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Resumo 
Algumas evidências destacam mutações no gene ASXL1 como um evento 
importante na evolução clínica de pacientes com neoplasias hematológicas, 
particularmente em leucemias mieloides agudas e síndrome mielodisplásicas. 
Contudo, seu impacto prognóstico em neoplasias mieloproliferativas (NMP) ainda 
é pouco explorado. Aqui, nós caracterizamos 208 pacientes com NMP 
cromossomo Filadélfia (Ph) negativo (policitemia vera, PV; trombocitemia 
essencial, TE; mielofibrose primária, MFP), de acordo com mutações no gene 
ASXL1, e correlacionamos esses achados com características clinico-laboratoriais 
desses pacientes. A pesquisa das mutações foi realizada por sequenciamento 
sanger, em que polimorfismos germinativos e mutações sinonímias foram 
excluídas das análises. Mutações no ASXL1 foram detectadas em 22/208 
pacientes (10%), das quais quatro foram observadas em pacientes com PV (4/54; 
7%), onze em pacientes com TE (11/123; 9%) e sete com MFP (7/31; 22%). As 
características clínicas e laboratoriais foram similares entre pacientes com ASXL1 
mutado e não mutado. Quando as entidades foram avaliadas individualmente (PV, 
TE e MFP), observou-se associação entre mutações no ASXL1 e idade mais 
avançada em pacientes com TE (P = 0,049) e desenvolvimento de 
esplenomegalia em pacientes com MFP (P = 0,026). Com uma mediana de 
seguimento de 5,1 anos (IC95%: 4,5 a 7,3 anos), 136 pacientes (65%) 
desenvolveram algum tipo de manifestação clínica, sendo o desenvolvimento de 
complicações vasculares o mais frequente (n=54; 26%), seguido por 
esplenomegalia (n=47; 22%), eventos hemorrágicos (n=30; 14%) e trombose 
(n=21; 10%). Mutações no gene ASXL1 não foram associadas com o 
desenvolvimento das referidas manifestações. Dentro deste seguimento, apenas 
dois pacientes evoluíram para síndrome mielodisplásica e um para leucemia 
mieloide aguda, todos sem mutações no gene ASXL1. 

 

Palavras-chave:Neoplasias mieloides; Modificadores epigenéticos; 
JAK-STAT; Prognóstico.  



 
 

Abstract 

Accumulating evidences report mutation in ASXL1 as an important predictor to 
clinical outcomes of patients with hematological malignancies, particularly acute 
myeloid leukemia and myelodysplastic syndrome. However, the prognostic impact 
in myeloproliferative neoplasm (MPN) remains underexplored. Here, we evaluated 
clinical and laboratory features of 208 Philadelphia negative MPN patients 
(polycythemia vera, PV; essential thrombocythemia, ET; primary myelofibrosis, 
PMF), according to mutations in ASXL1. Screening for ASXL1 mutations were 
performedby Sanger sequencing. Germline variations were excluded. ASXL1 
mutations were detected in 22/208 patients (10%), of which four in PV patients 
(4/54-7%), 11 in ET patients (11/123-9%) and seven in PMF (7/31-22%). Baseline 
features were similar between ASXL1-mutated and non-mutated patients. 
Evaluated individually (PV, ET, PMF), we observed that ET patients harboring 
ASXL1 mutations were older (P = 0,049) than ASXL1 non-mutated patients. 
Similarly, PMF patients presented higher frequency of splenomegaly in ASXL1-
mutated group (P = 0,026). No other features were associated with 
ASXL1mutations. The median follow-up was 5,1 years (CI95%: 4,5-7,3 years). 
One hundred and thirty six patients (65%) developed some of the clinical common 
manifestations, which the most frequent was vascular complications (n=54; 26%), 
followed by splenomegaly (n=47; 22%), bleeding (n=30;14%) and thrombosis 
(n=21;10%). ASXL1 mutations were not associated with development of such 
events. In our cohort, only two patients have evolved for myelodysplastic 
syndrome and one for acute myeloid leukemia, all of them without mutations in 
ASXL1. 
 
Keywords:Myeloid neoplasm; Epigenetic modifiers; JAK-STAT; 
Prognostic. 
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1. INTRODUÇÃO 

As neoplasias mieloproliferativas (NMP) são doenças clonais da célula 

tronco hematopoiética, caracterizadas pela proliferação anormal de precursores 

mieloides da medula óssea com consequente acúmulo de uma ou mais linhagens 

de células maduras mieloides no sangue periférico e tecidos, levando a 

complicações clínicas como organomegalia, trombose, hemorragia e potencial 

evolução para mielofibrose e leucemia aguda.Por convenção, essas neoplasias 

podem ser reagrupadas segundo mutações e/ou rearranjos de genes 

codificadores de tirosina quinases, dos quais se destacam o gene ABL1, 

frequentemente associado à translocação cromossômica t(9;22)(q34;q11)/BCR-

ABL1 ou cromossomo Filadélfia (Ph), e o gene Janus quinase 2 (JAK2), envolvido 

na mutação somática JAK2V617F. No primeiro grupo (Ph-positivo), destaca-se a 

leucemia mieloide crônica como principal entidade, enquanto que no segundo 

grupo (Ph-negativo), enquadram-se a policitemia vera, trombocitemia essencial e 

mielofibrose primária, as quais estão frequentemente associadas à mutação 

JAK2V617F. 

As NMP apresentam, em geral, curso clínico lento e arrastado, e são, por 

isso, consideradas excelentes modelos para avaliação de marcadores 

prognósticos durante evolução clonal dos pacientes. Isso se deve às claras 

distinções entre os estágios crônico e agudo das entidades.Apesar da mutação 

JAK2V617F ser reconhecida como paradigma diagnóstico para as NMP Ph-

negativo, outros alvos moleculares são investigados como possível moduladores 

do curso clínico, isso se sustenta é duas questões básicas: 1) como uma mesma 

mutação pode apresentar três fenótipos distintos (PV, TE e MFP) 2) quais 

mutações estão associadas aos casos JAK2 negativos (~40%). Atualmente, 



17 

acredita-se que alterações vicinais a via JAK/STAT estão relacionadas a 

explicação das questões elencadas anteriormente.  

O Additional sex combs-like 1 (ASXL1), homólogo humano da proteína Asx 

de Drosophila, é membro do grupo Polycomb de proteínas repressivas, 

associadas a manutenção da repressão transcricional loci específico. 

Recentemente, inúmeros estudos clínicos evidenciaram que o ASXL1 se encontra 

alterado em múltiplas formas de neoplasias mieloides, incluindo síndrome 

mielodisplásica (SMD), leucemia mielomonocítica crônica (LMMC), leucemia 

mieloide aguda (LMA) e NMP. As alterações no ASXL1 são geralmente 

associadas com curso clínico adverso em LMMC, SMD e LMA, sem, contudo, 

haver consenso com relação às NMP, uma vez que o número de trabalhos 

relacionados é consideravelmente menor.  

A desregulação da ASXL1 é normalmente relacionada a mutações dos 

tipos frameshift e nonsense, que têm como resultado uma proteína truncada em 

sua região C-terminal, upstream ao seu domínio funcional, a porção PHD. Os 

dados clínicos publicados até o momento sugerem um importante papel do 

ASXL1 na patogênese e/ou transformação das neoplasias mieloides. Contudo, 

ainda é necessária a elucidação da função da ASXL1 na hematopoiese normal e 

leucêmica, afim de determinar sua real participação nos referidos processos. 

Usualmente, as mutações apresentam-se heterozigotas, sugerindo uma 

haploinsuficiência do ASXL1 na regulação funcional da célula tronco 

hematopoiética. Estas mutações são também identificadas na síndrome de 

Bohring-Optiz, condição rara caracterizada por anormalidades faciais, múltiplas 

malformações, inabilidades intelectuais e morte precoce, estes dados, 

coletivamente, sugerem que mutações somáticas no ASXL1 conduzem a 
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neoplasias mieloides, assim como mutações germinativas causam fenótipos de 

alterações do desenvolvimento, corroborando, assim, com a hipótese que a 

ASXL1 está envolvida na regulação da expressão gênica em diversos processos 

e tecidos. 

Diante do exposto, o presente projeto tem como principal objetivo 

caracterizar pacientes com NMP Ph-negativo de acordo com mutações no gene 

ASXL1 e correlacionar esses achados com características clinico-laboratoriais 

desses pacientes. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 Neoplasias mieloproliferativas 

As neoplasias mieloproliferativas (NMP) são desordens hematológicas 

clonais caracterizadas por uma proliferação aumentada dos componentes 

celulares mieloides (Vardiman & Hyjek 2011). A Organização Mundial de Saúde 

(OMS) reconhece as seguintes entidades de NMP: Leucemia Mieloide Crônica 

(LMC), Policitemia Vera (PV), Trombocitemia Essencial (TE), Mielofibrose 

Primária (MFP), Mastocitose Sistêmica, Leucemia Neutrofílica Crônica, Leucemia 

Eosinofílica Crônica e NMP inclassificável (OMS 2008). Entretanto, a LMC, PV, 

TE e MFP são as entidades com maior destaque por suas prevalências. Apesar 

de serem classificadas em diferentes entidades, as NMP compartilham algumas 

características fisiopatológicas comuns. Isso se deve, ao fato de que esta 

proliferação anormal dos componentes mieloides surge a partir de vias de 

sinalização celular constitutivamente ativadas que afetam mecanismos de 

controle de proliferação celular e apoptose (Passamonti 2012).  

Por convenção, essas neoplasias podem ser reagrupadas segundo 

mutações e/ou rearranjos de genes codificadores de tirosina quinases, dos quais 

se destacam o gene ABL1, frequentemente associado à translocação 

cromossômica t(9;22)(q34;q11)/BCR-ABL1 ou cromossomo Filadélfia (Ph), e o 

gene JAK2, envolvendo principalmente uma mutação somática no domínio 

regulatório da proteína Janus quinase 2, que consiste na substituição de uma 

valina por fenilalanina no códon 617 (JAK2V617F), além de mutações adicionais 

no éxon 12. No primeiro grupo (Ph-positivo), destaca-se a LMC como principal 

entidade, enquanto que no segundo grupo (Ph-negativo), enquadram-se a PV, TE 
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e MFP, as quais estão frequentemente associadas à mutação JAK2V617F (Tefferi 

& Vardiman 2008). 

O desenvolvimento de drogas seletivas inibidoras de tirosina quinase (ITQ), 

representou, sem dúvida, um grande avanço no tratamento de pacientes com 

LMC, com consequente melhoria no curso clínico desses pacientes, e 

transformando esta doença em uma das neoplasia com melhores taxas de 

remissão e sobrevida global (Mughal et al. 2014). Por outro lado, as NMP Ph-

negativo não possuem a mesma eficiência terapêutica e, dada à heterogeneidade 

clínica entre estes pacientes, a predição do desenvolvimento das principais 

complicações relacionadas às entidades, tais como trombose (PV e TE), 

hemorragia (TE) e fibrose medular (MFP), é consideravelmente mais complicada 

(Barosi et al. 2014).  

2.1.1 NMP BCR/ABL1 negativas: classificação e características clínicas  

As NMP negativas para o rearranjo t(9;22)/BCR-ABL1, incluindo as 

entidades PV, TE e MFP, são doenças hematológicas originadas de alterações 

clonais da célula-tronco hematopoiética e são caracterizadas por proliferação de 

precursores mieloides na medula óssea, com consequente produção excessiva 

de uma ou mais linhagens de células maduras mieloides do sangue periférico 

(Kvasnicka 2013). Coletivamente, a incidência anual das NMP supracitadas é de 

0,5 a 2,5 casos por 100.000 habitantes (Barosi et al. 2014). Clinicamente, essas 

doenças caracterizam-se por graus variados de eritrocitose, trombocitose, 

leucocitose, organomegalia secundária à hematopoese extramedular, trombose e 

hemorragia, que, em último grau, pode resultar em mielofibrose grave e 

transformação para leucemia aguda (Tefferi & Vardiman 2008; Vardiman & Hyjek 

2011). 
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A PV possui incidência anual de 0,7-2,6 casos por 100.000 habitantes, 

tendo como principal característica a expansão clonal de eritrócitos no sangue 

periférico (Angona et al. 2015; Tefferi 2015). É importante destacar que esta 

expansão é independente de eritropoietina (hormônio regulador da eritropoiese 

fisiológica), e que o aumento do número de hemácias (eritrocitose) é comumente 

acompanhado do aumento simultâneo de plaquetas (plaquetose) e leucócitos 

(leucocitose), clinicamente sumarizado como panmielose. Atualmente, aceita-se 

que a desregulação molecular da via JAK-STAT, majoritariamente causada por 

mutações em JAK2, é a responsável pela etiopatogenia da PV (Geyer et al. 2014; 

Tefferi 2015). Pacientes com esta entidade podem apresentar-se completamente 

assintomáticos, sendo diagnosticados após algum evento tromboembólico ou 

algum achado sugestivo em exame laboratorial realizado com outra finalidade. 

Aproximadamente 30 a 40% dos pacientes apresentam sintomas constitucionais, 

em que se destacam a cefaleia, prurido, fraqueza, sudorese noturna e tontura 

(Nemer et al. 2014).  

Os principais eventos identificados ao diagnóstico são os trombóticos ou 

hemorrágicos, devidos, principalmente, a eritrocitose, plaquetose e maior adesão 

destas células ao endotélio vascular. Estas manifestações podem resultar em 

sérias complicações como o acidente vascular cerebral (AVC) ou disfunções 

cardiovasculares, sobretudo em pacientes idosos (Barbui et al. 2013; Finazzi et al. 

2013; Enblom et al. 2015). A urgência do diagnóstico decorre do fato que, sem 

tratamento, estes pacientes podem ter consequências mais drásticas 

provenientes das complicações cardiovasculares, além de potencial evolução 

patológica para mielofibrose ou leucemia aguda (LA) (Tefferi 2015). 
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A TE possui incidência anual de 0,2 a 2,27 casos a cada 100.000 

habitantes e envolve, principalmente, o comprometimento da linhagem 

megacariocítica, sendo caracterizada por um aumento sustentado e persistente 

da contagem de plaquetas (>450x109/L) no sangue periférico, exacerbação da 

megacariopoiese e por episódios clínicos de trombose e/ou hemorragia. Por não 

possuir um marcador genético ou biológico específico para TE, para realização de 

seu diagnóstico, outras causas de plaquetose devem ser previamente excluídas, 

incluindo outras NMP (OMS, 2008; Tefferi 2015). As principais manifestações 

estão associadas às complicações cardiovasculares, em que se destacam os 

eventos trombóticos e hemorrágicos (Kiladjian 2012; Finazzi et al. 2013). 

Contudo, aproximadamente metade dos pacientes com TE são assintomáticos ao 

diagnóstico (Lekovic et al. 2015). 

A MFP tem incidência de 0,1 a 1,0 caso para cada 100.000 habitantes/ano, 

e é caracterizada por um quadro leucoeritroblástico, presença de precursores 

eritróides e leucocitários no sangue periférico, leucocitose e/ou citopenias, fibrose 

medular progressiva e hematopoiese extramedular com esplenomegalia (OMS 

2008). Pode ocorrer de novo (MFP) ou como resultado de progressão da PV ou 

TE (MF pós-PV/TE) sem diferenças clínicas ou histológicas entre elas 

(Mascarenhas et al. 2013). Entre as NMP BCR/ABL1 negativas, a MFP é a 

entidade que apresenta maior risco de evolução para leucemia mieloide aguda 

(LMA), ocorrendo em até 20% dos pacientes em 10 anos de seguimento(Gangat 

et al. 2011; Engle et al. 2014). Assim como as demais NMP, apresenta 

complicações clínicas decorrentes de problemas cardiovasculares (Finazzi et al. 

2013; Tefferi 2014). 
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2.2 Diagnóstico 

Em 2008 a OMS normatizou os critérios diagnósticos para as NMP 

BCR/ABL1 negativas. Atualmente, este diagnóstico é baseado em uma estratégia 

inter profissional que leva em consideração a clínica do paciente, com a avaliação 

do desenvolvimento de complicações cardiovasculares ou esplenomegalia, por 

exemplo, alterações laboratoriais específicas, observadas pelo hemograma, 

mielograma ou biópsia óssea, e ainda a detecção de alterações genéticas 

recorrentes (Passamonti 2012).  

Recentemente estes critérios foram revisados pelo comitê gestor de 

neoplasias hematológicas da OMS, em que destacam-se as inclusões, em caráter 

mandatório, da avaliação histopatológica através da biópsia óssea que evidencie 

panmielose nos pacientes em investigação de policitemia vera, assim como, a 

inclusão dos novos marcadores moleculares diagnósticos: mutações no éxon 9 no 

gene da Calreticulina (CALR) e mutações no éxon 10 do receptor da 

trombopoietina (MPL), para os pacientes em investigação diagnóstica de TE e 

MFP negativos para mutação JAK2V617F (Tefferi & Pardanani, 2016). Na tabela 

1 estão sumarizados os critérios diagnósticos utilizados atualmente.  
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Tabela 1: Critérios preconizados pela Organização Mundial de Saúde (2008) para 
diagnóstico das NMPBCR/ABL1 negativas.  

Entidades Policitemia vera Trombocitemia essencial Mielofibrose primária 

Critérios 
maiores 

1: Hemoglobina 
>16,5 g/dL (Homens); 
> 16,0 g/dL (Mulher). 

1: Plaquetas >450X109/L 1: Presença de elementos 
atípicos na 
megacariopoese 

2. Identificação de 
marcador clonal 
(JAK2V617F ou 
mutações adicionais no 
éxon 12) 

2. Biópsia de MO 
apresentando hiperplasia 
da linhagem 
megacariocítica com 
atipismos 

2. Identificação de 
marcador clonal (JAK2, 
MPL ou, CALR) 

Biópsia de MO 
evidenciando panmielose  

3. Critérios para exclusão 
de outras causas de 
trombocitose reativa ou 
NMPCs 

3. Critérios para exclusão 
de outras NMPCs 

- 4. Identificação de 
marcador clonal (JAK2, 
MPL ou, CALR) 

- 

Critérios 
menores 

Eritropoietina sérica 
diminuída - Quadro leucoeritroblástico 

Avaliação de formação de 
colônia eritróide In Vitro - 

Elevação dos níveis de 
LDH 

 - Anemia 

- - Esplenomegalia 

 
Requer os dois critérios 
maiores e ao menos um 
menor 

Requer os quatro critérios 
Requer os três critérios 
maiores e ao menos dois 
menores 

ABREVIAÇÕES: MO: Medula Óssea; LDH: Lactato Desidrogenase. 

A identificação de marcadores clonais coletivos às NMP Ph-negativo é 

considerada o principal destaque da revisão dos critérios supracitados, e a 

mutação JAK2V617F permitiu a atribuição de um critério diagnóstico objetivo 

(Tefferi et al. 2011; Zhang et al. 2014). Devido às particularidades de cada 

entidade, diferentes algoritmos são utilizados para classificação NMP associadas 

a mutação JAK2V617F. Na figura 1 explicitamos o algoritmo sugerido pela OMS, 

e utilizado neste trabalho, para investigação clínica de NMP.  



25 

 

Figura 1: Algoritmo de investigação clínica de NMP. Preconizado pela OMS e revisado recentemente por seu comitê gestor, 
evidencia os principais achados clínicos e organização hierárquica para investigação diagnóstica das NMP Ph-negativas. Modificado 
a partir de Tefferi & Pardanani, 2016. 
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2.2.1 Marcadores moleculares de clonalidade: JAK2, CALR e MPL 

A mutação somática de maior frequência nas NMP Ph-negativo é a 

p.Val617Phe (JAK2V617F) (Baxter et al. 2005; Kralovics et al. 2005; Zhao et al. 

2005; Lundberg et al. 2014; Zhang et al. 2014). Esta mutação ocorre no éxon 14 

do gene JAK2 (localização 9p24), em que há a substituição de uma guanina por 

uma timina, resultando na troca de uma valina por fenilalanina na posição 617. A 

presença da JAK2V617F está associada a ativação constitutiva da proteína JAK2, 

um receptor do tipo tirosina quinase responsável pela transdução de sinais de 

controle da proliferação e diferenciação celulares (Chen and Mullally 2011; Toms 

et al. 2013). A identificação da JAK2V617F, é hoje parte integrante de uma 

abordagem diagnóstica para as NMP.  

A função efetora da JAK2 é desempenhada por sua região JH1, a qual 

possui atividade catalítica de tirosina quinase. Esta atividade catalítica é regulada 

negativamente pelo domínio JH2 da JAK2, que exerce função pseudoquinase 

sobre a JH1, ou seja, a região JH2 atua impedindo a ativação indiscriminada do 

domínio catalítico da JAK2 (Toms et al. 2013; Pasquier et al. 2014). São 

conhecidas três regiões inibitórias no domínio pseudoquinase: IR1(619-670), IR2 

(725-757) e IR3 (758-807). A mutação JAK2V617F impede, portanto, a função 

inibitória da IR1, o que permite que a região JH1 exerça sua função sem a 

regulação da JH2 (Bandaranayake et al. 2012). Mutações adicionais no éxon 12 

também estão envolvidas na patogênese das NMP, especialmente PV (Scott et al. 

2007). Similarmente, mutações no éxon 12 envolvem a região JH2, corroborando, 

desse modo, a hipótese de que a perda do controle negativo promovido por esta 

região seja chave para a desregulação da via JAK-STAT, responsável pelo 
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desenvolvimento das NMP (Grünebach et al. 2006; Schnittger et al. 2006; Lee et 

al. 2009; Ma et al. 2009). 

 

Figura 2: Patogênese relacionada à JAK2V617F. A) Estrutura sequencial da proteína JAK2, 
em que se nota a proximidade entre os domínios JH1 e JH2. Fisiologicamente, o domínio 
pseudoquinase (JH2) exerce controle negativo sob o domínio catalítico JH1. A mutação V617F 
causa um dano que impede a região JH2 exercer sua função. O domínio “FERM” é a região 
responsável pela ligação dos fatores que regulam a hematopoiese, aqui listados como 
Eritropoietina (EPO), Trombopoietina (TPO) e Fator Estimulante de Colônias Granulocíticas (G-
CSF). A sinalização constitutiva da JAK2, mediada pela mutação V617F, torna, portanto, a 
célula independente destes fatores de crescimento. As mutações no éxon 12 também 
comprometem a função do domínio JH2, de maneira similar a V617F. B) Cascata de sinalização 
regulada pela ativação da JAK2. Sumariamente, a ativação da sinalização pelo ligante, deflagra 
sinais de proliferação via proteínas STATs. A vantagem proliferativa conferida pela JAK2V617F 
é considerada paradigma para compreensão da patogênese das NMP Ph-negativo, uma vez 
que justifica a proliferação celular descontroladae a inibição de sinais pró apoptóticos. 
Modificado de Vainchenker & Constantinescu, 2012. 

 

O CALR é um gene localizado no cromossomo 19, contém 9 éxons, e 

extensão de 4,6kb. Este codifica uma proteína, a calreticulina, uma chaperona 



28 

multifuncional ligante de cálcio, de localização luminal no reticulo endoplasmático 

(RE) (Gardai et al. 2005). Sua proteína possui três domínios com diferentes 

propriedades funcionais e estruturais: I- o domínio N-terminal, capaz de ligar 

lectinas e possui uma sequência de endereçamento da proteína ao RE; II- é uma 

região de conexão rica em prolina (domínio-P); III- trata-se da região C-terminal, 

que por seu caráter ácido, tem afinidade aumentada ao Ca++. Ademais, no 

terceiro domínio da proteína, há uma sequência conservada chamada KDEL, 

responsável pela localização da Calreticulina no RE (Chi et al. 2014; Guglielmelli 

et al. 2014b). 

Recentemente, mutações somáticas do tipo Frameshift (inserções ou 

deleções-indels) foram descritas no gene CALR em pacientes com NMP Ph-

negativo (Klampfl et al. 2013; Nangalia et al. 2013; Chi et al. 2014). 

Aproximadamente 50 diferentes indels foram relatados, restritos ao éxon 9, sendo 

os mais frequentes, uma deleção de 52pb, chamado de tipo 1, e uma inserção de 

5pb (TTGTC) denominado tipo 2 (Tefferi et al. 2014). Os indels em CALR estão 

presentes aproximadamente 67-82% dos pacientes com TE e 80-88% dos 

pacientes com MF, negativos para a mutação V617F em JAK2(Klampfl et al. 

2013; Nangalia et al. 2013; Chi et al. 2014). 

Quanto às características clínicas e laboratoriais dos pacientes com 

mutações em CALR, é descrita a associação positiva entre menores níveis de 

hemoglobina e leucócitos; níveis elevados de plaquetas; risco diminuído para 

trombose e maior sobrevida em pacientes com TE. Na MF, as referidas mutações 

estão associadas à leucopenia, trombocitose e melhores índices de sobrevida 

(Klampfl et al. 2013). Por mediar os sinais de degradação celular quando exposta 

na superfície celular, acredita-se que a perda funcional da CALR conduza a um 
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quadro de inibição da apoptose, favorecendo, assim, a proliferação e sobrevida 

celulares (Gardai et al. 2005). 

O receptor de trombopoetina é codificado pelo gene MPL, localizado no 

cromossomo 1, lócus p24. As mutações mais frequentes em MPL estão no éxon 

10, mais precisamente nos códons 505 (p.Ser505Asn) e 515 (p.Trip515Leu/Lys). 

Usualmente, as mutações em MPL estão presentes em pacientes JAK2V617F 

negativos, sem, contudo, serem eventos mutuamente exclusivos. A prevalência de 

mutações neste gene é de 8% em pacientes com MFP e de 3% nos pacientes 

com TE (Pardanani et al. 2006; Steensma et al. 2006; Tefferi & Pardanani, 2016). 

Sumariamente, apenas uma pequena parcela de pacientes com suspeita 

clínica de NMP (16,5% dos pacientes com TE e 10% dos pacientes com MF) não 

pode ser caracterizada, do ponto de vista molecular, para conclusão diagnóstica 

(Klampfl et al. 2013). Entretanto, apesar dos avanços diagnósticos, a 

estratificação destes pacientes quanto ao risco de evolução clonal e/ou 

desenvolvimento de complicações clínicas ainda é obscuro, fazendo com que a 

busca de marcadores prognósticos seja de grande interesse acadêmico e clínico 

(Passamonti et al. 2016). 
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Figura 3:Contextualização entre principais manifestações clínicas das NMP e marcadores 
moleculares. As NMPCs Ph-negativo apresentam similaridade quanto aos marcadores 
moleculares. Nesta imagem comparativa, observamos as características clínicas inerentes a 
cada entidade. Na PV, destacamos a eritrocitose como principal sinal clínico, e, em linhas 
gerais, podemos afirmar que sua patogênese é devida a mutações no JAK2. A TE e MFP 
apresentam outros marcadores associados ao diagnóstico, em que se destacam o CALR e 
MPL. Como principais sintomas em TE e MFP, são aqui destacadas, a trombocitose e a 
deposição de fibras reticulínicas na MO, respectivamente. Modificado de Nangalia & Green 
2014. 

2.3. Marcadores prognósticos moleculares nas NMPCs 

Apesar da clara associação entre mutações envolvidas na via JAK-STAT e 

a patogênese das NMP Ph-negativo, tem ganho força o entendimento que, 

alterações não associadas a referida via desempenhem papel importante no 

estabelecimento das NMP. Esta observação se baseia nas seguintes questões: 1) 

uma parcela dos pacientes com TE e MFP não possuem um marcador de 

clonalidade, como descritos na sessão anterior; 2) desenvolvimento de três 

entidades patológicas distintas determinadas a partir de mutações semelhantes 

(Kim & Abdel-Wahab 2013).  
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A esse respeito, a identificação de marcadores genéticos, que possam 

predizer o desenvolvimento de determinadas entidades, ou ainda, que permita 

inferir o risco potencial de evolução clonal ou desenvolvimento das complicações 

clínicas decorrentes das NMP, são os modos pelos quais tem se centrado 

esforços para resolução das questões elencadas acima (Vardiman and Hyjek 

2011; Gelsi-Boyer et al. 2012; Poletto et al. 2012; Shih et al. 2012; Grisouard et al. 

2015). Acredita-se que a leucemogênese seja, portanto, um processo multifatorial 

dependente de diferentes alterações moleculares concomitantes (Murati et al. 

2012). 

Atualmente, as alterações moleculares associadas às neoplasias 

hematológicas, não apenas as NMP Ph-negativo, são categorizadas em cinco 

classes:  

Ø Fatores de sinalização celular: fatores relacionados às vias JAK-

STAT, MPL, FLT3, família RAS 

Ø Fatores de transcrição mieloide: CEBPα, NPM1, RUNX1 

Ø Reguladores epigenéticos: ASXL1, DNMT3A, TET2 

Ø Supressores tumorais: TP53, WT1 

Ø Processamento de RNA: SF3B1, SRSF2 

Os exemplos citados denotam, sumariamente, a complexidade de fatores 

interligados que dão origem ao processo neoplásico. 

2.4 Additional Sex Combs-Like 1 

Em 2003 Fischer e colaboradores descreveram o primeiro de três 

homólogos humanos do gene Asx de Drosophila(Fisher et al. 2003). Denominado 

ASXL1, este gene é localizado no cromossomo 20, lócus q11 e é constituído por 
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13 éxons que codificam um mRNA com 6,8 kb, e sua proteínacom 166.000 

daltons (Katoh 2013). 

A funcionalidade do ASXL1 pode ser inferida a partir do conhecimento de 

seu homólogo de Drosophila. Inicialmente, o gene Asx foi relacionado ao controle 

transcricional de genes homeóticos, função esta mediada pelos complexos 

repressores do grupo Polycomb 1 e 2 (PRC1 e PRC2) (Sinclair et al. 1998a; 

Sinclair et al. 1998b) 

Do ponto de vista molecular, a função da proteína Asxé executada por 

meio de duas modificações estruturais da cromatina, a primeira resultante da 

trimetilação do resíduo lisina 27 da histona H3 (H3K27Me3), resultado da ação do 

PRC2, e a segunda que se refere a monoubiquitinação do resíduo lisina 119 da 

histona H2A, mediada pelo PRC1 (Katoh 2013). Ambas sinalizações epigenéticas 

são reconhecidas como relacionadas à repressão transcricional loci específico, 

sendo importante destacar, a manutenção funcional, neste aspecto, pelo 

homólogo humano (Shih et al. 2012). 

Estruturalmente, a proteína ASXL1 possui cinco domínios conservados 

interespécies. O primeiro, chamado ASXN é localizado na região N-terminal, e 

modula a ligação da proteína ao DNA. O domínio ASXH é relacionado a interação 

proteína-proteína entre ASXL1 e alguns efetores. Os domínios ASXM1 e ASXM2 

também estão associados a interação proteína-proteína, ligando-se a receptores 

de hormônios nucleares e seus efetores. Por fim, o domínio PHD possui um 

motivo de ligação a histonas e DNA. O referido Motif, consiste de quatro cisteínas 

seguidas por uma histidina e mais três cisteínas (C4HC3), e modula a ligação de 

modificadores de cromatina e fatores de transcrição, sendo por isso considerado 
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o domínio funcional da ASXL1 (Fisher et al. 2003; Fisher et al. 2010; Lee et al. 

2010; Abdel-Wahab & Dey, 2013). 

Mutações do tipo Nonsense ou frameshift têm como resultado uma 

proteína truncada na extremidade carboxil, abolindo, por fim, a função 

desempenhada pela porção PHD (Fisher et al. 2003; Katoh 2013). 

 

Figura 4: Mecanismos moleculares efetores da ASXL1. A proteína ASXL1 executa suas 
funções de maneira central, controlando a ativação e repressão da transcrição. Inicialmente, por 
sua interação com a BAP1, em sua porção ASXH, ela modula a retirada da ubiquitina do 
resíduo lisina 119 da histona H2A, este sinal relaciona-se a perda da repressão transcricional. 
Paralelamente, interage fisicamente com receptores de hormônios nucleares, como exemplo o 
RARα, RARβ e ER, por sua porção ASXM1 e ASXM2, conduzindo assim a uma ativação da 
transcrição por meio da acetilação de histonas. Antagonicamente, a repressão é mediada pelos 
complexos repressores do grupo Polycomb 1 e 2 (PRC1 e PRC2), em que o segundo complexo 
executa a trimetilação do resíduo lisina 27 da histona H3, e esta sinalização epigenética recruta 
o PRC1 para realizar a ubiquitinação do resíduo lisina 119 da histona H2A. FONTE: Modificado 
de KATOH, 2013. 
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De maneira geral, mutações no ASXL1 foram associadas a poucas 

desordens em humanos, em que se destacam as mutações de novo, comumente 

relacionadas ao desenvolvimento da Síndrome de Bohring-Optiz e neoplasias de 

tecidos sólidos, nas quais, as frequências de mutações são recorrentemente 

baixas, em torno de 1-5%, e presentes em tecidos diversos, como cervical, 

prostático, mamário, intestinal (Inoue et al. 2013; Katoh 2013). 

2.4.1Modelos funcionais In Vitro e In Vivo do gene ASXL1 

Recentemente, Valetta e colaboradores utilizaram a tecnologia do 

CRISPR/Cas9 para correção da mutação Nonsense ASXL1 p.G710X presente na 

linhagem celular de leucemia mieloide crônica KBM5. Após a correção observou-

se o restabelecimento da expressão da proteína ASXL1, assim como de sua 

interação com o PRC2 e BAP1. Ademais, as células editadas para mutação no 

ASXL1 apresentaram maior capacidade de se diferenciar terminalmente, e, em 

modelo de transplante de medula óssea xenográfico, os camundongos que 

receberam as células editadas para a mutação apresentaram melhores taxas de 

sobrevida global quando comparados aos que receberam células sem edição 

(Valletta et al. 2015).  

Assim como este estudo, outros creditam a patogênese relacionada ao 

ASXL1 a perda de função proveniente das mutações, além disso, a apresentação 

exclusivamente como heterozigotas das mutações é outro fato que reitera a 

hipótese de haploinsuficiência.(Fisher et al. 2010; Abdel-Wahab et al. 2013). 

Paralelamente, acredita-se que as mutações provoquem uma função anômala da 

proteína mutada, exercendo sobre a selvagem um controle dominante 

negativo(Abdel-wahab et al. 2012; Inoue et al. 2013; Wang et al. 2014).  
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Em contrapartida, outras abordagens sugerem que as mutações no ASXL1 

causariam um ganho de função através de sua interação com a BAP1 

(Balasubramani et al. 2015). Esta hipótese se baseia no complexo efetor 

responsável pela sinalização epigenética de deubiquitinição do resíduo lisina 119 

da histona H2A (H2AK119Ub), o “complexo deubiquitinase repressivo do grupo 

Polycomb” (PR-DUB), composto pela ASXL1 e BAP1 (Scheuermann et al. 2010). 

A inserção de mutações em ASXL1 associadas às neoplasias mieloides foi capaz 

de diminuir em 90% a marcação H2AK119Ub, através de um aumento na 

atividade do PR-DUB (Balasubramani et al. 2015). 

Apesar de não haver consenso no que se refere ao mecanismo 

fisiopatológico, a função do ASXL1 em neoplasias hematológicas foi 

extensamente estudada. Modelos animais Knock-out para o ASXL1 apresentam 

profundas alterações em seu desenvolvimento, em que se destacam a alta 

letalidade ao nascimento, anoftalmia, microcefalia, presença de fendas palatinas e 

malformações ósseas (Abdel-Wahab et al. 2013; Inoue et al. 2013; Wang et al. 

2014). Estes achados condizem com parte dos achados clínicos encontrados em 

pacientes portadores da Síndrome de Bohring-Optiz, condição genética rara 

causada pela presença de mutações germinativas de novo nos genes ASXL1 e 

ASXL3 (Hoischen et al. 2011; Russell et al. 2015). 

No que se refere ao tecido hematopoiético, os modelos apresentam 

alterações semelhantes à Síndrome Mielodisplásicas, com presença de sinais 

displásicos em todas as linhagens celulares (eritróide, granulocítico e 

megacariocítico), citopenias (diminuição nas contagens dos elementos figurados 

no sangue periférico) e achados de hematopoiese extramedular com 
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esplenomegalia (Fisher et al. 2010; Abdel-Wahab et al. 2013; Inoue et al. 2013; 

Rampal et al. 2014; Wang et al. 2014). 

 

2.4.2 ASXL1 em neoplasias hematológicas 

A maioria das mutações no ASXL1 são encontradas em neoplasias 

mieloides, afetando, principalmente, o último éxon (13) (Gelsi-Boyer et al. 2012). 

As principais mutações associadas são do tipo frameshift ou nonsense, que, 

como resultado, produzem uma proteína truncada em sua porção C-terminal 

(Abdel-Wahab & Levine 2013). Contudo, mutações do tipo missenses, que levam 

a substituição de aminoácidos, também podem afetar a função da proteína por 

comprometerem seu arranjo estrutural (Pratcorona et al. 2012; Paschka et al. 

2015). 

Mutações no ASXL1 foram identificadas em todas as neoplasias mieloides, 

incluindo síndromes mielodisplásicas (SMD), leucemia mielomonocítica crônica 

(LMMC), LMA e NMP (Murati et al. 2012). A frequência de mutações entre estas 

entidades varia entre poucos casos (LMA~6,5%), sendo mais frequente em 

pacientes com SMD (40-45%) e com LMMC(50%) (Chung et al. 2012; Pratcorona 

et al. 2012; Bejar et al. 2014; Bravo et al. 2014; Paschka et al. 2015). Estudos que 

envolvam a avaliação de mutações no ASXL1 em NMP são escassos, 

principalmente em países em desenvolvimento. 

Desde sua descoberta, realizada em 2009 por Gelsi-Boyer e 

colaboradores, as mutações no ASXL1 têm sido utilizadas como indicador 

prognóstico em todo espectro de neoplasias mieloides. Em estudo prévio, 

utilizando uma coorte composta por 449 pacientes com SMD, mutações em cinco 
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genes demonstraram impacto prognóstico adverso: TP53, EZH2, ETV6, RUNX1 e 

ASXL1 (Bejar et al. 2011). Coletivo aos pacientes com SMD e NMP as mutações 

no ASXL1 predizem maior risco de evolução clonal para LMA, e nestes pacientes 

estão associados a piores índices de sobrevida global e sobrevida livre de 

doenças. 

Com relação as NMP Ph-negativo, o status do ASXL1 confere maior 

agressividade a doença e pior sobrevida global em pacientes com MFP. A 

frequência de mutações em PV e TE é consistentemente menor, 10% e 7%, 

respectivamente (Sorigué et al. 2016). Entretanto, não há, até o momento, 

estabelecimento de como as referidas mutações modulem o curso clínico das 

NMP, nem tampouco, uma contextualização entre o perfil de mutação e dados 

clínico-laboratoriais destes pacientes. Diante do exposto, o presente o projeto, 

teve como objetivo, caracterizar pacientes com NMP Ph-negativo de acordo com 

mutações no ASXL1, contextualizando estes achados com as características 

clínico-laboratoriais destes pacientes. 
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

Caracterizar pacientes com NMP Ph-negativo (PV, TE e MFP) de acordo 

com mutações no gene ASXL1, e correlacionar estes achados com o desfecho 

clínico e com características clinicas e laboratoriais desses pacientes. 

3.2 Objetivos específicos 

ü Caracterizar clínica e laboratorialmente os pacientes com NMP Ph-

negativo; 

ü Determinar a frequência de mutações na região codificante do éxon 13 do 

gene ASXL1 em pacientes com NMP Ph-negativo ; 

ü Correlacionar as mutações no gene ASXL1 com características clínicas e 

laboratoriais e desfecho clínico de pacientes com NMP Ph-negativo. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Casuística 

O estudo foi do tipo coorte com comparação de grupos internos, tendo sido 

realizado pelo Núcleo de Hematologia Clínica e Laboratorial do Laboratório 

Central do Centro de Ciências Biológicas (NHCL LabCEN/CCB/UFPE) e nas 

Unidades de Hematologia Clínica e Laboratórios Especializados da Fundação 

HEMOPE (UNILABE). Foram incluídos no estudo 264 pacientes, de ambos os 

sexos com diagnóstico de NMP Ph-negativo. Os referidos pacientes foram 

acompanhados no ambulatório do Hospital de Hematologia da Fundação 

HEMOPE, Recife-PE. 

Os critérios de exclusão empregados foram a presença do rearranjo 

BCR/ABL1 ou cromossomo Filadélfia, pacientes cujos diagnósticos fossem 

inconclusivos ou não respeitassem plenamente os critérios expostos 

anteriormente, ou ainda a indisponibilidade de acesso aos dados dos prontuários 

clínicos para caracterização clínica e laboratorial dos pacientes. As variáveis 

analisadas ao diagnóstico foram: idade, sexo, subtipo de NMP com base nos 

critérios supracitados da OMS, dados do hemograma (contagem de leucócitos e 

plaquetas e níveis de hemoglobina e hematócrito) e os demais achados clínicos 

relatados durante a evolução do paciente, tais como histórico de trombose, 

diagnóstico de síndromes metabólicas e necessidade transfusional, por exemplo. 

O material utilizado na pesquisa foi o mesmo encaminhado aos laboratórios de 

rotina para fins diagnósticos, e não foi feita nenhuma coleta adicional nos 

pacientes. Foi dada preferência a utilização do material proveniente do aspirado 

de medula óssea (MO), entretanto, quando este não estava disponível, foi 

utilizado sangue periférico (SP) anticoagulado em EDTA. 
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Dois conjuntos de dados foram categorizados nos seguintes grupos: 

presença de fatores de risco cardiovascular e sintomas constitucionais, a partir 

deste momento tratadas coletivamente. Neste âmbito, os fatores de risco 

cardiovascular reúnem pacientes com Hipertensão Arterial Sistêmica (HAS), 

Diabetes Mellitus (DM), Doença Renal Crônica (DRC) e/ou histórico de 

tabagismo, enquanto que os sintomas constitucionais englobam a presença de 

um ou mais dos seguintes sintomas: pletora, prurido, dor óssea, suor noturno, 

febre, fadiga, perda de peso, saciedade precoce e desconforto abdominal. 

O presente trabalho é parte de um projeto maior, que objetiva a 

caracterização molecular de pacientes com NMP, e teve sua aprovação pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da Fundação HEMOPE (Nº do parecer: 

013/09) (Anexo 2). Todos pacientes, após entrevista, assinaram o Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 1), previamente aprovado pelo 

CEP. 

4.2 Análise Molecular 

4.2.1 Extração do DNA genômico 

A extração do DNA genômico foi realizado seguindo a técnica de extração 

com base no fenol-clorofórmio modificado (Davis et al 1986). Resumidamente, as 

amostras de SP ou MO foram submetidas a lise dos eritrócitos com auxílio de 

uma solução hipotônica (NH4Cl 0,144M e NH4HCO3 0,01M), seguido de 

centrifugação a 1.200rpm por 10 min. Após o descarte do sobrenadante, uma 

solução de lavagem (TKM1, Tris-HCl 10mM pH7,6; KCl 10mM; MgCl2 10mM; 

EDTA 20mM) foi adicionada ao precipitado juntamente com 10μl de Triton X-100. 

Após homogeneização e centrifugação a 1.200rpm por 10 minutos, o 
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sobrenadante foi descartado, obtendo-se dessa forma, um precipitado de 

leucócitos. A este precipitado foi adicionado 400μL da solução de lise de 

leucócitos (TKM2, Tris-HCl 10mM pH7,6; KCl 10mM; MgCl2 10mM; NaCl 0,4 M; 

EDTA 20mM) e 25μL de SDS 10% e incubado à 55ºC durante 45 minutos. Após 

esse período, 180μL de NaCl 5M foram adicionados e a solução mantida a 

temperatura ambiente por 15 minutos. Em seguida, esse material foi centrifugado 

a 14.000rpm por 5 minutos e o sobrenadante recuperado e transferido para um 

novo microtubo. Em seguida, foi adicionando 400μL de fenol tamponado e 400μL 

da solução SEVAG, composta de 24 partes de clorofórmio e 1 parte de álcool 

isoamílico, seguido de homogeneização e centrifugação a 14.000rpm por 5 

minutos. 

Mais uma vez o SEVAG foi misturado ao sobrenadante para última 

separação, e o sobrenadante foi transferido para um novo microtubo. Neste novo 

microtubo, foram adicionados acetato de sódio 3M pH 5,2 e etanol absoluto 

gelado para precipitação do DNA, sendo então novamente centrifugado; o 

sobrenadante foi desprezado e o precipitado lavado com etanol 70% gelado. O 

DNA foi solubilizado em água deionizada estéril, quantificado por 

espectrofotometria no equipamento NanoDrop® ND-1000 (NanoDrop 

Technologies, EUA). 

4.2.2 Pesquisa da mutação JAK2 V617F e CALR 

A detecção da mutação JAK2V617F no éxon 14 foi realizada como descrito 

por Baxter et al (2005), esta metodologia possui sensibilidade de 2-10%. Na tabela 1 

estão listados os oligonucleotídeos iniciadores (primers) e a enzima para o estudo 

da mutação, assim como o tamanho dos fragmentos após amplificação e análise por 

restrição com a endonuclease. 



42 

 

 

Tabela 2: Primers e enzima de restrição para o estudo da mutação JAK2 V617F. 

Sequência dos primers (5’ à 3’) Produto 
de PCR Enzima de restrição Produto da 

digestão 
Forward: GGGTTTCCTCAGAACGAACGTTGA 

460 pb BsaXI 
241 pb 
189 pb 
30 pb Reverse:TCATTGCTTTCCTTTTTCACAA 

Após verificação da amplificação de fragmentos de tamanho esperado, os 

produtos foram submetidos à reação de digestão pela enzima de restrição BsaXI 

(New England BioLabs®, EUA). A reação foi realizada com: 5µl de produto de 

PCR, 1x de CutSmart® Buffer, e 1U de BsaXI, em volume final de 15µl. A reação 

ocorreu a 37ºC overnight. O fragmento amplificado a partir do alelo selvagem 

JAK2 é digerido em fragmentos de 241 pares de base (pb), 189pb e 30pb (Figura 

4A) pela enzima, no entanto, a mutação JAK2V617F acarreta na perda de 2 sítios 

reconhecidos pela enzima evitando seu corte, mantendo o fragmento intacto 

(460pb). A análise de digestão foi realizada em gel de agarose 3% corado com 

brometo de etídio (Figura 4). 
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Figura 5: Método empregado para identificação da JAK2V617F A. Produto de PCR da JAK2 V617F 

contendo 460pb. B. Padrões de digestão da JAK2 com a enzima BsaX I apresentando positividade no sítio 

não digerido permanecendo com 460pb após a digestão (alelo mutado): M: Marcador de peso molecular 

de 100pb; 1: Paciente com TE com alelos normais para a mutação JAK2V617F 2: Paciente com PV, 

homozigoto para mutação JAK2V617F 3: Paciente com MFP; mostrando um alelo normal e um alelo 

mutado (heterozigoto) para mutação JAK2V617F; 4: Amostra de indivíduo saudável. Modificado de Monte-

Mór et al. 2007). 

A pesquisa de mutações no CALR foi realizado utilizando sequenciamento 

capilar segundo metodologia  publicada previamente (Klampfl et al. 2013). Abaixo 

estão listados os primers utilizados para pesquisa das mutações. O protocolo para 

sequenciamento é descrito adiante. 

Tabela 3: Primers para estudo das mutações no CALR. 
 

Sequência do primers (5’ à 3’) Produto de PCR 
Foward: ACAACTTCCTCATCACCAACG 263pb 
Reverse:GGCCTCAGTCCAGCCCTG 

4.2.3 Análise de mutações no ASXL1 por sequenciamento de Sanger 

A pesquisa das mutações do gene ASXL1 foram realizadas por 

sequenciamento direto dos produtos de PCR. Os primers utilizados na pesquisa 

foram descritos previamente por Gelsi-Boyer et al. (2009). Devido a extensão do 

éxon 13 do ASXL1, em que a região codificante possui 2907pb, foi necessário 
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amplificá-lo em segmentos que permitissem a utilização do sequenciamento 

capilar. Desse modo, avaliamos a referida região em 6 amplicons com 

aproximadamente 550pb. Abaixo estão listados os oligonucleotídeos utilizados 

com os tamanhos esperados de amplificação. 

Tabela 4. Oligonucleotídeos iniciadores (primers) utilizados para pesquisa de mutações no gene ASXL1. 
Primer Forward (5’à3’) Reverse (5’à3’) Produto 
ASXL1_P1 AGGTCAGATCACCCAGTCAGTT TAGCCCATCTGTGAGTCCAACTGT 561 
ASXL1_P2 AGAGGACCTGCCTTCTCTGAGAAA TTCGATGGGATGGGTATCCAATGC 558 
ASXL1_P3 ACTTGAAAACCAAGGCTCTCGT GCAACCATCCCATCTGTCCTTGTA 532 
ASXL1_P4 GGTGGACAAGGATGAGAAACCCAA TGTCCTGTGACATAGCACGGACTT 674 
ASXL1_P5 TGGATTCCAAAGAGCAGTTCTCTTC CATGACAAAGGGCATCCCTTCCAA 533 
ASXL1_P6 ACAGGAAAGCTACTGGGCATAGTC CAAGAGTGCTCCTGCCTAAAGAGT 593 

As reações em cadeia da polimerase foram realizadas utilizando o 

MasterMix GoTaq® (Promega®, EUA) e avaliadas em gel de agarose a 1%. Para 

confirmação de mutações não descritas previamente foi utilizado a Platinum Taq 

DNA Polymerase High Fidelity (Initrogen®, ThermoFischer Company, EUA). Antes 

de submeter os produtos de PCR à reação de sequenciamento, estes foram 

purificados utilizando o mix deenzimas Exo-Sap IT® (USB Laboratories, EUA) 

composto por Exonuclease I e SAP (Shrimp Alkalyne Phosphatase). A química 

utilizada para sequenciamento foi a do kit BigDye Cycle Sequencing® (Applied 

BioSystems, EUA), utilizando a proporção de reagentes listada na tabela 4.  

Tabela 5. Proporções de reagentes utilizados para os 
sequenciamentos. 
Reagente Volume (µL) 
Produto de PCR purificado 5,0 
Tampão de sequenciamento (5x) 2,0 
BigDye Premix® 0,5 
Primer (5pmol) 1,0 
Água ultrapura 1,5 

A precipitação da placa utilizou o protocolo EDTA-acetato de sódio-etanol, 

em que, sumariamente, os produtos provenientes da reação de sequenciamento 

são precipitados utilizando 2µL de acetato de sódio 3M pH5,2, 2µL de EDTA 

125mM e 50µL de etanol 100% gelado e centrifugados a 2250g por 30 minutos. 

Após centrifugação, o sobrenadante foi descartado com spin da placa invertida a 
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180g por 1 minuto. Os produtos foram lavados com etanol 70% gelado e 

centrifugados novamente a 2250g por 15 minutos, com posterior descarte do 

sobrenadante. Em seguida, os produtos foram ressuspendidos em Hi-Di® 

Formamide (Applied BioSystems, EUA) no momento da injeção. 

O sistema automático utilizado foi o 3500 XL Genetic Analyzer® (Applied 

BioSystems, EUA) disponível pelo Núcleo de Plataformas Tecnológicas do Centro 

de Pesquisas Aggeu Magalhães (NPT-CPqAM/FIOCRUZ) e pela plataforma 

biotecnológica do Centro de Ciência Biológicas. Ao menos duas sequências de 

cada conjunto de primers para cada paciente foram produzidas, obtendo deste 

modo as sequências referentes às fitas molde e complementar. 

4.3 Bioinformática 

4.3.1 Montagem, avaliação dos contigs e classificação das mutações 

Após confirmação da qualidade das sequências, estas foram comparadas 

com a sequência de referência (NG_027868.1) referendada pelo NCBI (do inglês, 

NationalCentre for Biotecnological Information). As sequências (contigs) foram 

montadas e avaliadas utilizando o Software CLC MainWorkBench® 6.9.1. O 

mesmo programa foi utilizado para identificar as consequências das variações 

identificadas.  

Após identificação das alterações, estas foram classificadas nos seguintes 

tipos: silenciosas (sem alteração na sequência de aminoácidos), missense (com 

substituição de aminoácidos), nonsense (com inserção de códons de parada 

prematuros) e frameshift (em que há alteração na matriz de leitura proveniente de 

inserções e/ou deleções). 

Os pacientes que apresentaram mutações nonsense e frameshift foram 

categorizados como mutados, assim como os que apresentavam mutações 
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missenses com prevalência menor que 1% segundo bancos de dados públicos 

(Exome Variant Sequence-NIH e dbSNP). Os que apresentaram mutações que 

levam a substituição de aminoácidos com prevalência superior a 1% e variações 

silenciosas foram categorizados como selvagens. 

4.3.2 Predição de consequências moleculares das variações 

As mutações do tipo missense primeiramente relatadas em nosso estudo 

foram avaliadas utilizando a ferramenta online PolyPhen-2® (V.2.2.2R398). Com 

esta análise é possível inferir o possível dano molecular provocado pela mutação. 

Esta ferramenta estabelece em uma escala de 0 a 1 a possibilidade de dano, em 

que o zero se refere a mínima probabilidade de dano e o um relaciona-se ao risco 

provável de dano. 

É importante destacar, que a ferramenta Poly-Phen-2 sugere o impacto 

molecular de mutações levando em consideração as características químicas dos 

aminoácidos envolvidos na substituição, e se os locais em que há a troca são 

estruturalmente importantes para a função efetora da proteína, não havendo com 

isso, comprovação conclusiva sobre o efeito das mutações. 

4.4 Análises estatísticas 

A análise estatística foi realizada de forma descritiva com o auxílio do 

software SPSS Statistics 19.0. Os pacientes com NMP foram categorizados de 

acordo com a presença ou ausência de mutações no gene ASXL1. Pacientes que 

apresentaram mutações no éxon 13 deste gene foram classificados com 

“mutados”, enquanto que, na ausência dessas mutações, os pacientes foram 

incluídos no grupo “não mutado”. As variáveis contínuas foram comparadas 

utilizando os testes de Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis, enquanto que para 
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variáveis categóricas foi utilizado o teste do Chi-quadrado ou teste exato de 

Fisher. Valores de P ≤ 0,05 foram considerados significativos. 
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5. RESULTADOS 

5.1. Características clínicas e laboratoriais de pacientes com NMP 

As principais características clínicas e laboratoriais dos pacientes com 

NMP estão resumidas na Tabela 1. Foram incluídos no estudo 264 pacientes com 

NMP, dos quais 69 (26%) pacientes foram diagnosticados com PV, 151 (57%) 

com TE e 41 (17%) com MFP. A mediana da idade ao diagnóstico foi de 59 anos 

(intervalo: 4 a 95 anos), com predomínio do sexo feminino (66%). Alterações 

laboratoriais específicas e sintomas relacionados a cada entidade estão 

resumidos na Tabela 1. 

A presença de mutações no gene JAK2 foi observada em 155 pacientes 

(59%;155/261). Para os pacientes com PV, 60 apresentaram a mutação 

JAK2V617F (87%; 60/69) e dois apresentaram mutações no éxon 12 (22%; 2/9). 

Para os pacientes com TE e MFP a frequência da mutação JAK2V617F foi de 

44% e 58%, respectivamente. Nenhum paciente com TE ou MFP apresentou 

mutações no éxon 12 da JAK2.  

Em seguida, realizamos a pesquisa de mutações em CALR e MPL em 60 

pacientes com TE JAK2V617F negativos. No total, 23 pacientes com TE 

possuíram mutações em CALR (38%; 23/60) e três apresentaram mutações em 

MPL, perfazendo um total de 22% (33/151) de pacientes triplo negativos. Para os 

pacientes com MFP realizamos o sequenciamento da CALR em 14 pacientes, dos 

quais sete apresentaram-se mutados (50%; 7/14). Nenhum paciente com MFP 

apresentou mutações no MPL, totalizando 18% de pacientes triplos negativos. 

Três pacientes com MFP não foram triados para pesquisa de mutações dos 

marcadores moleculares de clonalidade devido a indisponibilidade de material 

genético (DNA) para as análises. 
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Tabela 6: Características clínicas e laboratoriais dos pacientes com NMP cromossomo Ph-negativo, categorizados de acordo com as 
principais entidades da doença (policitemia vera, trombocitemia essencial e mielofibrose primária). 
Características Todos pacientes 

(n = 264) 
Policitemia vera 

(n = 69) 
Trombocitemia essencial 

(n = 153) 
Mielofibrose primária 

(n = 42) P-valor 

  No. % No. % No. %  
Sexo     0,021 
 Mulher 173 65,5 39 56,5 111 72,5 23 54,7  
 Homem 91 34,5 30 43,5 42 27,5 19 45,3  
Necessidade transfusional     < 0,001* 
 Não 232 87,9 65 94,2 141 92,1 24 57,1  
 Sim 32 12,1 4 5,8 12 7,9 18 42,9  
Esplenomegalia     < 0,001 
 Não 191 72,3 41 59,4 135 88,2 13 30,9  
 Sim 73 27,7 28 40,6 18 11,8 29 69,1  
Trombose     0,632 
 Não 241 91,3 61 88,4 122 79,7 38 90,4  
 Sim 23 8,7 8 11,6 31 20,3 4 9,6  
Hemorragia     0,302 
 Não 231 87,5 55 79,7 137 89,5 37 88,1  
 Sim 33 12,5 14 20,3 16 9,5 5 11,9  
Complicações vasculares      0,002* 
 Não 202 76,5 42 60,9 125 81,6 33 78,5  
 Sim 62 23,5 27 39,1 28 18,4 9 21,5  
JAK2     < 0,001* 
 Não mutado 107 41,0 7 10 85 55,5 14 33,4  
 Mutado 155 59,0 62 90 68 44,5 25 66,6  
CALR         0,371 
 Não Mutado 46 60,5 - - 37 61,6 7 50  
 Mutado 30 39,5 - - 23 39,4 7 50  
Risco cardiovascular     0,022* 
 Não 106 40,2 18 26,1 69 45,1 17 40,4  
 Sim 158 59,8 51 73,9 84 54,9 25 59,6  
Sintomas constitucionais     < 0,001* 
 Não 152 57,6 24 34,8 105 68,6 23 54,8  
 Sim 112 42,4 45 65,2 48 3 19 46,2  
Idade (anos), mediana 58,8 66 54,3 58,5 0,006* 
Intervalo 4,7 –95,1 21,6 - 86,1 4,7 – 86,6 25,4 - 95,1  
Leucócitos (x109/L), mediana 11,2 12,1 10,0 20,9 < 0,001* 
Intervalo 2,1 – 83,6 4,2 - 24,6 2,1 - 48,1 2,6 - 54,3  
Hematócrito (%), mediana 43,1 61,5 40,5 35,9 < 0,001* 
Intervalo 16,9 – 79 44,1 - 79 17,8 – 48,4 16,9 – 49  
Hemoglobina (g/dL), mediana 13,9 19,8 13,2 11,4 < 0,001* 
Intervalo 5,2 – 26,7 16 – 26,7 5,2 – 16,1 5,3 - 15,8  
Plaquetas (x109/L), mediana 736 526 906 516 < 0,001* 
Intervalo 26 – 3262 132 - 1440 465 - 1880 26 - 2125  
LDH (U/L), mediana 495 584,5 395,5 716 < 0,001* 
Intervalo 163 – 3690 222 - 1262 163 - 1358 252 - 3690  
NOTA: * valores estatisticamente significantes. 
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5.2 Associação entre mutações no gene ASXL1 e características clínicas e 

laboratoriais dos pacientes com NMP 

Dos 264 pacientes incluídos neste estudo, foi possível determinar o status 

mutacional do gene ASXL1 em 208 (79%) pacientes. Os 56 pacientes restantes 

não possuíam amostras disponíveis no momento do diagnóstico ou apresentaram 

material de má qualidade e, consequentemente, foram excluídos das análises. É 

importante ressaltar que as características clinicas e laboratoriais dos pacientes 

incluídos nas análises, ou seja, aqueles que foram caracterizados quanto ao 

status mutacional do gene ASXL1, foram semelhantes àquelas dos pacientes não 

incluídos (Tabela suplementar 1).  

Durante a pesquisa das mutações no gene ASXL1, foram identificadas 

mutações silenciosas, com substituição de aminoácidos (missense), inserção de 

códons de parada prematuro (nonsense) e mutações com mudança da matriz de 

leitura (frameshift). Como descrito previamente no Material e Métodos (seção 

4.3), os pacientes que apresentaram variações silenciosas ou do tipo missense 

com frequência superior a 1% foram classificados como “não mutados”.  

Duas mutações missenses não descritas na literatura foram identificadas 

em nosso trabalho (p.C632Y p.P698R), ambas em pacientes com TE. A Tabela 6 

resume as principais alterações encontradas. No total, 36 (17%; 36/208) 

pacientes apresentaram variações na estrutura primária da ASXL1, contabilizando 

as variações missenses com frequência superior a 1%, dos quais 22 

(10%;22/208) apresentaram mutações do tipo nonsense, frameshift ou missense 

com prevalência inferior a 1%. 
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Tabela 7: Descrição dos dados clínicos de pacientes com NMP com variações no ASXL1. NOTA:NA: não se aplica.  

Amostra Sexo/Idade 
(anos) 

Classificação 
OMS Mutação Prevalência Marcador clonal Grupos 

01PV fem/44 PV c.A2513G p.K838R 1,5% JAK2V617F Não mutado 

01TE fem/56 TE c.G3306T p.E1102D 0,1% JAK2V617F Mutado 

04PV fem/60 PV c.1934delG p.G645fs*58 NA negativo Mutado 

04TE mas/46 TE c.G2251A p.V751I 2,3% negativo Não mutado 

06TE fem/53 TE c.G1954A p.G652S 1,7% JAK2V617F Não mutado 

09PV fem/62 TE c.G1954A p.G652S 1,7% JAK2V617F Não mutado 

10MF mas/72 MFP c.1934dupG p.G646Wfs*12 NA JAK2V617F Mutado 

11PV mas/53 PV c.G2113T p.E705* NA JAK2V617F Mutado 

11TE fem/40 TE c.C3973T p.L1325F 4% Negativo Não mutado 

195α fem/58 TE c. A1898G p.H633R 0,03% JAK2V617F Mutado 

27TE mas/77 TE c.G1954A p.G652S 1,7% JAK2V617F Não mutado 

36TE fem/76 PV c.C1907T p.A636V 0,07% JAK2V617F Mutado 

38TE fem/57 TE c.G1954A p.G652S 1,7% negativo Não mutado 

39TE fem/23 TE c.G1945T p.G649* NA JAK2V617F Mutado 

40TE mas/46 MFP c.G1954A p.G652S 1,7% CALR Não mutado 

421α fem/81 TE c.G1954A p.G652S 1,7% JAK2V617F Não mutado 

42TE mas/59 TE c.G3947A p.R1316H 0,015% negativo Mutado 

43PV fem/59 PV c.1934dupG p.G646Wfs*12 NA JAK2V617F Mutado 

43TE mas/4 TE c.G2251A p.V751I 2,3% CALR Não mutado 

48TE fem/75 TE c.C2094G p.P698R NA JAK2V617F Mutado 

60TE fem/67 TE c.C1815A p.C605* NA JAK2V617F Mutado 

64TE mas/60 TE c.1934dupG p.G646Wfs*12 NA JAK2V617F Mutado 

69TE mas/47 TE c.C3498G p.S1166R 0,8% negativo Mutado 

72TE mas/66 TE c.G1895A p.C632Y NA CALR Mutado 

874α mas/62 MFP c.1934dupG p.G646Wfs*12 NA CALR Mutado 

328α mas/52 MFP c.C2077T p.R693* NA CALR Mutado 

20α fem/50 MFP c. A1898G p.H633R 0,03% CALR Mutado 

767α fem/43 TE c.G1954A p.G652S 1,7% CALR Não mutado 

176α fem/54 MFP c.1934dupG p.G646Wfs*12 NA CALR Mutado 

429α mas/64 TE c.G1954A p.G652S 1,7% negativo Não mutado 

521α fem/83 TE c.C1815A p.C605* NA JAK2V617F Mutado 

437α fem/55 MFP c.1934dupG p.G646Wfs*12 NA JAK2V617F Mutado 

760α mas/76 TE c.1934dupG p.G646Wfs*12 NA JAK2V617F Mutado 

769α fem/15,8 TE c.G1954A p.G652S 1,7% negativo Não mutado 

12TE fem/57 TE c.C3973T p.L1325F 4% negativo Não mutado 

169α fem/95 MFP c. A1898G p.H633R 0,03% JAK2V617F Mutado 

Os pacientes foram categorizados como “não mutado” por suas variações 

apresentarem frequências maiores a 1%. As mutações nonsense e frameshift 

listadas, assim como as duas novas missenses descritas neste trabalho não 
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puderam ser acessadas pois não estão presentes nos bancos de dados 

pesquisados, e incorporam, com as missenses com frequência inferior a 1%, o 

grupo “mutado”. 

 

Figura 6: Exposição esquemática das novas mutações identificadas. São destacadas as 
substituições nos eletroferogramas, na parte superior vemos a mutação c.G1895A e na 
inferiorc.C2094G. Os gráficos provenientes da análise no Poly-Phen-2 estão localizados abaixo dos 
respectivos eletroferogramas evidenciando a probabilidade de dano molecular predita. 

Coletivamente, 22 (13%) pacientes apresentaram mutações no gene 

ASXL1, dos quais 4 (7,5%) foram diagnosticados com PV (4/54), 11 (9%) 

pacientes com TE (11/123) e 7 (22%) com MFP (7/31). As mutações mais 

frequentes foram do tipo missense, seguidas pelas do tipo frameshift, em que a 

p.G646Wfs*12 (c.1934dupG) foi a mais prevalente, encontrada em 7 pacientes 

(32%; 7/22). 

A Tabela 7 resume as principais características clinicas e laboratoriais dos 

pacientes com NMP. Notamos que os pacientes com mutações no ASXL1 são 

mais velhos que os selvagens, embora esta diferença não seja significativa (P = 

0,066). Não houve diferenças entre os grupos de pacientes com ASXL1 mutado e 
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não mutado com relação ao gênero (P = 0,139), contagem de leucócitos (P = 

0,907) e plaquetas (P = 0,143) no sangue, dosagem de hemoglobina (P = 0,419), 

hematócrito (P = 0,431) e LDH (P = 0,311). Os pacientes mutados para o ASXL1 

apresentaram mais esplenomegalia, percentualmente, quando comparados aos 

selvagens (P = 0,062). Com relação as demais consequências clínicas relativas 

às entidades não houve diferenças entre os grupos. Ademais, a frequência de 

mutações no JAK2 e CALR entre os pacientes com ASXL1 mutado e não mutado 

foram similares entre os grupos (P = 0,859 e P= 0,225, respectivamente). 

Quando avaliadas individualmente (PV, TE e MFP), o padrão de mutação 

no gene ASXL1 não apresentou associação com nenhuma das características 

clínicas e laboratoriais abordadas, com exceção da idade mais avanças em 

pacientes com TE mutados para o ASXL1 (P=0,049; mediana: 63,8 versus 52,8), 

e da associação entre mutações no ASXL1 e o desenvolvimento de 

esplenomegalia em pacientes com MFP (P= 0,026). 

A mediana de seguimento para as principais manifestações clínicas da 

doença (evolução clonal, esplenomegalia, trombose, hemorragia e complicações 

vasculares) foi de 5,1 anos (IC-95%: 4,5 a 7,3 anos). Dentro deste seguimento, 

dois pacientes evoluíram para SMD e apenas um paciente evoluiu para LMA, o 

que impossibilitou análises a respeito da evolução clonal da doença. Os pacientes 

que evoluíram para SMD e LMA apresentaram características clinicas e 

laboratoriais similares àqueles que não evoluíram (dados não mostrados). Cento 

e trinta e seis pacientes (65%; 136/208) desenvolveram algum tipo de 

manifestação clínica, sendo as mais frequentes: complicações vasculares 

(54/208; 26%), esplenomegalia (47/208; 22%), seguida por eventos hemorrágicos 
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(30/208; 14%) e trombose (21/208; 10%). Mutações no gene ASXL1 não foram 

associadas com o desenvolvimento das referidas manifestações (Tabela 7). 



55 
Tabela 8: Características clínicas e laboratoriais dos pacientes com NMP de acordo com as mutações no gene ASXL1. 

 Todos pacientes (n =208) Policitemia vera (n = 54) Trombocitemia essencial (n = 123) Mielofibrose primária (n = 31) 
 ASXL1  ASXL1  ASXL1  ASXL1  

Características Mutado 
(n = 22) 

Não mutado 
(n = 186) 

P-
valor 

Mutado 
(n = 4) 

Não mutado 
(n = 50) 

P-
valor 

Mutado 
(n = 11) 

Não mutado 
(n = 112) 

P-
valor 

Mutado 
(n = 7) 

Não mutado 
(n = 24) 

P-
valor 

 No. % No. %  No. % No. %  No. % No. %  No. % No. %  
Sexo   0,139   0,979   0,137   0,384 
 Mulher 12 54,5 130 69,5  3 75 30 60  6 54,5 84 74,3  3 42,8 16 66,7  
 Homem 10 45,5 57 30,5  1 25 20 40  5 45,5 29 25,7  4 57,8 8 33,3  
Necessidade 
transfusional   0,184   0,989   0,903   0,685 

 Não 17 77,3 163 87,2  4 100 47 94  10 90,9 103 91,1  3 42,8 13 54,,2  
 Sim 5 22,7 24 12,8  - - 3 6  1 9,1 10 8,9  4 57,8 11 47,8  
Esplenomegalia   0,062   0,953   0,978   0,026 
 Não 13 59,1 144 77,0  3 75 30 60  10 90,9 102 90,2  0 - 12 50  
 Sim 9 41,9 43 23,0  1 15 20 40  1 9,1 11 9,8  7 100 12 50  
Trombose   0,700   0,615   0,978   0,988 
 Não 21 95,5 168 89,2  4 100 44 88  10 90,9 102 90,2  7 100 22 91,6  
 Sim 1 4,85 19 10,2  - - 6 12  1 9,1 11 9,8  0 - 2 8,4  
Hemorragia   0,955   0,274   0,846   1 
 Não 19 86,4 161 86,1  2 50 38 76  10 90,9 80 87,9  4 100 17 70,8  
 Sim 3 13,6 26 13,9,  2 50 12 24  1 9,1 11 12,2  0 - 3 19,2  
Complicações 
vasculares   0,294   0,817   0,206   0,934 

 Não 19 86,4 136 72,7  2 50 28 56  11 100 90 79,6  6 85,7 18 75  
 Sim 3 13,6 51 27,3  2 50 22 44  0 - 23 20,4  1 14,3 6 25  
JAK2 V617F   0,859   0,436   0,198   0,413 
 Não mutado 8 36,4 75 40,1  1 25 6 12  3 27,2 60 53,1  4 57,8 9 37,5  
 Mutado 14 63,6 112 59,9  3 75 44 88  8 72,8 53 46,9  3 42,8 15 63,5  
Mutações emCALR     0,225     -     -     0,07 
 Não 2 28,6 36 60,0  - - - -  0 - 28 57,1  0 0 6 66,7  
 Sim 5 71,4 24 40,0  - - - -  0 - 21 42,9  4 100 3 33,3  
Risco cardiovascular   0,249   0,964   0,98   0,889 
 Não 7 31,8 80 42,8  1 25 12 24  3 27,2 57 50,5  3 42,8 11 45,8  
 Sim 15 69,2 107 57,2  3 75 38 76  8 72,8 56 49,5  4 57,8 13 55,2  
Sintomas 
constitucionais   0,882   0,594   0,328   0,889 

 Não 12 52,4 103 55,1  2 50 16 32  5 54,5 74 65,5  4 57,8 13 55,2  
 Sim 10 47,6 84 44,9  2 50 34 68  6 45,5 39 34,5  3 42,8 11 45,8  
Idade (anos), mediana 60 57 0,066 59,5 63,3 0,861 63,8 52,8 0,049 58 57,9 0,527 
Intervalo 47–95 4 – 86  53,8 – 76,7 21 – 84  47 – 83 4 – 86  50 – 95 25,4 – 84,2  
Leucócitos (x109/L), 
mediana 10,2 11,0 0,907 9,45 12,1 0,142 9,1 10 0,341 25,2 15,9 0,532 

Intervalo 2,6–40,9 2,1 – 83,6  6,8 – 12,7 4,2 – 24,6  4,3 – 25,5 2,1–56  2,6 – 40,9 3,7 – 83,6  
Hematócrito (%), 
mediana 44 43,2 0,431 63,1 61,4 0,921 44 40,3 0,227 32 35,5 0,695 

Intervalo 23,6–66,3 16,9 – 72,3  57 – 66,3 47,5 – 72,3  32,2 – 48 17–48  23,6 – 44 16,9 – 49  
Hemoglobina (g/dL), 
mediana 13,8 14,0 0,419 19,6 19,8 0,987 13,9 13,1 0,281 9,5 10,8 0,563 

Intervalo 6,7–21,1 5,2 – 22,0  19,0 – 20,7 15,1 – 22,9  10,5 – 16 5,2–16  6,7 – 14,3 5,3 – 15,8  
Plaquetas (x109/L), 
mediana 648 758,5 0,143 470 523 0,689 830 906 0,415 390 349 0,729 

Intervalo 121–2125 26 – 2445  132 – 711 159 – 1440  465 – 1236 114 – 2445  374 – 2125 26 – 1300  
LDH (U/L), mediana 505 513,5 0,311 602 553 0,844 411 412 0,893 1454 724 0,3 
Intervalo 224–1777 163 – 3690  336 – 868 320 – 1240  224 – 908 163 – 1358  495-1777 252 – 3690  
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Figura 7: Classes e localizações de mutações no ASXL1 em pacientes com NMP. A pesquisa de mutações foi realizada no éxon 13 do ASXL1, observando-se 17 
variações. Variações silenciosas não estão expostas. As posições sequenciais das mutações estão representadas no esquema, em que triângulos vermelhos representam 
mutações nonsense, círculos azuis as mutações frameshift e os losangos verdes variações missenses. Os eletroferogramas são ilustrativos das respectivas mutações e são 
referenciadas pelos numerais. 
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6. DISCUSSÃO 

No presente trabalho, realizamos a caracterização clínica e laboratorial de 

264 pacientes com NMP Ph-negativo, dos quais, a pesquisa de mutações no 

gene ASXL1 foi possível em 208 pacientes. No que concerne os dados 

produzidos, podemos conceituá-los sob dois aspectos: 1) composição clínica de 

nossos pacientes, 2) contextualização entre mutações no ASXL1 e as 

características clínicas e laboratoriais dos referidos pacientes.  

Nossa coorte é composta, principalmente, por pacientes com TE 

(57%;151/264) e PV (26%; 69/264), em que os pacientes com MFP representam 

um percentual menor (18%; 48/264). Estes dados estão em consonância com o 

estipulado epidemiologicamente para as NMP Ph-negativo, em que a frequência 

de MFP (0,4 casos/100.000 habitantes) é marcadamente menor que a de PV e TE 

(2,0 casos/100.000 habitantes) (Tefferi & Vardiman 2008; Kiladjian 2012; Tefferi 

2014; Tefferi 2015). Com relação às características clínicas e laboratoriais dos 

pacientes incluídos neste trabalho, evidenciamos duas características inerentes a 

este grupo de neoplasia hematológica. A primeira relaciona-se com as alterações 

patognomônicas a cada entidade, como o aumento da massa eritrocitária em 

pacientes com PV, plaquetose nos pacientes com TE e leucocitose na MFP. 

Estes achados suportam a efetividade dos critérios seguidos para diagnóstico das 

NMP incluídas no estudo (Kvasnicka 2013; Savona et al. 2015). 

Apesar da uniformidade clínica e laboratorial dos pacientes, é 

indispensável denotar a heterogeneidade clínica entre os pacientes estudados, e, 

sobretudo, que esta é uma característica indissociável das NMP. Neste sentido, 

destacamos a prevalência dos sintomas constitucionais, compartilhados entre as 

entidades, assim como o risco aumentado de desenvolvimento de eventos 
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hemorrágicos, trombóticos e o desenvolvimento de complicações vasculares 

(Finazzi et al. 2013; Harrison & Garcia 2014; Geyer & Mesa 2015). Estes 

exemplos, embora frequentes, apresentam-se sob diferentes formas, e ao 

momento, não tivemos ferramentas clínicas nem tempo de seguimento necessário 

para avaliar o risco de desenvolvimento destas manifestações clínicas, em 

especial, a evolução clonal para leucemia aguda (Chen & Mullally 2011; Vardiman 

and Hyjek 2011). 

A segunda característica foi com relação à pesquisa da mutação 

JAK2V617F. Esta mostrou-se como principal ferramenta diagnóstica às NMP Ph-

negativo, principalmente por permitir a identificação de um marcador clonal para o 

grupo. A prevalência desta mutação em nossa coorte está de acordo com 

registros prévios da literatura (60%), tanto nacional(Silva et al. 2012) quanto 

internacional(Gotlib 2013; Takahashi et al. 2013; Pasquier et al. 2014; Zhang et al. 

2014; Angona et al. 2015; Labastida-Mercado et al. 2015; Yonal-hindilerden et al. 

2015). Esta pesquisa é especialmente importante para o diagnóstico da PV, uma 

vez que sua patogênese é virtualmente relacionada à mutações em JAK2, em 

nossa coorte a frequência de mutações foi de 91%, discretamente inferior ao 

proposto pela literatura, em que essa frequência é estipulada em 95% (Kiladjian 

2012; Tefferi 2015). Para TE e MFP a JAK2V617F é também imprescindível ao 

diagnóstico, e apresentaram frequências de 49% e 58% nas entidades, 

respectivamente, também em concordância com a literatura (Kvasnicka 2013; 

Lekovic et al. 2015; Tefferi 2015). 

Desenvolvemos, paralelamente a este trabalho, a padronização, e 

instituímos em nosso estado, a pesquisa de mutações no CALR em pacientes 

com NMP JAK2V617F negativos. Vinte e nove pacientes foram positivos para as 
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referidas mutações (45%; 29/65), em concordância com o preconizado em 

trabalhos prévios (Klampfl et al. 2013; Nangalia et al. 2013; Chi et al. 2014; 

Malcovati et al. 2014; Tefferi & Pardanani 2014). O oferecimento desta pesquisa 

ao centro de referência do estado de Pernambuco (Fundação HEMOPE) permitiu 

a redução do número de pacientes sem marcadores clonais, de 40% para 17% 

(36/208). Reiteramos a importância da identificação das mutações previamente 

citadas, uma vez que estabelecem critérios objetivos para subclassificação das 

entidades e minimizam as possibilidades de equívocos diagnósticos (Vardiman & 

Hyjek 2011; Kvasnicka 2013; Geyer et al. 2014). 

Dos 264 pacientes analisados, 208 puderam ser categorizados quanto a 

mutações no ASXL1, dos quais 22 apresentaram-se mutados (10%). A maioria 

das mutações identificadas foram previamente descritas (Bejar et al. 2011; Gelsi-

Boyer et al. 2012; Pratcorona et al. 2012; Shih et al. 2012; Abdel-Wahab & Levine 

2013; Bejar et al. 2014). Duas mutações missenses foram identificadas em nosso 

estudo, em pacientes com TE (p.C632Y e p.P698R). Apesar de não terem sido 

previamente descritas e apresentarem, segundo a ferramenta Polyphen-2 , uma 

alta probabilidade de dano molecular a função da proteína, o papel de mutações 

missenses sobre patogênese relacionada ao ASXL1 é controverso (Thota et al. 

2014; Paschka et al. 2015; Patnaik et al. 2016; Sorigué et al. 2016). Diversos 

autores apontam que apenas mutações dos tipos nonsense e frameshift possam 

interferir na função da ASXL1, uma vez que provocam a perda estrutural da 

extremidade C-terminal, com consequente extinção do domínio PHD(Abdel-

wahab et al. 2013; Inoue et al. 2013; Wang et al. 2014). Outros, contudo, utilizam 

os critérios de inclusão utilizados em nosso trabalho (Bejar et al. 2014a; Cervera 

et al. 2014) 
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Quanto a frequência de mutações entre as entidades, observamos 

números em consonância com os relatados na literatura para PV, TE e MFP, 7%, 

9% e 22%, respectivamente (Murati et al. 2012; Kim & Abdel-Wahab 2013; 

Sorigué et al. 2016).Identificamos ainda uma não associação entre as mutações 

no gene ASXL1 e JAK2 V617F (P = 0,859) e CALR (P = 0,225). Este achado 

indica que as mutações no ASXL1 exerçam um papel secundário na patogênese 

das NMP, postulando-se inclusive que sua participação ocorra como mutação 

condutora (do inglês driver mutation), precedendo a alteração oncogênica 

principal e favorecendo o estabelecimento deste clone (Brecqueville et al. 2014; 

Cerquozzi & Tefferi 2015; Valletta et al. 2015; Patnaik et al. 2016). 

É importante destacar que o papel das mutações no gene ASXL1 na 

fisiopatologia das NMP não é completamente entendido, apesar de terem sido 

extensamente estudado, especialmente em pacientes com MFP (Gelsi-Boyer et 

al. 2012; Murati et al. 2012, Bravo et al. 2014; Huether et al. 2014). A principal 

associação entre mutações no ASXL1 e o estadiamento clínico das NMP é a 

predisposição à evolução clonal em pacientes com MFP(Shih et al. 2012). Com 

relação as demais entidades, os estudos são escassos e relacionados com a 

predisposição à evolução para mielofibrose (Cerquozzi & Tefferi 2015). 

Em contrapartida, o impacto prognóstico de mutações no ASXL1 em outras 

neoplasias mieloides estão mais bem estabelecidos. O ASXL1 é o gene mais 

frequentemente mutado em pacientes com SMD e LMMC, com frequências 

estipuladas em 40% a 50% dos casos, para ambos grupos (Davids & Steensma 

2010; Bejar et al. 2011; Cervera et al. 2014; Patnaik et al. 2015; Patnaik et al. 

2016). A frequência em pacientes com LMA é consideravelmente menor, em torno 

de 5%-10% (Pratcorona et al. 2012; Devillier et al. 2015; Grimwade et al. 2015). 
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Apesar das diferentes frequências, as mutações no ASXL1 estão associadas a 

piores sobrevida global e livre de eventos nas entidades supracitadas, assim 

como, os pacientes com SMD e LMMC, apresentam maiores taxas de evolução 

clonal para leucemias agudas (Shivarov et al. 2014; Bejar et al. 2014b; Devillier et 

al. 2015; Grimwade et al. 2015; Patnaik et al. 2016). 

Do ponto de vista funcional , três trabalhos avaliaram a hematopoiese de 

modelos knock-out para o gene ASXL1, em todos foram observadas alterações 

morfológicas (displasias) em múltiplas linhagens e o desenvolvimento de sintomas 

relacionados às síndromes mielodisplásica, em que se destacam: citopenias em 

sangue periférico, anemia e aumento da apoptose na medula óssea, provocada 

por uma hematopoiese ineficiente (Abdel-Wahab et al. 2013; Inoue et al. 2013b; 

Wang et al. 2014). 

Apesar do esforço crescente para identificação de marcadores de risco 

molecular, poucos estão estabelecidos ou tem reconhecimento suficiente para 

inclusão na prática clínica (Bravo et al. 2014; Guglielmelli et al. 2014a). O ASXL1, 

associado à mutações a outros modificadores epigenéticos, tais como, DNMT3A e 

TET2, é reconhecido como um dos mais frequentes e promissores genes alvos 

(Aumann & Abdel-Wahab 2014; Meldi & Figueroa 2015). Contudo, poucos 

estudos centraram esforços na identificação da possível modulação dos dados 

clínicos e demográficos dos pacientes com doenças onco-hematológicas segundo 

mutações nos genes citados acima (Pratcorona et al. 2012; Devillier et al. 2015; 

Sorigué et al. 2016). De acordo com nossos dados, não há diferença entre os 

grupos de pacientes mutados ou não para o ASXL1 segundo as variáveis 

avaliadas, com exceção da idade avançada em pacientes com TE (P = 0,049) e o 

desenvolvimento de esplenomegalia (P = 0,026) nos pacientes com MFP. 
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É importante destacar que em nosso estudo, apenas três pacientes 

evoluíram para SMD e para LMA. Além disso, a probabilidade de evolução clonal 

em 10 anos para as entidades é relativamente baixa, em torno de 1% para TE, 

4% para PV e 10% para MFP (Passamonti 2012; Rampal et al. 2014). Como a 

mediana de seguimento da nossa coorte é de apenas 5 anos, e até o presente 

momento não foi possível identificar um número significativo de pacientes com 

evolução clonal, nossas conclusões ficam limitadas às características ao 

diagnóstico e não devem ser extrapoladas ao prognóstico da doença.  
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7. CONCLUSÕES 

ü A composição da coorte foi satisfatória, pois permitiu a identificação de 

pacientes de todas as entidades de NMP Ph-negativo, em proporções 

condizentes com a literatura, garantindo a representatividade das amostras; 

ü A frequência de mutações no gene ASXL1 é similar ao descrito na 

literatura; 

ü Não houve diferenças significativas entre características clínicas e 

laboratoriais de pacientes com ASXL1 mutado versus não mutado. 
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8. Anexo A 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
MAIORES DE 18 ANOS 

(resolução 466/12) 
 Convidamos o(a) Sr.(a) para participar, como voluntário(a), da pesquisa 
"Impacto prognóstico do ASXL1 em Neoplasias Mieloproliferativas Crônicas ", que 
está sob a responsabilidade do pesquisador Juan Luiz Coelho da Silva (Endereço: 
Rua 85, Quadra 63, Bloco 12, nº 55, apto. 308, Maranguape 1, Paulista, PE, CEP: 
53441-310 – Fone: (81) 8212-3548 – E-mail: juanluiz.coelho@gmail.com) e sob a 
orientação do professor Dr. Antonio Roberto Lucena de Araujo (81) 9908-9382 - 
araujoarl@hotmail.com). Também participam também desta pesquisa: Dr. 
Aderson da Silva Araújo (81) 9976-5136 - aderson@hotlink.com.br), Dr. Marcos 
André Cavalcanti Bezerra (81) 9800-8105 – macbezerraufpe@gmail.com). 
 Após ser esclarecido(a) sobre as informações a seguir, no caso de aceitar 
a fazer parte do estudo, rubrique as folhas e assine ao final deste documento, que 
está em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador responsável. Em 
caso de recusa, o(a) Sr.(a) não será penalizado(a) de forma alguma. O(a) Sr.(a) 
tem o direito de retirar o consentimento a qualquer tempo, sem qualquer 
penalidade. 
 Nós verificamos que as Neoplasias Mieloproliferativas Crônicas são 
doenças clonais com sintomas severos ao bem estar do paciente, podendo 
causar hipertensão arterial sistêmica, trombose e hemorragia. Não estão previstos 
benefícios diretos para o paciente, entretanto, como benefício indireto, a 
identificação de alterações genéticas nas Neoplasias Mieloproliferativas Crônicas 
permitirá a detecção precoce e estratificação de risco destes pacientes. Dessa 
forma, gostaríamos que você doasse 5 ml de sangue, obtidos usando agulhas e 
seringas descartáveis. O risco por nós avaliado para o paciente é que em função 
da coleta de sangue, possa haver a formação de um pequeno hematoma local, 
além da ocorrência de uma dor leve resultante da picada de agulha. 
 As informações desta pesquisa serão confidencias e serão divulgadas 
apenas em eventos ou publicações científicas, não havendo identificação dos 
voluntários, a não ser entre os responsáveis pelo estudo, sendo assegurado o 
sigilo sobre a sua participação. Os dados coletados nesta pesquisa (entrevistas e 
dados laboratoriais) ficarão armazenados em computador pessoal sob a 
responsabilidade do pesquisador responsável, no endereço acima informado, pelo 
período mínimo de 5 anos. 
 O (a) senhor (a) não pagará nada para participar desta pesquisa. Se 
houver necessidade, as despesas para a sua participação serão assumidas pelos 
pesquisadores. Fica também garantida indenização em casos de danos, 
comprovadamente decorrentes da participação na pesquisa, conforme decisão 
judicial ou extra-judicial. Em caso de dúvidas relacionadas aos aspectos éticos 
deste estudo, você poderá consultar o Comitê de Ética em Pesquisa Envolvendo 
Seres Humanos da UFPE no endereço: (Avenida da Engenharia s/n – 1º Andar, 
sala 4 - Cidade Universitária, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 – 
e-mail: cepccs@ufpe.br). 
 

___________________________________________________ 
(assinatura do pesquisador) 



75 

Impacto prognóstico do ASXL1 em Neoplasias Mieloproliferativas Crônicas 
 

CONSENTIMENTO DA PARTICIPAÇÃO DA PESSOA COMO VOLUNTÁRIO 
 
Eu, _____________________________________, CPF _________________, 
abaixo assinado, após a leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e ter tido 
a oportunidade de conversar e ter esclarecido as minhas dúvidas com o 
pesquisador responsável, concordo em participar do estudo "Impacto prognóstico 
do ASXL1 em Neoplasias Mieloproliferativas Crônicas ", como voluntário(a). Fui 
devidamente informado(a) e esclarecido(a) pelo(a) pesquisador(a) sobre a 
pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como os possíveis riscos e 
benefícios decorrentes de minha participação. Foi-me garantido que posso retirar 
meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer 
penalidade. 
 
 
_______________________________________ 
Local e data 
 
 
_______________________________________ 
Assinatura do participante 
 
 
Presenciamos a solicitação de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa 
e aceite do voluntário em participar. 
 
Nome: Nome: 

Assinatura: Assinatura: 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

Impressão Digital 
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8. ANEXO B 
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8. Anexo C 

Tabela suplementar 1. Características clínicas e laboratoriais dos pacientes com NMP de acordo com 
os resultados de mutações no gene ASXL1 (com resultados versus sem resultados) 
Características Pacientes com resultados de 

ASXL1 (n = 208) 
Pacientes sem resultados 

de ASXL1 (n = 56) P-valor 

 No. % No. %  
Sexo   0,833 
 Mulher 140 67,3 31 55,3  
 Homem 68 32,7 25 44,7  
Necessidade transfusional   0,402 
 Não  179 86 53 94,6  
 Sim 29 14 3 5,4  
Esplenomegalia   0,818 
 Não  137 65,9 35 62,5  
 Sim 71 34,1 21 37,5  
Trombose   0,356 
 Não  188 90,3 53 94,6  
 Sim 20 9,7 3 5,4  
Hemorragia   0,616 
 Não  176 84,6 51 91,9  
 Sim 32 15,4 5 8,1  
Complicações vasculares   0,836 
 Não  154 74,1 48 85,7  
 Sim 54 25,9 8 14,3  
JAK2 V617F   1,000 
 Não mutado 84 40,4 23 41  
 Mutado 124 59,6 33 59  
Risco cardiovascular   0,683 
 Não  86 41,3 20 35,7  
 Sim 122 58,7 36 64,3  
Sintomas constitucionais   0,171 
 Não  115 55,3 37 66,1  
 Sim 93 44,7 19 33,9  
Idade (anos), mediana 59 62,3 0,536 
Intervalo 21,6 – 82,2 23,4 – 86,1  
Leucócitos (x109/L), 
mediana 11,1 10,9 0,621 

Intervalo 2,1 – 56,2 3,8 – 36,7  
Hematócrito (%), mediana 46 43,8 0,51 
Intervalo 23 – 72 17 – 67  
Hemoglobina (g/dL), 
mediana 14,5 43,8 0,633 

Intervalo 7,2 – 22,4 17 – 67  
Plaquetas (x109/L), 
mediana 730 660 0,254 

Intervalo 35 – 2291 26 – 1517  
LDH (U/L), mediana 610 474 0,118 
Intervalo 204 – 3690 246 – 1133  
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8. Anexo D 

 

 

 

 

 

Artigo 1: Colaboração 

Periódico Blood: IF10,452 

Qualis Capes Ciências Biológicas 1-A1 
 

“High ∆NP73/TAp73 ratio is associated with poor prognosis in acute promyelocytic 
leukemia” 
Antonio R. Lucena-Araujo, Haesook T. Kim, Carolina Thomé, Rafael H. Jacomo, Raul A. 
Melo, Rosane Bittencourt, Ricardo Pasquini, Katia Pagnano, Ana Beatriz F. Glória, Maria 
de Lourdes Chauffaille, Melina Athayde, Carlos S. Chiattone, Ingrid Mito, Rodrigo Bendlin, 
Carmino Souza, Cristina Bortolheiro, Juan L. Coelho-Silva, Stanley L. Schrier, Martin S. 
Tallman, David Grimwade, Arnold Ganser, Nancy Berliner, Raul C. Ribeiro, Francesco Lo-
Coco, Bob Lowenberg, Miguel A. Sanz e Eduardo M. Rego. 
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8. Anexo E 

 

 

Artigo 2: Autoria 

 

Periódico British Journal of Haematology: IF4,711 

Qualis Capes Ciências Biológicas 1-A1 
 

“Prognostic importance of CD56 expression in intermediate risk acute myeloid 
leukemia” 
Juan L. Coelho-Silva, Luany E Carvalho, Mayara M Oliveira, Pedro L França-Neto, 
Adryanna T Andrade, Aleide S Melo, Matheus F Bezerra, Maria A Neves, Júlia Fonseca, 
Maria C Barros-Correia, Cíntia G Machado, Marcos A Bezerra, Daniel M MatosAntonio R. 
Lucena-Araujo 
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funcional: Monitor , Carga horária: 12,  Regime: Parcial  
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Monitor para Graduação da Disciplina de Exames Hematológicos A para o curso de Biomedicina da UFPE. 
 
2011 - 2012    Vínculo: Monitoria Biofísica , Enquadramento funcional: Voluntário 

, Carga horária: 12,  Regime: Parcial  
 Outras informações:  
Monitor para Graduação da Disciplina de Biofísica 1 para os cursos de Ciências Biológicas, Odontologia, 

Farmácia e Biomedicina da UFPE. 
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01/2013 - Atual Ensino médio 
 Especificação:  
 Microbiologia Clínica 
 
08/2012 - Atual Ensino médio 
 Especificação:  
 Imunologia e Sorologia 
 
 

______________________________________________________________________________ 
Projetos 
 
Projetos de pesquisaProjetos de pesquisa2015 - Atual INVESTIGAÇÃO DO STATUS 

MUTACIONAL E PERFIL DE EXPRESSÃO   GÊNICA DO ASXL1 EM 
PACIENTES COM NEOPLASIAS   MIELOPROLIFERATIVAS CRÔNICAS – 
CROMOSSOMO Ph-NEGATIVO 

 Descrição: As neoplasias mieloproliferativas crônicas (NMPCs) constituem um grupo de 
doenças hematopoéticas clonais caracterizadas pela produção excessiva de uma ou mais 
linhagens de células maduras do sangue periférico, levando a complicações clínicas como 
organomegalia, trombose, hemorragia e potencial evolução para mielofibrose e leucemia aguda. 
Estas condições estão associadas, em parte, à mutação somática de uma Janus quinase 2 (JAK2) 
que leva à troca de valina por fenilalanina na posição 617 da proteína (JAK2 V617F). Contudo, em 
cerca de 40-50% dos casos, esta mutação não se encontra presente, sugerindo que eventos 
adicionais possam exercer algum papel na fisiopatologia da doença. Neste contexto, o gene 
ASXL1, responsável por codificar uma metil-transferase capaz de exercer modificações pós-
traducionais de proteínas grupo Polycomb e do complexo Trithorax, se destaca por estar 
frequentemente mutado em tumores humanos, incluindo neoplasias hematológicas. Apesar de 
mutações no ASXL1 terem sido associadas a um pior prognóstico em indivíduos com leucemias 
agudas, seu impacto nas NMPCs ainda não está completamente esclarecido. Desta forma, o 
presente projeto tem como principal objetivo caracterizar pacientes com NMPCs  cromossomo 
Filadélfia (Ph) e JAK2 V617F negativas de acordo com status mutacional e níveis de expressão do 
gene ASXL1, e correlacionar esses achados com o desfecho clínico e com caracteristicas clinico-
laboratoriais desses pacientes. 
Situação: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa 
Alunos envolvidos: Mestrado acadêmico (3);  
Integrantes: Juan Luiz Coelho da Silva (Responsável); ;  Marcos André Cavalcanti Bezerra;  
Antonio Roberto Lucena-Araujo;  Mayara Matias de Oliveira;  Pedro Luiz de França Neto 
 
Projeto de extensãoProjeto de extensão2014 - 2014 II Curso de Flebotomia e Técnicas 

Hematológicas 
 Descrição: Curso que visa a qualificação de estudantes a realização de punção venosa e 
técnicas hematológicas básicas. 
Situação: Concluído Natureza: Projeto de extensão 
Integrantes: Juan Luiz Coelho da Silva;  Diego Antonio Pereira Martins;  Marcos André Cavalcanti 
Bezerra (Responsável);  Matheus Filgueira Bezera;  Mariana Barros Souto de Souza;  Igor de 
Farias Domingos;  Antonio Roberto Lucena-Araujo;  Luana Priscila Moraes Laranjeira;  Rayssa 
Leal Borges de Medeiros;  Mayara Matias de Oliveira;  Ana Beatriz Albuquerque do Nascimento;  
Pedro Luiz de França Neto 
 
2014 - 2014 I Curso de Imersão em Citologia Hematológica 
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 Descrição: Curso que visa a contextualização e normatização de informações relativas ao 
hemograma e suas alterações. 
Situação: Concluído Natureza: Projeto de extensão 
Integrantes: Juan Luiz Coelho da Silva (Responsável); ;  Diego Antonio Pereira Martins;  Marcos 
André Cavalcanti Bezerra;  Matheus Filgueira Bezera;  Diego Arruda Falcão;  Mariana Barros 
Souto de Souza;  Igor de Farias Domingos;  Manuela Andrade Costa;  Antonio Roberto Lucena-
Araujo;  Luana Priscila Moraes Laranjeira;  Rayssa Leal Borges de Medeiros;  Mayara Matias de 
Oliveira;  Ana Beatriz Albuquerque do Nascimento;  Pedro Luiz de França Neto 
 
2014 - 2014 II Curso de Interpretação do Hemograma 
 Descrição: Curso que visa a contextualização e normatização de informações relativas ao 
hemograma e suas alterações. 
Situação: Concluído Natureza: Projeto de extensão 
Integrantes: Juan Luiz Coelho da Silva (Responsável); ;  Diego Antonio Pereira Martins;  Marcos 
André Cavalcanti Bezerra;  Matheus Filgueira Bezera;  Diego Arruda Falcão;  Mariana Barros 
Souto de Souza;  Igor de Farias Domingos;  Manuela Andrade Costa;  Antonio Roberto Lucena-
Araujo;  Luana Priscila Moraes Laranjeira;  Rayssa Leal Borges de Medeiros;  Mayara Matias de 
Oliveira;  Ana Beatriz Albuquerque do Nascimento 
 
2014 - 2014 III Curso de Flebotomia e Técnicas Hematológicas 
 Descrição: Curso que visa a qualificação de estudantes a realização de punção venosa e 
técnicas hematológicas básicas. 
Situação: Concluído Natureza: Projeto de extensão 
Integrantes: Juan Luiz Coelho da Silva (Responsável); ;  Diego Antonio Pereira Martins;  Marcos 
André Cavalcanti Bezerra;  Matheus Filgueira Bezera;  Mariana Barros Souto de Souza;  Igor de 
Farias Domingos;  Manuela Andrade Costa;  Antonio Roberto Lucena-Araujo;  Luana Priscila 
Moraes Laranjeira;  Rayssa Leal Borges de Medeiros;  Mayara Matias de Oliveira;  Ana Beatriz 
Albuquerque do Nascimento;  Pedro Luiz de França Neto 
 
2014 - 2014 V Curso de Hematologia Laboratorial 
 Descrição: Curso de Extensão que visa expor conhecimentos básicos e aplicados da 
hematologia laboratorial a profissionais e estudantes da área de saúde. 
Situação: Concluído Natureza: Projeto de extensão 
Integrantes: Juan Luiz Coelho da Silva;  Diego Antonio Pereira Martins;  Marcos André Cavalcanti 
Bezerra (Responsável);  Antonio Roberto Lucena-Araujo;  Rayssa Leal Borges de Medeiros;  
Mayara Matias de Oliveira;  Ana Beatriz Albuquerque do Nascimento;  Pedro Luiz de França Neto 
 
2014 - 2014 I Curso de Flebotomia e Técnicas Hematológicas 
 Descrição: Curso que visa a qualificação de estudantes a realização de punção venosa e 
técnicas hematológicas básicas. 
Situação: Concluído Natureza: Projeto de extensão 
Integrantes: Juan Luiz Coelho da Silva;  Diego Antonio Pereira Martins;  Marcos André Cavalcanti 
Bezerra (Responsável);  Matheus Filgueira Bezerra;  Mariana Barros Souto de Souza;  Igor de 
Farias Domingos;  Manuela Andrade Costa;  Antonio Roberto Lucena-Araujo;  Luana Priscila 
Moraes Laranjeira;  Rayssa Leal Borges de Medeiros;  Mayara Matias de Oliveira;  Ana Beatriz 
Albuquerque do Nascimento;  Pedro Luiz de França Neto 
 
2013 - 2013 I Curso de Interpretação do Hemograma 
 Descrição: Curso que visa a contextualização e normatização de informações relativas ao 
hemograma e suas alterações. 
Situação: Concluído Natureza: Projeto de extensão 
Integrantes: Juan Luiz Coelho da Silva (Responsável); ;  Diego Antonio Pereira Martins;  Marcos 
André Cavalcanti Bezerra;  Matheus Filgueira Bezera;  Diego Arruda Falcão;  Mariana Barros 
Souto de Souza;  Igor de Farias Domingos;  Manuela Andrade Costa;  Antonio Roberto Lucena-
Araujo;  Luana Priscila Moraes Laranjeira;  Rayssa Leal Borges de Medeiros;  Pedro Luiz de 
França Neto 
 
2013 - 2013 IV Curso de Hematologia Laboratorial 
 Descrição: Quarto curso de extensão em Hematologia Laboratorial,cujo objetivo é a 
atualização profissional na área dos exames hematológicos. 
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Situação: Em andamento Natureza: Projeto de extensão 
Alunos envolvidos: Graduação (6); Mestrado acadêmico (1);  
Integrantes: Juan Luiz Coelho da Silva;  Diego Antonio Pereira Martins;  Marcos André Cavalcanti 
Bezerra (Responsável);  Andriu dos Santos Catena;  Matheus Filgueira Bezera;  Adryanna Thaís 
Cavalcanti Andrade;  Maria Amélia Carlos Souto Maior Borba;  Pedro Luiz de França Neto 
 
2013 - 2013 III Curso de Hematologia Laboratorial 
 Descrição: Terceiro curso de extensão em Hematologia Laboratorial, cujo objetivo é a 
atualização profissional na área dos exames hematológicos. 
Situação: Concluído Natureza: Projeto de extensão 
Alunos envolvidos: Graduação (6);  
Integrantes: Juan Luiz Coelho da Silva;  Diego Antonio Pereira Martins;  Marcos André Cavalcanti 
Bezerra (Responsável);  Andriu dos Santos Catena;  Kleyton Clementino da Silva;  Matheus 
Filgueira Bezera;  Adryanna Thaís Cavalcanti Andrade 
 
2012 - 2012 II Curso de Hematologia Laboratorial 
 Descrição: Segundo curso de Hematologia Laboratorial realizado no Laboratório Central 
do Centro de Ciências Biológicas-UFPE. O curso tem como principal objetivo a atualização de 
profissionais na área dos exames hematológicos. 
Situação: Concluído Natureza: Projeto de extensão 
Alunos envolvidos: Graduação (6);  
Integrantes: Juan Luiz Coelho da Silva;  Diego Antonio Pereira Martins;  Aíla Lima de Melo;  
Marcos André Cavalcanti Bezerra (Responsável);  Andriu dos Santos Catena;  Kleyton Clementino 
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