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Resumo

A hematologia molecular surgiu de fato em 1949 quando
Pauling e colaboradores descreveram a Hb S como uma doenca
molecular®. A partir desse momento a evolugdo do
conhecimento molecular de doencas hematoldgicas de causas
genéticas tiveram continuos progressos. No ano 2000, Provan e
Gribben publicaram o livio Molecular Haematology® onde
descreveram as principais alteragcbes moleculares das
hemoglobinopatias, leucemias e linfomas, sindrome
mielodisplasica, mieloma maultiplo, trombofilias e hemofilias.
Atualmente o conhecimento molecular além de facilitar a
diferenciacdo doencas parecidas, quer sob o ponto de vista
clinico ou citologico, avanca também em direcdo as terapias-
alvo. A introducdo a seguir mostra alguns exemplos do
momento atual da hematologia molecular.

Introducao

Um dos maiores triunfos da biologia molecular aplicada a
medicina foi a demonstracao de que quase todos os casos de
leucemia mieldide crénica (LMC) séo induzidos por um gene
anormal conhecido por BCR/ABL. Esse gene é resultante das
guebras de partes de dois cromossomos (9 e 22), cujas juncdes
guebradas fazem com que em um deles (cromossomo 22) dois
genes independentes (BCR e ABL) se juntem e formem um gene
guimérico com a atividade anormal. Dentro da célula tronco
afetada, o gene quimérico BCR/ABL estimula de forma
descontrolada as sinalizacdes celulares de AKT e RAS,
resultando em continuas divisdes das células mieldides jovens
da linhagem de neutrofilos, sem a devida complementacéo dos
seus ciclos de maturacdo®. As células leucémicas da LMC
liberam proteinas anormais que podem ser visualizadas em



leucocitos leucémicos hemolisados e submetidos a eletroforese
(figura 1).
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Figura 1 — Eletroforese alcalina em acetato de celulose de
proteinas anormais obtidas de células leucémicas hemolisadas
em comparagdo com hemolisados de hemoglobinas normais e
proteinas séricas.

E importante destacar que alguns anos ap0s esta
descoberta, os pesquisadores construiram por meio de
engenharia biomédica uma droga conhecida por Mesilato de
imatinibe® cuja intervencdo terapéutica se caracteriza por
bloquear a acdo desencadeante da divisao celular que resulta
em LMC e, assim, controlar de forma efetiva a celularidade
leucocitaria das pessoas portadoras desta doenca. A figura 2
mostra por meio de esquemas a acdo estimuladora do gene



BCR/ABL para as sinalizagcdes de AKT e RAS, bem como aacéao
inibidora da droga Mesilato de imatinibe.

Enzima anormal Enzima anormal
Fusdo dos .BC?/A:L . B;ZR/ABL
genes inativada Ativada por ATP
BCR/ABL
Descontrola a divisdo,
. 1a y 3a ) AKT  diferenciagdo e
> > () apoptose das células

o
o
RAS DescontroI? a divisdo
das células

Espaco para ATP ATP acomodado

1b AKT e RAS

se tornam desativados

Espaco para ATP Mesilato de
Imatinibe ocupa o
espaco para ATP

Figura 2- Esquema das acdes patologicas da enzima anormal
sintetizada pelo gene BCR/ABL e do bloqueio da acao do gene
BCR/ABL pela droga Mesilato de imatinibe.

1a/1b - O gene quimérico ABL/BCR sintetiza a enzima anormal BCR/ABL. 2a/2b
— Para que a enzima anormal BCR/ABL funcione é preciso que a molécula de ATP ocupe o
seu espago estrutural. Ao ocupar o espac¢o, ATP gera energia para que produtos quimicos
sejam liberados pela enzima BCR/ABL e estimulem as sinalizagées de RAS e AKT. 3a- As
sinalizag6es de RAS e AKT aumentam a proliferagdo das células afetadas, inibem a apoptose
celular e prejudicam a diferenciagao da linhagem celular.

A policitemia vera (PV), uma outra doenca hematoldgica
gque também ocorre por descontrole na proliferacdo de
eritrocitos, se deve a mutacao no gene JAK-2 presente na célula
progenitora dos eritrocitos, o proeritroblasto. Esse gene
estimula as reacdes em cascata da sinalizacéo celular de AKT.
Sinalizagcdes em cascata acontecem de forma controlada em



todas as células nucleadas, através da qual se dividem,
diferenciam, criam mobilidade e induzem a sua prépria morte.
Quando algo interfere neste controle fisiolégico, a célula pode
setornar tumoral. Na PV a mutacao que afeta o gene JAK-2 induz
continuamente o estimulo das proteinas GSK e FOXO. Como
se sabe, GSK e FOXO regulam o grau de divisao celular do
proeritroblasto em suas células sequentes: eritroblastos
basofilos, policromaticos e ortocroméaticos, estes udltimos
amadurecendo em reticul6citos e, em seguida, se tornando
eritrécitos®. A figura 2 mostra a sinalizacdo celular de AKT com
destague para o grupo de enzimas Janus kinase (JAK-1), cuja
acao é semelhante a de JAK-2.
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Figura 3 — Sinalizacao classica de AKT. Os itens 1 a 7 destacam
a importancia de varios receptores e proteinas envolvidas na
sinalizacdo de AKT, com destaques para o receptor JAK-1 e
proteina FOXO na diferenciacdo das células. Quando ha
mutacao na proteina JAK o nivel de fosforilacdo de sua molécula
se torna elevado, desencadeando, consequentemente,
multiplas sinalizacbes que induzem a divisdo celular
descontrolada das células afetadas

1) Receptores de citocinas (a) ligados a tirosina-quinase ou Tyk-2 (b) e a Janus-quinase ou Jak-1
(c), ambos com atomos de fosforo representados e diferenciados por circulos amarelos e azuis



para facilitar a interpretacdo do esquema de sinalizacdo. 2) Quando a citocina penetra entre os
receptores ocorrem reacgOes fazendo-os se aproximarem um do outro. Essa aproximagdo
desloca moléculas de Tyr-2 e de Jak-1 para as laterais de cada receptor e provoca a troca de
atomos de fosforos entre elas (transfoforilacdo). 3) Tyr-2 e Jak-1 cedem, cada um, dtomos de
fésforos que se acomodam nas bases dos dois receptores. 4) As moléculas sinalizadores de
transcricdo e transdugdo STAT1 e STAT2 (Signal Transducers and Activator of Transcription 1
and 2) sdo atraidas em direcdo aos receptores de citocinas e recebem atomos de fosforo,
fosforilando-as e tornando-as ativadas. 5) STAT1 e STAT2 ativadas sinalizam as caspases para
desencadearem o controle da apoptose celular. 6) O receptor de citocinas Jak-1 fosforilado
reage com a molécula PI3-K ( Phospho Inositide 3-Kinase), e esta sinaliza PIPs ( Phosphatidyl
Inositol 3,4,5 Tri3>-Phosphate) que, em seguida, estimula a molécula de AKT para realizar
multiplas sinalizag6es que ativam outras moléculas, com destaques para FOXO (Forkhead BOX
-Factors Of Transition), MMD2 (Monocyte to Macrophage Differentiation associated 2), mTOR
(mammalian Target Of Rapamycin), GSK (Glicogen Synthase Kinase) e Bad (Bcl-2 Associated
Death Promoter). Neste esquema representamos apenas a cascata reativa de FOXO e MMD?2.
7) Asinalizacdo de AKT é induzida, também, por meio do receptor de tirosina-quinase RTK, que
esta ligado a molécula conhecida por receptora de substrato de insulina (IRS-1). Esse conjunto
RTK-IRS-1 estimula PI13-K e PIP; que em seguida também ativa a molécula de AKT.

Pessoas com PV tém suas medulas 0sseas
completamente tomadas por células eritroides em diferentes
fases evolutivas, notadamente de eritroblastos (figura 3). Dessa
forma a, producdo de eritrécitos se torna muita aumentada e,
assim, o sistema hematopoiético da medula 6ssea transfere
grande parte dessas células para o sangue circulante, causando
aumento de viscosidade sanguinea e multiplas consequéncias
patolégicas para o doente.



Figura 4 — Biopsia de medula 6ssea em uma pessoa com
policitemia vera. A medula 6ssea é hipercelular por células
eritroides em diferentes fases evolutivas e também pela
presenca de megacariblastos e megacariocitos.

A policitemia vera também pode ter outra causa, devido
a mutacdo (amplificacdo) no receptor EPOR que facilita
introducéo de eritropoietina (EPO) para o interior das células
tronco mieldide (figura 4). O descontrole na entrada de EPO
estimula a continua transformacao de células tronco mieldides
em precursores eritroblasticos, que resulta em quantidades
altissimas de eritrécitos circulantes®,



Figura 5 — Esquema representativo de uma célula tronco
mieldide normal (a) em comparagcdo com uma célula tronco
mieldide afetada pela amplificacdo do receptor EPOR (b). Em (a)
ha um controle na recepcdo de eritropoietina que sinaliza a
diferenciacdo da célula tronco mieldide em proeritroblasto. Em
(b) o numero aumentado de receptores para eritropoietina
permite maior fluxo de eritropoietina para dentro da célula,
tornando seu ciclo celular mais rapido que a célula normal no
processo de transformacao em proeritroblastos. Dessa maneira
se formam mais proeritroblastos que desencadeiam a
proliferacdo de maior numero de eritroblastos e,
consequentemente, de eritrécitos.

Uma outra doenca hematolégica mieloproliferativa
conhecida por Trombocitemia essencial (TE) se caracteriza pelo
descontrole na producéo de plaquetas. E mais complexa sob o
ponto de vista molecular que a LMC e a PV pela ocorréncia de
mutacdes em trés genes diferentes: JAK-2, MPL e CRL. Quando



a mutacao ocorre no gene JAK-2, que regula a capacidade
proliferativa dos megacarioblastos, ha a inducdo continua da
producdo de plaquetas, congestionando a medula 6ssea com
megacariécitos e o sangue circulante com excesso de plaquetas
(ver figura 2). O gene MPL, por sua vez, regula a producao de
proteinas que compde o receptor de tromoboietina, horménio
estimulador da producao de plaquetas. Quando ha mutacéao no
gene MPL, o resultado € o aumento na quantidade de receptores
para trombopoietina. Mutacdes nesse gene aumenta a captacéo
de trombopoietina pelo megacarioblasto, desencadeando
continuadivisao celular dessas células em megacariécitos que,
por fim, produz elevada quantidade de plaquetas®.
Recentemente, demonstrou-se que ha pessoas que padecem de
TE, porém com analises moleculares normais para oS genes
JAK-2 e MPL. Essa situacéao foi solucionada em 2014 quando se
descobriu que uma mutacdo em outro gene, o CALR, era
responsavel pelacausade 30% das Trombocitemia essencial. A
sigla CALR significa calreticulum, proteina citoplasmaticaligada
a organela reticuloendoplasma e que depende do estimulo de
JAK-2 e MPL. Quando mutante, o gene CALR induz a proteina
CALR a desencadear a proliferacao descontrolada de
megacariécitos, resultando na producdo de expressivas
guantidades de plaguetas que sé&o liberadas para o sangue
circulante®,

Essa breve introducdo destaca a dependéncia do
diagnéstico molecular para algumas importantes doencas
hematoldgicas e que ja sdo determinantes na escolha de
terapias especificas para seus controles. Apresentaremos, a
seguir, um resumo de alteragbes moleculares de algumas das
mais importantes doencas hematolégicas em eritrécitos,
leucocitos e plaguetas.

Doencas moleculares de Eritrocitos.

1) As analises moleculares diferenciam os tipos de talassemias
alfa e beta em relacdo as funcionalidades dos seus genes. As
funcionalidades se revelam por meio de dele¢cbes nos genes
alfa-globina e beta-globina que podem ter bloqueio total nas



sinteses de globinas alfa (a®) ou de globinas beta (B°), bem como
do bloqueio parcial nas sinteses de globinas alfa (a*) ou de
globinas beta (B*). Talassemias com bloqueios total de sinteses
de globinas alfa ou beta (Tal.a® ou Tal.B% resultam quadros
patoldégicos mais intensos quando comparados com as de
bloqueios parciais(Tal.a* ou Tal.B*). Além dessas andlises que
revelam bloqueios de sinteses, ha também investigacdo
molecular de talassemias alfa e beta causadas por mutacdes
pontuais. Sd&0 mais de uma centena de mutacdes que afetam
cada um dos genes, quer seja alfa ou beta. Embora as
implicacdes patoldégicas podem ter relacdes com algumas das
mutacdes pontuais, essas analises tem sido importantes para
fornecerem informacdes sobre as origens étnicas das
talassemias(’®).

2) A heterogeneidade da anemia falciforme motivou estudos
moleculares com o0 objetivo de obter relagbes entre a gravidade
da doenca e os tipos de mutagcdes em introns situados no grupo
de genes tipo beta (¢_Y_& B°) conhecidos por haplotipos de
globinas B°S. Esses estudos revelaram que ha cinco haplétipos
relacionados com as regides de onde provieram o sangue para
analises moleculares (Bantu ou Regido Centro-Africana, Benin,
Camardes, Senegal, Arabia e india). Observaram, por exemplo,
gue pessoas com anemia falciforme que apresentavam maior
gravidade clinica pertenciam ao haplotipo homozigoto
Bantu/Bantu®. A tabela 1 resume os cinco haplotipos, gravidade
clinica e concentracdo de Hb Fetal. Estudos moleculares
referentes aos haplotipos realizados no Brasil mostraram que 60
a 70% das pessoas com anemia falciforme tem o haplotipo
Bantu/Bantu, 20 a 30% Benin/Benin, e 1 a 3% o haplotipo
Senegal.

Tabela 1- Relacao entre haplotipos de Hb S, gravidade clinica e
concentracéo de Hb Fetal

Haplotipos Gravidade clinica Concentracdo de Hb F

Bantu/Bantu Muito grave 0a5%

Benin/Benin Grave 0a5%



Camardes/Camardes Moderada 0a5%
Senegal/Senegal Discreta 0al1l0%

Arabe/Indiano Discreta > 10%

3) Mutacgbes na sinalizacao celular que afetam a proteina JAK- 2
e mutacao no receptor EPOR podem causar a Policitemia Vera,
conforme foi detalhada na introducao deste artigo.

4) Mutacdes em genes que sintetizam proteinas de membrana
de eritrécitos, por exemplo, Espectrina, Banda 3, Banda 4.1, etc.
causam deformacdes dessas células e que resultam eritrocitos
esferocitos, eliptocitos e piropoiquilécitos.

Doencas moleculares de leucoécitos

1) Quase todos os casos de Tricoleucemias (ou Leucemias das
células cabeludas) podem ter como causa umasimples mutacéao
no gene BRAF que sintetiza a proteina RAF. A proteina BRAF faz
parte da sinalizacao celular de RAS e quando alterada pode,
entre outras alteracdes, estimular a proliferacdo de células
linfoides jovens e alterar sua diferenciacao celular (figura 6).
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Figura 6- Esquema representativo de mutacao da proteina BRAF
na sinalizacdo de RAS. (a) Célula precursora linfoide normal,
com sinalizacdo de RAS normal; (b) Célula precursora linfoide
anormal, com sinalizacdo mutante de RAS.

2) Disfuncbes nos genes que sintetizam proteinas que compbe
o teldmero, importante estrutura que envolve cada um dos
cromossomos, é uma das causas que resulta na Leucemia
Linfocitica Crénica. Nestes casos, a formacéo incompleta do
teldmero cria “buracos” em sua estrutura e facilita a entrada de
compostos quimicos que interferem nos genes do(s)
cromossomo(s) afetados(s)“?,

3) O gene quimérico BCR/ABL, conforme foi exposto na
introducdo deste artigo, é a principal causa de Leucemia
Mieldide Crobnica.

4) Mutagdes nos genes p53, E2H2, ETV6, RUNXS e ASXL1 podem
estar associadas a progressao da Sindrome Mielodisplasica. As
proteinas anormais resultantes dessas mutacbes afetam o
tecido hematopoiético medular e interfere nos processos
fisiologicos que regem a diferenciacdo e mobilidade das células
precursoras de eritrocitos, leucoécitos e plaquetas. Como
consequéncia a medula se torna hipercelular e o sangue



periférico citopénico, com deficiéncia numérica de eritrocitos,
leucécitos e plaquetas

5) O gene quimérico PML/RARA, proveniente da combinacéao de
pedacos quebrados de cromossomos, causa a Leucemia
Promielocitica®V,

Doencas moleculares de plaquetas

1) MutacOes nos genes JAK-2, MPL e CARL séao causas de
Trombocitemia Essencial, conforme foi exposto na introducéao
deste artigo.

2) MutacOes nos genes que sintetizam os fatores VIl e IX da
cascata de coagulacao sao causas das Hemofilias do tipo A e B,
respectivamente.

3) Mutac¢des no gene vW (von Willebrand) séo causas da doenca
hemorragica por deficiéncia do fator de von Willebrand.
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