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RESUMO

Trombocitemia essencial e mielofibrose sdo neoplasias mieloproliferativas cronicas
BCR::ABLI negativas caracterizadas por hiperplasia exacerbada de megacariocitos e deposigao
reativa de tecido conjuntivo fibroso devido a hiperplasia de granuldcitos e megacariocitos,
respectivamente. H4 a presenca de variantes genéticas na sequéncia codificante do gene MPL
(1p34.2) em ambas as malignidades hematoldgicas, identificadas em 3% dos pacientes com TE
e 8% com MF, as quais comprometem a atividade do receptor de trombopoietina, tornando-o
hipersensivel e com dimerizacao independe da interacdo com o ligante para ativar a sinalizagao
da via JAK-STAT, estimulando de forma constitutiva a proliferacdo celular, levando ao
fenotipo 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 Fundagao
HEMOAM. Metodologia: estudo foi do tipo descritivo-transversal, teve como populagdo de
estudo os pacientes com diagndstico clinico 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 extracdo de DNA de gendmico de granuldcitos. A analise molecular foi realizada
por meio sequenciamento de Sanger, com analise de eletroferogramas realizada no software
Geneious e andlise estatistica no Graphpad Prism para realizacdo das andlises de dados
demograficos e hematolédgicos. Resultados: 64 pacientes diagnosticados com trombocitemia
essencial e mielofibrose foram incluidos. 85,27% dos individuos correspondem ao grupo com
TE e 14,73% na populacdo com MF. A mediana de idade ficou entre a sexta e a sétima década
de vida em ambos os grupos. Houve maior predominancia de mulheres em trombocitemia
essencial (78,95%), ao passo que em MF houve um equilibrio entre os géneros. Pacientes com
mielofibrose apresentaram maior frequéncia de esplenomegalia (57,14%) em comparagdo a
trombocitemia essencial (18,18%). No que tangem aos pardmetros hematoldgicos, o grupo
mielofibrose apresentou indices de desidrogenase latica acima dos niveis de referéncia, ao passo
que trombocitemia essencial demonstrou aumento significativo na contagem de plaquetas. Na
analise molecular, ndo foram identificadas variantes genéticas no éxon 10 do gene MPL na
populagdo de estudo. Conclusio: verificou-se a auséncia de variantes no éxon 10 do gene MPL.
Estudos posteriores devem ser realizados com uma populagdo maior, tendo em vista a baixa
frequéncia de variantes nesse gene em pacientes com trombocitemia essencial e mielofibrose.
Palavras-chave: W515L; WS5I15K; Receptor de trombopoietina;  Neoplasias
mieloproliferativas.



ABSTRACT

Essential thrombocythemia and myelofibrosis are chronic BCR::ABLI 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. INTRODUCAO

Doengas clonais de células-tronco hematopoiéticas nas quais ha hiperplasia das séries
mieloides ¢ a denominagdo das neoplasias mieloproliferativas cronica (NMP), que possui cerne
na presen¢a ou ndo do cromossomo Philadelphia. Conforme a Organizagdo Mundial da Satde
(OMS), pacientes BCR::ABLI negativos ndo possuem o cromossomo Philadelphia, porém,
abrangem um grupo de individuos que contam com mutagdes somaticas em um grupo de genes,
e dentre eles esta o MPL (4,8). Nesse grupo estao as doengas Trombocitemia Essencial (TE) e
a Mielofibrose (MF) que partilham de um dos critérios de diagndstico em comum, a presenga
de variantes no gene MPL, cuja frequéncia alélica de variantes € de 3% em pacientes com TE e
8% com MF (6).

A TE ¢ uma neoplasia mieloproliferativa, distinta pela proliferacdo de megacaridcitos
que ocasiona o aumento do numero de plaquetas no sangue periférico. E destacada clinicamente
por eventos tromboticos e/ou hemorragicos. Os casos ocorrem em adultos com idade em torno
de 60 anos, e maior frequéncia em individuos do sexo feminino. Entretanto, hd registros de
pacientes com 30 anos de idade do sexo feminino. Em criangas, ¢ frequentemente baixa, mas
em raros casos como trombocitose hereditaria (17,18).

Os critérios diagnosticos para TE segundo a OMS sdo: contagem de plaquetas > ou igual
a 450x10%/L; aumento de megacariocitos e auséncia de precursores eritrdides e da série
granulocitica na medula; auséncia de critérios para as outras neoplasias mieloproliferativas;
presenca 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 megacariocitos e granulocitos anormais na medula Ossea, que
fornece uma deposi¢do reativa de tecido conjuntivo fibroso, e hematopoiese extramedular.
Apresenta dois estagios: pré-fibrotico, e o fibrotico evidente. Com predominio em pacientes
entre 60-70 anos de idade, afetando igualmente homens e mulheres (23).

Visto que, o gene MPL, que codifica proteina Receptora de Trombopoetina (TPO), e ¢
um dos reguladores primérios da manutengdo de células-tronco hematopoéticas, quando
alterado, expressa as variantes W515L e W515K no éxon 10. E sdo mais frequentes em
pacientes com TE e MF (30).

Portanto, este estudo propde-se a investigar e descrever as variagdes genéticas,
encontradas nos pacientes com TE e MF, atendidos da Fundag¢ao Hospitalar de Hematologia e
Hemoterapia do Amazonas, afim de que ajude na compreensdo das manifestacdes clinicas, que

visa auxiliar no diagndstico, prognostico e na melhor escolha terapéutica.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Neoplasias mieloproliferativas

As neoplasias mieloproliferativas cronicas (NMP) sdo doencas hematopoiéticas clonais
cuja caracteristica principal € a hiperplasia de uma ou mais linhagens mieloides ainda na medula
6ssea. Esse evento produz um elevado ntimero de células maduras no sangue periférico, o qual
provoca certo risco de progressao para fases graves como a insuficiéncia medular (2,3). Com o
avango das tecnologias em analises moleculares em especial na area da genética, a Organizagao
Mundial da Saude (OMS) classificou as NMP de acordo com a presenga do cromossomo
Philadelphia (Figura 1) derivado da translocacao dos cromossomos 9 (ABL1) e 22 (BCR) t(9;22)
(q34;q11) que gera o gene de fusdo BCR::ABLI (1,3,4).

— BCR-ABL1 Leucemia Mieloide
Positivo Crénica (LMC)

Policitemia Vera
(PV)

Trombocitemia

Neoplasias Essencial (TE)
Mieloproliferativas -

Mielofibrose (MF)

Leucemia
Neutrofilica Crénica
(LNC)
- BCR-A_BIJ Leucemia
Negativo Eosinofilicando
especificada
Cronica (LEC-NE)
Neoplasia
Mieloproliferativa
ndo especificada
(NMP-NE)
Y
Leucemia
Mielomonocitica
Juvenil (LMJ)

Figura 1: Classificagdo das Neoplasias Mieloproliferativas OMS 2017.°
Fonte: Autoria propria.

Na Leucemia Mieloide Cronica (LMC) o cromossomo Philadelphia que € perceptivel
nas andlises citogenéticas ¢ o rearranjo molecular dos genes BCR e ABLI, e essa alteragao
resulta no gene de fusdo BCR::ABLI (6). Este evento faz com que ocorra a transcricdo de um
RNA mensageiro (mRNA), que codifica uma proteina quimérica com atividade de tirosina-
quinase exacerbada quando comparada com a proteina transcrita pelo gene ABLI (1,6). As

manifestagdes clinicas derivadas da fisiopatologia de pacientes BCR::ABL1 positivos torna a
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proliferacdo mieldide mais reativa do que neoplasica, o que faz com que seja utilizada como
um dos critérios principais de classificagdo da OMS (6,8).

As NMP que ndo possuem a presenga do cromossomo Philadelphia sdo denominadas
como BCR::ABLI negativo composta por sete patologias: Leucemia Neutrofilica cronica,
Policitemia vera (PV), Mielofibrose (MF), Trombocitemia essencial (TE), Leucemia
Eosinofilica cronica ndo especificada, Neoplasias Mieloproliferativas inclassificaveis e
Leucemia Mielomonocitica Juvenil (7).

A respeito das NMP BCR::ABLI negativo, as patologias mais frequentes como a PV,
TE e MF possuem alteracao no gene JAK2 onde 95% sdo de pacientes com PV, em pacientes
com TE e MF cerca de 50-60% tém a variante JAK2V617F (8,9). Ainda sobre os pacientes de
TE a frequéncia de alteragdes nos genes CALR e MPL segue em 30% e 3-8% respectivamente
(10). E em pacientes com MF a frequéncia das variantes em CALR e MPL, fica seguidamente,
em torno de 25 a 35% e de 5-10% dos casos (11). Entretanto, ha casos de triplo-negativos que
nao apresentam alteracdes nos genes JAK2, CALR e MPL, que totalizam em 12% desses casos
(9,10,11).

As alteragdes nos genes JAK2, CALR e MPL afetam a proliferacao e diferenciagao
celular regular da linhagem mieloide. A fun¢do da expressao desses genes estd diretamente
ligada a ativacdo constitutiva de cascatas de sinalizagdo intracelular, além também da fungao
transmembrana e receptora das células (8,12).

Uma das cascatas da via de sinalizacdo intracelular ¢ chamada de via JAK-STAT (Janus
Kinase — Transdutora de sinais ativadora de transcri¢do). A ativacao das proteinas JAKs, se da
por meio da ligacao das citocinas com seus receptores. As JAKs fosforilam residuos de tirosina
do receptor para o citoplasma, o que gera uma sinalizacdo para moléculas chamadas STATs.
As STATs quando ativadas por meio dessa sinalizacdo promovida pelas JAKSs, sdo direcionadas
para o nucleo celular, onde irdo regular a transcri¢do dos genes alvo (Figura 2). Quando ocorre
qualquer alteracdo nos genes que expressam fun¢@o na via de sinalizacdo JAK-STAT, seja na
interrup¢do ou na ativagdo excessiva, pode acarretar em diversas doencas, incluindo as
neoplasias (13,14).

Na via de sinalizagdo JAK-STAT, um dos componentes que tém a fun¢ao primordial,
para ativagdo constitutiva da via de sinalizacdo em células mieloides, ¢ o receptor de
trombopoietina, uma proteina produto do gene MPL. Alteragdes nesse gene alteram a
conformacdo da proteina, devido a mudanca dos aminodcidos, o que pode inibir ou ativar

excessivamente a fun¢do da proteina (16,17).
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Receptor de trombopoetina
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Figura 2: Via de sinalizacdo JAK-STAT. Proteinas JAKs acopladas estrategicamente no dominio intracelular, dos
receptores. A ligagdo de citocinas aos receptores leva a fosforilagdo das JAKs que ativam as STATS, e estas sdo
fosforiladas e direcionadas em forma de dimeros, para a regulacéo da transcri¢do no DNA do ntcleo.

Fonte: Autoria propria.

No caso das NMP, ocorre a ativacao desregulada do receptor de trombopoetina, que
acarreta no aumento da massa eritrocitaria, das plaquetas e fibrose na medula dssea, pois, afeta
a multiplicacdo, diferenciacao, apoptose e oncogene celular. E neste cenario estdo a TE e a MF,
onde alteragdes no gene MPL afetam diretamente no surgimento e evolucao dessas doencgas

(15,16).
2.2. Trombocitemia Essencial

A Trombocitemia essencial (TE) ¢ uma doenca hematolégica causada por uma
desordem clonal, de células da linhagem megacariocitica que gera aumento no nimero de
plaquetas no sangue periférico, e de megacariocitos grandes e maduros na medula dssea.
Destaca-se clinicamente, pela ocorréncia de trombose e/ou hemorragia (17).

Sua etiologia ainda ¢ desconhecida, entretanto, relatos de achados genéticos, como no
caso das variantes no gene MPL, que esta relacionado com as alteracdes na produgdo e
diferenciagdo celular. Uma caracteristica marcante ¢ a anormalidade morfologica dos
megacariocitos com formas gigantes mostrando citoplasma abundante, maduro e nucleos
altamente lobados e hipersegmentados (em forma de chifre de veado), além de estarem

dispersos pela medula 6ssea, podem ocorrer em pequenos grupos soltos (Figura 1) (3,5).
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Figura 3: Bidpsia da medula 6ssea. Coloracdo com acido periddico de Schiff (PAS), os megacariocitos
aumentados demonstram quantidades abundantes de células maduras. Citoplasma e nucleos lobulados e
hiperlobulados (tipo chifre de veado).

Fonte: OMS (2017).°

A proliferacdo de megacariocitos ¢ caracterizada por trombocitose categorica. E a
quantidade, possibilitou a uma contagem de plaquetas de forma mais assertiva, que antes era de
600x10°/uL, passou a ser 450x10°/uL de sangue (Quadro 1). Essa mudanga tornou mais ampla
e precoce o diagnostico para TE, quando o paciente ainda estd em estdgio assintomatico, o que
representa mais da metade dos casos (6,18,19).

Dentro das condi¢des diagnosticas, devem ser excluidos outros tipos de hemorragias,
neoplasias hematologicas e ndo hematologicas doencas infecciosas e inflamatorias (20).
Quanto aos exames genéticos, a presenga do cromossomo Philadelfia ¢ também um critério de
exclusdo para a doenga. Ja as alteragdes nos genes JAK2, CALR e MPL estdo associadas ao
desenvolvimento de TE e ¢ um dos indicativos principais de diagnostico. E apesar de ndo
possuir marcador genético molecular especifico, a TE detém variantes no gene MPL em cerca
de 3% dos casos (21). A partir desses dados a OMS estipulou os critérios para diagnodstico da
TE (Quadro 01), onde o paciente precisa atender a todos os critérios principais ou os trés

primeiros principais, mais o critério secundario (6):
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Quadro 1: Critérios de diagndstico para trombocitemia essencial segundo a OMS 2017.3

Principais critérios

1. Contagem de plaquetas > 450 x 10°/L

2. Biopsia da medula oOssea mostrando a proliferagdo principalmente da linhagem
megacariocitica, com aumento do numero de megacaridcitos aumentados e maduros com
nucleos hiperlobulados; sem aumento significativo ou desvio a esquerda de granulopoiese
neutrofilica ou eritropoiese; muito raramente um pequeno aumento (1° grau) nas fibras de
reticulina.

3. Naio atender aos critérios da OMS para BCR::ABL1 positivo como leucemia mieldide cronica,
policitemia vera, mielofibrose primaria, ou outras neoplasias mieloides.

4. JAK2, CALR, ou mutagdo MPL

Critério secundario

Presencga de marcador clonal ou Auséncia de evidéncias de trombocitose reativa

Os casos de TE ocorrem predominantemente em adultos, com idade em torno dos 60
anos e mais frequente em mulheres, porém, ha registros de casos em pacientes com 30 anos de
idade do sexo feminino. Em criangas, ocorre com pouca frequéncia denominada como casos
raros de trombocitose hereditaria (17,18).

Os estudos genéticos moleculares da TE, sao cada vez mais requisitados para padronizar
diagnosticos da doenga, a fim de ajudar a determinar o diagnostico, no progndstico, tratamento,
e busca de drogas mais eficientes visando a longevidade e o bem-estar do paciente. E mesmo
que a alteracdo JAK2V617F esteja presente em aproximadamente um pouco mais da metade
dos casos, determinadas variacdes no gene MPL, se destacam pela sua importancia no
funcionamento da proteina, o receptor de trombopoietina, que possui fun¢ao fundamental, na
ativagdo constitutiva da via de sinalizacdo JAK-STAT das células sanguineas (22).

Eventos no qual, o paciente com TE ndo apresenta alteracdes em nenhum dos genes
JAK2, CALR e MPL (Quadro 1), sdo intitulados como triplo negativos, e detém cerca de 12%
dos casos. As variagdes W515K e WS515L do gene MPL, quando presentes em casos
envolvendo criangas e adolescentes com TE, sdo descritos como raros casos com trombocitose
hereditaria (22,6).

Dentro dos critérios para o diagnostico da TE, tdo importante quanto analisar os achados
histologicos, hemograma e exclusdo de outras doencas hematologicas, ¢ tentar encontrar e
identificar marcadores clonais, pois, eles ajudardo na verificagao do grau da doenca e prever se
a TE pode evoluir para mielofibrose estagio pré-fibrético ou até mesmo se ja € 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 proliferacdo de megacaridcitos e granuldcitos
predominantemente anormais na medula 6ssea, com fendtipo de fibrose medular, hematopoese
extramedular e esplenomegalia. A partir da sua fisiopatologia, a MF ¢ definida como a forma
mais grave das doengas mieloproliferativas ndo leucémicas (19,23).

A prevaléncia da doenga ocorre entre os 60-70 anos de idade, afetando homens e
mulheres igualmente, e cerca de 10% dos casos avangados sdo diagnosticados em pacientes
com idade < 40 anos, e criangas raramente sdo afetadas. E devido a complexidade fisiologica,
esta doenga possui dois estagios marcantes: o pré-fibrético e fibrotico (19).

O estagio pré-fibrotico € marcado por uma fase de hipercelularidade com aumento do
numero de neutréfilos, acompanhada da proliferacio de megacaridcitos anormais
(hipercromicos) com nucleo grande e irregular, em associagdo com fibrose de reticulina e/ou
colageno, mas sem aumento significativo no colageno. Na maioria dos casos apresenta redugao

na eritropoiese quando analisados na bidpsia de medula 6ssea (Figuras 4 e 5) (Quadro 2).>%*

Figura 4: Bidpsia de medula 6ssea em paciente pré-fibrotico. Imagem mostra proliferacdo megacariocitica e
granulocitica. A coloragdo com naftol AS-D cloroacetato esterase (CAE) identifica o componente granulocitico
(produto de reagdo vermelho); os megacariocitos mostram aglomerados extensos e nucleos condensados com
cromatina visivelmente aglomerada e relagcdes nuclear:citoplasmatica (NC) anormais.

Fonte: OMS (2017) (6).
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Figura 5: Fibras de reticulina na medula 6ssea. Rede frouxa de fibras. Coloragdo Gomori.
Fonte: OMS 2017.}
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No estagio fibrotico, ha nitido aumento das fibras de reticulina ou fibrose de colageno,

onde a fibrose de colageno ¢ mais evidente. Frequentemente, ¢ associado a varios graus de

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

com regiodes hipocelulares, de tecido conjuntivo frouxo e/ou gordura quando vistos na bidpsia

de medula 6ssea (Figuras 6 e 7) (Quadro 3) (6,24).
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Figura 6: Amostra de biopsia de medula 6ssea, com hipocelularidade, seios marcadamente dilatados e fibrose
medular grave com osteosclerose, estagio avangado. Coloragdo Hematoxilina-eosina.
Fonte: OMS (2017) (6).
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Em ambos os estagios, sao diagnosticados através de bidpsia de medula 6ssea (23).

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

Quadro 2: Critério diagndstico para mielofibrose, estagio pré-fibrotico segundo a OMS 2017.3

atendidos”

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

Critérios principais

Critérios secundarios

1. Proliferagdo megacariocitica e atipia,
sem fibrose de reticulina com grau >
1°, acompanhada por aumento da
celularidade da medula 6ssea ajustada
a idade, proliferagdo granulocitica e

(frequentemente)  diminuigdo da
eritropoese;
2. Nao apresentar nenhuma outra

neoplasia mieloproliferativa ¢ nem
leucemia mieloide cronica positiva
para BCR-ABL;

3. Mutagdo JAK2, CALR ou MPL;

Ou presenca de outro marcador clonal; ou
uuséncia de fibrose de reticulina da
medula dssea reativa menor

- Anemia nao atribuida a uma condicao
comorbida;

- Leucocitose > 11 x 10%/L;
- Esplenomegalia palpavel;
- Nivel de lactato desidrogenase acima do

limite superior do intervalo de referéncia
institucional.

Quadro 3: Critério diagnodstico para mielofibrose, estagio fibrotico evidente segundo a OMS 2017.°

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

atendidos”

Critérios principais

Critérios secundarios

1. Proliferagdo megacariocitica e atipia,
acompanhada por reticulina e/ou
fibrose de colageno com graus 2 e 3;

2. Nao apresentar nenhuma

neoplasia mieloproliferativa e nem

outra

leucemia mieloide cronica positiva
para BCR-ABL;
3. Mutagdo JAK2, CALR ou MPL;

Ou
Presenca de outro marcador clonal

Ou
Auséncia de mielofibrose reativa

- Anemia nao atribuida a uma condicao
comorbida;

- Leucocitose > 11 x 10°/L;
- Esplenomegalia palpavel;
- Nivel de lactato desidrogenase acima do
limite superior do intervalo de referéncia

institucional;

- Leucoeritroblastose.

Assim, a OMS 2017, estipulou os critérios para diagndstico da mielofibrose em seus dois
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Os pacientes com MF, bem como de TE, apesar de ndo possuirem um marcador clonal
especifico para a doenga como critério para diagndstico, necessitam de uma caracterizagao
molecular para ajudar no estabelecimento de diagndstico e prognostico, para as doengas. O que
permite uma acdo, para definir a melhor estratégia terapéutica, a qual possibilita ao paciente
conforto e qualidade vida dentro do quadro clinico, sem que haja evolucdo da patologia (25).

Alteragdes no gene MPL estdo associadas em 5 a 10% dos casos de TE e MF, e causam
mudancas conformacionais na proteina receptora de trombopoetina, a qual faz com que ocorra,
a induc¢ao da fosforilagdo das quinases JAKSs, iniciando as cascatas da via JAK-STAT. Processo
relevante no desencadeamento de formacgao de megacaridcitos e plaquetas (26).

As variantes no gene MPL, as quais estdo ligadas ao desencadeamento de fenotipos
como a TE e MF, leva a um mecanismo molecular de transformagao fibrotica, o que torna o
prognostico grave para o tratamento das doencas. O rastreio de variantes no gene, € necessario
para ajudar no levantamento e controle de frequéncias, no diagnostico precoce da MF, quando

ela ainda ¢ assintomatica (27,28).

2.4. Gene MPL

O gene humano MPL (MPL proto-oncogene, receptor de trombopoietina) (HGNC
ID:7217) esta localizado no cromossomo 1p34.2. O gene MPL possui 12 éxons e 17.592 pares
de bases (pb). A regido de interesse no gene MPL (éxon 10), possui o tamanho de 97 pares de

bases (pb) (Figuras 8 ¢ 9).

1p34.2
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Gene MPL

Figura 7: Cromossomo 1. As bandas e a localizagdo cromossomica 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 propria.
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O MPL codifica proteina Receptora de Trombopoetina (TPO-R), composta de 635
aminoacidos com estrutura quaternaria (Figura 9), que abrange os dominios: extracelular,
transmembrana e intracelular (29). O TPO-R regula a manutencdo da célula tronco

hematopoiética no desenvolvimento de megacaridcitos e produgdo de plaquetas (30).

Figura 8: Configuragdo tridimensional da proteina Receptor de Trombopoietina.
Fonte: www.uniprot.org/uniprot/P40238#function

Dos dominios que integram o TPO-R o dominio da transmembrana ¢ expresso pelo éxon
10 do gene MPL, e ¢ parte importante da proteina TPO-R, pois, estd inserido em uma
conformagao ideal para a fixagdo na membrana (Figura 10) (31). Este dominio possui atividade
regulatoria que previne a ativagdo espontanea do receptor na auséncia do ligante (32,33). Sua
atividade se faz presente em todas as etapas da diferenciagdo dos megacaridcitos, se tornando

indispensavel no processo da megacariopoese para a formagao das plaquetas (34,35).

- Dominio extracelular

- Dominio transmembrana

- Dominio intracelular

Figura 9: Dominios do Receptor de Trombopoetina (TPO, CD110).
Fonte: Autoria propria.
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No éxon 10 do gene MPL, ocorre mutacgdes alélicas do tipo missense, que implica na
altera¢do de aminoacidos, e consequente mudanga de func¢do. A variante mais frequente descrita
¢ arsl21913615, uma substituicdo de bases, que ocorre no nucleotideo 1544 onde a guanina
(G) substitui a timina (T). Outra variante € a 5121913616, uma INDEL, onde ¢ inserida duas
adeninas (AA) nos nucleotideos 1543 e 1544 sendo o comprimento do segundo alelo de dois
pares de bases (Figura 11). A variante rs/21913615, ¢ encontrada em pacientes tanto TE,
quanto com MF, enquanto a variante 5721913616, esta presente apenas em pacientes com MF

(36,37).

T rs121913615

rs121913616

Figura 10: Representagdo dos tipos de alteracdo que ocorrem nas variantes.
Fonte: Autoria propria.

As variantes causam mudancga na transcri¢ao do aminodacido triptofano, na posi¢ao 515,
que ¢ substituido por uma leucina (W515L), quando for a rs/2/913615, ou por uma lisina
(W515K), quando for a rs121913616 (37).

A alteracdo do aminodcido muda a posi¢do da regido inferior da transmembrana, e
compromete a atividade da proteina TPO-R. Uma vez que, faz com que a parte superior da
transmembrana, e consequentemente a regido extracelular, se tornem proximos e hidrofilicos.
Além disso, essa nova conformagdo do TPO-R, faz com que se torne hipersensivel, e com
atividade de ganho de funcdo, em que sua dimeriza¢do independe do ligante, para ativar a

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

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

TPO-R com mutagao

Ativacdoda
Via JAK-STAT

a dimerizacdo independente do ligante, e ativa a via JAK-STAT.
Fonte: Autoria propria.

A Fundacio HEMOAM como centro de referéncia em tratamento de doencas
hematologicas da regido norte, possui em seu banco de dados pacientes com diagnostico clinico
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 caracterizagao das neoplasias mieloproliferativas.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

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

e Mielofibrose atendidos da Fundacao Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas
(FHEMOAM).

3.2. Objetivos especificos

e (aracterizar a populacdo desse estudo a partir de dados demograficos e clinicos-
laboratoriais;
e Verificar a presenca de variantes no éxon 10 do gene MPL, por meio do uso da técnica

de sequenciamento Sanger.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Tipo e local de estudo

O presente estudo foi do tipo Descritivo-Analitico, realizado na cidade de Manaus-
Amazonas e desenvolvido no Laboratéorio de Gendémica da Fundagdo Hospitalar de
Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (FHEMOAM).

O estudo faz parte do projeto principal intitulado “Caracterizacdo molecular de
pacientes com Neoplasias Mieloproliferativas Cronicas”, aprovado pelo Comité de Etica e
Pesquisa (CEP) da Fundagdo Hospitalar de Hematologia ¢ Hemoterapia do Amazonas

(FHEMOAM) (CAAE: 39991420.6.0000.0009)

4.2. Populacio de estudo

A populagao de estudo foi composta por 64 individuos atendidos na FHEMOAM, com
diagnostico clinico de Trombocitemia essencial (CID47.3) e Mielofibrose (CID47.4). O
periodo da coleta foi de agosto de 2021 a julho de 2022. A composi¢ao da populacao 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 participagao 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 ligacdes telefonicas para apresentacao
do pesquisador e da pesquisa, esclarecimentos e o convite para participacdo. 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 laboratorio, conforme combinado previamente.

Por encaminhamento médico direto, o0 médico hematologista durante a consulta com o
paciente, indicou a participacdo 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 inclusao, nao-inclusio e exclusao

No estudo foram incluidos pacientes com diagndstico clinico, em prontudrio, para
Trombocitemia essencial (CID47.3) e Mielofibrose (CID47.4) de ambos os sexos e idade a
partir de 18 anos atendidos na Fundagdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do
Amazonas.

Nao foram incluidos nesse estudo pacientes sem disponibilidade de acesso aos
prontudrios e pacientes que nao apresentaram em seus prontudrios as informagdes necessarias
para a caracterizagdo clinica e laboratorial para Trombocitemia essencial € Mielofibrose, e/ou
optaram por recusar a participacao da pesquisa, como ¢ estabelecido no TCLE, também nao
foram incluidos.

Como critério de exclusdo foi considerado pacientes que por algum motivo, seja
particular ou outro, ndo se sentiram confortdveis ou seguros para fazer parte do estudo apds
estarem incluidos, e optaram por ndo querer mais participar e pacientes que tiveram as amostras

biologicas inviaveis para a analise molecular e leitura do sequenciamento insatisfatoria.

4.5. Coleta das amostras

A coleta das amostras foi de sangue periférico, por pung¢ao venosa em tubos com sistema
a vacuo. Os tubos coletados por paciente foram no total de quatro unidades com a seguinte
ordem: dois tubos com 4cido etilenodiamino tetracético - EDTA- (INJEX VACUO® EDTA
K3) para analise de parametros hematologicos e para analises moleculares; um tubo com gel
separador de soro (BD Vacutainer® SSTTM), para analises bioquimicas; ¢ um tubo LABOR
IMPORT® com citrato de sédio 3,2%, para testes hemostaticos. As amostras coletadas foram

fracionadas em criotubos identificadas com o cddigo de cada paciente e armazenadas a -80°C.

4.6. Extracao de DNA

O Brazol foi o reagente utilizado para a extragdo de DNA. Os passos foram seguidos
conforme o estabelecido no Procedimento Operacional Padronizado de extragdo de DNA do
LabGen-HEMOAM (Anexo 9.3). O material extraido foi quantificado por espectrofotometria
com o Nanodrop modelo 2000c (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA).

A quantificacdo final, o valor de concentracdo de DNA considerado aceitavel foi de >
100ng/pL. O parametro de pureza e qualidade da concentragdo das amostras, teve as relagdes
aferidas de 260/280 e 230/260, conforme o estabelecido no Procedimento Operacional

Padronizado de quantificagdo de DNA do LabGen-HEMOAM (Anexo 9.3). O material foi
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armazenado a -80 °C, para a organizagao e realiza¢do das demais etapas como, reagdo em cadeia

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

4.7. Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A amplificagdo do material genético foi por meio da Rea¢do em Cadeia da Polimerase
(PCR) Convencional. O mix para a amplificagdo do material genético teve o volume final de
25uL de reacdo, contendo 50-100ng de DNA. Os reagentes utilizados foram: Tampao (10x)
com volume 2,5uL e concentragdo final 1x; MgCl2 (50mM) com volume 0,75uL e
concentracao final 1,5mM; dANTP (10mM) com volume 2,5uL e concentragdo final 0,2uM;
Iniciadores (10uM) com volume 1,0uL (cada iniciador) e concentracdo final 0,4uM; Taq
(5U/uL) com volume 0,2uL e concentragdo de 1 Unidade. A agua ultrapura foi utilizada para
completar o volume supracitado.

Na amplificacao dos fragmentos, o equipamento utilizado foi o ABI Applied Biosystems
Veriti ™. Os parametros de ciclagem seguidos foram: desnaturacao 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 extensdo final de 72°C por 7 minutos. Os produtos de PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio para visualizagdao do
fragmento em fotodocumentador UV light Gel DocTM XR + System (Bio-Rad Corporation,
Hercules, CA, USA).

4.8. Desenho de primers

Os oligonucleotideos iniciadores (primers) especificos para a regido de investigacao,
foram desenhados a partir da ferramenta on-line OligoAnalyzer (disponivel em:
https://www.idtdna.com/calc/analyzer). Considerando as concentragdes de oligonucleotideos
(0,25 uM), Magnésio (2,5 mM), Sodio e desoxirribonucleotideos trifosfatados (ambos a 0 mM).
As caracteristicas estruturais e termodinamicas como tamanho e temperatura de melting (Tm),
Selfdimero (SD), Heterodimero (HD) e Harpin (H) também foram avaliadas nessa mesma
ferramenta. Em seguida, as sequéncias dos primers desenhadas passaram por andlise no
PrimerBlast  (disponivel 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 regido de interesse, compreendem todo o éxon

10, além da regido de intron depois do éxon, gerando um amplicon de 300 pares de bases (pb)
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(Figura 13). A sequéncias dos primers desenhados para a presente pesquisa estao apresentadas

na Tabela 1.

Tabela 1: Desenho dos primers para reacao de PCR
Regiio Primer Sequéncia (5’ - 3’) Amplicon

E Foward TTGTCTCCTAGCCTGGATCT
Exon I0MPL R everse  GTATAGTGGGCGTGTTAGAGTG 300pb

Primer Foward

[ | eew ]

Primer Reverse

ttgtctcctag cctgg atciccttggtgaccgetetgeatctagtgetgggectcagegecgtectgggectgctgetg ctgag@gcagttt
cctgcacactacaggtaccgcccccgecaggcaggagactggeggtggaccaggtggagecgaaggectgtaaacaggeattcttggttcgetetgt

gaccocagatcteegtecacegeecgtgegeacctacggettcgeeacttectgcacgteacetetgggactegeegeggcetecttacacictaac

acgcccactatac
< >
Amplicon 300pb

Figura 12: Regido no DNA onde os primers serdo flanqueados. Em amarelo, a regido do éxon 10. As regides em
verde sdo as posi¢cdes dos primers. Na regido do éxon 10, em destaque de vermelho: os nucleotideos onde se
encontram as variantes.
Fonte: Autoria propria

4.9. Purificacdo da PCR com polietilenoglicol (PEG)

O polietilenoglicol (PEG) foi o reagente utilizado, para a purificagdo dos produtos da
PCR. O protocolo foi utilizado conforme o estabelecido no Procedimento Operacional
Padronizado de Purificagdo e Precipitagdo de DNA por Polietilenoglicol (8000, Promega) do
LabGen-HEMOAM (Anexo 9.4)%% 3657

4.10. Sequenciamento de Sanger

Para a reagdo de sequenciamento foi utilizado o primer reverse. O sequenciamento de
nucleotideos foi utilizado o BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems,
Foster City, California) (Anexo 9.5 e 9.6). A eletroforese capilar foi realizada no sequenciador

de DNA ABI 3130 com o polimero POP-7TM. As sequéncias foram inicialmente analisadas
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com o software SequencingAnalysis (Applied Biosystems, v5.3.1), com uma avaliacao
secundaria realizada no Geneious (Biomatters, v6.0.6) para construir contigs em comparagao

com a sequéncia do gene de referéncia do MPL (GenBank ID: 4352).

4.11. Analise estatistica

Os dados referentes a caracteristica clinica e laboratorial dos individuos do estudo foram
organizados em tabelas dinamicas no software Excel 2019 (Microsoft Olffice. 2019), com
auxilio da ferramenta de calculos Power Query.

As varidveis foram expressas em valores absolutos (N) e frequéncia relativa (%). Na
avaliacdo dos dados categoricos foram criadas tabelas de contingéncia, onde o teste utilizado
foi o Chi-Quadrado (y?). As variaveis numéricas passaram primeiramente pelo teste de
normalidade de Shapiro-Wilk, e depois pelo teste exato de Mann-Whitney com intervalo de
confianca de 95%. Os dados categéricos € numéricos foram expressos por mediana (Md), e
intervalo interquartil (IQR) com primeiro (25%) e terceiro (75%) percentil como limites
minimo e maximo.

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

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

5.1. Dados demograficos e clinico-laboratoriais

O estudo contou com 64 pacientes diagnosticados com TE e MF, sendo 85,27%
individuos com TE (57) e 14,73% individuos 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 significancia quanto ao percentual de individuos dos géneros
masculino e feminino: em TE 78,95% (45) sdo predominantemente individuos do género

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

Tabela 2: Caracteristicas sociodemograficas dos participantes do estudo.

Caracteristicas TE MF P
demograficas N=57 N= w
58 65
Idade, Md, (IQR) 43 - 72) (53 - 74) 0,3857
Género, N (%)
Masculino 21,05% (12) 57,14% (4)
Feminino 78.95% (43) 42.86% (3) 0-0374

Abreviagoes: SD: Desvio padrdo; os dados estdo apresentados como SD, (%), ou N. Trombocitemia
essencial (TE) versus Mielofibrose (MF); Para variaveis continuas (idade) os dados foram comparados
usando o Teste paramétrico t student. Para a variavel categorica (género) foi usado o teste Chi-square. p
<0,05.

As caracteristicas clinicas e laboratoriais analisadas nos grupos de pacientes com TE e
MF neste estudo verificaram se os pacientes estavam em tratamento, se possuiam
esplenomegalia, se tiveram eventos trombdticos 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 nao
apresentaram este sintoma. A auséncia de eventos tromboticos 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 467x10°, enquanto que no grupo de pacientes com MF foi de
280x10°. Os grupos de pacientes apresentaram significAncia quanto as suas varidveis, exceto na
caracteristica clinica de presenca de eventos tromboticos, onde apenas 24,56% (14) dos

pacientes de TE apresentaram este sintoma (Tabela 3).
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Tabela 3: Caracteristicas clinicas e contagem de plaquetas dos pacientes de TE e MF

TE MF

N=57 N=7 P value

Tratamento, N (%)
Sim 96,49% (55) 71,43% (5)

~ 0,0097
Nao 3,51% (2) 28,57% (2)
Esplenomegalia, N (%)
Sim 18,18% (10) 57,14% (4)

~ 0,0202
Nao 81,82% (45) 42,86% (3)
Eventos tromboticos, N (%)
Sim 24,56% (14) 0

~ 0,1379
Nao 75,44% (43) 100% (7)
Plaquetas, Md, (IQR) * 467000 280000 0.0084

(342500- 547500) (219000- 356000) ’

Abreviagoes: IQR: Intervalo Interquartil; os dados estdo apresentados como, (%) e N. Trombocitemia essencial
(TE) versus Mielofibrose (MF); os dados categdricos foram analisados utilizando o teste Chi-square. Os dados de
plaquetas apresentaram distribui¢io ndo paramétrica, a analise foi realizada utilizando o teste de Mann-Whitney.
* O valor de referéncia considerado para a contagem de plaquetas foi de >400x10° para o diagnostico de TE e
MEF.6

O grupo de pacientes com MF foram analisados o hemograma. Os valores como
contagem global de eritrocitos (RBC), Hemoglobina, Hematocrito e Concentragdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM) estiveram um pouco abaixo do valor normal. Valores
de Volume corpuscular médio (VCM), Hemoglobina corpuscular média (HCM) e Leucécitos

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

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

Tabela 4: Hemograma dos pacientes com MF.

Parametros Hematologicos Md VN P value
. 3,6
RBC (mil/mm3) (2.51-6,52) 3,9-5,3 -
. 10,5
Hemoglobina (g/dL) (7-17.2) 12-16 -
. 33,5
y 0 s _ -
Hematocrito (%) (232-512) 36-48
91,2
VCM (fL) (74.8-94.8) 80-100 -
28,6
HCM (pg) (22.6-30.8) 27-33 -
CHCM (g/dL) 31,2 32-36 i

(30,2-33,6)
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3 10.050
WBC (x10°/uL) (2.860-16.300) 3600-11000 -
LDH (U/L) * 986 195-450 -

(483,07-2865)

Abreviagoes: RBC: contagem global de eritrocitos; Concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM);
VCM: Volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; WBC: contagem global de leucoécitos;
LDH: deidrogenase latica.

5.2. Dados moleculares

As variantes no €¢xon 10 do gene MPL estdo relacionadas a uma ativacao constitutiva da
via JAK-STAT, as quais promovem substituigdes no codon W515. Essas substituicdes sao 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 visualizagao das

bandas possibilitando que elas sejam submetidas ao sequenciamento.

Ladder NMPO1 NMP15 NMP17 NMP18 NMP19

e D GRS CEED e

Ladder NMP21 NMP22 NMP23 NMP25 NMP29 BRANCO

PCR - MPL_ENSAIO 12 GEL 1 - 25.04.23

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

A amplificagdo e sequenciamento do éxon 10 do gene MPL ndo evidenciou a presenca
de variantes nessa populacdo (Figuras 15 e 16). As amostras desses pacientes fazem parte de
outros dois estudos paralelos de caracterizagdo genética desse grupo de pesquisa, onde ja foram

analisadas variantes nos genes JAK2 e CALR.
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[+ REY Q1RV TAG CTGGATCTCCTTGGTGACCGCTCTGCATCTAGTGCTGGGCCTCAGCGCCGTCCTGGGCCTGCTGCTGCTGAGGTGGCAGTTTCCTGCACACTACAGTA

Figura 14: Eletroferograma do paciente NMP01 com TE representando a auséncia de variantes no éxon 10 do
gene MPL.
Fonte: Autoria propria
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O+ NG_007525 CCTGGATCTCC'I'I'GGTGACCGCTCTGCATCTAGTGCTGGGCCTCAGCGCCGTCCTGGGCCTGCTGCTGCTGAGGTGGCAGTFFCCTGCACACTACAG
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C# REW 15RV TAQCCTGGATCTCCT TGGTGACCGCTCTGCATCTAGTGCTGGGCCTCAGCGCCGTCCTGGGCCTGCTGCTGCTGAGGTGGCAG CCTGCACACTACAG) TA

Figura 15: Eletroferograma do paciente NMP15 com MF representando a auséncia de variantes no éxon 10 do
gene MPL.
Fonte: Autoria propria
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6. DISCUSSAO

As variantes do éxon 10 do gene MPL fazem parte da triade de genes (JAK2, CALR ¢
MPL) que pertencem a um dos principais critérios de diagndstico das NMP segundo as
diretrizes estabelecidas pelo WHO (6). A presenca das variantes no éxon 10 do gene MPL esta
associada a um mal prognostico em pacientes diagnosticados com TE e MF, e estudos
realizados nos Estados Unidos, Europa e paises asiaticos ja caracterizaram a suas populagoes
com dados demograficos, clinico-laboratoriais e moleculares. No Brasil a caracteriza¢dao
molecular de pacientes com NMP ainda ¢ escassa, uma vez que os estudos dessa populacao se
concentram nas regides Sul e Sudeste. O presente estudo descreve pela primeira vez a
caracterizacdo molecular do éxon 10 do gene MPL de pacientes atendidos da Fundagdo
Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas —- FHEMOAM.

Este estudo a maioria da populagdo teve maior percentual de pacientes diagnosticados
com TE (85,27%) do género feminino (78,95%). Os pacientes com MF nio tiveram diferencas
estatisticas quanto ao género devido ao seu numero amostral, € o género 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 caracteristicas
observadas em nossa populacdo de estudo corroboram com os demais estudos e com as
caracteristicas 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, ¢ do grupo de pacientes com MF foi de 61 anos. No grupo de pacientes com TE o género
predominante ¢ o feminino com 67,1% (53), ja no grupo com MF ¢ o género masculino com
59,3% (32) (61). O estudo avaliou outras NMP e o maior numero de pacientes foi com o
diagnostico para TE e o terceiro com MF. Os resultados deste estudo coreano com relacdo as
variaveis idade e género corroboram com nossos resultados.

Mesa et al (2016) publicou um estudo nos Estados Unidos com 813 pacientes com NMP,
destes 226 (27,79%) tinham diagnostico para TE e 207 (25,46%) para MF. Os pacientes eram
residentes do pais, porém com diferentes etnias. A mediana de idade dos pacientes com TE foi
de 62 anos e de MF foi de 66 anos. O género feminino ¢ predominante nos grupos de pacientes
com TE (72%) e em MF (54%). O estudo avaliou as trés principais NMP (PV, TE e MF) e
diferentemente do nosso estudo o diagnostico de TE e MF ndo apresentaram diferencas

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
MEF. Os resultados quanto ao género, corroboram com nossos resultados onde predomina o
género feminino no grupo de pacientes com TE e no grupo de MF ndo hd uma diferenca
estatistica marcante.

A maioria dos pacientes do nosso estudo estavam em algum tipo de tratamento e os
sintomas como esplenomegalia e eventos tromboticos nao foram identificados em mais de 50%
deles, ja a mediana da contagem de plaquetas ficou dentro dos pardmetros considerados abaixo
do valor de referéncia. Os pacientes que estavam em tratamento foram observados na maioria
deles o uso de medicamentos como Hidroxiureia e Anagrelida, que sdo considerados
citorredutores.

Os resultados do estudo de Stefano et al (2008) apresentaram eficdcia na administragao
de medicamentos citorredutores combinados com antiplaquetarios ou anticoagulantes orais em
pacientes diagnosticados com TE. O tratamento com citorredutores reduz pela metade a
incidéncia de retrombose, que o tratamento a longo prazo nestes pacientes ¢ efetivo e previne
novos episodios. Outro estudo com pacientes diagnosticados com TE, Larran et al (2013)
avaliaram o desempenho da administra¢ao da hidroxiureia, anagrelida e demais medicamentos.
Este estudo concluiu que o uso combinado de citorredutores e anticoagulantes reduz a
incidéncia de eventos tromboticos.

Em estudo com administragao apenas da hidroxiureia em pacientes com MF, Trillos et
al (2010) tiveram melhora clinica somente em 40% dos pacientes e concluiram que a
hidroxiureia deve ser administrada com outros medicamentos para amenizar outras
manifestagoes clinicas. As literaturas tiveram resultados satisfatorios quanto ao uso de
citorredutores em pacientes com TE e MF, o que pode explicar os resultados do nosso estudo
quanto aos dados clinicos e contagem de plaquetas.

O hemograma dos pacientes diagnosticados com MF do nosso estudo foi analisado, uma
vez que a doenga ¢ descrita como a mais agressiva das NMP ndo leucémicas e a anemia se faz
presente devido a insuficiéncia medular. Nas diretrizes estabelecidas pelo WHO os critérios de
diagnostico para pacientes com MF sdo mais detalhados e requerem outros exames laboratoriais
para avaliar outros componentes hematologicos. O resultado do hemograma dos pacientes com
MF em um estudo dirigido por Mudireddy et al (2017) tiveram valores dentro da normalidade,
sem alteracdes no valor de hemoglobina e leucécitos. Tefferi et al (2014) em estudo com
pacientes com NMP os resultados laboratoriais do grupo de pacientes com MF ndo tiveram
alteracdes nos valores de hemoglobina e leucécitos. Esses resultados clinicos e laboratoriais

tanto dos pacientes com TE quanto de MF sdo consistentes com as demais literaturas e também
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com nossos resultados, uma vez que os pacientes avaliados nesses estudos estdo em tratamento
com algum tipo de medicacao.

O resultado molecular do nosso estudo ndo identificou variantes no éxon 10 do gene
MPL em nenhum dos 64 pacientes diagnosticados com TE e MF. Conforme dados do WHO a
frequéncia alélica de variantes para pacientes diagnosticados com TE ¢é de 3 a 8% e para
pacientes com diagnostico de MF ¢ 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 unico paciente, mas esse estudo iniciou
em 2005 quando foi identificada a variante JAK2 V617F. Até a publicacdo 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 J4K2 em 1 paciente, e no CALR em 1
paciente. A frequéncia das variantes no estudo de Mercado et al (2015) corroboram com nossos
resultados e com demais literaturas cientificas, mas a identificacdo de variante no gene MPL
em 1 paciente desse estudo ndo pode ser comparado devido ao estudo ter um prazo de quase
uma década.

Em um estudo com a populagdo egipcia 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 ¢ aproximado ao nosso estudo, mas nao analisamos os pacientes com
diagnostico para PV.

No Vietna um estudo conduzido por VU et al (2019) com 395 pacientes diagnosticados
com NMP teve o resultado da frequéncia de variantes na seguinte ordem: 222 pacientes com
JAK2; 109 CALR; 4 MPL e 60 Triplo-negativos. Mesmo em um estudo com o nimero amostral
elevado podemos perceber a baixa frequéncia de variantes no gene MPL, e os triplo-negativos
possuem maior frequéncia se comparados com MPL. Esses dados corroboram com demais
literaturas e com a caracterizagdo molecular estabelecida pelo WHO.

Ainda sobre a frequéncia 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 gera¢ao que € mais sensivel para identificar variantes nao
somente em uma regido do gene, mas em todo o gene e mais genes. O resultado apresentou que
em 40% dos pacientes foram identificadas variantes no gene ASXL/ 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

nimero amostral superior ao nosso estudo e com a técnica de sequenciamento mais sensivel, a
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frequéncia de variantes no gene MPL ainda ¢ baixa e muitos estudos em diferentes paises e
etnias corroboram com nossos resultados moleculares.

O presente estudo identificou algumas limitagdes relevantes: tamanho amostral,
populagdo em tratamento por longo periodo e técnica de sequenciamento. O tamanho amostral
neste estudo (n=64) foi limitado se considerarmos as frequéncias 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 limitacao, a populagdo de estudo estar em tratamento por anos com
medicamentos citorredutores onde 93% (60) quase todo a populagdo pode ter afetado os
resultados moleculares, devido a diminuicao de células que podem conter variantes. E por fim
a técnica utilizada o sequenciamento de Sanger, que possui sensibilidade de deteccao de carga
alélica variante acima de 20% e a juncao dessas trés limitagdes pode ter afetado a identificagdo
de variantes no éxon 10 do gene MPL contudo apesar deste estudo ndo identificar nenhuma
variante em nenhum individuo desta populacao, o resultado era esperado.

Em resumo este estudo fecha a linha de analise 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 prevaléncia no género feminino com diagnostico
em TE e mediana de idade entre 50 a 60 anos. A maioria dos pacientes em tratamento ¢ de 93%
e poucos ou nenhum possuem sintomas clinicos como esplenomegalia € eventos tromboticos,
os resultados laboratoriais os valores hematoldgicos e contagem de plaquetas se encontram
dentro da normalidade. No resultado molecular ndo foi identificado variantes no é¢xon 10 do
gene MPL em nenhum paciente da populacao estudada. Embora o resultado apresentado neste
estudo € necessario investigagdes posteriores para uma melhor caracterizagdo molecular da

populacdo atendida na FHEMOAM.
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7. CONCLUSAO

O presente estudo fecha a linha de analise dos genes JAK2, CALR ¢ MPL o qual
caracteriza de forma pioneira a populagdo com NMP atendida na FHEMOAM. A maior
prevaléncia foi do género feminino com diagnostico em TE com idades entre 50 a 60 anos. A
maioria dos pacientes que estava em tratamento ndao possuem sintomas clinicos como
esplenomegalia e eventos trombdticos, e os achados laboratoriais possuem valores considerados
normais.

A técnica de sequenciamento de Sanger ndo identificou nenhuma variante na regiao do

éxon 10 do gene MPL nas amostras analisadas neste estudo.
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9. ANEXOS
9.1. Aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa (CEP)

FUNDAGAO DE
HEMATOLOGIA E W
HEMOTERAPIA DO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DOPROJETO DEPESQUISA
Titulo da Pesquisa: CARACTERIZAGAO MOLECULAR DE PACIENTES COM NEOPLASIAS
MIELOPROLIFERATIVAS CRONICAS
Pesquisador: ANDREA MONTE /RO TARRAGO
Area Tematica:
Versao: 2
CAAE: 33991420 6.0000.0009
Instituigdo Proponente: Fundagdo de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas - HEMOAM
Paftrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.450.813

Apresentacdo do Projeto:

As Neoplasias Mieloproliferativas crénicas sdo doengas clonais causadas pela proliferagio aberrante de
células hematopoigicas na medula 6ssea. Caracterizam-se por rearranjos genéticos cujos produtos atuam
nas principais vias de ransdugdo de sinais celulares (JAK/STAT, a via PI3K-AKT e proteinas da via MAPK)
que conduzem a una superprodugao simples ou mulltilinear dos elementos eritrdides, mieldides e
megacariociticos. Entre as neoplasias mieloproliferalivas cronicas mais frequenles destacam: Leucemia
Mieldide Crénica (BCR-A3L1 +), Paolicitemia Vera, Trombocitemia Essencial e Mielofibrose Primaria; estas
Gltimas classificadas como BCR-ABL.

As neoplasias mieloproliferativas cronicas represeatam um grupo heterogéneo de

doencas clonais da célula progenitora hematopoiética, sendo caracterizadas por proliferacdo elevada, mas
com dilerenciacéo e maturagdo relativamente preservadas.

Nos ultimos anos, diversos estudos permitiram a descoberta das bases moleculares

dessas doengas, que tém, em comum, a ativagao constitutiva da tirosinoguinase decorrente de mutagbes
adquiridas pela célila-lronco hematopoética.

Sabe-se que a deteccao de mutagdes nos genes JAK2 MPL e CARL e o conhecimento de faores genético
incividuais podem confribuir para uma melhor avaliagdo prognostica dos pacientes com NMC que, apesar de
diagnéstico definido respondem de formra diferente durante o curso do tratamento. Assim_ao conhesce’ o

background genético dos pacientes espera-se tragar um perfil
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UF: AM Municipio: MANALS
Telefone: (92)3655-011< Fax: (92)3655-0112 E-mail: cep@hemoam.am.gov.br

Pagna 01 de 05



57

FUNDAGAO DE
HEMATOLOGIA E Bron o™
HEMOTERAPIA DO

clinico baseadas nas variantes encontradas nesta populagdo a fim de que biomarcadores moleculares
sefam utilizados para a udar a controlar 0 avango da coencga.

Objetivo da Pesquisa:

Otjetivo Primario:

Caracterizar mulecularmente pacientes com neoplasias mieloproliferativas vronicas. Lewcemia mielv de
cronica (LMC), Policitemia Vera (PV), Trombocitemia essencial (TE) e Mielofibrose primaria (MP).
Otjetivo Secindario:

= Jastrear a translocacdo BCR-ABL1 p210 mediante analise de ranscritos b2a2 e b3a2;

= Determinar a frequéncia de mutagoes nos genes JAKZ (JAK2VE17F, éxon 12), CALR (mutactes éxon 9) e
MPL (mutagGes éxon 10); « Avaliar a presenga simultinea da mutagdo BCF-ABL1 e JAK2VE17F;

= denificar o haplotipo do gene JAK2 (pesquisa do alelo G pelo SNP rs10974944);

= Aval ar a associagdo da presenga do alelo 3 com a mutagio VB17F do gene JAK2;

- Associar as mutagoes nos genes JAK2, MPL e CALR com caracieristicas clinicas e laboratoriais.

Avaliacéo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os riscos da pesquisa caraclerizam-se por perd4 d¢ aiostras, de informagdes dos pacientes ¢ quebra de
sigilo. A fim de evitd-los, as amostras serdo identificadas e armazenadas corretamente tornando-se vidveis
para estudos futuros. Os dados pessoais dos participantes da pesquisa serdo armazenados em planilha do
software Microsoft Excel. acessivel somenie aos pesquisadores do estudo em estado de sigilo e garantindo
andoutilizagdo das informacgbes em prejuizo das pessoas e/ou das comJnidades.

Beneficios:

Os benelficios da parlicipagdo nesta investicagio estdo direcionados ao estudc molecular das neoplas as
Mieloproliferativas cronicas BCR-ABL1 negativas na populagdo Amazonense, a compreensio de novos
achados genéticos que geram grande impacto no manejo e tratamento destas malignidades hematoldgicas.
Com isso, a realizacdo desta pesquisa confribuira & aquisicio de “erramentas diagnosficas/prognosticas a

favor da populagao alvo.
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Comentarios e Consideragdes sobre a Pesguisa:

Projeto bem delineado, metodologia coerente com objetives e cronograma,
Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
1)Folha de rosto anexada a PB;

2)Cartas de anuéncia anexadas a PB;

3)Termo de Consentimento Livre e Esclarecido anexado a FB;
4)Instumento da Pesquisa junto com o projeto anexado 4 PB;
5)Riscos: Anexados & PB;

6)Beneficios: Anexados & PB;

7)TCUD anexado & PB:

8) Curricu o |attes do pesquisador responsavel atexado a 2B.

9) Cronograma: Adequado.

Recomendaces:

Vide conclusdes ou pexdéncias.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

O projsto & impo-tante para caracterizar molecularmente pacientes com neoplasias mieloproliferativas
créricas: Leucemia mieloide crénica (LMC), Policitemia Vera (PV), Trombocitemia essencial (TE) e
Mielofibrose prima-ia , sendo viavel do ponto de vista étlico e de acordo com a Rezsolugdo 466/12 do
Conselho Nacional de Saide (CNS).

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basices |[PB_INFORMAGOES_BASICAS DO _P | 04/1272020 Ace o
do Projeto ROJETO 1658907 pdi 18:46:28
TCLE /Termos de TCLEfinal.pdf 04/12/2020 |ANDREA hce o
Assentimento / 18:46:00 |[MONTEIRO
Justificativa de TARFAGO
Auséncia
Qutros AndreaTarrago.pdf 02/12/2020 |ANDREA hAce o

18:05:17 |MONTEIROC
Projeto Detalhado /  |projeto.pdf 03/11/2020 |ANDREA Ace fo
Brochura 16:49:52 |MONTEIRO
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Confnuagéo do Parecer: 4 450,813

e ™™

Invesigador projeto.pdf 03/11/2020 [ANDREA Ace fo
16:49:52 |MONTEIRO

TCLE /Termos de  |icle.pdf 03/11:2020 |ANDREA Ace o

Assentimento / 16:42:42 |MONTEIRO

Justificativa de TARFAGO

Auséncia

Qutros teud pdf 03/11/2020 |ANDREA hcefo
16:33:18  [MONTEIRO

Declaragdo de hemoam.pdf 03/11/2020 |ANDREA Ace o

Instituigdo e 16:35:37 [MONTEIRO

Infraestrutura TARFAGO

Folha de Rosto FOLHA_DE_ROSTO pdf 03/11:2020 |ANDREA Ace o
16:29:12 MONTEIRO

Outros labgen pdf 03/11/2020 [ANDREA Ace fo
16:23:30  [MONTEIRO

QOutros SAME pdf 03/11/2020 |ANDREA Ace o
16:23:05 [MONTEIRO

Declaragao de Emanuela pdf 03/11/2020 |ANDREA hAce o

Pesquisadoras 16:20:31 MONTEIRO

Declaragéo de Lucivana.pdf 03/11:2020 |ANDREA Acefo

Pesquisadores 16:20:05 |MONTEIRO

Declaragdo de Wanessa.pdf 03/11/2020 |ANDREA Ace D

Pesquisadoras 16:17:36  |[MONTEIRO

Declaragao de Melson pdf 03/11:2020 |ANDREA hce o

Pesquisadores 16:17:18  |MONTEIRO

Declaragao de Dania.pdf 03/11/2020 |ANDREA Ace o

Pesquisadores 16:16:56  |[MONTEIRO

Declaragéo de Miliane.pdt 05/11:2020 |ANDREA Ace fo

Pesquisadores 18:14:02 |MONTEIRO

Declaragdo de Juliana.pdf 05/11:2020 |ANDREA Ace to

Pesquisadores 18:13:26 |MONTEIRO

Declaragdo de Adriana.pdf 05/11/2020 |ANDREA Ace o

Pesquisadores 18:12:50 |MONTEIRO

Declaragao de Allyson pdt 05/11/2020 |[ANDREA hce fo

Pesquisadores 18:12:19  |MONTEIRO

Declaragao de Andrea.pd’ 05/11/2020 |ANDREA Ace o

P i r 18:12:01 [MONTEIRO

Situagdo do Parecer:

Aprovado

MNecessita Apreciagdo da CONEP:

Nao
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(Coordenador(a))
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9.2. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

{8 & ¢ runcacao Hosplalor
de Femalalogic

QIR L S
{ do Amaional

' HEMOAM

TERMO DECONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
Conforme Resolucio N° 466/12 do CONSELHO NACIONAL DE SAUDE

O presente documento visa convidi-lo pam participar no projeto de pesquisa que tem por
tilo:“Caracterizacio molecular de pacientes com neoplasias mieloproliferativas
cronicas”, sendo a pesquisadora responsavel: Dra. Andréa M. Tarmgd e colaboradores.
Assim. o estudo tem como obtivo caracterizar as alteracdes genélicas que estlo presentes
em pacientes com neoplasias mieloproliferativas cronicas: Leucemia mieldide crénica

(LMC), Policitemia Vera (PV), Trombocitemia essencial (TE) e Mielofibrose priméria(MP).

JUSTIFICATIVA: Mediante da sua participagdo nesta pesquisa, a Fundagio Hos pitalar de
Hematologia e Hemoterapia de Amazonas- HEMOAM permitiri oferecer fermmentas no
diagndstico/prognostico em pacientes que se pm atendidos na Fundacio com doengas no
sangue chamadas neoplasias mieloproliferativas crénicas. Assim como compreender novos
conhecimentos que provocam grande impacto no acompanhamento do trtamento destas
doencas. No Estdo de Amazonas nio existem pesquisas sobre estudo molecular de
Neoplasias Mieloproliferativas cronicas, que identifiquem alteracdes em genes denominados
JAK2. MPL ¢ CALR. importantes no desenvolvimento de doencas no sangue (neoplasias
mieloproliferativas cronicas).O estudo proposto abrange seres humanos; poranto envolve

certos riscos/ desconfortos e beneficios, os quais sio apresentados a seguir:

RISCOS E DESCONFORTOS: Sua participaciio nesta pesquisa ndlo estd associada a
nenhum tipo de risco. 05 dnicos desconfortos estdo associados ao processo de coleta do
sangue, manifestando uma possivel aparigio de hematoma, sangramento no sitio de pungiio,
ardor causado pelo dleool, lesdo de nervo (marmamente), nduseas, vomitos ou desmaios.
Ressalta-se que a equipe de coleta de amostras € altamente qualificada, os quais possuem
manuais e treinamentos para identificar e tratar reagbes que possam surgir durante ou apds

extracio do sangue.
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BENEFICIOS: Os beneficios indiretos da sua participagio nesta investigacio estio
direcionados ao estudo molecular (material genético) de doencas no sangue chamadas
neoplasias Mieloproliferativas cronicas na populagiio Amazonense e i aquisi¢io de novos
conhecimentos que provocam grande impacto no monitoramento e tratamento destas
doencas. Com isso, a realizacio desta pesquisa contribuird & aplicagio de ferramentas
diagnésticas fprognosticas a favor da populacdo em estudo; ndo originando nenhum tipo de

beneficio direto ou remuneracio de nenhuma espécie para os participantes desta pesquisa.

Em caso de vocé aceitar participar do estudo, serio realizados os seguintes

procedimentos:

PROCEDIMENTO DE COLETA DO SANGUE/ ANALISE LABORATORIAL: Seri
extraida uma amostra de sangue, limpando o sitio de puncio com algodio e dlcool,
empregando agulhas e tubos plisticos novos e estéreis. As amostras do sangue serdo
coletadas em quatro tubos (um com tampa azul, um com tampa amarela e dois com tampa
roxa), utilizando um volume de sangue acorde ds indicacdes do fabricante. Ao finalizar a

puncilo, a amostra se armazenard em condicdes Gtimas até sua andlise laboratorial.

REVISAO DE PRONTUARIOS MEDICOS: Serio revisados os seus prontudrios médicos
tanto nos arquivoes {isicos como nos arquivos digitais (arquivos armazenados no sistema do
HEMOAM) para oblencio de dados clinicos como Sexo, Idade, diagnéstico (CID= Codigo
estabelecido para uma determinada doenca) resposta ao tratamento e quadro clinico
manifestado,

ACOMPANHAMENTO ASSISTENCIAL: Se vocé sofrer algum dano ou intercorréncia,
deverd falar para alguém da equipe da pesquisa imediatamente ou em caso de emergéncia,
poderd contactar diretamente Dra. Andréa Monteiro Tarragd, pesquisadora responsivel pelo
estudo, através do telefone (92) 991 36-0001 ou por  e-mail

andrea_s_monteiro @ hotmail.com. Nés Ihe daremos toda assisténcia integral e gratuita e que

for necessdria para garantir seu bem-estar e do seu acompanhante. A equipe da pesquisa ird
garantir que vocé receba assisténcia imediata para reparacio a dano (caso tenha quaisquer
tipos de danos, diretos ou indiretos, imediatos ou tardios), sofridos no decorrer de sua

participagiio na pesquisa, previsto ou niio neste documento.
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Apés conhecer 05 procedimentos que serio realizados para desenvolver o estudo,

vocé deverd suber o seguinte:

VOLUNTARIEDADE: Sua participagio neste estudo € totalmente voluntiria. Vocé tem o
direito a recusar-se a participar ou retirar-se do estudo em qualquer momento, sim que esta
decisio afete a qualidade de atendimento médico (ou de outra indole) no HEMOAM. Cabe

mencionar, que vocé ndo perderd nenhum direito legal por assinar este documento.

CONFIDENCIALIDADE, PRIVACIDADE E ANONIMATO: Os seus dados pessoais
referentes 4 participacio neste  estudo permanecerio confidenciais  durante o
desenvolvimento da pesquisa toda, ndo sendo divelgados de forma a declarar a sua
identidade. Assim mesmo, os dados obtidos de testes realizados poderio ser utilizados de
forma andnima para publicagdes cientificas ou ser apresentados em uma reunidio cientifica.
Em caso de dividas, deniincias ou reclamagoes sobre a sua participagdo e sobre questes
éticas do estudo, vocé pode entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisas (CEP) da
Fundacio Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM); e-mail:
cephemoam@ gmail.com; endereco: na Av. Constantino Nery, 4397-Chapada, Bloco A, 2°
andar, Sala 13 (CEP-HEMOAM), Chapada, Manaus - AM; telefone: (92) 3655-0114, O
horino de funcionamento do CEP ¢ de 8 as 14 horas, de segunda i sexta-feira,

USO DE MATERIAL BIOLOGICO COLETADO: O material biolégico coletado
(sangue) serd utilizado somente para o que se propde neste estudo e solicitamos a sua
autorizagdio para armazenamento de material para estudos futuros. Gamntimos que toda nova
pesquisa a ser realizada utilizando as amostras armazenadas serd submetida & aprovagio do
Comité de Etica em Pesquisa — CEP da FHEMOAM e, se for o caso, da Comissdo Nacional
de Etica em Pesquisa — CONEP.

Desta forma, o Sr. (a) autoriza que o seu sangue seju guardado para pesquisas futuras
relacionadas com o estudo de alteragdes genéticas que desenvolvem doencas no sangue?

( )Sim ou ( )Nio
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CONSENTIMENTO POS-INFORMACAQ

Apés ter recebido informacbes claras, en concordo em participar do estudo em

questdo.

{ Assinatura do participante )

(Assinatura do pesquisador)

Manaus, _ / /

(Impressio dactiloscopica)

4/4
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9.3. Protocolo de extracio de DNA

EXTRACAO DE DNA —- BRAZOL

1.0. Fase pré-extracio de DNA:

2.0.

3.0.

1)
2)
3)
4)
5)

Separar as amostras que serdo extraidas e descongelar naturalmente;

Certificar se o banho-maria esta na temperatura ideal de 56°C;

Verificar a disponibilidade de microtubos de 2,0 mL e 1,5 mL e identifica-los;
Verificar se existe quantidade suficiente de etanol 100% e cloroféormio;

Separar caixa com gelo para manter os reagentes (todos devem ser mantidos no gelo).

Fase de extracao de DNA:

1)

2)
3)

4)
5)

6)

Pipetar 200 pL (microlitros) da amostra de sangue em um microtubo de 2,0 mL, devidamente
identificados. A amostra deve ser homogeneizada antes de pipetar. Em algumas situagdes ¢
possivel pipetar o buffy coat.

Adicionar 400 pL de Brazol gelado (4°C) e agitar no vortex até a amostra adquirir aspecto
homogéneo;

Adicionar 100 pL de cloroformio gelado (4°C) e misturar no vortex até a amostra adquirir
uma coloracao “cor de chocolate”;

Centrifugar por 12 minutos a 10.000 rpm em T.A (22°C);

Ap6s a centrifugagao, retirar o microtubo cuidadosamente da centrifuga e verificar se a
solucdo esta dividida em duas partes;

Pipetar cuidadosamente a fase superior (SOBRENADANTE) ¢ transferir para tubos de 1,5
mL identificados corretamente.

Fase de precipitacio do DNA gendmico:

1))

2)
3)

4)
5)
6)
7)

8)
9)

Adicionar 500 pL de etanol 100% gelado (armazenado a 4°C), homogeneizar no vortex e
observar a formagao de um precipitado. O precipitado ¢ usualmente visualizado em 30 — 60
segundos;

Centrifugar por 15 minutos a 10.000 rpm em T.A (22°C);

Descartar o sobrenadante e adicionar novamente 500 pL de etanol 100% gelado (armazenado
a4°);

Centrifugar por 12 minutos a 10.000 rpm em T.A;

Descartar o sobrenadante;

Remover o etanol residual com pipeta e colocar no banho seco 56°C por 10 minutos;
Adicionar 100 pL de 4gua destilada estéril em cada tubo (H,Odd) — OBS.: adicionar primeiro
50 pL, ver a concentragdo e, se necessario, adicionar mais 50 pL em casos em que a
concentragao esta alta. Se estiver baixa (abaixo de 50 ng) adicionar apenas 50 pL.
Quantificar o DNA gendmico no Nanodrop;

Armazenar o DNA purificado a 4°C ou -20°C.
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9.4.Protocolo: Precipitacdo de produto da PCR com Polietilenoglicol (PEG)

A precipitagdo com PEG atua como método de purificacdo da PCR com objetivo de remogao
de oligos e nucleotideos nao incorporados na PCR que poderiam interferir na reacdo de
sequenciamento. Apresenta um bom rendimento, podendo utilizar somente 0,5-1 ul da amostra
na reagdo de sequenciamento. O método ndo ¢é recomendado para PCR com bandas
inespecificas 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 37° C.

- Prepare placas de sequenciamento ou tubos de maximo 1,5 mL.

- Em caso necessario, preparar o PEG 20% W\V PEG 2,5 M NacCl) Para sua preparacao, usar:
10 g de PEG 8000

7,3 g de NaCl

Adicione 35 mL de ddH20. Agite para solubilizar o PEG durante 20 min ou até solubilizar.
ApOs agitacao, 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 37° C por 15 min.

4- Apos incubagao, centrifugue a 2500 rct (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 inversao da placa) e adicione 125 uL de etanol 80% gelado e
em seguida centrifugue a 1450 rcf (4500 rpm) por 2 min a 4° C.

6- Descarte o sobrenadante, dei um spin com a placa invertida e deixe secando a 60°C por 10
min para remog¢ao de residuos 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 auséncia de residuos de etanol e adicione H20 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 agua.
8-Homogenice e armazene a amostra a -80°C. *LEMBRE-SE: Antes de armazenar as amostras
a -80°C, armazene a 4-5°C por algumas horas para melhor eluicdo de DNA.

9- Quantificar as amostras pelo menos 3 dias ap6s precipitagdo, passando do freezer (-80°C) a
geladeira 4-5°C pelo menos 2 H antes da quantificacao.



9.5.Preparacio 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 numero de amostras).

3- Preparar o mix com os seguintes reagentes:

MIX DA REACAO DE SEQUENCIAMENTO DE SANGER

Reagente 1 Rea¢do Vol (1 uL) 22 Reacoes (Vol uL)
H2O ultrapura 4,5/5,0/5,5 99
Tampao 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 pogo/tubo 10 10

Apds mescla, levar para termociclador e preparar a seguinte programacéo de ciclagem:

Stage 1

96°C por 1 min

1 ciclo

Stage 2

96°C por 10 seg

55°C por 15 seg

60°C por 1 min, 15 seg

15 ciclos

96°C por 10 seg

55°C por 15 seg

Stage 3

60°C por 1 min, 30 seg

55°C por 15 seg

60°C por 1 min, 15 seg

5 ciclos

Stage 3

96°C por 10 seg

55°C por 15 seg

60°C por 1 min, 30 seg

5 ciclos

Stage 4

96°C por 10 seg

55°C por 15 seg

60°C por 2 min

5 ciclos

Stage 5

4°C,

1 ciclo




9.6.Purificacdo do sequenciamento (Método EDTA/Etanol)

1- Apo6s reagdo de sequenciamento, centrifugar a placa a 2000 rpm x 2 min a 4°C. 2- Em cada
pogo, adicionar:

- 2,5ul 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 4°C.

5- Inverter a placa na pia para descartar material ndo aderido na reacdo e centrifugar a placa
invertida a 100 rcf x 1 min.

6- Adicionar 35 uL de etanol 70% (temperatura ambiente) em cada pogo. 7- Centrifugar a 1650
rcf por 15 min a 4°C.

8- Inverter a placa na pia para descartar material ndo aderido na reacdo e centrifugar a placa
invertida a 100 rcf x 1 min.

9- Secar a placa no termociclador a 60°C x 10 min (OBSERVACAO: Colocar a placa sem
tampa).

10-  Armazenar a -20°C as placas at¢ realizar leitura no sequenciador. As placas podem ficar
até 1 més. Em caso de ler no mesmo dia ndo congelar.

9.7.Preparacao 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 pogo.
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 ndo ser lidas nesse momento congelar a -20°C)



9.8. Eletroferograma dos pacientes incluidos no estudo

10 20 7 100 110
Consensus -G_GCCTGGATCTCCTTGGTGACC GCTCTG CATCTAGTGCTGGGCCTCAGCGCCGTCCTGG GCCTGCTGCTGCTGAGGTGGCAGTTTCCTGCACACTACAGG-
Coverage

1 8 18 28 38 a8 58 8 78 Ed a7

Ce NG_007525 TCOTGCG GEETGETGETGETGAGGTGGEAGTTTECTGEATACTATAG
JMHMMMH (aan A n.lm‘.umMWh Mttt AT ol
C= REVOITRV CCTABCCTGGATCTCCTTGGTGACCGCTCTGCATCTAGTGCTGGGCCTCAGCGCCGTCCTGGGCCTGCTGCTGCTGAGGTGGCAGTTTCCTGCACACTACAGETAC

Paciente NMP1

10 70 100 110
Consensus 7 22772 MEETAGC CTGGATCTCC'ITGGTGAC CGCTCTG CATCTAGTGCTGGGCCTCA GCGCCGTCCTGGGCCTGCTGCTGCT GAGGTGGCAGTTTCCTGCACACTACAC G
T

Coverage
9
[+ NG_007525 CETCGATETCETT GG GALE GETET G EATETAGTGET GG GECTEA GEGEE GTEET GG GEETGETGETGET GAGGT GGEAGITTCET GEATACTACA]
A oINS A A
C+ REV O3RV _CCTGGATCTCC'ITGGTGACC GCTCTG CATCTAGTGCTGGGCCTCA GCGCCGTCCTGGGCCTGCTGCTGCTGAGGTGGCAGTTTCCTGCACACTACA

Paciente NMP3

10 70 100 110
Consensus ? 277 ?-GCCTGGATCTCC'ITGGTGAC CGCTCTGCATCTAGTGCTGGGCCTCAGCGCCGTCCTGGGCCTGCTGCTGCTGAGGTGGCAGTTTCCTGCACACTACAC’G
T

Coverage 1

B a
L& NG_007525

MoK IR AL ) AOC 0 WX AN o)l

Ce REV O4RV T_CCTGGATCTCC'I_I'GGTGAC CGCTCTG CATCTAGTGCTGGGCCTCAGCGCCGTCCTGG GCCTGCTGCTGCTGAGGTGGCAGTTTCCTGCACACTACAC.A

Paciente NMP4

1 10 2 30 £ 50 & 70 80 % 100 110
Consensus -G_GCCTGGATCTCC'ITGGTGACCGCTCTGCATCTAGTGCTGGGCCTCAGCGCCGTCCTGGGCCTGCTGCTGCTGAGGTGGCAGTTTCCTGCACACTACACm
T

Coverage 1

E a

MPL exon 10
L& NG_007525
AL ‘ A

[e= REY OSRY .'I—l'-Tc-AGCCTGGATCTCC'I_I'GGTGACCGCTCTGCATCTAGTGCTGGGCCTCAGCGCCGTCCTGGGCCTGCTGCTGCTGAGGTGGCAGTTTCCTGCACACTACA( GT/

Paciente NMP5



! 1 » » o 50 5 ™ 5 ® 0 s
Consensus 2 IENEETAGCCTGGATCTCCTTGGTGACCGCTCTGCATCTAGTGCTGGGCCTCAGCGCCGTCCTGGGCCTGCTGCTGCTGAGGTGGCAGTTTCCTGCACACTACACG
Coverage
1
MPL exon 10
L& NG_007525 [CETGGATETCCTTG GTGACE GETETGEATETAGTGETGGGECTCA GEGEC GTEETGGGEETGETGETGET GAGGT GGEAGTTTCCTGCACACTACA G
W Mot M ek

A WAL WA W i A AW i W W

[+ REV Q8RV TETCCTAGCCTGGATCTCCTTGGTGACCGCTCTGCATCTAGTGCTGGGCCTCAGCGCCGTCCTGGGCCTGCTGCTGCTGAGGTGGCAGTTTCCTGCACACTACA

Paciente NMPS

70 100 110
Consensus -G_GC CTGGATCTCCTFGGTGAC C GCTCTGCATCTAGTGCTGGGCCTCA GCGCCGTCCTGGGCCTGCTGCTGCT GAGGTGGCAGTTTCCTGCACACTACAC]_

c T
overage
B 0.

. A O N N R e o T e

WTIENEMEETAGC CTGGATCTCCTTGGTGACCGCTCTGCATCTAGTGCTGGGCCTCAGCGCCGTCCTGGGCCTGCTGCTGC T GAGGTGGCAGT TTCCTGCACACTACACETA

Paciente NMP11

Consensus -G_“)GCCTGGATZK‘:]TCCTI'GGTGACCGCTCTGCATCTAGTGCTGGGCCTCAGCGCCGTCCTGG?S’CCTGCTGCTGCTGAGGTGGCAGTTTCCTGCACACTACAC“;
Coverage
O+ NG_007525

1 ' . —
o ol oo Lo L sl

WTTGTETAETAGCCTGGATCTCCTTGGTGACCGCTCTGCATCTAGTGCTGGGCCTCAGCGCCGTCCTGGGCCTGCTGCTGCT GAGGTGGCAGTTTCCTGCACACTACAGGTY

Paciente NMP12

10 70 100 110
Consensus -G_GC CTGGATCTCCTI'GGTGAC C GCTCTGCATCTAGTGCTGGGCCTCA GCGCCGTCCTGGGCCTGCTGCTGCT GAGGTGGCAGTTTCCTGCACACTACAC GTA
T

Coverage

P+ NG_007525

Ce REV13RV ETHGTETCETABCCTGGATCTCCTTGGTGAC CGCTCTGCATCTAGTGCTGGGCCTCAGCGCCGTCCTGGGCCTGCTGCTGCTGAGGTGGCAGTTTCCTGCACACTACA

Paciente NMP13

! o1 s ® 49 % 5 79 5 % 0 1
Consensus GIETEETAGCCTGGATCTCCTTGGTGACCGCTCTGCATCTAGT GCTGGGCCTCAGCGCCGTCCTGGGCCTGCTGCTGCTGAGGTGGCAG CCTGCACACTACAGGH
rgess

Coverage I

E a

1 s 1 » » - B 5 7 5 o
10

O+ NG_007525 CCTGGATCTCC'I'I'GGTGACCGCTCTGCATCTAGTGCTGGGCCTCAGCGCCGTCCTGGGCCTGCTGCTGCTGAGGTGGCAG CCTGCACACTACAG
O+ REV 15RV

T'I'I'GTCTCCTA CCTGGATCTCC'I'I'GGTGACCGCTCTGCATCTAGT GCTGGGCCTCAGCGCCGTC CTGGGCCTGCTGCTGCTGAGGTGGCAG CCTGCACACTACAG |

Paciente NMP15



10 70 100 110
Consensus -G_GC CTGGATCTCC'ITGGTGAC € GCTCTGCMTCTAGTGCTGGGCCTCA GCGCCGTCCTGGGCCTGCTGCTGCT GAGGTGGCAGTTTCCTGCACACTACAC i

o |
overage
E 0.

D& NG_007525

C CTGGATCTCC'ITGGTGAC © GCTCTGCMTCTAGTGCTGGGCCTCA GCGCCGTCCTGGGCCTGCTGCTGCT GAGGTGGCAGTTTCCTGCACACTACA G'I'l

LCe= REV 16RV

Paciente NMP16

10 20 30 40 50 60 70 M 90 mu 1|D
Consensus -G_GCCTGGATCTCC'I'I'GGTGACCGCTCTGCATCTAGTGCTGGGCCTCAGCGCCGTCCTGGGCCTGCTGCTGCTGAGGTGGCAGTTTCCTGCACACTACACH
I
Coverage J
[+ NG_007525 [EETGGATETEETTGCTGATE GETET GEATETAGTGETGG GEETEA GEGEE G GGGEETGETGETGET GAGGTGGEAGTTTEETGEATAGTATAJ
L N P o Ao il
l A A A W A A A AN M A A e s Tt A oW Al AR
[+ REV 17RV TTTGTEMCETAGCCTGGATCTCCTTGGTGACCGCTCTGCATCTAGTGCTGGGCCTCAGCGCCGTCCTGGGCCTGC TGCTGC T GAGGTGGCAGT T TCCTGCACACTACAJEN.

Paciente NMP 17

TD 20 30 40 50 60 70 30 90 '\W 1|D
Consensus -E_GCCTGGATCTCCﬁGGTGACCGCTCTGCATCTAGTGCTGGGCCTCAGCGCCGTCCTGGGCCTGCTGCTGCTGAGGTGGCAGTTTCCTGCACACTACACG
T
Coverage
E o]
88 97
[ NG_007525 [CCTGGATCTCCTT GCTCACCGETCET GEATCTAGTGETGGGECTCA G G-GGG-G-G-G-EGEGG-G_G_C
L e N o T e M e
AMA WA L Vs AN AN MM A AN A lnar VY
EUV 18RV TTTGTETCCTAGCCTGGATCTCCTTGGTGACCGCTCTGCATCTAGTGCTGGGCCTCAGCGCCGTCCTGGGCCTGCTGCTGCT GAGGTGGCAGT TTCCTGCACACTACAGGTE

Paciente NMP18

‘\ m ZO ]0 40 50 60 70 30 90 |Dﬂ ‘|10
Consensus N I G C C TGGATCTCCTTGGTGAC CGCTCTGCATCTAGTGCTGGGCCTCAGCGCCGTCCTGGGCCTGCTGCTGET GAGGTGGCAGT TTCCTGCACACTACACGE
1
Coverage I
0.
1 8 18 28 38 48 5‘8 68 7|& 88 97
t+ NG_007525 [EETGGATETEETT GGTGATE GETET GEATETAGTGET GG GEETEA TECTGGGEET GET GAGGT GGEAGTTTCCTGEACACTACA]

(el
l!lﬂ‘lthlmmmlhlnlnl.um ML l"WdlMlm.u.u el
19RV I CCTAGCCTGGATCTCCTTGGTGACCGCTCTGCATCTAGTGCTGGGCCTCAGCGCCGTCCTGGGCCTGCTGCTGE T GAGGTGGCAGT TTCCTGCACACTACAJGTY

Paciente NMP19



o 70 100 110
Consensus -G_GC CTGGATCTCCTFGGTGAC © GCTCTGCATCTAGTGCTGGGCCTCA GCGCCGTCCTGGGCCTGCTGCTGCT GAGGTGGCAGTTTCCTGCACACTACAC GT

Coverage

L& NG_007525

La REJ2TRV GTCTCCTAGCCTGGATCTCCTTGGTGACCGCTCTGCATCTAGTGCTGGGCCTCAGCGCCGTCCTGGGCCTGCTGCTGCT GAGGTGGCAGT TTCCTGCACACTACAGGT,

Paciente NMP21

10 70 ‘\DD |‘|D
Consensus -G_GCCTGGATCTCC'I'I'GGTGACCGCTCTGCATCTAGTGCTGGGCCTCAGCGCCGTCCTGGGCCTGCTGCTGCTGAGGTGGCAGTTTCCTGCACACTACACE.
1
Coverage I
e 0
7 G P P E2 P P & g2 & 4
P+« NG_007525 €T GAGGT GGEAGTTTCEETGEACACTATA]

e e T o e e

WTTGTCTCCTAGCCTGGATCTCCTTGGTGACCGCTCTGCATCTAGTGCTGGGCCTCAGCGCCGTCCTGGGCCTGCTGCTGCT GAGGTGGCAGTTTCCTGCACACTACAGGT.

Paciente NMP22

m 20 70 ‘|D§
Consensus ?IG_ECCTGGATCTCCTI'GGTGACCGCTCTGCATCTAGTGCTGGGCCTCAGCGCCGTCCTGGGCCTGCTGCTGCTGAGGTGGCAG"ITTCCTGCACACTACAC_
hl
Coverage
! ™ 5]
e NG_007525 [COTGGATETCCTTGGTGACE GETETGEATCTAGTGETGGGEETCA GEGEE GTECTGGGECTGETGETGET GAGGTGGEAGTTTCETGEATACTACA
L& REV 23RV IETETCCTAGCCTGGATCTCCTTGGTGACCGCTCTGCATCTAGTGCTGGGCCTCAGCGCCGTCCTGGGCCTGCTGCTGCT GAGGTGGCAGT TTCCTGCACACTACA]GTA
Paciente NMP23
! » ® 2 1 50 o ” 5 % 1% s
Consensus PG EEENAGCC TGGATCTCCTTGGTGACCGCTCTGCATCTAGTGCTGGGCCTCAGCGCCGTCCTGGGCCTGCTGCTGCTGAGGTGGCAGTTTCCTGCACACTACA CAl
T
Coverage I .
& 0.
IT ? ‘\Iﬁ ZIB 3? d? EIQ 6I9 7I9 97
L& NG_007525 CCTGGATCTCCTTG GIE-G-_GIG-GGG_GI__GGG-G-G-G-GIEEGG-G_G_
M' m I m"l ' l " ﬂhhﬂhl. “ ' M"”' '"' l”'"””"'m" m u. u. dllh“hm“. '”” ' ' '
[e REV 24RV EETETCCTAGCCTGGATCTCCTTG GTGACCGCTCTGCATCTAGTGCTGGGCCTCAGCGCCGTCCTGGGCCTGCTGCTGCTGAGGTGGCAG"ITTCCTGCACACTACA GT:

Paciente NMP24



1 10 20 30 40 70 80 £ 100 110
Consensus RGN A G C C TGGA TCTCCTTGGTGACC GCTCTGC‘TCTAGTC‘ZTGGGCCTCA GCGCCGTCCTGGGCCTGCTGCTGCT GAGGTGGCAGTTTCCTGCACACTACACGH

Coverage

[ NG_007525 CCTGGATCTCCTTGGTCACEGETET GEATETAGTGETGGGECTEA GO -GGG-G-G-G-EGEGG-G_G_E’
dhlmuhuuuhunlml.um.uhl.lxlmmh.unl.u, Ao\l uluudmxh ‘.mlmm
[+ REU 25RV TTTGTETCCTAGCCTGGATCTCCTTGGTGACCGCTCTGCATCTAGTGCTGGGCCTCAGCGCCGTCCTGGGCCTGCTGCTGCTGAGGTGGCAGT TTCCTGCACACTACAG

Paciente NMP25

‘ID 20 ]D 40 50 60 70 M W “l) 1|D
Consensus -G_GCCTGGATCTCC'I'I'GGTGACCGCTCTGCATCTAGTGCTGGGCCTCAGCGCCGTCCTGGGCCTGCTGCTGCTGAGGTGGCAGTTTCCTGCACACTACAC_
il
Coverage I
B 0
L+ NG_007525 CETGGATETCCTTGGTGACE GETET GEATETAGTGETGGGECTEAGEGEE GTEETGGGEETGETGETGET GAGGTGGEAGTTTCETGEACACTACA]

MH nlld"‘hullﬂulululm Ml hhumhum T L e
Ce REV 26RV TTrG ITCCTAGCCTGGATCTCCTTGGTGACCGCTCTGCATCTAGTGCTGGGCCTCAGCGCCGTCCTGGGCCTGCTGCTGC T GAGGTGGCAGTTTCCTGCACACTACAQGTA

Paciente NMP26

10 20 40 60 70 80 90 100 |‘|D
Consensus -G_GCCTGGATCTCC'ITGGTGACCGCTCTGCATCTAGTGCTGGGCCTCAGCGCCGTCCTGGGCCTGCTGCTGCTGAGGTGGCAGTTTCCTGCACACTACAC_
Coverage
1 8 18 28 38 48 5‘8 68 7:3 88 97
q
MPL
D= NG_007525 -GG—GGIG-_G_GIG-GGG_ﬂ_G-GGG-G-G-G-EGEGG-G_G_C
e o N o e v o
REU 27RV TTTGRETCCTAGCCTGGATCTCCTTGGTGACCGCTCTGCATCTAGTGCTGGGCCTCAGCGCCGTCCTGGGCCTGCTGCTGCT GAGGTGGCAGT TTCCTGCACACTACAQGTA
Paciente NMP27
10 7D TDD ‘|10
Consensus -G_GCCTGGATCTCC'I_I'GGTGACCGCTCTGCATCTAGTGCTGGGCCTCAGCGCCGTCCTGGGCCTGCTGCTGCTGAGGTGGCAGTTTCCTGCACACTACAC_
T
Coverage
! s 1 1? B B » o 7 5 g
4
MPL
L& NG_007525 -GG—GGIG-_G_GIG-GGG_ﬂ_G-GGG-G-G-G-EGEGG-G_G_E{

Paciente NMP28

1 10 20 30 40 50 60 70 80 %0 100 110
Consensus I GIEEENAG C CTGGATCTCCTTGGTGACCGCTCTGCATCTAGTGCTGGGCCTCAGCGCCGTCCTGGGCCTGCTGCTGCTGAGGTGGCAGTTTCCTGCACACTACAGGEE
Coverage

[# NG_007525

Mol
Ce= REY 29RV -T-T(IT.GC CTGGATCTCCﬁGGTGACC GCTCTGCATCTAGTGCTGGGCCTCAGCGCCGTCCTGGGCCTGCTGCTGCT GAGGTGGCAGTTTCCTGCACACTACAQET

Paciente NMP29



'\D 20 30 40 SD ED 70 ED 90 100 ‘|10
Consensus -G_GcCTGGATCTCCTFGGTGACcGCTCTGCATCTAGTGCTGGGCCTCAGcGCCGTCCTGGGCCTGCTGCTGCTGAGGTGGCAGTTTCCTGCACACTA(A(GI
T

Coverage

[+ NG_007525 [EETGGATETCCTT GGTGATE GETET GEATETAGT GET GG GECTEA GE GEE GTEET GG GEETGETCETGET GAGGT GGEAGTTTCCTGEACACTATA]
hhllﬂmﬂnh .uuﬂmhl.dm MV mluhm AV A mh.uthh i

L REJ 30RV .T-T-{'TAGCCTGGATCTCC'I_I'GGTGACCGCTCTGCATCTAGTGCTGGGCCTCAGCGCCGTCCTGGGCCTGCTGCTGCTGAGGTGGCAGTTTCCTGCACACTACA( GT.

Paciente NMP30

1 10 1 7 100 110
Consensus TETGTETEETAGC CTGGATCTCC'ITGGTGAC (= GCTCTGCATCTAGTGCTGGGCCTCA GCGCCGTCCTGGGCCTGCTGCTGCT GAGGTGGCAGTTTC STGCACACTACACGEE
T

Coverage

L& NG_007525 GGATETEETTGGTGACE GETET GEATETAGT GETGGGEETEA GE GEE GTEETG GGEETCETGETGET GAGGT GGEAGTTTEETGEACACTATAG
A m‘Hﬂ.ummlulWM M) “Mhl e A Il

[Ce REV 34RV TTRGTETCETAGCCTGGATCTCCTTGGTGAC CGCTCTGCATCTAGTGCTGGGCCTCAGCGCCGTCCTGGGCCTGCTGCTGCT GAGGTGGCAGT TTCS TGCACACTACA]

Paciente NMP34

20 30 a0 50 60 70 80 %0 100 110
Consensus 3GATCTCCTTGETGACCGCTCTGCATCTAGTGCTGGGCCTCAGCGCCGTCCTGGGCCTGCTGCTGCTGAGGTGGCAGTT TCCTGCACACTACAG G.
T

Coverage

L& NG_007525

Ce REV 38RV 3GAT CTCC'ITGGTGACC GCTCTGCATCTA GTGCTGGGCCTCAGCGCCGTCCTG GGCCTGCTGCTGCTGAGGTGGCAGTT TCCTGCACACTACA

Paciente NMP38

10 70 100 110
Consensus -G_GC CTGGATCTCC'ITGGTGAC (= GCTCTGCATCTAGTGCTGGGCCTCA GCGCCGTCCTGGGCCTGCTGCTGCT GAGGTGGCAGTTTCCTGCACACTACAC Gl
T

Coverage I
E 0.

L& NG_007525

| WHWMMMM@(W&MMMWMMMMMMM1

La REJ 40RV ETHGTETETAGCCTGGATCTCCTTGGTGAC CGCTCTGCATCTAGTGCTGGGCCTCAGCGCCGTCCTGGGCCTGCTGCTGCTGAGGTGGCAGT TTCCTGCACACTACAGT,
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9.9. Gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etidio
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PCR: MPL - Ensaio 01-30.
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PCR - MPL_ Ensaio 2 - 01.

LADDER NMP17 NMP18 NMP19 NMP21 NMP22 NMP23 NMP24
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NMP25 NMP26  NMP27 NMP28 NMP29 NMP30 NMP31 BRANCO

PCR - MPL_|
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LADDER NMP94 NMPO7 NMPI8 NMP101NMP102 NMP103 NMP104

LADDER

NMP106 NMP107 NMP108

PCR - MPL_E
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PCR - MPL_Ens: el 3 - 22.02.2023




