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RESUMO 

 

Trombocitemia essencial e mielofibrose são neoplasias mieloproliferativas crônicas 

BCR::ABL1 negativas caracterizadas por hiperplasia exacerbada de megacariócitos e deposição 

reativa de tecido conjuntivo fibroso devido a hiperplasia de granulócitos e megacariócitos, 

respectivamente. Há a presença de variantes genéticas na sequência codificante do gene MPL 

(1p34.2) em ambas as malignidades hematológicas, identificadas em 3% dos pacientes com TE 

e 8% com MF, as quais comprometem a atividade do receptor de trombopoietina, tornando-o 

hipersensível e com dimerização independe da interação com o ligante para ativar a sinalização 

da via JAK-STAT, estimulando de forma constitutiva a proliferação celular, levando ao 

fenótipo de TE e/ou MF. Objetivo: identificar variantes genéticas presentes no éxon 10 do gene 

MPL em pacientes com trombocitemia essencial e mielofibrose atendidos da Fundação 

HEMOAM. Metodologia: estudo foi do tipo descritivo-transversal, teve como população de 

estudo os pacientes com diagnóstico clínico para as neoplasias supracitadas, ambos os sexos, a 

partir de 18 anos, recrutados entre agosto de 2021 a julho de 2022. Foi feita coleta de sangue 

periférico para extração de DNA de genômico de granulócitos. A análise molecular foi realizada 

por meio sequenciamento de Sanger, com análise de eletroferogramas realizada no software 

Geneious e análise estatística no Graphpad Prism para realização das análises de dados 

demográficos e hematológicos. Resultados: 64 pacientes diagnosticados com trombocitemia 

essencial e mielofibrose foram incluídos. 85,27% dos indivíduos correspondem ao grupo com 

TE e 14,73% na população com MF. A mediana de idade ficou entre a sexta e a sétima década 

de vida em ambos os grupos. Houve maior predominância de mulheres em trombocitemia 

essencial (78,95%), ao passo que em MF houve um equilíbrio entre os gêneros. Pacientes com 

mielofibrose apresentaram maior frequência de esplenomegalia (57,14%) em comparação a 

trombocitemia essencial (18,18%). No que tangem aos parâmetros hematológicos, o grupo 

mielofibrose apresentou índices de desidrogenase lática acima dos níveis de referência, ao passo 

que trombocitemia essencial demonstrou aumento significativo na contagem de plaquetas. Na 

análise molecular, não foram identificadas variantes genéticas no éxon 10 do gene MPL na 

população de estudo. Conclusão: verificou-se a ausência de variantes no éxon 10 do gene MPL. 

Estudos posteriores devem ser realizados com uma população maior, tendo em vista a baixa 

frequência de variantes nesse gene em pacientes com trombocitemia essencial e mielofibrose. 

Palavras-chave: W515L; W515K; Receptor de trombopoietina; Neoplasias 

mieloproliferativas. 
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ABSTRACT 

 

Essential thrombocythemia and myelofibrosis are chronic BCR::ABL1 negative 

myeloproliferative neoplasms characterized by exacerbated megakaryocyte proliferation and 

reactive deposition of fibrous connective tissue due to granulocyte and megakaryocyte 

hyperplasia, respectively. There are genetic variants in the coding sequence of the MPL gene 

(1p34.2) in both hematologic malignancies, identified in 3% of patients with essential 

thrombocythemia and 8% with myelofibrosis, which compromise the thrombopoietin receptor 

activity, making it hypersensitive and capable of dimerization independently of ligand 

interaction to activate the JAK-STAT signaling pathway, stimulating cell proliferation 

constitutively, leading to the phenotype of essential thrombocythemia and/or myelofibrosis. 

Objective: To identify genetic variants present in exon 10 of the MPL gene in patients with 

essential thrombocythemia and myelofibrosis treated at the HEMOAM Foundation. 

Methodology: The study was descriptive and cross-sectional, with the study population 

consisting of patients clinically diagnosed with the aforementioned neoplasms, of both sexes, 

aged 18 years and older, recruited between August 2021 and July 2022. Peripheral blood was 

collected for genomic DNA extraction from granulocytes. Molecular analysis was performed 

through Sanger sequencing, with electropherogram analysis conducted in Geneious software, 

and statistical analysis in Graphpad Prism for demographic and hematological data analysis. 

Results: 64 patients diagnosed with essential thrombocythemia and myelofibrosis were 

included. 85.27% of individuals corresponded to the essential thrombocythemia group, and 

14.73% to the myelofibrosis group. The median age ranged from the sixth to the seventh decade 

of life in both groups. There was a higher predominance of women in essential 

thrombocythemia (78.95%), while myelofibrosis showed a balance between genders. Patients 

with myelofibrosis presented a higher frequency of splenomegaly (57.14%) compared to 

essential thrombocythemia (18.18%). Regarding hematological parameters, the myelofibrosis 

group showed lactate dehydrogenase levels above the reference range, while essential 

thrombocythemia demonstrated a significant increase in platelet count. In the molecular 

analysis, no genetic variants in exon 10 of the MPL gene were identified in the study population. 

Conclusion: The absence of variants in exon 10 of the MPL gene was observed. Further studies 

should be conducted with a larger population, considering the low frequency of variants in this 

gene in patients with essential thrombocythemia and myelofibrosis. 

Keywords: W515L; W515K; Trombopoietin receptor; Myeloproliferative neoplasms.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

Doenças clonais de células-tronco hematopoiéticas nas quais há hiperplasia das séries 

mielóides é a denominação das neoplasias mieloproliferativas crônica (NMP), que possui cerne 

na presença ou não do cromossomo Philadelphia. Conforme a Organização Mundial da Saúde 

(OMS), pacientes BCR::ABL1 negativos não possuem o cromossomo Philadelphia, porém, 

abrangem um grupo de indivíduos que contam com mutações somáticas em um grupo de genes, 

e dentre eles está o MPL (4,8). Nesse grupo estão às doenças Trombocitemia Essencial (TE) e 

a Mielofibrose (MF) que partilham de um dos critérios de diagnóstico em comum, a presença 

de variantes no gene MPL, cuja frequência alélica de variantes é de 3% em pacientes com TE e 

8% com MF (6). 

A TE é uma neoplasia mieloproliferativa, distinta pela proliferação de megacariócitos 

que ocasiona o aumento do número de plaquetas no sangue periférico. É destacada clinicamente 

por eventos trombóticos e/ou hemorrágicos. Os casos ocorrem em adultos com idade em torno 

de 60 anos, e maior frequência em indivíduos do sexo feminino. Entretanto, há registros de 

pacientes com 30 anos de idade do sexo feminino. Em crianças, é frequentemente baixa, mas 

em raros casos como trombocitose hereditária (17,18).   

Os critérios diagnósticos para TE segundo a OMS são: contagem de plaquetas > ou igual 

a 450x109/L; aumento de megacariócitos e ausência de precursores eritróides e da série 

granulocítica na medula; ausência de critérios para as outras neoplasias mieloproliferativas; 

presença de variantes nos genes JAK2, CARL ou MPL (6). 

Da mesma maneira, a MF trata-se da mais grave das neoplasias mieloproliferativas. 

Distinta pela hiperplasia de megacariócitos e granulócitos anormais na medula óssea, que 

fornece uma deposição reativa de tecido conjuntivo fibroso, e hematopoiese extramedular. 

Apresenta dois estágios: pré-fibrótico, e o fibrótico evidente. Com predomínio em pacientes 

entre 60-70 anos de idade, afetando igualmente homens e mulheres (23). 

Visto que, o gene MPL, que codifica proteína Receptora de Trombopoetina (TPO), e é 

um dos reguladores primários da manutenção de células-tronco hematopoéticas, quando 

alterado, expressa as variantes W515L e W515K no éxon 10. E são mais frequentes em 

pacientes com TE e MF (30). 

Portanto, este estudo propõe-se a investigar e descrever as variações genéticas, 

encontradas nos pacientes com TE e MF, atendidos da Fundação Hospitalar de Hematologia e 

Hemoterapia do Amazonas, afim de que ajude na compreensão das manifestações clínicas, que 

visa auxiliar no diagnóstico, prognóstico e na melhor escolha terapêutica. 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1. Neoplasias mieloproliferativas 

 

As neoplasias mieloproliferativas crônicas (NMP) são doenças hematopoiéticas clonais 

cuja característica principal é a hiperplasia de uma ou mais linhagens mieloides ainda na medula 

óssea. Esse evento produz um elevado número de células maduras no sangue periférico, o qual 

provoca certo risco de progressão para fases graves como a insuficiência medular (2,3). Com o 

avanço das tecnologias em análises moleculares em especial na área da genética, a Organização 

Mundial da Saúde (OMS) classificou as NMP de acordo com a presença do cromossomo 

Philadelphia (Figura 1) derivado da translocação dos cromossomos 9 (ABL1) e 22 (BCR) t(9;22) 

(q34;q11) que gera o gene de fusão BCR::ABL1 (1,3,4). 

 

 

Figura 1: Classificação das Neoplasias Mieloproliferativas OMS 2017. 5 

Fonte: Autoria própria.  
 

Na Leucemia Mieloide Crônica (LMC) o cromossomo Philadelphia que é perceptível 

nas análises citogenéticas é o rearranjo molecular dos genes BCR e ABL1, e essa alteração 

resulta no gene de fusão BCR::ABL1 (6). Este evento faz com que ocorra a transcrição de um 

RNA mensageiro (mRNA), que codifica uma proteína quimérica com atividade de tirosina-

quinase exacerbada quando comparada com a proteína transcrita pelo gene ABL1 (1,6). As 

manifestações clínicas derivadas da fisiopatologia de pacientes BCR::ABL1 positivos torna a 
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proliferação mielóide mais reativa do que neoplásica, o que faz com que seja utilizada como 

um dos critérios principais de classificação da OMS (6,8).  

As NMP que não possuem a presença do cromossomo Philadelphia são denominadas 

como BCR::ABL1 negativo composta por sete patologias: Leucemia Neutrofílica crônica, 

Policitemia vera (PV), Mielofibrose (MF), Trombocitemia essencial (TE), Leucemia 

Eosinofílica crônica não especificada, Neoplasias Mieloproliferativas inclassificáveis e 

Leucemia Mielomonocítica Juvenil (7).  

A respeito das NMP BCR::ABL1 negativo, as patologias mais frequentes como a PV, 

TE e MF possuem alteração no gene JAK2 onde 95% são de pacientes com PV, em pacientes 

com TE e MF cerca de 50-60% têm a variante JAK2V617F (8,9). Ainda sobre os pacientes de 

TE a frequência de alterações nos genes CALR e MPL segue em 30% e 3-8% respectivamente 

(10). E em pacientes com MF a frequência das variantes em CALR e MPL, fica seguidamente, 

em torno de 25 a 35% e de 5-10% dos casos (11). Entretanto, há casos de triplo-negativos que 

não apresentam alterações nos genes JAK2, CALR e MPL, que totalizam em 12% desses casos 

(9,10,11). 

As alterações nos genes JAK2, CALR e MPL afetam a proliferação e diferenciação 

celular regular da linhagem mieloide. A função da expressão desses genes está diretamente 

ligada à ativação constitutiva de cascatas de sinalização intracelular, além também da função 

transmembrana e receptora das células (8,12).   

Uma das cascatas da via de sinalização intracelular é chamada de via JAK-STAT (Janus 

Kinase – Transdutora de sinais ativadora de transcrição). A ativação das proteínas JAKs, se dá 

por meio da ligação das citocinas com seus receptores. As JAKs fosforilam resíduos de tirosina 

do receptor para o citoplasma, o que gera uma sinalização para moléculas chamadas STATs. 

As STATs quando ativadas por meio dessa sinalização promovida pelas JAKs, são direcionadas 

para o núcleo celular, onde irão regular a transcrição dos genes alvo (Figura 2). Quando ocorre 

qualquer alteração nos genes que expressam função na via de sinalização JAK-STAT, seja na 

interrupção ou na ativação excessiva, pode acarretar em diversas doenças, incluindo as 

neoplasias (13,14). 

Na via de sinalização JAK-STAT, um dos componentes que têm a função primordial, 

para ativação constitutiva da via de sinalização em células mieloides, é o receptor de 

trombopoietina, uma proteína produto do gene MPL. Alterações nesse gene alteram a 

conformação da proteína, devido a mudança dos aminoácidos, o que pode inibir ou ativar 

excessivamente a função da proteína (16,17). 
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Figura 2: Via de sinalização JAK-STAT. Proteínas JAKs acopladas estrategicamente no domínio intracelular, dos 

receptores. A ligação de citocinas aos receptores leva a fosforilação das JAKs que ativam as STATs, e estas são 

fosforiladas e direcionadas em forma de dímeros, para a regulação da transcrição no DNA do núcleo.  

Fonte: Autoria própria.  

 

No caso das NMP, ocorre a ativação desregulada do receptor de trombopoetina, que 

acarreta no aumento da massa eritrocitária, das plaquetas e fibrose na medula óssea, pois, afeta 

a multiplicação, diferenciação, apoptose e oncogene celular. E neste cenário estão a TE e a MF, 

onde alterações no gene MPL afetam diretamente no surgimento e evolução dessas doenças 

(15,16). 

 

2.2. Trombocitemia Essencial 

 
 

A Trombocitemia essencial (TE) é uma doença hematológica causada por uma 

desordem clonal, de células da linhagem megacariocítica que gera aumento no número de 

plaquetas no sangue periférico, e de megacariócitos grandes e maduros na medula óssea. 

Destaca-se clinicamente, pela ocorrência de trombose e/ou hemorragia (17).  

Sua etiologia ainda é desconhecida, entretanto, relatos de achados genéticos, como no 

caso das variantes no gene MPL, que está relacionado com as alterações na produção e 

diferenciação celular. Uma característica marcante é a anormalidade morfológica dos 

megacariócitos com formas gigantes mostrando citoplasma abundante, maduro e núcleos 

altamente lobados e hipersegmentados (em forma de chifre de veado), além de estarem 

dispersos pela medula óssea, podem ocorrer em pequenos grupos soltos (Figura 1) (3,5).   
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Figura 3: Biópsia da medula óssea. Coloração com ácido periódico de Schiff (PAS), os megacariócitos 

aumentados demonstram quantidades abundantes de células maduras. Citoplasma e núcleos lobulados e 

hiperlobulados (tipo chifre de veado). 
Fonte: OMS (2017).5 

 

A proliferação de megacariócitos é caracterizada por trombocitose categórica. E a 

quantidade, possibilitou a uma contagem de plaquetas de forma mais assertiva, que antes era de 

600x109/µL, passou a ser 450x109/µL de sangue (Quadro 1). Essa mudança tornou mais ampla 

e precoce o diagnóstico para TE, quando o paciente ainda está em estágio assintomático, o que 

representa mais da metade dos casos (6,18,19). 

Dentro das condições diagnósticas, devem ser excluídos outros tipos de hemorragias, 

neoplasias hematológicas e não hematológicas doenças infecciosas e inflamatórias (20).  

Quanto aos exames genéticos, à presença do cromossomo Philadelfia é também um critério de 

exclusão para a doença. Já as alterações nos genes JAK2, CALR e MPL estão associadas ao 

desenvolvimento de TE e é um dos indicativos principais de diagnóstico. E apesar de não 

possuir marcador genético molecular específico, a TE detém variantes no gene MPL em cerca 

de 3% dos casos (21). A partir desses dados a OMS estipulou os critérios para diagnóstico da 

TE (Quadro 01), onde o paciente precisa atender a todos os critérios principais ou os três 

primeiros principais, mais o critério secundário (6): 
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Quadro 1: Critérios de diagnóstico para trombocitemia essencial segundo a OMS 2017.5 

Principais critérios 

1. Contagem de plaquetas ≥ 450 x 109/L 

2. Biópsia da medula óssea mostrando a proliferação principalmente da linhagem 

megacariocítica, com aumento do número de megacariócitos aumentados e maduros com 

núcleos hiperlobulados; sem aumento significativo ou desvio à esquerda de granulopoiese 

neutrofílica ou eritropoiese; muito raramente um pequeno aumento (1º grau) nas fibras de 

reticulina. 

3. Não atender aos critérios da OMS para BCR::ABL1 positivo como leucemia mielóide crônica, 

policitemia vera, mielofibrose primária, ou outras neoplasias mielóides. 

4. JAK2, CALR, ou mutação MPL 

Critério secundário 

Presença de marcador clonal ou Ausência de evidências de trombocitose reativa 

 

Os casos de TE ocorrem predominantemente em adultos, com idade em torno dos 60 

anos e mais frequente em mulheres, porém, há registros de casos em pacientes com 30 anos de 

idade do sexo feminino. Em crianças, ocorre com pouca frequência denominada como casos 

raros de trombocitose hereditária (17,18).  

Os estudos genéticos moleculares da TE, são cada vez mais requisitados para padronizar 

diagnósticos da doença, a fim de ajudar a determinar o diagnóstico, no prognóstico, tratamento, 

e busca de drogas mais eficientes visando a longevidade e o bem-estar do paciente. E mesmo 

que a alteração JAK2V617F esteja presente em aproximadamente um pouco mais da metade 

dos casos, determinadas variações no gene MPL, se destacam pela sua importância no 

funcionamento da proteína, o receptor de trombopoietina, que possui função fundamental, na 

ativação constitutiva da via de sinalização JAK-STAT das células sanguíneas (22).   

Eventos no qual, o paciente com TE não apresenta alterações em nenhum dos genes 

JAK2, CALR e MPL (Quadro 1), são intitulados como triplo negativos, e detém cerca de 12% 

dos casos. As variações W515K e W515L do gene MPL, quando presentes em casos 

envolvendo crianças e adolescentes com TE, são descritos como raros casos com trombocitose 

hereditária (22,6). 

Dentro dos critérios para o diagnóstico da TE, tão importante quanto analisar os achados 

histológicos, hemograma e exclusão de outras doenças hematológicas, é tentar encontrar e 

identificar marcadores clonais, pois, eles ajudarão na verificação do grau da doença e prever se 

a TE pode evoluir para mielofibrose estágio pré-fibrótico ou até mesmo se já é um de leucemia 

(20,6). 
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2.3. Mielofibrose 
       

A MF trata-se de uma neoplasia mieloproliferativa clonal de célula progenitora 

hematopoiética multipotente, caracterizada pela proliferação de megacariócitos e granulócitos 

predominantemente anormais na medula óssea, com fenótipo de fibrose medular, hematopoese 

extramedular e esplenomegalia. A partir da sua fisiopatologia, a MF é definida como a forma 

mais grave das doenças mieloproliferativas não leucêmicas (19,23). 

A prevalência da doença ocorre entre os 60-70 anos de idade, afetando homens e 

mulheres igualmente, e cerca de 10% dos casos avançados são diagnosticados em pacientes 

com idade < 40 anos, e crianças raramente são afetadas. E devido à complexidade fisiológica, 

esta doença possui dois estágios marcantes: o pré-fibrótico e fibrótico (19).  

O estágio pré-fibrótico é marcado por uma fase de hipercelularidade com aumento do 

número de neutrófilos, acompanhada da proliferação de megacariócitos anormais 

(hipercrômicos) com núcleo grande e irregular, em associação com fibrose de reticulina e/ou 

colágeno, mas sem aumento significativo no colágeno. Na maioria dos casos apresenta redução 

na eritropoiese quando analisados na biópsia de medula óssea (Figuras 4 e 5) (Quadro 2).5,24   

 

 
Figura 4:  Biópsia de medula óssea em paciente pré-fibrótico. Imagem mostra proliferação megacariocítica e 

granulocítica. A coloração com naftol AS-D cloroacetato esterase (CAE) identifica o componente granulocítico 

(produto de reação vermelho); os megacariócitos mostram aglomerados extensos e núcleos condensados com 

cromatina visivelmente aglomerada e relações nuclear:citoplasmática (NC) anormais.  

Fonte: OMS (2017) (6).  
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Figura 5: Fibras de reticulina na medula óssea. Rede frouxa de fibras. Coloração Gomori. 

Fonte: OMS 2017.5  
 

No estágio fibrótico, há nítido aumento das fibras de reticulina ou fibrose de colágeno, 

onde a fibrose de colágeno é mais evidente. Frequentemente, é associado a vários graus de 

fibrose, e pode apresentar ainda, uma hipercelularidade de megacariócitos. Entretanto, agora 

com regiões hipocelulares, de tecido conjuntivo frouxo e/ou gordura quando vistos na biópsia 

de medula óssea (Figuras 6 e 7) (Quadro 3) (6,24).   
 

 

 

Figura 6: Amostra de biópsia de medula óssea, com hipocelularidade, seios marcadamente dilatados e fibrose 

medular grave com osteosclerose, estágio avançado. Coloração Hematoxilina-eosina.  
Fonte: OMS (2017) (6).  
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Em ambos os estágios, são diagnosticados através de biópsia de medula óssea (23). 

Assim, a OMS 2017, estipulou os critérios para diagnóstico da mielofibrose em seus dois 

estágios distintos (Quadros 2 e 3) (6): 

 

Quadro 2: Critério diagnóstico para mielofibrose, estágio pré-fibrótico segundo a OMS 2017.5 

“Requer que todos os 3 critérios principais e pelo menos 1 critério secundário sejam 

atendidos” 

Critérios principais Critérios secundários 

1. Proliferação megacariocítica e atipia, 

sem fibrose de reticulina com grau > 

1º, acompanhada por aumento da 

celularidade da medula óssea ajustada 

à idade, proliferação granulocítica e 

(frequentemente) diminuição da 

eritropoese; 

2. Não apresentar nenhuma outra 

neoplasia mieloproliferativa e nem 

leucemia mieloide crônica positiva 

para BCR-ABL; 

3. Mutação JAK2, CALR ou MPL; 

Ou presença de outro marcador clonal; ou 

uusência de fibrose de reticulina da 

medula óssea reativa menor    

- Anemia não atribuída a uma condição 

comórbida; 

 

- Leucocitose ≥ 11 x 109/L; 

 

- Esplenomegalia palpável; 

 

- Nível de lactato desidrogenase acima do 

limite superior do intervalo de referência 

institucional. 

 

Quadro 3: Critério diagnóstico para mielofibrose, estágio fibrótico evidente segundo a OMS 2017.5 

“Requer que todos os 3 critérios principais e pelo menos 1 critério secundário sejam 

atendidos” 

Critérios principais Critérios secundários 

1. Proliferação megacariocítica e atipia, 

acompanhada por reticulina e/ou 

fibrose de colágeno com graus 2 e 3; 

2. Não apresentar nenhuma outra 

neoplasia mieloproliferativa e nem 

leucemia mieloide crônica positiva 

para BCR-ABL; 

3. Mutação JAK2, CALR ou MPL; 

 

Ou 

Presença de outro marcador clonal 

 

Ou 

Ausência de mielofibrose reativa 

- Anemia não atribuída a uma condição 

comórbida; 

 

- Leucocitose ≥ 11 x 109/L; 

 

- Esplenomegalia palpável; 

 

- Nível de lactato desidrogenase acima do 

limite superior do intervalo de referência 

institucional; 

 

- Leucoeritroblastose. 
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Os pacientes com MF, bem como de TE, apesar de não possuírem um marcador clonal 

específico para a doença como critério para diagnóstico, necessitam de uma caracterização 

molecular para ajudar no estabelecimento de diagnóstico e prognóstico, para as doenças. O que 

permite uma ação, para definir a melhor estratégia terapêutica, a qual possibilita ao paciente 

conforto e qualidade vida dentro do quadro clínico, sem que haja evolução da patologia (25).  

Alterações no gene MPL estão associadas em 5 a 10% dos casos de TE e MF, e causam 

mudanças conformacionais na proteína receptora de trombopoetina, a qual faz com que ocorra, 

a indução da fosforilação das quinases JAKs, iniciando as cascatas da via JAK-STAT. Processo 

relevante no desencadeamento de formação de megacariócitos e plaquetas (26).  

As variantes no gene MPL, as quais estão ligadas ao desencadeamento de fenótipos 

como a TE e MF, leva a um mecanismo molecular de transformação fibrótica, o que torna o 

prognóstico grave para o tratamento das doenças. O rastreio de variantes no gene, é necessário 

para ajudar no levantamento e controle de frequências, no diagnóstico precoce da MF, quando 

ela ainda é assintomática (27,28). 

 

 

2.4. Gene MPL 
       

O gene humano MPL (MPL proto-oncogene, receptor de trombopoietina) (HGNC 

ID:7217) está localizado no cromossomo 1p34.2. O gene MPL possui 12 éxons e 17.592 pares 

de bases (pb). A região de interesse no gene MPL (éxon 10), possui o tamanho de 97 pares de 

bases (pb) (Figuras 8 e 9).  
 

 

Figura 7: Cromossomo 1. As bandas e a localização cromossômica do gene MPL na linha vermelha, de acordo 

com Ensembl e com GeneLoc. Gene MPL. Os doze éxons do gene em destaque de vermelho o éxon 10, de acordo 

com a National Library of Medicine (NIH) National Center for Biotechnology Information. 

Fonte: Autoria própria.  
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O MPL codifica proteína Receptora de Trombopoetina (TPO-R), composta de 635 

aminoácidos com estrutura quaternária (Figura 9), que abrange os domínios: extracelular, 

transmembrana e intracelular (29). O TPO-R regula a manutenção da célula tronco 

hematopoiética no desenvolvimento de megacariócitos e produção de plaquetas (30). 

 

 

Figura 8: Configuração tridimensional da proteína Receptor de Trombopoietina. 

Fonte: www.uniprot.org/uniprot/P40238#function 

 

Dos domínios que integram o TPO-R o domínio da transmembrana é expresso pelo éxon 

10 do gene MPL, e é parte importante da proteína TPO-R, pois, está inserido em uma 

conformação ideal para a fixação na membrana (Figura 10) (31). Este domínio possui atividade 

regulatória que previne a ativação espontânea do receptor na ausência do ligante (32,33). Sua 

atividade se faz presente em todas as etapas da diferenciação dos megacariócitos, se tornando 

indispensável no processo da megacariopoese para a formação das plaquetas (34,35). 

 

 

Figura 9: Domínios do Receptor de Trombopoetina (TPO, CD110). 

Fonte: Autoria própria. 
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No éxon 10 do gene MPL, ocorre mutações alélicas do tipo missense, que implica na 

alteração de aminoácidos, e consequente mudança de função. A variante mais frequente descrita 

é a rs121913615, uma substituição de bases, que ocorre no nucleotídeo 1544 onde a guanina 

(G) substitui a timina (T). Outra variante é a rs121913616, uma INDEL, onde é inserida duas 

adeninas (AA) nos nucleotídeos 1543 e 1544 sendo o comprimento do segundo alelo de dois 

pares de bases (Figura 11). A variante rs121913615, é encontrada em pacientes tanto TE, 

quanto com MF, enquanto a variante rs121913616, está presente apenas em pacientes com MF 

(36,37). 

 
Figura 10: Representação dos tipos de alteração que ocorrem nas variantes. 

Fonte: Autoria própria. 

 

 

As variantes causam mudança na transcrição do aminoácido triptofano, na posição 515, 

que é substituído por uma leucina (W515L), quando for a rs121913615, ou por uma lisina 

(W515K), quando for a rs121913616 (37).  

A alteração do aminoácido muda a posição da região inferior da transmembrana, e 

compromete a atividade da proteína TPO-R. Uma vez que, faz com que a parte superior da 

transmembrana, e consequentemente a região extracelular, se tornem próximos e hidrofílicos. 

Além disso, essa nova conformação do TPO-R, faz com que se torne hipersensível, e com 

atividade de ganho de função, em que sua dimerização independe do ligante, para ativar a 

sinalização da via JAK-STAT, estimulando de forma constitutiva a proliferação celular (Figura 
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12) (39). Assim, o aumento dessas células corrobora para o fenótipo das neoplasias 

mieloproliferativas como a TE e MF (38,39).    

  
Figura 11: TPO-R alterado na região inferior do domínio transmembrana. Afinidade da região extracelular ativa 

a dimerização independente do ligante, e ativa a via JAK-STAT.     
Fonte: Autoria própria. 

 

A Fundação HEMOAM como centro de referência em tratamento de doenças 

hematológicas da região norte, possui em seu banco de dados pacientes com diagnóstico clínico 

para TE e MF, e nenhum estudo genético para estes casos. Portanto, o estudo visa levantar e 

descrever as variantes no éxon 10 do gene MPL encontradas nos pacientes com TE e MF para 

assim colaborar com estudos sobre a caracterização das neoplasias mieloproliferativas. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo geral 

 

Rastrear variantes no éxon 10 do gene MPL, de pacientes com Trombocitemia essencial 

e Mielofibrose atendidos da Fundação Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas 

(FHEMOAM). 

 

3.2. Objetivos específicos 

 

• Caracterizar a população desse estudo a partir de dados demográficos e clínicos-

laboratoriais;  

• Verificar a presença de variantes no éxon 10 do gene MPL, por meio do uso da técnica 

de sequenciamento Sanger. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1. Tipo e local de estudo 
 

O presente estudo foi do tipo Descritivo-Analítico, realizado na cidade de Manaus- 

Amazonas e desenvolvido no Laboratório de Genômica da Fundação Hospitalar de 

Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (FHEMOAM). 

O estudo faz parte do projeto principal intitulado “Caracterização molecular de 

pacientes com Neoplasias Mieloproliferativas Crônicas”, aprovado pelo Comitê de Ética e 

Pesquisa (CEP) da Fundação Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas 

(FHEMOAM) (CAAE: 39991420.6.0000.0009) 

 

4.2. População de estudo 
 

A população de estudo foi composta por 64 indivíduos atendidos na FHEMOAM, com 

diagnóstico clínico de Trombocitemia essencial (CID47.3) e Mielofibrose (CID47.4). O 

período da coleta foi de agosto de 2021 a julho de 2022. A composição da população de estudo 

foi por meio de pacientes cadastrados no sistema iDOCTOR e encaminhamento de médico 

hematologista da FHEMOAM.  

 

4.3. Convite de pacientes 
 

O convite para a participação do estudo foi realizado de duas formas: 1- consulta digital 

dos agendamentos médicos pelo sistema iDOCTOR; 2- encaminhamento médico direto.  

Na consulta digital o levantamento de pacientes foi realizado através do sistema 

iDOCTOR, onde foram baixadas listas de agendamentos semanais de consultas médicas. Os 

pacientes agendados na semana foram contactados por ligações telefônicas para apresentação 

do pesquisador e da pesquisa, esclarecimentos e o convite para participação. Os pacientes que 

concordaram em participar da pesquisa assinaram o TCLE (anexo 10.2) e tiveram a amostra 

coletada no mesmo dia do exame agendado no laboratório, conforme combinado previamente.  

Por encaminhamento médico direto, o médico hematologista durante a consulta com o 

paciente, indicou a participação do paciente na pesquisa. Os pacientes que concordaram em 

participar da pesquisa foram esclarecidos e assinaram o TCLE (anexo 10.2) e tiveram a amostra 

coletada.  
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4.4. Critérios de inclusão, não-inclusão e exclusão 
 

No estudo foram incluídos pacientes com diagnóstico clínico, em prontuário, para 

Trombocitemia essencial (CID47.3) e Mielofibrose (CID47.4) de ambos os sexos e idade a 

partir de 18 anos atendidos na Fundação Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do 

Amazonas.  

Não foram incluídos nesse estudo pacientes sem disponibilidade de acesso aos 

prontuários e pacientes que não apresentaram em seus prontuários as informações necessárias 

para a caracterização clínica e laboratorial para Trombocitemia essencial e Mielofibrose, e/ou 

optaram por recusar a participação da pesquisa, como é estabelecido no TCLE, também não 

foram incluídos.  

Como critério de exclusão foi considerado pacientes que por algum motivo, seja 

particular ou outro, não se sentiram confortáveis ou seguros para fazer parte do estudo após 

estarem incluídos, e optaram por não querer mais participar e pacientes que tiveram as amostras 

biológicas inviáveis para a análise molecular e leitura do sequenciamento insatisfatória.  

 

4.5.  Coleta das amostras 
 

 

A coleta das amostras foi de sangue periférico, por punção venosa em tubos com sistema 

a vácuo. Os tubos coletados por paciente foram no total de quatro unidades com a seguinte 

ordem: dois tubos com ácido etilenodiamino tetracético - EDTA- (INJEX VÁCUO® EDTA 

K3) para análise de parâmetros hematológicos e para análises moleculares; um tubo com gel 

separador de soro (BD Vacutainer® SSTTM), para análises bioquímicas; e um tubo LABOR 

IMPORT® com citrato de sódio 3,2%, para testes hemostáticos. As amostras coletadas foram 

fracionadas em criotubos identificadas com o código de cada paciente e armazenadas a -80ºC. 

 

4.6. Extração de DNA 
 

O Brazol foi o reagente utilizado para a extração de DNA. Os passos foram seguidos 

conforme o estabelecido no Procedimento Operacional Padronizado de extração de DNA do 

LabGen-HEMOAM (Anexo 9.3). O material extraído foi quantificado por espectrofotometria 

com o Nanodrop modelo 2000c (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA).  

A quantificação final, o valor de concentração de DNA considerado aceitável foi de ≥ 

100ng/µL. O parâmetro de pureza e qualidade da concentração das amostras, teve as relações 

aferidas de 260/280 e 230/260, conforme o estabelecido no Procedimento Operacional 

Padronizado de quantificação de DNA do LabGen-HEMOAM (Anexo 9.3). O material foi 
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armazenado a -80 ºC, para a organização e realização das demais etapas como, reação em cadeia 

polimerase (PCR), purificação da PCR por polietilenoglicol (PEG) e sequenciamento. 

 

4.7. Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 
 

A amplificação do material genético foi por meio da Reação em Cadeia da Polimerase 

(PCR) Convencional. O mix para a amplificação do material genético teve o volume final de 

25μL de reação, contendo 50-100ng de DNA. Os reagentes utilizados foram: Tampão (10x) 

com volume 2,5μL e concentração final 1x; MgCl2 (50mM) com volume 0,75μL e 

concentração final 1,5mM; dNTP (10mM) com volume 2,5μL e concentração final 0,2μM; 

Iniciadores (10μM) com volume 1,0μL (cada iniciador) e concentração final 0,4μM; Taq 

(5U/μL) com volume 0,2μL e concentração de 1 Unidade. A água ultrapura foi utilizada para 

completar o volume supracitado.  

Na amplificação dos fragmentos, o equipamento utilizado foi o ABI Applied Biosystems 

Veriti ™.  Os parâmetros de ciclagem seguidos foram: desnaturação inicial de 94°C por 5 

minutos, 94°C por 30 segundos, 62°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos seguidos de 35 

ciclos e extensão final de 72°C por 7 minutos. Os produtos de PCR foram submetidos à 

eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etídio para visualização do 

fragmento em fotodocumentador UV light Gel DocTM XR + System (Bio-Rad Corporation, 

Hercules, CA, USA).  

 

4.8. Desenho de primers 

Os oligonucleotídeos iniciadores (primers) específicos para a região de investigação, 

foram desenhados a partir da ferramenta on-line OligoAnalyzer (disponível em: 

https://www.idtdna.com/calc/analyzer). Considerando as concentrações de oligonucleotídeos 

(0,25 µM), Magnésio (2,5 mM), Sódio e desoxirribonucleotídeos trifosfatados (ambos a 0 mM). 

As características estruturais e termodinâmicas como tamanho e temperatura de melting (Tm), 

Selfdímero (SD), Heterodímero (HD) e Harpin (H) também foram avaliadas nessa mesma 

ferramenta. Em seguida, as sequências dos primers desenhadas 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 o alvo de 

interesse.  

Os primers desenhados para flanquear a região de interesse, compreendem todo o éxon 

10, além da região de íntron depois do éxon, gerando um amplicon de 300 pares de bases (pb) 
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(Figura 13). A sequências dos primers desenhados para a presente pesquisa estão apresentadas 

na Tabela 1.  

 

Tabela 1: Desenho dos primers para reação de PCR 

Região Primer Sequência (5’ – 3’) Amplicon 

Éxon 10 MPL 
Foward TTGTCTCCTAGCCTGGATCT 

300 pb 
Reverse GTATAGTGGGCGTGTTAGAGTG 

 
 

 

Figura 12: Região no DNA onde os primers serão flanqueados. Em amarelo, a região do éxon 10. As regiões em 

verde são as posições dos primers. Na região do éxon 10, em destaque de vermelho: os nucleotídeos onde se 

encontram as variantes. 

Fonte: Autoria própria 

 

4.9. Purificação da PCR com polietilenoglicol (PEG) 
 

O polietilenoglicol (PEG) foi o reagente utilizado, para a purificação dos produtos da 

PCR. O protocolo foi utilizado conforme o estabelecido no Procedimento Operacional 

Padronizado de Purificação e Precipitação de DNA por Polietilenoglicol (8000, Promega) do 

LabGen-HEMOAM (Anexo 9.4)55, 56, 57 

 

4.10. Sequenciamento de Sanger 
 

Para a reação de sequenciamento foi utilizado o primer reverse. O sequenciamento de 

nucleotídeos foi utilizado o BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems, 

Foster City, Califórnia) (Anexo 9.5 e 9.6). A eletroforese capilar foi realizada no sequenciador 

de DNA ABI 3130 com o polímero POP-7TM. As sequências foram inicialmente analisadas 



35 

 

com o software SequencingAnalysis (Applied Biosystems, v5.3.1), com uma avaliação 

secundária realizada no Geneious (Biomatters, v6.0.6) para construir contigs em comparação 

com a sequência do gene de referência do MPL (GenBank ID: 4352). 

 

4.11. Análise estatística 

Os dados referentes a característica clínica e laboratorial dos indivíduos do estudo foram 

organizados em tabelas dinâmicas no software Excel 2019 (Microsoft Office. 2019), com 

auxílio da ferramenta de cálculos Power Query. 

As variáveis foram expressas em valores absolutos (N) e frequência relativa (%). Na 

avaliação dos dados categóricos foram criadas tabelas de contingência, onde o teste utilizado 

foi o Chi-Quadrado (χ2). As variáveis numéricas passaram primeiramente pelo teste de 

normalidade de Shapiro-Wilk, e depois pelo teste exato de Mann-Whitney com intervalo de 

confiança de 95%. Os dados categóricos e numéricos foram expressos por mediana (Md), e 

intervalo interquartil (IQR) com primeiro (25%) e terceiro (75%) percentil como limites 

mínimo e máximo.  

O software utilizado foi o GraphPad Prism v.9.0.0., onde o valor de p<0.05 é 

considerado estatisticamente significativo na comparação entre os grupos. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1. Dados demográficos e clínico-laboratoriais 

O estudo contou com 64 pacientes diagnosticados com TE e MF, sendo 85,27% 

indivíduos com TE (57) e 14,73% indivíduos com MF (7). A mediana de idade dos pacientes 

do grupo de TE foi de 58 anos (IQR: 43 – 72), enquanto no grupo de MF foi de 65 anos (53 – 

74). Os grupos apresentaram significância quanto ao percentual de indivíduos dos gêneros 

masculino e feminino: em TE 78,95% (45) são predominantemente indivíduos do gênero 

feminino, enquanto em MF 57,14% (4) são do gênero masculino (Tabela 2).  

 

Tabela 2: Características sociodemográficas dos participantes do estudo. 

 Abreviações: SD: Desvio padrão; os dados estão apresentados como SD, (%), ou N. Trombocitemia 

essencial (TE) versus Mielofibrose (MF); Para variáveis contínuas (idade) os dados foram comparados 

usando o Teste paramétrico t student. Para a variável categórica (gênero) foi usado o teste Chi-square. p 

<0,05. 

 

As características clínicas e laboratoriais analisadas nos grupos de pacientes com TE e 

MF neste estudo verificaram se os pacientes estavam em tratamento, se possuíam 

esplenomegalia, se tiveram eventos trombóticos e qual a mediana na contagem de plaquetas 

(Tabela 03).  

Os pacientes que estavam em tratamento foram 96,49% (55) com TE e 71,43% (5) com 

MF. Quanto a esplenomegalia 81,82% (45) dos casos com TE e 57,14% (4) com MF não 

apresentaram este sintoma. A ausência de eventos trombóticos se mostrou em 75,44% (43) dos 

casos com TE e em todos os casos com MF.  A mediana da quantidade de plaquetas no grupo 

de pacientes com TE foi de 467x106, enquanto que no grupo de pacientes com MF foi de 

280x106. Os grupos de pacientes apresentaram significância quanto as suas variáveis, exceto na 

característica clínica de presença de eventos trombóticos, onde apenas 24,56% (14) dos 

pacientes de TE apresentaram este sintoma (Tabela 3).   

 

Características 

demográficas 

TE 

N= 57 

MF 

N=7 
P value 

Idade, Md, (IQR) 
58 

(43 - 72) 

65 

(53 - 74) 
0,3857 

Gênero, N (%)
 

Masculino 21,05% (12) 57,14% (4) 

0,0374 
Feminino 78,95% (45) 42,86% (3) 
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Tabela 3: Características clínicas e contagem de plaquetas dos pacientes de TE e MF 

 
TE 

N= 57 
MF 
N=7 

P value 

Tratamento, N (%) 

 

Sim  96,49% (55) 71,43% (5) 
0,0097 

Não  3,51% (2) 28,57% (2) 

Esplenomegalia, N (%) 

Sim 18,18% (10) 57,14% (4) 
0,0202 

Não  81,82% (45) 42,86% (3) 

Eventos trombóticos, N (%) 

Sim 24,56% (14) 0 
0,1379 

Não 75,44% (43) 100% (7) 

Plaquetas, Md, (IQR) * 467000  

(342500- 547500) 

280000  

(219000- 356000) 
0,0084 

Abreviações: IQR: Intervalo Interquartil; os dados estão apresentados como, (%) e N. Trombocitemia essencial 

(TE) versus Mielofibrose (MF); os dados categóricos foram analisados utilizando o teste Chi-square. Os dados de 

plaquetas apresentaram distribuição não paramétrica, a análise foi realizada utilizando o teste de Mann-Whitney. 

* O valor de referência considerado para a contagem de plaquetas foi de >400x10⁹ para o diagnóstico de TE e 

MF.6 

   

O grupo de pacientes com MF foram analisados o hemograma. Os valores como 

contagem global de eritrócitos (RBC), Hemoglobina, Hematócrito e Concentração de 

hemoglobina corpuscular média (CHCM) estiveram um pouco abaixo do valor normal. Valores 

de Volume corpuscular médio (VCM), Hemoglobina corpuscular média (HCM) e Leucócitos 

se mantiveram dentro dos parâmetros considerados normais. Enquanto a Lactato desidrogenase 

(LDH) nestes pacientes se manteve acima do valor normal (Tabela 4). 
 

Tabela 4: Hemograma dos pacientes com MF. 

Parâmetros Hematológicos Md VN P value 

RBC (mil/mm3) 
3,6 

(2,51-6,52) 
3,9-5,3 - 

Hemoglobina (g/dL) 
10,5 

(7-17,2) 
12-16 - 

Hematócrito (%) 
33,5 

(23,2-51,2) 
36-48 - 

VCM (fL) 
91,2 

(74,8-94,8) 
80-100 - 

HCM (pg) 
28,6 

(22,6-30,8) 
27-33 - 

CHCM (g/dL) 
31,2 

(30,2-33,6) 
32-36 - 
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Abreviações: RBC: contagem global de eritrócitos; Concentração de hemoglobina corpuscular média (CHCM); 

VCM: Volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; WBC: contagem global de leucócitos; 

LDH: deidrogenase lática.  

 

5.2. Dados moleculares 

As variantes no éxon 10 do gene MPL estão relacionadas a uma ativação constitutiva da 

via JAK-STAT, as quais promovem substituições no códon W515. Essas substituições são do 

triptofano por uma leucina ou lisina. Para que se possa observar as variantes foram realizados 

PCRs em gel de agarose a 1%, em amplicon de 300pb (Figuras 14). 

Os 64 pacientes tiveram suas amostras amplificadas em gel com boa visualização das 

bandas possibilitando que elas sejam submetidas ao sequenciamento. 

 

Figura 13: Gel de eletroforese a 1% para o amplicom de 300 pb. 

Fonte: Autoria própria 

 

A amplificação e sequenciamento do éxon 10 do gene MPL não evidenciou a presença 

de variantes nessa população (Figuras 15 e 16). As amostras desses pacientes fazem parte de 

outros dois estudos paralelos de caracterização genética desse grupo de pesquisa, onde já foram 

analisadas variantes nos genes JAK2 e CALR.  

 

WBC (x103/µL) 
10.050 

(2.860-16.300) 
3600-11000 - 

LDH (U/L) * 
986 

(483,07-2865) 
195-450 - 
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Figura 14: Eletroferograma do paciente NMP01 com TE representando a ausência de variantes no éxon 10 do 

gene MPL.  
Fonte: Autoria própria 

 

 
Figura 15: Eletroferograma do paciente NMP15 com MF representando a ausência de variantes no éxon 10 do 

gene MPL. 

Fonte: Autoria própria 
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6. DISCUSSÃO 

 

As variantes do éxon 10 do gene MPL fazem parte da tríade de genes (JAK2, CALR e 

MPL) que pertencem a um dos principais critérios de diagnóstico das NMP segundo as 

diretrizes estabelecidas pelo WHO (6). A presença das variantes no éxon 10 do gene MPL está 

associada a um mal prognóstico em pacientes diagnosticados com TE e MF, e estudos 

realizados nos Estados Unidos, Europa e países asiáticos já caracterizaram a suas populações 

com dados demográficos, clínico-laboratoriais e moleculares. No Brasil a caracterização 

molecular de pacientes com NMP ainda é escassa, uma vez que os estudos dessa população se 

concentram nas regiões Sul e Sudeste. O presente estudo descreve pela primeira vez a 

caracterização molecular do éxon 10 do gene MPL de pacientes atendidos da Fundação 

Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas – FHEMOAM. 

Este estudo a maioria da população teve maior percentual de pacientes diagnosticados 

com TE (85,27%) do gênero feminino (78,95%). Os pacientes com MF não tiveram diferenças 

estatísticas quanto ao gênero devido ao seu número amostral, e o gênero masculino se 

sobressaiu com 57,14%. Quanto a idade o grupo de pacientes com TE teve a mediana de 58 

anos, enquanto o grupo de pacientes com MF teve a mediana de 65 anos. As características 

observadas em nossa população de estudo corroboram com os demais estudos e com as 

características descritas no WHO. 

Em um estudo coreano publicado por Kim et al (2015), dos 199 pacientes com NMP, 

79 (39,69%) foram diagnosticados com TE e 54 (27,13%) foram diagnosticados com MF. 

Todos os pacientes eram coreanos com mediana de idade do grupo de pacientes com TE de 55 

anos, e do grupo de pacientes com MF foi de 61 anos. No grupo de pacientes com TE o gênero 

predominante é o feminino com 67,1% (53), já no grupo com MF é o gênero masculino com 

59,3% (32) (61). O estudo avaliou outras NMP e o maior número de pacientes foi com o 

diagnóstico para TE e o terceiro com MF. Os resultados deste estudo coreano com relação as 

variáveis idade e gênero corroboram com nossos resultados. 

Mesa et al (2016) publicou um estudo nos Estados Unidos com 813 pacientes com NMP, 

destes 226 (27,79%) tinham diagnóstico para TE e 207 (25,46%) para MF. Os pacientes eram 

residentes do país, porém com diferentes etnias. A mediana de idade dos pacientes com TE foi 

de 62 anos e de MF foi de 66 anos. O gênero feminino é predominante nos grupos de pacientes 

com TE (72%) e em MF (54%). O estudo avaliou as três principais NMP (PV, TE e MF) e 

diferentemente do nosso estudo o diagnóstico de TE e MF não apresentaram diferenças 

estatisticamente significantes (62). Quanto a idade, os resultados de Mesa et al (2016) 
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apresentaram mediana na faixa dos 60 anos tanto para o grupo de pacientes com TE quanto para 

MF. Os resultados quanto ao gênero, corroboram com nossos resultados onde predomina o 

gênero feminino no grupo de pacientes com TE e no grupo de MF não há uma diferença 

estatística marcante. 

A maioria dos pacientes do nosso estudo estavam em algum tipo de tratamento e os 

sintomas como esplenomegalia e eventos trombóticos não foram identificados em mais de 50% 

deles, já a mediana da contagem de plaquetas ficou dentro dos parâmetros considerados abaixo 

do valor de referência. Os pacientes que estavam em tratamento foram observados na maioria 

deles o uso de medicamentos como Hidroxiureia e Anagrelida, que são considerados 

citorredutores. 

Os resultados do estudo de Stefano et al (2008) apresentaram eficácia na administração 

de medicamentos citorredutores combinados com antiplaquetários ou anticoagulantes orais em 

pacientes diagnosticados com TE. O tratamento com citorredutores reduz pela metade a 

incidência de retrombose, que o tratamento a longo prazo nestes pacientes é efetivo e previne 

novos episódios. Outro estudo com pacientes diagnosticados com TE, Larrán et al (2013) 

avaliaram o desempenho da administração da hidroxiureia, anagrelida e demais medicamentos. 

Este estudo concluiu que o uso combinado de citorredutores e anticoagulantes reduz a 

incidência de eventos trombóticos.   

Em estudo com administração apenas da hidroxiureia em pacientes com MF, Trillos et 

al (2010) tiveram melhora clínica somente em 40% dos pacientes e concluíram que a 

hidroxiureia deve ser administrada com outros medicamentos para amenizar outras 

manifestações clínicas. As literaturas tiveram resultados satisfatórios quanto ao uso de 

citorredutores em pacientes com TE e MF, o que pode explicar os resultados do nosso estudo 

quanto aos dados clínicos e contagem de plaquetas. 

O hemograma dos pacientes diagnosticados com MF do nosso estudo foi analisado, uma 

vez que a doença é descrita como a mais agressiva das NMP não leucêmicas e a anemia se faz 

presente devido a insuficiência medular. Nas diretrizes estabelecidas pelo WHO os critérios de 

diagnóstico para pacientes com MF são mais detalhados e requerem outros exames laboratoriais 

para avaliar outros componentes hematológicos. O resultado do hemograma dos pacientes com 

MF em um estudo dirigido por Mudireddy et al (2017) tiveram valores dentro da normalidade, 

sem alterações no valor de hemoglobina e leucócitos. Tefferi et al (2014) em estudo com 

pacientes com NMP os resultados laboratoriais do grupo de pacientes com MF não tiveram 

alterações nos valores de hemoglobina e leucócitos. Esses resultados clínicos e laboratoriais 

tanto dos pacientes com TE quanto de MF são consistentes com as demais literaturas e também 
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com nossos resultados, uma vez que os pacientes avaliados nesses estudos estão em tratamento 

com algum tipo de medicação.  

O resultado molecular do nosso estudo não identificou variantes no éxon 10 do gene 

MPL em nenhum dos 64 pacientes diagnosticados com TE e MF. Conforme dados do WHO a 

frequência alélica de variantes para pacientes diagnosticados com TE é de 3 a 8% e para 

pacientes com diagnóstico de MF é de 5 a 10%.  

O resultado do estudo das variantes W515L e W515K em 27 pacientes de Mercado et 

al (2015) encontrou a variante W515L apenas em um único paciente, mas esse estudo iniciou 

em 2005 quando foi identificada a variante JAK2 V617F. Até a publicação a foram identificadas 

variantes no gene JAK2 em 5 pacientes com TE, no gene CALR em 3 pacientes com TE. Em 

pacientes com MF variantes foram encontradas no gene JAK2 em 1 paciente, e no CALR em 1 

paciente. A frequência das variantes no estudo de Mercado et al (2015) corroboram com nossos 

resultados e com demais literaturas cientificas, mas a identificação de variante no gene MPL 

em 1 paciente desse estudo não pode ser comparado devido ao estudo ter um prazo de quase 

uma década. 

Em um estudo com a população egípcia Eldeweny et al (2019) analisou o resultado 

molecular de 60 pacientes com NMP, 43,3% diagnosticados com TE e 33,3% com MF e em 

nenhum desses pacientes foi identificado variantes no éxon 10 do gene MPL. O numero 

amostral deste estudo é aproximado ao nosso estudo, mas não analisamos os pacientes com 

diagnostico para PV. 

No Vietnã um estudo conduzido por VU et al (2019) com 395 pacientes diagnosticados 

com NMP teve o resultado da frequência de variantes na seguinte ordem: 222 pacientes com 

JAK2; 109 CALR; 4 MPL e 60 Triplo-negativos. Mesmo em um estudo com o número amostral 

elevado podemos perceber a baixa frequência de variantes no gene MPL, e os triplo-negativos 

possuem maior frequência se comparados com MPL. Esses dados corroboram com demais 

literaturas e com a caracterização molecular estabelecida pelo WHO. 

Ainda sobre a frequência dos triplo-negativos o recente estudo de Abdelmagid et al 

(2023) analisou o resultado molecular de 103 pacientes diagnosticados com NMP, onde utilizou 

a técnica de sequenciamento de nova geração que é mais sensível para identificar variantes não 

somente em uma região do gene, mas em todo o gene e mais genes. O resultado apresentou que 

em 40% dos pacientes foram identificadas variantes no gene ASXL1 e o MPL foram 

identificadas variantes em 6% dos pacientes (6/103), além de variantes nos genes driver JAK2 

e CALR outros 11 genes foram identificados variantes nesses pacientes com NMP. Apesar do 

número amostral superior ao nosso estudo e com a técnica de sequenciamento mais sensível, a 
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frequência de variantes no gene MPL ainda é baixa e muitos estudos em diferentes países e 

etnias corroboram com nossos resultados moleculares. 

O presente estudo identificou algumas limitações relevantes: tamanho amostral, 

população em tratamento por longo período e técnica de sequenciamento. O tamanho amostral 

neste estudo (n=64) foi limitado se considerarmos as frequências estabelecidas pela literatura 

de 3% para TE e 5% para MF, onde a probabilidade de identificar variantes seria de 1,71% em 

TE e 0,35 em MF. Segunda limitação, a população de estudo estar em tratamento por anos com 

medicamentos citorredutores onde 93% (60) quase todo a população pode ter afetado os 

resultados moleculares, devido a diminuição de células que podem conter variantes. E por fim 

a técnica utilizada o sequenciamento de Sanger, que possui sensibilidade de detecção de carga 

alélica variante acima de 20% e a junção dessas três limitações pode ter afetado a identificação 

de variantes no éxon 10 do gene MPL contudo apesar deste estudo não identificar nenhuma 

variante em nenhum indivíduo desta população, o resultado era esperado. 

Em resumo este estudo fecha a linha de análise molecular dos genes JAK2, CALR e MPL 

o qual caracteriza pioneiramente os pacientes com NMP atendidos da FHEMOAM. Os 

pacientes com TE e MF apresentaram maior prevalência no gênero feminino com diagnóstico 

em TE e mediana de idade entre 50 a 60 anos. A maioria dos pacientes em tratamento é de 93% 

e poucos ou nenhum possuem sintomas clínicos como esplenomegalia e eventos trombóticos, 

os resultados laboratoriais os valores hematológicos e contagem de plaquetas se encontram 

dentro da normalidade. No resultado molecular não foi identificado variantes no éxon 10 do 

gene MPL em nenhum paciente da população estudada. Embora o resultado apresentado neste 

estudo é necessário investigações posteriores para uma melhor caracterização molecular da 

população atendida na FHEMOAM. 
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7. CONCLUSÃO 

 

  O presente estudo fecha a linha de análise dos genes JAK2, CALR e MPL o qual 

caracteriza de forma pioneira a população com NMP atendida na FHEMOAM. A maior 

prevalência foi do gênero feminino com diagnóstico em TE com idades entre 50 a 60 anos. A 

maioria dos pacientes que estava em tratamento não possuem sintomas clínicos como 

esplenomegalia e eventos trombóticos, e os achados laboratoriais possuem valores considerados 

normais. 

  A técnica de sequenciamento de Sanger não identificou nenhuma variante na região do 

éxon 10 do gene MPL nas amostras analisadas neste estudo. 
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9. ANEXOS  

9.1. Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) 
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9.2. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) 
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9.3. 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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9.4.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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9.5.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 



 

9.6.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. 

  

 

9.7.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) 

 

  



 

9.8. Eletroferograma dos pacientes incluídos no estudo 
 

 

Paciente NMP1 

 

 

Paciente NMP3 

 

 

Paciente NMP4 

 

 

Paciente NMP5 



 

 

Paciente NMP8 

 

 

Paciente NMP11 

 

 

Paciente NMP12 

 

 

Paciente NMP13 
 

 

Paciente NMP15 



 

 

 

Paciente NMP16 

 

 

Paciente NMP 17 

 

 

Paciente NMP18 

 

 

Paciente NMP19 



 

 

Paciente NMP21 

 

 

Paciente NMP22 

 

 

Paciente NMP23 

 

 

Paciente NMP24 

 



 

 

Paciente NMP25 

 

 

Paciente NMP26 

 

 

Paciente NMP27 

 

 

Paciente NMP28 
 

 

Paciente NMP29 



 

 

 

Paciente NMP30 

 

 

Paciente NMP34 

 

 

Paciente NMP38 

 

 

Paciente NMP40 

 



 

 

Paciente NMP42 

 

 

Paciente NMP43 

 

 

Paciente NMP44 

 

 

Paciente NMP45 

 

 

Paciente NMP46 



 

 

 

Paciente NMP51 

 

 

 

Paciente NMP52 

 

 

Paciente NMP55 

 

 

Paciente NMP59 



 

 

 

Paciente NMP62 

 

 

Paciente NMP63 

 

 

Paciente NMP69 

 

 

Paciente NMP72 

 



 

 

Paciente NMP73 

 

 

Paciente NMP75 

 

 

Paciente NMP76 

 

 

Paciente NMP78 

 

 

Paciente NMP79 



 

 

 

Paciente NMP80 

 

 

Paciente NMP81 

 

 

Paciente NMP82 

 

 

Paciente NMP84 

 

 

Paciente NMP86 



 

 

 

Paciente NMP87 

 

 

Paciente NMP88 

 

 

Paciente NMP90 

 

 

Paciente NMP92 

 



 

 

Paciente NMP93 

 

 

Paciente NMP94 

 

 

Paciente NMP98 

 

 

Paciente NMP101 

 

 

Paciente NMP102 



 

 

 

Paciente NMP104 

 

 

Paciente NMP108 

 

 

Paciente NMP109 

 

 

Paciente NMP110 

 

 

 

 



 

9.9. Gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etídio 

 

 

 



 

 

 

 

 

 



 

 

 


