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INTRODUGAO

Resumo

As neoplasias mieloproliferativas cronicas (NMPC) sdo doencas hematopoiéticas clonais
que acometem a linhagem mieloide. De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude
(OMS), a policitemia vera (PV), a trombocitemia essencial (TE) e a mielofibrose (MF)
sado classificadas como NMPC BCR-ABL negativas. O surgimento dessas doengas esta
correlacionado com fatores genéticos, como mutagdes nos genes JAK2, MPL e CALR e
outras mutagdes cooperantes que também podem estar presentes, levando ao aparec-
imento de diferentes fenétipos e prognésticos. A OMS constantemente revisa e atualiza
os critérios de classificacdo, levando em consideragéo aspectos clinicos, morfolégicos e
genéticos. As analises laboratoriais, hematoldgicas e genéticas sao de grande importancia
para o diagnédstico das neoplasias hematologicas, e devem ser realizadas da forma correta
para permitir o diagnéstico diferencial entre outras neoplasias e disturbios reacionais. O
presente trabalho tem como objetivo revisar a fisiopatologia das NMPC e relacionar com
os achados clinicos, hematolégicos e genéticos, visando instruir e atualizar os analistas
clinicos para que possam efetivamente contribuir para o diagndstico dessas doengas,
impactando o progndstico dos pacientes. Ainda, a discussao sobre diagnostico molecular
tem o intuito de chamar a atengao para a constante evolugéo da area e importancia desta
para a hematologia.
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de NMPC a leucemia neutrofilica crénica (LNC) e a leuce-
mia eosinofilica crénica. A leucemia neutrofilica cronica é

As neoplasias mieloproliferativas crénicas (NMPC)
configuram um grupo de doengas clonais da célula-tronco
hematopoiética, afetando as células da linhagem mieloide.
De acordo com a classificagdo da Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) para as neoplasias mieloides publicada em
2016, as NMPC estéo divididas em dois grupos: as BCR-ABL
positivas, que inclui a leucemia mieloide cronica (LMC), e
as BCR-ABL negativas, que inclui a policitemia vera (PV),
a trombocitemia essencial (TE) e a mielofibrose primaria
(MF), classificadas também como cromossomo Philadelphia
negativas (Ph-).(" Ademais, também fazem parte do grupo

caracterizada por leucocitose e hipercelularidade da medula
0ssea, consistindo predominantemente de células granulo-
citicas (neutrofilia). Na LNC, existe uma associagédo com a
mutagdo CSF3R e auséncia do cromossomo Philadelphia.
@ A “leucemia eosinofilica crénica — ndo especificada de
outra forma” — é caracterizada pelo aumento de eosindfilos
no sangue periférico, pela auséncia do cromossomo Phila-
delphia e por apresentar um aumento de blastos na medula
6ssea ou no sangue (mas menos de 20% para excluir
leucemia aguda como diagnostico), e a presenca de uma
anormalidade citogenética clonal e a NMPC inclassificavel,
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a qual inclui neoplasias semelhantes a NMPC que, porém,
nao podem ser claramente classificadas como os outros
subgrupos. Amastocitose fazia parte desse grupo na classi-
ficacao de 2008, no entanto, em 2016, deixou de ser assim
considerada em razao das suas caracteristicas clinicas e
patoldgicas Unicas."?

O objetivo do presente trabalho é revisar o diagnoéstico
das principais NMPC (PV, TE e MF), dando enfoque aos
achados laboratoriais e ao diagnostico diferencial. Inicial-
mente, sera apresentada a epidemiologia e fisiopatologia e,
posteriormente, sera aprofundada a descri¢do das caracte-
risticas clinicas e laboratoriais — achados no hemograma,
mielograma, bidpsia de medula 6ssea e exames genéticos.

EPIDEMIOLOGIA

APV, TE e MF sao disturbios mais frequentes em adul-
tos com 50 a 70 anos com sobrevida mediana estimada de
10a15, 15a20e 2 a 5 anos, respectivamente.®* No ambito
global, a mielofibrose, policitemia vera e trombocitemia
essencial apresentam taxas de incidéncia de 0,3a 1,5; 1,5
a2,0e 1,03 a2,5por 100.000/ano, respectivamente.® Na
Europa, um estudo estimou a incidéncia de PV sendo de 0,68
a 2,6 de 100.000 habitantes, 0,38 a 1,7 paraTEe 0,1 a 1,00
para MF e a prevaléncia estimada foi de 4,96 a 30,00 para
PV, 4,00 € 24,00 para TE € 0,51 a 2,7 para MF por 100.000
habitantes.® Além da existéncia de uma grande variagao
nas estimativas de prevaléncia e incidéncia, até o momento
nao ha dados referentes a América do Sul na literatura. Um
estudo realizado na Coreia avaliando o periodo de 2004 a
2013 mostrou um aumento da prevaléncia das NMPC ao
longo dos anos. A TE apresentou faixa de prevaléncia de
4,1 a 9,0 por 100.000, a PV faixa de 2,8 a 5,4 por 100.000
e a MF faixade 0,5a 0,9 por 100.000. Assim, as incidéncias
foram entre 2,0 e 3,0 por 100.000 por ano para TE e 1,0
e 1,5 por 100.000 por ano para PV e a MF variou de 0,3
a 0,5 por 100.000 por ano.® A respeito da etnia, brancos
apresentaram a maior incidéncia geral das NMPC, sendo
a PV a mais incidente em brancos. Ja os leste-asiaticos
apresentaram menor incidéncia, sendo mais frequente o
acometimento por TE. Hispanicos e negros apresentaram
maior incidéncia para PV e TE, respectivamente.®

Vale ressaltar que em varios paises as NMPC séao
subnotificadas ou classificadas de maneira incorreta, pois a
classificagdo dessas patologias depende de critérios clinicos
e laboratoriais que sofreram alteragées com a evolugéo das
descobertas a respeito dessas doencgas.”

Apesar da PV e TE serem doencgas com sobrevida
longa quando comparadas a outras neoplasias hematolo-
gicas, o correto diagnostico faz-se importante porque esses
pacientes podem apresentar complicagdes e evolugao para
mielofibrose e leucemia mieloide aguda, conforme sera
abordado adiante.
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FISIOPATOLOGIA

Assim como outras neoplasias, o aparecimento das
NMPC esta correlacionado com diversos fatores genéticos e
ambientais que vao resultar em diferentes fenétipos dessas
doengas. Cada uma das NMPC apresenta caracteristicas
mais predominantes quando avalia-se a medula 6ssea € o
sangue periférico, com expectativa de vida e progndstico
diferentes. Porém elas compartilham muitas caracteristicas
relacionadas as disfungdes celulares das células hema-
topoiéticas. Diferentes mutagdes somaticas adquiridas
sdo responsaveis pela expansao clonal de células-tronco
hematopoiética nas NMPC e estdo envolvidas em genes
relacionados a proliferagdo e sobrevivéncia celular. Elas
apresentam grande relevancia, pois resultam em uma grande
variabilidade de manifestagdes clinicas patolégicas.?®

As mutagdes nos genes JAK2, MPL e CALR sé&o as
mutagdes atualmente conhecidas como responsaveis pelo
estabelecimento do fendtipo das NMPC e, por essa razao,
sdo chamadas de “driver mutations”.®'% A presencga de ape-
nas uma dessas mutagdes genéticas € o suficiente para o
surgimento da patologia, pois todas ativam constitutivamente
as mesmas vias a jusante, a via JAK/STAT, a via PI3K/AKT/
mTOR, RAS e a via MAPK/ERK, que atuam aumentando a
proliferagao celular e resisténcia a apoptose. Dessa forma,
culminam em um fenétipo hiperproliferativo e associam-se
clinicamente a um risco aumentado de complicagbes trom-
béticas, hemorragicas e evolugéo a transformacao fibrética
ou leucémica.®12 Ademais, outras mutagdes genéticas
adquiridas em diversos genes, como TET2, CBL, ASXL1,
SH2B3, SF3B1, U2AF1, TP53, IDH2 e EZH2, também
podem ser encontradas em pacientes com NMPC, sendo
consideradas mutagdes cooperantes, e podem contribuir
para a progressao da doenca e transformagéo leucémica.(?

A identificagdo em 2005 da mutagao adquirida
JAK2V617F permitiu o melhor entendimento da patogénese
dessas doengas. A JAK2V617F € uma mutagao somatica
pontual que consiste na substituicdo de uma guanina por
timina, no éxon 14 do gene JAKZ2, que acarreta a substituicao
do aminoacido valina por fenilalanina na posigéo 617 da
proteina. A proteina JAK2 é uma tirosina quinase envolvida
na sinalizacao celular que possibilita a transducao de sinal
de diversos receptores de fator de crescimento nas células
hematopoiéticas em resposta as citocinas. Por exemplo, a
proteina JAK2 atua nas vias disparadas pelos receptores
de eritropoetina (EPOR), receptor de trombopoetina (MPL)
e receptor de fator estimulante de col6nias de granulécitos
(G-CSFR).®1

Outra alteragao genética importante para as NMPC
sdo as mutagdes no gene MPL, descrita em 2006. O
gene MPL codifica uma proteina que é homologa a outros
membros da superfamilia de receptores hematopoiéticos, o
receptor de trombopoetina (TPO). Seu ligante, a TPO, atua
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como regulador da megacariocitopoiese e da formacao de
plaquetas. Ha diversas mutagdes descritas no gene MPL,
mas as principais foram identificadas no éxon 10, a muta-
¢ao da troca do aminoacido triptofano por leucina W515L
ou lisina W515K. Essas mutagbes acarretam a ativagéao
constitutiva do receptor de TPO e fosforilagdo das vias de
sinalizacao citadas anteriormente que irdo conduzir a pro-
liferagéo exacerbada de megacariécitos na medula 6ssea
com consequente trombocitose no sangue periférico.(?1%

Em 2013, foram identificadas em pacientes JAK2V617F
negativos mutagbes somaticas no gene da calreticulina
(CALR), que codifica uma proteina que participa da regu-
lacao do calcio intracelular. Acredita-se que a proteina
possua atividade relacionada a proliferagdo, migragao,
adesao e apoptose celular, através da regulagéo do calcio.
(14 As mutagdes somaticas que atingem o gene CALR sao
do tipo indel, ocorrendo insergao e/ou delegao de pares
de bases (pb) no éxon 9 do gene, sendo divididas em dois
tipos: a CALRdel52 (delegao de 52pb) ou tipo 1 e CALRins5
(insercao de 5pb) ou tipo 2.2

Aidentificagdo das mutagbes JAK2, CALR e MPL é um
dos critérios principais para o diagndstico das NMPC.™" Um
estudo realizado com 162 pacientes, por Porto-Soares,®
93,5% dos 61 pacientes com PV apresentaram mutacao
em JAK2V617F e 1,6% mutagdo em JAK2 éxon 12. Dos
50 pacientes com TE, 48% apresentaram mutagdo em
JAK2V617F, 22% em CALR e 22% eram triplo negativo.
Nos 51 com MF, 61% tinham a mutacdo JAK2V617F, 25%
em CALR e 2% eram triplo negativo; nenhum paciente
apresentou mutagdo em MPL.® Geralmente, a mutagdo
JAK2V617F no éxon 14 pode ser encontrada em cerca
de 70% das NMPC, esta presente em cerca de 95% dos
pacientes com PV e em 50% a 60% dos pacientes com TE
e MF.©'9 Nos poucos casos de PV JAK2V617F negativa,
ocorrem mutacgdes no éxon 12 de JAK2 em 3% a 5% dos
casos de PV. Amutagéo no éxon 9 do gene da calreticulina
(CALR) pode ocorrer em 20% a 25% na TE e 25% a 36%
na MF. A mutagéo no gene do receptor da trombopoetina
(MPL) ocorre em cerca de 3% a 20% na TE e 3% a 10% na
MF. Aproximadamente 5% a 15% dos pacientes com MF
ou TE podem ser “triplo negativos”, ou seja, ndo apresentar
nenhuma das trés mutagdes.® %) Mais recentemente, um
estudo mostrou que pacientes com baixa carga alélica de
JAK2V617F também podem apresentar mutagdes nos genes
MPL e CALR, aumentando a complexidade genética.('®

E possivel que ocorram diferentes tipos de combina-
¢bes de mutagdes driver e cooperantes em uma célula, e
isso implica a grande diversidade fenotipica encontrada em
pacientes com NMPC. Além disso, & possivel que pacientes
que possuem o mesmo perfil gendmico apresentem dife-
rentes fenotipos, pois as interagdes das células ndo se dao
apenas entre as multiplas mutagdes que podem acometé-las;
a interagdo com o microambiente também ira refletir no
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fendtipo.('? Ainda assim, é importante identificar as mutagoes
driver e cooperantes, bem como suas correlagées com o
fenotipo e resposta ao tratamento. Por exemplo, 0 aumento
na carga alélica de JAK2V617F esta correlacionado com a
progressao para MF. Além disso, a presenga da mutagao
em JAK2 aumenta o risco de eventos trombdéticos. Dessa
forma, a carga do alelo mutante JAK2V617F pode ajudar
a determinar o fenétipo da doencga.(® Rumi et al. relataram
que a presenga da mutacao CALR apresenta um risco de
trombose menor quando comparado com o da mutagéo
JAK2V617F para os pacientes com PV, por essa razao
aparenta oferecer protegdo.®

CARACTERISTICAS CLIiNICAS E LABORATORIAIS
DAS NMPC BCR-ABL NEGATIVAS

A PV caracteriza-se laboratorialmente por valores no
hemograma que excedem o limite superior do intervalo de
referéncia, apresentando aumento da massa eritrocitaria,
aumento na concentragéo de hemoglobina e hematdcrito,
assim como nas contagens de leucdcitos e plaquetas. Cli-
nicamente, pode apresentar-se inicialmente assintomatica,
mas as alteragdes hematoldgicas, inflamatérias e da micro-
vasculatura levam ao aparecimento de sinais e sintomas
como fraqueza, cefaleia, eritromelalgia, disturbios visuais,
fadiga, dispneia, perda de peso, prurido, esplenomegalia,
sangramento e trombose, sendo a fadiga o sintoma mais
comum em PV, apresentando-se em cerca de 85% dos
pacientes em um estudo realizado com 1.179 pessoas.
(18 Vale ressaltar que ocorrem variagées nos sintomas de
acordo com o género, apesar do género ndo apresentar
associagao com a classificagédo de risco. Além disso, alguns
sintomas (fadiga, sudorese noturna, febre, dor dssea e
prurido) podem estar associados a elevagéo dos niveis de
citocinas em paciente com PV.(1®

Segundo a OMS,™ o diagnostico de PV requer a pre-
sencga dos trés critérios principais ou a presenca dos dois
primeiros critérios principais e o critério secundario.(” Como
critérios principais, considera-se (1) os valores de hemo-
globina acima de 16,5g/dL para homens e acima de 16g/
dL ou hematdcrito acima de 49% para homens e 48% para
mulheres, respectivamente); (2) bidpsia da medula éssea
com hipercelularidade das linhagens eritrocitica, granuloci-
tica e megacariocitica (pan-mielose), com megacariocitos
pleomorficos; (3) presenca da mutagao JAK2V617F ou JAK2
éxon 12. Como critério secundario, considera-se o nivel de
eritropoetina sérica subnormal.) Ressalta-se que os valores
de hemoglobina e hematdcrito estabelecidos em 2016 foram
menores do que os estabelecidos na classificagcao de 2008,
0 que teve bastante impacto no diagndstico dos casos de
PV que anteriormente ndo recebiam esse diagndstico.®

No caso de encontrar apenas dois dos critérios prin-
cipais é necessario o preenchimento do critério secundario
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para possibilitar o diagnéstico diferencial de policitemias
secundarias. O achado de policitemia (aumento do nimero
de eritrécitos) pode ser secundario ao aumento da produ-
cao de eritropoetina (EPO), decorrente, por exemplo, de
situagdes que provocam hipodxia que ocasionam aumento
compensatorio da EPO, como doengas cardiovasculares,
tabagismo, doenca renal e alta altitude, ou ainda em decor-
réncia do uso de medicamentos, andrégenos ou existéncia
de tumores.™ No caso da policitemia secundaria, a histéria
clinica e os valores bioquimicos dos pacientes serao dife-
rentes. Para distinguir as condigbes reativas das condi¢coes
neoplasicas, além de observar as diferengas morfolégicas
e o grau de aumento da hematopoese (pan-mielose),('”
realiza-se a dosagem da EPO, ja que o nivel de eritropoetina
€ suprimido na policitemia vera. Essa distingao entre PV
e policitemia secundaria tem impacto sobre o tratamento
direcionado a causa do aumento eritrocitario. Por exemplo,
na policitemia secundaria a realizagdo da flebotomia tera-
péutica pode ser prejudicial.('

O exame de medula éssea na PV mostra aumento
da celularidade medular de todas as séries eritroide, gra-
nulocitica e megacariocitica (pan-mielose). No entanto,
alguns pacientes em fases iniciais de PV e MF podem
nao apresentar hipercelularidade, se assemelhando mais
a TE.® Assim, é necessario avaliar também a morfologia
dos megacariocitos, conforme detalhado adiante, e também
avaliar a presenca ou nao de displasias para se diferenciar
de outras neoplasias mieloides.

Ainda, para o diagnostico diferencial de disturbios que
cursam com aumento das contagens das células sanguineas
é de grande importancia realizar a pesquisa do gene de fusao
BCR-ABL para se descartar o diagnéstico de LMC; se nega-
tivo, prossegue-se com os testes moleculares para identificar
presenca de mutagdes nos genes JAK2, CALR e MPL que
auxiliardo na confirmacéo do diagnostico e progndéstico.('®

E possivel verificar também algumas alteragdes bio-
quimicas na PV, mas sao alteragdes inespecificas, como
hiperuricemia e a hiperuricosuria (em = 80% dos pacientes),
hiperbilirrubinemia, VHS diminuida, aumento da fosfatase
alcalina de leucécitos (LAP) e lactato desidrogenase sérica
(LDH).M Vale ressaltar que esses testes ndo estao entre
os critérios diagndsticos para o diagnostico de PV.

Apesar da expectativa de sobrevida em torno de 10 a
15 anos, os eventos tromboembdlicos apresentam grande
impacto na qualidade de vida do paciente com PV. Além
disso, a doencga pode evoluir para leucemia mieloide aguda
(transformagao em leucémica) e para mielofibrose pés-PV
(secundaria).®™ A transformacado leucémica ocorre em
um tempo médio de 4,6 a 19 anos a partir do diagnéstico
inicial de PV,? e leva a uma expectativa de sobrevida de
apenas 1,5 a 2,5 meses em pacientes nao tratados.(®
Alguns podem progredir para um quadro de MF antes de
ter transformagéao leucémica, sendo que a progressao para
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MF ocorre em média 8,5 a 20 anos a partir do diagndstico.
Fatores de risco como idade avangada, leucocitose, excesso
de citocinas e a presenga de mutagdes exercem influéncia
na progressao da doenga.1®)

Na TE, 1/3 dos pacientes podem ser assintomaticos e
os demais apresentam aumento persistente de plaquetas no
sangue periférico > 450x10%L. Os pacientes podem apre-
sentar quadro clinico variavel, sintomas como sincope, dor
toracica atipica, prurido, perda de peso, disturbios visuais,
fraqueza, parestesias de méaos e pés, esplenomegalia,
quadros hemorragicos e eventos tromboticos.'®)

De acordo com a OMS (2016), o diagnéstico de TE
requer o encontro de todos os quatro critérios principais, ou
os primeiros trés critérios principais mais o critério secun-
dario. Os critérios principais sao: (1) numero aumentado
de plaquetas > 450x10°%L; (2) alteragdo da celularidade na
medula 6ssea, proliferagao principalmente da linhagem de
megacariocitos com nucleos hiperlobulados; (3) nao aten-
der aos critérios da OMS para BCR-ABL1, LMC, PV, MF,
sindromes mielodisplasicas ou outras neoplasias mieloides;
(4) e a presenga de uma das mutagdes JAK2, CALR, ou
MPL. O critério secundario é a presenga de um marcador
clonal (por exemplo a mutagao MPLW515K/L) ou auséncia
de trombocitose reativa.

O diagndstico de TE muitas vezes se da incidentalmente
quando pacientes apresentam eventos tromboemboliticos.
Para chegar ao diagnoéstico de TE tem que ser feita a exclu-
sao de causas reativas comuns de trombocitose. A trombo-
citose reativa esta relacionada com condi¢des infecciosas,
inflamatorias, deficiéncia de ferro, sindromes hereditarias,
hemorragia aguda e reagdes a medicamentos, sendo que
todos se caracterizam por serem processos transitorios.("

Abidpsia de medula 6ssea na TE mostra principalmente
uma proliferagdo aumentada da linhagem megacariocitica,
com megacariocitos grandes com citoplasma abundante,
maduros e com nucleos hiperlobulados, aparecendo geral-
mente agrupados ou dispersos pela medula. Raramente
pode haver um aumento em menor grau das fibras de
reticulina.("20)

O curso clinico da TE caracteriza-se por complicagdes
vasculares que se relacionam a morbimortalidade, estando
associadas ao maior risco de trombose venosa profunda
e embolia pulmonar.@" A evolugédo de TE para MF ou LMA
ocorre em cerca de 0,8% a 12,3% e 0,7% a 5,8%, respec-
tivamente.("®

A MF apresenta como caracteristica laboratorial a
presenga de anemia com poiquilocitose (principalmente
dacriécitos) e leucoeritroblastose (presenga de células
jovens granulociticas e eritrociticas). Na MF pré-fibrética
esses achados podem nao ser tao evidentes, podendo o
paciente apresentar aumento da contagem de plaquetas
e leucocitos, evoluindo posteriormente para leucopenia e
trombocitopenia na fase avangada da doenga (fibrética).??
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Com relagao as manifestacoes clinicas, a MF é carac-
terizada por sinais e sintomas como fraqueza, cansaco,
palpitagdo e dispneia. E comum o paciente apresentar
também esplenomegalia e hepatomegalia resultantes da
hematopoiese extramedular. Sintomas de cansago, mal-estar,
perda ponderal, infec¢des recorrentes e estados febris estao
correlacionados com a progressao da doenga para o estado
fibrético causado pela diminuigao da celularidade da medula.®

Os critérios da OMS( para o diagnostico da MF con-
sideram os achados na biopsia de medula 6ssea, tanto
no que diz respeito as atipias dos megacariécitos, como o
grau de fibrose, a auséncia de critérios para LMC, PV, TE,
sindromes mielodisplasicas ou outras neoplasias mieloides,
e a presencga de mutagao JAK2, CALR ou MPL ou presenca
de outro marcador clonal. O grau de fibrose menor ou igual
a 1 caracteriza a fase pré-fibrética da doenca, enquanto
grau igual ou maior que 2 caracteriza a fase fibrotica. Além
desses critérios maiores, a OMS também estabelece os
critérios secundarios, sendo necessario que o paciente
preencha todos os trés critérios principais e pelo menos um
critério secundario. Os critérios secundarios sédo: presenca
de anemia nao relacionada a outra comorbidade, leucoci-
tose > 11x10°%L esplenomegalia palpavel, e LDH acima dos
limites normais, sendo que para a fase fibrética acrescenta
ainda um outro critério secundario que é a presenca de
leucoeritroblastose.”

A diferenciacao de pré-MF e MF fibrotica € impor-
tante por apresentarem quadros distintos nos pacientes e
diferentes prognostico. Os achados no perfil mutacional e
morfologia celular da MF na fase pré-fibrotica se assemelham
aos encontrados na TE, por isso € necessario diferenciar
ambos. Adiferencga se da pelas caracteristicas morfolégicas
na medula éssea e a clinica da doenca. A TE apresenta
megacariocitos maiores e maduros e tem melhor sobre-
vida e menor taxa de progressao leucémica ou fibrética,
enquanto na fase preé-fibrética da MF os megacariécitos
se apresentam mais agrupados (em clusters) com nucleos
hipercrémicos e irregulares.("-?2

Com o estabelecimento da fibrose na medula dssea,
a MF apresenta, na maioria das vezes, um mielograma
“seco”, sendo necessaria a bidpsia da medula. A medula
6ssea apresenta proliferagédo de megacariécitos atipicos,
com razao nucleo-citoplasma aberrante, nicleos hipercromi-
cos e irregulares e presencga de cluster de megacariocitos.
A medula apresenta também fibrose grau 2 ou maior, com
fibras de reticulina e colageno.™

Com relacéo as alteragdes laboratoriais bioquimicas
€ possivel ocorrer o aumento de LDH, que inclusive € um
critério secundario para classificacdo da MF, e acido urico
para acima do limite normal superior do intervalo de referén-
cia.® O LDH foi encontrado aumentado também em outras
NMPC, estando correlacionado com o aumento de leucdcitos
possivelmente por ter propriedade na renovagéao celular.
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Com a progresséo da doenga, aumentam os blastos
no sangue periférico e na medula éssea, sendo que uma
porcentagem acima de 20% de blastos indica transformacéo
para leucemia mieloide aguda (LMA). Assim, a avaliagao
de blastos no sangue periférico auxilia no prognéstico de
pacientes com MF, uma vez que a presenca de blastos 10%
a 19% define uma fase acelerada da doenga.®

AMF apresenta maior taxa de transformacao leucémica
quando comparada as outras NMPC BCR-ABL negativas. A
transformacgao leucémica causa morte de aproximadamente
20% dos pacientes com MF e fibrose medular.?® Além da
progressao para leucemia, podemos listar como causa de
mortalidade desses pacientes a ocorréncia de disturbios
cardiovasculares, infecgbes e sangramentos, esses dois
ultimos resultantes das citopenias.®

Na Figura 1, encontram-se ilustrados os principais
achados na PV, TE e MF, de acordo com a presente revisao
de literatura.

DIAGNOSTICO MOLECULAR E AS NEOPLASIAS
HEMATOLOGICAS

O avango cientifico e tecnolégico permitiu o desenvol-
vimento de técnicas moleculares que auxiliaram na desco-
berta de alteragcbes moleculares recorrentes em doengas
especificas. Esse conhecimento teve um impacto direto no
diagndstico, progndstico e definicao da terapia para diversas
doencas.®® O desenvolvimento das técnicas de reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) e de sequenciamento genético
com maior eficiéncia, maior sensibilidade e menor custo
tem permitido que essas técnicas nao sejam mais utilizadas
somente em pesquisas mas passem a ser cada vez mais
utilizadas na pratica clinica.@2"

A medicina de precisao tem sido utilizada em diversas
areas, mas podemos destacar seu emprego na oncologia. Por
exemplo, podemos citar o emprego de pequenos painéis de
Sequenciamento de Nova Geracgao (Next Generation Sequen-
cing, NGS) que vém sendo utilizados para possibilitar melhor
classificagdo e definicdo da terapia do cancer de mama.®"

Para as doengas hematologicas a identificagao das
diversas alteragdes moleculares e a utilizagdo desse conhe-
cimento para o diagnéstico, classificagéo, prognostico,
definicdo de terapia e monitoramento do tratamento teve
uma evolugéo rapida e expressiva devido a facilidade de
obtengao das amostras e estudo das células, quando com-
paradas aos tumores solidos.®

Em se tratando das neoplasias mieloides, € interes-
sante destacar que, em 2001, a OMS publicou o primeiro
documento de classificagao das neoplasias hematoldgicas
inserindo critérios genéticos para a classificagéo da LMA, que
passaram posteriormente a serem considerados na classifi-
cacgao de 2008 e de 2016 também para as outras entidades,
como as NMPC.("?® Como consequéncia, além do uso da
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Figura 1. Representacdo esquematica das alteracbes moleculares que ocorrem na célula tronco hematopoiética (CTH) e principais achados
clinicos, morfolégicos e moleculares na policitemia vera (PV), trombocitemia essencial (TE) e mielofibrose (MF).

Fonte: Proprio Autor, com base nas informagdes apresentadas no artigo.

imunofenotipagem por citometria de fluxo e de avaliagao
das alteragbes cromossémicas por cariotipo convencional
ou molecular (FISH, hibridizag&o in situ fluorescente), o
emprego das técnicas de PCR e NGS para detectar as
alteragbes genéticas recorrentes se tornam imprescindiveis
para o diagnostico das neoplasias mieloides.®?®

Aleucemia mieldide aguda (LMA) &, portanto, um bom
exemplo de como o conhecimento sobre as alteragdes genéti-
cas impactou na classificacéo, visto que existe uma categoria
especifica de classificagéo para as LMA com as alteragoes
genéticas recorrentes. Para essa leucemia, € necessario
pesquisar alteragdes nos genes que levam a superativagao
de vias envolvidas na proliferagao e diferenciagao de células
progenitoras hematopoiéticas. As mutagcées podem ser em
genes relacionados a modificagdes epigenéticas (TET2,
IDH1 / IDH2, DNMT3A, ASXL1, KMT2A, EZH?2), vias de
sinalizagédo (FLT3, KRAS, NRAS, KIT), genes supressores
de tumor (TP53, WT1), splicing de RNA (TP3B1), mutacao
da nucleofosmina (NPM1) e genes que codificam para dife-
renciagdo da transcrigdo (CEBPA, RUNX1).9

Também podemos destacar a importancia do diag-
nostico molecular para outras neoplasias mieloides como
a sindrome mielodisplasica (SMD), para a qual podem
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ser pesquisados genes como SF3B1, ASXL1, DNMT3A,
EZH2, RUNX1, SRSF2, TET2, TP53 e U2AF, para a leu-
cemia mielomonocitica crénica (LMMC), para a qual os
genes ASXL1, CBL, EZH2, NRAS/KRAS, RUNX1, SETBP1,
SRSF2e TET2 podem ser analisados. Como ja mencionado
anteriormente, para a leucemia mieloide crénica (LMC), a
pesquisa do gene de fusdo BCR-ABL ¢é essencial para o
diagnostico e pode ser feita por técnicas como analise do
cariétipo para detectar o cromossomo Ph presente em 90%
a 95% dos pacientes ou técnicas moleculares como a FISH
ou por PCR em tempo real, que também ¢é utilizada para
monitoramento terapéutico.C?

Para as NMPC, como ja mencionado, é necessario
realizar pesquisa de mutagdes nos genes JAK2, MPL e
CALR. A detecgédo dessa mutagdes € bastante util, pois
muitas vezes pode ser dificil diferenciara LMC, aPV,aTE e
a MF em estégios iniciais apenas por critérios morfolégicos
e até mesmo pode ser dificil de diferenciar de uma leuco-
citose reativa intensa com desvio a esquerda (benigna).'®

Na PV, como 95% dos pacientes apresentam a mutagéo
JAK2V617F e os outros 5% apresentam outras mutagdes
no mesmo gene JAK2, o teste para mutagéo neste gene
possui um valor diagnéstico muito grande. Por isso, na
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classificagdo OMS essa mutagao € incluida como critério
maior. Em casos em que o paciente preenche todos os crité-
rios exceto mutacao na JAK2, é necessario comprovar que
a EPO esta normal ou diminuida para se excluir policitemia
secundaria.®) Na TE e na MF, cerca de 50% dos pacientes
apresentam a mutagao na JAK2V617F. Os demais podem
apresentar mutagdes nos genes MPL e CALR, como des-
crito anteriormente.("®

Entretanto, é importante notar que varias mutagdes
sao comuns entre as neoplasias mieloides e, ainda, que os
resultados precisam ser interpretados com cautela devido a
chamada CHIP, sigla em inglés para “Hematopoese Clonal
de Potencial Indeterminado”, em que o individuo ja mais
idoso apresenta mutagdes em genes como DNMT3A, TET2,
ASXL1, JAK2, TP53, SF3B1, SRSF2 e CBL devido a ocor-
réncia de hematopoiese clonal. No entanto, nao significa
que ele ira desenvolver obrigatoriamente uma neoplasia
mieloide, apesar de terem um risco 10 a 15 vezes maior.
Individuos saudaveis normalmente apresentam frequéncia
alélica variante (VAF) menor que 30%, visto que VAF >50%
e com mais de uma mutagao coexistindo em paciente mais
jovem sugerem a presenga da doenga.(™®

Sistemas de pontuagdo de progndstico utilizam a
identificacdo das mutagcbdes nos pacientes para prever
o prognostico das NMPC com foco especifico em cada
fenodtipo dessas doencgas. Por exemplo, a carga alélica
de JAK2V617F e a presenca das mutagdes de alto risco,
ASXL1, SRSF2IDH2, SH2B3, SF3B1, U2AF1e TP53, tém
se mostrado associadas a um pior prognostico.'% Pacientes
triplo negativos, isto €, negativos para mutagdes nos genes
JAK2, MPL e CALR, apresentam ainda pior prognostico
quando comparados aos pacientes com mutag¢des nesses
genes e, nestes casos, € importante investigar mutagdes nos
genes ASXL1, EZH2, TET2, IDH1/IDH2, SRSF2 e SF3B1.22)

CONSIDERAGOES FINAIS

Em virtude dos aspectos abordados, a avaliagao clinica,
morfoldgica e genética é de extrema importancia para o
diagnostico diferencial da PV, TE e MF e os achados nessas
avaliagbes tém impacto direto no progndstico e tratamento
dos pacientes. Além disso, permitem um acompanhamento
da evolugao dos mesmos. Por sua vez, o avango cientifico
e tecnoldgico tem contribuido para a evolugdo do conheci-
mento sobre a fisiopatologia, a identificacao de mutagdes e
alvos moleculares, refinamento dos critérios diagnésticos e
dos sistemas de escore de prognostico das NMPC. Impor-
tante ressaltar que, com o rapido progresso cientifico na area,
torna-se imprescindivel que os analistas dos laboratorios
de analises clinicas mantenham-se atualizados e busquem
se aperfeigoar nas técnicas moleculares.
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Abstract

The Chronic Myeloproliferative Neoplasms (MPN) are hematopoietic
disease that affect the myeloid lineage cells. According to WHO,
the Polycythemia vera (PV), Essential Thrombocythemia (ET) and
Myelofibrosis (MF) are classified as BCR-ABL negative neoplasms.
The occurrence of these diseases is correlated with genetics factors,
as mutations in the JAK2, MPL e CALR genes and other cooperative
mutations that may also be present, leading to different phenotypes
manifestations and prognostics. WHO revises and updates constantly
these diseases’ classification criteria, considering clinical, morphological
and genetic aspects. Laboratory tests, both hematological and
genetic, have a key rule at these diseases’ diagnosis and must be
performed correctly in order to ensure a differential diagnosis from
other neoplasms and reactive disorders. This manuscript aims to
revise the MPN’s physiopathology linking it to clinical, hematological
and genetical findings, aiming to instruct and update clinical analysts
so they can contribute to those diseases’ diagnostic, impacting the
patients’ prognostics. Furthermore, the considerations about molecular
diagnostics have the intention of emphasize the constant evolution of
this subject and its importance to hematology.

Keywords
Myeloproliferative Disorders; Hematologic Neoplasms; Molecular
Diagnostic Techniques
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