Resumo 


As Doenças Mieloproliferativas (DMP) são um grupo heterogéneo de patologias malignas clonais da célula mãe hematopoiética, caracterizadas por expansão neoplásica de uma ou mais linhas sanguíneas. A Organização Mundial de Saúde (OMS) inclui a Policitemia Vera (PV) e a Trombocitemia Essencial (TE) nas DMP baseada essencialmente em critérios clínicos, morfológicos e biológicos e não em marcadores genéticos específicos. Em 2005, ocorreu um avanço fulcral na compreensão da patogénese das DMP, quando vários investigadores reportaram a descoberta da mutação V617F no gene JAK2. Este avanço veio abrir novas portas na compreensão da base molecular das DMP, bem como no seu diagnóstico, classificação e  tratamento. 
Neste trabalho avaliou-se a prevalência da mutação JAK2V617F em 28 doentes, previamente diagnosticados com DMP e tentou-se correlacionar a sua presença com características clínicas e determinações laboratoriais, obtidas no diagnóstico e período de seguimento da doença, nos doentes com TE. 
A prevalência da mutação foi de 100% (9 de 9 doentes) nos doentes diagnosticados com PV e de 63% (12 de 19 doentes) em doentes diagnosticados com TE. Neste estudo observou-se que a presença da mutação JAK2V617F está correlacionada com valores mais elevados de hematócrito (ρ = 0,046) e contagens mais elevadas de leucócitos (ρ = 0,017), em doentes com TE. 
Os resultados obtidos, concordantes com estudos publicados,  provam que esta mutação tem um importante papel na classificação e diagnóstico das DMP, bem como faculta informação de prognóstico ao clínico. 


Abstract


Myeloproliferative disorders (MPD) are a heterogeneous group of clonal hematopoietic stem cell malignancies characterized by neoplastic expansion of one or more type of blood cells. World Health Organization (WHO) classification includes polycythemia vera (PV) and essential thrombocythemia (ET) in the group of MPD, based on clinical, morphological and biological criteria, but not in a specific genetic marker. In 2005, a seminal advance in our understanding of pathogenesis of MPD was made when investigators reported the V617F mutation in Janus kinase 2 (JAK2) gene. This advance opens new perspectives in the comprehension of the molecular basis of MPD, and also in is diagnosis, classification and treatment.
 In this study, we evaluate the prevalence of the JAK2V617F mutation in 28 patients, previously diagnosed with MPD, and investigate the correlation of the clinical and laboratory data collected in the diagnosis or during follow up, in the patients with ET. 
The JAK2V617F mutation prevalence in the patients diagnosed with PV was 100% (9 of 9 patients), and 63% (12 of 19 patients) in those diagnosed with ET. This study shows that the JAK2V617F mutation is correlated with higher levels of hematocrit (ρ = 0,046) and higher leukocyte counts (ρ = 0,017), in the patients with ET. 
Our results, in accordance with some published studies, prove that this mutation not only has an important role in classification and diagnosis of MPD, but also has prognostic value at diagnosis.
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[bookmark: _Toc216200102]1.1.Doenças mieloproliferativas 

As doenças mieloproliferativas crónicas são um grupo de condições hematológicas nas quais há uma alteração primária ao nível da célula mãe hematopoiética pluripotente que conduz à sobreprodução de um ou mais tipos de linhas celulares sanguíneas. Estão divididas em vários subgrupos dos quais quatro bem caracterizados: Leucemia Mielóide Crónica (LMC), Policitemia Vera (PV), Trombocitemia Essencial (TE) e Metaplasia Mielóide Agnogénica (MMA).[1] Todas partilham uma série de características hematológicas, clínicas e evolutivas. Menos comuns e denominados SMPC atípicos consideram-se: Leucemia Mielomonocítica Crónica, Leucemia Mielomonocítica Juvenil, Leucemia Crónica de Basófilos, Leucemia Crónica de Eosinófilos, Síndrome Hipereosinofílico, Mastocitose Sistémica e Síndrome Mieloproliferativo não classificado. [2,15]
Este trabalho irá incidir sobre dois dos Síndromes Mieloproliferativos Crónicos (SMPC) clássicos, cromossoma Philadelphia negativo: Policitemia Vera e Trombocitemia Essencial.

Como foi referido todas estas patologias têm origem numa célula mãe pluripotente da hematopoiese, comum às séries granulocítica, eritróide e megacariocítica [3], o que explica que em todas elas exista proliferação excessiva das três séries hematopoiéticas. Caracteristicamente em cada um dos SMPC predomina a proliferação de uma série hematopoiética (a granulocítica na LMC, a eritróide na PV e a megacariocítica na TE), podendo ocorrer, contudo, um aumento de qualquer outra série. Também comum a todos os SMPC é a possibilidade de fibrose da medula óssea (figura 1), fenómeno constante na MMA e sua característica histopatológica principal. [4]




[image: mielofibrose2]
[bookmark: _Toc216200033]Figura 1. Fibrose da medula óssea (reticulina, impregnação pela prata, 10x)


Do ponto de vista clínico, os doentes com SMPC apresentam frequentemente esplenomegalia (devida fundamentalmente à existência de metaplasia mielóide do baço) propensão para hemorragias, mesmo quando apresentam elevadas contagens plaquetárias (plaquetas anómalas). É comum observar-se durante a evolução dos SMPC a transformação entre eles, de que é exemplo característico a PV que evolui com frequência para metaplasia mielóide pós-policitémica. Finalmente todos os doentes têm uma maior ou menor tendência, conforme o SMPC, de evolução para leucemia aguda (geralmente de fenótipo mielóide).[4] Essa tendência evolutiva é máxima na LMC (superior a 90%) e mínima na TE (inferior a 5%) 


[bookmark: _Toc216200103]1.2.SMPC clássicos (cromossoma Philadelphia negativo)


A PV é caracterizada pelo aumento de eritrócitos, leucócitos e plaquetas e, clinicamente, pela aparência pletórica, prurido aquagénico e esplenomegalia. Esta patologia pode complicar-se com fenómenos trombo-embólicos e hemorragias, e numa fase mais avançada progredir para mielofibrose e leucemia aguda. 
[bookmark: OLE_LINK3][bookmark: OLE_LINK4]A TE caracteriza-se pelo aumento da contagem de plaquetas, a clínica é frequentemente assintomática. Contudo, por vezes, são fenómenos trombo-embólicos que levam à sua detecção. Na TE há uma baixa propensão de evolução para mielofibrose e leucemia aguda o que parece ser influenciado pelas diferentes modalidades de tratamento. [45]
A MMA define-se por um quadro leuco-eritroblástico, esplenomegalia e fibrose medular. Observa-se anemia, trombocitose ou trombocitopenia e contagem leucocitária variável. A nível de progressão da doença, pode surgir anemia dependente de transfusões, esplenomegalia sintomática e transformação em leucemia aguda. 
Estão descritos diferentes fenómenos biológicos em células hematopoiéticas de doentes com SMPC, dos quais a maioria envolve desregulação de mediadores chave de regulação. A base molecular da patogénese destas doenças está ainda pouco definida, com excepção da LMC à qual está associada a translocação cromossómica t(9;22) (cromossoma Philadelphia) e o rearranjo genético BCR-ABL. [6] Na PV está descrita a formação de colónias eritróides endógenas (EEC - endogenous erythroid colony) na ausência de eritropoietina,[5] mas esta característica não é exclusiva da PV aparecendo também em outros SMPC.

No início dos anos 70, a LMC individualizou-se como uma desordem clonal distinta, definida por um único cromossoma e mais tarde um rearranjo genético (BCR/ABL). [6] Os restantes SMPC continuam, até muito recentemente, a ser separados e diagnosticados com base na clínica e resultados laboratoriais. Contudo, as últimas descobertas no gene JAK2 revelaram-se comuns a estas doenças (PV, TE e MMA)[7-11] e vieram abrir novas portas na compreensão da sua base molecular, bem como no seu diagnóstico, classificação e  tratamento. 

[bookmark: _Toc216200104]1.3.Policitemia Vera


A Policitemia Vera (PV), distingue-se clinicamente pelo aumento da massa total de eritrócitos. Contudo, apenas o aumento desse parâmetro não é suficiente para estabelecer um diagnóstico, visto ser observado noutras condições associadas a hipóxia e, mais raramente, a tumores secretores de eritropoietina.

O aumento da hemoglobina, hematócrito ou eritrócitos nem sempre significa aumento absoluto da massa de eritrócitos. Quando estas alterações se devem a um verdadeiro aumento absoluto da massa de eritrócitos, sem aumento da eritropoietina, causado por malignidade clonal de uma célula mãe da medula óssea, estamos perante verdadeira policitemia, Policitemia Vera. Embora o aumento da massa globular eritrocitária seja o achado principal, acompanha-se em muitos doentes por um aumento de granulócitos e plaquetas.


[bookmark: _Toc216200105]1.3.1.Incidência e prevalência

[bookmark: OLE_LINK1][bookmark: OLE_LINK2]É mais frequente no sexo feminino, sendo a incidência máxima entre os 50 e os 70 anos (2 a 3 casos/ 100.000 habitantes/ano) [27,47], esta doença tem  uma prevalência de 1-5 / 10 000 habitantes. [43] É extremamente raro o seu aparecimento antes dos 40 anos. [42]


[bookmark: _Toc216200106]1.3.2.Clínica

Além dos sintomas gerais (astenia, sudorese nocturna, perda de peso), os sinais e sintomas mais frequentes estão em geral relacionados com o aumento da viscosidade sanguínea e da volémia, como as cefaleias, parestesias das extremidades, sensação vertiginosa, visão turva, insónias e dispneia. O prurido, caracteristicamente após um banho quente (aquagénico), pode ser bastante agressivo, e pensa-se estar relacionado com uma hiperhistaminémia e deficiência em ferro, surge em 25% dos doentes.[47] Outro grupo de complicações são os fenómenos trombóticos, fundamentalmente venosos, que compreendem desde acidentes vasculares cerebrais até angina, a trombose de veias abdominais (esplénica, mesentérica, síndrome de Budd-Chiari) ou das extremidades. 
Por último existe uma tendência para a hemorragia (epistáxis, gengivorragias, equimoses, hemorragias digestivas) devida a alterações complexas da hemostase, entre as quais mal funcionamento plaquetário. No exame físico destaca-se a esplenomegalia palpável em 30 a 50% dos casos[47], sendo a hepatomegalia menos frequente. Os doentes apresentam frequentemente uma aparência pletórica (figura 2), com nariz, mãos e orelhas com matiz cianótico. Há quemose conjuntival e engorgitamento venoso do fundo ocular. A hipertensão arterial é também frequente. 



[image: PV]
[bookmark: _Toc216200034]Figura 2. Doente com aspecto pletórico


A nível laboratorial a alteração mais característica é o aumento dos eritrócitos, hemoglobina e hematócrito. O volume total de eritrócitos está aumentado. Costuma observar-se microcitose e hipocromia, mesmo antes do doente sofrer sangria terapêutica (figura 3 e 4). Em alguns casos há leucocitose, por vezes com basofilia (figura 6). A trombocitose está frequentemente presente, podendo aparecer, na lâmina de sangue periférico, macroplaquetas e até plaquetas gigantes (figura 5, 6 e 7).
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[bookmark: _Toc216200035]Figura 3. Sangue periférico de doentes com PV (hipocromia e microcitose) (coloração de Wright, 10x)
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[bookmark: _Toc216200036]Figura 4. Sangue periférico de doentes com PV (hipocromia e microcitose) (coloração de Wright, 10x)
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[bookmark: _Toc216200037]Figura 5. Sangue periférico de doentes com PV (plaquetas gigantes) (coloração de Wright, 40x)
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[bookmark: _Toc216200038]Figura 6. Sangue periférico de doentes com PV (plaquetas gigantes e basofilia) (coloração de Wright, 40x)

[image: PV-SP2]
[bookmark: _Toc216200039]Figura 7. Sangue periférico de doente com PV (plaquetas gigantes) (coloração de Wright, 40x)

A vitamina B12 e a capacidade de ligação desta vitamina estão aumentadas a nível sérico, pelo aumento da transcobalamina I. Nesta patologia ocorre por vezes aumento do ácido úrico, como consequência da mieloproliferação.[46]

A medula óssea é hipercelular com hiperplasia de megacariócitos, características mais bem evidenciadas na biópsia (figura 9) que no aspirado medular(figura 8). Pode apresentar um certo grau de fibrose reticulínica. Na coloração de Perls há diminuição ou ausência, frequentemente, da hemosiderina (figura 10). Quando se cultiva medula óssea, surge o crescimento característico de colónias eritróides sem adição de eritropoietina, o que diferencia a PV de outras policitemias.[5] É também característico encontrar valores de eritropoietina baixos.
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[bookmark: _Toc216200040]Figura 8. Medula óssea de doente com PV, obtida por aspiração (hiperplasia megacariocítica) (coloração May-Grünwald Giemsa, 10x)
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[bookmark: _Toc216200041]Figura 9. Medula óssea de doente com SPMC, biópsia (hiperplasia megacariocítica) (coloração May-Grünwald Giemsa, 10x)
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[bookmark: _Toc216200042]Figura 10. Fragmento de medula óssea. a) ausência de hemosiderina; b) depósitos de hemosiderina (coloração de Perls, 10x)[51]
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Existem várias estratégias para estabelecer um diagnóstico de PV. São descritas seguidamente algumas delas.


[bookmark: _Toc216200108]1.3.3.1.Diagnóstico 1 – OMS [39]

Critérios A
· Massa total de eritrócitos aumentada (>25% acima do valor normal), ou hemoglobina > 18.5 g/dL no homem e 16.5 g/dL na mulher
· Ausência de causas de eritrocitose secundária
· Esplenomegalia
· Citogenética anormal (que não o cromossoma Philadelphia ou o gene de fusão BCR-ABL ) em células da medula óssea.
· Formação espontânea de colónias eritróides endógenas in vitro

Critérios B
· Trombocitose > 400x109/L
· Leucocitose > 12x109/L
· Biópsia de medula óssea com hiperplasia eritróide e megacariocítica.
· Baixo nível sérico de eritropoietina
Presença de dois critérios A juntamente com outro critério A ou dois B, para estabelecer um diagnóstico de PV.




[bookmark: _Toc216200109]1.3.3.2.Diagnóstico 2 - Person , T.C & Messinezy [41]
 
· A1 - Massa total de eritrócitos aumentada (>25% acima do valor normal) ou hematócrito > ou = a 0,60 para homens e 0,56 para mulheres.
· A2 - Ausência de causa de eritrocitose secundária.
· A3 - Esplenomegalia palpável
· A4 - Marcador de clonalidade (cariótipo da medula óssea com alterações adquiridas)
· B1 - Trombocitose ( contagem plaquetária >400x109/L)
· B2 - Leucocitose neutrofílica( neutrófilos > 10x109/L, > 12,5x109/L em fumadores)
· B3 - Esplenomegalia evidenciada em ecografia abdominal.
· B4 - Crescimento característico de BFU-E ou nível baixo de eritropoietina sérica
 
A1+A2+A3 ou A4 estabelece PV
A1+A2+ dois critérios B estabelece PV



[bookmark: _Toc216200110]1.3.3.3.Diagnóstico 3 – segundo o Polycythaemia Vera Study Group (PVSG) [40]

Categoria A
· Massa total de eritrócitos aumentada (homens > 35 ml/Kg e mulheres > 32ml/Kg)
· Ausência de causas de eritrocitose secundária 
· Saturação arterial de O2 > 92%

Categoria B
· Contagem plaquetária > 400x109/L
· Leucócitos > 10x109/L
· Baixo nível sérico de eritropoietina
· Esplenomegalia em ecografia abdominal

Categoria C
· Esplenomegalia palpável
· Citogenética anormal
	
Todos os critérios da categoria A e dois ou mais da categoria B.
Todos os critérios da categoria A e um da categoria C.


[bookmark: _Toc216200111]1.3.4.Diagnóstico diferencial

Policitemia secundária (aumento da massa de eritrócitos devido a um estimulo reforçado que leva à sua produção, como por exemplo a eritropoietina

· Doença pulmonar e hipoventilação alveolar (hipoxia)
· Carboxihemoglobina (tabagismo)
· Aumento da afinidade da hemoglobina para o O2
· Cardiopatia com cianose
· Nefropatias (por produção inapropriada de eritropoietina)
· Tumores (por produção inapropriada de eritropoietina)
· Policitemia iatrogénica (androgénios, epo)


Policitemia aparente (sem aumento da massa de eritrócitos, mas sim diminuição do volume plasmático)
· Stress
· Tabagismo
· Desidratação 
· Diuréticos
· Perda de plasma (queimaduras, enteropatia)

[bookmark: _Toc216200112]1.3.5.Evolução

Se não for tratada, a PV é uma doença grave, dá uma esperança de vida para o doente inferior a 2 anos. Contudo, quando é realizado um tratamento adequado obtém-se uma sobrevida superior a 11 anos [47] (há várias opções terapêuticas: sangria, fósforo radioactivo ou clorambucyl).
A complicação mais receada da PV é, sem dúvida, a transformação leucémica, mas em doentes apenas tratados com sangrias, o risco de evolução para leucemia aguda é muito baixo (1-3%). Este risco aumenta consideravelmente quando o tratamento usado é o clorambucyl ou radiação (> 10%).[47] A progressão para metaplasia mieloide pós-policitémica, na qual é característico o aspecto leuco-eritroblástico (presença de eritroblastos e células mielóides imaturas) e poiquilocitose (figura 11), ocorre em 10-20% dos casos, passados, em média, 15 anos do diagnóstico. Esta transformação vai-se dando gradualmente ao longo dos anos, e há quem considere estar associada a um aumento do risco de progressão para leucemia aguda. [47]
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[bookmark: _Toc216200043]Figura 11. Sangue periférico de doente com metaplasia mieloide pós-policitémica (coloração de Wright, 10x, 40x) [50]


[bookmark: _Toc216200113]1.4.Trombocitemia Essencial

A trombocitemia essencial (TE), SMPC clonal com origem numa célula mãe pluripotente comum às três séries hematopoiéticas, caracteriza-se por um aumento da contagem de plaquetas e hiperplasia megacariocítica da medula óssea. Muitos casos são diagnosticados na sequência da descoberta acidental de trombocitose em análises de rotina. O diagnóstico definitivo é, contudo, complicado pela dificuldade de diferenciação de outros SMPC, mielodisplasia (5q-) e trombocitoses reactivas, visto não haver teste de diagnóstico específico para a TE.


[bookmark: _Toc216200114]1.4.1.Incidência e prevalência

É um pouco mais frequente no sexo feminino, sendo a idade média de diagnóstico os 55 anos. Com uma incidência de 1,5 a 2 casos/ 100.000 habitantes/ano [47], e uma prevalência de 1-5 / 10 000 habitantes [44], ocorre frequentemente em menores de 40 anos e muito raramente antes dos 20.

[bookmark: _Toc216200115]1.4.2.Clínica

A frequência dos exames de rotina e o uso dos contadores eléctricos têm tornado mais conhecidas as formas assintomáticas. Esta doença afecta, na sua maioria, doentes de idade mais avançada e, quando há sintomas, apresenta-se normalmente com complicações trombóticas ou hemorrágicas, sendo estas a maior causa de morbilidade e mortalidade na TE. A sintomatologia deve-se a transtornos da microcirculação (acromelalgia, acrocianose, parestesias, cefaleias) e a tromboses arteriais ou venosas de vasos de maior calibre (enfarte cerebral, do miocárdio, trombose venosa das extremidades inferiores, embolia pulmonar, trombose da veia esplénica). As complicações hemorrágicas (mucocutâneas, gastrointestinais, gengivais, genitais) também se observam com certa frequência nestes doentes, principalmente quando apresentam contagens de plaquetas superiores a 1000 x109/L. Além das alterações quantitativas das plaquetas há também alterações qualitativas, que resultam de defeitos intrínsecos das plaquetas originadas por clones de megacariócitos anormais.[49] O exame físico revela esplenomegalia em 20-25% dos casos. [47]

A nível laboratorial é característica, em geral, trombocitose superior a 600x109/L muitas vezes com plaquetas gigantes, polimorfismo plaquetar (figura 13) e até fragmentos de megacariócitos. 

[image: TE-S1]
[bookmark: _Toc216200044]Figura 12. Sangue periférico de doente com TE (plaquetas dismórficas) (coloração Wright, 10x)



[image: TE-S2]
[bookmark: _Toc216200045]Figura 13. Sangue periférico de doente com TE (plaquetas dismórficas) (coloração Wright, 40x)


[image: TE-S1]
[bookmark: _Toc216200046]Figura 14. Sangue periférico de doente com TE (plaquetas dismórficas) (coloração Wright, 10x)




[image: TE-S2]
[bookmark: _Toc216200047]Figura 15. Sangue periférico de doente com TE (plaquetas dismórficas) (coloração Wright, 10x)



[image: JN-SP6]
[bookmark: _Toc216200048]Figura 16. Sangue periférico de doentes com TE (aglomerados de plaquetas) (coloração Wright, 40x)

A medula óssea apresenta um aumento da densidade celular com hiperplasia dos megacariócitos, característica que é semelhante, em parte,  na PV. Observam-se também grandes aglomerados de plaquetas e megacariócitos volumosos, dismórficos com núcleo polisegmentado (figuras 17 a 20).


[image: TE-M1]
[bookmark: _Toc216200049]Figura 17. Medula óssea de doente com TE, obtida por aspiração (grandes aglomerados de plaquetas) (coloração May-Grünwald Giemsa, 10x)




[image: TE-M2]
[bookmark: _Toc216200050]Figura 18. Medula óssea de doente com TE, obtida por aspiração (grandes aglomerados de plaquetas) (coloração May-Grünwald Giemsa, 10x)

[image: TE-M3]
[bookmark: _Toc216200051]Figura 19. Medula óssea de doente com TE, obtida por aspiração (megacariócitos dismórficos) (coloração May-Grünwald Giemsa, 10x)

 [image: TE-M3]
[bookmark: _Toc216200052]Figura 20. Medula óssea de doente com TE, obtida por aspiração (megacariócitos dismórficos) (coloração May-Grünwald Giemsa, 10x)

[bookmark: _Toc216200116]1.4.3.Diagnóstico (antes da mutação de JAK2V617F) [47]

· Plaquetas persistentemente superiores a 600x109/L ( > 1000x109/L para entrar em protocolos terapêuticos), em doente não esplenectomizado.
· Hiperplasia megacariocítica da medula óssea, obtida por aspiração ou biópsia.
· Ausência de causas para trombocitose reactiva.
· Hematócrito <0,48 L/L
· Reservas de ferro da medula óssea normais, valores de ferritina sérica normal ou valor de VGM normal.
· Ausência de cromossoma Ph ou gene de fusão BCR/ABL. 
· Ausência de fibrose significativa da medula óssea.
· Ausência de evidência morfológica ou citogenética de SMD.
[bookmark: _Toc216200117]1.4.4.Diagnóstico diferencial

· Trombocitose reactiva
· PV
· LMC
· MMA
· SMD associado a trombocitose (Síndroma 5q-).



[bookmark: _Toc216200071]Tabela 1. Causas de trombocitose reactiva (secundária)

	Processos transitórios
Perda aguda de sangue
Recuperação de trombocitopenia
Infecção ou inflamação aguda
Resposta ao exercício

Processos sustentados
Deficiência de ferro
Anemia hemolítica
Após esplenectomia
Tumores malignos
Doenças infecciosas ou inflamatórias crónicas (p.ex. tuberculose, pneumonite crónica) 
Reacção a drogas (p.ex. vincristina, factores de crescimento, ácido trans retinóico)








[bookmark: _Toc216200118]1.4.4.Evolução

Com as medidas terapêuticas actuais a esperança de vida dos doentes com TE parece não diferir da da população geral. É baixo o risco de complicações fatais ou transformação leucémica. O risco de evolução para leucemia aguda (LA) é de menos de 3%, mas parece ser potenciada por tratamento com agentes alquilantes ou fósforo radioactivo.[45] A evolução para PV é de cerca de 1-2% e para mielofibrose menos de 10%.[47]


[bookmark: _Toc216200119]1.5.Mutação V617F do gene JAK2 

Em 1960 a LMC tornou-se na primeira doença maligna a ser associada a um marcador citogenético específico (o cromossoma Philadelphia) que mais tarde mostrou conter a translocação t(9;22)(q34;q11).[6] Este avanço científico permitiu a identificação da mutação que causa a doença, bem como um diagnóstico muito mais rápido e preciso, o desenvolvimento de fármacos mais direccionados para a terapêutica e a possibilidade de monitorizar a nível molecular a resposta ao tratamento. A recente descoberta da mutação de JAK2V617F levantou a esperança de um cenário similar na PV, TE e MMA.[7-11]

Num curto período, no início de 2005, três diferentes grupos de investigação descreveram uma mutação idêntica, JAK2 V617F, num grande número de doentes com doenças mieloproliferativas crónicas. Apesar de terem chegado ao mesmo resultado final atingiram-no por diferentes métodos. 

O grupo Vainchenker, que é reconhecido como tendo sido o primeiro a fazer a descoberta, abordou o estudo sob o ponto de vista da biologia em que se baseia a doença.[8] Observaram inicialmente que inibidores do JAK2 e outras cínases interferiam com a diferenciação independente da eritropoietina que ocorre na PV. Pesquisaram os potenciais mecanismos que levam à formação de EECs. Ao identificar o gene JAK2 como um potencial candidato e tendo em conta o seu papel na regulação molecular ligada ao receptor da eritropoietina, focaram nele a sua atenção. Descobriram que diminuindo a sua expressão havia marcada inibição da formação de EECs em indivíduos com PV. Estes avanços alertaram os investigadores para o papel chave do JAK2 na formação de EEC e aceleraram a sequenciação de exões e junções exão-intrão do gene em três doentes com PV e dois controlos normais. Dois dos doentes com PV evidenciaram a presença da mutação JAK2V617F, demonstrou-se que esta é uma mutação adquirida, estando presente nas células mielóides e ausente nas células T. Este grupo identificou também a capacidade do JAK2 mutado activar espontaneamente a transcrição mediada por STAT, na ausência do ligando eritropoietina. Este facto contrasta com a incapacidade da JAK2 não mutada mediar tais eventos. Observou-se também a activação das vias cínase ERK/MAP e P13K/AKT na ausência de estimulação por citoquina alternativa. Em conclusão, a actividade auto-inibitória da JAK2 foi contrariada pela presença da mutação V617F.

O grupo Skoda partiu de um trabalho prévio em que identificaram a perda de heterozigotia (LOH) no braço curto do cromossoma 9 em doentes com doença mieloproliferativa.[10] Isto sugeriu que o 9p pudesse conter uma mutação patogénica. Usaram marcadores microsatélites para cobrir o 9p e descobriram 9p LOH em granulócitos de 21% de doentes com SMPC (51/244), mas não no grupo controlo que continha alguns doentes com LMC. Todos os 51 doentes com 9p LOH possuíam a mutação JAK2V617F. Investigações posteriores detectaram a mutação em 65% dos doentes com PV, dos quais 27% tinham uma mutação homozigótica adquirida e 38% uma mutação heterozigótica. 

Como parte de um importante estudo de cínases em SMP, o grupo de Green encontrou a mutação em 57% de doentes com TE, 50% de doentes com MMA e 97% de doentes com PV.[7] Foi detectada tanto em colónias de granulócitos-macrófagos como em colónias eritróides, bem como em todas as EECs, demonstrando uma ligação com hipersensibilidade aos factores de crescimento.



[bookmark: _Toc216200072]Tabela 2. Prevalência da mutação JAK2V617F em doenças mieloproliferativas, encontrada por diferentes grupos de investigadores.
	SMPC
	Vainchenker
	Skoda
	Green

	PV
	88%
	65%
	97%

	TE
	43%
	23%
	57%




[bookmark: _Toc216200120]1.5.1.A mutação

A mutação JAK2V617F representa uma mutação somática de G→T no gene JAK2, com sequência de referência NM_004972.2 (começando a contar no ATG inicial), no nucleótido 1849, no exão 14, de que resulta a substituição de uma valina (V) por uma fenilalanina (F) no codão 617. A associação desta mutação com as doenças mieloproliferativas (PV, TE e MMA), foi primeiramente referida em 2005, como foi anteriormente descrito.[7,8,10] Posteriormente, demonstrou-se a sua presença em outras desordens mielóides, como síndromes mieloproliferativos atípicos e SMDs, também em leucemias agudas, mas com prevalências muito inferiores.[12-14] A mutação JAK2V617F não pode ser vista, neste momento, como equivalente do BCR-ABL em termos da sua relevância patogénica e utilidade como marcador de diagnóstico, estudos continuam nesse sentido.
Até à data vários grupos de investigadores têm-se debruçado sobre as consequências da mutação JAK2V617F em pacientes com SMPC, contudo o seu papel permanece ainda sob investigação. Em alguns estudos a presença da mutação tem sido claramente associada a um fenótipo de PV, com elevado hematócrito e hemoglobina, elevadas contagens de leucócitos, baixos níveis de eritropoetina e contagens mais baixas de plaquetas.[8,16-19,20,22,24,34]. Existem, contudo, alguns resultados contraditórios no que diz respeito ao seu papel em eventos trombóticos, risco de tranformação ou relevância no prognóstico a longo prazo.



[bookmark: _Toc216200121]2.Objectivos

Os objectivos deste trabalho foram os seguintes:
· Avaliar a prevalência da mutação JAK2V617F em doentes com TE e PV.
· Correlacionar a presença de mutação JAK2V617F com características clínicas e determinações laboratoriais, obtidas no diagnóstico e período de seguimento da doença, nos doentes com TE.


[bookmark: _Toc216200122]3.Material e métodos

[bookmark: _Toc216200123]3.1.Métodos

A mutação JAK2V617F em SMPC pode ser detectada por uma grande variedade de métodos. O mais simples consiste em isolar o DNA de leucócitos de sangue total e usar sequenciação directa por PCR. Contudo, como a mutação é adquirida e restrita à linha mielóide, este método apresenta uma sensibilidade de 20 a 30%. Consequentemente os clones mutantes JAK2V617F têm de constituir uma parte significativa do total da população de leucócitos para serem detectados por este método. A centrifugação em gradiente de Ficoll pode ser usada para isolar as células mononucleares, com subsequente separação em linha granulócito/macrófago e linfócitos. Devem ser utilizados métodos que assegurem a ausência de contaminação grosseira das fracções. Pode assim fazer-se a extracção do DNA das fracções e serem aplicados métodos de sequenciação directa. ARMS-PCR (Amplification Refractory Mutation Screening) permite a detecção da troca de apenas uma base, o que é ideal no caso desta mutação em que uma guanina (G) está substituída por uma timina (T). Esta técnica permite a discriminação entre indivíduos homozigóticos e heterozigóticos com mutação JAK2 V617F, sendo um teste de screening fiável para a presença ou ausência desta mutação em doentes com SMPC.
Neste estudo foi usado o método PCR-ARMS pelo Centro de Genética Clínica, Prof Amândio S. Tavares, S.A., para identificação da presença de mutação nos doentes avaliados.
A esplenomegalia foi definida por baço palpável sob a margem esquerda costal ou por aumento do seu diâmetro em ultrassonografia. A hepatomegalia foi definida por figado palpável sob a margem direita costal ou por aumento do seu diâmetro em ultrassonografia.
Foram recolhidos dados de várias determinações analíticas (contagem de leucócitos; contagem de plaquetas , hematócrito, doseamento de eritropoietina) realizadas pelos doentes, sob prescrição médica, na altura do diagnóstico.

[bookmark: _Toc216200124]3.2.Doentes

Foram avaliados 28 doentes já diagnosticados, pelos critérios do Polycythaemia Vera Study Group, com doença mieloproliferativa crónica: 9 doentes com PV e 19 doentes com TE. As amostras usadas no estudo são de doentes do Serviço de Hematologia do Hospital Militar D. Pedro V do Porto e de consulta privada do Professor Doutor Arnaldo Mendonça.
Todas as amostras usadas para o estudo foram colhidas com o consentimento informado dos doentes.


[bookmark: _Toc216200125]3.3.Análise estatística

Os dados obtidos neste estudo foram tratados usando o software SPSS. Foi usado o teste de Pearson χ2 para comparar variáveis categóricas. Para a análise de variáveis contínuas aplicou-se o teste t student para amostras independentes, comparando médias. Foi considerado estatisticamente significativo um valor de ρ inferior a 0,05.


[bookmark: _Toc216200126]4.Resultados


Resultados do estudo efectuado em 28 doentes, do Serviço de Hematologia do Hospital Militar D. Pedro V do Porto e de consulta privada do Professor Doutor Arnaldo Mendonça.

[bookmark: _Toc216200127]4.1.Prevalência da mutação JAK2V617F em doentes com TE e PV


[bookmark: _Toc216200073]Tabela 3. Prevalência da mutação JAK2V617F em 28 doentes com TE e PV.
	  
	Policitemia Vera
	Trombocitemia Essencial
	Total

	Com mutação
	9.(100%)
	12 (63%)
	21 (75%)

	Sem mutação
	0 (0%)
	7 (37%)
	7 (25%)

	Total doentes
	9.(32%)
	19 (68%)
	28 doentes (100%)














Vinte e um dos 28 doentes estudados (75%) foram positivos para a presença da mutação JAK2V617F. A prevalência da mutação foi de 100% (9 de 9 doentes) nos doentes diagnosticados com PV e de 63% (12 de 19 doentes) em doentes diagnosticados com TE.


[bookmark: _Toc216200128]4.2.Correlações entre a presença da mutação JAK2V617F e dados laboratoriais e clínicos em doentes com TE e PV

[bookmark: _Toc216200074]Tabela 4. Características laboratoriais e clínicas de 28 doentes  com TE e PV e sua relação com a mutação JAK2V617F

	
	TE JAK2V617F negativo
	TE JAK2V617F Positivo
	PV JAK2V617F Positivo
	ρ

	Doentes (nº)
	7
	12
	9
	

	Idade (média e intervalo) (em anos)
	61 (46-84)
	64 (22-87)
	76 (69-88)
	0.788

	Sexo (F/M) (nº, %)
	6/1 (86/14)
	9/3 (75/25)
	5/4 (56/44)
	1,000

	Hematócrito (L/L, média±DP)
	39,7±4,9
	44,5±4,5
	57±4,4
	0,046

	Leucócitos  (x10^9/L, média±DP)
	7,0±1,2
	9,0±1,7
	12,3±4,6
	0,017

	Plaquetas (x10^9/L, média±DP)
	764±217
	719±151
	603±124
	0,600

	Eventos.Trombóticos (nº,%)
	2 (29)
	4 (33)
	6 (67)
	1,000

	Eventos Hemorrágicos (nº,%)
	3 (43)
	2 (17)
	1 (11)
	0,305

	Esplenomegalia (nº,%)
	1 (14)
	0 (0)
	3 (33)
	0,368

	Hepatomegalia (nº,%)
	0 (0)
	2 (17)
	2 (22)
	0,509

	Progressão (nº,%)
	0 (0)
	1 (8)
	2 (22)
	0,433

	EPO Baixa (nº,%)
	0 (0)
	2 (17)
	8 (89)
	0,509

	Duração da doença (média e intervalo) (em meses)
	60 (12-180)
	59 (21-144)
	99 (14-312)
	0,964




A análise estatística dos vários dados revelou que a presença da mutação JAK2V617F está correlacionada com valores mais elevados de hematócrito (ρ = 0,046) e contagens mais elevadas de leucócitos (ρ = 0,017). Apesar de os doentes com mutação JAK2V617F apresentarem contagens de plaquetas inferiores às dos doentes não mutados (ρ = 0,600), maior % de determinações de EPO baixa (ρ = 0,509) e uma idade média superior, essa diferença não foi estatisticamente significativa. Não se observou correlação com a presença de espleno ou hepatomegalia, progressão da doença, ou ocorrência de eventos hemorrágicos ou trombóticos.
Os grupos estavam equilibrados em relação ao sexo, não sendo por isso um factor passível de influenciar as contagens de leucócitos ou a determinação de hematócrito.


[bookmark: _Toc216200129]5.Discussão


Os resultados obtidos devem ser analisados cautelosamente, pois a amostra de doentes usada é pequena (facto que se deve à baixa prevalência da doença), menor que as amostragens usadas em outros estudos. A incidência da mutação JAK2V617F em doentes com PV (100%) foi similar à reportada por outros grupos de investigação[7,8,18,22,31,32,34], já a incidência encontrada em doentes com TE (63%) foi superior à referida pelos mesmos. Novos estudos têm incidências, desta mutação em doentes com TE, mais próximas da encontrada neste trabalho.[18,21,24,19] Estas diferenças devem-se muito provavelmente às diferenças de precisão e sensibilidade dos métodos de detecção. As técnicas de amplificação por PCR do alelo mutado são das mais sensíveis, como é o caso do método usado neste trabalho ARMS-PCR. Esta determinação confirmou e reforçou os diagnósticos prévios, que tinham como base os critérios descritos, para cada patologia, na introdução deste trabalho. Sugere-se, por isso, o screening desta mutação em todos os doentes sob suspeita de SMPC ou com diagnóstico já estabelecido, com vista à classificação dos doentes, avanços em relação ao prognóstico e evolução da doença, e ainda encontrar potenciais candidatos a novas terapias. Estes resultados reforçam todos os estudos que sugerem que a mutação JAK2V617F é um novo marcador de diagnóstico dos SMPC, em especial da PV.
Observou-se que os doentes diagnosticados com TE e com mutação possuíam valores de hematócrito e leucócitos significativamente superiores aos do grupo não mutado. Estes resultados são concordantes com outros estudos [8,16-19,20,22,24,34] em que se observou também valores inferiores de plaquetas e menores níveis de eritropoietina, nesse grupo de doentes. Neste estudo, as observações anteriores também se verificaram (menor contagem de plaquetas e menores níveis de EPO) mas sem significado estatístico, tal como se encontrou uma média de idades superior para o grupo com mutação. Esta ligação entre a idade e a mutação JAK2V617F foi também encontrada noutros estudos[18] e parece representar outro exemplo da influência da idade na instabilidade genética.[17]
Todas estas características aproximam estes doentes de um fenótipo semelhante ao da PV, como que dividindo a TE em dois subtipos, tendo o grupo de doentes mutados características mais próximas de PV. Quando comparado com o grupo mutação-positivo, o grupo não mutado tende a ter uma trombocitose mais pronunciada e isolada, com uma eritrocitose e granulopoiese menos activas.16 Analisando cuidadosamente a tabela 4 podemos observar este facto, e apesar de certas diferenças não serem estatisticamente significativas têm essa tendência presente, parece haver um fenótipo intermédio entre o grupo não mutado e o grupo com PV. A falta de significado estatístico está relacionada, muito provavelmente, com a pequena amostragem usada.
Observando os resultados obtidos não se correlacionou a presença de mutação com a evidência de espleno ou hepatomegalia, pelo contrário outros investigadores reportaram que doentes com SMPC e mutação apresentam duas vezes maior probabilidade de ter esplenomegalia, e quatro vezes mais se tiverem especificamente TE mutação positiva, mas não encontraram relação com hepatomegalia.[18]
A nível de duração e progressão da doença não se encontraram diferenças significativas entre os dois grupos, contudo a percentagem de evolução foi maior no grupo mutado. A relação entre a mutação JAK2V617F e a evolução da doença ainda não está bem esclarecida, mas vários trabalhos referem não haver correlação[16,18] 
A relação entre a presença de mutação e o risco de trombose é ainda bastante controversa. Neste estudo não se encontrou qualquer correlação com maior risco desse tipo de eventos, o que é consistente com alguns trabalhos publicados[17,34,36], mas não com outros.[16,24,37] nos quais se registou uma maior prevalência das complicações trombóticas, estatisticamente significativa, em doentes com TE mutação positiva (33%) e doentes com PV (43%) quando comparados com doentes com TE JAK2V617F negativo(17%).[24]. Outro trabalho revelou que doentes que possuem a mutação têm duas vezes mais probabilidade de sofrer eventos trombóticos que os que não possuem a mutação, ambos no diagnóstico ou período de seguimento da doença.[18] 
Esta investigação não se debruçou acerca de respostas ao tratamento, mas alguns estudiosos reportam que a presença da mutação condiciona diferente resposta à terapêutica. Doentes com TE e mutação, necessitam de doses substancialmente mais baixas de hidroxiureia, conseguindo ainda reduções maiores de contagem de plaquetas, leucócitos e concentração de hemoglobina, comparativamente com os que não têm a mutação. Este efeito não foi observado para o anagrelide. A avaliação da presença desta mutação pode assim, ajudar a direccionar o tratamento na TE.16 Doentes com a mutação beneficiarão com tratamento por hidroxiureia comparativamente com anagrelide. Em última análise esta mutação está a permitir avanços terapêuticos promissores em doentes com SMPC, particularmente no desenvolvimento de inibidores da Janus Kinase 2.[38]



[bookmark: _Toc216200130]6.Conclusão


 	A descoberta da mutação JAK2V617F foi um grande avanço na compreensão, tanto da base molecular patogénica, como de aspectos clínicos dos SMPC BCR/ABL negativo. Abriu novas portas na investigação clínica e tem implicações directas no diagnóstico e classificação dos SMPC (em anexo estão descritos os novos critérios de diagnóstico propostos pelo NEJM e pela OMS, que já incluem a mutação JAK2V617F). Mais investigação é também necessária, para a determinação de como uma única mutação está envolvida em três patologias diferentes. Provavelmente, poderá dever-se à identidade da célula mãe afectada ou à presença de mutações adicionais adquiridas que levam à heterogeneidade fenotípica.
A distinção entre doenças mieloproliferativas e condições reactivas, particularmente trombocitose reactiva e policitemia secundária, é por vezes extremamente complicado, nestas situações a mutação JAK2V617F está a tornar-se uma forte arma de diagnóstico. A presença da mutação é um forte indício de SMPC, mas num contexto de outros critérios de diagnóstico, não obviando a necessidade de colheita de medula óssea, tão importante no diagnóstico dos síndromes mieloproliferativos.
Os dados obtidos revelam que a TE pode considerar-se dividida em dois subgrupos com diferente apresentação fenotípica, o subgrupo com mutação tinha valores mais elevados de hematócrito e leucócitos, valores mais baixos de plaquetas e de EPO, características estas que o aproximam da PV. Esta evidência sugere  que TE JAK2V617F positivo seja uma entidade intermédia entre a PV e TE JAK2V617F negativo. 
Este estudo, em conjunto com outros, prova que além do importante papel desta mutação no diagnóstico de SMPC, providencia ainda ao clínico alguma informação de prognóstico. 
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[bookmark: _Toc216200133]8.1.Novos critérios de diagnóstico propostos pelo NEJM[4]

Presença de mutação de JAK2

· PV (o diagnóstico requer a presença de ambos critérios)

· A1 – Hematócrito aumentado ( >52% no homem e >48% na mulher) ou um aumento da massa total de eritrócitos ( >25% acima do valor previsto)
· A2 – Mutação de JAK2

· TE ( o diagnóstico requer a presença dos três critérios)

· A1 – Contagem plaquetária superior a 450x109/L
· A2 – Mutação de JAK2
· A3 – Ausência de outra patologia maligna medular, em especial a policitemia JAK2 positivo, mielofibrose ou mielodisplasia.

Ausência de mutação de JAK2

· PV (o diagnóstico requer a presença dos critérios A1, A2, A3 e de mais um critério A ou dois B) 

· A1 – Hematócrito aumentado ( >60% no homem e >56% na mulher) ou um aumento da massa total de eritrócitos ( >25% acima do valor previsto)
· A2 – Ausência de mutação de JAK2
· A3 – Ausência de causas de eritrocitose secundária
· A4 – Esplenomegalia palpável
· A5 – Citogenética anormal adquirida (que não o cromossoma Philadelphia ou o gene de fusão BCR-ABL) em células hematopoiéticas.
· B1 – Trombocitose > 450x109/L
· B2 – Neutrofilia ( > 10x109/L; em fumadores > 12,5x109/L)
· B3 – Esplenomegalia em radiografia
· B4 – Colónias eritróides endógenas ou baixo nível sérico de eritropoietina.

· TE ( o diagnóstico requer a presença dos cinco critérios)

· A1 – Contagem plaquetária superior a 600x109/L
· A2 – Ausência de mutação de JAK2
· A3 – Ausência de causa reactiva para a trombocitose
· A4 – Ferritina normal ( > 20μg/L)
· A5 – Ausência de outra patologia maligna medular, em especial LMC, PV, mielofibrose ou mielodisplasia.


[bookmark: _Toc216200134]8.2.Novos critérios de diagnóstico propostos pela OMS [35]

· PV (o diagnóstico requer a presença de ambos critérios A e um B ou o critério A1 e dois critérios B)

· A1 – Massa total de eritrócitos aumentada (>25% acima do valor normal), ou hemoglobina > 18.5 g/dL no homem e 16.5 g/dL na mulher
· A2 – Presença de mutação JAK2 

· B1 – Biópsia de medula óssea com hiperplasia eritróide, granulocítica e megacariocítica.
· B2 – Baixo nível sérico de eritropoietina
· B3 – Formação espontânea de colónias eritróides endógenas in vitro

· TE (o diagnóstico requer a presença dos quatro critérios)

· A1 – Contagem plaquetária sustentada superior a 450x109/L
· A2 – Biópsia de medula óssea que apresente sobretudo hiperplasia megacariocítica com número aumentado de megacariócitos volumosos e desenvolvidos, e sem aumento significativo da linha eritróide e granulocítica.
· A3 – Não preencher os critérios da OMS para PV, MMA, LMC e SMD.
· A4 – Presença de mutação JAK2 ou outro marcador clonal, ou na sua ausência não haver evidência de trombocitose reactiva.



[bookmark: _Toc216200135]8.3.Descrição detalhada dos casos clínicos de 4 doentes estudados


Doente 1

Idade – 62 A 
Sexo – F
Motivo da 1ª consulta – Trombocitose (608x109/L)
Sinais e sintomas – Assintomático; exame físico normal
Eventos trombóticos – Não
Eventos hemorrágicos – Não
Sangue periférico – Plaquetas gigantes e macroplaquetas (figura 26 a 28)
Medula óssea (figuras 21 a 25)
· Osso puncionado: crista ilíaca posterior
· Densidade reduzida 
· Abundantes aglomerados de plaquetas, megacariócitos de grande volume com núcleo polisegmentado sugerindo SMPC 
· Hemosiderina presente
Laboratório
· Leucócitos – 5,7x109/L
· Hematócrito – 0,39 L/L
· Plaquetas – 800x109/L 
· Valor normal de EPO 
Mutação V617F no gene JAK 2 – Sem mutação clonal

· Diagnóstico – Trombocitemia Essencial 




[image: MAR-MO2]
[bookmark: _Toc216200053]Figura 21. Medula óssea do doente 1, colhida por aspiração (aglomerados de plaquetas) (coloração de May-Grünwald Giemsa, 10x)



[image: MAR-MO1]
[bookmark: _Toc216200054]Figura 22. Medula óssea do doente 1, colhida por aspiração (aglomerados de plaquetas) (coloração de May-Grünwald Giemsa, 10x)



[image: MAR-MO4]
[bookmark: _Toc216200055]Figura 23. Medula óssea do doente 1, colhida por aspiração (aglomerados de plaquetas) (coloração de May-Grünwald Giemsa,40x)
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[bookmark: _Toc216200056]Figura 24. Medula óssea do doente 1, colhida por aspiração (coloração de May-Grünwald Giemsa, 10x)
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[bookmark: _Toc216200057]Figura 25. Medula óssea do doente 1, colhida por aspiração (coloração de May-Grünwald Giemsa, 40x)



[image: MAR-SP1]
[bookmark: _Toc216200058]Figura 26. Sangue periférico do doente 1(plaquetas dismórficas e aglomerados de plaquetas) (coloração de Wright, 10x)
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[bookmark: _Toc216200059]Figura 27. Sangue periférico do doente 1(plaquetas dismórficas) (coloração de Wright, 40x)



[image: MAR-SP3]
[bookmark: _Toc216200060]Figura 28. Sangue periférico do doente 1(plaqueta gigante) (coloração de Wright, 40x)


Doente 2

Idade – 70 A 
Sexo - F
Motivo da 1ª consulta – Trombocitose (963x109/L)
Sinais e sintomas – Cansaço fácil sem dispneia de esforço; sem esplenomegalia.
Eventos trombóticos - Não
Eventos hemorrágicos - Não
Sangue periférico – Plaquetas gigantes e macroplaquetas 
Medula óssea 
· Osso puncionado: crista ilíaca posterior direita
· Densidade normal com fragmentos
· Hiperplasia megacariocítica e dismorfias celulares, sem hiperplasia eritróide, sugerindo SMPC
· Hemosiderina presente
Laboratório
· Leucócitos – 9,0x109/L
· Hematócrito – 0,54 L/L
· Plaquetas – 950x109/L
· Baixo valor de EPO
Mutação V617F no gene JAK 2 – Com mutação clonal

· Diagnóstico – Nas primeiras avaliações deste doente os valores apresentados apontavam mais para um diagnóstico de PV, e com os novos critérios de diagnóstico um VG > 0,48 na mulher e presença de mutação JAK2 fazem o diagnóstico de PV. O que se observou neste doente após tratamento por sangria foi uma normalização do VG, mas permanência da trombocitose. Neste momento apresenta critérios que se enquadram na Trombocitemia Essencial.

Este caso exemplifica bem a dificuldade de diagnóstico nos SMPC pela possibilidade de evoluírem entre eles. É por isso necessário avaliar cuidadosamente caso a caso. 


Doente 3

Idade – 86 A 
Sexo - F
Motivo da 1ª consulta – Hematócrito muito elevado (0,62 L/L)
Sinais e sintomas – Esplenomegalia
Eventos trombóticos - Não
Eventos hemorrágicos - Não
Sangue periférico – Plaquetas gigantes e macroplaquetas (figura 29 e 30); eritroblastos (sugere metaplasia mielóide pós-policitémica) 
Laboratório
· Leucócitos – 12x109/L
· Hematócrito – 0,62 L/L
· Plaquetas – 650x109/L 
· Baixo valor de EPO 
Mutação V617F no gene JAK 2 – Com mutação clonal

· Diagnóstico – Policitemia Vera a evoluir para metaplasia mielóide pós-policitémica 



[image: AF-SP3]
[bookmark: _Toc216200061]Figura 29. Sangue periférico do doente 3 (aglomerados de plaquetas, hipocromia e microcitose)(coloração de Wright, 40x)

[image: AF-SP2]
[bookmark: _Toc216200062]Figura 30. Sangue periférico do doente 3 (plaqueta gigante) (coloração de Wright, 40x)



Doente 4

Idade – 82 A 
Sexo – M
Motivo da 1ª consulta – Trombocitose (689x109/L)
Sinais e sintomas – Assintomático; sem esplenomegalia
Eventos trombóticos – Não
Eventos hemorrágicos – Não
Sangue periférico – Plaquetas gigantes dismórficas e macroplaquetas (figura 31 e 32)
Medula óssea (figuras 33 e 34)
· Densidade normal
· Abundantes megacariócitos atípicos, de formas bizarras e aparecendo em “cluster”, sugerindo SMPC.
Laboratório
· Leucócitos - valor normal
· Hematócrito – valor normal
· Plaquetas – 800x109/L
· Valor normal de EPO
Mutação V617F no gene JAK 2 – Com mutação clonal

· Diagnóstico – Trombocitemia Essencial


 
[image: JJD-SP4]
[bookmark: _Toc216200063]Figura 31. Sangue periférico do doente 4 (macroplaquetas e aglomerados) (coloração de Wright, 40x)
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[bookmark: _Toc216200064]Figura 32. Sangue periférico do doente 4 (plaqueta gigante) (coloração de Wright, 40x)
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[bookmark: _Toc216200065]Figura 33. Medula óssea do doente 4, colhida por aspiração (megacariócitos dismórficos) (coloração de May-Grünwald Giemsa, 10x)
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[bookmark: _Toc216200066]Figura 34. Medula óssea do doente 4, colhida por aspiração. (coloração de May-Grünwald Giemsa, 40x)
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