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RESUMO 

 

Introdução: Neoplasias mieloproliferativas BCR::ABL1 negativas são doenças hematológicas 

caracterizadas por hiperplasia dos elementos mieloides. Trombocitemia essencial, policitemia 

vera e mielofibrose são as mais frequentes dentro desse grupo de doenças e podem ser 

diferenciadas por achados clínicos, laboratoriais e genéticos. JAK2V617F é uma alteração 

genética comum em neoplasias mieloproliferativas BCR::ABL1 negativas e está associado ao 

haplótipo 46/1, onde localiza-se rs10974944 (C>G), variante localizada no íntron 12 do gene 

JAK2 e marcador genético deste haplótipo. Esse haplótipo também influencia as alterações 

laboratoriais, frequência alélica das variantes e correlações com neoplasias mieloproliferativas 

familiares. A região promotora também exerce papel na modulação dentro do cenário 

etiopatogênico de outras neoplasias, todavia, nas mieloproliferativas ainda pouco se conhece 

sobre a ação de variantes nessa porção gênica. Objetivo: avaliar a presença do haplótipo 46/1 

e a região promotora do gene JAK2. Metodologia: foram incluídos no estudo 108 indivíduos 

diagnosticados clinicamente com policitemia vera (n=39), trombocitemia essencial (n=61) e 

mielofibrose (n=8). Dados clínicos, laboratoriais e análises moleculares por reação em cadeia 

da polimerase e sequenciamento de Sanger foram importantes para obtenção dos dados. 

Resultados: No íntron 12 foram identificadas, além de rs10974944 (C>G), as variantes 

rs10119004 (A>G), rs1081515 (G>T) e rs59720809 (A>G). Indivíduos com policitemia vera 

e portadores do alelo G de rs10974944 apresentaram valores significativamente aumentados de 

volume corpuscular médio e hemoglobina corpuscular média (p < 0,05). Por outro lado, no 

grupo de trombocitemia essencial, foram observados níveis elevados de glóbulos vermelhos, 

hematócrito e hemoglobina (p < 0,05). Foi observada uma associação entre a frequência 

genotípica de rs10974944 (G) e o status da variante JAK2V617F. Indivíduos com o alelo G e o 

genótipo GG de rs10974944 apresentaram uma associação significativa com o status positivo 

para JAK2V617F (p < 0,05), assim como um aumento na frequência alélica da variante. Além 

disso, rs10815151 demonstrou uma associação com o status negativo para JAK2V617F. Na 

região promotora foram identificadas rs6476933 (C>T), rs189703877 (A>C), rs73389454 

(A>C), rs1887428 (G>C) e rs1887429 (G>T). O alelo G de rs1887428 demonstrou-se mais 

frequente em pacientes JAK2V617F positivo VAF≥50%, ao passo que o alelo variante (C) 

apresentou relação inversa. rs6476933 (C>T), rs1887428 (G>C) rs1887429 (G>T) 

aparentemente criam sítios de fatores de transcrição. Conclusão: rs10974944 (G) demonstrou-

se associada ao status positivo para JAK2V617F, bem como alterações laboratoriais e um 

aumento na frequência alélica da variante ao passo que rs10815151 demonstrou-se como um 

fator protetor a JAK2V617F na população estudada. Já rs1887428 apresentou provável papel 

na regulação de JAK2, onde a criação de sítio de fatores de transcrição altera a expressão do 

gene. 

 

Palavras-chave: Janus quinase, neoplasias mieloproliferativas, haplótipo, regiões promotoras 

genéticas, variação genética.   
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ABSTRACT 

 

Introduction: BCR::ABL1 negative myeloproliferative neoplasms are hematological disorders 

characterized by hyperplasia of myeloid elements. Essential thrombocythemia, polycythemia 

vera, and myelofibrosis are the most frequent diseases within this group and can be 

differentiated by clinical, laboratory, and genetic findings. JAK2V617F is a common genetic 

alteration in BCR::ABL1- negative myeloproliferative neoplasms and is associated with the 

46/1 haplotype, where the rs10974944 (C>G) variant is located in intron 12 of the JAK2 gene 

and serves as a genetic marker for this haplotype. This haplotype also influences laboratory 

alterations, allelic frequency of the variants, and correlations with familial myeloproliferative 

neoplasms. The promoter region also plays a role in the modulation within the etiopathogenic 

scenario of other neoplasms; however, little is still known about the action of variants in this 

gene segment in myeloproliferative diseases. Objective: To evaluate the presence of the 46/1 

haplotype and the promoter region of the JAK2 gene. Methodology: The study included 108 

individuals clinically diagnosed with polycythemia vera (n=39), essential thrombocythemia 

(n=61), and myelofibrosis (n=8). Clinical, laboratory, and molecular analyses using polymerase 

chain reaction and Sanger sequencing were important for obtaining the data. Results: In intron 

12, in addition to rs10974944 (C>G), the variants rs10119004 (A>G), rs1081515 (G>T), and 

rs59720809 (A>G) were identified. Individuals with polycythemia vera and carriers of the 

rs10974944 G allele showed significantly increased mean corpuscular volume and mean 

corpuscular hemoglobin values (p < 0.05). On the other hand, the essential thrombocythemia 

group showed elevated levels of red blood cells, hematocrit, and hemoglobin (p < 0.05). An 

association was observed between the genotypic frequency of rs10974944 (G) and the status of 

the JAK2V617F variant. Individuals with the G allele and the GG genotype of rs10974944 

showed a significant association with a positive status for JAK2V617F (p < 0.05), as well as an 

increased allelic frequency of the variant. Furthermore, rs10815151 showed an association with 

a negative status for JAK2V617F. In the promoter region, the variants rs6476933 (C>T), 

rs189703877 (A>C), rs73389454 (A>C), rs1887428 (G>C), and rs1887429 (G>T) were 

identified. The G allele of rs1887428 was more frequent in JAK2V617F-positive patients with 

a VAF≥50%, while the variant allele (C) showed an inverse relationship. rs6476933 (C>T), 

rs1887428 (G>C), and rs1887429 (G>T) apparently create transcription factor binding sites. 

Conclusion: rs10974944 (G) was found to be associated with a positive status for JAK2V617F, 

as well as laboratory alterations and an increase in the allelic frequency of the variant, while 

rs10815151 was shown to be a protective factor against JAK2V617F in the studied population. 

Additionally, rs1887428 likely plays a role in the regulation of JAK2, where the creation of a 

transcription factor binding site alters the gene expression. 

 

Keywords: Janus kinase, myeloproliferative neoplasms, haplotype, genetic promoter regions, 

genetic variation.  
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1. INTRODUÇÃO  

 

As neoplasias mieloproliferativas (NMP) são doenças clonais de célula-tronco 

hematopoiética caracterizadas por hiperplasia de um ou mais elementos da série mieloide com 

maturação eficaz, resultando em leucocitose no sangue periférico, aumento da massa 

eritrocitária e podem evoluir para fibrose medular ou transformação leucêmica (1–3). Com uma 

incidência de 6 casos a cada 100.000 habitantes, estas patologias atingem majoritariamente 

indivíduos entre 60 e 70 anos, sendo a maioria do sexo masculino e de raça branca (3,4).  

A Organização Mundial de Saúde (OMS) em sua 5ª  edição da classificação de Tumores 

de Tecidos Hematopoiéticos e Linfoides enquadra as NMPs nas seguintes malignidades 

hematológicas: leucemia mieloide crônica (LMC) (apresenta o rearranjo BCR-ABL1), 

policitemia vera (PV), trombocitemia essencial (TE), mielofibrose primária (MF), leucemia 

neutrofílica crônica (LNC), leucemia eosinofílica crônica (LEC), leucemia mielomonocítica 

juvenil (LMMJ) e neoplasia mieloproliferativa, sem outra especificação (NNMPS) (5). TE, PV 

e MF são descritas como as BCR::ABL1 negativas mais frequentes nos indivíduos acometidos 

por alguma NMP, as quais podem ser diferenciadas por sinais, sintomas, alterações laboratoriais 

e clínicas e os achados genéticos (1). 

Com avanços nos estudos moleculares, passou-se a compreender melhor as vias de 

sinalização e achados genéticos envolvidos nas neoplasias mieloproliferativas BCR::ABL1 

negativas, o que forneceu, e ainda fornece, informações mais precisas para o diagnóstico dessas 

neoplasias hematológicas. Entre as várias vias moleculares investigadas, destaca-se a 

JAK/STAT, relacionada às NMPs, que tem sido objeto de estudo mais aprofundado. Nesse 

contexto, o gene Janus quinase 2 (JAK2), localizado nos cromossomos 9p24.1, assumiu papel 

de destaque, por codificar a proteína Janus quinase (6). Essa tirosina quinase é fundamental 

para a sinalização de citocinas e fatores de crescimento hematopoiéticos na via JAK/ STAT (7). 

Dessa forma, variantes genéticas que levam a modificações estruturais em nível de proteína 

podem desregular ou alterar o processo de sinalização de vias hematológicas, tornando o JAK2 

um biomarcador de interesse (8). 

Em 2005, três grupos de pesquisa independentes identificaram uma mudança entre 

guanina (G) e timina (T) no nucleotídeo 1849 do éxon 14 de JAK2: a JAK2V617F (9,10). 

Classificada como uma variante missense, essa alteração genética causa uma substituição entre 

valina e fenilalanina no códon 617 da cadeia polipeptídica de JAK2, o que altera seu domínio 

regulatório e leva a ativação constitutiva da mesma, e, consequentemente, da via JAK/STAT 

(6). O resultado é uma produção desregulada de células mieloides (eritrócitos, megacariócitos 
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e granulócitos), aspecto observado em pacientes com NMPs BCR::ABL1 negativas (11). Essa 

alteração genética tornou-se um biomarcador de interesse,  identificada em torno de 90% dos 

casos de policitemia vera e entre 50% e 60 % dos casos de trombocitemia essencial  e 

mielofibrose (4,12–14). Mesmo com protagonismo etiopatogênico nas NMPs, JAK2V617F não 

é uma variante germinativa, o que condicionou diversas hipóteses sobre os eventos que 

antecedem a aquisição dessa alteração genética.  

Pesquisadores demonstraram uma associação entre JAK2V617F e o haplótipo 46/1, um 

conjunto de variantes da linha germinativa do gene JAK2 marcado pelas variantes rs3780367 

(G), rs10974944 (G), rs12343867 (C) e rs1159782 (C)(15,16). Estudos demonstraram que essas 

alterações genéticas favorecem o aparecimento  de JAK2V617F (4,15,17,18) por aumentar a 

taxa mutacional de JAK2, o que pode levar a danos no DNA e erros de replicação (19). Com 

isso, variantes que conferem uma vantagem seletiva, como é o caso de JAK2V617F, são 

adquiridas e causam o distúrbio mieloproliferativo clonal (20).  

Além de ser identificado em pacientes NMPs de diversas populações, esse haplótipo 

também foi associado a alterações laboratoriais mais acentuadas, presença de esplenomegalia, 

desregulação inflamatória, casos familiares de NMPs (elevando o risco de desenvolver alguma 

neoplasia mieloproliferativa em 5 a 7 vezes) e metilação anormal do promotor gênico (21,22).  

A região promotora também pode auxiliar em uma melhor compreensão sobre a 

desregulação do gene JAK2 nas NMPs. Um estudo identificou uma atividade transcricional 

aumentada em células com a variante rs1887428 (G), sugerindo que a ligação aumentada do 

fator de transcrição em rs1887428 pode levar ao aumento da expressão de JAK2 e conferir uma 

vantagem seletiva em células com essa variante (23).  

A variante JAK2V617F é um marcador molecular de elevada importância para o 

diagnóstico das neoplasias mieloproliferativas BCR::ABL1 negativas, todavia, outros 

mecanismos envolvidos nessas doenças ainda permanecem pouco conhecidos. O haplótipo 

46/1, em DL com rs10974944, demonstrou-se associado à JAK2V617F em populações do 

continente europeu, asiático e em indivíduos dos Estados Unidos da América. Dados sobre a 

população brasileira concentram-se apenas entre indivíduos de estados do sudeste, ao passo que 

os dados sobre a população Amazônica ainda são desconhecidos. Informações sobre a região 

promotora nessas populações são ausentes, o que denota uma lacuna na investigação do 

contexto molecular das NMPs.  

O desenvolvimento do presente projeto visa contribuir para uma melhor compreensão 

dos fatores genéticos e moleculares envolvidos nas NMPs, permitindo a melhora de testes 

diagnósticos para a detecção mais específica destas patologias, bem como a possibilidade de 
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identificação de fatores de risco de pré-disposição e hereditários, vislumbrando o 

desenvolvimento de testes preditivos no futuro para familiares de pessoas com diagnóstico para 

essas patologias. A pesquisa também contribui com a investigação do perfil genético dos 

pacientes NMPs atendidos na Fundação Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do 

Amazonas (FHEMOAM), visando proporcionar benefícios para a propedêutica e terapêutica 

dos pacientes atendidos na fundação.  
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1.  Hematopoiese 

     A hematopoiese, do grego “haîme” (sangue) e “poiesis” (criar/fazer), consiste em um 

conjunto de eventos celulares, metabólicos e genéticos responsáveis pela produção, 

diferenciação e maturação das células que compõem o sangue e o sistema imunológico (24,25) 

(Figura 1). Por meio deste processo, são geradas cerca de 500 bilhões de células 

hematopoiéticas a cada dia, as quais exercem funções relacionadas ao transporte de nutrientes 

e oxigênio, ação imunológica e hemostasia (26,27).  

Esses elementos celulares são originados a partir de células-tronco hematopoiéticas 

(CTH), as quais possuem capacidade de diferenciação em progenitores de todas as linhagens, 

alta capacidade proliferativa e autorrenovação para manutenção do pool hematopoiético 

imaturo e indiferenciado (24,28,29). 

 

 

Figura 1: Modelo clássico de hematopoiese e seus subprocessos: Mielopoiese (que engloba as etapas de 

eritropoiese, megacariopoiese, granulopoiese e monocitopoiese) e Linfopoiese. Legenda: P - policromático; O - 

ortocromático; B - basófilo; N - Neutrófilo; E - eosinófilo.  

Fonte: Liggett e Sankaran (2020) – adaptado. 
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De acordo com o modelo clássico de diferenciação de células sanguíneas, as células-

tronco hematopoiéticas pluripotentes, localizadas na medula-óssea (em indivíduos adultos), 

passam por uma sequência de eventos mediados por reguladores do microambiente medular 

(interações célula-célula ou secreção de citocinas) que são essenciais para o processo de 

sobrevivência, proliferação, maturação e ativação funcional (24,30).  

Conseguinte a estes eventos, estas células diferenciam-se em células-tronco 

multipotentes de duas linhagens (27): a linfoide, que passam pelo processo de proliferação e 

diferenciação para originar os linfócitos B, T e células Natural killer; e a mieloide que se 

prolifera e diferencia-se em granulócitos (basófilos, neutrófilos e eosinófilos), monócitos, 

eritrócitos e megacariocitos(28), como pode ser observado na figura acima. 

Após diversas descobertas, foi proposto um novo modelo, demonstrado na Figura 2, 

para representação da hematopoiese. O modelo baseia-se em descobertas recentes obtidas por 

meio de estudos em transcriptômica, os quais demonstraram que a diferenciação e maturação 

da linhagem hematopoiética ocorre de forma contínua em vez de em estágios pontuados, como 

sugere o modelo clássico (31). 

 

Figura 2: Modelo atual da hematopoiese, baseado em proliferação contínua dos elementos sanguíneos. 

Fonte: Bao, Cheng, Sankaran, 2019 (31) – adaptado. 

 

      Independente do modelo estudado, é sabido que todo este processo hematopoiético 

é finamente regulado e dependente de uma orquestração coordenada e recepção de sinais 

extrínsecos envolvendo diversas vias de sinalização relacionada a fatores de transcrição (TF) 
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que medeiam a expressão de genes hematopoiéticos (32). Logo, alterações em genes 

hematopoiéticos, fatores de transcrição ou vias de sinalização da hematopoiese (33) podem 

levar alterações patológicas, incluindo neoplasias hematológicas e, dentro deste grupo, 

encontram-se as neoplasias mieloproliferativas.  

 

2.2. Neoplasias mieloproliferativas 

As neoplasias mieloproliferativas (NMP) consistem em um grupo de malignidades 

hematológicas clonais caracterizadas por hiperplasia e excesso de um ou mais elementos da 

linhagem mieloide devido ao acometimento das células-tronco hematopoiética (3,4,31). Essas 

patologias compartilham variações genéticas (substituições, inserções, deleções ou 

translocações) que ativam constitutivamente as vias fisiológicas de transdução de sinal 

responsáveis pela hematopoiese, levando ao aumento na proliferação mieloide, sem prejuízo na 

maturação e diferenciação celular e culminando no aumento da massa referente aos eritrócitos, 

elevação dos leucócitos no sangue periférico (leucocitose) e trombocitose (3,4,31,34).  

Com incidência de 6 casos a cada 100.000 indivíduos, estas patologias atingem 

principalmente indivíduos entre a sexta e a sétima década de vida, do sexo masculino, 

caucasianos (3,4,34). Seus sinais, sintomas, achados genéticos, diagnóstico e tratamento hoje 

em dia são bem elucidados, mas até chegar a estes parâmetros e conceitos, uma longa 

caminhada de descobertas científicas foi traçada.  

 

2.2.1. Histórico das neoplasias mieloproliferativas 

O processo de descobertas das NMP iniciara entre 1845 e 1880, quando David Craigie 

(1793-1866), John Bennett (1812-1875) e Rudolph Virchow (1821-1902) descreveram os 

primeiros casos de Leucemia Mieloide Crônica (LMC) como “hipertrofia do baço e do fígado 

em que a morte ocorreu por supuração sanguínea” (35–37). Considerando estas descobertas e 

os conhecimentos hematológicos da época, Franz Ernst Christian Neumann (1834-1918) 

propôs, em 1868, que a “medula óssea é um importante órgão para a formação do sangue [...], 

atuando continuamente na formação de novo dos glóbulos vermelhos” (38).  

Neumman também propôs a hipótese de que a medula abrigava células-tronco 

responsáveis pela produção dos elementos sanguíneos. Vários estudiosos da época debruçaram-

se a investigar melhor as proposições estabelecidas por Neumman, e dentre eles estava Paul 

Ehrlich que, em 1880, classificou as leucemias de acordo com a linhagem acometida, dividindo-

as em leucemias mieloides e linfoides (35).  
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Em 1879, Gustav Heuck (1854-1940) descreveu os dois primeiros casos de mielofibrose 

(MF) em dois jovens, descrevendo como principais traços característicos a presença de 

leucócitos anormais, esplenomegalia e blastos circulantes (35,39).  Treze anos depois, em 1892, 

o médico francês Louis Henri Vaquez (1860-1936) foi o primeiro a descrever uma patologia 

hematológica caracterizada por aumento do fígado e baço (hepatoesplenomegalia), taquicardia, 

cianose e eritropoiese aumentada, pontos também notados por Willian Osler (1849-1919) em 

alguns de seus pacientes (10,40).  

Osler, em 1903, realizou uma revisão descritiva de seus pacientes com estas 

características, associando com casos similares já citados na literatura da época, descrevendo-

os de forma mais minuciosa, o que levou a nomeá-la por “policitemia com cianose”, atualizada 

anos depois pela nomenclatura de “policitemia vera” (PV) (35). Outra descoberta foi a da 

trombocitemia essencial (TE), descrita em 1934 por Emil Epstein (1875–1951) e Alfred Goedel 

como uma doença hemorrágica com trombocitose evidente (35).  

Partindo das informações disponíveis na literatura da época, William Dameshek (1900-

1969) percebeu similaridades entre LMC, PV, MF e TE, descrevendo-as como “patologias 

correlacionadas” devido a alterações na medula óssea desencadeadas ainda não identificadas 

(10,35). Foi neste momento que surgiu o conceito de “síndromes mieloproliferativas” proposto 

por ele no ano de 1951 (10). Além da abordagem clínica estabelecida na época, Dameshek já 

considerava a possível relação dos fatores genéticos no desencadeamento dessas neoplasias, 

pensamento também compartilhado por outros estudiosos, o que fomentou ainda mais a 

genética como um dos focos para a elucidação das NMPs (10,41,42). 

O evento que solidificou a genética como uma das principais aliadas no diagnóstico das 

NMPs foi também a primeira associação entre uma anormalidade cromossômica e uma doença 

oncológica descrita na história da Medicina (43). Em 1960, Peter Noweel (1928-2016) e David 

Hungerford (1927-1993) identificaram o “cromossomo Filadélfia (Ph)”, alteração 

cromossômica presente em grande parte dos pacientes com LMC (44–47). Em 1973, Janet 

Rowley (1925-2013) analisou esta alteração com o uso da técnica de fluorescência de 

quinacrina, na qual observou que o cromossomo Ph, translocação recíproca entre os braços 

longos dos cromossomos 9 e 22, origina o BCR-ABL1, um gene híbrido que codifica uma 

proteína de 210 kDa (quilodaltons) com atividade de tirosina quinase, a qual acomete o 

crescimento e diferenciação celular de células hematopoiéticas na LMC (35,44,46–50). 

Duas décadas depois a genética voltou a impactar nos conceitos relacionados à 

patogênese das NMP. Em 2005, diversos grupos independentes publicaram estudos 

descrevendo uma variante genética relacionada ao desenvolvimento destas patologias: a 
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JAK2V617F, encontrada em 95% dos pacientes com PV e em 50-60% dos pacientes com TE e 

MF (4,12,49). Assim como o rearranjo BCR::ABL1, JAK2V617F revolucionou o diagnóstico e 

tratamento das NMP, tornando-se um dos critérios mais específicos no diagnóstico das NMP(4). 

Outras descobertas envolve a descoberta da variante MPLW515L e variações somáticas no gene 

CALR (gene da calreticulina) (51). 

Todos estes eventos, resumidos na Figura 3, podem ser divididos em duas eras distintas: 

Era clínica das Neoplasias Mieloproliferativas Crônicas e Era Genética das Neoplasias 

Mieloproliferativas crônicas, as quais foram de extrema importância para os conhecimentos 

relacionados a NMPs e seu diagnóstico. 

 

Figura 3: Principais marcos históricos envolvendo as descobertas relacionadas as NMPs. Legenda: LMC: 

leucemia mieloide crônica; MO: medula óssea; MF: mielofibrose; PV: Policitemia vera; TE: trombocitemia 

essencial; Ph: Filadélfia. 

Fonte: Torres et al., 2022(51) - adaptado. 

 

2.2.2. Caracterização das Neoplasias mieloproliferativas 

De acordo com as determinações estabelecidas pela OMS na última edição do “WHO 

Classification of Tumours of Haematopoietic and Lymphoid Tissues”, de 2022, as Neoplasias 

Mieloproliferativas incluem as seguintes malignidades hematológicas: LMC positiva para o 

rearranjo BCR-ABL1, PV, TE, MF, leucemia mielomonocítica juvenil (LMMJ), leucemia 

eosinofílica crônica (LEC), leucemia neutrofílica crônica (LNC), e neoplasia mieloproliferativa 

não especificada (NNMPS) (5). Desse grupo, PV, TE e MF são as mais frequentes entre as 

NMPs BCR::ABL1 negativo (4) e a suas distinções são baseadas na integração de achados do 

sangue periférico, dados genéticos e moleculares e avaliação de biópsia da medula óssea, uma 

vez que nenhum desses parâmetros isolados fornece um diagnóstico fidedigno (5). 

 

2.2.2.1. Policitemia vera (PV) 

A PV é uma neoplasia hematológica indolente, caracterizada por proliferação 

exacerbada dos elementos da série eritroide e aumento na contagem dos granulócitos e 

trombócitos, em alguns casos (11). De acordo com a OMS, dois estágios clínicos da PV são 



32 

reconhecidos: um policitêmico, associado com nível elevado de hemoglobina, hematócrito 

elevado e aumento da massa eritrocitária, e um de mielofibrose pós-policitêmica, caracterizado 

por citopenias associadas a hematopoiese ineficaz, fibrose da medula óssea, hematopoiese 

extramedular e hiperesplenismo, sendo o último estágio uma forma grave e com prognóstico 

pouco favorável (4,52).  

Dentre as BCR::ABL1 negativas (também chamadas de NMP clássicas), a PV é a mais 

frequente, apresentando uma incidência de 0,5 – 4,0 casos a cada 100.000 em indivíduos 

australianos, europeus, coreanos, neozelandeses e norte-americanos com idade entre 60 e 65 

anos (4,36,53–55). No Brasil, a epidemiologia da PV não é bem elucidada em virtude dos 

escassos estudos envolvendo esta neoplasia. Entretanto, um estudo realizado em 2018 avaliou 

casos de NMPs em Santa Catarina e constatou uma incidência 0,35 casos a cada 100.000 

indivíduos, sendo a maioria sexo feminino com idade média de 67 anos (56).  

 

2.2.2.1.1. Critérios de diagnóstico 

Os critérios que norteiam o diagnóstico da PV são descritos pela OMS, a qual estabelece 

o diagnóstico por meio da implementação de parâmetros maiores e menores (Quadro 1). Tem-

se o diagnóstico conclusivo quando o paciente apresenta 3 critérios maiores ou 2 critérios 

maiores e um menor. O critério relacionado ao aumento de 25% massa eritrocitária, ainda 

presente na classificação de 2016 (4), foi removido da nova edição devido a sua escassa 

aplicação na prática clínica de rotina, o que justificou sua remoção como critério diagnóstico 

(5). 

 

Quadro 1: Critérios de diagnósticos para policitemia vera (OMS, 2022)  

CRITÉRIOS MAIORES 

1 
Hemoglobina de > 16,5 g/dL ou hematócrito de > 49% para homens; e hemoglobina de > 16,0 

g/dL ou hematócrito de > 48% 

2 
Presença de Panmielose (hipercelularidade ajustada à idade com crescimento das três linhagens 

mieloides – eritrócitos, granulócitos, megacariócitos) em biópsia da medula óssea 

3 Presença da variante NM_004972: JAK2V617F ou variantes no éxon 12 do gene JAK2 

CRITÉRIO MENOR 

1 Nível sérico de Eritropoietina abaixo da normalidade 

  

2.2.2.2. Trombocitemia essencial 

A trombocitemia essencial (TE) caracteriza-se pelo elevado número de plaquetas no 

sangue periférico (> 450 x 109/L), causado por hiperplasia megacariocítica na medula óssea, 
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com alteração de outros setores medulares (eritrocítico ou granulocítico) de forma qualitativa 

ou quantitativa (4,11,44). Assim como na PV, a TE possui grande risco de causar eventos 

hemorrágicos e trombóticos, pode evoluir para Leucemia Mieloide Aguda (LMA) e, em raros 

casos, para mielodisplasia s(52,57). Ainda não existem marcadores biológicos ou genéticos 

específicos para TE e a presença de trombocitose isolada não é parâmetro conclusivo para 

diagnóstico, fazendo-se necessário a investigação sobre a origem da plaquetose a fim de 

descartar outras NMPs (4).  

Esta patologia acomete indivíduos entre a quinta e a sexta década de vida, com uma leve 

prevalência entre mulheres, sendo rara em crianças (58). Segundo a OMS, os dados 

epidemiológicos da TE não são totalmente conhecidos e grande parte baseia-se em estudos 

realizado por instituições de pesquisa. Dados do Programa de Vigilância, Epidemiologia e 

Resultados Finais dos Estados Unidos da América apontam a incidência de 2001 a 2016 como 

sendo de 1,14 casos a cada 100.000 habitantes (55).  

Essa incidência se distribui de forma díspar entre a população norte-americana, onde 

indivíduos negros são mais acometidos por TE do que outros grupos étnicos (59). Na República 

da Coreia os dados são diferentes, havendo uma incidência estimada em 2,4 casos a cada 

100.000 habitantes; na Nova Zelândia, a incidência é a de 0,99 casos a cada 100.000 habitantes 

(55).  

Há poucos estudos epidemiológicos sobre TE em território brasileiro, todavia, uma 

pesquisa realizada na Unidade de Alta Complexidade Oncológica do Hospital São José, no 

munícipio de Criciúma, Santa Catarina, descreveu esta patologia como a de maior incidência 

entre as NMPs, com 0,7 casos a cada 100.000 habitantes ao ano, a maioria mulheres com idade 

média de 57 anos (56).  

 

2.2.2.2.1. Critérios de diagnóstico 

Para que um paciente seja diagnosticado com TE faz-se necessário o cumprimento de 

três critérios maiores ou dois critérios maiores e um menor, como estabelecido pela OMS 

(4,60). Esses critérios levam em consideração a avaliação qualitativa e quantitativa da linhagem 

megacariocítica, presença de trombocitose e identificação de variantes genéticas associadas a 

presença da patologia, como descrito no Quadro 2. Ressalta-se que esses critérios não foram 

alterados na nova classificação da OMS por estarem bem estabelecidos na prática clínica (5). 
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Quadro 2: Critérios de diagnósticos para trombocitemia essencial (OMS, 2022)  

CRITÉRIOS MAIORES 

1 Contagem de plaquetas ≥ 450 x 109/L 

2 
Biópsia de medula óssea demonstrando hiperplasia megacariocítica, com megacariócitos maduros, 

hiperlobulados, raro desvio a esquerda para neutropoiese ou eritropoiese 

3 Ausência de critérios para PV, MF, LMC ou outra NMP 

4 Presença de mutações em JAK2, MPL ou CALR 

CRITÉRIO MENOR 

1 Presença de algum marcador clonal ou ausência de trombocitose reativa 

  

2.2.2.3.Mielofibrose 

A mielofibrose (MF) origina-se a partir de processos diretamente advindos da 

desregulação da hematopoiese (Mielofibrose Primária) ou por evolução de outras patologias 

hematológicas como TE ou PV (Mielofibrose secundária).  A mielofibrose (MF) é a NMP que 

possui o pior prognóstico, caracterizada pela proliferação de megacariócitos 

predominantemente anormais e granulócitos na medula óssea, que na doença totalmente 

desenvolvida está associada a deposição reativa de fibras de colágeno e hematopoiese 

extramedular (4,11,57). Essa patologia apresenta dois estágios: um pré-fibrótico (medula óssea 

hipercelular com ausência ou fibrose de reticulina mínima) e um fibrótico (reticulina marcada 

ou fibrose de colágeno na medula óssea e, frequentemente, osteosclerose) (4).  

A MF acomete homens e mulheres entre a sexta e a sétima década de vida (4) e apresenta 

uma incidência de 0,33 casos a cada 100.000 indivíduos ao ano na América do Norte (55); 0,4 

casos a cada 100.000 na República da Coréia (54); e 0,88 casos a cada 100.000 indivíduos na 

Nova Zelândia (55). No Brasil, um dos poucos dados epidemiológicos são advindos de um 

estudo realizado no estado de Santa Catarina, onde a incidência de casos de MF foi de 0,23 

casos por 100.000 indivíduos ao ano com idade média de diagnóstico de 66,71 anos (56). 

 

2.2.2.3.1. Critérios de diagnóstico 

Os critérios de diagnóstico para MF estabelecidos pela OMS são categorizados de 

acordo com a fase pré-fibrótica e a fase fibrótica da MF (4,5) (Quadro 3). Para o diagnóstico da 

MF pré-fibrótica é necessário que sejam atendidos todos os critérios maiores e no mínimo um 

critério menor confirmado duas vezes. 
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Quadro 3: Critérios de diagnósticos para mielofibrose primária (OMS, 2022)(4,5) 

CRITÉRIOS MAIORES 

1 
Proliferação megacariocítica exacerbada e atípica sem fibrose medular de reticulina; medula 

hipercelular, aumento da granulopoiese e diminuição da eritropoiese 

2 
Ausência de critérios de diagnóstico para LMC, PV, TE, síndromes mielodisplásicas e outras 

neoplasias mieloides 

3 
Presença de mutações no gene JAK2, CALR ou MPL; presença de outro marcador clonal; ausência 

de fibrose reticulina da medula óssea reativa menor 

CRITÉRIOS MENORES 

1 Anemia  

2 Leucocitose ≥ 11 x 109/L 

3 Esplenomegalia palpável  

4 Nível de lactato desidrogenase acima do valor de referência  

 

Para o diagnóstico de MF fibrótica é necessário o cumprimento de 3 critérios maiores e 

um critério menor, o qual deve ser confirmado duas vezes (4) (Quadro 4). Os critérios são bem 

similares ao de MF pré-fibrótica, destacando-se como maior diferencial a presença de reticulina 

e fibras de colágeno detectada através do exame de biópsia de medula óssea e a 

leucoeritroblastose, as quais são característicos da fase fibrótica.   

 

Quadro 4: Critérios de diagnósticos para mielofibrose primária fibrótica (OMS, 2022)  

CRITÉRIOS MAIORES 

1 Proliferação megacariocítica exacerbada acompanhada por reticulina e/ou fibrose de colágeno 

2 
Ausência de critérios de diagnóstico para LMC, PV, TE, síndromes mielodisplásicas e outras 

neoplasias mieloides 

3 
Presença de variantes no gene JAK2, CALR ou MPL; presença de outro marcador clonal; ausência de 

fibrose reticulina da medula óssea reativa menor 

CRITÉRIOS MENORES 

1 Anemia  

2 Leucocitose ≥ 11 x 109/L 

3 Esplenomegalia palpável  

4 Nível de lactato desidrogenase acima do valor de referência  

5 Leucoeritroblastose  

 

Como pode-se observar, tanto na MF quanto em PV e TE, os achados genéticos são 

ferramentas úteis ao diagnóstico das NMPs (4). Essas variantes são características destas 

patologias e assumem papel importante no processo de desregulação da via de sinalização 

dessas patologias. 

 

2.2.3. Via de sinalização das neoplasias mieloproliferativas 

Os conhecimentos acerca dos mecanismos pelos quais um sinal extracelular pode 

modificar a biologia de uma célula, ativando o processo de transcrição, foi bastante estudado e 
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levou a uma melhor compreensão sobre os conceitos envolvidos na sinalização do receptor de 

citocinas e suas funções nas doenças hematopoiéticas (61). Uma dessas vias de interesse é a 

JAK-STAT (Figura 4), a qual possui papel central na sinalização de citocinas a partir da 

regulação da proliferação celular, diferenciação, sobrevivência, resposta imune e oncogênese 

(61,62).  

 

Figura 4: Processo de sinalização da via JAK/STAT. O receptor [1], após a ligação de citocinas [2], sofre 

mudanças em sua conformação, que ativam os JAKs (Janus quinase) ligados ao receptor [3], que, por sua vez 

fosforilam os receptores, posteriormente usados como um local de docking para as moléculas STATs (transdutor 

de sinal dos fatores de transcrição e ativador da transcrição) [4, 5]. STATs são fosforiladas pelas JAKs [6], que 

induzem sua homodimerização ou heterodimerização [7] e subsequente tráfego para o núcleo [8] onde regulam 

atuam regulando a transcrição de genes relacionados a proliferação, diferenciação e apoptose celular. A atividade 

da via JAK2-STAT é regulada negativamente por SOCS1 (supressor de sinalização de citocinas tipo 1)(61).  

Fonte: Paes (2023). 

 

A via JAK-STAT pode ser definida como uma cascata de sinalização simples, na qual 

a citocina requer apenas três componentes (receptor, quinase e fator de transcrição) para iniciar 

uma resposta (62). Essa via começa pela ligação de uma citocina ao seu receptor cognato 

(eritropoietina, trombopoietina, receptor de fator estimulador de colônia de granulócitos, 

interleucina 3 e 5), ativando-o (54,61,63). Em seguida, JAK2 é ativada e promove o 

recrutamento para o complexo receptor do transdutor de sinal dos fatores de transcrição e 

ativador da transcrição (STAT) 3 e STAT que, por sua vez, são fosforiladas pelas JAKs, que 

induzem sua homodimerização ou heterodimerização e subsequente tráfego para o núcleo onde 

regulam a transcrição de seus genes alvo (57,63).  Uma vez no núcleo, as moléculas STATs 

ligam-se a sequências promotoras de DNA específicas que resultam na transcrição de genes 

que regulam os processos de proliferação, diferenciação e apoptose celular (54,57,61,63). Além 



37 

da ativação de STAT, a sinalização de JAK ativa outras vias de sinalização, como proteína 

quinase ativada por mitogênio (MAPK), fosfatidilinositol-3'-quinase (PI3K) e AKT/alvo de 

rapamicina de mamífero (mTOR) (61). 

A regulação negativa da via JAK-STAT é mediada por supressor de sinalização de 

citocinas tipo 1 (SOCS1) e proteína adaptadora de linfócitos (LNK), as quais agem como 

inibidores da via (63). O SOCS1 atua negativamente através da inibição da atividade da quinase 

JAK2 competindo com os domínios SH2 STATs por sítios de ligação no domínio 

citoplasmático do receptor ou por meio da degradação proteassomal de proteínas de sinalização 

por ligação ao domínio JH1 de JAK2, inibindo a ativação de todas as outras vias associadas a 

JAK-STAT (2).  

Estudos atestam que o prolongamento da sinalização JAK-STAT leva ao 

desenvolvimento aberrante de células-tronco hematopoiéticas e doenças hematológicas 

malignas (10,63–65). Tal evento pode ser desencadeado pela presença de variações genéticas 

de ganho de função no gene JAK2, que codifica a proteína com o mesmo nome. Essas variantes, 

quando presentes, podem causar a ativação constitutiva da via, resultando em mieloproliferação 

e produção de citocinas, fenótipo definitivo das MNPs (63,65,66).  

 

2.2.4. Gene Janus quinase (JAK2)  

O gene Janus quinase 2, ou simplesmente JAK2 (RefSeq,: NG_009904.1; ID HGNC: 

6192), é um gene com 149.939 pares de bases (pb), localizado no cromossomo 9p24.1(67) 

(Figura 5A), possui uma região codificante com 25 éxons e 25 íntrons e sofre splicing 

alternativo.  

Esse processo de excisão dos íntrons e junção dos éxons originam 7 transcritos 

codificantes de tamanhos que variam 6.582 e 7.151 pb (figura 5B), conforme dados do Centro 

Nacional para a Informação Biotecnológica (National Center for Biotechnology Information - 

NCBI) (68). Esses, por sua vez, codificam três isoformas (A, B e C) da mesma proteína, a qual 

também recebe nome de Janus quinase 2 (JAK2) pelo fato de apresentar dois domínios 

simétricos (JH1 e JH2), de forma semelhante à figura do deus Janus, da mitologia romana 

(67,69,70).  

As proteínas JAKs consistem em uma família de quinases citoplasmáticas não-

receptoras que englobam quatro tipos proteicos em mamíferos: JAK2, que faz parte da 

sinalização de receptores homodiméricos, como o receptor de eritropoietina (EPOR), receptor 

de trombopoietina (MPL) e receptor de fator estimulador de colônia de granulócitos (G-CSFR), 

usada também por alguns receptores heterodiméricos; e JAK1, JAK3 e tirosina quinase 2 
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(TYK2), úteis na sinalização de receptores heterodiméricos (57,63,66). Essas proteínas são 

relativamente grandes com cerca de 1.150 aminoácidos e com peso molecular variando entre 

116-140 kDa (71). Dessas, JAK2 merece destaque devido ao seu protagonismo no mecanismo 

de proliferação hematopoiético, especialmente em relação às NMPs.  

 

 

Figura 5: Localização, estrutura e transcritos do gene JAK2. Composto por 149.939 pb por onde distribuem-se 25 

éxons, 25 íntrons, promotor e terminador, o gene JAK2 localiza-se no cromossomo 9p24.1 (A) e passa pelo 

processo de splicing alternativo, onde são gerados 9 transcritos (B). Desses, apenas 7 são codificantes e o 

NM_001322194.2 é estabelecido como o transcrito de referência para a proteína.  

Fonte: Paes (2023).  

 

JAK2 é constituída por 4 domínios: dois domínios quinases, JH1 (tirosina quinase, 

cataliticamente ativo e localizado na porção C terminal) e JH2 (pseudoquinase, cataliticamente 

inativo), onde JH2 é responsável por inibir o domínio JH1 e promover a ativação dependente 

de citocinas; um domínio do tipo FERM (4.1/ezrin/radixin/moesin) constituído pelos domínios 

homólogos JH5, JH6 e JH7, localizado na porção N terminal e que é responsável pela ligação 

não-covalente de JAKs ao receptor de citocinas; e um domínio do tipo SH2 (Src Homologia 2) 

que contém os domínios homólogos JH4 e JH3 (57,72) (Figura 6).  

Estudos realizados em camundongos revelam que a deleção homozigótica da linha 

germinativa dos alelos JAK2 resulta em letalidade embrionária devido à eritropoiese ineficaz, 

visto que os progenitores hematopoiéticos deficientes em JAK2 não respondem à estimulação 
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da eritropoietina (63,66), o que demonstra a importância de se conhecer mais sobre os aspectos 

genéticos envolvendo esta proteína, incluindo as variações genéticas que a acomete, tal como 

JAK2V617F. 

 

 

 

Figura 6: Estrutura da proteína JAK2. É constituída por um domínio FERM (JH7-JH5), SH2 (JH4-JH3), 

pseudoquinase (JH2) e quinase (JH1), que é inibida pela porção pseudoquinase que, por sua vez, é o domínio onde 

localiza-se a variante JAK2V617F [A]. A presença de JAK2V617F altera a estrutura do sítio de pseudoativação 

[B1, B2] que se liga ao domínio catalítico da porção quinase [B3], promovendo a ativação constitutiva da proteína, 

desencadeando o distúrbio mieloproliferativo clonal.  

Fonte: Chen e Mullally, 2014(73) – adaptado. 

 

2.2.4.1. JAK2V617F 

Identificada em 2005, JAK2V617F (ID dbSNP: rs77375493)  é uma variante somática 

adquirida com ganho de função, a qual surge a partir da troca de uma guanina (G) por timina 

(T) no nucleotídeo 1.849 do éxon 14 de JAK2, que ocasiona a substituição entre valina (V) e 

fenilalanina (F) na posição 617 da cadeia polipeptídica, afetando o domínio JH2 da proteína 

(Figura 6.B2) (63,69).  

Essa variante interrompe a atividade auto inibitória de JH2, levando a ativação 

constitutiva de JH1 e, consequentemente, da via JAK-STAT, interferindo na sinalização correta 

dos receptores de eritropoietina, fator estimulador de colônia granulócito, fator estimulador de 

colônia granulócito-monócito e trombopoietina. Este processo  causa a transformação de células 

hematopoiéticas em crescimento independente de citocinas, promovendo assim a tumorigênese, 

progressão tumoral e inflamação causada pela estimulação contínua no interior da célula 

hematopoiética, fenótipo definitivo das NMPs (36,65,74,75).  
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Diversos estudos sugerem que a variante supracitada surge em uma célula-tronco 

hematopoiética multipotente, a qual adquire vantagem seletiva sobre a célula hematopoiética 

multipotente normal e promove a diferenciação mieloide, levando a um fenótipo 

mieloproliferativo. Desta forma, o clone mieloide anormal expande e interrompe o 

microambiente medular, promovendo um nicho maligno que favorece as células-tronco 

mutadas em relação às normais, levando à uma eventual mobilização das células maduras para 

o sangue periférico, o que explica a presença da variante nos leucócitos em análises genéticas 

(76,77). Além disso, ativação da via JAK-STAT é mais evidente em pacientes com uma alta 

carga de alelo variante JAK2V617F, demonstrando que há diferenças quantitativas na 

sinalização com base na presença relativa de JAK2V617F heterozigoto ou homozigoto (78).  

Aproximadamente um terço dos casos de PV e MF positivos para JAK2V617F são 

homozigotos com cargas de variante superiores a 50%, ao passo que em TE é mais baixa (cerca 

de 25%) e perto de 100% em mielofibrose pós-PV ou pós-TE (54). Essa homozigose geralmente 

ocorre como consequência da recombinação mitótica do cromossomo 9p, que acompanha a 

variante e a reduz, e qualquer alelo que esteja em desequilíbrio de ligação, para um estado 

homozigoto (79). Esse evento é denominado Dissomia Uniparental Adquirida (DUA) ou perda 

neutra de heterozigosidade do número de cópias (22).  

JAK2V617F é o evento genético mais comum nas Neoplasias Mieloproliferativas 

Crônicas BCR::ABL1 negativas, a qual é detectada em > 95% dos pacientes com PV e de 50% 

a 60% dos pacientes com MF e TE (3,54,78) (Figura 7). Mesmo com o grande benefício que a 

descoberta desta alteração genética trouxe para a terapêutica e diagnóstico das NMPs, algumas 

questões permanecem pouco esclarecidas, principalmente aquelas envolvendo os eventos que 

antecedem a aquisição da mesma, já que ela não é uma variante genética de linha germinativa 

(66). Este cenário começou a ser mudado a partir da descoberta do haplótipo 46/1, cujos estudos 

vislumbram esclarecer grande parte dessas questões. 

 

 
Figura 7: Frequência da variante JAK2V617F e variantes no éxon 12 em pacientes com Neoplasias 

Mieloproliferativas Crônicas BCR::ABL1 negativas. 

Fonte: Torres et al., 2022(51) - adaptado.  
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2.2.4.2. Haplótipo 46/1  

Os seres humanos são organismos diploides com duas cópias de cada cromossomo, as 

quais são semelhantes entre si e diferem-se apenas em uma pequena fração de informação 

(0,1%) (80). Essas diferenças geralmente estão contidas em sítios de alterações genéticas de 

base única denominadas variante de nucleotídeo único (do inglês Single Nucleotide Variant  - 

SNV), as quais são as variações de maior frequência no genoma humano, estimada em milhões 

de bases e contribuem para diferenças interindividuais hereditárias em fenótipos complexos 

(81). Um conjunto intimamente ligado de variações genéticas presentes no mesmo 

cromossomo, que não são facilmente separáveis por recombinação e, portanto, tendem a ser 

herdados juntos, é denominado haplótipo (82).  

Os haplótipos podem ser usados para estudar a migração humana, seleção evolutiva, 

estrutura populacional, imputação de regiões intrônicas e melhorar o poder de associação 

genética entre variantes patológicas (83). Entre 2008 e 2009, uma das primeiras linhas 

investigativas envolvendo haplótipos e as NMPs foi relatada por três grupos de pesquisa 

independentes (84,85). O haplótipo 46/1 (Figura 8) foi a primeira variante de risco da linha 

germinativa descrita em NMP e um dos primeiros indícios de predisposição hereditária, além 

de ser associado a casos de esplenomegalia, trombose da veia porta e síndrome de Budd-Chiari 

em pacientes positivos para JAK2V617F (25,86–88).  

O haplótipo 46/1 estende-se em um bloco com cerca de 250-280 kb localizado no 

cromossomo 9p.24.1. Nesta região localizam-se os genes JAK2, Insulin like 6 (INSL6 – 

RefSeq.: NG_046969.1; ID HGNC: 6089) e Insulin like 4 (INSL4 – RefSeq.: NC_000009.12; 

ID HGNC: 6087), sendo esses com baixa ou nenhuma expressão no sistema hematopoiético 

(25,77,79,89,90).   
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Figura 8: Representação do haplótipo 46/1. Esta sequência estende-se por 250-280 kb do cromossomo 9, engloba 

três genes (JAK2, INSL6, INSL4) e regiões com grande taxa de variante de JAK2, como o éxon 12 e éxon 14. 

Quatro variantes (rs3780367, rs10974944, rs12343867 e rs1159782) são usadas para marcar o haplótipo e 

estabelecem a nomenclatura “GGCC”, como também é conhecido(91). 

Fonte: Paes (2023).  

 

Grande parte destas variantes estão em desequilíbrio de ligação (DL) estreito, uma 

associação não aleatória de alelos em dois ou mais loci a qual está relacionada ao tempo dos 

eventos de variante, distância genética e pode fornecer informações valiosas sobre a localização 

de variantes de doenças a partir de marcadores genéticos (92–94). 

Diversos SNVs foram estudados e sua grande maioria está demonstrado na Figura 9. 

Alguns deles foram usados para definir ou identificar o haplótipo 46/1, entretanto, tais 

alterações genéticas funcionam apenas como marcadores e as variantes causais verdadeiras 

ainda permanecem pouco conhecidas ou totalmente ocultas no bloco DL (79).  

Quatro SNVs em DL são consideradas os marcadores mais estudados do haplótipo: 

rs3780367 (NC_000009.12:5068754:T:G; c.1327-267T>G), rs10974944 

(NC_000009.12:g.5070831; c.1641+779C>G), rs12343867 (NC_000009.12:g.5074189:T:C; 

c.1864+404T>C) e rs1159782 (NC_000009.12:g.5078117:T:C; c.1993-189T>C), localizados 

nos íntrons 10, 12, 14 e 15, respectivamente e com o alelo de menor frequência (MAF, do inglês 

Minor Allele Frequency) (95) demonstrada na Figura 10. Entre as 4 variantes, rs10974944 foi 

a primeira associada ao surgimento de NMPs (20). Estudos realizados na Europa, Japão, China, 

América do Norte e Brasil demonstraram que o alelo mutante (G) apresentou maior frequência 



43 

em todos os pacientes NMPs, especialmente os positivos para JAK2V617F, do que na 

população de controle (20,82,86,96–98).  
 

 
SNV Referência Conclusões 

rs10974944 

(96), (86), 

(97), (99), 
(82), (20), 

(98), (91), 

(17) 

Estudos realizados em populações de origem brasileira, japonesa e chinesa; resultado 
dos estudos demonstram que esta variante possui forte associação com pacientes NMP 

JAK2V617F positivos do que nos controles; é um alelo de risco para NMP. 

rs12686652 
(86) 

Significativamente maiores em pacientes com PV do que em controles, mas sem 

associação com NMP na população japonesa. rs12335546 

rs12343867 

(86), (97), 

(87), (90), 

(99), (98), 

(17) 

Associado a JAK2V617F positivos na população do Japão, China e Taiwan, em especial 

a indivíduos com PV; é usado como marcador do haplótipo, foi relatada associação 

com esplenomegalia e está em DL com outros SNVs do haplótipo 46/1.   

rs4495487 (86) 
Mais frequente em PV do que em controles japoneses; não foi relatado em populações 

caucasianas; pode contribuir para o fenótipo NMP. 

rs691857 

(99) Sem associação significativa. 
rs17803986 

rs7848509 

rs10758677 

rs3780367 (99), (17) 
Em desequilíbrio de ligação com outros marcadores do haplótipo; associação 

significativa com NMP, mas sem dados sobre população. 

rs12340895 (98) 
Associado a NMP JAK2V617F positivo em chineses; sobreviveu a 50.000 permutações 

em testes laboratoriais. 

rs12342421 (98) 
Associado à predisposição para o desenvolvimento de NMP positivo para JAK2V617F 

em 3,55 vezes para o alelo C menor (em chineses), independente do haplótipo 46/1. 

rs1159782 (17), (91) Está em desequilíbrio de ligação com marcadores do haplótipo 46/1. 

rs10119004 

(98) Associados a JAK2V617F positivos; relatados pela primeira vez em um mesmo estudo 

rs12343065 

rs10815162  

rs7857730 

rs7847294 

rs3780378 

rs2149556 

rs2149555 
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rs1887428 (23) SNV de interesse. Pode alterar a taxa de expressão de JAK2. 
 

Figura 9: Localização das variantes identificadas em estudos direcionados ao haplótipo 46/1 e suas respetivas 

informações descritas na literatura. Variantes sem descrição na literatura foram identificadas através de análise de 

dados do projeto HapMap (100).  

Fonte: Paes et al. (2022) – adaptado. 

  

 

 
Figura 10: MAF dos marcadores do haplótipo 46/1. As frequências foram mensuradas a partir de amostras 

coletadas de indivíduos de origem mexicana residentes na Califórnia e Texas (Estados Unidos), Porto Rico, 

Colômbia, Peru, Gâmbia, Nigéria, Quênia, Itália, França, Reino Unido, Finlândia, Paquistão, Índia, China e 

Japão(95,101–105)  

Fonte: Paes et al. (2022) – adaptado.  

 

2.2.4.2.1. Associação entre o haplótipo 46/1 e a variante JAK2V617F 

A aquisição de mutações somáticas é um mecanismo patogênico de grande relevância 

no desenvolvimento das Neoplasias Mieloproliferativas crônicas, mas fatores genéticos 

antecessores a elas também desempenham papel importante no seu desenvolvimento(86). 

Existem duas hipóteses que explicam a associação entre o haplótipo 46/1 e a variante 

JAK2V617F: hipótese de hipermutabilidade e hipótese de solo fértil (18,109).  

A “hipótese de hipermutabilidade” considera 46/1 como mais geneticamente instável, 

capaz de adquirir JAK2V617F mais rápido quando comparado a outros haplótipos (89). O 

suporte para esta hipótese vem da observação de que JAK2V617F aparentemente surgiu pelo 

menos duas vezes em alguns indivíduos, e possivelmente pelo fato das mutações do éxon 12 

estarem associadas a 46/1, embora com um risco mais fraco (79,110). Em contrapartida, a 
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“hipótese de solo fértil” parte do princípio de que células-tronco hematopoiéticas portadoras do 

46/1 possuem vantagem seletiva quando ocorrem mutações oncogênicas (89,97). Mesmo com 

proposições diferentes, uma hipótese não anula a outra e ambas podem coexistir no cenário 

genético dessas neoplasias (Figura 11) (82). 

 

Figura 11: Ação do haplótipo 46/1 considerando a hipótese de hipermutabilidade e solo fértil em atuação mútua. 

Fonte: Jones e Cross, 2013(79) – adaptado.  

 

Uma terceira hipótese sugerida é que o haplótipo está relacionado a uma elevada 

expressão de JAK2, INSL6 e INSL4, causando recombinação de DNA, surgimento de variações 

genéticas ou metilação anormal da região promotora (91,111). Um estudo demonstrou que 

pacientes NMPs positivos apresentam uma expressão elevada de mRNA (RNA mensageiro) de 

JAK2, o que estaria relacionado a maior probabilidade de divisão das células mieloides em 

respostas à citocinas ativadoras da proteína, tornando-as propícias a erros de replicação (91).  

A presença do haplótipo pode influenciar na aquisição de mutações somáticas em JAK2, 

bem como facilitar a expressão de INSL6 e INSL4 em células do estroma medular, levando a 

uma produção excessiva de citocinas com ação pró-inflamatória e pró-mieloide, gerando um 

ambiente propício para o clone mutado. De forma geral, o haplótipo pode ser descrito como um 

fator de suscetibilidade genética do hospedeiro para resposta mieloide inadequada a citocinas, 

levando a um estado inflamatório intensificado e risco aumentado de neoplasias mieloides, o 

qual é acelerado pela aquisição de alterações genéticas somáticas (91,111).  

 

2.2.4.2.2. O haplótipo 46/1 e hereditariedade das NMPs 

O desenvolvimento de uma neoplasia hematológica é dependente de diversos fatores 

como o envelhecimento, ambiente e genética do hospedeiro. Os fatores genéticos herdados 

alteram o risco em cada fase do desenvolvimento, desde a aquisição do câncer até sua 

progressão (112). As formas hereditárias das NMPs  podem ser divididas em duas categorias 

principais: (1) síndromes hereditárias que afetam uma única linhagem com herança mendeliana, 

alta penetrância e hematopoiese policlonal; e (2) predisposição hereditária para NMP 
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verdadeira, caracterizada por baixa penetrância, hematopoiese clonal, presença de mutações 

somáticas (por exemplo, JAK2V617F)  e risco de progressão para leucemia mieloide aguda 

(112,113). 

Na predisposição hereditária verdadeira, há possibilidade de ocorrência em dois ou mais 

membros da mesma família e, neste contexto, o termo “familiar” é usado para descrever uma 

alteração desconhecida da linha germinativa que predispõe a aquisição de uma NMP (112). Um 

estudo caso-controle, incluindo mais de 11.000 pacientes com NMP e seus quase 25.000 

parentes de primeiro grau, detectou um risco de 5 a 7 vezes maior de desenvolver NMPs entre 

parentes de primeiro grau de pacientes com NMP (22). Outra pesquisa realizada com 72 

famílias caracterizou 50% indivíduos incluídos no estudos com um padrão de herança 

consistente com dominância autossômica com penetrância incompleta (9).  

Há evidências crescentes sugerindo os fatores hereditários como responsáveis por um 

efeito mais amplo sobre a suscetibilidade ao desenvolvimento de NMP (79,114). Mutações 

somáticas vistas em NMP familiar são responsáveis pela vantagem proliferativa e posterior 

clonalidade celular, enquanto o componente herdado predispõe à aquisição de mutações 

somáticas (112,115). Neste cenário, avaliar as variantes que fazem parte do haplótipo de linha 

germinativa 46/1 em casos familiares torna-se pertinente para conhecer o comportamento do 

mesmo dentro do cenário da hereditariedade e a sua possível relação com a NMP familiar.  

 

 

2.2.4.3.Região promotora 

 

A região promotora de um gene é uma sequência de DNA localizada próxima ao início 

da região codificadora. Essa porção do DNA desempenha um papel crucial na regulação da 

expressão gênica, controlando a taxa de transcrição de um gene por meio de sítios de regulação, 

enhancers (interagem com fatores de transcrição para modular a atividade da RNA polimerase) 

e outros elementos regulatórios (116).  

A identificação de alterações genéticas na região promotora tem adquirido crescente 

importância na prática médica, contribuindo para a compreensão dos mecanismos etiológicos 

de doenças complexas, sobretudo neoplasias (27,117,118). Essas alterações genéticas podem 

desencadear ou potencializar o surgimento de condições patológicas, ao mesmo tempo em que 

podem exercer um efeito protetor, por meio de processos como metilação e modulação de sítios 

de ligação de fatores de transcrição (119,120). 

O conhecimento sobre variantes genéticas no promotor de JAK2 e neoplasias 

mieloproliferativas é incipiente. Todavia, o SNV rs1887428 (NC_000009.12:g.4984530G>C; 
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MAF de C: 52%) possui associações com doença inflamatória intestinal (DII), lúpus sistêmicos, 

doença de Chron, colite ulcerativa e colangite esclerosante primária descritos na literatura 

(119,121).  

Nas NMPs, rs1887428 foi descrita como uma variante como um potencial alelo de 

interesse, a qual, segundo a pesquisa, está significativamente associada a NMP (23). Após 

ensaios laboratoriais, atestou-se uma atividade transcricional aumentada em células contendo o 

alelo de risco em rs1887428, sugerindo que a ligação aumentada do fator de transcrição em 

rs1887428 pode levar ao aumento da expressão de JAK2 e conferir uma vantagem seletiva em 

células contendo o haplótipo de risco(23). Logo, outros SNVs localizados próximos a ele, tais 

como rs6476933 (NC_000009.12:g.4984154C>T; MAF de T: 28%), rs73389454 

(NC_000009.12:g.4984519A>C; MAF de C: 1,5%) e rs1887429 

(NC_000009.12:g.4984549G>T; MAF de T: 28%) podem ser úteis em investigações 

envolvendo o nível de expressão do gene JAK2 em NMPs. 
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3. OBJETIVOS  

 

3.1.  Objetivo geral 

Investigar a presença do haplótipo 46/1 e variantes da região promotora do gene JAK2 

em pacientes com neoplasias mieloproliferativas BCR::ABL1 negativos atendidos na Fundação 

Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (FHEMOAM). 

 

3.2. Objetivos específicos 

• Identificar as variantes do haplótipo 46/1 presentes no íntron 12 (pesquisa pelo alelo G 

do rs10974944) e região promotora (pesquisa pelo alelo T do rs6476933, alelo C do 

rs73389454, alelo G do rs1887428 e alelo T do rs1887429) do gene JAK2;  

• Estimar as frequências alélicas e genotípicas para as variantes do haplótipo 46/1 (íntron 

12) e região promotora do gene JAK2; 

• Investigar a associação entre haplótipo 46/1 (íntron 12), região promotora de JAK2 e 

JAK2V617F; 

• Mensurar o grau de desequilíbrio de ligação entre as variantes do íntron 12, região 

promotora e JAK2V617F.  
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

4.1. Tipo e área de estudo 

O estudo foi do tipo descritivo-correlacional transversal, desenvolvido na Fundação 

Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (FHEMOAM). 

 

4.2. População do estudo 

A população de estudo é composta de indivíduos atendidos na FHEMOAM, recrutados 

no período entre julho de 2021 a julho de 2022, com diagnóstico clínico de neoplasias 

mieloproliferativas (NMPs) BCR::ABL1 negativas: policitemia vera (CID45), trombocitemia 

essencial (CID47.3) e mielofibrose primária (CID47.4).  

 

4.3. Recrutamento de pacientes  

Os pacientes foram captados do Sistema de Atendimento Médico e Estatístico (SAME) 

e sistema iDoctor. Após identificação, os pacientes foram contactados por meio de telefonemas, 

com apresentação do pesquisador seguida de uma breve conversa sobre a proposta do projeto.  

Em seguida, foram convidados a participar da pesquisa, onde fez-se o agendamento da coleta 

para o mesmo dia que os mesmos possuam consultas marcadas com o médico hematologista 

que faz o seu acompanhamento. 

A participação desses indivíduos aconteceu mediante explicação detalhada do Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 9.2), apresentação do documento de 

identificação do pesquisador e esclarecimento de todas as dúvidas para, em seguida, realizar a 

assinatura do documento, sendo uma via entregue ao participante e outra via arquivada com a 

equipe da pesquisa. 

 

4.4. Critérios de inclusão, não-inclusão e exclusão 

Foram incluídos pacientes com diagnóstico clínico de NMPs BCR::ABL1 negativas, 

ambos os sexos, com idade a partir de 18 anos com recebimento ou não de terapia citorredutora 

e atendidos na Fundação Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas.  

Foram excluídos pacientes que não apresentam as informações necessárias para a 

caracterização clínica e laboratorial da possível NMP, pacientes com amostras de material 

genético de má qualidade, degradadas, ou que optaram em desistir da pesquisa, como é 

estabelecido no TCLE.  
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4.5. Fluxograma de trabalho 

As atividades foram divididas em diversas etapas, onde as principais estão demonstradas 

na Figura 12 e descritas nas sessões seguintes.  

 
Figura 12: Fluxograma de atividades do projeto. Observa-se uma divisão de quatro categorias de atividades 

(captação de pacientes, obtenção da amostra, análise molecular e estatística) necessárias para obtenção dos 

resultados.  

Fonte: Paes (2023). 

 

4.6. Aspectos éticos 

Este estudo faz parte de um projeto principal intitulado “Caracterização molecular de 

pacientes com Neoplasias Mieloproliferativas Crônicas”, o qual foi submetido ao Comitê de 

Ética e Pesquisa (CEP) da Fundação Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas 
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(FHEMOAM) e aprovado com o número de parecer 4.450.813 e Certificado de Apreciação 

Ética (CAAE) identificável pelo número 39991420.6.0000.0009 (Anexo 9.1), como 

estabelecido pelas normativas da Resolução Nº 466 de 12 de Dezembro de 2012, a qual trata 

sobre as diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos, e 

respeitando as diretrizes da Declaração de Helsinque e de Boas Práticas Clínicas (GCP).  

Os dados obtidos durante a pesquisa foram mantidos em anonimato durante todo o 

período estabelecido e utilizadas apenas para fins investigativos. 

 

4.7.Coleta de dados do prontuário 
 

Quanto aos dados contidos em prontuários, foram consultadas informações relacionadas 

ao gênero, idade, presença de esplenomegalia manifestação de eventos cardiovasculares, 

trombóticos ou hemorrágicos e dados do hemograma. Esses dados foram coletados e 

armazenados em um banco de dados para melhor organização e manuseio dos dados bem como 

montagem de banco de dados para posterior análise estatística. 

 

4.8. Coleta de sangue e armazenamento 

As amostras de sangue periférico foram coletadas por punção venosa em três tubos com 

sistema a vácuo contendo EDTA (BD Vacutainer® EDTA K2), ideais para coleta de amostra 

que serão usadas em testes moleculares. São excluídas amostras com quantidade abaixo de 2 

mL, hemolisadas, coaguladas ou lipêmicas. Em seguida, a amostra foi aliquotada em criotubos, 

identificadas com o código do paciente e armazenadas a -80ºC.  

 

Figura 13: Processo de coleta, identificação, aliquotagem e armazenamento de amostra.  

Fonte: Paes (2023).  

 

 

4.9. Extração de DNA 

A extração de DNA foi realizada com Brazol, está ilustrada na Figura 14, e seguiu as 

recomendações do fabricante (Anexo 9.4).  
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Figura 14: Processo de extração de DNA e precipitação de DNA. Legenda: H2Odd – água destilada dupla; rpm – 

rotações por minuto; min – minutos 

Fonte: Paes (2023).  

 

A quantificação do material extraído foi realizada por espectrofotometria com o 

Nanodrop modelo 2000c (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA), aferindo-se as relações 

260/280 e 230/260, sendo que esta última mensura também a qualidade da amostra. Em seguida, 

o material será armazenado (-80 ºC) até a realização das análises moleculares.  

 

4.10. Análise molecular 

A identificação dos pacientes positivos para variante JAK2V617F foi realizada pela 

Msc. Dania Isamary Gutiérrez Torres durante seu projeto de mestrado intitulado 

“Caracterização molecular de variantes no gene JAK2 em pacientes com Neoplasias 
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Mieloproliferativas crônicas BCR::ABL1 negativo”, o qual também faz parte do projeto 

principal em que se encontra a presente pesquisa.  

A investigação molecular foi dividida em 4 etapas: desenho de oligonucleotídeos 

iniciadores, reação em cadeia da polimerase, purificação da PCR por PEG e sequenciamento.  

 

4.10.1. Desenho de oligonucleotídeos iniciadores 

Foram desenhados oligonucleotídeos iniciadores (primers) específicos para 

investigação das variantes de interesse. O delineamento da região foi realizado com base na 

sequência de referência do gene JAK2 (NG_009904.1) e a localização das variantes de interesse 

disponibilizadas pelo Relatório de Referência SNP (dbSNP) do National Center for 

Biotechnology Information – NCBI - (disponível em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/). As 

sequências (gene e variantes) foram armazenadas no software Geneious (Biomatters, v6.0.6), 

onde foi realizado um mapeamento dos SNVs na sequência do gene de referência, o que facilita 

a seleção da área de desenho dos oligonucleotídeos e futura análise genética.  

Após seleção da área gênica, fez-se a elaboração dos iniciadores na ferramenta online 

OligoAnalyzer (disponível em: https://www.idtdna.com/calc/analyzer) considerando as 

concentrações de oligonucleotideos (0,25 µM), Magnésio (2,5 mM), Sódio e 

desoxirribonucleotídeos trifosfatados (ambos a 0 mM). Características estruturais e 

termodinâmicas como tamanho, temperatura de melting (Tm), Selfdímero (SD), Heterodímero 

(HD) e Harpin (H) também foram avaliadas nesta mesma ferramenta. Em seguida, as 

sequências dos primers passaram por análise no PrimerBlast (disponível em: 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), outra ferramenta do NCBI utilizada para 

mensurar a especificidade dos iniciadores com os alvos de interesse.  

O conjunto de primers, descrito no quadro 5, foi desenhado conforme ilustrado na Figura 

15. Os iniciadores designados para a região promotora (PromotorFW e PromotorRV) 

flanqueiam uma região com 4 SNVs de potencial interesse (rs6476933, rs73389454, 

rs1887428, rs1887429). Já os inicadores relacionados ao íntron 12 (Íntron12FW e Íntron12RV) 

flanqueiam uma região com duas variantes já descritas na literatura, uma delas (rs10974944) 

com grande associação à JAK2V617F.  
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Quadro 5: primers desenhados para as reações de PCR 

Região Primer Sequência (5’ → 3’) Amplicon 

Intron 12 
IntronFW CCAACTGAGTTTCCTTGCAG 

572 pb 
IntronRV CTAGGTTAAGAGTATGTGGTTCC 

Promotor 
PromotorFW GTCATGGGACTGGTTCATTCTCATC 

673 pb 
PromotorRV TTTCGGCTTTTCCTTCCACCTCC 

  

 

Figura 15: Estratégia para o desenho dos primers para as regiões de interesse no presente estudo: [A] região 

promotora e [B] íntron 12. 

Fonte: Geneious, 2022 - adaptado. 

 

4.10.2. Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

A amplificação do material genético foi realizada por meio de reação em cadeia da 

polimerase (PCR). A concentração das reações está descrita na tabela 1 e ciclagem no quadro 

6.  

Tabela 1: Concentração dos reagentes utilizados na reação de PCR. 

Regentes Íntron 12 Promotor 

H2O - - 

Tampão (10x) 1x 1x 

MgCl2 (50Mm) 1,5mM 2,5mM 

Primer FW (10 µM) 0,4 µM 0,4 µM 

Primer RV (10 µM) 0,4 µM 0,4 µM 

dNTP mix (10 mM) 0,2 mM 0,2 mM 

TAQ 5U/µL 1 U 1 U 

DNA > 30 ng > 30 ng 
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Quadro 6: ciclagem utilizada na reação em cadeia da polimerase (PCR) 

Íntron 12 

Temperatura Fase Tempo Ciclos 

94°C Desnaturação inicial 4 minutos 1x 

94°C Desnaturação 30 segundos 

 

40x 
58°C Anelamento 30 segundos 

72°C Extensão 40 segundos 

72°C Extensão final 7 minutos 1x 

Promotor 

Temperatura Fase Tempo Ciclos 

94°C Desnaturação inicial 4 minutos 1x 

94°C Desnaturação 30 segundos 

40x 64°C Anelamento 30 segundos 

72°C Extensão 45 segundos 

72°C Extensão final 7 minutos 1x 

 

Os produtos das reações foram visualizados mediante eletroforese em gel de agarose 

1,5%, corado com brometo de etídio 

 

4.10.3. Purificação da PCR com polietilenoglicol (PEG) 

Após a amplificação, o material será purificado com polietilenoglicol (PEG) visando a 

remoção de nucleotídeos e iniciadores não incorporados na PCR que podem interferir na reação 

de sequenciamento(122). O protocolo seguiu as orientações do fabricante e está demonstrado 

no Anexo 9.8. Antes de armazenar as amostras a -80 ºC, armazene a 4-5 ºC por algumas horas 

para melhor eluição de DNA. Por último, quantificar as amostras pelo menos 3 dias após 

precipitação, passando do freezer (-80 ºC) à geladeira 4-5 ºC pelo menos 2 horas antes da 

quantificação. 

 

4.10.4. Sequenciamento e análise de sequências  

Aproximadamente 5-30 ng de produto de PCR purificado foi aplicado na reação de 

sequenciamento. O sequenciamento dos nucleotídeos foi realizado usando BigDye® 

Terminator v3.1 (Applied Biosystems), seguindo recomendações do fabricante e os primers 

descritos anteriormente. Os produtos foram purificados pelo protocolo de EDTA/Etanol, e 
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avaliados no sequenciador automático 3500 XL Genetic Analyzer® (Applied BioSystems, 

USA), com polímero POP-7. As sequências foram inicialmente analisadas no software 

Sequencing Analysis (Applied biosystem [Thermo Fisher Scientific, São Paulo, Brazil]). 

Software Geneious 6.0.6 (Biomatters, USA) usado para fazer o mapeamento das variantes e 

comparação com a sequência de referência Homo sapiens Janus kinase 2 (JAK2), (NCBI: 

NG_009904.1). 

 

4.11.  Análise de DL e haplótipos 

As frequências dos haplótipos foram calculadas usando o software Haploview (v.4.2), 

como medida do Desequilíbrio de Ligação (DL). Haplótipos com frequências <1% não foram 

considerados relevantes para comparações. O grau de pairwise entre os nucleotídeos foi 

analisado pela estrutura LD, considerando valores de r2 >0,8 como DL forte, <0,8 para fraco e 

<0,1 como DL negativo. O equilíbrio de Hardy-Weinberg foi calculado comparando as 

frequências estimadas com as observadas dos genótipos pelo teste Qui-Quadrado (χ2).  

 

4.12.  Análise estatística  

Os resultados obtidos passaram pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Variáveis 

categóricas foram expressas por valor absoluto (n) e frequência relativa (%), e foram testadas 

pelo Qui-Quadrado (χ2) e teste exato de Fisher com intervalo de confiança de 95%. As variáveis 

numéricas foram expressas por mediana (Md) e intervalo interquartílico [IIQ] com percentil de 

75% através do software GraphPad Prism v.9.0.2. Para as variáveis não paramétricas foi 

realizado o teste de Kruskal-Wallis. Para ambas as análises foi realizado o pós-teste de Dunn’s 

para múltiplas comparações, também pelo software GraphPad Prism v.9.0.2. Valores de p <0.05 

consideraram-se estatisticamente significativos. 
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4.13. Cronograma de atividades 

 

Nº Atividades 
01/2021 02/2021 

Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez 

01 Créditos – Disciplinas C C C C C C C C C C   

02 Revisão Bibliográfica C C C C C C C C C C C C 

03 Coleta de amostras      C C C C C C C 

04 Desenho dos primers        C     

05 
Elaboração do projeto 

para qualificação 
         C C C 

06 Qualificação             C 

N° Atividades 
01/2022 02/2022 

Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez 

01 Qualificação    C          

02 Revisão Bibliográfica C C C C C C C C C C C C 

03 Créditos – Disciplinas C C C C C        

04 Coleta de amostras C C C C C        

05 Extração de DNA        C C    

06 Padronização da PCR   C C         

07 
PCR e sequenciamento 

para o haplótipo 46/1 
       C C C C  

N° Atividades 
03/2023 

Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez 

01 

PCR e sequenciamento 

para o haplótipo 46/1 

(promotor e íntron) 

C C C C         

02 

Sequenciamento da 

região codificante de 

JAK2 

C C C C         

03 

Organização e 

tabulação dos 

resultados 

 C C C         

04 Análises Estatísticas  C C C         

05 Redação da dissertação C C C C C C       

06 
Elaboração dos artigos 

e relatórios 
    

C C 
      

07 Defesa pública       C      

Legenda: C – cumprido.  
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4.14.  Equipe do projeto 

 

 Integrantes do projeto Instituição Formação acadêmica Função no projeto 

01 Jhemerson Fernandes Paes HEMOAM Biomédico Execução do projeto 

02 
Lucivana Prata de Souza 

Mourão 
HEMOAM Bióloga, Dra. Orientadora 

03 Andréa Monteiro Tarragô HEMOAM 
Farmacêutica-Bioquímica, 

Dra. 
Coorientadora 

04 
George Allan Villarouco da 

Silva 
HEMOAM Biólogo, Dr. Colaborador 

05 
Dania Isamary Gutiérrez 

Torres 
HEMOAM Biomédica 

Coleta de amostra, 

identificação de 

JAK2V617F 

06 Allyson Guimarães da Costa HEMOAM Enfermeiro, Dr Colaborador 

07 Adriana Malheiro Alle Marie HEMOAM Bióloga, Dra. Colaboradora 

08 Deborah Canté de Aquino HEMOAM Bióloga 
Coleta de amostras 

biológicas 

09 
Emanuela Vitória Barbosa 

Alves 
HEMOAM Biomédica 

Coleta de amostras 

biológicas 

10 Erycka Alves de Mesquita HEMOAM Farmacêutica 
Coleta de amostras 

biológicas 

11 Miliane Araújo de Sousa HEMOAM Biomédica 
Coleta de amostras 

biológicas 
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4.15. Financiamento e infraestrutura 

O projeto possui financiamento próprio, sendo realizado nos laboratórios 

Multidisciplinar de Pesquisa e Laboratório de Genômica da Fundação HEMOAM. Leituras de                

Sequenciamento foram realizadas no Laboratório de Genômica no Centro de Apoio 

Multidisciplinar (CAM) da Universidade Federal do Amazonas (UFAM).  

 

 

 

 

  



60 

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

CAPÍTULO I: 

 

 

JAK2 Variant Signaling: Genetic, Hematologic and Immune Implication in Chronic 

Myeloproliferative Neoplasms 

 

Torres, D.G.; Paes, J.; da Costa, A.G.; Malheiro, A.; Silva, G.V.; de Souza Mourão, L.P.; 

Tarragô, A.M. JAK2 variant signaling: genetic, hematologic and immune implication in 

chronic myeloproliferative neoplasms. Biomolecules 2022, 12, 291.  

 

Artigo de revisão publicado na revista Biomolecules 

DOI: 10.3390/biom12020291 

ISSN 2218-273X) 

Fator de Impacto: 4.87  

Qualis CAPES A1  



61 

 

 

 

Sinalização da Variante JAK2: Implicação Genética, Hematológica e Imunológica em 

Neoplasias Mieloproliferativas Crônicas 

 

Dania G. Torres1, Jhemerson Paes1, Allyson G. da Costa1,2, Adriana Malheiro1,2, Jorge V. Silva1,3,4, 

Lucivana P. de Souza Mourão1 e Andréa M. Tarragô1,5,* 

 

1 Programa de Pós-Graduação em Ciências Aplicadas à Hematologia, Universidade do Estado do Amazonas 

(UEA), Manaus 69850-000, AM, Brasil 

2 Programa de Pós-Graduação em Imunologia Básica e Aplicada, Universidade Federal do Amazonas (UFAM), 

Manaus 69067-005, AM, Brasil 

3 Fundação Oswaldo Cruz–Instituto Leônidas e Maria Deane (Fiocruz), Manaus 69027-070, AM, Brasil 

4 Fundação Centro de Controle de Oncologia do Amazonas (FCECON), Manaus 69040-010, AM, Brasil 

5 Fundação Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (FHEMOAM), Manaus 69050-001, AM, 

Brasil 

* Autores a quem a correspondência deve ser endereçada. 

 

RESUMO 

A variante JAK2 V617F constitui uma alteração genética de maior frequência nas neoplasias 

mieloproliferativas crônicas BCR/ABL1 negativas, que é causada pela substituição de um G ˃ 

T na posição 1849 e resulta na substituição de valina por fenilalanina no códon 617 da cadeia 

polipeptídica. Características clínicas, morfológicas e genéticas moleculares definem os 

critérios diagnósticos de policitemia vera, trombocitemia essencial e mielofibrose 

primária. Atualmente, JAK2 V617F está associado a hematopoiese clonal, instabilidade 

genômica, desregulações na hemostasia e resposta imune.  Os clones JAK2 V617F induzem 

uma resposta imune inflamatória e levam a um processo de imunotrombose. Pesquisas recentes 

têm demonstrado grande interesse em tentar entender os mecanismos associados à sinalização 

de JAK2 V617F e ativação de respostas celulares e moleculares que contribuem 

progressivamente para o desenvolvimento de condições inflamatórias e vasculares em 

associação com neoplasias mieloproliferativas crônicas. Assim, o objetivo desta revisão é 

descrever os principais achados genéticos, hematológicos e imunológicos que estão ligados à 

sinalização da variante JAK2 em neoplasias mieloproliferativas crônicas. 

Palavras-chave: sinalização JAK2 V617F; neoplasias mieloproliferativas; hematopoiese 

clonal; hemostasia; imunotrombose; resposta imune. 

 

1. Introdução 

As neoplasias mieloproliferativas crônicas (NMPs) são patologias clonais de células-

tronco hematopoiéticas [1], que se caracterizam por hiperplasia medular e acúmulo de 

elementos da série mieloide, e apresentam maturação progressiva e efetiva [2], porém sem 

afetar a maturação e diferenciação processo da linhagem eritroide, granulocítica e 

https://www.mdpi.com/search?q=JAK2V617F+signaling
https://www.mdpi.com/search?q=myeloproliferative+neoplasms
https://www.mdpi.com/search?q=clonal+hematopoiesis
https://www.mdpi.com/search?q=clonal+hematopoiesis
https://www.mdpi.com/search?q=hemostasis
https://www.mdpi.com/search?q=immunothrombosis
https://www.mdpi.com/search?q=immune+response
https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#B1-biomolecules-12-00291
https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#B2-biomolecules-12-00291
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megacariocítica [ 3 ]. Essas alterações levam a leucocitose no sangue periférico, aumento da 

massa eritrocitária, trombocitose e, em casos mais graves, fibrose medular ou transformação 

leucêmica [2]. 

Os primeiros estudos sobre NMPs datam de 1845, iniciando com a descrição do primeiro 

caso de leucemia mieloide crônica [4]. Desde então, vários estudiosos se dedicaram à análise 

do mecanismo molecular das neoplasias mieloproliferativas crônicas, determinando os aspectos 

semiológicos dessas doenças hematológicas por meio da observação dos sinais, sintomas e 

achados clínicos dos pacientes investigados [5,6,7] . 

Essa visão clínica ganhou um novo aliado em 1960 com a descoberta do cromossomo 

Filadélfia, que foi a primeira associação entre uma anormalidade cromossômica e uma doença 

oncológica descrita na história da medicina [3,4,8,9] . A partir dessa descoberta, a história dos 

NMPs mostra que eles entraram na era da genética, quando mais estudos começaram a ser 

desenvolvidos e as pesquisas genéticas ganharam mais espaço no diagnóstico dos NMPs ( 

Figura 1 ) . 

 

Figura 1. Linha do tempo das neoplasias mieloproliferativas. Em cinza, pode-se ver a era clínica dos NMPs, 

baseada em aspectos semiológicos. Em laranja, destaca-se a era genética dos NMPs, pois a pesquisa genética 

associada permitiu identificar alterações genéticas que são marcadores de alguns NMPs, importante fator que 

auxilia no diagnóstico. LMC: leucemia mieloide crônica; BCR/ABL: Rearranjo genético BCR/ABL. 

 

Assim, com as descobertas dos mecanismos moleculares envolvidos nos NMPs, a 

Organização Mundial da Saúde (OMS) determinou parâmetros clínicos e laboratoriais para 

estabelecer o diagnóstico dessas doenças e a OMS, de acordo com sua última revisão em 2016, 

classifica as neoplasias mieloides crônicas de acordo com o presença ou ausência do 

cromossomo Filadélfia (gene de fusão BCR/ABL1) [10,11]. Na classificação NMP positiva para 

BCR/ABL1, a leucemia mieloide crônica (LMC) é responsável por 15 a 20% das leucemias em 

todo o mundo, com incidência de 1 a 2/100.000. A LMC é caracterizada pela presença de um 

desvio à esquerda nos granulócitos que resulta na identificação de menos de 20% dos blastos 

no sangue periférico [4,10]. 

Ao contrário da CML (única entidade BCR/ABL1 positiva, de acordo com a OMS), 

doenças pertencentes ao grupo de BCR/ABL1 NMPs negativas foram descritas, incluindo 

https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#B3-biomolecules-12-00291
https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#B2-biomolecules-12-00291
https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#B4-biomolecules-12-00291
https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#B5-biomolecules-12-00291
https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#B6-biomolecules-12-00291
https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#B7-biomolecules-12-00291
https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#B3-biomolecules-12-00291
https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#B4-biomolecules-12-00291
https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#B8-biomolecules-12-00291
https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#B9-biomolecules-12-00291
https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#fig_body_display_biomolecules-12-00291-f001
https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#B10-biomolecules-12-00291
https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#B11-biomolecules-12-00291
https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#B4-biomolecules-12-00291
https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#B10-biomolecules-12-00291
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policitemia vera (PV), trombocitemia essencial (ET), mielofibrose primária (PMF), leucemia 

neutrofílica crônica (CNL), leucemia eosinofílica crônica (CEL) e neoplasias 

mieloproliferativas não classificáveis [10,11]. No entanto, a policitemia vera, a trombocitemia 

essencial e a mielofibrose primária são as doenças mais frequentes neste grupo [10,12,13], 

tendo a MFo pior prognóstico das três doenças mieloproliferativas [12,14]. Assim como na 

LMC, nos NMPs BCR/ABL1 negativos, os critérios são estabelecidos com base em achados 

genéticos, hematológicos e clínicos, que são organizados na forma de critérios maiores e 

menores para o diagnóstico de PV, ET e PMF, conforme Tabela 1 . 

 

Tabela 1. Critérios diagnósticos para neoplasias mieloproliferativas crônicas clássicas negativas para 

BCR/ABL1. 

Neoplasia Descrição clínica Principais critérios de diagnóstico Critérios de diagnóstico menores 

PV 

Aumento exacerbado da massa 

eritrocitária (contagem total de 

glóbulos 

vermelhos). Geralmente, 

ambos os sexos são 

diagnosticados na 6ª ou 7ª 
década de vida [ 11 ]. A 

incidência global anual é de 

0,3–1,5/100.000 e a taxa de 

sobrevida é de 15 anos [ 2 ]. 

• Hb: >16,5 g/dL para homens (ou Hct: >49%), 

>16,0 g/dL para mulheres (ou Hct: >48% 

mulheres) ou >25% de aumento na massa de 

hemácias [ 2 ] ; 

• A biópsia da medula óssea demonstra 

panmielose com megacariócitos maduros 
pleomórficos; 

• Presença da mutação JAK2 V617F ou 

mutações no exon 12 do gene JAK2 . 

• Redução da concentração sérica 

de eritropoietina [ 10 ]. 

ET 

Aumento da contagem de 

plaquetas com hiperplasia 

megacariocítica. A incidência 

global anual é de 1,03–

2,5/100.000 e o diagnóstico 

geralmente ocorre na 6ª década 

de vida [ 15 , 16 ]. 

Juntamente com a PV, 
apresenta alto risco de 

episódios hemorrágicos e 

trombóticos [ 3 , 12 , 17 , 18 ]. 

• Contagem de plaquetas ≥450 × 10 3 /mm 3 ; 

• Hiperproliferação de megacariócitos 

(alguns deles hiperlobulados, observados 

em biópsia de medula óssea); 

• Aumento leve da granulopoiese e 

eritropoiese; 

• Ausência de critérios para PV, CML e PMF; 

• Presença de mutações no 
gene JAK2 ( JAK2 V617F), CARL , MPL. 

• Presença de marcador clonal ou 

ausência de evidência de 

trombocitose reativa [ 10 ]. 

PMF 

Curso clínico indolente e de 
pior prognóstico. Os pacientes 

apresentam megacariopoiese 

aumentada e hematopoiese 

extramedular [ 2 , 3 , 19 , 20 ] 

Tem uma incidência global 

anual de 1,5–2,0/100.000 e 

geralmente afeta indivíduos 

com mais de 60 a 70 anos de 

idade. 

Fase pré-fibrótica: 

• Proliferação exacerbada da linhagem 

megacariocítica e granulocítica, ausência 

de fibrose reticulínica >1, eritropoiese 

diminuída e hipercelularidade medular 

para a idade do paciente; 

• Ausência de critérios para CML, PV e ET; 

• Presença de mutações no 

gene CALR , JAK2 ( JAK2 V617F) 
ou MPL ou outro marcador clonal. 

Fase pré-fibrótica: 

• Anemia sem causa conhecida; 

• Leucocitose 11 × 10 3 /mm 3 

• Esplenomegalia palpável; 

• Aumento da desidrogenase 

láctica. 

Fase fibrótica: 

• Proliferação megacariocítica e atipia, 

acompanhadas de reticulina grau 2 ou 3 

e/ou fibrose de colágeno; 

• Não preenche os critérios para PV, ET, 

CML, MDS ou outras neoplasias 

mieloides; 

Fase fibrótica: 

• Anemia sem causa conhecida; 

• Leucocitose 11 × 10 3 /mm 3 ; 

• Esplenomegalia palpável; 

• Desidrogenase láctica aumentada 

• Leucoeritroblastose. 

https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#B10-biomolecules-12-00291
https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#B11-biomolecules-12-00291
https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#B10-biomolecules-12-00291
https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#B12-biomolecules-12-00291
https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#B13-biomolecules-12-00291
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• Presença de mutações no gene 

CALR , JAK2 ( JAK2 V617F) ou MPL ou 

ausência de fibrose reativa. 

NMP: neoplasias mieloproliferativas; PV: policitemia vera; TE: trombocitemia essencial; MF: mielofibrose 

primária; Hb; hemoglobina; Ht: hematócrito; LMC: leucemia mielóide crônica; MPL: gene do receptor de 

trombopoietina; CALR: gene da calreticulina. 

 

Dentre os principais critérios de NMP BCR/ABL1 negativo, destacam-se a presença de 

variantes em genes drivers, bem como o gene Janus quinase 2 (JAK2 —HGNC: 6192), o gene 

do receptor de trombopoietina (MPL —HGNC: 7217) e o gene da calreticulina (CALR —

HGNC: 1455). Variações nesses genes, classificadas como mutações driver, são determinantes 

no fenótipo clínico observado em NMPs e resultam na ativação constitutiva de vias de 

sinalização intracelular [12,19] (Figura 2). Geralmente, essas variações genômicas são 

consideradas mutuamente exclusivas entre entidades BCR/ABL1 negativas, e sua ausência não 

exclui seu diagnóstico [10]. No entanto, duas variantes podem ser encontradas no mesmo 

indivíduo, provavelmente de diferentes subclones neoplásicos e frequentemente associados à 

progressão da doença [19,21]. 

 

Figura 2. Mutações condutoras nos genes JAK2, MPL e CALR associadas a neoplasias mieloproliferativas 

crônicas (NMPs). 

 

Essas mutações de driver geralmente surgem novamente; entretanto, 7% dos casos 

envolvem agregação familiar, com herança autossômica dominante e penetrância incompleta, 

e risco 5 a 7 vezes maior para parentes de primeiro grau do paciente com a doença, risco que 

pode envolver as mesmas ou diferentes neoplasias mieloproliferativas 
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[22,23,24]. Embora JAK2 V617F esteja ligado à herança autossômica dominante, a maioria dos 

casos de herança familiar não está associada a variantes do gene JAK2 [25]. No entanto, 

mutações no gene EPOR, VHL, EPAS1, HIF e EGLN foram encontrados em casos de 

policitemia familiar congênita [ 26 ]. 

Assim, alguns fatores determinantes associados às mutações driver devem ser 

considerados, como mutações (somáticas ou germinativas) menos específicas para NMPs, sexo, 

frequência da variante alélica e ordem de aquisição das mutações [27] . Em TE e MF, 12% dos 

pacientes não apresentam nenhuma das mutações condutoras e são chamados de triplo-

negativos. No entanto, análises de sequenciamento completo do exoma identificaram mutações 

nos genes JAK2 e MPL que apresentam uma alta taxa de transformação leucêmica nesses 

pacientes [28]. 

Entre as mutações condutoras, a variante JAK2 V617F é a mais frequente no 

desencadeamento de PV, ET e PMF [10], que são considerados um critério maior na policitemia 

vera, trombocitemia essencial e mielofibrose primária [5, 29,30,31] . A variante JAK2 V617F 

apresenta frequência maior que 95% em indivíduos com PV, e frequência de 55% a 65% em 

indivíduos com TE e PMF, respectivamente [32] A presença de V617F causa sinalização 

aberrante da via JAK/STAT, que é uma via intracelular envolvida em diversos processos 

biológicos, como hematopoiese, resposta imune e ativação de outras vias de sinalização 

intracelular. Assim, a compreensão dos mecanismos de sinalização de JAK2 V617F e das 

principais células envolvidas na imunotrombose pode fornecer uma base para o 

desenvolvimento de estratégias imunoterapêuticas em doenças mieloproliferativas. 

A sinalização constitutiva de JAK2 V617F está ligada à alta expressão de moléculas que 

estão relacionadas à resposta inflamatória, desregulação imune e manifestação de estados 

inflamatórios [33,34,35], achado que atualmente constitui alvos de pesquisa. As citocinas 

relacionadas à imunidade natural são as mais expressas nas neoplasias mieloproliferativas 

crônicas, sendo detectadas até mesmo no estroma medular [34]. Isso sugere que a inflamação 

está relacionada ao início do estroma da medula óssea, que promove fibrose medular e expansão 

clonal [35]. No sangue periférico, a interação entre Células hematopoiéticas, endotélio e 

moléculas imunológicas positivas para V617F potencializam o mecanismo de imunotrombose, 

constituindo assim um fator prognóstico independente e desfavorável na sobrevida de pacientes 

com NMPs [36]. 

Assim, a compreensão dos mecanismos de sinalização de JAK2 V617F e das principais 

células envolvidas na imunotrombose pode fornecer uma base para o desenvolvimento de 

estratégias imunoterapêuticas em doenças mieloproliferativas. Portanto, nesta revisão, 

https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#B22-biomolecules-12-00291
https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#B23-biomolecules-12-00291
https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#B24-biomolecules-12-00291
https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#B25-biomolecules-12-00291
https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#B26-biomolecules-12-00291
https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#B27-biomolecules-12-00291
https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#B28-biomolecules-12-00291
https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#B10-biomolecules-12-00291
https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#B5-biomolecules-12-00291
https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#B29-biomolecules-12-00291
https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#B30-biomolecules-12-00291
https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#B31-biomolecules-12-00291
https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#B32-biomolecules-12-00291
https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#B33-biomolecules-12-00291
https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#B34-biomolecules-12-00291
https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#B35-biomolecules-12-00291
https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#B34-biomolecules-12-00291
https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#B35-biomolecules-12-00291
https://www.mdpi.com/2218-273X/12/2/291#B36-biomolecules-12-00291


66 

 

descrevemos a variante JAK2 V617F e suas implicações para a instabilidade genômica e 

desregulação imune, bem como sua relação com o início da inflamação crônica por meio de 

mecanismos celulares. 

 

2. JAK2 V617F: Implicação Genética nas Vias de Sinalização 

Em 2005, foi descrita a base molecular das doenças mieloproliferativas crônicas, com a 

variante JAK2 V617F (dbSNP ID: rs77375493) caracterizada por uma substituição de base do 

tipo transversão no nucleotídeo 1849 (1849G > T) do éxon 14 do gene JAK2 que codifica uma 

valina através de uma fenilalanina na posição 617 (V617F) [ 37 , 38 , 39 ]. Metabolicamente, 

esta alteração genética leva a uma mutação de ganho de função em JAK2, uma tirosina quinase 

citoplasmática com um papel central na transdução de sinal de receptores do fator de 

crescimento hematopoiético [ 40 , 41]. Essa alteração ocorre no domínio pseudoquinase de 

JAK2, interrompendo o efeito autoinibitório e resultando em fosforilação constitutiva, que gera 

hiperfosforilação, desregula sinais celulares a jusante da via de sinalização JAK2/STAT5 ( 

Figura 3 ), interfere na sinalização correta de receptores de eritropoietina (EPO), fator 

estimulante de colônias de granulócitos (G-CSF), fator estimulante de colônias de granulócitos-

monócitos (GM-CSF) e trombopoietina (TPO), e também aumenta a proliferação celular e a 

resistência à apoptose [ClinVar ID: NM_004972.3 ( JAK2 ): c.1849G > T (p. V617F))] 

[ 3 , 41 , 42 ]. 
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Figura 3. Via de sinalização JAK/STAT. Na ausência de citocinas, a proteína JAK permanece inativa em regiões 

próximas aos domínios intracelulares do receptor. Quando uma citocina se liga a um receptor, JAKproteínas e 

domínios intracelulares do receptor são fosforilados, ativando e recrutando proteínas STAT, que dimerizam e 

translocam para o núcleo para iniciar o processo de transcrição de genes envolvidos na proliferação celular. Além 

da ativação da via JAK/STAT, existe uma interligação com outras vias de sinalização intracelular, entre as mais 

destacadas estão a via Ras/Raf/MAPK e a via PI3K; esta última manifestando interconexão com as proteínas 

JAK1, que ativam indiretamente a via NFkB, os fatores transcricionais que ativam a produção de citocinas (entre 

elas CXCL12, IL-6, IL-8, IL-9, TNF-α e CCL3) e o crescimento fatores identificados no perfil inflamatório de 

indivíduos com neoplasias mieloproliferativas crônicas. JAK: Proteína Janus quinase; STAT: transdutores de sinal 

e ativadores da transcrição; MAPK: proteína quinase ativada por mitógeno; PI3K: fosfoinositol quinase 3; JAK1: 

proteína Janus quinase classe 1; NFkB: kappa de célula B de fator nuclear de cadeia leve; CXCL12: quimiocina 

12 com motivo CXC; IL-6: interleucina 6; IL-8: interleucina 8; IL-9: interleucina 9; TNF-α: fator de necrose 

tumoral alfa; CCL3: ligante de quimiocina 3. 

 

A análise de células germinativas, como células bucais, células T ou ambas, em casos 

de agrupamento familiar de distúrbios mieloproliferativos, mostra ausência do alelo 

variante. Nesse cenário, a variante JAK2 V617F não é o primeiro evento que leva à doença 

[22,40,43]. O haplótipo 46/1 é uma região de 280 Kb do cromossomo 9p que inclui três genes, 

incluindo JAK2. A parte denominada “GGCC” corresponde aos quatro principais 

polimorfismos desse haplótipo (rs3780367, rs10974944, rs12343867 e rs1159782) que se 

iniciam no íntron 10 e terminam no íntron 15 do gene JAK2 [44,45] ( Figura 4). Essas quatro 

variantes estão em completo desequilíbrio de ligação e são herdadas juntas [44,46]. Este 

haplótipo é descrito como um dos responsáveis pelos processos que antecedem a aquisição 

do JAK2 V617F, aumentando a taxa de mutação do locus JAK2 e a probabilidade de adquirir 

mutações com vantagem seletiva, que é o caso do JAK2 V617F e que, por sua vez, , causa 

distúrbios mieloproliferativos clonais [31,45,46,47,48]. 
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Figura 4. Caracterização do haplótipo 46/1 sem o gene JAK2 . O haplótipo, também denominado GGCC, é 

alterado por quatro variantes localizadas no íntron 10 (rs3780367: T > G), íntron 12 (rs10974944: C > G), íntron 

14 (rs12343867: T > C) e íntron 15 (rs1159782: T > C). Pensa-se que a presença deste haplótipo condiciona um 

aumento da taxa de mutação do locus génico em questão, resultando assim no aparecimento de mutações com 

vantagem seletiva, como é o caso do JAK2 V617F . 

 

        Ainda não está claro como a mesma mutação está associada a três fenótipos diferentes 

da doença. Possíveis explicações incluem diferenças interindividuais no background genético, 

aquisição de alterações genéticas adicionais ou na célula-alvo para transformação 

[43]. Assim, JAK2 V617F pode até mesmo comprometer a funcionalidade de linhagens 

celulares que integram os processos hematopoiéticos e inflamatórios. 

 

3. Implicações da Variante JAK2 V617F em Células Positivas e Imunotrombose 

Estudos recentes têm descrito a relação entre os mecanismos e respostas imunes 

expressas por células envolvidas no sistema imune inato e adaptativo (neutrófilos, monócitos, 

macrófagos, linfócitos, células endoteliais e plaquetas) com moléculas importantes da 

hemostasia, fenômeno atualmente chamado de imunotrombose. O processo de imunotrombose 

é multifatorial, geralmente mediado pela hipercelularidade, e provoca alterações nas proteínas 

plasmáticas que são importantes no processo de hemostasia e ativação de moléculas endoteliais, 

produto de adesão e função celular [49,50,51]. A hipercelularidade no sangue periférico é 

resultado da ativação constitutiva da via JAK2/STAT5, que aumenta a viscosidade do sangue 

por meio da interação célula-célula-endotelial e até forma complexos plasmáticos 

[49,50,51,52,53] . Assim, as características de leucocitose, eritrocitose e trombocitose em 

pacientes com NMPs não refletem apenas alterações quantitativas na hematopoiese, mas 

também alterações qualitativas na resposta imune e na hemostasia, por meio da expressão de 

moléculas que favorecem o fenótipo pró-trombótico ativado [50]. Está bem descrito na 

literatura que as complicações vasculares do tipo arterial ou venoso atingem até um terço dos 

indivíduos com NMPs e constituem uma das principais causas de mortalidade nesses indivíduos 

[51,52,54,55,56] , principalmente em TE [53]. 

A ativação da via JAK/STAT está envolvida na resposta inflamatória por se interligar 

diretamente com outras vias de sinalização intracelular envolvidas na produção de citocinas. Di 

Rosa e cols. [57] demonstraram que células CD34+ de indivíduos com PMF apresentaram 

ativação desregulada da via JAK2/STAT1 e ativação significativa de genes envolvidos na via 

IFN-γ (IFN-γ , IRF1 e IFNGR2) em comparação com indivíduos saudáveis, e observaram que 

IFN I e II têm sido descritos como mediadores da imunidade antitumoral através da ativação da 
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via PI3K/AKT/mTOR, que, por sua vez, ativa a via NFkB e promove a apresentação de 

antígenos e secreção de citocinas [56] . 

Por outro lado, a ação da proteína de morte programada (PD-1), mediada pela expressão 

de IFN-γ, que é vital no processo de reconhecimento tumoral, está desregulada em pacientes 

com NMPs, indicando que células hematopoiéticas JAK2 V617F positivas 

de indivíduos com Os NMPs expressam o ligante PD-L1, que é um mecanismo que bloqueia a 

ação dos linfócitos Th e contribui para o escape imunológico das células neoplásicas 

[58,59]. Ao mesmo tempo, isso resulta em sinalização de JAK2/STAT3 até três vezes maior 

que o normal, fato que está ligado à progressão tumoral associada à inflamação [55]. O ensaio 

experimental murino realizado por Prestipino et al. [ 60] demonstrou atividade oncogênica de 

JAK2 com consequente fosforilação de STAT3 e STAT5 que facilita a promoção da atividade 

PD-L1 em células JAK2 V617F positivas e afeta o ciclo de progressão celular de células T, que 

é um achado associado a estados mais avançados de NMPs. 

Na MF, há uma regulação alterada das células T, que é determinada pela ativação 

significativa de linfócitos T CD8+, e esse achado está ligado à ativação de moléculas HLA 

classe I, inflamação crônica e desregulação imunológica, favorecendo assim a ativação de 

fibroblastos e contribuindo para a progressão da fibrose medular e citopenias 

[54]. Curiosamente, a ativação constitutiva de JAK2O V617F não só produz alterações na 

resposta imune celular pelas vias clássicas, como também favorece a ativação indireta da 

secreção de fatores induzíveis por hipóxia (HIF) e eritropoietina (EPO) pela via NFkB, gerando 

um estado hipóxico de gravidade variável que favorece a atrofia tecidual e produção de 

progenitores eritroides, evento que contribui para a produção de citocinas pró-inflamatórias no 

sangue periférico [58]. 

Portanto, JAK2 V617F desregula complexamente a sinalização intercelular através da 

ativação da produção de citocinas e interrupção da homeostase e citotoxicidade das células 

imunes [48]. A desregulação imune em indivíduos com NMPs é confirmada por altas 

concentrações de IL-6, IL-8, GM-CSF, HGF, VEGF, b-FGF e TGF-β em células do estroma 

medular e aumento da produção de IL-6, IL-8 , IL-9, CCL3, CCL4 e TNF-α em células 

sanguíneas periféricas [59]. 

O quadro inflamatório está relacionado ao excesso de citocinas (geralmente IFN tipo I 

e pertencentes à família IL-6), produto da sinalização constitutiva da via JAK2/STAT5/STAT3, 

que ativa diretamente outras vias de sinalização intracelular comprometidas com o produção de 

citocinas pró-inflamatórias [28]. As vias PI3K, MAPK, NFkB e HIF1-α induzem tumorigênese 
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[31] e expressão de mecanismos mediadores da inflamação em neutrófilos, monócitos, 

macrófagos, linfócitos e plaquetas [60] ( Figura 5 ). 

 

Figura 5. A imunotrombose envolve a participação de células hematopoiéticas e células do sistema 

imunológico. Os neutrófilos JAK2 V617F positivos expressam CD11b na superfície celular e secretam enzimas 

como MPO, catepsina G e elastase. A liberação de catepsina G e elastase ativa a sinalização CCL5/PF4 

em JAK2V617F positivo de plaquetas, que é uma interação que cria retroalimentação positiva entre plaquetas e 

neutrófilos, e favorece a produção de IL-6 e ERO. A catepsina e a elastase livres inibem a função da antitrombina 

e do TFPI plasmático, contribuindo para o fenótipo trombótico. Os neutrófilos não mutados são ativados pela ação 
das ERO, que recrutam e ativam monócitos com expressão de PSGL-1 e fator tecidual inativo. Ambas as células 

manifestam adesão rolante e endotelial por moléculas de adesão de ligação expressas em células endoteliais 

(ICAM1, VCAM1, P-selectina, CCL2 e FXII). Simultaneamente, as células endoteliais são ativadas pela ação das 

ERO, liberando vWF e colágeno, formando assim uma interação plaqueta-monócito-neutrófilo, que favorece a 

descarga de material genético e proteico do neutrófilo, iniciando-se a NETose. Isso traz consigo a expressão de 

IL-8 e a ativação de TLR4/TLR2 nas plaquetas, fato que permite a expressão de glicoproteínas receptoras e, 

portanto, a agregação plaquetária. Na NETosis, os eritrócitos são recrutados e liberam hemoglobina e aumentam 

a produção de ERO. O sistema complemento é ativo em resposta à ativação de células imunes, principalmente pela 

ação de C3 e C5, que induz a sinalização de Monócitos JAK2 V617F positivos e monócitos não 

mutados. Monócitos positivos JAK2 V617F expressam PD-1L, que ativa imediatamente PD-1 em JAK2Linfócitos 

V617F, mecanismo responsável pela evasão da resposta imune descrita nas neoplasias mieloproliferativas 
crônicas. O recrutamento e a ativação de células imunes e hematopoiéticas favorecem a conversão do fibrinogênio 

em fibrina, dando origem à formação de trombos, principal fator envolvido nas complicações vasculares descritas 

nas neoplasias mieloproliferativas. MPO: mieloperoxidase; CCL5: quimiocina ligando 5; PF4: fator plaquetário 

4; IL-6: interleucina 6; ROS: espécies reativas de oxigênio; TFPI: inibidor do fator tecidual plasmático; PSGL-1: 

ligando 1 da selectina P; ICAM-1: moléculas de adesão intercelular 1; VCAM-1: molécula de adesão celular 

vascular 1; CCL2: ligante 2 de quimiocina; FXII: fator XII; vWF: fator de Von Willebrand; IL-8: interleucina 

8; TLR2/TLR4: Receptor Toll-like 2/4; C3: componente 3 do complemento; C5: componente 5 do 

complemento; PD-1: proteína de morte programada; PD-L1: ligante 1 da proteína de morte programada. 

 

3.1. Neutrófilos 

Os neutrófilos constituem uma grande porcentagem de leucócitos no sangue periférico 

e estão envolvidos em processos de resposta imune contra antígenos. Os neutrófilos de 

indivíduos com NMPs têm quantidades basais abundantes de espécies reativas de oxigênio 
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(ROS), especialmente em pacientes com PMF, que são induzidas por sinalização ERK 

dependente de JAK2 e fosforilação constitutiva, produzindo NADPH oxidase e ativação de 

neutrófilos pela expressão de mieloperoxidase [61] . 

A ativação e recrutamento de leucócitos contribui para a formação de armadilhas 

extracelulares de neutrófilos (NETs), que são redes formadas por material genético e proteínas 

derivadas de neutrófilos, e que favorecem a ativação celular, produção de espécies reativas de 

oxigênio, ativação e agregação plaquetária e dano endotelial [62]. Os neutrófilos ativados 

expressam CD11b na superfície celular e secretam elastase e mieloperoxidase, o que favorece 

a quimiotaxia de neutrófilos, monócitos e macrófagos e facilita a adesão endotelial 

[63,64,65,66]. Simultaneamente, a expressão das integrinas β1 e β2 nos neutrófilos recrutados 

é favorecida, e as glicoproteínas são expressas pela interligação da via JAK/STAT com Rap1-

GT-Pasa, que possuem afinidade por moléculas de adesão de células vasculares (VCAM-1) e 

por moléculas intercelulares moléculas de adesão (ICAM-1) expressas por células endoteliais 

[67,68,69,70], aumentando assim a adesão endotelial. Da mesma forma, a expressão do ligante 

1 da selectina P (PSGL-1) e da molécula de adesão celular tipo 1 (MAC-1) em neutrófilos 

contribui para a liberação de catepsina G (enzima de degradação neutrofílica importante na 

eliminação de patógenos e na degradação de componentes em sítios inflamatórios), que 

juntamente com a elastase, determina um feedback positivo através da expressão de CCL5 e 

fator plaquetário 4 (PF4) nas plaquetas, estimulando a expressão de P-selectina e GPIba nas 

plaquetas e favorecendo o processo de trombogênese [52] . Um achado interessante é que tanto 

a elastase quanto a catepsina G bloqueiam o inibidor da via do fator tecidual (TFPI) e a 

antitrombina (AT), que são dois potentes anticoagulantes naturais, e isso contribui para a 

ativação da via do receptor da proteinase 4 (PAR4) nas plaquetas, Exposição ao fator de Von 

Willebrand e início da cascata de coagulação [51,71]. 

Assim, a ativação de neutrófilos permite a liberação de complexos DNA-histona 

(especialmente H3 e H4) que induzem a produção de NETs e ativação plaquetária via NF-kB e 

função de TLR2 e TLR4 [67], com consequente expressão de GPaIIb3 contribuindo para 

a agregação plaquetária e formação de trombina na via extrínseca [68]. Complexos histona-

MPO também foram encontrados no plasma de indivíduos com NMPs e associados a altos 

níveis de LDH [61]. Como tal, a NETosis desempenha um papel crucial na expansão do tumor 

em NMPs, aumentando a imunotrombose e ativando a hemostasia, formando assim um ciclo 

repetitivo [66]. 

Como já sabemos da participação ativa dos neutrófilos no processo de imunotrombose nos 

NMPs, tem havido grande interesse em identificar os subtipos de neutrófilos envolvidos nesse 
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mecanismo. Os neutrófilos associados a tumores (TANs), também classificados como PMN-

MDSCs, podem ser subdivididos em N1 (neutrófilos com ação antitumoral) e N2 (neutrófilos 

com ação pró-tumoral) [68,72,73] , tanto em humanos quanto modelos murinos, e são 

encontrados na circulação e no microambiente de pacientes com condições tumorigênicas e 

inflamatórias [70]. Os TANs contribuem diretamente para o processo de angiogênese através 

da liberação significativa de ROS e consequente formação de NETs através da expressão de 

CD11b e elastase [71]. 

A presença de TANs também é documentada em processos de infiltração, invasão e 

metástase de tumores sólidos, como melanoma, carcinoma gástrico avançado, tumor cerebral 

infantil [72] e até mesmo em casos de pancreatite aguda [74,75,76,77]. Nesses tipos de tumores, 

os TANs são sensíveis a sinais microambientais causados pela secreção de CXCL1, CXCL2, 

TNF-α, IFN-γ e IL-8 [70], o que favorece a invasão local, superexpressão funcional de 

neutrófilos e supressão funcional de T linfócitos. No entanto, o papel dos TANs em 

malignidades hematológicas tem sido pouco descrito. Em 2019, o estudo de Podaza e Risnik 

[78] objetivou detectar TANs em indivíduos com leucemia linfocítica crônica (LLC) e 

descobriu que a proporção de TANs em pacientes com LLC era maior, com altas concentrações 

de IL-8, molécula importante na indução de NETs. Infelizmente, devido à escassa descrição de 

marcadores de superfície nessa classificação de neutrófilos, a pesquisa não discrimina os 

fenótipos TAN (N1∕N2) encontrados, que são definidos pela capacidade de produção de ROS e 

NETs. No entanto, alguns estudos recentes têm como objetivo descrever a fenotipagem dessas 

subpopulações de neutrófilos para melhor caracterizá-las, especialmente seu papel nas doenças 

hematológicas. 

 

3.2. plaquetas 

A ativação e disfuncionalidade plaquetária é um fenômeno bem descrito em processos 

trombóticos e hemorrágicos em pacientes com NMPs, valendo ressaltar que alguns marcadores 

plaquetários, como P-selectina, CD41L, β-tromboglobulina, PF4 e fator de crescimento 

derivado de plaquetas (PDFG), foram detectados em altas concentrações no plasma de 

indivíduos com ET e PV [52,54], que são biomarcadores associados a complicações 

trombóticas. A expressão desses marcadores induz uma resposta hemostática por meio da 

exposição e ativação do fator tecidual (produto da lesão endotelial), ativando diretamente a via 

extrínseca da cascata de coagulação e consequente produção de fibrina. Nesse processo, as 

plaquetas ativadas expõem fosfolipídios carregados negativamente que conferem reação 

proteolítica dos fatores de coagulação, atuando como mediadores entre a coagulação e a 
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inflamação por meio da ativação da cascata do complemento, principalmente das moléculas C3 

e C5 [66] . 

Curiosamente, pacientes com NMPs também podem manifestar altos níveis basais de 

fosfatidilserina na membrana plaquetária, que por sua vez desenvolve uma função pró-

coagulante, achado que demonstra que as plaquetas são o alvo central no desenvolvimento de 

complicações vasculares e inflamatórias em NMPs [75]. Assim, a presença da 

mutação JAK2 V617F poderia potencializar a ativação plaquetária e contribuir para a trombose 

persistente nesses pacientes. 

Por outro lado, a circulação constante de complexos e a ativação de proteínas 

plaquetárias podem expor moléculas derivadas de células endoteliais, favorecendo a ativação e 

dano endotelial através da sinalização TLR-4 nas plaquetas [76] . Assim, a ativação endotelial 

é promovida por altos níveis de espécies reativas de oxigênio, que são liberadas por complexos 

neoplásicos plaquetas-neutrófilos que levam à exposição do fator de Von Willebrand, colágeno, 

moléculas de adesão plaquetária-endoteliais (PECAM), E-selectinas e trombomodulina , assim 

como o CD40L (importante fator indutor tecidual), que são todas moléculas que favorecem a 

adesão endotelial e estão diretamente envolvidas no quadro trombótico ativado [ 75 , 79]. No 

processo ativo de hemostasia, detecta-se a expressão de alguns biomarcadores, como trombina, 

DD, FVIII, fibrinogênio, CD40L e integrinas plaquetárias; que, juntamente com fator tecidual, 

proteína S, proteína C, fator de Von Willebrand e P-selectinas, favorece a perpetuação da 

hemostasia ativa, adesão celular e recrutamento de leucócitos e eritrócitos [76] . Embora as 

plaquetas formem complexos com os neutrófilos, também foram encontrados agregados 

plaquetas-monócitos, especialmente em pacientes com TE [77]. 

A interação entre plaquetas e células endoteliais provavelmente contribui para a 

produção de selectinas solúveis e redução de óxido nítrico (consequência de altos níveis de 

espécies reativas de oxigênio e MPO), o que beneficia a redução dos vasos laminares e a 

obstrução vascular [51,80] . Poisson et al. [81] fornecem a confirmação disso, em que as células 

endoteliais apresentavam uma disfunção da via do óxido nítrico, causa do acúmulo de 

microvesículas derivadas de eritrócitos portadores de MPO, que aumentavam o estresse 

oxidativo endotelial e comprometiam a resposta vascular aos vasoconstritores. Isso implica em 

uma possível participação dos eritrócitos nesse processo. Portanto, nas células hematopoiéticas, 

o estresse oxidativo e o estado de inflamação crônica são favorecidos pelo ciclo vicioso da 

produção de biomacromoléculas que contribui para a instabilidade genômica, aquisição de 

mutações, dano tecidual e transformação da leucemia aguda [82,83] . 
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Por outro lado, quadros hemorrágicos também podem se apresentar em pacientes com 

NMPs, e estão ligados ao aumento do consumo de plaquetas (produto da trombogênese) devido 

à ausência de ligação com multímeros de alto peso molecular do fator de Von Willebrand e 

disfuncionalidade da plaquetopenia. grânulos densos [84]. No entanto, complicações 

hemorrágicas são mais frequentemente descritas em indivíduos com MFe PV, em comparação 

com aqueles com TE [85]. Um achado importante sobre isso é que indivíduos com ASXL1-

PMF mutado têm um prognóstico ruim e um alto risco de complicações na hemostasia 

[86]. Infelizmente, ainda não foi estabelecida uma relação entre mutações no ASXL1 e o 

desenvolvimento de distúrbios hemorrágicos em pacientes com MF. 

Matsuura et al. [87] observaram redução significativa de grânulos densos em plaquetas 

em plaquetas JAK2 V617F positivas, sugerindo que a hiperativação em JAK2 afeta o 

desenvolvimento de um conjunto desses grânulos em plaquetas no processo de 

trombopoiese. Como resultado, o papel que a sinalização de JAK2 desempenha no controle de 

grânulos densos em plaquetas nunca foi relatado. 

 

3.3. monócitos 

Os monócitos desempenham importante papel no processo de imunotrombose, sendo 

também um fator prognóstico independente e desfavorável na sobrevida de pacientes com PV 

e MFP, pois são mediadores de inflamação, trombose e fibrose medular devido à secreção de 

altas concentrações de citocinas e a apresentação de uma resposta desequilibrada à IL-10. Na 

medula óssea, a sinalização de citocinas pró-inflamatórias promove a interação entre o clone 

maligno e as células do estroma, o que estimula a osteoclastogênese no nicho endosteal e causa 

o surgimento de clones de fibrócitos envolvidos na indução da fibrose medular na MF [36]. Este 

mecanismo é promovido através da desregulação do ciclo celular em fibroblastos, e acelera o 

processo de mal-diferenciação de modo que perde a capacidade de reparar o tecido 

hematopoiético (pode ser um produto do estresse oxidativo) e contribui para a fibrose da medula 

[88] . 

Usando sequência de RNA de célula única, Leimkuhler et al. [ 89 ] demonstraram que 

transcriptômica de células estromais mesenquimais de pacientes com mielofibrose primária 

mostram perda de suporte de nicho hematopoiético, diminuição do status da célula progenitora 

multipotente, sinalização JAK/STAT e TGF-β regulada positivamente e regulação positiva de 

proteínas da matriz extracelular como o colágeno. 

Indiretamente, a ativação de monócitos é determinada pela exposição a padrões 

moleculares associados a patógenos (PAMPs) e padrões moleculares associados a danos 
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(DAMPs), proporcionando assim exposição ao fator tecidual e CD25 e beneficiando a ativação 

de proteínas com ação pró-coagulante e sinalização de NFkB [90] . 

Por outro lado, a ativação de monócitos pode ser favorecida pela expressão e ligação de 

PSGL-1 à P-selectina plaquetária, favorecendo a expressão de citocinas inflamatórias 

[ 71 ]. Portanto, a interação plaqueta-monócito induz um fenótipo pró-inflamatório através da 

expressão de CD147, PSGL-1, EP1/EP2 e COX-2, bem como a ativação de integrinas que 

contribuem para a adesão endotelial e recrutamento de monócitos [ 91 ] . A confirmação disso 

é encontrada no estudo de Wei Wang et al. [ 52 ], em que macrófagos JAK2 V617F positivos 

manifestaram alta expressão de citocinas inflamatórias (IL-1β, IL-6 e TNF-α), óxido nítrico 

sintase (iNOS), ligante-2 quimiocina (CCL2) e ativação da MAPK caminho, e eles observaram 

que os monócitos mostraram rolamento e adesão celular notavelmente distintos quando 

comparados às células do tipo selvagem. 

É importante mencionar que os macrófagos são subdivididos em tipo M1 e tipo M2, que 

ambos os subtipos celulares são ativados pela via de sinalização NFkB e que possuem funções 

celulares semelhantes a N1 e N2, respectivamente [92] . O M2 é o maior componente nos 

tecidos neoplásicos e contribui diretamente para o ambiente tumoral, proliferação, angiogênese 

e liberação de citocinas que levam à expansão neoplásica [93]. No entanto, M2 foi 

subclassificado em M2a, M2b e M2c; embora seja importante notar que o acúmulo de 

monócitos/macrófagos de M2b pode promover crescimento, invasão e recorrência de cânceres 

in vitro e in vivo [93]. 

No estudo de Molitor et al. [94], foi observado que JAK2 V617F positivo M2 em 

pacientes com PMF apresentaram maior capacidade de formação de colônias através da 

secreção de moléculas pró-fibróticas, como CCL2, IL-8, metaloproteinase-9 de matriz 

(MMP9), galectina 3 ( LGALS3) e osteopontina (SPP1), que impulsionam a proliferação e 

produção de colágeno. No entanto, mais pesquisas são necessárias sobre o papel das subclasses 

de macrófagos em diferentes fenótipos de NMP. 

 

3.4. Linfócitos T Helper e Natural Killer 

Embora os linfócitos não estejam bem descritos nos NMPs, essas células também podem 

estar envolvidas na desregulação imune. Os linfócitos T têm uma longa vida útil e isso 

possivelmente contribui para uma maior sinalização de efeitos disruptivos no sistema 

imunológico [95]. Em alguns casos de MFP, os linfócitos T carregam de 3 a 83% da frequência 

do alelo variante de JAK2 V617F, acompanhados de anormalidades no cariótipo, como 13q-, 

20q-, monossomia 7 e inv(3). Note-se que estas duas últimas alterações cromossômicas 
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conferem um prognóstico desfavorável [95,96,97,98]. Assim como nos linfócitos, o papel das 

células natural killer (NK) nos NMPs não foi amplamente descrito. 

As células NK estão associadas ao controle do crescimento tumoral e da metástase, o 

que indica que a deficiência de células NK é muito rara e geralmente está ligada a distúrbios 

linfoproliferativos [98]. No entanto, o estudo de Arantes [99] demonstrou que os pacientes 

positivos para células NK JAK2 V617F apresentavam contagens mais baixas de NKCD16 + 

CD56 dim em comparação com células NK . Pacientes JAK2 V617F-negativos, especialmente 

aqueles com PV e PMF, que é um achado que sugere que as células NK podem ser defeituosas 

em NMPs. Embora existam algumas investigações sobre o papel de linfócitos e células NK 

nessas doenças hematológicas, mais pesquisas são necessárias para elucidar seu papel na 

evolução dessas doenças e no desenvolvimento de imunotrombose em NMPs. 

 

4. Resumo e Perspectivas 

A abordagem clínica dos pacientes com neoplasias mieloproliferativas baseia-se no 

controle das complicações vasculares, tanto arteriais quanto venosas, visto que são eventos que 

resultam na principal causa de morbidade e mortalidade por doenças hematológicas. De acordo 

com investigações recentes, as complicações trombohemorrágicas são atribuídas à presença e 

alta frequência alélica de JAK2 V617F [100], sugerindo que a presença do haplótipo JAK2 46/1 

não tem sido relacionada à produção de biomarcadores inflamatórios que podem ser expressos 

em imunotrombose [101]. Da mesma forma, a ligação entre JAK2V617F e desregulações na 

resposta imune e hemostasia está bem descrita e associada à interligação da via JAK/STAT com 

outras vias de sinalização intracelular, como PI3K/AKT, Ras/Raf/MAPK e NFkB, no processo 

apoptótico e em a produção de moléculas inflamatórias [ 59 ]. Além disso, investigações de 

sequenciamento de próxima geração descreveram outros genes envolvidos nessas vias de 

sinalização ( FLT3, GNAS, KIT, KRAS, NF1, NRAS, PTPN11 e SH2B3 ), em genes reguladores 

epigenéticos ( TET2, ASXL1, DNMT3A e EZH2 ) e negativos genes reguladores da via de 

sinalização JAK2 ( SOCS e CBL), uma vez que mostraram uma forte associação com 

desregulações na produção e secreção de citocinas [102,103]. Estes poderiam ser excelentes 

alvos de pesquisa em mecanismos patogênicos de NMP e serem empregados como preditores 

de pior desfecho clínico, risco de estratificação ou mesmo como preditores de transformação 

de leucemia [104]. 

O Grupo de Trabalho Internacional—Pesquisa e Tratamento de Neoplasias 

Mieloproliferativas (IWG–MRT) estabeleceu um algoritmo prognóstico para complicações 

trombóticas em comum com neoplasias mieloproliferativas crônicas BCR/ABL1 negativas, 
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especialmente em PV e TE, com base nas variáveis de idade (> 60 anos) , percentual de 

homozigose de JAK2 V617F e história de eventos trombóticos, que são fatores que definem as 

categorias de baixo risco, risco muito baixo, risco intermediário e alto de complicações 

trombóticas e vasculares [5] . 

A terapia citorredutora em indivíduos com PV, TE e MFé frequentemente escrutinada, 

mas amplamente utilizada para aliviar o quadro clínico e reduzir o risco dessas 

complicações. Assim, a droga de escolha em indivíduos com PV e TE é a hidroxiureia 

(HU). Infelizmente, a resistência ou intolerância à HU foi descrita em 15–20% dos pacientes 

com NMP [105]. Esse fenômeno é um desafio no tratamento desses pacientes, pois reduz as 

opções terapêuticas e aumenta a progressão da doença ou o risco trombótico [105]. Muitas 

investigações a esse respeito têm sido realizadas e sugerem que a existência de outras alterações 

moleculares no domínio quinase da proteína JAK2 ou em genes não controladores poderia ser 

a razão da refratária farmacológica [106,107]. 

O ruxolitinibe, medicamento aprovado há alguns anos pelo FDA, também é considerado 

uma excelente escolha farmacológica em pacientes resistentes à HU na PV [108]. No entanto, 

modelos murinos demonstraram que sua ação farmacológica não apresenta atividade 

antileucêmica in vivo na medula óssea [109], achado que poderia sugerir uma possível 

contribuição de outra sinalização celular desregulada, sendo um alvo que também seria 

interessante no prognóstico desses pacientes. Na MF, o tratamento de escolha é a HU, e o uso 

de ruxolitinibe para casos refratários à HU e pacientes classificados como de alto risco 

[109]. Em pacientes jovens de alto risco com MF, o transplante alogênico de células-tronco 

hematopoiéticas é considerado. No entanto, o uso de drogas citorredutoras para fibrose reticular 

ou colágeno aumentaria as chances de sobrevida desses indivíduos; vale ressaltar que o PMF é 

a neoplasia mieloproliferativa crônica BCR/ABL1 negativa com maior associação com 

transformação leucêmica. 

Por outro lado, a inibição da função plaquetária nas neoplasias mieloproliferativas 

crônicas BCR/ABL1 negativas é uma das principais funções, pois, conforme descrito 

anteriormente, as plaquetas desempenham papel central no processo de imunotrombose. Assim, 

o uso de agentes antiplaquetários reduz a taxa de ocorrência e recorrência de eventos trombo-

hemorrágicos e inflamatórios [80]. A heparina de baixo peso molecular, a aspirina e o 

clopidogrel são as principais drogas utilizadas no controle da ativação plaquetária. Apesar de 

serem as drogas mais utilizadas nessas doenças, o uso de novas drogas que inibem a expressão 

de receptores plaquetários, moléculas de adesão plaquetária e citocinas favoreceriam a redução 

da formação de trombos e, consequentemente, o desenvolvimento de imunotromboses [ 5]. Da 
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mesma forma, a inibição da expressão de integrinas, moléculas de adesão e outras proteínas de 

membrana em neutrófilos, monócitos, linfócitos e células endoteliais constitui uma estratégia 

promissora em indivíduos com neoplasias mieloproliferativas crônicas BCR/ABL1 negativas 

como alvos de tratamento [66], especialmente naqueles com drogas resistência e classificados 

como de alto risco. 

Apesar da detecção de microvesículas, complexos celulares e outros marcadores 

inflamatórios têm sido amplamente discutidos em NMP, e a detecção de mi-RNAs é realmente 

considerada um marcador de resposta metabólica, antes, durante e após o tratamento do linfoma 

[110] . Além disso, o avanço das técnicas moleculares nos leva ao desenvolvimento de técnicas 

não invasivas, como a biópsia líquida, que pode ser uma ferramenta potencial, especialmente 

em cânceres não sólidos, para indicadores de prognóstico e monitoramento em neoplasias 

hematológicas [ 111]. Atualmente, a análise do DNA livre de células (cf) é proposta como uma 

ferramenta não invasiva para uso no diagnóstico e prognóstico de neoplasias hematológicas, 

que pode ser empregada para diferenciar subtipos de NMP, bem como para prever o 

desenvolvimento de complicações trombóticas [111,112]. 
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RESUMO 

O haplótipo 46/1 (GGCC) consiste em um conjunto de variações genéticas distribuídas ao longo 

do cromossomo 9p.24.1, que se estendem desde o gene Janus Kinase 2 até Insulin 

like 4. Marcado por quatro variantes herdadas conjuntamente (rs3780367, rs10974944, 

rs12343867 e rs1159782), este haplótipo tem uma forte associação com o desenvolvimento 

de neoplasias mieloproliferativas (NMPs) BCR-ABL1- negativas, pois precede a aquisição da 

variante JAK2V617F, alteração genética comum em portadores dessas neoplasias 

hematológicas. Também é descrito como um dos fatores que aumenta o risco de NMPs 

familiares em mais de cinco vezes, 46/1 está associado a eventos relacionados à desregulação 

inflamatória, esplenomegalia, trombose da veia esplâncnica, síndrome de Budd-Chiari, 

aumento na contagem de hemácias, plaquetas, leucócitos, hematócrito e hemoglobina, 

característicos dos NMPs, além de outros achados ainda em fase de elucidação e de grande 

interesse para o entendimento etiopatológico dessas neoplasias hematológicas. Considerando 

esses fatores, a presente revisão tem como objetivo descrever os principais achados e discussões 

envolvendo o haplótipo 46/1, destacar os aspectos moleculares e imunológicos e sua relevância 

como ferramenta para a prática clínica e investigação de casos familiares. 

Palavras-chave: haplótipo da linha germinativa JAK2; neoplasias 

mieloides; haplótipo; patogênese molecular; polimorfismos de nucleotídeo único. 

 

1. Introdução 

As neoplasias mieloproliferativas (NMPs) consistem em um conjunto de cânceres 

hematológicos que se caracterizam pela hiperplasia de um ou mais elementos da série mieloide 

(leucócitos, plaquetas e hemácias) com maturação, proliferação efetivas [1,2,3] e a 

possibilidade de progressão para fibrose medular ou transformação leucêmica [4]. A incidência 

global é de seis casos por 100.000 indivíduos [5], afetando principalmente indivíduos entre 60 

e 70 anos, sendo mais prevalente em homens brancos [3,5]. 

Para NMPs, a Classificação da OMS de Tumores de Tecidos Hematopoiéticos e 

Linfoides - 5ª edição, 2022, classifica as seguintes malignidades hematológicas: leucemia 

mielóide crônica (CML), policitemia vera (PV), trombocitemia essencial (ET), mielofibrose 
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primária (PMF), leucemia neutrofílica crônica (CNL), leucemia eosinofílica crônica (CEL), 

leucemia mielomonocítica juvenil (JMML) e neoplasia mieloproliferativa, sem outra 

especificação (NMP-NOS) [6,7]. O NMP BCR/ABL1—negativo [5]. O PV, ET e PMF são os 

mais frequentes (Tabela 1), e compartilham variações genéticas que ativam constitutivamente 

as vias de transdução de sinais fisiológicos responsáveis pela hematopoiese, o que leva a um 

aumento da proliferação mieloide, porém sem prejudicar a maturação e diferenciação celular 

[3,5,8,9]. 

 

Tabela 1. Características das neoplasias mieloproliferativas negativas para BCR-ABL1. NMP: neoplasias 

mieloproliferativas. 

NMP Descrição clínica Epidemiologia 

Policitemia vera 

Proliferação desregulada de 

elementos da série eritróide e 

aumento da contagem de granulócitos 

e trombócitos (panmielose) [4,5,7] 

Incidência de 0,5 a 4,0 casos por 100.000 

indivíduos australianos [10], europeus [11,12], 

coreanos [13,14] , neozelandeses [15] e norte-

americanos [11] com idade entre 60 e 70 anos 

[5,14,15,16,17,18]. 

Trombocitemia essencial 

Número elevado de plaquetas no 

sangue periférico (>450 × 109/L), 

causado por hiperplasia 

megacariocítica na medula óssea, 

com alteração de outros setores 

medulares (eritrocíticos ou 

granulocíticos) de forma qualitativa 

ou quantitativa [4,5,19] 

Afeta indivíduos entre a quinta e a sexta década 

de vida com incidência entre 0,9–2,4 casos por 

100.000 em norte-americanos [20], coreanos 

[13,14] e neozelandeses [14,15,20]. 

Mielofibrose primária 

NMP de pior prognóstico, 

caracterizado pela proliferação de 

megacariócitos e granulócitos 

predominantemente anormais na 

medula óssea, deposição de fibras de 

reticulina e hematopoiese 

extramedular [4,5,21] 

Afeta indivíduos entre a sexta e sétima década 

de vida [5] e tem incidência de 0,33 casos por 

100.000 indivíduos por ano na América do 

Norte [15]; 0,4 casos por 100.000 na República 

da Coreia [14]; e 0,88 casos por 100.000 

indivíduos na Nova Zelândia [15]. 

 

Nas MNMPs, a via JAK-STAT desempenha um papel importante na sinalização de 

citocinas e fatores de crescimento, que atuam na regulação da proliferação celular, 

diferenciação, sobrevivência, resposta imune e oncogênese [22,23,24]. Estudos anteriores 

relacionaram a ativação prolongada da sinalização JAK-STAT com o desenvolvimento 

aberrante de células-tronco hematopoiéticas e malignidades hematológicas 

[25,26,27,28]. Essas alterações estão associadas à presença de variantes genéticas de ganho de 

função no gene JAK2, que codifica a proteína de mesmo nome. Essas variantes causam ativação 

constitutiva da via, resultando em mieloproliferação e produção de citocinas, que é o fenótipo 

definitivo dos NMPs [26,27,29]. 
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2. Gene Janus Quinase (JAK2 ) 

O gene Janus quinase 2 (HGNC ID: 6192) está localizado no cromossomo 9p24.1 [30] 

e possui 142.939 pares de bases (pb) nos quais estão localizados a região promotora, 25 éxons, 

25 íntrons e a região terminadora. A sequência de DNA codificadora (CDS) é composta por 

3.399 nucleotídeos distribuídos entre o éxon 3 e 25, conforme estabelecido por sua sequência 

de referência (RefSeq.: NG_009904.1; NM_001322194.2), disponibilizada pelo National 

Center for Biotechnology Information (NCBI). Esse gene apresenta splicing alternativo, dando 

origem a sete transcritos de tamanhos que variam de 6900 a 7000 pb, e codifica três isoformas 

(A, B e C) da proteína Janus quinase 2 (JAK2) [30,31,32]. 

As proteínas JAK consistem em uma família de quinases citoplasmáticas não receptoras 

que englobam quatro tipos de proteínas de mamíferos: JAK2, que faz parte da sinalização de 

receptores homodiméricos, como o receptor de eritropoietina (EPOR), o receptor de 

trombopoietina (MPL) e a colônia de granulócitos fator estimulante (G-CSFR), que também 

são utilizados por alguns receptores heterodiméricos; e JAK1, JAK3 e tirosina quinase 2 

(TYK2), que são úteis na sinalização de receptores heterodiméricos [21,27,29]. Estas proteínas 

são relativamente grandes e possuem aproximadamente 1150 aminoácidos e um peso molecular 

variando de 116 a 140 kDa [33]. JAK2 merece destaque devido ao seu papel no mecanismo de 

proliferação hematopoiética, principalmente em relação as NMPs. 

JAK2 consiste em quatro domínios: dois domínios quinase, JH1 (tirosina quinase, 

cataliticamente ativa e localizada na porção C-terminal) e JH2 (pseudoquinase e cataliticamente 

inativa), que é responsável por inibir o domínio JH1 e promover ativação dependente de 

citocinas ; um domínio FERM-like (4.1/ezrin/radixin/moesin) constituído pelos domínios 

homólogos JH5, JH6 e JH7, localizado na porção N-terminal, responsável pela ligação não 

covalente de JAKs ao receptor de citocinas; e um domínio semelhante a SH2 (Src Homology 

2), que contém os domínios homólogos JH4 e JH3 [21,34]. Estudos experimentais revelam que 

a deleção da linhagem germinativa homozigótica dos alelos JAK2 resulta em letalidade 

embrionária devido à eritropoiese ineficaz, uma vez que os progenitores hematopoiéticos 

deficientes em JAK2 não respondem à estimulação da eritropoetina [27,29]. Isso destaca a 

importância dos aspectos genéticos envolvendo o gene JAK2, seu locus e os eventos que afetam 

essa região, como a dissomia uniparental adquirida do cromossomo 9p. 

 

2.1. Dissomia Uniparental Adquirida 
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As doenças oncológicas são caracterizadas pela instabilidade e pelo acúmulo gradativo 

de alterações genéticas ao longo do tempo [35], que são causadas por eventos genéticos 

intrínsecos à célula ou pela exposição a agentes mutagênicos externos [36]. A dissomia 

uniparental (UPD) é uma dessas alterações e é reconhecida como uma marca registrada dos 

genomas do câncer [35]. 

A UPD foi descrita em 1980 [37] e é definida como a ocorrência da herança de dois 

cromossomos homólogos da mesma origem parental [38], sendo causada por erros de 

segregação na meiose I ou na meiose II [35]. Esta última dá origem à isodissomia [39], na qual 

a região afetada é geneticamente idêntica, resultando assim no desenvolvimento de diversas 

desordens genéticas pelo ganho ou perda de regiões cromossômicas, ou pela presença de duas 

cópias idênticas de genes anormais ou sequências de nucleotídeos [38]. Esse evento também 

ocorre em células somáticas, e recebe a nomenclatura de dissomia uniparental adquirida 

(UPDa). Nela, variantes genéticas adventícias são amplificadas e levam a uma vantagem de 

crescimento através da conversão de uma célula heterozigota em uma célula homozigota, sem 

alteração no número de cópias de DNA [35, 40,41,42,43,44,45,46]. Dois possíveis mecanismos 

podem levar à ocorrência de aUPD: (1) não disjunção das cromátides (são geradas células com 

o mesmo cromossomo originalmente duplicado); ou perda de cromossomos devido ao atraso 

na anáfase mitótica [39] e, na tentativa de compensar a perda de uma molécula cromossômica, 

é feita uma duplicação do cromossomo restante como molde, resultando em dois cromossomos 

idênticos. Outra possibilidade é (2) a troca recíproca de material cromossômico durante a 

mitose (recombinação mitótica), como as cromátides, gerando assim vários resultados possíveis 

[35,39] (Figura 1). 
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Figura 1. Mecanismos relacionados à dissomia uniparental adquirida em células-tronco pluripotentes 

hematopoiéticas. Este processo pode ocorrer devido a (1) (A) não disjunção das cromátides-irmãs ou (B) atraso na 

anáfase causando trissomia e monossomia de um dos cromossomos do conjunto, onde na célula com monossomia 

há duplicação do cromossomo remanescente na tentativa de equilibrar a perda de um cromossomo, o que resulta 

em dois cromossomos idênticos no mesmo célula; ou por (2) troca recíproca de material cromossômico durante a 

mitose (recombinação mitótica), como cromátides, que gera vários resultados possíveis. Neste exemplo, aplicado 

ao cromossoma 9, ilustra-se a presença do haplótipo 46/1 e da variante JAK2V617F, condicionada ao estado de 

homozigotia. 

 

Também conhecida como perda neutra de heterozigosidade do número de cópias (CNN-

LOH) [47, 48], aUPD foi identificada pela primeira vez por Kralovics [41] em pacientes com 

PV e descreve uma recombinação mitótica associada à perda neutra de heterozigosidade do 

cromossomo 9p [24]. Ao longo dos anos, essa anormalidade foi identificada em vários loci em 

uma variedade de neoplasias. Seu impacto é a conversão de variações genéticas para o estado 

homozigoto em genes essenciais, como JAK2 e CDKN2A em 9p, FLT3 em 13q, TP53 em 17p 

e outros, incluindo WT1, CBL, RUNX1 e TET, que estão relacionados com o processo inicial 

ou progressão dessas doenças [43]. No contexto das NMPs, mais especificamente na PV, esta 
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alteração revelou-se um achado comum, tal como em outras neoplasias hematológicas 

[35,39,43], e define o cenário molecular das NMPs [49], sendo relatada a variante JAK2V617F 

como presente na maioria dos pacientes com NMP [48,50]. 

 

2.2. Variante JAK2V617F 

Descoberto em 2005 por Kralovics [48], a variante JAK2V617F (dbSNP ID: 

rs77375493) revolucionou o conhecimento genético e o diagnóstico de NMPs 

[51]. JAK2V617F, uma variante somática adquirida com ganho de função com troca de uma 

guanina (G) por timina (T) no nucleotídeo 1849 (c.1849G>T) do éxon 14 de JAK2, resulta na 

substituição entre valina (V) e fenilalanina (F) na posição 617 da cadeia polipeptídica, que afeta 

o domínio JH2 da proteína [27,31]. A variante afeta a atividade auto inibitória do JH2, 

resultando na ativação constitutiva do JH1 e, consequentemente, da via JAK-STAT, que 

interfere na sinalização intracelular [14]. JAK2V617F causa a transformação de células 

hematopoiéticas em crescimento independente de citocinas, promovendo assim tumorigênese, 

progressão tumoral e inflamação causada por estimulação contínua dentro da célula 

hematopoiética [17,26,52,53,54]. 

JAK2V617F é o evento genético mais comum em neoplasias mieloproliferativas 

negativas para BCR-ABL1. Está presente em >95% dos pacientes com PV e 50-60% dos 

pacientes com MFe TE [3,14,55,56] e é considerado um critério de diagnóstico pela OMS 

[5,7]. Pacientes com JAK2V617F negativo MFe ET podem ter outras alterações genéticas nos 

éxons 10 e 9 dos genes MPL e calreticulina (CARL), respectivamente [57,58,59]. Substituições 

de leucina por lisina no códon 539, deleções de ácido glutâmico no códon 543 e inserções que 

levam à substituição de fenilalanina no códon 547 já foram identificadas no éxon 12 do 

gene JAK2 de pacientes com PV [51,60,61,62 ,63,64], o que demonstra a complexidade do 

cenário genético envolvido nos NMPs. 

Diferentes estudos destacaram a origem de JAK2V617F em uma célula-tronco 

hematopoiética multipotente [29,50,65], que fornece uma vantagem seletiva sobre a célula 

hematopoiética multipotente normal e resulta em diferenciação mieloide e fenótipo 

mieloproliferativo [24,50]. Com isso, o clone mieloide anormal se prolifera e interrompe o 

microambiente medular, o que promove um nicho maligno que favorece as células-tronco com 

alterações genéticas em relação às normais e leva a uma eventual mobilização de células 

maduras para o sangue periférico. Isso explica a presença da variante em leucócitos na análise 

genética [50,54,65,66]. Além disso, a ativação da via JAK-STAT é mais evidente em pacientes 
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com alta carga do alelo variante JAK2V617F, demonstrando assim que existem diferenças na 

sinalização com base na presença de JAK2V617F heterozigoto ou homozigoto [24,55]. 

Aproximadamente um terço dos casos de PV e MFpositivos para JAK2V617F são 

homozigotos com cargas alélicas variantes superiores a 50%, enquanto no TE é menor 

(aproximadamente 25%) e próximo a 100% em pacientes pós-PV ou pós-TE [14]. Na PV, os 

pacientes homozigotos têm uma duração mais longa da doença e um risco de progressão para 

mielofibrose [67]. A homozigose JAK2V617F é consequência da aUPD, que acompanha a 

variante e a reduz (e qualquer alelo que esteja em desequilíbrio de ligação) a um estado 

homozigoto, levando à duplicação do alelo mutado e consequente perda do alelo não mutado 

[38,45,47,67,68,69,70]. Essa relação entre os dois eventos (homozigosidade e aUPD) levanta a 

questão de como mecanismos genéticos distintos podem se correlacionar gradualmente para 

aumentar a dosagem alélica de uma variante genética de ganho de função conhecida em NMPs, 

com potencial para levar à transformação oncogênica de um câncer clonal pré-maligno 

agressivo, como uma transformação leucêmica [45]. 

Conforme descrito, JAK2V617F leva à proliferação clonal em NMPs; no entanto, não 

está claro quais fatores influenciam o desenvolvimento, a gravidade e o fenótipo da doença 

[66]. Esta última possivelmente está relacionada às características individuais (sexo, doença 

inflamatória associada) e anormalidades genéticas (genes condutores, variantes genéticas 

patogênicas e outras alterações cromossômicas) [71]. Diferentes vias de sinalização, modulação 

epigenética, sistema imunológico, estilo de vida, carga de alelos variantes JAK2V617F e alelos 

excepcionais de linhagem germinativa encontrados em casos hereditários e populacionais são 

outros possíveis fatores envolvidos no desenvolvimento de NMPs associados a JAK2V617F7 

[71,72]. A descoberta dessa alteração genética trouxe benefícios para a terapia e diagnóstico 

dos NMPs; no entanto, algumas questões permanecem obscuras, como os eventos que 

antecedem sua aquisição, uma vez que não é uma variante genética germinativa [29]. Novas 

especulações surgiram com a descoberta do haplótipo 46/1, cujos estudos visam esclarecer a 

maioria dessas questões. 

 

3. Haplótipo 46/1 

Os seres humanos são organismos diploides com duas cópias de cada cromossomo, 

semelhantes entre si e diferem apenas em uma pequena fração de informação (0,1%) [73]. Essas 

diferenças estão contidas em locais de alterações genéticas de base única chamadas variantes 

de nucleotídeo único (SNVs), que contribuem para diferenças interindividuais e hereditárias em 

fenótipos complexos [74,75]. Um grupo de variações genéticas presentes no mesmo 
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cromossomo, que não são facilmente separáveis por recombinação e, portanto, tendem a ser 

herdadas juntas, é chamado de haplótipo [76]. 

A maioria dessas variantes compõe um haplótipo e estão em desequilíbrio de ligação 

(LD), uma associação não aleatória de alelos em dois ou mais loci que existe devido à 

ancestralidade compartilhada de cromossomos contemporâneos [77]. Isso está relacionado ao 

tempo de eventos variantes e à distância genética e pode fornecer informações valiosas sobre a 

localização de variantes de doenças a partir de marcadores genéticos [77,78,79,80]. Os SNVs 

dentro de um bloco de haplótipos surgiram originalmente de um único evento histórico de 

variação genética e, portanto, estão associados a variantes intimamente relacionadas que 

estavam presentes no cromossomo ancestral no qual essas mudanças ocorreram [83]. Por esta 

razão, e outras razões, fortes associações estatísticas entre variantes genéticas são descritas, e a 

presença de uma variante particular em um local pode prever ou “marcar” a presença de uma 

variante específica em outro locus (carregando muita informação genética) [75]. 

Os haplótipos tornaram-se ferramentas úteis na investigação genética graças aos 

esforços estabelecidos pelo HapMap International [77,80,81,82] e pelo 1000 Genomes Project 

Consortium [73,83,84]. Os dados obtidos dessas iniciativas podem ser usados para estudar 

migração humana, seleção evolutiva, estrutura populacional, imputação de regiões intrônicas e 

compreensão da associação genética entre variantes patológicas [85]. 

Entre 2008 e 2009, linhas de investigação envolvendo haplótipos e NMPs foram 

relatadas por diferentes grupos de pesquisa [86,87]. O haplótipo 46/1 foi o primeiro conjunto 

de variantes de risco germinativo descrito em NMP e um dos primeiros sinais de predisposição 

hereditária, também associado a casos de esplenomegalia, trombose venosa esplâncnica (TVS), 

aumento do hematócrito e síndrome de Budd-Chiari em pacientes positivos para JAK2V617F 

[88,89, 90,91], doença inflamatória intestinal [92] , colite ulcerativa [93] e doença de Crohn em 

pacientes sem NMPs [93,94,95]. 

A nomenclatura desse haplótipo foi descrita pela primeira vez por Jones et al. [24], que 

observaram 109 casos de haplótipos idênticos do gene JAK2 em 142 alelos quando a variante 

JAK2V617F estava presente. Como alelos residuais do tipo selvagem, o haplótipo foi 

identificado em apenas 12% dos casos. Essas proposições demonstraram que a perda da 

heterozigosidade de JAK2V617F não é aleatória e ocorre em um haplótipo específico 

de JAK2. Para ampliar a compreensão desses dados, Jones et al. [24] selecionaram 14 SNVs, o 

que resultou em 92 possíveis haplótipos. Destes, dois (números 46 e 1, referidos coletivamente 

como 46/1) eram idênticos e frequentes em pacientes positivos para JAK2V617F em 

comparação com os controles. 
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Composto por centenas de variantes, esse haplótipo se estende por um bloco de 

desequilíbrio de ligação com comprimento entre 250–280 Kb do cromossomo 9p.24.1, que 

engloba três genes: JAK2 , Insulin like 6 ( INSL6 —RefSeq.: NG_046969.1; HGNC ID : 6089) 

e Insulina tipo 4 ( INSL4 —RefSeq.: NC_000009.12; HGNC ID: 6087); os dois últimos não 

são expressos no sistema hematopoiético [47,66,71,88,96] (Figura 2) . 

 

Figura 2. Representação esquemática do haplótipo 46/1 com base na sequência de referência do 

gene JAK2 (NG_009904). O haplótipo se estende por um bloco com aproximadamente 250–280 kb no 

cromossomo 9p, e engloba três genes (JAK2, INSL6 e INSL4) e regiões com alto índice de variantes genéticas em 

JAK2, como o exon 12 (com alterações como inserções , deleções e substituições) e éxon 14 (localização de 

JAK2V617F). Quatro variantes (rs3780367, rs10974944, rs12343867 e rs1159782) marcam o haplótipo e 

estabelecem outra nomenclatura baseada nos alelos variantes, GGCC, conforme também mencionado na literatura 

[97]. 

 

Diferentes SNVs foram mapeados, sendo a grande maioria identificada na Tabela 2 e na 

Figura 3. Alguns são usados para identificar o haplótipo 46/1. As alterações genéticas 

funcionam apenas como marcadores, e as verdadeiras variantes causais ainda permanecem 

pouco conhecidas ou totalmente escondidas no bloco LD [47]. Os seguintes quatro SNVs em 

LD são considerados os marcadores mais estudados do haplótipo: rs3780367 

(NG_009904.1:g.83511T>G), rs10974944 (NG_009904.1:g.85587C>G), rs12343867 

(NG_009904.1:g. 88945T>C) e rs1159782 (NG_009904.1:g.92873T>C), que estão localizados 

nos íntrons 10, 12, 14 e 15, respectivamente. A frequência do alelo menor (MAF) [83] é 

mostrada na Figura 4. rs10974944 foi o primeiro a ser associado ao surgimento de NMPs 

[98]. Estudos realizados na Europa, Japão, China, América do Norte e Brasil mostraram que o 

alelo variante de rs10974944 (G) é mais frequente em todos os pacientes com NMP 
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(especialmente naqueles positivos para JAK2V617F) do que na população controle [68,76 ,89, 

98,99,100]. 

 

Tabela 2. Variantes de nucleotídeo único (SNVs) identificadas nos estudos do haplótipo 46/1 e suas respectivas 

informações descritas na literatura. 

SNV Referências  Conclusões 

rs10974944 [68,76,89,97–102] 

Estudos realizados em populações de origem brasileira, japonesa e chinesa; esta 

variante tem uma forte associação com pacientes com NMP positivo para 

JAK2V617F quando comparados aos controles; rs10974944 (G) é um alelo de 

risco para NMPs. 

rs12686652 
[89] 

Significativamente associado a pacientes com PV neste estudo de caso-controle, 

mas sem associação com NMPs na população japonesa. rs12335546 

rs12343867 [71,89,90,99–102] 

Associado com JAK2V617F positivo nas populações do Japão, China e Taiwan, 

especialmente em indivíduos com PV; isso é usado como um marcador de 

haplótipo. Associação com esplenomegalia foi relatada e está em LD com 

outros SNVs do haplótipo 46/1. 

rs4495487 [89] 

Mais frequente em pacientes com PV em um estudo de caso-controle no 

Japão. Não foi relatado em populações caucasianas e pode contribuir para o 

fenótipo NMP na população japonesa. 

rs691857 

[101] Nenhuma associação significativa. 
rs17803986 

rs7848509 

rs10758677 

rs3780367 [103,104] 
Em desequilíbrio de ligação com outros marcadores do haplótipo e tem 

associação significativa com NMPs, mas sem dados populacionais. 

rs12340895 [100] Associado a NMPs JAK2V617F positivos em pacientes chineses. 

rs12342421 [100] 

Associado à predisposição para desenvolver NMPs JAK2V617F positivos (OR 

= 3,55) em portadores do alelo menor C (em populações chinesas) com risco 

aumentado de 250% para a doença, independentemente do haplótipo 46/1. 

rs1159782 [99,104] Está em desequilíbrio de ligação com marcadores do haplótipo 46/1. 

rs10119004 

[100] 
Associado com JAK2V617F positivo e relatado pela primeira vez no mesmo 

estudo. 

rs12343065 

rs10815162 

rs7857730 

rs7847294 

rs3780378 
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rs2149556 

rs2149555 

rs1887428 [103] Capaz de alterar a taxa de expressão de JAK2. 

 
Figura 3. Localização das variantes identificadas nos estudos direcionados ao haplótipo 46/1. O mapeamento 

das variantes ao longo do gene foi realizado com base na sequência de referência (NG_009904). 

 

 

Figura 4. Frequência de alelos menores (MAF) dos marcadores de haplótipo 46/1. As frequências foram medidas 

a partir de amostras coletadas de indivíduos de Porto Rico, Colômbia, Peru, Gâmbia, Nigéria, Quênia, Itália, 

França, Reino Unido, Finlândia, Paquistão, Índia, China, Japão e de origem mexicana residentes na Califórnia e 

Texas (Estados Unidos) [104,105,106,107,108]. 

 

A variante rs10119004 (NG_009904.1:g.:85805G>A; MAF de G: 38%), localizada 

próxima a rs10974944, foi citada em estudos envolvendo NMPs e foi associada a NMPs na 

população chinesa [100]. 
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Existe uma ampla discussão acadêmico-científica a respeito das variantes presentes no 

haplótipo, e essas alterações genéticas não podem ser consideradas como a única causa da 

proliferação clonal, pois, para o desenvolvimento de um NMP, há a necessidade de aquisição 

de variantes somáticas adicionais, como a variante JAK2V617F [47]. Portanto, 46/1 é descrito 

como um dos possíveis eventos “pré-JAK2V617F”, que é um fator de predisposição fortemente 

ligado a chances três a quatro vezes maiores de desenvolvimento de NMPs e responsável por 

metade do risco de NMPs atribuíveis a fatores herdados [69 , 109 , 110 , 111]. 

 

4. Associação entre o haplótipo 46/1 e a variante JAK2V617F 

A aquisição de variantes somáticas é um mecanismo patogênico de grande importância 

no desenvolvimento dos NMPs, e fatores genéticos antecedentes também desempenham um 

papel importante em seu desenvolvimento [89]. No contexto dessas malignidades 

hematológicas, uma possível associação entre o haplótipo 46/1 e a variante JAK2V617F foi 

descrita, por exemplo, no estudo realizado por Kilpivaara [98], que identificou (1) a variante 

rs10974944 (C/ G) no gene JAK2, que predispõe o desenvolvimento de NMPs JAK2V617F 

positivas, (2) três loci modificadores de NMP desconhecidos no momento do estudo, e 

relataram que (3) a aquisição de JAK2V617F é preferencialmente adquirida em cis com o alelo 

predisponente e que (4) rs10974944 e JAK2V617F estão localizados em um bloco de haplótipo 

comum que não abrange o promotor JAK2 5' (eles não estão em LD [101]), portanto, o alelo 

rs10974944 (G) pode predispor a variante somática JAK2V617F na mesma cadeia [98] . 

Da mesma forma, os achados germinativos identificados suportam a hipótese de que 

46/1 contribui para a predisposição de NMPs. Esses achados estão de acordo com os relatos de 

Olcaydu [101], nos quais o haplótipo rs3780367G/rs10974944G/rs12343867C/rs1159782C foi 

fortemente associado ao JAK2V617F [101]. 

 

Concordância do haplótipo 46/1 com JAK2V617F em diferentes populações 

Estudos anteriores relataram a associação de variantes do haplótipo 46/1 com 

JAK2V617F em populações etnicamente distintas. Em um estudo realizado na China, foi 

descrita associação significativa entre a variante JAK2V617F e o rs10974944 (G) do haplótipo 

46/1, sendo observada maior frequência em pacientes após comparação com controles 

[68]. Resultados semelhantes foram observados no Japão por Ohyashiki [89], que avaliou 138 

pacientes e 107 indivíduos saudáveis com idades entre 30 e 87 anos e destacou o status 

JAK2V617F nos pacientes (68,8% JAK2V617F positivo) e 107 indivíduos controle. Assim, a 

combinação do alelo G em rs10974944, alelo C em rs4495487 e alelo C em rs12343867 foi 
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fortemente associada a NMP JAK2V617F positivo (OR: 3,07; 95% CI: 1,73–5,46) e 

discretamente associada a NMP JAK2V617F negativo (OR: 2,26, IC 95%: 1,01–4,7) quando 

comparado aos controles. Isso demonstra que os portadores de 46/1 têm um risco aumentado 

de 200 a 300% (2 a 3 vezes mais provável) de adquirir JAK2V617F quando comparados aos 

não portadores. Esses achados estão de acordo com os de Tefferi [69], Triffa [112], Jones [24], 

Kilpivaara [98], Olcaydu [101], Pardanani [87] e Wang [45] que realizaram estudos com 

populações caucasianas dos Estados Unidos da América e de vários países europeus. 

Outro estudo realizado na China avaliou um SNV em DL (rs12340895) com haplótipo 

46/1 em 225 pacientes e 226 controles, pois foi identificado como fator de risco para NMPs, 

bem como homozigose no locus rs12340895 como fator de suscetibilidade para JAK2V617F 

[113]. Resultados semelhantes foram encontrados na população de Taiwan com marcador SNV 

rs1234387 [90]. Os diferentes relatos em diferentes populações ao redor do mundo destacam 

que o mecanismo subjacente à aquisição de JAK2V617F não se limita apenas aos 

caucasianos; portanto, deve ter uma base evolutiva relativamente antiga [47]. 

Existem duas hipóteses que poderiam explicar a associação entre o haplótipo 46/1 e a 

variante JAK2V617F: hipermutabilidade e hipótese do solo fértil [24,45,114]. A hipótese da 

hipermutabilidade considera o 46/1 como mais instável geneticamente [68], podendo levar a 

danos no DNA e erros de replicação [88] por predispor à aquisição de JAK2V617F com mais 

frequência quando comparado a outros haplótipos [96]. O suporte para esta hipótese vem da 

observação de que JAK2V617F aparentemente apareceu pelo menos duas vezes em alguns 

indivíduos, e possivelmente porque as variantes do éxon 12 estão associadas com 46/1, embora 

com um risco menor [47,115]. Por outro lado, a hipótese do solo fértil assume que as células-

tronco hematopoiéticas que carregam 46/1 têm uma vantagem seletiva quando ocorrem 

variantes oncogênicas [96,99]. Mesmo com proposições diferentes, uma hipótese não anula a 

outra e ambas podem coexistir no cenário genético dessas neoplasias [76]. 

 

5. Contribuição de 46/1 para a Desregulação Inflamatória em NMPs 

As células-tronco hematopoiéticas requerem um conjunto de interações cooperativas 

estritamente reguladas e conservadas com suas células estromais, a fim de realizar os processos 

normais de dormência, autorrenovação, proliferação, locomoção e diferenciação. Estes 

dependem da expressão de genes hematopoiéticos, interação entre células, produção e liberação 

de uma variedade de citocinas e quimiocinas [116] relacionadas aos mecanismos inflamatórios 

envolvidos nos NMPs. Em nossa revisão anterior, identificamos que a variante JAK2V617F 
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desempenha um papel relevante nesse complexo processo, interferindo na regulação de várias 

vias envolvidas na produção de citocinas, tumorigênese e mediadores da inflamação [56]. 

Estudos sugerem que o haplótipo está relacionado a uma expressão elevada de JAK2, 

INSL6 e INSL4, que causa recombinação do DNA, surgimento de variações genéticas ou 

metilação anormal da região promotora [97,117]. Hermouet [97] sugere que 46/1 pode incluir 

sequências de DNA repetitivas intrônicas não identificadas que facilitam a recombinação do 

DNA e a superexpressão do gene JAK2 localizado no alelo recombinado. Nesse contexto, JAK2 

transmite os sinais de proliferação de todas as citocinas críticas para a mielopoiese, e o haplótipo 

46/1 predisporia os portadores à estimulação cronicamente excessiva da mielopoiese. Isso 

expõe os progenitores mieloides a um processo mitótico exacerbado e aumenta o risco de erro 

e alteração nos genes direcionados à mielopoiese, 

como JAK2 e MPL, TET2, ASXL1, LNK, CBL e EZH2 [97]. Um estudo mostrou que pacientes 

positivos para NMP apresentam alta expressão de mRNA de JAK2, o que estaria relacionado a 

uma maior probabilidade de células mieloides se dividirem em resposta às citocinas ativadoras 

de proteínas, tornando-as, assim, propensas a erros de replicação [97]. Além disso, o haplótipo 

pode, em teoria, contribuir para uma sinalização preponderante a jusante de JAK2V617F 

ativado constitutivamente por meio do aumento da produção de citocinas pelas células do 

estroma da medula óssea, possivelmente mediado por INSL4 e INSL6 [71,97,117]. Este último 

já foi relatado como sendo expresso em células estromais medulares de ratos [118]. 

O haplótipo também pode influenciar na aquisição de variantes somáticas em JAK2, 

bem como facilitar a expressão de INSL6 e INSL4 em células do estroma medular, o que leva à 

sinalização anormal de citocinas com ação pró-inflamatória e promieloide, e gera um ambiente 

favorável para o clone mutante (Figura 5). Não se sabe ao certo quais citocinas estariam 

relacionadas; no entanto, vários estudos clínicos com pacientes com NMP já demonstraram 

níveis plasmáticos aumentados de IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-α e IFN-γ e fatores de 

crescimento, incluindo fator estimulador de colônia de granulócitos-macrófagos (GM-CSF), 

fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e fator de crescimento endotelial vascular 

(VEGF) [119,120]. Na MFP, níveis celulares e extracelulares de várias citocinas com ação 

angiogênica e fibrinogênica, como fator transformador de crescimento beta (TGF-ß), fator de 

crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator básico de crescimento de fibroblastos (bFGF) 

e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), estão aumentados, entre outros que 

condicionam o estroma medular a criar um microambiente patológico favorável que nutre e 

protege as células malignas através de alterações histológicas da medula óssea [121,122] .Pode-

se levantar a hipótese de que o haplótipo atue como um possível fator na suscetibilidade 
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genética do hospedeiro a uma resposta mieloide inadequada às citocinas, levando assim a um 

estado inflamatório intensificado e aumento do risco de neoplasias mielóides, que é acelerado 

pela aquisição de genes somáticos variantes [9,117]. 

 

Figura 5. Possível associação do haplótipo 46/1 e NMPs. (1) Células estromais medulares positivas para 46/1 

podem apresentar desregulação em genes, como INSL4 e INSL6, que podem estar envolvidos na (2) produção 

excessiva de mediadores pró-inflamatórios e promieloides. Essas citocinas (3) interagem com células-tronco 

normais e haplótipo-positivas e multipotentes JAK2V617F, promovendo (4) proliferação exacerbada (vantagem 

proliferativa) das células mutantes, que, por sua vez, continuam seu processo de (5) diferenciação e maturação 

celular, e desencadear o (6) distúrbio mieloproliferativo clonal. 

 

 

6. Características clínicas e laboratoriais dos NMPs relacionados ao haplótipo 46/1 

A relação entre JAK2V617F e o haplótipo 46/1 é clara e tem sido apontada pela maioria 

dos estudos, principalmente em pacientes com PV. Esta questão foi confirmada por Ohyashiki 

[89], que identificou uma maior presença de variantes de haplótipos, níveis de hemoglobina 

significativamente elevados em pacientes com JAK2V617F e genótipo GCC em comparação 

com aqueles com genótipo GCC, mas sem JAK2V617F. Também é interessante notar que 

alguns estudos associam o haplótipo a certos achados clínicos (esplenomegalia, trombose da 

veia esplâncnica e síndrome de Budd-Chiari) e achados laboratoriais (aumento da contagem de 

plaquetas, leucócitos, hematócrito e hemoglobina) que são característicos de NMPs 

[86,90,91,99,123,124]; no entanto, essa correlação não é um consenso [96,125]. Mesmo assim, 

não se pode ignorar que a hemoglobina e o hematócrito podem estar alterados para níveis acima 

do normal em casos de homozigose e alta carga do alelo variante para JAK2V617F [125]; e este 

último já demonstrou estar relacionado com 46/1 em vários estudos [86,125]. 
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Conforme discutido anteriormente nesta revisão, a homozigose para a variante somática 

está relacionada a aUPD que, por sua vez, pode ser causada por 46/1 devido à combinação de 

grandes porções das duas regiões parentais do cromossomo 9p [96], ou seja, esses três 

elementos (aUPD + HAPLÓTIPO 46/1 + JAK2V617F), em teoria, trabalham juntos para 

estabelecer o fenótipo mieloproliferativo e hereditário dos NMPs. No caso desta última, mais 

especificamente sobre a herdabilidade das variantes, acredita-se que um alelo marcador situado 

no mesmo haplótipo de um alelo causador (JAK2V617F) provavelmente será herdado em 

conjunto, o que não seria possível se os alelos estivessem em diferentes haplótipos [126]. 

 

7. Herança de NMPs e a Relação com o Haplótipo 46/1 

O desenvolvimento de uma neoplasia hematológica depende de vários fatores, como 

idade, ambiente e genética do hospedeiro [46]. Fatores genéticos hereditários alteram o risco 

em cada estágio do desenvolvimento, ou seja, desde a aquisição do câncer até sua progressão 

[46,127]. As formas hereditárias de NMPs podem ser divididas em duas categorias principais: 

(1) síndromes hereditárias que afetam uma única linhagem com herança mendeliana, alta 

penetrância e hematopoiese policlonal; e (2) predisposição hereditária para verdadeiros NMPs, 

que são caracterizados por baixa penetrância, hematopoiese clonal, presença de variantes 

somáticas (por exemplo, JAK2V617F) e risco de progressão para leucemia mieloide aguda 

(LMA) [46,128]. 

Na predisposição hereditária, existe a possibilidade de ocorrência em dois ou mais 

membros da mesma família e, neste contexto, o termo “familiar” é utilizado para descrever uma 

alteração desconhecida da linhagem germinativa que predispõe a aquisição de um NMP 

[46]. Um estudo familiar de mais de 11.000 pacientes com NMPs e seus quase 25.000 parentes 

de primeiro grau encontrou um risco 5 a 7 vezes maior de desenvolver NMPs entre parentes de 

primeiro grau de pacientes com NMPs [70]. Outra pesquisa, realizada com 72 famílias, 

caracterizou 50% dos indivíduos incluídos no estudo com padrão de herança compatível com 

dominância autossômica com penetrância incompleta [54]. 

Há evidências crescentes que sugerem que fatores hereditários são responsáveis por um 

efeito mais amplo na suscetibilidade ao desenvolvimento de NMPs [47,129]. Variantes 

somáticas observadas em NMPs familiares são responsáveis pela vantagem proliferativa e 

subsequente clonalidade celular, enquanto o componente herdado predispõe à aquisição de 

variações genéticas somáticas [46,130]. No entanto, existem estudos que discordam dessa 

relação direta e apontam que outros fatores, além do haplótipo, explicariam a herança dos NMPs 

[44,46,109,115], como, por exemplo, a interação com o alelo rs2736100 (C) do TERT, que é 
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significativamente encontrado em NMPs familiares quando comparados a NMPs esporádicos 

[131]. Mesmo que essa parcela discorde das proposições feitas, avaliar as variantes que fazem 

parte do haplótipo germinativo 46/1 em casos familiares torna-se relevante para entender seu 

comportamento dentro do cenário de hereditariedade e sua possível relação com os NMPs 

familiares. 

 

8. Conclusões e Perspectivas 

É notável que o cenário genético dos NMPs é complexo e ainda em fase de 

elucidação. O haplótipo 46/1 é um achado importante nesse processo de descoberta, 

principalmente por sua relação com a variante JAK2V617F, e inserções e deleções do éxon 12 

de JAK2 [88]. Há também uma possível associação com variantes do éxon 10 do gene MPL 

[132], e isso ainda está em discussão [133,134], bem como com o 

gene CALR [135,136]. Considerando o haplótipo como objeto de análise, não se pode descartar 

a complexidade de se estudar a região em que ele está localizado, pois, além de ser 

consideravelmente extensa, possui centenas de SNVs em LD que se localizam nas regiões 

intrônicas pouco estudadas. No entanto, seria ingênuo inferir que dentro desta região apenas 

uma variante seria germinativa e responsável pela positividade de JAK2V617F ou 

hereditariedade de NMPs. 

Curiosamente, algumas das associações com 46/1 descritas até agora envolvem 

patologias acentuadas ou caracterizadas por desregulação inflamatória: NMPs, LMA, doença 

de Chron, doença inflamatória intestinal e colite ulcerativa. Essas relações provavelmente não 

são aleatórias e apoiam ainda mais a hipótese de que o haplótipo 46/1 pode estar associado a 

JAK2V617F e/ou outras variantes funcionais do gene JAK2 que ainda não foram descritas e que 

desempenham um papel na desregulação inflamatória [117]. 

O haplótipo 46/1 pode até se estabelecer como uma alternativa viável para o 

monitoramento de indivíduos com NMPs e outras neoplasias mieloides. Tal indicação é 

considerada por sua associação com menor sobrevida em pacientes com MFdevido à 

diminuição da defesa contra infecções e aumento do risco de uma resposta inflamatória mais 

grave, que, por sua vez, contribui para a remodelação tecidual na medula óssea, levando, assim, 

a um transformação mielofibrótica [24,56,58,97,137]; com a alta carga alélica variante 

relacionada a um fenótipo NMP mais grave; aumento do risco de transformação mielofibrótica 

em pacientes com PV [69]; e por ser um possível fator relacionado à LMA com cariótipo normal 

associado à predisposição para uma forma mielomonocítica aguda, o que a torna um fator de 

risco independente desfavorável [117]. 
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Outra associação relatada seria com a doença aguda do enxerto contra o hospedeiro 

(aGvHD) graus II-IV em pacientes com LMA submetidos a transplante alogênico de células-

tronco hematopoiéticas (alo-HSCT) [138]. Tanto este quanto os demais estudos citados devem 

ter seus dados confirmados por outros estudos com populações maiores e mais heterogêneas, a 

fim de verificar a relação dessas variantes germinativas com os NMPs e outras neoplasias 

mieloides. É por meio dessas confirmações que tais variantes podem se tornar úteis na prática 

clínica para obtenção de resultados terapêuticos satisfatórios, como já é o caso dos haplótipos 

relacionados ao antígeno leucocitário humano (HLA) [139]. 

A utilização do 46/1 em testes de triagem ou preditivos em casos de NMPs familiares 

pode ser uma alternativa a ser considerada. Mesmo que não haja consenso sobre o impacto do 

haplótipo em casos familiares, sua existência e relação não podem ser descartadas. A 

investigação dessas variantes torna-se relevante devido aos achados descritos até o momento e 

à associação entre idade precoce ao diagnóstico em NMPs familiares [140] e casos de TE na 

infância já relatados na literatura [141]. Os achados dessas análises podem ser úteis para 

verificar a probabilidade do indivíduo ser portador de um traço hereditário, que pode ou não ser 

patogênico [142], a fim de traçar o perfil molecular dos casos infantis (a composição genética 

na infância TE pode ser mais complexa do que nos adultos) [141]. Além disso, permite prever 

a suscetibilidade a doenças, favorecendo o diagnóstico precoce para estratégias preventivas e 

terapias personalizadas [143,144]. A análise de variantes de haplótipos em pacientes triplo 

negativos (que não possuem variantes driver nos genes MPL, JAK2 e CARL ) também pode ser 

útil nesse contexto investigativo de NMPs. Conforme estabelecido pela OMS, esses pacientes 

devem ser testados para outras variantes em genes adicionais, como ASXL1, DNMT3A, TET2, 

EZH2, IDH1/2 e SRSF2,a fim de verificar a natureza do distúrbio mieloproliferativo clonal 

[52]. A inclusão do haplótipo nessa análise de triagem ajudaria a compreender melhor o cenário 

genético desses pacientes, a fim de verificar se as variantes germinativas estão envolvidas 

nesses mecanismos e interagem com outras variantes genéticas ainda não conhecidas, além de 

comprovar ou refutar sua ação no contexto da desregulação da inflamação nesses casos. A 

utilização do sequenciamento de próxima geração (NGS) seria uma alternativa valiosa nesse 

processo, podendo auxiliar na confirmação desse diagnóstico [145]. Também permitiria a 

avaliação simultânea da complexidade molecular da doença com maior abrangência e 

sensibilidade, além de menores custos [52]. 

Diagnósticos e prognósticos baseados em análise de DNA aplicados à dinâmica clínica 

de pacientes com câncer estão em constante expansão e nos ajudam a entender a complexidade 

dos genomas do câncer [85,88,146,147]. Embora, atualmente, tenhamos conhecimento limitado 
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sobre as interações haplótipo-fenótipo de genes envolvidos em NMPs. A continuidade das 

pesquisas sobre esse tema, em diferentes populações ao redor do mundo e com diferentes 

associações clínicas e laboratoriais, auxiliará no melhor entendimento do real impacto do 46/1 

na dinâmica mieloproliferativa. Os resultados desses estudos podem produzir ferramentas úteis 

no diagnóstico, acompanhamento personalizado, aconselhamento genético e treinamento do 

médico para a tomada de decisão sobre o planejamento e escolha do tratamento do paciente, 

melhorando assim não só a sobrevida, mas também a qualidade de vida do paciente. 
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RESUMO 

JAK2V617F é uma alteração genética comum em neoplasias mieloproliferativas BCR/ABL1 

negativas e está associado ao haplótipo 46/1 que está em desequilíbrio de ligação estreito com 

a variante rs10974944 (C>G) localizada no íntron 12 do gene JAK2. Esse haplótipo também 

influencia as alterações laboratoriais, frequência alélica das variantes e correlações com 

neoplasias mieloproliferativas familiares. Este estudo teve como objetivo avaliar o haplótipo 

46/1 (rs10974944:G) e outras variantes do íntron 12 (rs10119004, rs1081515 e rs59720809) 

em uma população da Amazônia brasileira. Foram incluídos no estudo 108 indivíduos 

diagnosticados clinicamente com policitemia vera (n=39), trombocitemia essencial (n=61) e 

mielofibrose (n=8). Dados clínicos, laboratoriais e análises moleculares por reação em cadeia 

da polimerase e sequenciamento de Sanger foram considerados. Observou-se que os indivíduos 

com policitemia vera e portadores do alelo G de rs10974944 apresentaram valores 

significativamente aumentados de volume corpuscular médio e hemoglobina corpuscular média 

(p < 0,05). Por outro lado, no grupo de trombocitemia essencial, foram observados níveis 

elevados de glóbulos vermelhos, hematócrito e hemoglobina (p < 0,05). Foi observada uma 

associação entre a frequência genotípica de rs10974944 (G) e o status da variante JAK2V617F. 

Indivíduos com o alelo G e o genótipo GG de rs10974944 apresentaram uma associação 

significativa com o status positivo para JAK2V617F (p < 0,05), assim como um aumento na 

frequência alélica da variante. Além disso, rs10815151 demonstrou uma associação com o 

status negativo para JAK2V617F. Com base nos nossos dados, podemos sugerir uma associação 

entre rs10974944 (G) e o status positivo para JAK2V617F, bem como alterações laboratoriais 

e um aumento na frequência alélica da variante. Além disso, rs10815151 pode ser considerado 

um possível marcador de resistência ou proteção para o status positivo de JAK2V617F na 

população estudada. 

 

Palavras chaves: JAK2, neoplasias mieloproliferativas crônicas, haplótipo, polimorfismos de 

nucleotídeo único.   
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INTRODUÇÃO  
 

As neoplasias mieloproliferativas (NMP) são doenças clonais de célula-tronco 

hematopoiética caracterizadas por hiperplasia de um ou mais elementos da série mieloide com 

maturação eficaz, resultando em leucocitose no sangue periférico, aumento da massa 

eritrocitária e possível evolução para fibrose medular ou transformação leucêmica1. Com uma 

incidência de 6 casos a cada 100.000 habitantes, essas patologias atingem majoritariamente 

indivíduos entre 60 e 70 anos, sendo a maioria do sexo masculino e de raça branca2,3.  

Policitemia vera (PV), trombocitemia essencial (TE) e mielofibrose primária (MF), são 

descritas as NMPs BCR::ABL1 negativas mais frequentes, as quais diferenciam-se por sinais, 

sintomas, alterações laboratoriais e clínicas e os achados genéticos5,4.  

A variante JAK2V617F (dbSNP ID: rs77375493) é o principal achado genético nas 

NMPs6. Trata-se de uma substituição de valina por fenilalanina no códon 617 da cadeia 

polipeptídica de JAK2, que altera seu domínio regulatório e condiciona uma atividade 

constitutiva da via JAK/STAT7. Essa alteração genética tornou-se um marcador de interesse,  

identificada em torno de 90% dos casos de policitemia vera e entre 50% a 60 % dos casos de 

trombocitemia essencial  e mielofibrose primária3,8–10. Mesmo com protagonismo na 

etiopatogênese das NMPs, JAK2V617F não é uma variante germinativa, o que condicionou 

diversas hipóteses sobre os eventos que antecedem a aquisição dessa alteração genética.  

Estudos demonstraram uma associação entre JAK2V617F e o haplótipo 46/1, um 

conjunto de variações genéticas da linha germinativa distribuídas ao longo do cromossomo 

9p.24.111. Esse haplótipo abrange regiões com alto índice de variantes genéticas em JAK2 (éxon 

12 e 14) e está em desequilíbrio de ligação completo com a variante rs10974944 (C>G), 

localizada no íntron 12 do mesmo gene12,13. Pesquisadores indicam essa alteração genética 

como um fator que favorece a aquisição  de JAK2V617F3,12,14,15 por aumentar a taxa mutacional 

de JAK2, o que pode levar a danos no DNA e erros de replicação16. Além de ser identificado 

em pacientes NMPs de diversas populações, esse haplótipo também foi associado a alterações 

laboratoriais mais acentuadas, presença de esplenomegalia, desregulação inflamatória, casos 

familiares de NMPs (elevando o risco de desenvolver alguma neoplasia mieloproliferativa em 

5 a 7 vezes) e metilação anormal do promotor gênico17,18.  

A presente pesquisa estudou o haplótipo 46/1 do gene JAK2, analisando as variantes 

rs10974944 (G), JAK2V617F e outras variantes identificadas na região genômica analisada em 

uma população da Amazônia brasileira. Além disso, foi avaliada uma possível associação da 
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variante com parâmetros laboratoriais, carga alélica variante (VAF) e foram identificados 

obtidos a partir dos SNVs pareados. 

 

Materiais e métodos 

 

População: Foram incluídos 108 indivíduos com diagnóstico clínico para neoplasias 

mieloproliferativas BCR::ABL1 negativas. O estudo foi realizado de fevereiro de 2021 a janeiro 

de 2023. A análise laboratorial foi realizada no Laboratório de genômica. O estudo foi 

submetido e aprovado pelo Comitê de Ética da Fundação Hospitalar em Hematologia e 

Hemoterapia do Amazonas. O consentimento informado por escrito foi obtido de paciente ou 

de um substituto apropriado se o paciente não conseguiu fornecer consentimento. Este estudo 

atendeu a resolução n 466/2012 do Conselho Nacional de Saúde para pesquisas envolvendo 

seres humanos com parecer: nº 4.450.813 e certificado de apresentação de apreciação ética nº 

39991420.6.0000.0009. 

Dados clínicos e laboratoriais: Os dados clínicos (sexo, idade, esplenomegalia, eventos 

cardiovasculares, trombóticos e/ou hemorrágicos) foram obtidos por meio de prontuários 

médicos e os dados laboratoriais foram obtidos através dos resultados prévios obtidos através 

da pesquisa de Torres e colaboradores (dados não publicados). 

Amostra biológica e extração de DNA: amostras de sangue venoso foram coletadas em tubos 

contendo EDTA e o DNA foi extraído com Brazol (Lgcbio, Brasil), seguindo as orientações do 

fabricante, e armazenado a -80°C. 

PCR convencional e purificação da PCR: para a amplificação da região do DNA em análise, 

utilizou-se uma reação com volume final de 25 μL com 50-100 ng de DNA genômico, Tampão 

(1x), MgCl2 (1.5mM), Primer FW (CCAACTGAGTTTCCTTGCAG) e RV 

(CTAGGTTAAGAGTATGTGGTTCC) (0.4 mM), dNTP mix (0.2 mM) e TAQ 1U Os primers 

foram desenhados especificamente para o presente estudo na plataforma Primer-BLAST- NCBI 

e OligoAnalyzer Tool-IDTDNA.com, avaliando a porcentagem de GC, Tm, capacidade de 

Hairpin, e índice ΔG. Os produtos das reações foram visualizados mediante eletroforese em gel 

de agarose 1,5%, corado com brometo de etídio. O produto da PCR, um amplicon com 572 pb, 

foi purificado com Polietilenglicol 8000 (Promega).  

Sequenciamento dos nucleotídeos e análise de sequências: Aproximadamente 5-30 ng de 

produto de PCR purificado foi aplicado na reação de sequenciamento. O sequenciamento dos 

nucleotídeos foi realizado usando BigDye® Terminator v3.1 (Applied Biosystems), seguindo 

recomendações do fabricante e os primers descritos anteriormente. Os produtos foram 
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purificados pelo protocolo de EDTA/Etanol, e avaliados no sequenciador automático 3500 XL 

Genetic Analyzer® (Applied BioSystems, USA), com polímero POP-7. As sequências foram 

inicialmente analisadas no software Sequencing Analysis (Applied biosystem [Thermo Fisher 

Scientific, São Paulo, Brazil]). Software Geneious 6.0.6 (Biomatters, USA) usado para fazer o 

mapeamento das variantes e comparação com a sequência de referência Homo sapiens Janus 

kinase 2 (JAK2), (NCBI: NG_009904.1). 

Análise dos haplótipos: As frequências dos haplótipos foram calculadas usando o Haploview 

software (v.4.2), como medida do Desequilíbrio de Ligação (DL). Haplótipos com frequências 

<1% não foram considerados relevantes para comparações. O grau de pairwise entre os 

nucleotídeos foi analisado pela estrutura LD, considerando valores de r2 >0,8 como DL forte, 

<0,8 para fraco e <0,1 como DL negativo.  

O equilíbrio de Hardy-Weinberg foi calculado comparando as frequências estimadas com as 

observadas dos genótipos pelo teste χ2. SNVs com valores de p<0,001 foram considerados 

como em equilíbrio de Hardy-Weinberg.  

Análise estatística: Os resultados obtidos passaram pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk. 

Variáveis categóricas foram expressas por valor absoluto (n) e frequência relativa (%), e foram 

testadas pelo χ2 e teste exato de Fisher com intervalo de confiança de 95%. As variáveis 

numéricas foram expressas por mediana (Md) e intervalo interquartílico [IIQ] com percentil de 

75% através do software GraphPad Prism v.9.0.2. Para as variáveis não paramétricas foi 

realizado o teste de Kruskal-Wallis. Para ambas as análises foi realizado o pós-teste de Dunn’s 

para múltiplas comparações, também pelo software GraphPad Prism v.9.0.2. Valores de p <0.05 

consideraram-se estatisticamente significativos. 

 

Resultados 

 

Caracterização clínico-laboratorial  

Foram incluídos 108 indivíduos no estudo com características clínicas e laboratoriais 

descritas na tabela 1 1. A maioria de indivíduos do sexo feminino tiveram o diagnóstico de TE 

(n=48) (p = 0.002). A idade mediana dos participantes foi semelhante entre os grupos.  

As medianas de RBC, Ht e Hb foram significativamente maiores no grupo PV em 

comparação com TE (RBC: 5,57 mm³; Ht: 48%; Hb: 15,4 g/dL, p <0,0001) (tabela1), já outros 

marcadores hematológicos demonstraram-se significativamente aumentados na TE em 

comparação a PV como o VCM (103,9 pg, p < 0.0001), HCM (33,5 fL, p < 0,0001) e plaquetas 

(467000 x mm3, p < 0,0001).  
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Tabela 1: Características clínicas e laboratoriais de pacientes com neoplasias mieloproliferativas 

 

Legenda: PV: policitemia vera, TE: trombocitemia essencial, MF: mielofibrose, RBC: contagem de eritrócitos, 

Ht: hematócrito, Hb: hemoglobina, VCM: volume corpuscular médio, HCM: hemoglobina corpuscular média, 

CHCM: concentração de hemoglobina corpuscular média, WBC: contagem de leucócitos, DHL: lactato 

desidrogenase, PT: tempo de protrombina, INR: razão internacional normalizada, aPTT: tempo de tromboplastina 

parcial ativada, VAF: frequência alélica variante, IIQ: intervalo interquartil, Md: mediana. Valores de referência: 

RBC: 3.9-5.3 mm3, Ht: 36-48%, Hb: 12-16 g/dL, VCM: 80-100 fL, HCM: 27-33 pg, CHCM: 32-36 g/dL, WBC: 

3600-11000 mm3, PQT: 150000-400000 mm3, AU: 3,5- 7,2 mg/dL (homem); 2,6 - 6,0 mg/dL (mulher), 

Fibrinogênio: 180-350 mg/dL 

  

CARACTERISTICAS PV (n=39) TE (n=61) MF (n=8) valor de p 

Homens/Mulheres, n 20/19 13/48 5/3 0,002 

Idade, Md [IIQ]  61 [49-71] 58 [43,5-72] 61 [54-72,7] 0,599 

RBC (x mm³), Md [IIQ] 5,57 [4,3-6,1] 3,75 [3,2-4,5] 3,25 [2,8-4,7] <0,0001 

Ht (%),  Md [IIQ] 48,0 [44,1-52,3] 37,9 [35,7-42,3] 30,3 [23,3-38,7] <0,0001 

Hb (g/dL),  Md [IIQ] 15,4 [13,8-16,3] 12,6 [11,6-13,9] 9,5 [7,4-12] <0,0001 

VCM (pg),  Md [IIQ] 90,3 [82,6-103,5] 103,9 [74,9-112,7] 86,3 [78,6-92,9] <0,0001 

HCM (fL),  Md [IIQ] 29,5 [26,7-33,1] 33,5 [30,3-36,7] 28,5 [24,6-29] <0,0001 

CHCM (g/dL),  Md [IIQ] 32 [30,6-33,5] 32,5 [32-33,6] 31,3 [30,4-33,4] 0,237 

WBC (x mm³),  Md [IIQ] 6540 [5150-7990] 5730 [3940-7110] 
9115 [3235-

13368] 
0,028 

Plaquetas (/mm³),  Md [IIQ] 
294000 

[174000-391000] 

467000 

[361500-547500] 

305500 

[134250-408500] 
<0,0001 

DHL (U/L),  Md [IIQ] 
438,6  

[318,4-533,6] 

420 

[354,5-495,5] 

904,5  

[488,2-1276] 
0,026 

Ácido úrico (mg/dL), Md [IIQ] 4,5 [3,5-5,9] 4,1 [2,8-4,8] 6,8 [4,3-8] 0,003 

PT (seg), Md [IIQ] 11,6 [10,9-12,6] 11,4 [10,8-12,2] 13,85 [13,1-14,2] 0,0008 

INR,  Md [IIQ] 0,9 [0,9-1] 0,9 [0,9-1] 1,1 [1,1-1,2] 0,0007 

aPTT (seg),  Md [IIQ] 31,1 [27,8-36] 30,3 [28-33,1] 36,1 [32,1-40,7] 0,019 

Fibrinogênio (mg/dL), Md [IIQ] 278 [223-320] 296 [249,5-378] 302 [210,5-443,5] 0,139 

Esplenomegalia, n (%) 9 (23) 10 (16,3) 5 (62,5) 0,001 

Eventos trombóticos, n (%) 8 (20,5) 15 (24,5) 0 0,270 

Eventos hemorrágicos, n (%) 1 (2,5) 14 (22,9) 0 0,004 

JAK2V617F+ n (%) 23 (58,9) 22 (36) - 0,020 

VAF JAK2V617F ≥ 50% 16 (41) 4 (6,5) - 
0,005 

VAF JAK2V617F < 50% 7 (17,9) 18 (29,5) - 

JAK2V617F não relatado n (%) 3 (7,6) 4 (6,4) - >0,999 
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MF apresentou valores significativamente aumentados de DHL (904,5 U/L, p = 0,026), 

Ácido úrico (6,8 mg/dL, p = 0,003), PT (13,85 seg, p = 0,0008), INR (1,1, p = 0,0007), aPTT 

(36,1 seg, p = 0,019). Eventos hemorrágicos foram significativamente mais comuns no grupo 

TE quando comparado a PV (p = 0,004), enquanto a frequência de esplenomegalia e eventos 

trombóticos não diferiram significativamente entre PV e TE (p > 0,05).  

JAK2V617F+ foi significativamente superior na PV (58,9%, p = 0,020). Os dados de 

VAF de JAK2V617F confirmam esses achados indicando que 41% dos pacientes com PV 

apresentaram uma alta frequência alélica (VAF ≥ 50%), quando comparado a TE, que 

apresentou apenas 6,6% de VAF ≥ 50% (p = 0,005).  

 

Variantes genéticas identificadas  

A região analisada, com extensão de 572 pb, permitiu identificação de outras alterações 

genéticas ao longo do íntron 12. Além de rs10974944 (C>G), foram identificadas rs10119004 

(A>G), rs1081515 (G>T) e rs59720809 (A>G). Os dados sobre frequência alélica e genotípica 

estão apresentados na tabela 2.  

 

Tabela 2: Frequência genotípica e alélica de SNVs identificados em indivíduos com neoplasias 

mieloproliferativas incluídos no estudo 

Genótipo/alelo; n (%) PV (n = 39) TE (n = 61) MF (n = 8) 

rs10974944 (C>G)* 

CC 12 (30,7) 25 (41) 2 (25) 

CG 13 (33,3) 24 (39,3) 2 (25) 

GG 14 (36) 12 (19,7) 4 (50) 

C  37 (47,4) 74 (60,7) 6 (37,5) 

G 41 (53,6) 48 (39,3) 10 (62,5) 

rs10815151 (C>T) 

CC 25 (64,1) 33 (54,1) 7 (87,5) 

CT 9 (23,1) 23 (37,7) 1 (12,5) 

TT 5 (12,8) 5 (8,2) - 

C  59 (75,6) 89 (72,9) 15 (93,7) 

T 19 (24,4) 33 (27,1) 1 (6,3) 

rs59720809 (A>G) 

AA 37 (94,9) 55 (90,2) 8 (100) 

AG 2 (5,1) 6 (9,8) - 

GG - - - 

A 76 (97,4) 116 (95,1) 16 (100) 

G 2 (2,6) 6 (4,9) - 

rs10119004 (A>G) 

AA 25 (64,1) 26 (42,6) 5 (62,5) 

AG 9 (23,1) 29 (47,5) 2 (25) 
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Legenda: PV: policitemia vera, TE: trombocitemia essencial, MF: mielofibrose, NMPs: neoplasias 

mieloproliferativas. *Em desequilíbrio de ligação estreito com o haplótipo 46/1. Nenhum SNV apresentou-se em 

equilíbrio de Hardy-Weinberg (p>0,001). 

 

Do total de indivíduos incluídos no estudo, 63,9% apresentaram a variante rs10974944 

(G), 27.8% em homozigose (GG) e 36,1% em heterozigose (CG). O genótipo GG foi mais 

frequente no grupo PV (36%). Quanto ao genótipo CG, ele é mais frequente em ambos os 

grupos, com valores próximos (33,3% em PV e 39,3% em TE). Já em relação à frequência 

alélica, alelo G foi mais frequente em PV (53,6%) e o alelo C é mais frequente em TE (60,7%). 

A frequência do genótipo GG em mielofibrose foi elevada (50%), todavia, a quantidade de 

indivíduos incluídos no estudo representa uma amostra discreta. 

O alelo T de rs10815151 foi mais prevalente em PV e TE (24,4% e 27,1%, 

respectivamente). rs59720809 (C>G) apresentou em baixas frequências em todos os grupos 

populacionais (PV: 5.1%; TE: 9.8%; MF: 0). O alelo G de rs10119004 foi menor nos grupos 

PV em comparação com o grupo TE (24,4% vs. 33,63%, respectivamente). nenhuma  

As tabelas 3 e 4 apresentam valores de características sanguíneas de indivíduos com 

policitemia vera e trombocitemia essencial, respectivamente, e diferentes genótipos para o 

rs10974944 (CC, CG e GG). Para PV, indivíduos com o alelo G apresentaram valores 

significativamente aumentados de VCM e HCM (p = 0,030 e p = 0,041, respectivamente). 

Assim como, indivíduos com TE, o alelo G de rs10974944 foi associado a índices elevados de 

RBC, Ht e HB apresentaram valores de p significativos (p < 0,05) 

 

Tabela 3: Características laboratoriais de indivíduos com policitemia vera e o alelo G de rs10974944 

Características C/C (n=12) Alelo G (n=27) Valor de p 

RBC (x mm3), Md [IIQ] 5,9 [4,7-6,6] 4,8 [4,2-6] 0,188 

Ht (%),Md [IIQ] 49,8 [43-52,2] 48 [44,1-53,1] 0,866 

Hb (g/dL) Md [IIQ] 15,7 [13,1-16,2] 15,4 [13,9-16,6] 0,958 

VCM (pg) Md [IIQ] 83,6 [81,7-89,5] 93,7 [86,6-104,9] 0,030 

HCM (fL), Md [IIQ] 27,3 [24,1-29,4] 30,9 [28,1-33,3] 0,041 

CHCM (g/dL) 32,1 [30,4-36,1] 32 [30,6-33,5] 0,816 

WBC (x mm3) Md [IIQ] 6670 [3835-11118] 6540 [5190-12580] 0,911 

Plaquetas (x mm3) Md [IIQ] 258000 [176250-440000] 302000 [174000-391000] 0,0747 
 

Legenda:  RBC: contagem de eritrócitos, Ht: hematócrito, Hb: hemoglobina, VCM: volume corpuscular médio, 

HCM: hemoglobina corpuscular média, CHCM: concentração de hemoglobina corpuscular média, WBC: 

GG 5 (12,8) 6 (9,9) 1 (12,5) 

A 59 (75,6) 81 (66,4) 12 (75) 

G 19 (24,4) 41 (33,6) 4 (25) 
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contagem de leucócitos. Valores de referência: RBC: 3.9-5.3 mm3, Ht: 36-48%, Hb: 12-16 g/dL, VCM: 80-100 

fL, HCM: 27-33 pg, CHCM: 32-36 g/dL, WBC: 3600-11000 mm3, PQT: 150000-400000 mm3. 

 

Tabela 4: Características laboratoriais de indivíduos com trombocitemia essencial e alelo G de rs10974944 

Características C/C (n=25) Alelo G (n=36) Valor de p 

RBC (x mm3), Md [IIQ] 3,4 [3,1-3,9] 4,1 [3,3-4,7] 0,029 

Ht (%),Md [IIQ] 36,9 [35-39,5] 40,4 [35,9-44,4] 0,025 

Hb (g/dL) Md [IIQ] 12,1 [11,1-13,0] 13,5 [12-14,6] 0,004 

VCM (pg) Md [IIQ] 106,5 [94,2113,2] 101,5 [90,5-112,6] 0,330 

HCM (fL), Md [IIQ] 33,6 [31,5-37,5] 32,7 [29,8-36,6] 0,383 

CHCM (g/dL) 32,4 [31,6-33,4] 32,5 [32,1-34,2] 0,597 

WBC (x mm3) Md [IIQ] 5260 [3810-7455] 5410 [4233-6670] 0,740 

Plaquetas (x mm3) Md [IIQ] 483000 [368500-704500] 440500 [323750-1119000] 0,127 

Legenda:  RBC: contagem de eritrócitos, Ht: hematócrito, Hb: hemoglobina, VCM: volume corpuscular médio, 

HCM: hemoglobina corpuscular média, CHCM: concentração de hemoglobina corpuscular média, WBC: 

contagem de leucócitos. Valores de referência: RBC: 3.9-5.3 mm3, Ht: 36-48%, Hb: 12-16 g/dL, VCM: 80-100 

fL, HCM: 27-33 pg, CHCM: 32-36 g/dL, WBC: 3600-11000 mm3, PQT: 150000-400000 mm3. 

 

Distribuição das variantes em pacientes estratificados de acordo com o status de 

JAK2V617F e frequência alélica variante 

Considerando a forte associação da variante com JAK2V617F, foi realizada a análise da 

frequência genotípica de rs10974944 (C>G) de acordo com o status positivo (+) ou negativo (-

) de JAK2V617F, cujo os dados estão descritos na tabela 5. Dos 93 indivíduos com dados sobre 

a variante, a relação de status positivo/negativo para JAK2V617F foi de 45/48, respectivamente. 

O genótipo GG e G carries de rs10974944 foram os mais frequentes na população 

JAK2V617F+ (42,2% e 61,1%, respectivamente). Indivíduos com genótipo CG/GG desta 

variante apresentam maior probabilidade de apresentar JAK2V617F+ (OR: 8,4; IC 95% 2,6-

24,8; p = 0,002), tal como os genótipos GG (OR: 4,1: IC 95% 1,62-9,7; p = 0,002) e o alelo G, 

que demonstrou um risco 3,4 vezes maior de indivíduos portadores apresentarem JAK2V617F+ 

(OR: 3,47; IC 95% 1,9-6,2; p < 0,0001), sugerindo uma possível associação do rs10974944 G 

com a variante JAK2V617F.  

Em contrapartida, os genótipos CT, TT e alelo T de rs10815151 apresentaram 

frequências menores em ambas as populações. Indivíduos JAK2V617F- foram fortemente 

associados aos genótipos CT e TT/CT de rs10815151 (OR = 0,2; IC 95% = 0,1-0,6; p = 0,009; 

OR = 0,3; IC 95% = 0,1-0,8; p = 0,032, respectivamente), indicando-o como um possível 

marcador de resistência ou proteção para a variante.  
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Tabela 5: Distribuição de SNVs em indivíduos NMPs estratificados de acordo com o status de JAK2V617F 

Genótipo/alelo; n (%) 
JAK2V617F+  

(n = 45) 

JAK2V617F-  

(n = 48) 

OR  

(IC 95%) 
Valor de p 

 

rs10974944 (C>G)*  

CC 9 (20) 24 (50) 2,6 (0,97-7,2) 0,530 CC vs CG 

CG 18 (37,8) 18 (37,5) 8,4 (2,6-24,8) 0,002 CC vs CG/GG 

GG 19 (42,2) 6 (12,5) 4,1 (1,8-13,9) 0,002 CC vs GG 

C  35 (38,9) 66 (68,7) 
3,4 (1,9-6,2) <0,0001 

 

G 55 (61,1) 30 (31,2)  

rs10119004 (A>G)      

AA 27 (60,0) 20 (41,6) 0,5 (0,2-1,2) 0,187 AA vs AG 

AG 15 (33,3) 21 (43,8) 0,7 (0,3-1,5) 0,470 AA vs AG/GG 

GG 3 (6,7) 7 (14,6) 0,3 (0,08-1,4) 0,166 AA vs GG 

A  69 (76,6) 61 (67,8) 
1,2 (0,6-2,3) 0,615 

 

G 21 (23,4) 38 (42,2)  

rs10815151 (C>T)      

CC 33 (73,4) 24 (50) 0,2 (0,1-0,6) 0,009 CC vs CT 

CT 7 (15,5) 20 (41,7) 0,3 (0,1-0,8) 0,032 CC vs TT/CT 

TT 5 (11,1) 4 (8,3) 0,9 (0,2-3,2) >0,999 CC vs TT 

C  73 (81) 68 (70,8) 
0,5 (0,2-1,1) 0,123 

 

T 17 (19) 28 (29.2)  

Legenda: NMPs: neoplasias mieloproliferativas, JAK2V617F+: JAK2V617F positivo, JAK2V617F-: JAK2V617F 

negativo. *Em desequilíbrio de ligação estreito com o haplótipo 46/1. 

 

Associação entre frequência alélica variante de JAK2V617F 

A associação com a frequência alélica variante de JAK2V617F e os SNVs foi 

mensurada, com resultados descritos na tabela 6. Análises demonstraram um risco 13,1 vezes 

maior de indivíduos com o genótipo GG do polimorfismo rs10974944 apresentar uma VAF 

acima de 50% quando comparado ao genótipo CC (OR de 13,1; IC 95%: 1,8-72,3; p = 0,004). 

Em relação ao alelo, portadores do alelo G apresentaram um risco 6 vezes maior de apresentar 

VAF ≥50% quando comparado ao alelo selvagem (C) (OR: 6.0; IC 95%: 2,1-14,8; p = 0,0002).  

O alelo T de rs10815151 demonstrou associação com VAF<50% (OR: 5,5; IC 95%:1,7-

16.2; p = 0,002), ao passo que o genótipo AA e alelo A de rs10119004 demonstrou associação 

com VAF ≥50% (p < 0,05).  
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Tabela 6: Distribuição de SNVs em pacientes NMPs estratificados de acordo coma VAF de JAK2V617F 

Genótipo/alelo; n (%) 
VAF ≥50%  

(n= 20) 

VAF <50% 

 (n = 25) 
OR (95% IC) Valor de p 

 

rs10974944 (C>G)* 

CC 2 (10)  7 (28) 0,7 (0,1-5) 0,778 CC vs CG 
CG 3 (15) 14 (56) 3,5 (0,7-18) 0,133 CC vs GG/CG 
GG 15 (75) 4 (16) 13,1 (1,8-72,3) 0,004 CC vs GG 

C  7 (17,5) 28 (56) 
6 (2,1-14,8) 0,0002 C vs G 

G 33 (82,5) 22 (44) 

rs10119004 (A>G) 

AA 16 (80) 11 (44) 5,8 (1,3-21,9) 0,023 AA vs AG 

AG 3 (15) 12 (48) 5 (1,3-16,5) 0,017 AA vs CC/AG 

GG 1 (5) 2 (8) 2,9 (0,2-44,4) 0,564 AA vs GG 

A  35 (87,5) 34 (68) 
3,2 (1-8,8) 0,029 A vs G 

G 5 (12,5) 16 (32) 

rs10815151 (C>T) 

CC 17 (85) 16 (64) 2,6 (0,4-14,5) 0,412 CC vs CT 

CT 2 (10) 5 (20) 3,1 (0,7-12,1) 0,176 CC vs TT/CT 

TT 1 (5) 4 (16) 4,2 (0,5-54,6) 0,343 CC vs TT 

C  63 (90) 37 (74) 
5,5 (1,7-16,2) 0,002 C vs T 

T 4 (10) 13 (26) 

Legenda: VAF: frequência alélica variante. *Em desequilíbrio de ligação estreito com o haplótipo 46/1. 

 

Haplótipos identificados 

O DL dos SNVs está demonstrado na figura 1, sendo a variante rs59720809 ausente na 

análise devido à baixa frequência nos grupos estudados. Essas alterações genéticas, quando 

pareadas, originam oito haplótipos (tabela 7). A análise dos haplótipos revelou que apenas o 

haplótipo 2 (rs10974944G/rs10815151C/rs1011004A/rs77375493T) apresentou frequência 

significativamente maior em indivíduos com o fenótipo PV (33,3%; OR: 3,3; IC 95%: 1,2-9,2; 

p = 0,0006). O haplótipo 1 demonstra-se como possível marcador associado a PV e JAK2V617+. 
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Figura 1: Estrutura de desequilíbrio de ligação (DL) do íntron 12 de JAK2 em pacientes com policitemia vera 

(PV) e trombocitemia essencial (TE). Números nas caixas indicam o valor do coeficiente de correlação de LD (r2) 

multiplicado por 100. As tendências da caixa em direção ao branco indicam valor de r2 diminuído, LD forte 

representado pela caixa cinza-escuro. Um discreto DL é observado entre rs10974944 e rs1081515; rs10974944 e 

rs10119004; e rs10974944 e rs77375493 (JAK2V617F). 

 

 

Tabela 7: Haplótipos do íntron 12 do gene JAK2 presente em indivíduos com policitemia vera (PV) e 

trombocitemia essencial (TE) 

Haplótipo 

rs
1
0
9
7
4
9
4
4
 

rs
1
0
8
1
5
1
5
1
 

rs
1
0
1
1
0
0
4
 

rs
7
7
3
7
5
4
9
3
 

PV TE Qui-quadrado Odds ratio Valor de p 

1 C C G G 
6 

(15,3%) 

17 

(27,8%) 
3,246 

0,4  

(0,1-1,2) 
0,07 

2 G C A T 
13 

(33,3%) 

8 

(13,1%) 
11,918 

3,3  

(1,2-9,2) 
0,0006 

3 G C A G 
6 

(15,3%) 

14 

(22,9%) 
1,894 

0,6  

(0,2-1,7) 
0,168 

4 C T A G 
6 

(15,3%) 

12 

(21,3%) 
0,495 

0,7  

(0,2-2,2) 
0,481 

5 C C A G 
1 

(2,5) 

3 

(4,9%) 
1,006 

0,5  

(0,03-3,5) 
0,315 

6 C T A T 
2 

(5,1) 

2 

(3,2) 
1,14 

1,5  

(0,2-10,4) 
0,285 

7 C C G T 
2 

(5,1) 

2 

(3,2) 
0,28 

1,5  

(0,2-10,4) 
0,597 

8 C T A G 
1 

(2,5) 

1 

(1,6) 
0,035 

1,6  

(0,08-31,2) 
0,851 

9 G C G G 
1 

(2,5) 

1 

(1,6) 
0,004 

1,6  

(0,08-31,2) 
0,949 

 

Discussão 

As neoplasias mieloproliferativas possuem alterações laboratoriais características bem 

como achados genéticos que permitem a sua identificação e diferenciação. Os achados 

envolvendo alterações genéticas em íntrons ainda não são totalmente compreendidos, mas esse 

cenário ganha cada vez mais visibilidade para compreensão etiológica dessas doenças e o papel 

dessas regiões do DNA nas NMPs. 

A presente pesquisa é a primeira a analisar a variantes do íntron 12, em especial 

rs10974944 (C>G), em uma população da Amazônia Brasileira. Além disso, o trabalho tornou 

possível a caracterização clínico-laboratorial da população estudada. A faixa etária dos 

indivíduos estabeleceu-se entre a quinta e sétima década de vida, ponto concordante com outros 

estudos19–21. O acúmulo progressivo de variações genéticas em células-tronco hematopoiéticas 

e maquinaria biológica de sistema de reparo do DNA21–23, aumento ou diminuição dos 
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telômeros24–27 e exposição cumulativa a fatores de risco ao longo da vida como tabagismo e 

obesidade28,29 podem explicar o protagonismo dessa faixa etária dentro do contexto das NMPs. 

Em relação às características clínicas, policitemia vera (PV) apresentou proporção 

equilibrada de homens e mulheres, enquanto trombocitemia essencial (TE) evidenciou uma 

maioria de mulheres diagnosticadas, ambos em consonância com a literatura especializada30,31. 

Estudos demonstram que indivíduos do sexo feminino possuem risco aumentado de 

desenvolver neoplasias mieloproliferativas32 e maior probabilidade de desenvolver 

complicações cardiovasculares e esplenomegalia29. A razão desse risco é incerta, porém 

alterações em cromossomos sexuais, fatores hormonais e expressão de genes podem ser 

possíveis contribuintes desse processo31.  

TE mostrou-se a neoplasia mieloproliferativa mais frequente, o que está de acordo com 

o perfil descrito por Macedo et al.33 que também estudou populações brasileiras com neoplasias 

mieloproliferativas no estado do Paraná e São Paulo. Questão notada em outras populações34,35. 

Características laboratoriais, eventos trombóticos e hemorrágicos apresentaram-se de acordo 

com o esperado para cada neoplasia: PV demonstrou maior predomínio de valores elevados na 

linhagem eritrocitária, TE evidenciou alterações na série megacariocítica,  maior risco de 

eventos hemorrágicos e trombócitos e MF manifestou as maiores alterações do coagulograma, 

como descreve a OMS3,36 e outras fontes científicas30,37.   

Em relação aos achados genéticos, a PV destaca-se como a NMP com a maioria dos 

casos positivos para a variante JAK2V617F, uma vez que está associada diretamente com a 

patogênese específica dessa malignidade hematológica38 e tem papel na ativação constitutiva 

da via JAK-STAT39. É interessante notar que 58% da nossa população com PV foi positiva para 

a variante, a princípio, pode diferir dos achados comumente descritos na literatura, os quais 

apontam frequências de JAK2V617F acima de 70% em pacientes brasileiros40, coreanos41, 

chineses42, japoneses43,44 e indivíduos de origem europeia45–47.  

Uma questão que responde sobre o quantitativo de pacientes PV JAK2V617F+ está 

relacionado à terapêutica. Alguns pacientes incluídos no estudo passaram por terapia 

citorredutora, que tem como mecanismo a supressão/diminuição da carga variante de 

JAK2V617F+ por meio da inibição do processo mieloproliferativo de células hematopoéticas 

mutadas, como notado em estudo recente48. Isso afeta diretamente a sensibilidade dos métodos 

de detecção molecular utilizados para identificar a variante, tornando ainda mais importante a 

incorporação da análise molecular para JAK2V617F nas suspeitas iniciais para NMPs, 

conforme estabelecido pela Organização Mundial da Saúde (OMS)3,36.  
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O haplótipo da linha germinativa 46/1, identificado pela variante rs10974944 (C>G), 

possui uma associação com JAK2V617F bem documentada na literatura14,33,49,50 questão 

também observada em nosso estudo. A elevada frequência do alelo G de rs10974944 em 

indivíduos positivos para JAK2V617F contribui para discussões sobre a correlação não aleatória 

entre essas duas alterações genéticas16,45. Essa relação vai ao encontro de um outro achado de 

nosso estudo, o haplótipo 2 (rs10974944G/rs10815151C/rs1011004A/rs77375493T), o qual 

fortalece os conceitos pautados na interação entre rs10974944 (C>G) e rs77375493 (G>T) 

(JAK2V617F). Essas proposições estão em consonância com os achados envolvendo o 46/1 em 

outras populações brasileiras33,51, taiwanesa52, europeias53, chinesas54 e japonesas44, logo, os 

possíveis mecanismos que antecedem à aquisição de JAK2V617F não está limitado apenas a 

um grupo étnico específico, portanto, sua base evolutiva pode ser relativamente antiga55.  

Estudos relatam um maior risco de indivíduos com genótipo GG de rs10974944 serem 

positivos para JAK2V617F33,45,56. Assim como nos estudos anteriormente citados, nossa 

população apresentou um risco quatro vezes maior (OR: 4,1; IC 95%: 8-13,9). Esses achados 

apoiam a hipótese da hipermutabilidade, que estabelece o haplótipo 46/1 como um agente 

desregulador do gene JAK2, o qual eleva o risco de erros de replicação de DNA e condiciona 

um cenário mutagênico para aquisição de variantes com vantagem seletiva, como 

JAK2V617F15,57,58.  

A associação de rs10974944 (G) e VAF de JAK2V617F nos permite hipotetizar sobre 

um possível envolvimento do haplótipo 46/1 na expansão clonal o que, de fato, demonstrou-se 

uma associação significativa. Identificamos um risco seis vezes maior de indivíduos portadores 

do alelo G de rs10974944 e VAF JAK2V617F ≥50%. Nossos dados indicam que o marcador 

do haplótipo 46/1 pode ter um papel não só na aquisição de JAK2V617F, mas também na sua 

expansão clonal, manutenção e sobrevivência, como relatado anteriormente45. Tefferi et al. 59 

sugerem que JAK2V617F não é o evento clonogênico inicial nas NMPs mas sim um dos vários 

subclones derivados de um clone ancestral. Isso corrobora com os apontamentos de Pardanani 

et al.60, que sustentam a tese de que este haplótipo está alocado em um ambiente regulatório cis 

favorável, facilita a aquisição de JAK2V617F que, por sua vez, é responsável pela expansão 

clonal e o desenvolvimento da NMP.  

Além disso, não se pode descartar o possível papel da dissomia uniparental adquirida, 

evento genético que leva  uma recombinação mitótica associada à perda neutra de 

heterozigosidade do cromossomo 9p em pacientes NMPs, reduzindo tanto o haplótipo quanto 

JAK2V617F a um estado homozigoto13,61,62. Nesse contexto, células com ambas as variantes 

possuem, em teoria, uma vantagem seletiva, o que condiciona um maior potencial 
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mieloproliferativo e favorece o estabelecimento das células variantes sobre as células saudáveis, 

o que explicaria o aumento da VAF nos indivíduos com a combinação rs10974944 G + 

rs77375493 T (JAK2V617F) em homozigose.  

Associação entre a elevação de índices hematológicos e a presença de 46/1 é observada 

na literatura33,63, todavia, isso não é consenso entre a comunidade científica11,56,64. Nossos dados 

apresentam diferenças significativas nos valores de VCM, HCM na PV e RBC, Hb e Ht na TE 

portadores do alelo G de rs10974944, o que já foi observado em estudos anteriores33,60,63. 

As outras variantes genéticas rs59720809 (A>G), rs10119004 (A>G) e rs10815151 

(C>T) não apresentaram relação com aumento ou diminuição de parâmetros laboratoriais, 

sejam elas analisadas de forma isolada ou conjuntamente. rs59720809, até o momento, não foi 

relatada em estudos envolvendo NMPs e apresentou uma baixa frequência nas três neoplasias 

avaliadas. rs10119004 apresentou maior frequência em TE, mas não demonstrou associação de 

risco para ambos os grupos JAK2V617F+ e JAK2V617F-, diferente de um estudo realizado em 

uma população chinesa de Hong Kong42.  rs10815151 (T) apresentou maior frequência em 

indivíduos JAK2V617F- e os genótipos CT e TT/CT demonstraram associação de proteção à 

JAK2V617F e VAF < 50%,  todavia, mais estudos são necessários para estabelecer essa possível 

relação.  

Considerando que anormalidades de splicing provavelmente desempenham um papel 

nas NMPs65, levantamos a hipótese de que a variante rs10815151 possa exercer um efeito 

indireto na expressão ou regulação do gene JAK2. Essa alteração genética pode, teoricamente, 

modular a estrutura ou função de elementos regulatórios ainda desconhecidos localizados no 

íntron 12, afetando a ligação de fatores de transcrição ou o processo de splicing alternativo. 

Essas alterações poderiam levar a modificações na expressão ou no processamento do mRNA, 

resultando em uma redução na quantidade ou funcionalidade da proteína. Como consequência, 

essa redução poderia limitar a capacidade de JAK2V617F de desempenhar sua função 

patogênica.  

Ressalta-se que não há dados sobre essa relação descrita na literatura, sendo necessários 

estudos com maiores populações, testes funcionais para rs10815151 e análise de correlações 

com, por exemplo, a variante de splicing JAK2 Δexon14 já identificada em NMPs negativos 

para JAK2V617F66 ou até mesmo genes spliceossomais associados a NMPs65,67,68 como SF3B1, 

U2AF1, SRSF2, ZRSR2 e PRPF8 para compreender os mecanismos envolvidos nesse complexo 

processo. 

Os resultados desse estudo mostram que a variante rs10974944 (G) está associado a 

neoplasias mieloproliferativas BCR::ABL1 negativas, positivas para JAK2V617F, em especial 
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PV, elevada carga alélica variante desses pacientes e alterações hematológicas. O haplótipo 

rs10974944G/rs10815151C/rs1011004A/rs77375493T apresentou-se como um fator 

relacionado a PV. Já a variante rs10815151 demonstrou comportamento antagônico à 

JAK2V617F e VAF, sendo necessário outros estudos para verificar essa possível relação. 
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RESUMO 

As neoplasias mieloproliferativas são malignidades hematológicas caracterizadas por 

hiperplasias dos elementos da linhagem mieloides. Alterações genéticas desempenham papel 

importante nessas doenças, especialmente JAK2V617F, presente em 95% dos casos de 

policitemia vera, e em 50-60% dos casos de trombocitemia essencial e mielofibrose. Estudos 

recentes têm destacado a complexidade molecular dessas neoplasias, destacando o papel de 

variantes genéticas no gene regiões regulatórias, como o promotor gênico de JAK2. Este estudo 

teve como objetivo identificar variantes no promotor do gene JAK2 em uma população da 

Amazônia brasileira diagnosticada com neoplasias mieloproliferativas BCR::ABL1– e realizar 

associações com JAK2V617F, frequência alélica variante e variantes do intron 12 (haplótipo 

46/1 e rs10815151). Foram analisados dados clínicos e laboratoriais de 108 pacientes 

(policitemia vera: n=39; trombocitemia essencial: n=61; e mielofibrose: n=8). As amostras de 

sangue foram coletadas e o DNA foi extraído para a realização da PCR e sequenciamento. Cinco 

variantes de nucleotídeo único foram identificadas rs189703877 (A>C), rs73389454 (A>C), 

rs1887428 (G>C) e rs1887429 (G>T) e rs6476933 (C>T). O alelo G de rs1887428 demonstrou 

associação significativa com JAK2V617F+ VAF≥50%, ao passo que o alelo variante (C) tem 

relação inversa. rs6476933 (C>T) e rs1887429 (G>T) criam sítios de fatores de transcrição, 

mas com proteínas relacionadas até o momento desconhecidas, o que demonstra necessidade 

de estudos funcionais para verificar o papel dessas variantes. Esses resultados sugerem que as 

variantes no promotor do gene JAK2 podem desempenhar um papel no desenvolvimento e 

progressão das NMPs.  

 

Palavras chaves: JAK2, neoplasias mieloproliferativas crônicas, regiões promotoras genéticas, 

polimorfismos de nucleotídeo único.  

 

Introdução  

As neoplasias mieloproliferativas são doenças hematológicas caracterizadas pela 

produção exacerbada de elementos da linhagem mieloide, sem comprometer o processo de 

diferenciação e maturação celular1–3. As malignidades hematológicas mais comuns nesse grupo 
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são a trombocitemia essencial, a policitemia vera e a mielofibrose, que são diferenciadas por 

achados clínicos, laboratoriais e genéticos4,5. 

No contexto etiopatogênico dessas doenças, as alterações genéticas desempenham um 

papel significativo, em particular a variante missense JAK2V617F, que resulta na substituição 

de valina por fenilalanina no códon 617 de JAK26,7. Essa alteração confere atividade 

constitutiva à proteína JAK2, levando a uma ativação exacerbada da via e à produção 

aumentada de plaquetas, eritrócitos e granulócitos, resultando no fenótipo mieloproliferativo8–

10. 

A variante JAK2V617F está presente em 95% dos casos de policitemia vera e em 50-

60% dos casos de trombocitemia essencial e mielofibrose11. Ela é considerada um evento 

genético chave nas neoplasias mieloproliferativas, seguida por alterações nos genes MPL e 

CALR12–14. Contudo, estudos têm demonstrado o papel de outros genes e variantes genéticas no 

processo de iniciação, progressão e estabelecimento dessas doenças, destacando a 

complexidade molecular envolvida12,15,16. O próprio gene JAK2 possui uma relação complexa 

com essas neoplasias, apresentando outras variantes além de JAK2V617F, como variantes no 

éxon 1217,18 e variantes nos íntrons (como o haplótipo 46/1), que estão relacionadas a casos 

familiares, esplenomegalia, trombose da veia porta e síndrome de Budd-Chiari em pacientes 

com neoplasias mieloproliferativas17,19–23. 

O estudo de alterações genéticas no promotor gênico tem se tornado cada vez mais 

relevante na prática médica, auxiliando na compreensão dos conceitos etiológicos de doenças 

complexas, especialmente neoplasias24–26. Essas alterações podem acelerar ou iniciar quadros 

patológicos, bem como exercer um papel protetor, através de mecanismos como metilação e 

alteração de sítios de fatores de transcrição27,28 No entanto, esses conceitos ainda são pouco 

explorados nas neoplasias mieloproliferativas, e pouco se sabe sobre as possíveis variantes 

identificadas nessas regiões genéticas e seu impacto clínico nos pacientes. 

Diante dessas premissas, o objetivo deste estudo foi identificar variantes localizadas na 

região promotora do gene JAK2 em uma população da Amazônia brasileira diagnosticada com 

neoplasias mieloproliferativas negativas para BCR::ABL1. As variantes identificadas foram 

avaliadas em relação à sua distribuição nas neoplasias, ao status de JAK2V617F, à frequência 

alélica variante e ao status do haplótipo 46/1 (rs10974944), bem como a uma variante 

rs10815151 presente no íntron 12 (dados não publicados). 
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Materiais e métodos 

 

População: Foram incluídos 108 indivíduos com diagnóstico clínico para neoplasias 

mieloproliferativas BCR::ABL1 negativas. O estudo foi realizado de fevereiro de 2021 a janeiro 

de 2023. O estudo foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética da Fundação Hospitalar em 

Hematologia e Hemoterapia do Amazonas. O consentimento informado por escrito foi obtido 

de paciente ou de um substituto apropriado se o paciente não conseguiu fornecer consentimento. 

Este estudo atendeu a resolução nº 466/2012 do Conselho Nacional de Saúde para pesquisas 

envolvendo seres humanos com parecer: nº 4.450.813 e certificado de apresentação de 

apreciação ética nº 39991420.6.0000.0009.  

Dados clínicos e laboratoriais: Os dados clínicos (sexo, idade) foram obtidos por meio de 

prontuários médicos e os dados laboratoriais foram obtidos através dos resultados prévios 

obtidos através da pesquisa de Torres e colaboradores (dados não publicados). 

Amostra biológica e extração de DNA: amostras de sangue venoso coletadas em tubos com 

EDTA. O DNA foi extraído com Brazol (Lgcbio, Brasil) conforme orientações do fabricante. 

Em seguida armazenado a -80°C. 

PCR convencional e purificação do amplicon: para a amplificação da região estudada, 

utilizou-se uma reação com volume final de 25 μL com 50-100 ng de DNA genômico, tampão 

(1x), MgCl2 (2.5mM), Primer FW (GTCATGGGACTGGTTCATTCTCATC) e RV 

(TTTCGGCTTTTCCTTCCACCTCC) (0.4 mM), dNTP mix (0.2 mM) e TAQ 1U/µL. Os 

oligonucleotídeos iniciadores foram desenhados na plataforma Primer-BLAST-NCBI e 

OligoAnalyzer Tool-IDTDNA.com. Os produtos das reações foram visualizados por 

eletroforese em gel de agarose à 1,5%, corado com brometo de etídio. O produto da PCR, um 

amplicon com 673 pb, foi purificado com Polietilenglicol 8000 (Promega).  

Sequenciamento dos nucleotídeos e análise de sequências: Aproximadamente 5-30 ng de 

produto de PCR purificado foi aplicado na reação de sequenciamento. O sequenciamento dos 

nucleotídeos foi realizado usando BigDye® Terminator v3.1 (Applied Biosystems), seguindo 

recomendações do fabricante e os primers descritos anteriormente. Os produtos foram 

purificados pelo protocolo de EDTA/Etanol, e avaliados no sequenciador automático 3500 XL 

Genetic Analyzer® (Applied BioSystems, USA), com polímero POP-7. As sequências foram 

inicialmente analisadas no software Sequencing Analysis (Applied biosystem [Thermo Fisher 

Scientific, São Paulo, Brazil]). Software Geneious 6.0.6 (Biomatters, USA) usado para fazer o 

mapeamento das variantes e comparação com a sequência de referência Homo sapiens Janus 

kinase 2 (JAK2), (NCBI: NG_009904.1). 



136 

 

Análise dos haplótipos: frequências dos haplótipos foram calculadas usando o software 

Haploview (v.4.2), como medida do Desequilíbrio de Ligação (DL). Haplótipos com 

frequências <1% não foram considerados relevantes para comparações realizadas. O grau de 

pairwise entre os nucleotídeos foi analisado pela estrutura LD, considerando valores de r2 >0,8 

como DL forte, <0,8 para fraco e <0,1 como DL negativo. 

Análise estatística: Os resultados foram analisados incialmente pelo teste de normalidade de 

Shapiro-Wilk. Variáveis categóricas foram expressas por valor absoluto (n) e frequência 

relativa (%), e foram testadas pelo Qui-Quadrado (χ2) e teste exato de Fisher com intervalo de 

confiança de 95%. Variáveis numéricas foram expressas por mediana (Md) e intervalo 

interquartílico [IIQ] com percentil de 75% através do software GraphPad Prism v.9.0.2. Para 

as variáveis não paramétricas foi realizado o teste de Kruskal-Wallis. Para ambas as análises 

foi realizado o pós-teste de Dunn’s para múltiplas comparações, também pelo software 

GraphPad Prism v.9.0.2. Valores de p <0.05 consideraram-se estatisticamente significativos. 

 

Resultados  

Foram incluídos um total de 108 pacientes: 36,1% (n=39) diagnosticados com 

policitemia vera (PV), 56,4% (n=61) com trombocitemia essencial (TE) e 7,4% (n=8) com 

mielofibrose (MF), com idade entre a quinta e a sexta década de vida.  

Acerca dos dados moleculares desses pacientes, 41,6% (n=45) apresentaram a variante 

JAK2V617F. Dentre esses pacientes com a variante JAK2V617F, 44.4% (n=20) apresentaram 

frequência alélica variante acima de 50%. Além disso, 63% (n=63) apresentaram o haplótipo 

46/1, que está em desequilíbrio de ligação completo com a variante rs10974944 (G), e 42% 

(n=42) apresentaram a variante rs10815151 (C>T), um SNV presente no íntron 12 do gene 

JAK2. 

No entanto, em relação à investigação molecular, nenhum paciente com mielofibrose 

(MF) apresentou as variantes avaliadas, o que justificou a sua exclusão das análises posteriores. 

Os dados detalhados sobre a distribuição das variantes em relação ao tipo de doença 

mieloproliferativa (NMP), status de JAK2V617F e frequência alélica variante (VAF) podem ser 

encontrados na tabela 1. 

 

Distribuição nas NMPs 

     Cinco variantes de nucleotídeo único foram identificadas na região promotora, com suas 

características descritas no quadro 1.  rs189703877 (A>C), rs73389454 (A>C), rs1887428 
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(G>C) e rs1887429 (G>T) estão localizadas dentro de ilhas CpG. Já as alterações rs6476933 

(C>T), rs1887428 (G>C) e rs1887429 (G>T) estão associadas a sítios de fatores de transcrição. 

 

Quadro 1: Caracterização de variantes identificadas na região promotora. 

SNV 
Alelo 

variante 

Posição 

genômica 

(NG_009904.1) 

MAF1 Sequência de referência Sequência variante 
Ilha 

CpG2 

Sítio de fator de 

transcrição3 

rs6476933 T -1093 28% 
5’...AAAACTATG...3’ 5’...AAAATTATG...3’ 

Não Sim 
3’...CTTTTGATACG...5’ 3’...TTTTAATAC...5’ 

rs189703877 C -927 4% 
5’...AGACACTCA...3’ 5’...AGACCCTCA...3’ 

Sim Não 
3’...TCTGTGAGT...5’ 3’...TCTGGGAGT...5’ 

rs73389454 C -727 1,5% 
5’...GCCAAGGGT...3’ 5’...GCCACGGGT...3’ 

Sim Não 
3’...CGGTTCCCA...5’ 3’...CGGTGCCCA...5’ 

rs1887428 C -715 52% 
5’...TGATGGGAG...3’ 5’...TGATCGGAG...3’ 

Sim Sim 
3’...ACTACCCTC...5’ 3’...ACTAGCCTC...5’ 

rs1887429 T -696 28% 

5’...GAGGGCGC...3’ 5’...GAGGTCGC...3’ 

Sim Sim 
3’...CTCCCGCG...5’ 3’...CTCCAGCG...5’ 

Legenda: SNV: single nucleotide variant, MAF: minor allele Frequency. 

   1Frequências obtidas a partir do ALFA Allele Frequency29. 2O cálculo foi realizado na ferramenta online 
https://www.bioinformatics.org/sms2/cpg_islands.html. Uma janela de 200 pb é utilizada para percorrer a sequência em 

intervalos de 1 pb. As ilhas CpG são determinadas como intervalos de sequência em que o valor Obs/Exp é superior a 0,6 e 

o conteúdo de GC é superior a 50%. O número estimado de dímeros CpG em uma janela é obtido multiplicando-se o número 

de 'C's na janela pelo número de 'G's na janela e dividindo pelo comprimento da janela. 3Dados obtidos na plataforma online 

SNPinfo (https://snpinfo.niehs.nih.gov/snpinfo/snpfunc.html) 

 

Em relação a distribuição das variantes nas NMPs, para rs6476933 (C>T), o alelo T 

apresentou-se mais frequente em pacientes com TE em (32%). Apenas a comparação entre CT 

vs CC mostrou uma associação significativa (OR: 0,3; IC 95%: 0,1-0,8; p = 0,035).  

Em relação a rs73389454 (A>C), os genótipos AA e AC apresentaram frequência 

similar entre os grupos. A frequência do alelo selvagem (A) foi de 96,2% em PV e 90,2% em 

TE, enquanto a frequência do alelo variante (C) foi de 3,8% e 9,8%, respectivamente. 

No SNV rs1887428 (G>C), os genótipos GC e CC foram mais prevalentes em TE 

(39,3% e 31,3%, respectivamente) ao passo que o alelo C foi mais frequente em TE (50,8%). 

Os genótipos GG e GT de rs1887429 foram mais prevalentes em TE, enquanto o genótipo TT 

foi ligeiramente mais frequente em PV. A comparação entre os genótipos GT vs GG e 

apresentou-se significativa (OR: 0,2 IC 95%: 0,07-0,5; p = 0,002) e a frequência do alelo T foi 

similar entre TE e PV. Em rs189703877 (A>C) não foram observadas diferenças significativas 

nos genótipos e alelos entre os grupos PV e TE (p > 0,05). 

 

 

https://www.bioinformatics.org/sms2/cpg_islands.html
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Frequência e distribuição da JAK2V617F 

Os dados de frequência e distribuição da variante JAK2V617F estão descritos na tabela. 

93 pacientes apresentaram informações sobre o status JAK2V617F+ (n=45) e JAK2V617F- 

(n=48). 

A comparação CT/TT vs CC de rs6476933 demonstrou associação significativa (OR: 

0,3; IC 95%:0,1-0,8; p = 0,034) em indivíduos JAK2V617F-, tal como os genótipos GC e CC 

do rs1887428 (OR: 0,2; IC 95%: 0,1-0,6; p = 0,006 e OR: 0,1; IC 95%: 0,05-0,4; p = 0,001, 

respectivamente) e alelo C (OR: 0,3; IC 95%: 0,1-0,5; p = 0,0002). A variante rs1887429 (G>T) 

demonstrou resultados similares, com os genótipos GT e o alelo T apresentando a mesma 

associação (OR: 0,2; IC 95%: 0,1-0,6; p = 0,006; OR: 0,4; IC 95%: 0,2-0,8; p = 0,014, 

respectivamente). Esses resultados sugerem que os alelos variantes de rs1887428 (G>C) e 

rs1887429 estão relacionados a uma menor probabilidade de um indivíduo apresentar a variante 

JAK2V617F. 

Sobre a distribuição em relação ao status de JAK2V617F, os SNVs rs189703877 (A>C) 

e rs73389454 (A>C) não demonstraram associação significativa com o status de JAK2V617F 

(p > 0,005).  

 

Frequência alélica variante (VAF) de JAK2V617F 

Dente as variantes estudadas, o genótipo selvagem (CC) de rs6476933 foi mais 

frequente nos indivíduos com JAK2V617FVAF ≥50% em comparação com aqueles com 

JAK2V617FVAF <50% (85% vs. 60%, respectivamente), embora essa diferença não tenha 

alcançado significância estatística (OR = 0,1; IC 95%: 0,01-0,9; p = 0,053). Não foram 

observadas diferenças significativas na frequência do alelo C e T de rs6476933 entre 

JAK2V617FVAF ≥50% e JAK2V617FVAF <50% (p > 0,05), tal como observado em 

rs189703877 (A>C) e rs73389454 (A>C) (p > 0,05).  

No caso da variante rs1887428 (G>C), o genótipo GC foi mais frequente nos indivíduos 

com JAK2V617FVAF <50% em comparação com aqueles com JAK2V617FVAF ≥50% (52% 

vs. 10%, respectivamente), evidenciando uma associação significativa (OR = 0,1; IC 95%: 

0,05-0,7; p = 0,015). A frequência do alelo C também foi maior nos indivíduos com 

JAK2V617FVAF <50% (38% vs. 20%, respectivamente; p = 0,070). 

Em rs1887429 (G>T), o genótipo GT foi mais frequente nos indivíduos com 

JAK2V617FVAF <50% (30,4%), apresentando uma associação significativa (OR = 0,2; IC 

95%: 0,05-0,9; p = 0,053). Não foram observadas diferenças significativas na frequência do 

alelo T entre os dois grupos (p > 0,05). 
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Tabela 1: distribuição alélica e genotípica de SNVs do promotor de acordo com NMP, status de JAK2V617F e Frequência alélica variante. 

Genótipo ou 

alelo, n (%) 

Neoplasias mieloproliferativas 

(n=100) 

JAK2V617F  

(n=93) 

Frequência alélica variante (VAF) JAK2V617F 

(n=45) 

 

PV 

(n=39) 

TE 

(n=61) 

OR 

(IC 95%) 

Valor 

de p 

JAK2V617F+ 

(n=45) 

JAK2V617F- 

(n=48) 

OR 

(IC 95%) 

Valor 

de p 

≥50% 

(n=20) 

<50% 

(n=25) 

OR 

(IC 95%) 

Valor 

de p 
 

rs6476933 

CC 27 (69,2) 31 (50,8) 0,3 (0,1-0,8) 0,035 32 (71,1) 23 (47,9) 0,5 (0,2-0,9) 0,052 17 (85,0) 15 (60,0) 0,1 (0,01-0,9) 0,053 CT vs CC 

CT 6 (15,4) 21 (34,4) 0,4 (0,2-1,1) 0,096 8 (17,8) 17 (35,4) 0,3 (0,1-0,8) 0,034 1 (5,0) 7 (28,0) 0,2 (0,07-1,0) 0,099 CT/TT vs CC 

TT 6 (15,4) 9 (14,8) 0,7 (0,2-2,5) 0,774 5 (11,1) 8 (16,7) 0,4 (0,1-1,4) 0,229 2 (10,0) 3 (12,0) 0,5 (0,09-3,2) 0,659 TT vs CC 

C 60 (76,9) 83 (68,0) 
0,6 (0,3-1,1) 0,200 

72 (80,0) 63 (65,6) 
0,7 (0,4-1,3) 0,357 

35 (87,5) 37 (74,0) 
0,4 (0,1-1,2) 0,183 T vs C 

T 18 (23,1) 39 (32,0) 18 (20,0) 33 (34,4) 5 (12,5) 13 (26,0) 

rs189703877 

AA 36 (92,3) 52 (85,2) 0,7 (0,1-2,7) 0,736 41 (91,1) 42 (87,7) 1,0 (0,2-3,7) >0,999 20 (100) 21 (84,0) - - AC vs AA 
AC 3 (7,7) 6 (9,8) 0,4 (0,1-1,6) 0,357 4 (8,9) 4 (8,3) 0,6 (0,2-2,4) 0,741 0 5 (20,0) - - AC/CC vs AA 

CC 0 3 (4,9) - - 0 2 (4,2) - - 0 0 - - - 

A 75 (96,2) 110 (90,2) 0,3 (0,1-1,3) 0,174 86 (95,6) 88 (91,7) 0,5 (0,1-1,6) 0,374 40 47 (94,0) - - C vs A 

C 3 (3,8) 12 (9,8) 4 (4,4) 8 (8,3) 0 5 (10,0)   

rs73389454 

AA 36 (92,3) 52 (85,2) 0,7 (0,1-2,7) 0,736 41 (91,1) 42 (87,7) 1,0 (0,2-3,7) >0,999 20 (100) 21 (84,0) - - AC vs AA 
AC 3 (7,7) 6 (9,8) 0,4 (0,1-1,6) 0,357 4 (8,9) 4 (8,3) 0,6 (0,2-2,4) 0,741 0 5 (20,0) - - AC/CC vs AA 

CC 0 3 (4,9) - - 0 2 (4,2) - - 0 0 - - - 

A 
75 (96,2) 

110 

(90,2) 0,3 (0,1-1,3) 0,174 
86 (95,6) 88 (91,7) 

0,5 (0,1-1,6) 0,374 
40 47 (94,0) - - 

C vs A 

C 3 (3,8) 12 (9,8) 4 (4,4) 8 (8,3) 0 5 (10,0)   

rs1887428 

GG 18 (46,2) 18 (29,5) 0,4 (0,1-1,14) 0,148 24 (53,3) 12 (25,0) 0,4 (0,1-1,1) 0,093 15 (75,0) 9 (36,0) 0,1 (0,04-0,9) 0,052 GC vs GG 

GC 11 (28,2) 24 (39,3) 0,4 (0,2-1,1) 0,134 15 (33,3) 17 (35,4) 0,2 (0,1-0,6) 0,006 2 (10,0) 13 (52,0) 0,1 (0,05-0,7) 0,015 GC/CC vs GG 

CC 10 (25,6) 19 (31,1) 0,5 (0,1-1,4) 0,313 6 (13,3) 19 (39,6) 0,1 (0,05-0,4) 0,001 3 (15,0) 3 (12,0) 0,6 (0,1-3,0) 0,659 CC vs GG 

G 47 (60,3) 60 (49,2) 0,3 (0,09-1,1) 0,096 63 (70,0) 41 (42,7) 
0,3 (0,1-0,5) 0,0002 

32 (80,0) 31 (62,0) 
0,4 (0,1-1,1) 0,070 G vs C 

C 31 (39,7) 62 (50,8)   27 (30,0) 55 (57,3) 8 (20,0) 19 (38,0) 

rs1887429 

GG 25 (64,1) 27 (44,3) 0,2 (0,07-0,5) 0,002 31 (68,9) 19 (39,6) 0,2 (0,08-0,6) 0,004 17 (85,0) 14 (56,0) - - GT vs GG 
GT 5 (12,8) 27 (44,3) 0,4 (0,1-1,0) 0,065 8 (17,8) 21 (43,8) 0,2 (0,1-0,6) 0,006 0 8 (32,0) 0,2 (0,05-0,9) 0,053 GT/TT vs GG 

TT 9 (23,1) 7 (11,5) 1,3 (0,4-4,0) 0,775 6 (13,3) 8 (16,7) 0,4 (0,1-1,4) 0,232 3 (15,0) 3 (12,0) 0,8 (0,1-3,9) >0,999 TT vs GG 

G 55 (70,5) 81 (66,4) 
0,8 (0,4-1,5) 0,641 

70 (77,8) 59 (61,5) 
0,4 (0,2-0,8) 0,014 

34 (85,0) 36 (72,0) 
0,4 (0,1-1,3) 0,202 T vs G 

T 23 (29,5) 41 (33,6) 20 (22,2) 37 (38,5) 6 (15,0) 14 (28,0) 

 

Legenda: PV: policitemia vera, TE: trombocitemia essencial, OR: Odds ratio, IC: intervalo de confiança
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Associação com o haplótipo 46/1 (rs10974944) 

A distribuição das variantes em relação ao status de rs10974944 (C>G) estão 

demonstrados na tabela 2. Para rs6476933 (C>T), o genótipo CT apresentou frequência similar 

entre os grupos positivo e negativo (25,4% vs. 29,7%, respectivamente; OR = 0,6; IC 95%: 0.2-

1.6; p = 0,328), assim como o genótipo TT (9,5% vs. 24,3%, respectivamente; OR = 0,2; IC 

95%: 0.07-0,9; p = 0,036). O alelo T foi mais prevalente nos indivíduos com status negativo 

(39,2% vs. 22,2%, respectivamente). 

Para rs189703877 (A>C), o genótipo CC foi mais frequente em indivíduos com o status 

positivo em relação ao negativo (7,6% vs. 2,7%, respectivamente; OR = 3,4; IC 95%: 0,4-41,7; 

p = 0,397), assim como o alelo C (12,7% vs. 2,7%, respectivamente). 

Em relação a rs73389454 (A>C), o genótipo AC mostrou uma frequência similar entre 

os grupos positivo e negativo (7,9% vs. 10,8%, respectivamente; OR = 0.3; IC 95%: 0,1-1,2; p 

= 0,124). Não foram observados indivíduos com o genótipo CC no grupo positivo. O alelo C 

foi mais frequente nos indivíduos com status negativo (13,5%). 

O genótipo selvagem (GG) de rs1887428 foi mais prevalente nos indivíduos com 46/1+ 

49,2% vs. 13,5%, respectivamente), enquanto o genótipo variante (CC) foi mais frequente nos 

indivíduos 46/1- (62,2 vs. 9,5%, respectivamente). Essas diferenças foram estatisticamente 

significativas, com um OR de 0,04 (IC 95%: 0,01-0,1; p = <0,0001) para GC vs GG e um OR 

de 0,1 (IC 95%: 0,06-0,4; p = 0,0005) p = <0,0001). 

Em relação a rs1887429, os genótipos GT e TT apresentaram frequências diferentes 

entre os grupos (OR: 0,4; IC 95%: 0,1-0,9; p = 0,038 e OR: 0,2; IC 95%: 0,06-0,7; p = 0,015) 

e o alelo G foi mais prevalente nos indivíduos 46/1+ (75,4% vs. 55,4%, respectivamente; OR 

= 0,4; IC 95%: 0,2-0,7; p = 0,004), enquanto o alelo T foi mais comum nos 46/1- (24,6% vs. 

44,6%, respectivamente). 

 

Associação com rs10815151 (C>T) 

A distribuição das variantes em relação ao status de rs10815151 (C>T) estão 

demonstrados na tabela 2. O SNV rs6476933 (C>T) apresentou os genótipos CT (42,9%) e TT 

(28,6%) mais frequentes nos indivíduos rs10815151+. Essas diferenças foram estatisticamente 

significativas, com ORs de 7,6 (IC 95%: 2,7-22,1; p < 0.0001) para CT vs. CC, 9,5 (IC 95%: 

3,8-22,2; p < 0.0001) para CT/TT vs. CC e 15,3 (IC 95%: 3,5-54,4; p = <0,0001) para TT vs. 

CC. O alelo T foi mais prevalente nos indivíduos com rs108151516+ (50%). 
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Tabela 2: distribuição alélica e genotípica de SNVs do promotor de acordo com NMP, status de 46/1 e rs10815151 (C>T) 

Genótipo ou alelo, n (%) 

Haplótipo 46/1 (rs10974944:G) Variante do íntron 12 (rs10815151: T)  

46/1+ 

(n=63) 

46/1- 

(n=37) 

OR 

(IC 95%) 
Valor de p 

Positivo 

(n=42) 

Negativo 

(n=58) 

OR 

(IC 95%) 
Valor de p  

rs6476933 

CC 41 (65,1) 17 (45,9) 0,6 (0,2-1,6) 0,328 12 (28,6) 46 (79,3) 7,6 (2,7-22,1) <0,0001 CT vs CC 

CT 16 (25,4) 11 (29,7) 0,4 (0,1-1,0) 0,092 18 (42,9) 9 (15,5) 9,5 (3,8-22,2) <0,0001 CT/TT vs CC 

TT 6 (9,5) 9 (24,3) 0,2 (0,07-0,9) 0,036 12 (28,6) 3 (5,2) 15,3 (3,5-54,5) <0,0001 TT vs CC 

C 98 (77,8) 45 (60,8) 
0,4 (0,2-0,8) 0,014 

42 (50,0) 101 (87,1) 
6,7 (3,3-13,8) <0,0001 

T vs C 

T 28 (22,2) 29 (39,2) 42 (50,0) 15 (12,9)  

rs189703877 

AA 52 (82,5) 36 (97,3) - - 38 (90,5) 50 (86,2) 1,3 (0,2-5,8) >0,999 AC vs AA 

AC 6 (9,5) 0 7,6 (1,2-84,2) 0,029 3 (7,1) 3 (5,2) 0,6 (0,2-2,1) 0,756 AC/CC vs AA 

CC 5 (7,6) 1 (2,7) 3,4 (0,4-41,7) 0,397 1 (2,4) 5 (8,6) 0,2 (0,0-2,1) 0,395 CC vs AA 

A 110 (87,3) 72 (97,3) 
5,2 (1,3-23,4) 0,019 

79 (94,0) 103 (88,8) 
0,5 (0,1-1,4) 0,222 

C vs A 

C 16 (12,7) 2 (2,7) 5 (6,0) 13 (11,2)  

rs73389454 

AA 58 (92,1) 30 (81,1) 0,6 (0,1-2,2) 0,715 34 (81,0) 54 (93,1) 1,9 (0,5-6,7) 0,477 AC vs AA 

AC 5 (7,9) 4 (10,8) 0,3 (0,1-1,2) 0,124 5 (11,9) 4 (6,9) 3,1 (0,9-9,9) 0,116 AC/CC vs AA 

CC 0 3 (8,1) - - 3 (7,1) 0 - - - 

A 121 (96,0) 64 (86,5) 
0,2 (0,09-0,7) 0,023 

73 (86,9) 112 (96,6) 
4,2 (1,4-12,3) 0,013 

C vs A 

C 5 (4,0) 10 (13,5) 11 (13,1) 4 (3,4)  

rs1887428 

GG 31 (49,2) 5 (13,5) 0,4 (0,1-1,6) 0,245 7 (16,7) 29 (50,0) 3,4 (1,1-9,2) 0,023 GC vs GG 

GC 26 (41,3) 9 (24,3) 0,1 (0,06-0,4) 0,0005 16 (38,1) 19 (32,8) 5,0 (1,9-12,3) 0,0007 GC/CC vs GG 

CC 6 (9,5) 23 (62,2) 0,04 (0,01-0,1) <0,0001 19 (45,2) 10 (17,2) 7,8 (2,4-24,0) 0,0003 CC vs GG 

G 88 (69,8) 19 (25,7) 
0,1 (0,07-0,2) <0,0001 

30 (35,7) 77 (66,4) 
3,5 (1,9-6,2) <0,0001 

G vs C 

C 38 (30,2) 55 (74,3) 54 (64,3) 39 (33,6)  

rs1887429 

GG 38 (60,3) 14 (37,8) 0,5 (0,2-1,3) 0,232 8 (19,0) 44 (75,9) 14,0 (4,7-38,4) <0,0001 GT vs GG 

GT 19 (30,2) 13 (35,1) 0,4 (0,1-0,9) 0,038 23 (54,8) 9 (15,5) 13,3 (4,9-36,9) <0,0001 GT/TT vs GG 

TT 6 (9,5) 10 (27,0) 0,2 (0,06-0,7) 0,015 11 (26,2) 5 (8,6) 12,1 (3,0-43,1) 0,0001 TT vs GG 

G 95 (75,4) 41 (55,4) 
0,4 (0,2-0,7) 0,004 

39 (46,4) 97 (83,6) 5,8 (2,9-11,3) <0,0001 T vs G 

T 31 (24,6) 33 (44,6) 45 (53,6) 19 (16,4)    
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rs189703877 (A>C) apresentou frequências semelhantes no que tangem aos genótipos 

e alelos variantes, sem diferenças significativas na distribuição genotípica entre os grupos. Já 

rs73389454 (A>C) não apresentou rs108151516- para o genótipo CC. 

Para a alteração genética rs1887428 (C>G), o genótipo CC foi mais frequente nos 

indivíduos com rs108151516-(45,2%; CC vs GG: OR: 3,4, IC 95%: 1,1-9,2; p = 0,003). Em 

relação aos alelos, o alelo G foi mais comum nos indivíduos com rs108151516+ (33,6% vs. 

64,3%; OR = 3,5; IC 95%: 1,9-6,2; p = <0,0001). 

Os genótipos variantes de rs1887429 (G>T) apresentaram frequências diferentes entre 

os grupos rs108151516+ e rs108151516-, ou seja, GT (54,8% vs. 15,5%, respectivamente) e 

TT (26,2% vs. 8,6%, respectivamente). Essas diferenças foram estatisticamente significativas, 

com ORs de 13,3 (IC 95%: 4,9-36,9; p < 0.0001) para GT/TT vs. GG e 12,1 (IC 95%: 3,0-43,1; 

p = 0,0001) para TT vs GG. O alelo T foi mais comum nos indivíduos rs108151516- (53,6% 

vs. 16,4%). 

 

Haplótipos identificados 

Os haplótipos identificados estão demonstrados na figura 1 e seus dados estão descritos 

na tabela 3. O haplótipo 2, representado pelas variantes genéticas 

rs647933C/rs1887428G/rs1887429G/rs10974944G/rs10815151C/rs77375493T, apresentou 

frequência de 25,6% em PV e 9,8% em TE, com associação estatisticamente significativa (p = 

0,002). O odds ratio de 3,1 (IC 95%: 1,0-9,8) sugere uma maior probabilidade de ocorrência de 

PV em indivíduos com esse haplótipo em comparação com os outros. Os outros haplótipos não 

demonstraram associações significativas com as condições estudadas. 
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Figura 1: Estrutura de desequilíbrio de ligação (DL) de variantes do promotor, íntron 12 e éxon 14 de JAK2 em 

pacientes com policitemia vera (PV) e trombocitemia essencial (TE). Valores nas caixas indicam o valor do 

coeficiente de correlação de LD (r2) multiplicado por 100. As tendências da caixa em direção ao branco indicam 

valor de r2 diminuído, LD forte representado pela caixa cinza-escuro. Devido à baixa frequência nas NMPS, 

rs189703877 (A>C) e rs73389454 (A>C) não foram considerados para a análise. Um moderado DL é observado 

entre rs647933 e 1887429, sendo mais preponderante em PV; e rs1887428 (G>C) e rs1887429 (G>T). Não foram 

observados desequilíbrio de ligação forte ou moderado entre variantes do promotor e variantes do íntron 12 

(rs10974944 e rs10815151) ou éxon 14 (rs77375493/JAK2V617F).  

 

Tabela 3: haplótipos do promotor e íntron 12 do gene JAK2 presente em indivíduos com policitemia vera e 

trombocitemia essencial 

H
a
p

ló
ti

p
o
 

rs
6
4
7
9
3
3
 

rs
1
8
8
7
4
2
8
 

rs
1
8
8
7
4
2
9
 

rs
1
0
9
7
4
9
4
4
 

rs
1
0
8
1
5
1
5
1
 

rs
7
7
3
7
5
4
9
3
 

PV* TE* Qui-quadrado Odds ratio 
valor de 

p 

1 C G G G C G  6 (15,4%)  12 (19,6%) 0,732 0,7 (0,2-2,2) 0,393 

2 C G G G C T  10 (25,6%)  6 (9,8%) 9,509 3,1 (1,0-9,8) 0,002 

3 T C T C T G  4 (10,2%)  9 (14,7%) 0,739 0,6 (0,2-2,4) 0,389 

4 C C G C C G  4 (10,2%)  7 (11,4%) 0,235 0,8 (0,2-3,1) 0,627 

5 C G G C C G  2 (5,1%)  6 (9,8%) 1,423 0,4 (0,09-2,1) 0,232 

6 C C T C C G  1 (2,5%)  2 (3,2%) 0,001 2,8 (0,3-41,7) 0,975 

 

Legenda: PV: policitemia vera, TE: trombocitemia essencial. 

*São demonstrados na tabela apenas os haplótipos com frequência maior ou igual a 2%. 

 

DISCUSSÃO  

O estudo da região promotora em genes envolvidos nas neoplasias mieloproliferativas 

ainda é algo incipiente, em especial sobre qual seu o papel dentro do complexo cenário 

etiopatogênico dessas doenças. Mesmo que seja bem estabelecido que variantes condutoras em 

regiões codificantes de JAK2, MPL e CARL possuam um papel protagonista no 

desencadeamento dessas malignidades hematológicas18,30, eventos biológicos adicionais, como 

alterações epigenéticas do tipo metilação, possivelmente contribuem para o início e progressão 

das NMPs 15,28. Outros eventos ainda não tão compreendidos também podem estar envolvidos 

como alteração de fatores transcrição, como notado em outras neoplasias31–34. 

Os achados do presente estudo dão insights sobre a necessidade de novas abordagens de 

investigação para a compreensão mais completa do cenário molecular das neoplasias 

mieloproliferativas, já que variantes em promotores de genes podem alterar a ligação do fator 

de transcrição e a atividade do promotor35. 

Das cinco variantes identificadas, rs189703877 (A>C), rs73389454 (A>C), rs1887428 

(G>C) e rs1887429 (G>T) estão localizadas dentro de ilhas CpG, um conjunto de sequências 

de DNA alternadas diferente do padrão genômico médio devido à alta concentração de GC, 

ricas em CpG e predominantemente não metiladas36. A hipermetilação de ilhas CpG já foi 
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descrita em NMPs37, todavia, nossos dados não sustentam possíveis relações entre status de 

metilação do promotor e outros achados moleculares das NMPs identificados. 

Variantes localizadas no promotor gênico podem influenciar a ligação de fatores de 

transcrição específicos, condicionar um recrutamento diferenciado de cofatores e exercer papel 

na metilação do DNA, resultando em expressão gênica diferencial entre o alelo selvagem e o 

variante38. Os SNVs rs6476933 (C>T) e rs1887429 (G>T) estão localizados em sítios de 

ligação de fatores de transcrição39, entretanto, informações específicas sobre suas interações 

gênicas e os seus impactos ainda são não são conhecidos. Isso evidencia a necessidade de mais 

estudos funcionais, com maiores populações a fim de verificar a existência de intensificadores 

ou repressores transcricionais envolvidos e as possíveis associações com outros genes 

associados a alterações epigenéticas nas NMPs, como DNMT3A, TET2, ASXL1 e EZH240.  

De todas as variantes, rs1887428 (G>C) apresentou o comportamento interessante no 

âmbito das associações realizadas. O alelo selvagem de rs1887428 (G) é considerando uma 

variante de risco para doença inflamatória intestinal (DII), lúpus eritematoso sistêmico, doença 

de Chron, colite ulcerativa e colangite esclerosante primária 27,41. Na DII, o alelo de risco (G) 

de rs1887428 está vinculado ao fator de transcrição RBPJ (Recombination Signal Binding 

Protein for Immunoglobulin Kappa J Region), enquanto o alelo protetor está vinculado ao fator 

de transcrição (Cut-like homeobox 1). A ligação ao alelo variante a RBPJ resultam em um efeito 

regulador cis muito modesto, mas acompanhado por um efeito trans significativo em STAT5B 

(Signal Transducer and Activator of Transcription 5B)27.  

Nas NMPs, associações similares envolvendo fatores de transcrição foram descritas, 

mais especificamente com c-Fos/c-Jun (Proteína ativadora 1), um heterodímero proteico que 

age sobre transdução de sinal intracelular, mediando processos de diferenciação, proliferação e 

sobrevivência celular42. Um estudo demonstrou que o alelo G de rs1887428 tem maior 

afinidade com o complexo c-Fos/c-Jun, o que leva a uma modulação positiva da diferenciação 

hematopoiética resultante expressão aumentada de JAK243.  Nesse contexto, o alelo C possui 

um papel protetor, agindo de forma antagônica a esse processo. 

Essa percepção vai de encontro com os nossos achados. O alelo de risco (G) da variante 

rs1887428 foi associado a JAK2V617F+ VAF≥50% e presença do haplótipo 46/1 

(rs10974944). Isso nos leva a hipotetizar sobre uma possível correlação dessas alterações 

genéticas dentro do cenário molecular das NMPs, onde a variante do promotor aumenta a 

expressão do gene JAK2 mutado com JAK2V617F. Em contrapartida, o haplótipo 46/1 favorece 

a expansão clonal dessas células, o que  garante uma vantagem proliferativa, favorece o 

distúrbio mieloproliferativo clonal, além de elevar a frequência alélica variante, pontos 
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similares ao que já foi reportado anteriormente44,45. A relação do alelo C e genótipo CC de 

rs1887428 com rs10815151, associada a proteção contra JAK2V617F (dados não publicados), 

demonstra o possível papel regulador dessa variante nas NMPs. Todavia, mais estudos são 

necessários para o melhor entendimento dessas premissas previamente estabelecidas.  

Um dos haplótipos identificados em nosso estudo 

(rs647933C/rs73389454A/rs1887428G/rs1887429G/rs10974944G/rs10815151C/rs77375493

T), foi associado ao desenvolvimento de PV, neoplasia onde a sinalização de JAK2 é mais 

evidente46 e a relação com JAK2V617F é bem estabelecida47, pontos que corroboram sobre a 

relação entre as variantes anteriormente descritas e seus possível papéis nas NMPs. Entretanto, 

mais estudos são necessários para verificar essa relação.  

Os resultados desses estudos mostram que os alelos de rs1887428 possuem diferentes 

associações, onde o alelo de risco (G) está associado a JAK2V617F+ VAF≥50%, ao passo que 

o alelo variante (C) tem relação inversa. rs6476933 (C>T) e rs1887429 (G>T) criam sítios de 

fatores de transcrição, mas com proteínas relacionadas até o momento desconhecidas, o que 

demonstra necessidade de estudos funcionais para verificar o papel dessas variantes.  

Os estudos realizados na presente pesquisa fornecem novos dados para se entender o 

papel do promotor nas NMPs. Estudos adicionais com amostras maiores e populações diversas 

podem fornecer insights sobre os mecanismos moleculares subjacentes às doenças e identificar 

possíveis alvos terapêuticos para intervenção das neoplasias mieloproliferativas. 
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6. CONCLUSÕES 
 

Sobre o íntron 12, os resultados do presente estudo mostram que a variante rs10974944 

(C>G) está associado a neoplasias mieloproliferativas BCR::ABL1 negativas, positivas para 

JAK2V617F, em especial PV, elevada carga alélica variante desses pacientes e alterações 

hematológicas na população estudada. Já a variante rs10815151 demonstrou comportamento 

antagônico à JAK2V617F e VAF, sendo necessário outros estudos para verificar essa possível 

relação. 

Já em sobre o promotor gênico, o alelo G de rs1887428 demonstrou associação 

significativa com JAK2V617F+ VAF≥50%, ao passo que o alelo variante (C) tem relação 

inversa. rs6476933 (C>T) e rs1887429 (G>T) criam sítios de fatores de transcrição, mas com 

proteínas relacionadas até o momento desconhecidas, o que demonstra necessidade de estudos 

funcionais para verificar o papel dessas variantes. Esses resultados sugerem que as variantes no 

promotor do gene JAK2 podem desempenhar um papel no desenvolvimento e progressão das 

NMPs.  
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8.  ANEXOS 

 

8.1. Parecer consubstanciado do projeto Caracterização molecular de pacientes com 

neoplasias mieloproliferativas crônicas 
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8.2.Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) 
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8.3. Instrumento de coleta de dados 

 

 

 

UNIVERSIDADE DO ESTADO DO AMAZONAS 

FUNDAÇÃO HOSPITALAR DE HEMATOLOGIA E HEMOTERAPIA DO AMAZONAS 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS APLICADAS A HEMATOLOGIA 

 

 

PROJETO: ESTUDO DO HAPLÓTIPO 46/1 E PROMOTOR DO GENE JAK2 EM PACIENTES COM NEOPLASIAS 

MIELOPROLIFERATIVAS BCR::ABL1 NEGATIVAS ATENDIDOS NA FUNDAÇÃO HOSPITALAR DE HEMATOLOGIA E 

HEMOTERAPIA DO AMAZONAS 

 

Código Gênero Idade Neoplasia Esplenomegalia 
Eventos 

hemorrágicos 

Eventos 

trombóticos 
RBC Hto Hba VCM HCM CHCM WBC PQT TP INR TTPa FIB LDH AU 
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8.4. Protocolo de extração de DNA 

 

EXTRAÇÃO DE DNA – BRAZOL 

 

1.0. Fase pré-extração de DNA: 

 

1) Separar as amostras que serão extraídas e descongelar naturalmente; 

2) Certificar se o banho-maria está na temperatura ideal de 56ºC; 

3) Verificar a disponibilidade de microtubos de 2,0 mL e 1,5 mL e identifica-los; 

4) Verificar se existe quantidade suficiente de etanol 100% e clorofórmio; 

5) Separar caixa com gelo para manter os reagentes (todos devem ser mantidos no gelo).  

2.0. Fase de extração de DNA: 

1) Pipetar 200 µL (microlitros) da amostra de sangue em um microtubo de 2,0 mL, devidamente 

identificados. A amostra deve ser homogeneizada antes de pipetar. Em algumas situações é 

possível pipetar o buffy coat. 

2) Adicionar 400 µL de Brazol gelado (4°C) e agitar no vórtex até a amostra adquirir aspecto 

homogêneo; 

3) Adicionar 100 µL de clorofórmio gelado (4°C) e misturar no vórtex até a amostra adquirir 

uma coloração “cor de chocolate”; 

4) Centrifugar por 12 minutos a 10.000 rpm em T.A (22°C); 

5) Após a centrifugação, retirar o microtubo cuidadosamente da centrífuga e verificar se a 

solução está dividida em duas partes; 

6) Pipetar cuidadosamente a fase superior (SOBRENADANTE) e transferir para tubos de 1,5 

mL identificados corretamente. 

3.0. Fase de precipitação do DNA genômico: 

1) Adicionar 500 µL de etanol 100% gelado (armazenado a 4°C), homogeneizar no vórtex e 

observar a formação de um precipitado. O precipitado é usualmente visualizado em 30 – 60 

segundos; 

2) Centrifugar por 15 minutos a 10.000 rpm em T.A (22°C); 

3) Descartar o sobrenadante e adicionar novamente 500 µL de etanol 100% gelado (armazenado 

a 4°); 

4) Centrifugar por 12 minutos a 10.000 rpm em T.A; 

5) Descartar o sobrenadante; 

6) Remover o etanol residual com pipeta e colocar no banho seco 56°C por 10 minutos; 

7) Adicionar 100 µL de água destilada estéril em cada tubo (H2Odd) – OBS.: adicionar primeiro 

50 µL, ver a concentração e, se necessário, adicionar mais 50 µL em casos em que a 

concentração está alta. Se estiver baixa (abaixo de 50 ng) adicionar apenas 50 µL.  

8) Quantificar o DNA genômico no Nanodrop; 

9) Armazenar o DNA purificado a 4°C ou -20°C. 
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8.5. Padronização de concentração das amostras de DNA 

 

A - Concentração menor que 100 ng/uL 

AMOSTRAS Diluição 

NMP4 

Alíquota de 10 uL 

Sem diluição. 

NMP16 

NMP18 

NMP52 

NMP91 

B - Amostras entre 100-150 ng/uL (VF = 20 uL) 

AMOSTRAS Diluição 

NMP1 

1/2 

 

10 uL de amostra + 10 de H2O 

NMP3 

NMP8 

NMP11 

NMP14 

NMP19 

NMP27 

NMP30 

NMP40 

NMP41 

NMP42 

NMP43 

NMP57 

NMP68 

NMP72 

NMP73 

NMP75 

NMP78 

NMP80 

NMP81 

NMP83 

NMP85 

NMP92 

NMP93 

NMP108 

C - Amostras entre 150 – 200 ng/uL (VF = 20uL) 

AMOSTRAS Diluição 

NMP5 

1/3 

 

6,6 de amostra + 13,4 uL de H2O 

NMP6 

NMP10 

NMP12 

NMP15 

NMP17 

NMP20 

NMP23 
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NMP24 

NMP32 

NMP33 

NMP38 

NMP39 

NMP54 

NMP55 

NMP58 

NMP59 

NMP60 

NMP61 

NMP62 

NMP64 

NMP70 

NMP74 

NMP76 

NMP77 

NMP79 

NMP82 

NMP86 

NMP87 

D - Amostras entre 200-250 ng/uL (VF = 20 uL) 

AMOSTRAS DILUIÇÕES (VF = 20uL) 

NMP22 

1/4 

 

5 uL de amostra + 15 uL de H2O 

NMP26 

NMP34 

NMP35 

NMP37 

NMP44 

NMP45 

NMP50 

NMP66 

NMP67 

NMP69 

NMP71 

NMP89 

E - Amostras entre 250-300 ng/dL (VF = 20 uL) 

AMOSTRAS Diluição (VF = 20uL) 

NMP7 
1/5 

 

4 uL de amostra + 16 uL de H2O 

NMP25 

NMP47 

NMP49 

F - Amostras entre 300-350 ng/uL 

AMOSTRAS Diluição (VF = 20uL) 

NMP9 
1/6 

 

3,3 de amostra + 16,6 de H2O 

NMP13 

NMP46 

NMP63 
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NMP65 

NMP88 

NMP94 

NMP100 

NMP101 

NMP102 

NMP105 

NMP106 

NMP107 

NMP109 

NMP110 

NMP111 

G - Amostras entre 350-400 ng/uL (VF = 20 uL) 

AMOSTRAS DILUIÇÕES (VF = 20uL) 

NMP21 

1/7 

 

2,85 uL de amostra + 17,15 uL de H2O 

NMP31 

NMP48 

NMP51 

NMP53 

NMP90 

NMP95 

H - Concentração entre 500-600 ng/uL (VF = 20uL) 

AMOSTRAS Diluição 

NMP29 

1/10 

 

2 uL de amostra + 18 uL de H2O 

NMP56 

NMP84 

NMP96 

NMP97 

NMP99 

NMP103 

NMP104 

I - Amostras acima de 1000 ng/uL 

AMOSTRAS Diluição  

NMP2 

1/20 – VF = 40 uL 

 

2 de amostra e 38 uL de H2O 
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8.6. Protocolo – Reação em cadeia da polimerase: íntron 12 

 

I) Dados do primer 

 

II) PCR 

 

1. ETAPAS: 

Antes da reação: (1) preparar transporte com gelo; colocar água na UV; (2) deixar os reagentes 

descongelar totalmente; (3) homogeneizar cada reagentes antes de pipetá-lo no mix; (4) identificar os 

mix e microtubos de 0,2 mL antes da reação; (5) manter a TAQ e o dNTP na geladeira, retirando-os 

somente no momento da adição no mix; (6) fazer 2 reações a mais: 1 para ser o branco (sem o DNA) e 

a outra para deixar como volume reserva. 

a) Identificar microtubo de 2 mL para preparo do Mix; 

b) Identificar tubos de 0,2 mL; 

c) Fazer o preparo do mix no microtubo de 2 mL; 

d) Distribuir 24 µL de mix para os microtubos de 0,2 mL e adicionar 1 µL de amostras de DNA; 

e) Levar os microtubos ao Termociclador e utilizar o programa descrito abaixo 

III) Programação do termocilador 

CICLAGEM PARA PCR – íntron 12 

Temperatura Fase Tempo Ciclos 

94°C Desnaturação inicial 4 minutos 1 

94°C Desnaturação 30 segundos 
 

40 
58°C Anelamento 30 segundos 

72°C Extensão 40 segundos 

72°C Extensão final 7 minutos 1 

4°C ∞ - - 

Ao final: Correr as amostras em gel de Agarose ao 1,5 % corado com brometo de etídio. 

 

 

8.7. Protocolo – Reação em cadeia da polimerase: Promotor 

Primer 
Sequência 

(5’ – 3’) 
Tm Amplicom SNV na região 

Íntron12FW CCAACTGAGTTTCCTTGCAG 
58°C 572 pb rs10974944 

Íntron12RV CTAGGTTAAGAGTATGTGGTTCC 

MIX PARA PCR 

Regentes Concentração da reação 1 reação (VF = 25 µL) 

H2O - 17,05 

Tampão (10x) 1x 2,5 µL 

MgCl2 (50Mm) 1,5mM 0,75 µL 

Primer FW (10 µM) 0,4 µM 1 µL 

Primer RV (10 µM) 0,4 µM 1 µL 

dNTP mix (10 mM) 0,2 mM 0,5 µL 

TAQ 5U/µL 1 U 0,2  µL 

DNA > 30 ng 2 µL 

TOTAL - 25 µL (24 µL + 1 µL DNA) 
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I) Dados do primer 

 

II) PCR 

 
1. ETAPAS: 

Antes da reação: (1) preparar transporte com gelo; colocar água na UV; (2) deixar os reagentes descongelar 

totalmente; (3) homogeneizar cada reagentes antes de pipetá-lo no mix; (4) identificar os mix e microtubos de 0,2 

mL antes da reação; (5) manter a TAQ e o dNTP na geladeira, retirando-os somente no momento da adição no 

mix; (6) fazer 2 reações a mais: 1 para ser o branco (sem o DNA) e a outra para deixar como volume reserva, 

ou seja, se forem feitas 15 amostras, 17 reações devem ser calculadas  

a) Identificar microtubo de 2 mL para preparo do Mix; 

b) Identificar tubos de 0,2 mL; 

c) Fazer o preparo do mix no microtubo de 2 mL; 

d) Distribuir 24 µL de mix para os microtubos de 0,2 mL e Adicionar as 1 µL de DNA  

e) Levar os microtubos ao Termociclador e utilizar o programa descrito abaixo 

III) Programação do termocilador 

CICLAGEM PARA PCR – promotor 

Temperatura Fase Tempo Ciclos 

94°C Desnaturação inicial 4 minutos 1 

94°C Desnaturação 30 segundos 
 

40 
64°C Anelamento 30 segundos 

72°C Extensão 45 segundos 

72°C Extensão final 7 minutos 1 

4°C ∞ - - 

Ao final: Correr as amostras em gel de Agarose ao 1,5% corado com brometo de etídio.  

Primer 
Sequência 

(5’ – 3’) 
Tm Amplicon SNVs na região 

PromotorFW GTCATGGGACTGGTTCATTCTCATC 
64°C 673 pb 

rs6476933, 

rs73389454, 

rs1887428, rs1887429 PromotorRV TTTCGGCTTTTCCTTCCACCTCC 

MIX PARA PCR 

Regentes Concentração da reação 1 reação (VF = 25 µL) 

H2O - 17,55 

Tampão (10x) 1x 2,5 µL 

MgCl2 (50Mm) 2,5mM 1,25 µL 

Primer FW (10 µM) 0,4 µM 1 µL 

Primer RV (10 µM) 0,4 µM 1 µL 

dNTP mix (10 mM) 0,2 mM 0,5 µL 

TAQ 5U/µL 1 U 0,2  µL 

DNA > 30 ng 1 µL 

TOTAL 25 µL 25 µL (24 µL + 1 µL DNA) 
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8.7.1 – Géis de eletroforese 

 

 
Figura 8.8.1: Gel de eletroforese de região amplicada do íntron 12 de JAK2, determinada pelo fragmento de 572 

pb. Linha 1: Ladder 100 pb; Linha 3: Branco (controle negativo); Linhas 1,4-9: amostras de pacientes incluídos 

no estudo. 

 

 
Figura 8.8.2: Gel de eletroforese de região amplicada do promotor de JAK2, determinada pelo fragmento de 673 

pb. Linha 1 a 7: amostras de pacientes incluídos no estudo; Linha 8: Branco (controle negativo), Linhas: 9: Ladder 

100 pb. 
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8.8. Protocolo: Precipitação de produto da PCR com Polietilenoglicol (PEG) 

 

A precipitação com PEG atua como método de purificação da PCR com objetivo de remoção 

de oligos e nucleotídeos não incorporados na PCR que poderiam interferir na reação de 

sequenciamento. Apresenta um bom rendimento, podendo utilizar somente 0,5-1 ul da amostra 

na reação de sequenciamento. O método não é recomendado para PCR com bandas 

inespecíficas ou como primer-dimers. 

 

Antes de iniciar o procedimento: 

-   Armazene etanol 80% a -20 C. (utilizar etanol 80% ou preparar a partir de etanol absoluto 

C1V1=C2V2, sendo V1 meu X) 

- Programe o banho-maria seco a 37º C. 

- Prepare placas de sequenciamento ou tubos de máximo 1,5 mL. 

- Em caso necessário, preparar o PEG 20% W\V PEG 2,5 M NaCl) Para sua preparação, usar: 

10 g de PEG 8000 

7,3 g de NaCl 

Adicione 35 mL de ddH2O. Agite para solubilizar o PEG durante 20 min ou até solubilizar. 

Após agitação, completar o volume para 50 mL com ddH2O. 

 

Procedimento: 

1- Transfira o volume do PEG no tubo de 1,5 mL ou na placa de sequenciamento. 

*LEMBRE-SE: O volume de PEG a ser adicionado deve ser igual ao volume da PCR. Neste 

caso 20 uL + 20 uL. 

2- Transfira o volume do amplicon no tubo de 1,5 mL ou na placa de sequenciamento. 3- Agite 

suavemente por 10 seg (em caso de ser tubo) e incube a 37º C por 15 min. 

4- Após incubação, centrifugue a 2500 rcf (6000 rpm) por 15 min a temperatura ambiente em 

caso de ser tubo. Em caso de ser placa centrifugar entre 2200-2500 rcf por 25 min a temperatura 

ambiente. 

5- Descarte o sobrenadante (por inversão da placa) e adicione 125 uL de etanol 80% gelado e 

em seguida centrifugue a 1450 rcf (4500 rpm) por 2 min a 4º C. 

6- Descarte o sobrenadante, dei um spin com a placa invertida e deixe secando a 60ºC por 10 

min para remoção de resíduos de etanol. Deixe a placa sem adesivo. Em caso de tubos, a 

secagem pode ser a 37°C entre 20-50 min. 

7- Certifique a ausência de resíduos de etanol e adicione H2O milli Q ou ultrapura, adicionando 

o mesmo volume inicial da PCR (20 uL). *LEMBRE-SE: Amostras com banda fraca ou pouca 

quantidade de amostra devem ser ressuspendidas em menor quantidade de H20, 12 uL de água. 

 8- Homogenice e armazene a amostra a -80ºC. *LEMBRE-SE: Antes de armazenar as amostras 

a -80ºC, armazene a 4-5ºC por algumas horas para melhor eluição de DNA. 

9- Quantificar as amostras pelo menos 3 dias após precipitação, passando do freezer (-80ºC) à 

geladeira 4-5ºC pelo menos 2 H antes da quantificação. 
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8.9.Preparação do mastex mix para sequenciamento 

 

1- Preparar o mapeamento de amostras, colocando as amostras por duplicata (metade da placa 

para leitura de Primer Forward e a outra metade para leitura do primer Reverse), sendo o nosso 

protocolo de trabalho o seguinte, 

2- Aliquotar do Primer-Forward e do primer reverse utilizados na PCR. (Calcular a quantidade 

a utilizar segundo número de amostras). 

3- Preparar o mix com os seguintes reagentes: 

 

MIX DA REAÇÃO DE SEQUENCIAMENTO DE SANGER 

Reagente 1 Reação Vol (1 uL) 22 Reações (Vol uL) 

H2O ultrapura 4,5/5,0/5,5 99 

Tampão 5X 2,0 44 

Primer [3.3 Mm] 1,0 22 

BigDye 0,5 11 

Produto amplificado 2,0/1,5/1,0 2 

TOTAL por poço/tubo 10 10 

 

Após mescla, levar para termociclador e preparar a seguinte programação de ciclagem: 

 

Stage 1 96°C por 1 min 1 ciclo 

 

Stage 2 

96°C por 10 seg 
 

15 ciclos 
55°C por 15 seg 

60°C por 1 min, 15 seg 

 
96°C por 10 seg 

 
55°C por 15 seg 

Stage 3 

60°C por 1 min, 30 seg 

5 ciclos 55°C por 15 seg 

60°C por 1 min, 15 seg 

 

Stage 3 

96°C por 10 seg 
 

5 ciclos 
55°C por 15 seg 

60°C por 1 min, 30 seg 

 

Stage 4 

96°C por 10 seg 
 

5 ciclos 
55°C por 15 seg 

60°C por 2 min 

Stage 5 4°C, ∞ 1 ciclo 
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8.10. Purificação do sequenciamento (Método EDTA/Etanol) 

 

1- Após reação de sequenciamento, centrifugar a placa a 2000 rpm x 2 min a 4ºC. 2- Em cada 

poço, adicionar: 

- 2,5 uL de EDTA (125 mM) 

- 25 uL de etanol 100% gelado 

3- Realizar um spin e incubar a temperatura ambiente e protegido da luz por 15 min. 4- 

Centrifugar a 2000 rcf x 45 min a 4ºC. 

5- Inverter a placa na pia para descartar material não aderido na reação e centrifugar a placa 

invertida a 100 rcf x 1 min. 

6- Adicionar 35 uL de etanol 70% (temperatura ambiente) em cada poço. 7- Centrifugar a 1650 

rcf por 15 min a 4ºC. 

8- Inverter a placa na pia para descartar material não aderido na reação e centrifugar a placa 

invertida a 100 rcf x 1 min. 

9- Secar a placa no termociclador a 60ºC x 10 min (OBSERVAÇÃO: Colocar a placa sem 

tampa). 

10- Armazenar a -20ºC as placas até realizar leitura no sequenciador. As placas podem ficar 

até 1 mês. Em caso de ler no mesmo dia não congelar. 

  

 

8.11. Preparação de amostras pré-leitura no sequenciador 

 

Prepare o termociclador ou termobloco a 95°C. 

 

1- Nas amostras que foram armazenadas a -20°C, adicione 10 uL de Formamida em cada poço. 

2- Realizar um breve spin na placa. 

3- Aquecer a placa no termociclador a 95°C por 1 minuto. 

4- Ler no sequenciador. (Em caso de não ser lidas nesse momento congelar a -20°C) 
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8.12. Variantes identificadas por sequenciamento de Sanger 

 

 

Figura 8.12.1: variantes identificas no íntron 12 do gene JAK2 durante o sequenciamento de Sanger. Identificação baseada 

na sequência de referência do gene JAK2 (NG_009904.1) usando o software Geneious 

 

 

 

Figura 8.12.2: variantes identificas promotor do gene JAK2 durante o sequenciamento de Sanger.*identificação baseada na 

sequência de referência do gene JAK2 (NG_009904.1) usando o software Geneious. 
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8.13. Resumos publicados em anais de eventos 
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8.14. Divulgação científica e participação em eventos 

 
a)  Pôster I apresentado no 7th International Symposium on Immunology and Hematology em 2022. 

 
 

 

B) Pôster II apresentado no 7th International Symposium on Immunology and Hematology em 2022.  
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