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Sumario: Neoplasias mieloproliferativas cronicas (NMPCs) sdo doengas onco-
hematologicas originadas de alteracdo clonal da célula-tronco hematopoiética e
caracterizadas pela proliferacdo anormal de precursores mieloides. As NMPC’s podem ser
reagrupadas segundo mutacgdes e/ou rearranjos de genes codificadores de tirosina quinases,
onde se destacam o gene ABL1 que encontra-se frequentemente associado a translocagéo
cromossémica t(9;22)(q34.1;g11.2)/BCR-ABL1 ou cromossomo Filadélfia (Ph), e o gene
Janus quinase 2 (JAK2), resultando na substituicdo da valina por fenilalanina na posicéo
617 (JAK2 V617F). O objetivo desse estudo foi caracterizar pacientes com suspeita
clinica de NMPC’s do ponto de vista molecular, classificando os pacientes quanto a
presenca do gene de fusdo BCR/ABL1 p210 e classifica-los ainda quanto a
presenca/auséncia da mutacdo JAK2V617F, oriundos do Hospital das Clinicas de
Pernambuco (HCPE), da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Recife/PE e da
Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia de Pernambuco (HEMOPE). A deteccdo da
translocacdo t(9;22)(q34;q11)-BCR/ABLL1 foi realizada através da técnica de Nested PCR
enquanto a mutacdo JAK2V617F realizada pela técnica PCR-RFLP. Das 180 analises
realizadas com suspeita clinica de NMPCs 21,3% (30/141) foram positivas para a mutacao
JAK2V617F e 23,1 (9/39) para a mutacdo BCR/ABL1. A pesquisa dessas mutagdes
contribuem para a conclusdo do diagnostico clinico/laboratorial dos pacientes com suspeita
clinica de NMPCs
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INTRODUCAO

As neoplasias mieloproliferativas cronicas (NMPCs) sdo doencas onco-hematoldgicas
originadas de uma alteracdo clonal da célula-tronco hematopoiética e caracterizadas pela
proliferacdo anormal de precursores mieloides da medula éssea com consequente acimulo
de uma ou mais linhagens de células maduras mieloides no sangue periférico e tecidos
(Milosevic, 2013 ; Kralovics, 2013). A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) reconhece
como NMPCs quatro principais entidades: a Leucemia Miel6ide Crénica (LMC),
policitemia vera (PV), trombocitemia essencial (TE) e mielofibrose priméaria (MFP). Ainda
fazem parte deste grupo a leucemia neutrofilica crénica, leucemia eosinofilica cronica,
mastocitose e neoplasias mieloproliferativas ndo classificaveis (Vardiman, 2009).

Leucemia Mieléide Croénica (LMC) é uma neoplasia mieloproliferativa com uma
incidéncia de 1-2 casos por 100.000 adultos, e é responsavel por 15% de casos recém-
diagnosticados de leucemia em adultos. O evento central para a patogénese da LMC ¢ a
fusdo do gene ABL localizado no cromossomo 9, com o gene BCR localizado no
cromossomo 22, que resulta na expressdo de uma oncoproteina de fusdo, decorrente da
translocacdo (9;22)(g34.1;911.2), resultando no gene hibrido BCR-ABL. O BCR-ABL é
uma tirosina-quinase constitutivamente ativa que promove o crescimento e a replicacdo
celular de forma exacerbada. A LMC é classificada em trés fases; Fase Cronica, Fase
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Acelerade e Fase Bléastica. Esses eventos moleculares traduzem-se clinica e
laboratorialmente por hiperplasia mieldide, leucocitose, neutrofilia, basfofilia e
hepatoesplenomegalia, de acordo com a fase evolutiva. (Jabbour et al 2014) A
identificacdo da translocagdo t(9;22)(q34;911)/BCR/ABL1 ponto de quebra p210 na célula
progenitora hematopoiética por andlise citogenética ou a partir de técnicas de biologia
molecular concretiza o diagndstico da LMC, sendo considerado o padrdo ouro (Vardiman
et al., 2009). A mutacdo somatica de maior frequéncia nas NMPCs Ph-negativo é a
p.Val617Phe (JAK2 V617F) (Baxter et al. 2005; Kralovics et al. 2005; Zhao et al. 2005;
Lundberg et al. 2014; Zhang et al. 2014). Esta mutacéo ocorre, no éxon 14 do gene JAK2
(localizagdo 9p24), em que ha a substituicdo de uma guanina por uma timina, resultando na
troca de uma valina por fenilalanina na posicdo 617. A presenca da JAK2V617F esta
associada a ativacdo constitutiva da proteina JAK2, um receptor do tipo tirosina-quinase
responsavel pela transducdo de sinais de proliferacéo e divisdo celular (Chen and Mullally
2011; Toms et al. 2013). A identificacdo da JAK2 V617F, é hoje parte integrante de uma
abordagem diagnostica para as NMPCs. Tem como principal objetivo caracterizar 0s
pacientes com suspeita de neoplasias mieloproliferativas cronicas (NMPCs) do ponto de
vista molecular, classificando estes pacientes quanto a presenca do gene de fusédo
BCR/ABL1 (cromossomo Ph) ponto de quebra p210 e classifica-los ainda quanto a
presenca ou auséncia da mutacdo JAK2V617F. Das 180 analises realizadas com suspeita
clinica de NMPCs, 21,3% (30/141) foram positivas para a mutacdo JAK2V617F e 23,1
(9/39) para a mutacdo BCR/ABLL1. Sendo, dessa forma, importante para a conclusdo do
diagndstico clinico/laboratorial dos pacientes portadores de NMPCs.

MATERIAIS E METODOS

Utilizamos como critérios de inclusdo, neste estudo de coorte, amostras consecutivas de
pacientes com suspeita clinica de NMPCs, encaminhados pelo HCPE e HEMOPE. Para
realizacdo dos exames foram colhidos cerca de 8 mL de sangue periférico utilizando o
EDTA como  anticoagulante para  consequente  extracdo do acido
desoxirribonucleico(DNA) e do Acido Ribonucleico (RNA). A extracio de DNA
gendbmico foi realizada a partir dos leucocitos pela técnica de fenol-cloroférmio
modificado (Davis et al., 1986), enquanto a extracdo de RNA total foi executada
utilizando-se o reagente Trizol® (Invitogen, EUA). A identificacdo da mutacdo
JAK2V617F foi realizada atraves da técnica PCR-RFLP e ap0s verificacdo da amplificacéo
dos fragmentos, os produtos foram submetidos a reacdo de digestdo pela enzima de
restricdo BsaXI| (Baxter et al, 2005) e visualizado a partir da eletroforese em gel de
agarose. A deteccdo da translocacdo t(9;22)(q34;911)-BCR/ABL1 isoforma p210 foi
realizada através da técnica de Nested PCR, minimamente modificada da metodologia
proposta por Dongen, 1999. Tendo os RNAs totais transcritas a cONA utilizando o High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems®, USA). O fragmento
amplificado a partir da translocacdo t(9;22)(g34;q11)-BCR/ABLlisoforma p210 foi
analisado por eletroforese em gel de agarose. Foi realizada uma reacéo de controle interno,
para verificagcdo da transcricdo do RNA, utilizando primers da p-actina, para CDNA.

RESULTADOS
Durante o periodo de agosto 2014 a julho de 2015 foram executadas a padronizacao e
realizacdo das técnicas para pesquisa do gene de fusdo BCR/ABL1 e mutacdo JAK2V617F,
no Nucleo de Hematologia Clinica e Laboratorial do LabCen/CCB-UFPE. Durante esse
periodo foram realizadas um total de 180 andlises de pacientes com suspeita clinica de
NMPCs, das quais 141 foram encaminhados para realizacdo da pesquisa da mutagéo
JAK2V617F e 39 para avaliacdo do gene de fusdo BCR/ABL1 isoforma p210.
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Das 141 amostras analisadas para a pesquisa da mutacdo JAK2V617F 12,8% (18/141)
foram heterozigotos (carga alélica intermediaria), 8,5% (12/141) homozigotos (Carga
alélica alta) e 78,7% (111/141) selvagem. Quanto a deteccdo da mutacdo do gene de fuséo
BCR/ABL1, das 39 analises realizadas 76%(30/39) foram negativas e 23,1%(9/39)
positivas para a mutacdo. Durante a pesquisa das mutacdes do gene de fusdo BCR/ABL1
p210 e JAK2 V617F, tivemos um paciente diagnosticado como positivo e homozigoto,
respectivamente.

DISCUSSAO

Dentre as 141 amostras recebidas para pesquisa da JAK2 V617F, foram detectados 30
individuos mutados para JAK2V617F. Isto corresponde a uma porcentagem de 21,3%
dentre nosso n amostral. Um estudo realizado por DA Silva et.al (2012) analisou a mutagédo
JAK2V617F em 144 pacientes previamente diagnosticos com NMPC Ph-negativo segundo
critérios da OMS, e encontrou uma porcentagem de aproximadamente 64,6% (93/144) de
positividade para a mutacdo JAK2V617F independente da carga alélica da mutacdo. Nosso
estudo mostra uma positividade em cerca de 1/3 em relacdo ao estudo supracitado,
entretanto, o trabalho realizado por DA Silva et.al (2012) teve como base pacientes
previamente diagnésticos com PV, TE e MPF, aumentado assim as chances de positividade
para a mutacdo JAK2V617F. Enquanto nosso estudo, por se tratar de um trabalho de
triagem, as chances de obter positividade é inferior, pois lidamos com pacientes ndo
diagnosticados ainda com NMPCs, mas sim de pacientes com suspeita clinica. Diante a
pesquisa da mutacdo do gene de fusdo BCR/ABL1, a alta frequéncia obtida em amostra é
justificada pela excelente triagem realizada para a detec¢do da mutacdo, pois como citado
no estudo de Jabbour et al (2014) por ter caracteristicas clinico-laboratorial mais
especificas, a fase crénica € mais comum para o diagndstico da LMC, onde o paciente
cursa com anemia, esplenomegalia, fadiga e a nivel do sangue periférico leucocitose,
desvio a esquerda escalonado, basofilia e presenca de células blasticas inferior a 10%,
diferentemente do que ocorre nos casos de NMPC Ph-negativo que podem apresentar
caracteristicas clinico-laboratoriais pouco especificas. O paciente diagnosticado com
ambas as mutacgdes, Inicialmente foi diagnosticado como heterozigoto para a mutagédo
JAK2V617F, sendo a homozigose posteriormente encontrada ap6s evolucdo clonal, além
de reportar positividade para o gene de fusdo BCR/ABL, corroborando com os achados de
Bornhauser M. et.al (2007) e Osamu Yamada et.al (2014). Contudo, a obtencdo da
translocacdo do gene de fusdo BCR-ABL, pode ter sido um acontecimento molecular
independente da mutacdo JAK2V617F ou um evento secundario a um clone contendo a
mutacdo JAK2V617F (Osamu Yamada et.al 2014).

CONCLUSOES
Concluimos que o diagndstico molecular para os pacientes com suspeita clinica de
Neoplasias Mieloproliferativas Croénicas, realizado a partir das pesquisas para a
translocacéo t(9;22)(g34.1;q11.2), que resulta no gene hibrido BCR-ABL, e para a mutagéo
JAK2V617F, atendidos no setor de Hematologia do Laboratério Central do Centro de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco, além de proporcionar um
treinamento técnico para a padronizacdo e realizacdo das técnicas de pesquisa das
mutacdes acimas citadas, também possibilitou 0 conhecimento a cerca do perfil molecular
destas entidades patoldgicas, além da realizacdo do diagndstico precoce, que permitird um
melhor acompanhamento e tratamento destes pacientes.
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