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Resumo:

As neoplasias mieloproliferativas crénicas (NMPCs) séo neoplasias
originadas por uma proliferacdo clonal de um progenitor hematopoiético
pluripotente levando ao acumulo de células de linhagem mieloide maduras.
Dentre NMPCs BCR-ABL negativas destacamos a policitemia vera (PV), a
trombocitemia essencial (TE) e a mielofiborose primaria (MFP), que
comumente apresentam a mutacdo JAK2 V617F. Estudos tem demonstrado
tanto uma producdo aumentada de algumas citocinas inflamatérias em
pacientes que apresentam a mutacdo JAK2 V617F, como também a
influéncia da quinase JAK2 V617F na expressdo do TNF-a. Polimorfismos,
em particular na posicdo -308 do promotor do TNF-a, tém sido reportados
como capazes de alterar a expressdo dessa citocina. Em estudo prévio,
foram investigados os genes de polimorfismos da citocina TNF-238 e TNF-
308 associada com a mutacdo V617F do gene JAK2 em pacientes
portadores de NPMCs, assim o objetivo desse trabalho foi de verificar a
frequéncia em uma populacdo saudavel para comparacdo das frequéncias
genotipicas encontradas. Observou-se um aumento significativo de
frequéncia do gendtipo G/A nas posicoes -238 e -308 entre os pacientes
frente aos controles, demonstrando uma associacédo desses polimorfismos a
susceptibilidade a doeng¢a na populacdo estudada.

Introducao
As NMPCs sao neoplasias originadas por uma proliferacdo clonal de um

progenitor hematopoiético pluripotente levando ao acumulo de células de
linhagem mieloide maduras. William Dameshek descreveu a relagao
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existente entre a PV, a TE e a MF, propondo que essas doencas, juntamente
com a leucemia mieloide cronica (LMC) e a eritroleucemia, fossem
agrupadas em uma categoria geral de sindromes mieloproliferativas. A
descoberta do gene de fusdo BCR-ABL — produto da translocacéo reciproca
entre o brago longo dos cromossomos 9 e 22 — trouxe novas possibilidades
a compreensao da origem das NMPc. Atualmente, a PV, a TE e a MFP séo
denominadas NMPCs BCR-ABL negativas. A presenca da mutagdo JAK2
V617F é considerada critério de maior importancia para o diagnéstico de PV,
e, na TE e MFP representa um marcador clonal; tal mutacdo foi observada
em aproximadamente 95% dos casos de PV e 50% dos casos de TE e MDP,
e consiste na troca da uma valina por uma fenilalanina na posicdo 617
(V617F) no JAK2 quinase.

Citocinas e fatores de crescimento utilizam as proteinas da familia JAK
quinase para a propagacao de sinais intracelulares. O TNF-a é uma dessas
citocinas; tem sido implicado numa variedade de doencgas, tanto autoimunes
guanto infeciosas e é produzido em maior quantidade por pacientes que
apresentam a mutacdo JAK2 V617F. Polimorfismos, em particular na
posicdo -308 do promotor do TNF-a, tém sido reportados como capazes de
alterar a expressao dessa citocina; ja foi demonstrado que o alelo TNF2 é
um ativador transcricional muito mais forte do que o alelo comum TNF1
numa linhagem de linfécitos B humanos. O objetivo do presente projeto sera
de verificar a frequéncia dos polimorfismos TNF 238 e TNF 308 em
individuos saudaveis doadores de medula éssea e comparar com 0S
pacientes de neoplasias mieloproliferativas crénicas BCR-ABL negativas
verificando uma possivel associacdo com a doenca.

Materiais e métodos

Extracdo de DNA

O DNA de 123 individuos saudaveis foi extraido a partir de amostras de
sangue pelo método de extragdo com coluna Kit QlAamp (Qiagen®,
Chatsworth, CA), de acordo com o protocolo recomendado pelo fabricante.

Pesquisa do Polimorfismo do TNF-238 e TNF-308

Os polimorfismos TNF-238 e TNF-308 foram avaliados utilizando o método
de RFLP apds a amplificacdo das sequéncias por Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR). Para a posi¢do -308 foi encontrado um fragmento de 107
pares de base quando a variante esteve presente, e fragmentos de 87 e 20
pares de base para o alelo normal. Para a posi¢cdo-238, um fragmento de
152 pares de base quando a variante esteve presente, e fragmentos de 133
e 19 pares de base para o alelo normal.
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Analise estatistica

A frequéncia genotipica e alélica foi obtida por contagem direta, apos
organizacdo dos dados. Através do teste do qui-quadrado, utilizando-se uma
tabela de contingéncia 2x2, ou pelo Teste Exato de Fisher, foram realizadas
comparacOes das frequéncias fenotipicas destes gendtipos e alelos com os
resultados obtidos em projeto anterior que avaliou pacientes portadores
NMPCs.

Resultados e Discussao

Foram analisadas as genotipagens das amostras de 123 individuos
saudaveis para o polimorfismo de TNF nas posicdes -238 e -308. Os
resultados estdo descritos na Tabela 1 abaixo. Os dados obtidos foram
comparados a frequéncia dos diferentes genétipos e alelos obtidos na
avaliagcdo prévia de 123 pacientes com NMPCs.

Tabela 1 - Distribuicdo dos gendtipos do TNF-238 e do TNF-308 em
pacientes com NMPC e individuos saudaveis

Controles (n=123) Pacientes (n=123)
TNF TNF-238 TNF-308 TNF-238 TNF-308
Gendtipos
G/IG 85 109 101 67
G/A 36 12 22 53
A/A 2 2 0 3
Alelos
G 206 230 224 187
A 40 16 22 59

Observou-se uma associacdo significativa entre a frequéncia do
genotipo G/A do TNF -238 considerando todos os pacientes com NMPCs em
comparacao com o grupo controle (OR = 2,21; IC 95% = 1,02-4,80; P<0,04),
bem como do TNF -308 (OR =1,82; 95% CI = 1,07-3,10; P<0,02).

Conclusbes

Polimorfismos no gene promotor do TNF tem sido muito estudados como
potencial fator determinante para a susceptibilidade a inimeras doencas. Os
dados obtidos demonstraram que polimorfismos em regides promotoras de
TNF -238 G/A e TNF -308 G/A foram significativamente associados a um
risco aumentado & NPMC na populacdo estudada, desencadeados ela
mutacdo JAK2 V617F, de 2,21 e 1,82 respectivamente.
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O papel das citocinas na iniciagao e progressao nas NMPCs vem sido
estudado, e novas terapias de combinacdo propostas para o tratamento da
doencga, tais como inibidores JAK1/2 com interferon e modificadores
epigenéticos.

Peguenos polimorfismos de nucleotideos em citocinas podem exercer
funcdes complexas e interagir uns com 0s outros, 0 que pode alterar o efeito
dos polimorfismos do TNF -238 e -308 na patogénese das NMPCs. Assim,
outros polimorfismos devem ser levados em consideracdo para determinar o
verdadeiro efeito dos fatores de risco para a doenca.
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