tirosina kinase [30].

Das amostras recebidas, durante o ano 2010, no departamento de Biologia Molecular para a
deteccdo da mutacdo V617F, 22% apresenta a dita mutacdo pontual no gene Jak2. Esta observacao
significa que no cromossoma 9, no coddo 617 em vez de estar presente uma valina, esta foi

substituida por uma fenilalanina, de acordo com o previamente descrito por Passamonti et al [31].



Os sintomas observados pelo hematdélogo — Leucocitose, Poliglobulia, Neutrofilia,
Trombocitose e Trombocitémia Essencial — sdo fundamentais para a requisicdo da prova de deteccao
da mutagdo V617F, a qual permite um diagnéstico rapido de Policitémia Vera. A observacéo de uma
percentagem de 22% de pacientes com aquela patologia, reforca a necessidade e relevancia de
diagnostica-la com celeridade e eficacia.

O tratamento da Policittmia Vera passa fundamentalmente pela reducdo do nimero de
glébulos vermelhos através de flebotomias (procedimento similar a uma dadiva de sangue em que
sdo removidos entre 350 a 500 ml de sangue total com reposicdo de soro fisioldgico) e/ou de
medicamentos que destroem os glébulos vermelhos em excesso [5].

O aparecimento da mutacdo V617F no gene Jak2 estabelece-se como o link patogénico
comum, e dos mais importantes dentro do grupo Sindromes Mieloproliferativos cromossoma
Philadelphia negativos (Ph’): PV, TE e MI [32].

A expressdo de Jak2 V617F Kinase origina activacdo e crescimento celular
independentemente dos factores de crescimento e constitui um mecanismo patogénico da PV, TE e
MI [31]. A demonstragdo da actividade da tirosina kinase constitutiva permitiu o desenvolvimento de
pequenas moléculas inibidores de Jak2 Kinase [31]. Os inibidores de Jak2 induzem respostas
clinicamente relevantes uma grande propor¢éo de pacientes com MPN’s.

Devido a actividade Jak2 Kinase associada a outro tipo de patologias, tais como patologias
auto-imunes e reumatoldgicas, o paradigma da inibicdo de Jak2 poderia traduzir-se em novas

terapias para uma grande variedade de patologias humanas [33].

Relativamente ao rearranjo do gene BCR-ABL — translocacgéo reciproca t (9;22) (q34;q11) que
da lugar a uma proteina tirosina-kinase que exerce uma accdo importante nos mecanismos de
adesdo, apoptose e proliferacdo celular [32], apenas durante o ano 2010 diagnosticaram-se dois
pacientes (BCR-ABL p210).

Os pacientes estudados para seguimento da LMC (65) um 36.9% apresentaram uma
guantificacdo do gene transcrito BCR-ABL superior a 0.05%; 27.2% apresentaram RMM (<0.05%) e
35.4% RMC (<0.005%).

Como se pode observar na Figura 5, ndo houve grandes variagdes na quantificacdo BCR-

ABL p210 durante as revisfes efectuadas trimestralmente.



E significativo o facto de se observar um 36% que se mantém em RMC com o tratamento que
estdo a receber.

A introducgédo da droga, imatinib (nome comercial: Glivec) é considerada nos dias de hoje, uma
abordagem terapéutica de referéncia no tratamento dos pacientes com LMC, pois esta aprovado
para o tratamento de primeira linha de pacientes adultos com LMC Ph + [35].

Imatinib tem fungdes semelhantes as da molécula de ATP [34]. A figura 6 compara o modo de

accao do rearranjo BCR-ABL e do Imatinib na patogénese da LMC [34].
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Figura 6. Comparacao do modo de ac¢do do rearranjo BCR-ABL e do imatinib na patogénese da

LMC.

A caracteristica primordial do imatinib é o seu grau de especificidade marcante para a ligacdo
a molécula de ATP, originando efeitos sobre outros células - tirosina quinase [34].

No tratamento da LMC em fase cronica, o] imatinib produz uma
resposta superior e sustentavel em relagdo ao INFa. Estudos recentes [34, 35] compararam o uso de
imatinib e medicamentos convencionais usados no tratamento de pacientes recentemente
diagnosticados com LMC.

As drogas convencionais incluindo INFa recombinante, e citarabinaem  doses
baixas demonstraram taxas superiores em relacdo resposta citogenética e mecanismos fisiolégicos,
resultando numa reducédo na quantidade de desacoplado disponivel de imatinib, originando uma
diminuicdo na qualidade dos niveis de imatinib para o efeito [35,36].

A resisténcia ao imatinib observa-se, entretanto, em alguns pacientes com LMC,

especialmente naqueles que estdo numa fase avancada da doenca [37].



Actualmente estd em estudo um novo tratamento, com dasatinib em pacientes com
resisténcia ou intolerancia ao imatinib em fase crénica, acelerada ou crise blastica fatal. Esta terapia
tem demonstrado resultados significativos realgando-se mais em pacientes em fase crénica do que
naqueles que se encontram em fase acelarada [37].

O futuro do tratamento da LMC podera incorporar inibidores tirosina kinase mais eficazes
como o dasatinib no tratamento inicial dos pacientes previamente diagnosticados. A capacidade do
dasatinib promover rapidos e elevados indices de resposta podera traduzir-se num aumento da
sobrevivéncia dos individuos com LMC [37].

O diagndstico dos SMC resulta complexo. O aparecimento de mutagbes em determinados
genes ou a formacdo de genes de fusdo que levam associados uma producdo de proteinas com
actividade tirosina quinase, foi permitindo a introducdo de inibidores tirosina quinase como terapéutica
dirigida a estas proteinas [31].

A rapidez e a fiabilidade do diagndstico sao factores chaves para o éxito do tratamento destas
patologias [31]. Isso &, a evolucdo das Técnicas de Diagnéstico Molecular contribuiram de forma
eficaz para a rapidez e fiabilidade dos resultados no diagndstico dos Sindromes Mieloproliferativos

Cronicos.
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