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RESUMO

A leucemia promielocitica aguda (LPA) € um subtipo de leucemia mieloide aguda (LMA)
caracterizada pela presenca da translocacdo entre os cromossomos 15 e 17, o que resulta na
proteina de fusao PML-RARa. O monitoramento dos transcritos PML-RARa tornou-se um
marcador de diagndstico fundamental e requer métodos cada vez mais sensiveis para o
acompanhamento da resposta terapéutica e a detec¢do precoce de eventuais recidivas nos
pacientes em tratamento. Assim, o objetivo deste trabalho foi padronizar a técnica de RT-PCR
em tempo real para a avaliacao da fusao PML-RARa da t(15;17) e comparar com os resultados
obtidos na RT-PCR convencional. Durante a fase de padronizacdo, foi observado que a RT-
PCR em tempo real apresentou uma sensibilidade maior em relacio a convencional para
deteccdo de concentracdes de transcritos igual a 10' cépias de PML-RARa berl. Quinze
amostras de pacientes foram usadas neste estudo, oito de pacientes PML-RARa berl e sete de
PML-RARa ber3. Comparando-se os dois métodos com as amostras de pacientes, a RT-PCR
em tempo real detectou o transcrito PML-RARa berl em quatro amostras, enquanto a RT-PCR
convencional detectou o transcrito em apenas duas. Dessa forma, a concordancia entre os testes
foi moderada de acordo com o teste kappa. Também foi analisada a eficiéncia de duas
transcriptases reversas, aquela que ja vinha sendo utilizada na rotina da marca Promega e a da
Qiagen (teste), e, foi observado que a transcriptase reversa utilizada como teste, apresentou
maior eficiéncia do que aquela usada na rotina para a amplificacdo dos transcritos. Assim, foi
observado que a qualidade da transcri¢io reversa € importante para a deteccao de fusdao PML-
RARa. Também foi observado que a RT-PCR em tempo real pode ser realizada em amostras
extraidas pelo kit de extragdo de RNA atualmente usado na rotina (Promega) e a transcricao
reversa pelo kit teste (Qiagen). Na avaliacao dos custos, a RT-PCR convencional apresentou
um custo significativamente menor do que a RT-PCR em tempo real. No entanto, o
processamento de varias amostras simultaneamente diminui o custo da RT-PCR em tempo real.
Nesse contexto, mesmo que o custo RT-PCR em tempo real qualitativa seja maior, esse método
€ mais sensivel que a RT-PCR convencional e, por ser mais efetivo para a detecgao precoce de
recidivas na LPA, sugere-se o seu uso na rotina laboratorial.

Palavras-chave: LPA; DRM; Monitoramento terapéutico; RT-PCR; PML-RARa.



ABSTRACT

Acute promyelocytic leukemia (APL) is a subtype of acute myeloid leukemia (AML)
characterized by the presence of translocation between chromosomes 15 and 17, which results
in the PML-RAR« fusion protein. The monitoring of PML-RARa« transcripts has become a
fundamental diagnostic marker and requires increasingly sensitive methods for monitoring
therapeutic response and the early detection of possible relapses in patients during the treatment.
Therefore, the objective of this work was to standardize the real-time RT-PCR technique for
the evaluation of the PML-RAR« fusion of t(15;17) and compare it with the results obtained in
conventional RT-PCR. During the standardization phase, it was observed that real-time RT-
PCR showed a higher sensitivity compared to the conventional one for detecting concentrations
of transcripts equal to 10! copies of PML-RAR« berl. Fifteen patient samples were used in this
study, eight from PML-RARa berl patients and seven from PML-RARa ber3. Comparing the
two methods with the patient samples, real-time RT-PCR detected the transcript PML-RARa
berl in four samples, whereas conventional RT-PCR detected the transcript in only two. Thus,
the agreement between tests was moderate according to the kappa test. The efficiency of two
reverse transcriptases was also analyzed, the one that had already been used in the routine of
the Promega brand and that of the Qiagen (test), and it was observed that the reverse
transcriptase used as a test showed greater efficiency than that used in the routine in the
amplification of transcripts. Thereby, it was observed that the quality of reverse transcription is
important for the detection of PML-RARGa fusion. It was also observed that real-time RT-PCR
can be performed on samples extracted by the RNA extraction kit currently used
in routine (Promega) and reverse transcription by the test kit (Qiagen). When evaluating costs,
conventional RT-PCR had a significantly lower cost than the real-time technique. However, if
multiple samples were processed simultaneously, this reduces the cost of real-time RT-PCR. In
this context, even though the cost of qualitative real-time RT-PCR is higher, this method is
more sensitive than conventional RT-PCR and, because it is more effective for the early
detection of recurrences in APL, its use in laboratory routine is suggested.

Keywords: APL; MRD; Therapeutic monitoring; RT-PCR; PML-RARa.
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1 INTRODUCAO

De acordo com a estimativa mundial realizada pela Global Cancer Observatory
(GLOBOCAN), no ano de 2018 foram identificados cerca de 437 mil novos casos de leucemias
e notificadas mais de 300 mil mortes em decorréncia dessa doencga. Os casos aparecem em sua
maioria nas populacdes de paises asidticos (48,7%) e acometem com maior frequéncia o sexo
masculino (GLOBOCAN, 2018). No Brasil, a leucemia é a décima neoplasia mais recorrente
entre os homens e a décima segunda neoplasia mais encontrada entre as mulheres, estimando-
se cerca de 10.800 novos casos a cada ano, o que resulta em 5,67 novos casos a cada 100 mil
homens e 4,56 para cada 100 mil mulheres (INCA, 2020).

As leucemias agudas (LAs) sdo doencas caracterizadas pela expansao clonal de células
imaturas do sistema hematopoiético, nas quais ocorre um bloqueio na diferenciacao celular e a
proliferacdao descontrolada de células progenitoras mieloides ou linfoides neopldsicas que se
acumulam na medula 6ssea (MO), sangue periférico (SP) e/ou em outros tecidos (ARBER et
al., 2016; SWERDLOW et al, 2017). De modo geral, essas anormalidades podem ocorrer em
diferentes fases da diferenciacdo celular. Quando esse bloqueio € observado na diferenciacao
das células progenitoras do tronco mieloide, as leucemias sdo denominadas de leucemias
mieloides, as quais podem ser definidas como agudas ou crdnicas, de acordo com os
progenitores mieloides afetados (HOFFBRAND et al., 2013; SWERDLOW et al., 2017). A
proliferacdo anormal das células neoplasicas nas LAs perturba o processo de maturacdo de
outras linhagens celulares normais e, por isso, esses individuos podem apresentar anemias,
trombocitopenias e suscetibilidade a processos infecciosos (STEWART, WILD, 2014).

As leucemias mieloides agudas (LMAs) podem resultar de anormalidades genéticas. A
leucemia promielocitica aguda (LPA) € um subtipo de LMA caracterizado pela presenca da
translocacao entre os cromossomos 15 e 17 a qual resulta na fusao do gene do receptor retinoico
alfa (RARa) com o gene da leucemia promielocitica (PML) (THOMAS, 2019). A identificacao
e a caracterizagdo do gene PML-RARa no inicio dos anos 90 teve alta relevancia na pratica
clinica (ADAMS; NASSIRI, 2015; CICCONI; LO-COCO, 2016). A LPA, se nao tratada
rapidamente, € considerada uma das formas mais letais de LMA, pois apresenta grande
tendéncia a coagulopatias, o que pode resultar em um curso fatal (THOMAS, 2019). De modo
geral, o tratamento da LPA consiste em trés fases: a inducdo de remissdo, consolidagdo e

manuten¢do. Conforme os protocolos terapéuticos, a investigacdo da doenga residual
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mensurdvel (DRM) deve ocorrer logo apés a consolidacdo e durante a fase de manutengdo
(SCHUURHUIS et al., 2018).

A DRM ¢ definida como uma pequena porcao de células neopldsicas, que possuem um
valor progndstico importante nas leucemias, tendo em vista que, quando atingida a remissao
hematoldgica completa, as células leucémicas poderdo permanecer na circulacio em
quantidades menores que o limite de detec¢ao por microscopia (GRANDO; WAGNER., 2008).
O monitoramento seriado da DRM ¢é importante como uma ferramenta para orientar uma
intervencdo precoce afim de evitar recaidas (GRIMWADE; JOVANOVIC; HILLS, 2014).
Virios métodos podem ser utilizados nessa avaliacdo, como € o caso da imunofenotipagem por
citometria de fluxo (IMF-CF) e da transcri¢do reversa seguida da reacdo em cadeia da
polimerase (RT-PCR). No entanto, um estudo realizado recentemente na Unidade de
Laboratério de Anélises Clinicas (ULAC) mostrou que a RT-PCR convencional in house
apresenta baixa sensibilidade para a detec¢io da DRM em LPA. Isso mostra a necessidade da
implementacdo de métodos mais sensiveis para detec¢do da fusio PML-RARa, como a RT-
PCR em tempo real (SILVA, 2018). Além de apresentar maior sensibilidade, hd outras
vantagens em utilizar o método de RT-PCR em tempo real para o monitoramento de DRM,
incluindo um menor tempo entre a coleta da amostra e a liberacao do resultado e um menor
risco de contaminagdo cruzada, uma vez que nao é realizada a Nested-PCR (GRIMWADE,;

JOVANOVIC; HILLS, 2014).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Padronizar a técnica RT-PCR em tempo real para a investigacdo da fusio PML-RAR«
da t(15;17)(q22;q12) em pacientes com LPA em tratamento no Hospital Universitario Professor

Polydoro Ernani de Sao Thiago (HU/UFSC/EBSERH).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Comparar os resultados obtidos na RT-PCR em tempo real com os obtidos na RT-PCR
convencional, utilizada atualmente no Setor de Biologia Molecular da ULAC do HU;

 Analisar a sensibilidade dos métodos (citometria de fluxo e de biologia molecular) na
deteccao de DRM em pacientes em tratamento da LPA;

o Comparar e discutir as diferengas de custos entre os métodos RT-PCR convencional e
em tempo real;

e Elaborar uma Instrucdo de Trabalho para a RT-PCR em tempo real conforme as

normas do manual de qualidade da ULAC.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA (LMA)

As leucemias mieloides agudas (LMAs) formam um grupo heterogéneo de doencas
clonais de células do tecido hematopoiético, caracterizadas pelo bloqueio da maturacao celular
e proliferacdo atipica das células progenitoras da linhagem mieloide (SILVA et al., 2006;
SWERDLOW et al., 2017). Além da perda de capacidade de diferenciacdo, essas células
neoplésicas mantém a capacidade de proliferacdo devido a inibicao de fatores apoptéticos. Isso
resulta em uma proliferacao exacerbada de uma populacao celular leucémica monoclonal sem
capacidade de diferenciacdo (LEATHE et al. 2008; SILVA et al., 2006). Essa proliferagdao
exacerbada do clone leucémico prejudica ou impede a producdo das células hematopoiéticas
normais, como os eritrocitos, os leucdcitos e as plaquetas, o que resulta no aparecimento de
sinais e sintomas como anemia, infec¢des recorrentes e desordens hemorréigicas,
respectivamente (FERRARA, 2004; SILVA et al., 2006).

As LMAs estdo entre os dez tipos de neoplasia mais frequentes no mundo e no Brasil
(GLOBOCAN, 2018; INCA, 2018). Elas podem acometer todas as faixas etdrias, no entanto,
mais de 50% dos casos sdo comumente identificados em adultos acima dos 60 anos com
tendéncia a aumentar com a progressao da idade (CHAUFFAILLE; YAMAMOTO, 2016;
DESCHLER; LUBBERT, 2006; HOFFBRAND et al., 2013; SILVA et al., 2006). A taxa de
mortalidade desses pacientes € alta e pode estar relacionada a fatores genéticos, subtipos de
LMA com prognéstico desfavoravel, comorbidades, idade do paciente, entre outros fatores
(DESCHLER; LUBBERT, 2006).

A estratificacdo dos subtipos de LMA em grupos de risco, baseada nas alteracdes
genéticas recorrentes, melhoram a avaliacdo progndstica, o que pode contribuir com a decisao
terapéutica e aumento de sobrevida desses pacientes (LIMA er al., 2016). A escolha da
terapéutica mais adequada tornou-se possivel com o desenvolvimento de muitos farmacos alvos
genéticos especificos, como o acido all-trans retinoico (ATRA), que age diretamente na
proteina de fusdo PML-RARa; os inibidores de tirosina cinase (ex. mesilato de imatinibe), que
atuam na proteina de fusio BCR-ABL (FUNKE et al., 2008; LOPES; ABREU, 2009;); e os
inibidores do gene FLT3 (TESTA; LO-COCO, 2016). Assim, métodos para detec¢do dessas
alteracdes genéticas se tornaram uteis para a deteccdo de DRM durante a monitoragdo do

tratamento (GRANDO, WAGNER., 2008).



21

Nesse contexto, a categoria LMA com anormalidades genéticas recorrentes foi incluida
na classificagdo da Organiza¢do Mundial da Satide para LMAs em 2002. Essa classificag¢do foi
reavaliada em 2008 e 2017, e nessa categoria o nimero de alteracdes genéticas descritas nas
LMAs aumentou (JAFFE et al., 2002; SWERDLOW et al., 2008; SWERDLOW et al., 2017).
Na classificacdo atual, de 2016, pode-se observar 11 alteracdes genéticas associadas a LMA,

entre elas a leucemia promielocitica aguda com a t(15;17)(q22;q12) PML-RARa (Quadro 1).

Quadro 1 - Classificagdo das Leucemias Mieloides Agudas (LMASs) e neoplasias mieloides
relacionadas — OMS 2016
Leucemia mieloide aguda com anormalidades genéticas recorrentes

LMA t(8:21) (q22;922): RUNX1-RUNXIT1

LMA inv(16) (p13.1922) ou t(16;16) (p13.1;q22); CBFB-MYH11
LPA com t(15,17)(q22;q12); PML-RARa

LMA com t(9:11) (p21,3:923,3):MLLT3-KMT2A

LMA t(6:9) (p23;q34.1); DEK-NUP214

LMA inv(3) (q21.3926.2) ou t (3;3) (q21.3;926.2); GATA2,MECOM
LMA (megacarioblastica) t(1;22) (p13.3;q13.3); RBM15-MKLI1
Entidade proviséria: LMA com BCR-ABLI1

LMA com mutagdo NPM1

LMA com mutacao CEBPA

Entidade provisoria: LMA com mutacdo RUNX1

Leucemia mieloide aguda com alteracoes relacionadas a mielodisplasia

Neoplasias mieloides relacionadas a terapias

Leucemias mieloides nao especificadas (LMA NOS)
LMA com diferenciacdo minima

LMA sem maturagdo

LMA com maturacao

Leucemia mielomonocitica aguda

Leucemia monobléstica/monocitica aguda

Leucemia eritroide pura

Leucemia megacariobldstica aguda

Leucemia basofilica aguda

Panmielose aguda com mielofibrose

Sarcoma mieloide
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Proliferacdes mieloides relacionadas a sindrome de Down
Mielopoese anormal Transitéria (TAM)

Leucemia Mieloide associada com Sindrome de Down

Neoplasia de célula dendritica plasmocitoide blastica (NCDPB)

Fonte: Adaptado de ARBER et al. 2016.

3.2 LEUCEMIA PROMIELOCITICA AGUDA (LPA)

A LPA € uma doenca de etiologia genética, pois estd relacionada a translocacdes
cromossdmicas que alteram o 16cus RARa (do inglés Retinoic Acid Receptor Alfa) presente no
cromossomo 17 e que resultam em produtos de fusdo com outros genes. Em cerca de 90% dos
casos, essa fusdo ocorre com o gene PML (do inglés Promyelocytic Leukemia) gerando a
t(15;17)(q22;q12). Outras fusdes alternativas, em menor frequéncia, ocorrem com o gene PLZF
(do inglés Promyelocytic Leukemia Zinc Finger) da t(11;17)(q23;921) ou, muito raramente,
com o gene NPM (do inglés Nucleophosmin) da t(5;17)(q35;921), com o NUMA (do inglés
Nuclear Matrix—associated) da t(11;17)(q13;921), e com os genes parceiros STATS5b (do inglés
Signal Transducer and Activator of Transcription 5B) da dupl7(ql1;q21). A anormalidade
citogenética mais frequente, a PML-RARa, provém da t(15;17)(q22;q12), na qual ocorre a
fusdo do gene PML oriundo do cromossomo 1522 e do gene RARo do cromossomo 17q12.
Essa fusdo forma um novo gene PML-RARa, o que resulta na sintese da proteina PML-RARa,
considerada importante na génese da LPA (GABERT et al., 2003; HOFFBRAND et al., 2013;
SWERDLOW et al., 2017; WANG & CHEN, 2008).

De acordo com os diferentes pontos de interrup¢cao do PML e RARa, existem trés
isoformas do gene de fusdo PML-RARa. Os pontos de interrup¢ao de RARa sempre ocorrem
no intron 2, com 17kb de comprimento. Por outro lado, trés regides do 16cus PML estdao
envolvidas nos pontos de interrup¢ao da translocacdo t(15;17), sdo eles o intron 6 (berl; 55%
dos casos), éxon 6 (bcr2; 5%) e intron 3 (ber3; 40%) (Figura 1). As trés possiveis isoformas de
proteinas PML-RARa, sdo denominadas longa (L ou bcrl), variante (V ou ber2) e curta (S ou
ber3) (GABERT et al., 2003; WU et al., 2019). Notavelmente, a isoforma ber3 esta associada
a piores progndsticos, maior nimero de promieldcitos leucémicos e a uma morfologia da

variante, ou seja, as c€lulas neoplasicas sdo hipogranulares (BRUNETTI et al., 2017).
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Figura 1 - Possiveis pontos de quebra nas regides dos genes PML e RARa da

1(15;17)(q22;q12).
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Legenda: (A) Diagrama esquematico da estrutura éxon/intron dos genes PML e RARa envolvidos na
t(15;17)(q22;q12). A orientagdo do centromero (cen) e do teldmero (tel), a numeracio do éxon e as regides
relevantes do ponto de quebra sdo indicadas. As regides de ponto de quebra berl e ber2 s@o justapostas ao intron
6 e éxon 06, respectivamente. (B) Diagrama esquematico dos trés tipos de transcritos de PML-RARa relacionados
as diferentes regides de ponto de quebra de PML. O tamanho do transcrito ber2 depende da posicdo do ponto de
quebra no éxon 6 do gene PML. PML = gene da leucemia promielocitica; RARa = gene do receptor alfa do
acido retinoico; cen = centrdmero, tel = teldmero, bp = pares de base.

Fonte: Adaptado de VAN DONGEN et al., 1999.

A LPA tem sido caracterizada por um rdpido curso fatal e alta incidéncia de morte por
hemorragia precoce caso ndo haja tratamento adequado imediato. Assim, o diagndstico deve
ser tratado como um caso de emergéncia médica, sendo recomendado o inicio imediato do
tratamento em casos de suspeita clinica acompanhada da morfologia celular sugestiva

(COOMBS; TAVAKKOLI; TALLMAN, 2015; GRIMWADE; LO COCO, 2002).
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3.2.1 Diagnéstico

3.2.1.1 Apresentagdo Clinica

Por ser um subtipo de LMA, a LPA apresenta sinais e sintomas muito semelhantes e
caracteristicos de LMA (BORROW et al., 1992). Normalmente, os pacientes apresentam
leucopenia e sintomas de pancitopenia, como: fadiga, dispneia, palidez, febre, anemia e
petéquias espalhadas pelo corpo (ADAMS; NASSIRI, 2015). Também podem ser observados
outros sintomas decorrentes da infiltragdo leucémica em varios tecidos, como hepatomegalia,
esplenomegalia, linfadenopatia, alteracdes de pele, dores Osseas e problemas no sistema
nervoso central, os quais podem produzir uma variedade de outros sintomas (CICCONI; LO-
COCO, 2016; DAVID; MATHEWS, 2018).

A principal caracteristica que distingue a LPA das demais LMAs € a sua predominancia
em adultos jovens que apresentam quadro clinico de leucopenia e coagulopatia. Esta se
caracteriza por estados hemorrdgicos com coagulacdo intravascular disseminada (CIVD),
manifestacdo mais notoria da doenca (TALLMAN; ALTMAN, 2009; SAGRILLO et al., 2005),
devido a fibrindlise e protedlise inespecificas que elevam o risco de morte (ADES et al., 2006;
WREDE et al., 2005; ZHOU et al., 2007). Dessa maneira, o diagndstico precoce ¢é
imprescindivel, pois existe um alto risco de CIVD e morte precoce (DAVID; MATHEWS,
2018).

3.2.1.2 Diagnostico laboratorial

3.2.1.2.1 Morfologia Celular

Em relacdo a morfologia celular, a LPA ¢é dividida entre a forma cldssica ou
hipergranular, a forma hipogranular ou microgranular, e as demais formas variantes, como por
exemplo a LPA com presenca de monocitose (ADAMS; NASSIRI, 2015; ARBER et al., 2016;
NAEEM et al., 20006).

Na forma hipergranular ou cldssica, os promieldcitos apresentam nucleo reniforme e
excéntrico com abundantes granulacdes azurdfilas no citoplasma. A presenca de multiplos
bastonetes de Auer no citoplasma desses promieldcitos leucémicos, os quais se dispdem em
forma de feixes, denomina-se de "Faggot cells" (células com macos ou feixes) (Figura 2), os
quais podem ser encontrados e identificados com frequéncia na LPA (HOFFBRAND et al.,
2013; SAGRILLO et al., 2005; SWERDLOW et al., 2017).
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Figura 2 - Aspirado de MO contendo promieldcitos caracteristicos da LPA hipergranular.
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Legenda: (1) Promieldcitos com granulos citoplasmaticos proeminentes; (2) Faggot cells.
Fonte: TALLMAN; ALTMAN, 2009.

E de suma importncia lembrar que os abundantes granulos azuréfilos primarios, apesar
de fortemente sugestivo da LPA, ndo confirmam o diagnéstico, pois as células leucémicas em
outros subtipos de LMA podem apresentar granulos proeminentes (TALLMAN; ALTMAN,
2009; SWERDLOW et al., 2017).

Na forma hipogranular ou microgranular € mais evidente a visualizagdo do contorno
nuclear bilobado ou reniforme, devido a diminui¢do ou auséncia das granula¢des primadrias.
Essa caracteristica € importante pois os pacientes com a LPA microgranular ou hipogranular,
apesar de ndo apresentarem as granulagdes evidentes na microscopia Optica (Figura 3),
manifestam a mesma predisposi¢do para hemorragias e CIVD que a forma de LPA

hipergranular (TALLMAN; ALTMAN, 2009).

Figura 3 - Aspirado de MO que mostra caracteristicas morfoldgicas de LPA microgranular ou
hipogranular.

Fonte: TALLMAN; ALTAMN, 2009.
3.2.1.2.2 Alteragdes em pardmetros hematoldgicos e bioquimicos
Na maioria dos casos, os pacientes apresentam anemia normocromica € normocitica,

trombocitopenia severa (SILVA et al., 2006) e distirbios da coagulacdo. O tempo de
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protrombina (TP), o tempo parcial de tromboplastina (TTPA) e o tempo de trombina (TT) estdo
prolongados, apresentam altas concentracdes de produtos de degradacdo da fibrina e do D-
dimero, e a diminuicdo das concentracdes plasmaticas de fibrinogénio (DAVID; MATHEWS,
2018; KWAAN, WANG, BOGGIO, 2002).

Em relagdo aos exames bioquimicos, os pacientes com LPA podem apresentar o
aumento da lactato desidrogenase (LDH) sérica, o que pode ser explicado pelo fato da LDH ser
uma enzima intracelular que € liberada pelas células no SP como consequéncia da citdlise, a
qual se eleva em decorréncia da proliferacdo celular descontrolada, caracteristica das LMAs

(VARMA, VARMA, 2008).

3.2.1.2.3 Imunofenotipagem por citometria de fluxo

A imunofenotipagem (IMF) por citometria de fluxo (CF) das células leucémicas permite
o reconhecimento da linhagem e estigio de diferenciacdo do clone anormal. Além disso, traz
informacdes a respeito das caracteristicas progndsticas e dos fenétipos aberrantes importantes
para a escolha da terapia € na monitorizacdo da DRM (OELSCHLAEGEL et al., 2009;
PELLOSO et al., 2003; SWERDLOW et al., 2017).

Em relagdo a presenca de marcadores de superficie celular, nos pacientes com LPA as
células t€ém um padrdo distinto quando comparado a outras LMAs. De modo resumido, as
células neoplésicas apresentam expressao baixa ou ausente de HLA-DR (Figura 4F), de CD34
e das integrinas leucocitdrias (CD11a, CD11b e CD18). No entanto, ocorre uma expressao forte
e homogénea de CD33 (Figura 4H); e heterogénea de CD13. A expressdo de CDI117 €
caracteristica, embora algumas vezes pode apresentar-se um pouco mais fraca (SWERDLOW
et al., 2008). H4 auséncia da expressao de antigenos monociticos, como CD14 (SAGRILLO et
al., 2005). Os marcadores de diferenciacdo granulocitica, CD15 (Figura 4E) e CD65, sdo
negativos ou fracamente expressos, mesmo que seja comum a expressao de CD64. Em cerca de
20% dos casos de LPA, pode ocorrer a expressao de CD56 (Figura 41), que tem sido associado
aum mau prognostico (VAN DONGEN et al., 1999; SWERDLOW et al., 2008). Também pode
ocorrer a expressao aberrante do antigeno CD2 (marcagdo para linhagem linfoide T), que esta

presente em casos com a t(15;17)(q22;q12) (SWERDLOW et al., 2017; YAMAMOTO, 2000).



27

Figura 4 - Figura representativa de IMF por CF de paciente com LPA.
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Legenda: Neste caso especifico de LPA, as células indicadas em vermelho apresentavam elevado SSC
(complexidade interna) (Painel A), expressdo de CD45 (Painel B), expressdo forte de MPO (Painel C) e parcial
de CD34 (Painel D). Auséncia de expressdo de CD15 (Painel E), expressdo de CD117 (Painel F) e expressio
fraca de HLA-DR (Painel F); expressdo de CD13 (Painel G) e auséncia de expressdo de CD11b (Painel G);
expressdo forte e homogénea de CD33 (Painel H) e aberrante de CD56 (Painel I); IMF: Imunofenotipagem; CF:
Citometria de fluxo.

Fonte: RIBEIRO, 2018.

Nos casos de LPA hipogranular ou do transcrito ber3 do gene de fusio PML-RARa«,
observa-se com frequéncia a expressao de CD34 e CD2 em alguns promieldcitos leucémicos
(ORAZI et al., 2008). Dessa forma, como o diagndstico morfoldgico da LPA hipogranular é
dificil, os estudos imunofenotipicos sdo de extrema importancia, uma vez que apresentam
caracteristicas imunofenotipicas muito semelhantes a LPA hipergranular (SWERDLOW ez al.,

2017; YAMAMOTO, 2000).

3.2.1.2.4 Alteracdes Genéticas
A andlise citogenética € realizada convencionalmente pela pesquisa microscopica dos
cromossomos presentes nas células da medula 6ssea durante a metafase, o cariétipo. Pode ser

realizada com complemento de técnicas de hibridizagao in situ, como o método da hibridizag¢ao
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fluorescente in situ (FISH), sendo importante para confirmar a presenca de rearranjos
recorrentes (SILVA et al., 2006).

O cariétipo (Figura 5) € realizado a partir de uma cultura de células da MO, que sdo
incubadas de 24 a 48 horas. Ainda que altamente especifica, essa andlise citogenética ¢ um
método oneroso, que consome muito tempo e necessita de metafases de boa qualidade para que
sejam detectadas as translocacdes caracteristicas da doenca. Contudo, a citogenética é
potencialmente ttil para a identificagdo dos subtipos mais raros da LPA, incluindo aqueles com
t(11;17)(q23,921), com t(11;17)(q13,921) e com t(5;17)(q35,921), que levam a fusdes PLZF-
RARa, NUMA-RARa e NPM1-RARa., respectivamente (ADAMS; NASSIRI, 2015; RIBEIRO;
REGO, 2006).

Figura 5 - Cariétipo de paciente com a presenca da t(15;17).
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Legenda: As setas vermelhas indicam os locais da translocagdo entre os cromossomos 15 e 17.
Fonte: LEAL; KUMEDA; VELOSO, 2009.

z

Outro método utilizado é a FISH (do inglés fluorescent in situ hybridization)
(JACOMO; FIGUEIREDO-PONTES; REGO, 2008; LENGFELDER er al., 2005). Esse
método € altamente especifico, sensivel e mais rdpido que o caridtipo para a detec¢do das

translocacdes associadas com a LPA (Figura 6) (SANZ et al., 2009; WREDE et al., 2005).
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Figura 6 - Representacio esquematica da visualizag¢do da t(15;17) pela técnica de FISH.

|

Legenda: Em 1A e 1B representacdo esquemadtica de um caridtipo normal, no qual os genes PML (marcado pelo
fluoréforo vermelho) e RARa (marcado pelo fluoréforo verde) estdo nos cromossomos 15 e 17, respectivamente.
Em 2A e 2B representacdo esquemdtica de um cariétipo da t(15;17) na qual hé a fusfo de ambos os genes,
produzindo uma fluorescéncia com sinais coincidentes (verde/vermelho). Em 3 representacio da metifase de

paciente portador da t(15;17), que pode ser observada a fusdo dos genes PML e RARa. FISH: fluorescent in
situ hybridization.
Fonte: Adaptado de SAGRILLO et al., 2005.

A RT-PCR (do inglés reverse transcription - polymerase chain reaction) para detec¢do
do gene PML-RARa €, na atualidade, o método mais utilizado no diagndstico genético da LPA
(LENGFELDER et al., 2005; THOMAS, 2019). Para a realizacdo da RT-PCR, ¢ necessdrio que
0 RNA seja extraido de amostras recém coletadas de MO ou de SP. Além de apresentar alta
especificidade e sensibilidade, o método € essencial na determinagdo do ponto de quebra do
gene PML, estabelecendo assim, a meta para o monitoramento confidvel da DRM (SANZ et
al., 2009). A RT-PCR convencional ¢ util para o diagnéstico, entretanto, sua sensibilidade ¢
baixa para a monitoriza¢do do tratamento, ou seja, a DRM (SILVA, 2018). Outros métodos
mais sensiveis sdo necessdrios para tal propésito, como a RT-PCR em tempo real (BRUNETTI

etal., 2017).
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3.2.2 Prognostico

O principal risco de morte para os pacientes com LPA estd associado a coagulopatia,
que combina episédios de CIVD e de fibrindlise, que sio caracteristicos dessa neoplasia (ADES
et al., 2010; STEFFENELLO-DURIGON et al., 2020; KWAAN, WANG, BOGGIO, 2002).

A presenca de algumas caracteristicas bioldgicas dos promieldcitos leuc€micos,
anteriormente ao tratamento, foram associadas com um maior risco de recaida como, por
exemplo, a LPA hipogranular, a expressdo do CD2 e CD34, a duplicacdo in tandem do gene
FLT3 e a lenta ou incompleta diferenciacdo in vitro de blastos expostos ao ATRA. Todos os
parametros, com excec¢ao do ultimo, estdo correlacionados a leucometria aumentada (ADES et
al., 2006). Com isso, a contagem de leucdcitos no momento do diagndstico € utilizada para a
classificacdo do grau de risco da doenca, sendo que quanto maior o nimero, pior serd o
progndstico (ADES et al., 2006; BEITINJANEH et al., 2010).

Nos pacientes com t(15;17)(q22;q12) tratados com ATRA, € esperada uma taxa de cura
de aproximadamente 80% a 90% quando sobrevivem a inducdo e consolidacao, alcancando a
remissdo completa (RC) (TALLMAN; ALTMAN, 2009), devendo atentar-se a septicemia

secunddria 2 mielossupressdo, o que pode ser fatal (ADES et al., 2010).

3.2.3 Tratamento

Atualmente, quando existe suspeita de um diagnéstico de LPA com base na
apresentacao clinica, morfologia e/ou imunofenotipica, dado o inicio abrupto frequente e o risco
de eventos hemorrdgicos graves, a doenca deve ser tratada como uma emergéncia médica.
Assim, € indicado o inicio precoce de ATRA (all-trans-retinoico acid), juntamente a terapia de
suporte que leva a substituicdo agressiva de plaquetas, plasma fresco congelado e
crioprecipitados, a fim de neutralizar a coagulopatia, enquanto o diagndstico genético €
estabelecido (CICCONI; LO-COCO, 2016; THOMAS, 2019).

Em geral, o tratamento da LPA € constituido em trés fases: inducdo de remissao,
consolidagcdo e manuten¢do. As duas primeiras sao realizadas com o ATRA e algum antraciclico
(mitoxantrone, daunorrubicina ou idarrubicina) com escalonamento de dose e de intensidade,
de acordo com a estratificacdo de risco. Em pacientes de alto risco, serd associado aos ciclos de
consolidacdo, doses intermedidrias de citarabina (Ara-C), a fim de evitar o alto grau de recidiva
(SANZ et al., 2004). Apds a terapia de inducdo e consolidacdo, a terapia de manutengdo é

realizada com a administracao de ciclos de ATRA a cada trés meses combinado ao metotrexato
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semanalmente e a mercaptopurina diariamente em baixas doses via oral, durante 24 meses, com
o objetivo de aumentar a sobrevida livre de doenca (SANZ et al., 2004; WATTS; TALLMAN,
2014). De acordo com os protocolos terapéuticos a investigacio de DRM deve ser realizada
apo6s a consolidacao e durante a manutencao (SCHUURHUIS et al., 2018).

O ATRA revolucionou a terapia da LPA, pois em combina¢do com a quimioterapia,
resultou em taxas de remissdo completas maiores que 90% e taxas de remissdo a longo prazo
acima de 80%. O ATRA apresenta um mecanismo que age induzindo a diferenciacdo de
promieldcitos leucémicos em granuldcitos maduros (Figura 7), o que leva a sua avaliacdo como
um agente Unico ou em combinacdo com a quimioterapia, primeiro em doencgas
recidivantes/refratdrias e depois em pacientes recém-diagnosticados (COOMBS;

TAVAKKOLI; TALLMAN, 2015).

Figura 7- Diferenciacdo de promieldcitos anormais induzida pelo ATRA.

Dias apds a administragdo de ATRA (via oral)

30 (BM) 30 (PB)

Legenda: Ao diagnéstico, observa-se na MO os promieldcitos leucémicos com a presenca de bastonetes
de Auer (seta). O ATRA induz a diferenciagdo dos promieldcitos anormais, que ao longo do tratamento
gradativamente passam a se maturar. No trigésimo dia de tratamento, os bastonetes de Auer (seta) sdo
observados em neutréfilos circulantes no SP, indicando que essas células sdo derivadas de promieldcitos
leucémicos.
Fonte: Adaptado de WANG; CHEN, 2008.

O tratamento continuo com ATRA ¢é caracterizado pela reduc¢do de sua concentracio
plasmética devido a depuracao acelerada. Esses achados induziram os estudos subsequentes a
combinar o ATRA com a quimioterapia, levando a baixas taxas de recaida. Inimeros estudos
foram conduzidos para explorar os beneficios potenciais da combinacdo de ATRA com a
quimioterapia. Com a precoce adicdo de quimioterapia ao ATRA a incidéncia da sindrome do
acido retinoico (SAR) diminuiu. Por fim, estabeleceu-se a quimioterapia simultanea tendo

como base o ATRA e a antraciclina (antraciclina mais citarabina ou uma antraciclina sozinha)
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como protocolo padrio para indu¢do de pacientes com LPA recém-diagnosticados (COOMBS;
TAVAKKOLI; TALLMAN, 2015).

Pesquisadores franceses foram os primeiros a demonstrar que a administragao
simultinea de ATRA e quimioterapia proporcionou melhores resultados, quando em
comparacdo com o protocolo sequencial. De acordo com essa abordagem, o Grupo Italiano
Malattie EMatologiche dell'’Adulto (GIMEMA) e o Programa Espanhol para Tratamento de
Hemopatias Malignas do Adulto (PETHEMA) usaram apenas uma antraciclina (idarubicina)
como quimioterapia, além do ATRA, simultaneamente, para induc¢io de remissdo, seguida por
trés ciclos de terapia de consolidacdo e manuten¢do. Essa abordagem foi chamada de AIDA e
adotada em todo o mundo, tornando-se um dos protocolos mais utilizados (CICCONI; LO-
COCO, 2016)

Além disso, a combinacdo de ATRA e trioxido de arsénico (ATO) apresentou-se muito
eficaz e segura no tratamento de linha de frente e, no tratamento de pacientes com doenca de
baixo e médio risco, possivelmente, apresentando-se superior ao regime padrao baseado em
ATRA e antraciclina (TESTA; LO-COCO, 2016). O uso do ATO, desde o inicio de 1990,
apresentou melhora na evolucao clinica desses pacientes, o que diminui a incidéncia de recaidas
ou doenga refrataria (WANG; CHEN, 2008). O mecanismo de acdo desse farmaco ocorre pela
diferenciagao parcial dos promieldcitos neoplésicos, pela indug¢do da apoptose dessas células e
pela degradacao da PML-RARa (ARBUTHNOT; WILDE, 2006; THOMAS, 2019). Por isso,
o tratamento com ATO mostra alta taxa de RC em pacientes reincidentes (OHNISHI, 2007;
MOMENY et al., 2009). De acordo com o estudo de Camacho e colaboradores (2000), foi
relatada a incidéncia de leucocitose em 58% dos pacientes com LPA no inicio do tratamento
com ATO e esse achado laboratorial foi revertido em todos os casos com a continuagdo da
terapia. Associados a quimioterapia convencional, 0o ATRA e o ATO apresentam uma melhora
notdvel no tratamento da LPA. Isso ocorre devido a capacidade tnica dos promieldcitos
leucémicos se submeter a diferenciacio quando exposto ao ATRA, e tanto a diferenciacao
quanto a apoptose com a exposicio ao ATO (ADAMS; NASSIRI, 2015; PUCCETTI,
RUTHARDT, 2004; TALLMAN; ALTMAN, 2009). Contudo, pode haver resisténcia a esses
medicamentos, o que motiva novas pesquisas com diferentes agentes moleculares (THE;
PANDOLFI; CHEN, 2017). Um exemplo disso € o tamibaroten, que mostrou eficicia
terapéutica em pacientes resistentes ao tratamento com ATRA, com aumento da CRABP (do
inglés cellular retinoic acid binding protein) em aproximadamente de 60% dos pacientes com
recidiva de LPA, o que levou a RC (COOMBS; TAVAKKOLI; TALLMAN, 2015; OHNISHI,
2007).
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3.2.4 Doenca residual mensuravel (DRM)

Ao final do tratamento, é considerado como remissao completa a presenca menor que
5% de blastos leucémicos na MO, sem evidéncias de células anormais no SP. A DRM, refere-
se a essas c€lulas leucémicas residuais no cendrio de uma remissdo morfologica (LEE;
GRIGORIADIS; WESTERMAN, 2015) e pode ser definida como o limite minimo de deteccao
da doenga em pacientes pds-quimioterapia, com remissdo morfolégica completa. A DRM pode
ser consequéncia da resisténcia farmacocinética, da resisténcia celular ou de fatores
desconhecidos que podem afetar a eficdcia do tratamento (BACHER et al., 2011; WALTER et
al.,2011).

O maior objetivo da pesquisa da DRM ¢€ identificar pacientes com maior risco de
recidiva e um mau progndstico. A detec¢do ripida apds as primeiras indugdes ou logo apds o
tratamento, estd ligado a um alto risco de recidiva da doenga e um mau progndstico na avaliacao
da eficdcia terapéutica. A defini¢do dos grupos de maior risco se baseia no nimero de células
neoplésicas observadas na DRM (DUARTE; SALES; VASCONCELOS, 2013). Em geral,
essas c€lulas sdo indetectaveis por microscopia padrdo, e para serem identificadas € necessario
o uso de técnicas mais sensiveis, como o monitoramento de DRM pelo método de RT-PCR
(BACHER et al., 2011; LEE; GRIGORIADIS; WESTERMAN, 2015).

De acordo com Grimwade e Lo Coco (2002), o monitoramento rigoroso da DRM,
associado a uma terapia preventiva no ponto de recaida molecular, tende a melhorar a sobrevida
de pacientes com a presenca do gene PML-RARa de baixo risco. Com isso, a tecnologia de
RT-PCR em tempo real apresenta grande melhoria no valor preditivo da avaliacio da DRM.

Contudo, o monitoramento da DRM também ¢é utilizado como forma de determinar a
abordagem do tratamento e estd desempenhando um papel cada vez mais importante no manejo
de pacientes com LPA. A deteccdo dessas células por RT-PCR em tempo real pode predizer
uma possivel recaida iminente, permitindo assim, que seja iniciada precocemente a terapia de
resgate. Esse monitoramento molecular, pode ajudar na racionalizagdo da terapia, poupando
assim, uma toxicidade desnecessdria em pacientes que mant€m a remissdo molecular

(BACHER et al., 2011; GRIMWADE; LO COCO, 2002).

3.2.4.1 Monitoramento molecular da DRM por RT-PCR
A RT-PCR convencional consiste em uma técnica na qual o procedimento possibilita

a amplificacao de regides conhecidas do RNA por meio de uma reagao in vitro (PALLOTTA;
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RAMOS; RIBEIRO, 2000). A primeira parte da reacao, a transcri¢ao reversa, Ocorre por uma
reacdo enzimatica que € catalisada pela enzima transcriptase reversa (RT). Nessa reacdo, o
DNA complementar (cDNA) € sintetizado a partir do RNA mensageiro (mRNA) previamente
extraido da amostra do paciente (PALLOTTA; RAMOS; RIBEIRO, 2000; VIEIRA, 2011;). O
cDNA sintetizado € entdo utilizado como molde na reagdo seguinte (PCR), na qual
oligonucleotideos iniciadores especificos (primers) e a enzima DNA polimerase sintetizam
milhares de cépias do fragmento do DNA a ser pesquisado (VAN DONGEN et al., 1999). No
método convencional, a amplificacdo da sequéncia alvo é revelada por eletroforese em gel de
agarose, na presenca de um corante capaz de se intercalar no DNA e gerar fluorescéncia sob
exposicao a luz ultravioleta, como o brometo de etidio (Figura 8). A realizacdo da Nested-PCR
apresenta vantagem de aumentar a especificidade e a eficiéncia da reagdo. Nessa reagdo, o
segmento gendmico serd re-amplificado, porém ele acarreta o aumento do tempo de processo
(VIEIRA, 2011). De maneira geral, a RT-PCR também apresenta a desvantagem de permitir a
deteccao dos produtos da reacdo apenas no final de todos os ciclos da rea¢do, quando o DNA

alvo se encontra amplificado em condic¢des de saturacdo (SUAREZ, 2010).

Figura 8 - Gel de agarose corado com brometo de etidio de uma RT-PCR para PML-RAR«a
ber3.
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Legenda: pb = pares de bases; PTM = padrao de tamanho molecular; HL60 = linhagem de células humanas sem
a fusdo PML-RARA. RT: Transcricdo reversa; PCR: Reaciao em cadeia da polimerase.

Fonte: Adaptado de VAN DONGEN et al., 1999.

Assim como na RT-PCR convencional, a RT-PCR em tempo real utiliza o RNA
mensageiro como ponto de partida, em que ele € transcrito em cDNA pela acdo da transcriptase
reversa (GABERT et al., 2013; VIEIRA, 2011). Contudo, no método de RT-PCR em tempo
real, a emissdo e detec¢do de fluorescéncia ocorre durante a reacdo de PCR. A partir da
intensidade de fluorescéncia emitida e das curvas de amplificacdo geradas, € tracado um cut-off

horizontal, o qual corresponde a fluorescéncia especifica minima na altura (eixo y) da fase
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exponencial de amplificacdo génica e corresponde ao threshold, utilizado para calcular o
threshold cycle (Ct) de cada amostra (ALMEIDA; SADDI, 2007). O Cr corresponde ao niimero
de ciclos de PCR necessdrios para o inicio da amplificacdo, ou seja, momento em que a
fluorescéncia emitida ultrapassa a linha do threshold (Figura 9). Dessa forma, o Ct tem relagdo
inversamente proporcional a quantidade de sequéncia alvo presente amostra (GABERT et al.,
2003; VELDEN et al., 2003).

Figura 9 - Representacdo esquemadtica de um gréifico de RT-PCR em tempo real.
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Legenda: Cr = ciclo threshold , nimero de ciclos de necessarios para o inicio da amplifica¢do. Linha tracejada
corresponde ao threshold. RT: transcri¢do reversa; PCR: reagcdo em cadeia da polimerase.
Fonte: Adaptado de https://bitesizebio.com/24581/what-is-a-ct-value/.

Existem trés principais sistemas de detec¢ao da fluorescéncia disponiveis: intercalantes
de DNA, sondas de hibridizacdo e sondas de hidrélise (Figura 10) (MULLER et al., 2007;
VELDEN et al., 2003;). O intercalante de DNA mais conhecido € o SYBR® Green, o qual se
liga ao DNA dupla fita dos produtos da reacdo e emite fluorescéncia. Apesar do baixo custo, a
falta de especificidade do SYBR® Green 1 faz com que possiveis amplificacdes inespecificas e
dimeros de iniciadores possam interferir na quantificacdo dos produtos da reacdo. As sondas de
hibridiza¢do envolvem a justaposi¢do de duas sondas especificas, sendo uma marcada com o
fluorocromo doador na extremidade 3’ e a outra sonda com o fluorocromo aceptor na
extremidade 5°. Como as sondas se justapdem, ocorre a transferéncia de energia de ressonancia
por fluorescéncia (FRET) e a fluorescéncia pode ser detectada. J4 as sondas de hidrélise, como
a TagMan®, anelam especificamente na regido interna do seguimento a ser amplificado entre
dois iniciadores e exploram a atividade exonuclease 5’— 3’ da enzima Tag polimerase

(GABERT et al., 2003; SUAREZ, 2010).
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Figura 10 - Representacdo esquematica dos tipos de sondas fluorescentes usadas na PCR em
tempo real.

A - Intercalante de DNA (SYBR Green)

C — Sonda TagMan
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Legenda: O painel A mostra o SYBR® Green, um corante de ligagio ao sulco menor do DNA dupla fita e
proporciona um aumento na sua fluorescéncia mais de cem vezes. No painel B um exemplo de sondas de
hibridizacdo, sendo que sdo projetadas duas sondas que hibridam lado a lado no produto de PCR. A extremidade
3' da sonda a montante € ligada a fluoresceina (em verde), que atua como um doador de transferéncia de energia
de ressonancia de fluorescéncia (FRET). J4 a extremidade 5' da sonda a jusante € ligada a um corante aceptor
(em vermelho). Assim, o sinal FRET € visto apenas quando ocorrem dois eventos especificos de hibridagcdo. No
painel C a sonda TagMan, a qual emite seu sinal de fluorescéncia apds sua hidrélise pela atividade de
exonuclease 5'a 3' da polimerase. PCR: reacao em cadeia da polimerase.

Fonte: Adaptado de http://dyes.gene-quantification.info/
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4 MATERIAIS E METODOS
41 POPULACAO DE ESTUDO

Foram incluidos neste estudo pacientes acima de 18 anos com diagndstico prévio de
LPA com fusdo PML-RARa da t(15;17), que estavam na fase de manutencao da quimioterapia,
que aceitaram assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), conforme o
Comité de FEtica de Pesquisa em Seres Humanos da UFSC (CEPSH-UFSC
61598816.7.0000.0121/2017 (Anexo A), e com volume de amostra suficiente para os exames
de rotina e para a pesquisa da fusio PML-RARa por RT-PCR em tempo real.

Os testes de RT-PCR convencional e imunofenotipagem por citometria de fluxo foram
realizados na ULAC e os resultados foram usados neste trabalho para comparar ao método de

RT-PCR em tempo real aqui proposto (Figura 11).

Figura 11- Fluxograma dos métodos comparados.
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Legenda: RT-PCR: transcricdo reversa seguida de reagdo em cadeia da polimerase, RNA: 4cido ribonucleico,
TR: transcrig¢do reversa, PCR: reacdo em cadeia da polimerase, IMF: imunofenotipagem; CF: citometria de
fluxo.
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Durante o periodo do estudo, 60 amostras para pesquisa da fusao PML-RARa foram
recebidas pela ULAC/HU/EBSERH/UFSC. Dessas, 18 foram excluidas por serem provenientes
de pacientes com suspeita de LPA e ndo acompanhamento, que era o objetivo diagndstico deste
estudo. Das 42 amostras provenientes de pacientes em acompanhamento da quimioterapia, 25
amostras foram excluidas do estudo por apresentarem volume suficiente somente para os
exames de rotina e duas do mesmo paciente por apresentarem o ponto de quebra PML-RARa
ber2, ndo contemplado neste estudo. Assim, 15 amostras de aspirado de medula éssea foram
usadas para a comparacio dos métodos. Dessas, oito eram de pacientes com PML-RARa berl

e sete ber3 ao diagnoéstico (Figura 12).

Figura 12- Casuistica do estudo
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4.2 RT-PCR EM TEMPO REAL PARA A INVESTIGACAO DA FUSAO PML-RARA

4.2.1 Hemolise e extracao de RNAm

Para a extracdo de RNAm foi utilizado o kit RNeasy® Midi (Ref. 75144, Qiagen),
posteriormente nomeado como kit de extracdo teste. Para cada volume de aspirado de medula
Ossea foram adicionados cinco volumes de tampao de lise eritrocitaria (hemodlise). A mistura
foi incubada por 15 minutos em gelo e centrifugada a 400 x g por 10 minutos a 4°C. Em seguida,
o sobrenadante foi descartado, preservando o sedimento de leucécitos, ao qual foram
acrescentados dois volumes de tampdo de lise eritrocitdria. A mistura foi centrifugada a 400 x
g por 10 minutos a 4°C, e o sobrenadante foi removido e descartado. O sedimento de leucdcitos
foi ressuspendido e lisado com tampao de lise e agitacdo vigorosa. A esse lisado foi adicionado
o mesmo volume de etanol 70% com agitacdo vigorosa. A amostra foi transferida para uma
coluna RNeasy Midi, a qual possui uma membrana filtrante de silica gel, acoplada a um tubo de
15 mL. A coluna com a amostra foi centrifugada por 5 minutos a 3000 x g. O filtrado foi
descartado e foram adicionados 4 mL de tampao de lavagem (RW1). A coluna foi centrifugada
por 5 minutos a 3000 x g e o filtrado foi descartado. A coluna passou por duas lavagens com
2,5 mL de tampao de lavagem (RPE), a primeira centrifugacdo foi de 2 minutos e a segunda
por 5 minutos a 3000 x g. Para elui¢do do RNAm, a coluna foi transferida para um novo tubo
de coleta de 15 mL e foi adicionado o volume adequado de 4dgua livre de RNase diretamente
sobre a membrana de silica gel, a qual permaneceu em repouso durante 1 minuto. Em seguida,
a coluna foi centrifugada por 3 minutos a 3000 x g e 0o RNAm eluido foi armazenado a -20°C

até a sintese do cDNA.

4.2.2 Transcricao reversa (RT)

Para esse procedimento, foi utilizado o Kit Ipsogen RT (Ref. 679913, Qiagen),
posteriormente nomeado como TR teste. Dessa forma, 10 uL de RNA foram incubados por 5
minutos a 65°C. Logo apds esse tempo, o RNA das amostras foi centrifugado brevemente e
mantido em gelo. Uma pré-mistura (Master MIX) para a transcri¢do reversa foi preparada

conforme mostra a Tabela 1:



Tabela 1 - Preparacdo da pré-mistura para transcri¢cao reversa.

Reagentes (concentracio estoque) Concentracao final  Volume por reacao

(uL)
Tampao da transcriptase reversa (5x) 1x 5,0
dNTPs (10 mM) 0,8 mM 2,0
Random nonoméros (100 uM) 21 uM 5,25
Inibidor de RNase (40 U/uL) 0,8 U/uLL 0,5
DTT (25M) 0,1M 1,25
Transcriptase reversa (200 U/uL) 8 U/uL 1,0
Volume Final - 15,0

Fonte: Autora, 2019.

Foi adicionado 15 uL dessa pré-mistura a cada amostra de RNA. Como controle
negativo, foi usado dgua livre de RNase. Cada mistura foi homogeneizada, centrifugada
brevemente e incubada por 10 minutos a 25°C, 60 minutos a 50°C, 5 minutos a 85°C para
inativacao, e 5 minutos a 4°C. Ao final da transcri¢do reversa, as amostras foram centrifugadas

brevemente e o cDNA foi armazenado a -20°C até a realizagdao da PCR em tempo real.

4.2.3 Reacio em cadeira da polimerase (PCR) em tempo real

Devido ao perfil dos pacientes atendidos no HU-UFSC, foram testados os kits de
deteccao PML-RARa berl e ber3 da marca Ipsogen, (Ref. 672123 e 672313, Qiagen), os quais
serdo posteriormente nomeados como PCR teste. As misturas para a detec¢do do PML-RARa
berl ou ber3 foram preparadas de acordo com o numero de amostras processadas conforme o

protocolo da Tabela 2:

Tabela 2 - Preparacdo da pré-mistura para PCR em tempo real do PML-RARa berl ou ber3.

Reagentes Volume por reacao

(uL)
Agua livre de nucleases 6,5
Master Mix da PCR (2x) 12,5
Mistura de iniciadores e sondas PML-RARa berl/ber3 (25%) 1,0
Volume Final 20,0

Fonte: Autora, 2019.

Outra mistura para a detec¢do do gene constitutivo ABL foi preparada de acordo com o

nimero de amostras processadas conforme o protocolo da Tabela 3:
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Tabela 3 - Preparacdo da pré-mistura para PCR em tempo real para ABL.
Volume por reacao

Reagentes (uL)
Agua livre de nucleases 6,5
Master Mix da PCR (2x) 12,5
Mistura de iniciadores e sondas ABL (25x) 1,0
Volume Final 20,0

Fonte: Autora, 2019.

Foram transferidos 20 uL dessas misturas para cada tubo contendo 5 uL do produto
obtido na transcricdo reversa (cDNA). A mistura foi homogeneizada suavemente, centrifugada
brevemente e incubada em termociclador MasterCycle RealPlex 4 (Eppendorf®) conforme
programacdo de temperaturas sugeridas pelo fabricante dos kits Ipsogen (Figura 13). A
deteccao da amplificacdo do material genético foi realizada em tempo real pela detec¢ao de

fluorescéncia do fluor6foro FAM.

Figura 13 - Programacao de temperaturas da RT-PCR em tempo real para detec¢do da fusao
PML-RARa.

95.0°C

10:00

r 50x
Fonte: Autora, 2020.

O método de RT-PCR convencional, foi realizado de acordo com o procedimento
operacional padrao RT BML 5.5 001, o qual € utilizado atualmente no setor de Biologia
Molecular da ULAC/HU/EBSERH. Tendo em vista que foram realizadas todas as etapas do
método, conforme a rotina do laboratério e com reagentes e insumos obtidos pelo pregao
vigente.
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4.2.4 Analise estatistica

O teste Kappa foi utilizado para determinar a concordancia da deteccio de PML-
RARa entre os ensaios RT-PCR convencional e em tempo real. Os valores de Kappa
determinados por Altman (1991) foram adotados como referéncia: concordincia pobre foi
atribuida para valores de Kappa entre (0,00-0,20), concordancia razodvel para valores entre
(0,21 a 0,40), concordancia moderada para valores entre (0,41-0,60), boa concordancia para
valores (0,61- 0,80) e concordancia excelente para valores entre (0,81-1,00). O programa SPSS
(Statistical Package for Social Sciences software, versao 23.0, EUA) foi utilizado para a

realizacdo do teste Kappa.

4.2.5 Calculo dos custos dos testes

Os custos dos testes foram calculados com base nos precos dos reagentes e insumos
(ponteiras e microtubos) utilizados obtidos no pregio vigente para os reagentes da rotina, e de
notas fiscais para os reagentes obtidos com verbas de pesquisa. Os reagentes utilizados na rotina
do laboratério foram: kit de extracdo de RNA (Ref. Z3100, Promega), kit de transcri¢io reversa
(Ref. A5001, Promega), Taq DNA polimerase GoTaq® (Ref. M5005, Promega). Os reagentes
obtidos com verbas de pesquisa (Teste) foram: kit de extracdo de RNA RNeasy® Midi (Ref.
75144, Qiagen), kit de transcricdo reversa Ipsogen RT (Ref. 679913, Qiagen), kit de detec¢ao
PML-RARa berl Ipsogen (Ref. 672123, Qiagen), e kit de deteccao PML-RARa ber3 Ipsogen
(Ref. 672313, Qiagen) e GoTaq® Probe qPCR (Ref. A6101, Promega). A quantidade de cada
reagente para cada teste foi calculada com base nos protocolos dos testes. Também foram
considerados os custos com os reagentes necessdrios para os controles e com a curva de
calibracdo para o teste quantitativo. Além disso, o custo com o niimero de amostras analisadas
(uma, duas, trés, quatro ou cinco) simultaneamente foi calculado. Os célculos foram realizados

em planilha do software Microsoft Office Excel.



43

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PADRONIZACAO DA TECNICA DE RT-PCR EM TEMPO REAL PARA A
AVALIACAO DA FUSAO PML-RARA

Cinco concentracdes de copias de PML-RARa ja conhecidas, provenientes do kit teste,
foram utilizadas para comparar os métodos de RT-PCR convencional, atualmente utilizado na
rotina (Promega) e em tempo real, método teste (Qiagen). A Figura 14 apresenta o resultado da
eletroforese em gel de agarose da RT-PCR convencional. Esse método, atualmente usado na
rotina do Laboratério de Biologia Molecular da ULAC/HU/EBSERH, detectou concentragdes
de 10 a 10° c6pias de PML-RARa berl e ber3, porém ndo detectou 10! cépias dos transcritos
na primeira PCR (Figura 14A). Por outro lado, a Nested-PCR aumentou a sensibilidade do teste
para PML-RARa ber3, pois detectou todas as concentracdes dos transcritos. Ja a Nested-PCR
para PML-RARa berl apresentou os mesmos resultados da primeira PCR, ou seja, detectou o
transcrito nas reagdes com 107 a 10° c6pias de PML-RARa berl, porém nio detectou na reacio
com 10! cépias (Figura 14B).

As Figuras 15 e 16 apresentam os resultados da RT-PCR em tempo real das cinco
concentracoes de transcritos PML-RARa berl e ber3, respectivamente. Todas as concentragdes
foram detectadas pelo teste, cujos Cr foram inferiores a 40. A partir dos Ct obtidos na reagao
em tempo real, foram elaboradas curvas de calibra¢do que poderiam ser usadas caso as dosagens
fossem quantitativas. Conforme orientacdes do fabricante do kit, como os padrdes sdo dilui¢des
em dez vezes, a inclinacdo tedrica da curva € -3,3. Uma inclinacdo entre —3,0 e —3,9 € aceitdvel
desde que R? seja >0,95. J4, um valor para R* >0,98 ¢ desejavel para resultados precisos. Ambas
as reacdes apresentaram inclinacdo e R? dentro do preconizado pelo fabricante, sendo a
inclinacdo da reaciio para PML-RAR« berl foi de -3,2806 (R? = 0,9924) (Figura 17A) e para
PML-RAR« ber3 foi de -3,3531 (R*=0,9999) (Figura 17B).

Em seguida, um POP para o teste RT-PCR em tempo real para PML-RARa foi
desenvolvido com base no modelo atualmente utilizado pela ULAC/HU/EBSERH/UFSC e
padronizado para todos os hospitais da rede Ebserh (Apéndice A).
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Figura 14 - Eletroforese em gel de agarose corado com brometo de etidio da RT-PCR
convencional para PML-RARa berl e ber3.
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Legenda: Painel A = eletroforese em gel de agarose corado com brometo de etidio da 1* PCR para PML- RARa
berl (esquerda) e ber3 (direita). Painel B = eletroforese em gel de agarose corado com brometo de etidio da
Nested-PCR para PML- RARa berl (esquerda) e ber3 (direita). Concentragdes de transcritos: 10!, 102, 10%, 10 e
10 cépias de PML-RARa berl e ber3. CN = controle negativo, PTM = padrio de tamanho molecular de 100
pares de bases; pb = pares de bases.

Fonte: A autora.
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Figura 15 - RT- PCR em tempo real de concentra¢des conhecidas do transcrito PML-RARa
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Legenda: A5: 10! cépias de PML-RARa berl, B5: 10% c6pias de PML-RARa berl, C5: 103 copias de PML-
RARa berl, D5: 10° cépias de PML-RARa berl, ES: 10° c6pias de PML-RARa berl e F5: controle negativo.
Painel A: apresentacdo dos dados conforme intensidade de fluorescéncia (eixo y) e nimero de ciclos (eixo x).

Painel B: apresentacio conforme fluorescéncia normalizada (eixo y) e nimero de ciclos (eixo x).

Fonte: A autora.



Figura 16 - RT- PCR em tempo real de concentra¢des conhecidas do transcrito PML-RARa
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Legenda: A5: 10! cépias de PML-RARa ber3, B5: 10? cépias de PML-RARa ber3, C5: 103 cépias de PML-
RARa ber3, D5: 10° cépias de PML-RARa ber3, ES: 10° c6pias de PML-RARa ber3 e F5: controle negativo.
Painel A: apresentacdo dos dados conforme intensidade de fluorescéncia (eixo y) e niimero de ciclos (eixo x).

Painel B: apresentacdo conforme fluorescéncia normalizada (eixo y) e nimero de ciclos (eixo x).
Fonte: A autora.
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Figura 17 - Curva calculada a partir das cinco concentra¢des padrao de transcritos
PML-RARa.
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Legenda: Ct = ciclo threshold; NC = nimero de cépias. Uma curva de regressdo linear (y = ax + b) foi calculada
para cada gene sendo a equagio e coeficiente de determinagio (R?) apresentados no grafico. Painel A:
concentragdes conhecidas de PML-RARa berl sendo a apresentacdo dos dados conforme ciclo threshold (eixo
y) e logaritmo do nimero de cépias (eixo x). Painel B: concentragdes conhecidas de PML-RARa ber3 sendo a
apresentacdo dos dados conforme ciclo threshold (eixo y) e logaritmo do niimero de cépias (eixo x).
Fonte: A autora.
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52 COMPARACAO ENTRE OS METODOS DE RT-PCR CONVENCIONAL, EM
TEMPO REAL E IMF POR CF EM AMOSTRAS DE PACIENTES

As caracteristicas e os resultados de exames de rotina (IMF por CF e RT-PCR
convencional) e da RT-PCR em tempo real das amostras incluidas no estudo podem ser
observados na Tabela 4.

Tabela 4 - Caracteristicas da casuistica e resultados da IMF por CF e RT-PCR.

Cédigo 'ljrans}crito Volumle IMF pmz' CF RT-P(.JR RT-PCR em tempo
diagnostico (mL) (%) convencional real

PML 499 berl 2,0 - Nio detectado Nao detectado
PML 500 ber3 3,0 - Nio detectado Nio detectado
PML 501 berl 3,0 - Nio detectado Nio detectado
PML 502 ber3 2.0 0,02 Nio detectado Nio detectado
PML 504 berl 2,0 1,20 Detectado (N) Detectado (Ct 30)
PML 508 berl 2.0 - Nio detectado Nio detectado
PML 510 ber3 2.5 0,00035 Nio detectado Nio detectado
PML 513 ber3 1,5 0,0002 Naio detectado Nio detectado
PML 540 berl 4,0 0,001 Naio detectado Detectado (Ct 38)
PML 541 ber3 4,0 0,0004 Nio detectado Nao detectado
PML 542 berl 4,0 0,0004 Nio detectado Nao detectado
PML 543 berl 4,0 0,0008 Nio detectado Detectado (Cr 38)
PML 544 berl 0,23 - Detectado (N) Detectado (Ct 36)
PML 557 ber3 1,7 - N3do detectado Nao detectado
PML 558 ber3 1,7 - N3do detectado Nao detectado

Legenda: IMF: imunofenotipagem; CF: citometria de fluxo; RT-PCR: transcri¢do reversa seguida de reagdo em

cadeia da polimerase; Ct: ciclo threshold; N: Nested-PCR. ': volume de amostra usado para extracio e RT-PCR

em tempo real; %: porcentagem de células com fenétipo semelhante ao encontrado no diagndstico; *: amostra de
concentrado de células progenitoras hematopoiéticas.

Como pode ser observado na Tabela 4, das 15 amostras incluidas no estudo, oito
eram provenientes de pacientes com PML-RARa berl ao diagndstico e sete de PML-RARa
ber3. Os volumes de aspirado de medula dssea disponiveis para a extracao teste variaram de
1,5 a 4,0 mL. Umas das amostras era um concentrado de células progenitoras hematopoiéticas
e, por apresentar uma leucometria muito alta, optou-se por utilizar um volume menor na
extracdo (0,2 mL). Oito amostras das 15 apresentavam solicitacdo de IMF por CF além da
solicitacdo da RT-PCR convencional. Dessas, seis ndo apresentaram células com fenotipo
semelhante ao encontrado no diagndstico, assim o resultado foi liberado como inferior ao limite
de deteccdo do exame. Duas amostras apresentaram células com fendtipo semelhante ao

encontrado no diagnoéstico, a amostra PML 502 com 0,02% de células e a amostra PML 504



49

com 1,2% (recidiva da doenga). Duas amostras apresentaram PML-RARa detectado na RT-
PCR convencional, porém ambas foram detectadas somente na Nested-PCR (N). Uma delas
apresentou 1,2% de células com fen6tipo semelhante ao encontrado no diagnéstico na IMF por
CF e a outra era o concentrado de células progenitoras mieloides. As mesmas amostras também
foram detectadas na RT-PCR em tempo real (Ct 30 e 36). Contudo, a RT-PCR em tempo real
também detectou o PML-RARa em outras duas amostras que nao havia sido detectado no
método convencional. Ambas apresentaram Crt elevados de 38, o que confirma a menor
quantidade de transcritos em relagdo as que foram detectadas em ambos os métodos. E
importante salientar que essas duas amostras que tiveram o PML-RARa detectado somente na
RT-PCR em tempo real ndo apresentaram células com fenétipo semelhante ao encontrado no
diagnéstico na IMF por CF (<0,001 e <0,0008) (Tabela 4).

O grau de concordancia entre a RT-PCR pelo método convencional e em tempo real
foi estimado pelo teste kappa. A concordancia entre os testes foi moderada, com kappa igual a
0,595 £ 0,244; p = 0,012 (Tabela 5). No entanto, devido ao reduzido nimero de amostras, nao
foi possivel o calculo dos valores de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e

negativo.

Tabela 5 - Concordancia entre RT-PCR-convencional e em tempo real para a deteccdo do

PML-RARa.
RT-PCR em tempo real Concordancia®
Nao detectado Detectado Total
RT-PCR 11 4 15
convencional Moderada
Nao detectado 84,6% (11) 50,0% 2 100,0% (13)
Detectado 0,0% (0) 50,0% 2 100,0% (2)

*Kappa = 0,595 + 0,244; p = 0,012

53 COMPARACAO ENTRE OS METODOS DE RT-PCR CONVENCIONAL E EM
TEMPO REAL VARIANDO OS REAGENTES DA EXTRACAO, TRANSCRICAO
REVERSA E AMPLIFICACAO.

Como a RT-PCR em tempo real apresentou duas amostras positivas (15%) que nao
haviam sido detectadas no método convencional, optou-se por investigar qual das trés etapas
do teste (extracdo do RNA, transcri¢do reversa ou deteccdo) € a mais importante para o aumento
do limite de detec¢do. Para isso, cada uma dessas trés etapas foi separada em dois testes, o

primeiro usando os reagentes atualmente padronizados na rotina do hospital e o segundo com
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os reagentes usados neste estudo (teste) conforme o fluxograma da Figura 18. Os resultados
com amostras extraidas com o kit de extracio de RNA da rotina podem ser observados na
Tabela 6 e os resultados com amostras extraidas com kit de extracdo teste na Tabela 7.

Conforme pode ser observado na Tabela 6, as amostras que foram extraidas com o
kit de extracdo de RNA e submetidas a transcri¢do reversa com a enzima da rotina apresentaram
os mesmos resultados nas RT-PCR convencional e em tempo real. Dessas, duas amostras foram
positivas, PML 504 e PML 544. Ambas as amostras foram positivas somente na Nested-PCR
do teste convencional e apresentaram Ct elevados, de 36 e 37 na reagdo em tempo real. Ja
quando o mesmo RNA extraido com o kit da rotina foi submetido a transcri¢do reversa com a
enzima utilizada no método teste, o nimero de amostras positivas aumentou para trés com a
PCR convencional (PML 504, PML 543 e PML 544) e quatro com a em tempo real (PML 504,
PML 540, PML 543 e PML 544) (Tabela 4). O transcrito bcrl das amostras PML 504 e PML
544 foram detectados com a transcri¢do reversa da rotina somente na Nested-PCR, entretanto,
com a enzima teste foram detectadas ja na primeira PCR. O transcrito da amostra PML 540,
que ndo havia sido detectada com a transcri¢do reversa utilizada na rotina, foi detectado
somente na Nested-PCR com a transcricao reversa teste. Na amplificacdo do transcrito em
tempo real, as amostras PML 504 e PML 544 — que apresentaram Cr de 36 e 37 com a
transcricdo reversa utilizada na rotina — apresentaram Ct menores com a transcricao reversa
teste, 29 e 32, respectivamente. As amostras PML 540 e PML 543, cujos transcritos niao foram
detectados com a transcri¢do reversa da enzima utilizada na rotina, foram detectadas com a
transcrigdo reversa teste e apresentaram Cr de 37 e 34, respectivamente.

Um perfil semelhante pode ser observado com as amostras em que o RNA foi
extraido com o kit teste da Qiagen. Conforme pode ser observado na Tabela 7, as amostras que
foram submetidas a transcri¢do reversa com a enzima da rotina, Promega, apresentaram os
mesmos resultados nas RT-PCR convencional e em tempo real, sendo que em duas amostras
foram detectados os transcritos, PML 504 e PML 544. Enquanto na PML 504, o transcrito foi
detectado desde a primeira PCR. Na PML 544 foi detectada somente na Nested-PCR do teste
convencional. Essas amostras apresentaram Cr 31 e 39, respectivamente, na reacdo em tempo
real. J4 quando o mesmo RNA extraido com o kit teste foi submetido a transcri¢do reversa com
a enzima teste, o nimero de amostras positivas para o transcrito aumentou para duas com a
PCR convencional (PML 504 e PML 544) e quatro para a em tempo real (PML 504, PML 540,
PML 543 e PML 544). Assim, como na transcri¢do reversa utilizada na rotina, na transcri¢ao
reversa utilizando a enzima teste o transcrito da amostra PML 504 foi detectada desde a primeira

PCR e a PML 544 foi detectada somente na Nested-PCR. Na amplificagdo em tempo real, as
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amostras PML 504 e PML 544 — que apresentaram Crt de 31 e 39 com a transcri¢do reversa da
rotina — apresentaram Ct menores com a transcri¢cao reversa teste, 30 e 36, respectivamente. As
amostras PML 540 e PML 543, cujos transcritos nao foram detectados com a transcri¢ao reversa
da rotina, foram detectados com a transcri¢@o reversa teste e apresentaram Cr de 38.

Curiosamente, as amostras PML 540 e PML 543, nas quais os transcritos foram
detectados nos ensaios com a transcri¢do reversa teste e amplificacdo em tempo real e nao
haviam sido detectadas na RT-PCR convencional, também nao foram detectadas na IMF por
CF, e o limite de detec¢do de cada uma foi 0,001 e 0,0008 %, respectivamente. Por outro lado,
a amostra PML 502 apresentou 0,02% de células com fenétipo semelhante ao diagndstico na
IMF por CF e o transcrito PML-RARa ndo foi detectado em nenhum dos oito testes de RT-
PCR.

Quando os reagentes de extragdo, transcricao reversa e amplificacdo foram separados
entre rotina e teste, pode-se observar que a maior diferenca entre os resultados foi devido a
qualidade da transcriptase reversa. Assim a qualidade da transcri¢do reversa € importante para
melhor detec¢do do gene de fusio PML-RARa nos pacientes em quimioterapia. Sendo que o
maior numero de resultados detectados, foram obtidos quando se utilizou a extracdo da rotina

ou a extracdo teste, a transcri¢ao reversa teste e a amplificagcdo em tempo real.



52

Figura 18 - Fluxograma das etapas dos experimentos, variando os métodos utilizados na rotina com os métodos do teste.
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Legenda: RNA: Acido ribonucleico, RT: transcricio reversa, PCR: reacio em cadeia da polimerase.



Tabela 6 - Caracteristicas da casuistica e resultados da RT-PCR com a extracdo de RNA da marca da rotina (Promega).

Extracao RNA - Rotina

Cédigo (’ll“i;ans’cri.to Volumle IMF por CF TR - Rotina TR - Teste
gnéstico (mL) (%) PCR PCR em , PCR em
convencional tempo real PCR convencional tempo real
PML 499 berl 2,0 - Nio detectado Nio detectado Nio detectado Nao detectado
PML 500 ber3 3,0 - Nio detectado Naio detectado Nio detectado Nao detectado
PML 501 berl 3,0 - Nao detectado Nio detectado Nao detectado Nio detectado
PML 502 ber3 2,0 0,02 Nao detectado Nio detectado Nao detectado Nio detectado
PML 504 berl 2,0 1,20 Detectado (N) Detectado (Ct 36) Detectado (1) Detectado (Ct 29)
PML 508 berl 2,0 - Nao detectado Nio detectado Nao detectado Nio detectado
PML 510 ber3 2.5 0,00035 Nao detectado Nio detectado Nao detectado Nio detectado
PML 513 ber3 1,5 0,0002 Nio detectado Naio detectado Nio detectado Nao detectado
PML 540 berl 4,0 0,001 Nio detectado Nio detectado Nio detectado Detectado (Crt 37)
PML 541 ber3 4,0 0,0004 Nio detectado Nio detectado Nao detectado Nao detectado
PML 542 berl 4,0 0,0004 Nio detectado Nio detectado Nao detectado Nao detectado
PML 543 berl 4,0 0,0008 Nio detectado Nio detectado Detectado (N) Detectado (Ct 34)
PML 544 berl 0,23 - Detectado (N) Detectado (Cr 37) Detectado (1) Detectado (Ct 32)
PML 557 bcer3 1,7 - N3ao detectado N3do detectado N3ao detectado Nao detectado
PML 558 bcer3 1,7 - N3ao detectado N3do detectado N3ao detectado Nao detectado

53

Legenda: IMF: imunofenotipagem; CF: citometria de fluxo; RT-PCR: transcri¢do reversa seguida de reagdo em cadeia da polimerase; Cr: ciclo threshold; N: Nested-PCR. !
volume de amostra usado para extracdo e RT-PCR em tempo real; %: porcentagem de células com fenétipo semelhante ao encontrado no diagnéstico; *: amostra de
concentrado de células progenitoras hematopoiéticas.
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Tabela 7 - Caracteristicas da casuistica e resultados da RT-PCR com a extracdo de RNA da marca em teste (Qiagen).

Extracao RNA - Teste

Codigo (rll;;agr:licsl;tcz ‘Zﬁil)nle IMIZ ,17);;2 CF TR - Rotina TR - Teste
convl;ggonal t:nif) e:;l PCR convencional t:’nii T;l
PML 499 berl 2,0 - Nao detectado Nio detectado Nio detectado Nio detectado
PML 500 ber3 3,0 - Nio detectado Naio detectado Naio detectado Nao detectado
PML 501 berl 3,0 - Nio detectado Nio detectado Nio detectado Nao detectado
PML 502 ber3 2,0 0,02 Nio detectado Naio detectado Naio detectado Nao detectado
PML 504 berl 2,0 1,20 Detectado (1) Detectado (Cr 31) Detectado (1) Detectado (Ct 30)
PML 508 berl 2,0 - Nio detectado Nio detectado Nio detectado N3ao detectado
PML 510 ber3 2.5 0,00035 Nao detectado Nio detectado Nio detectado Nio detectado
PML 513 ber3 1,5 0,0002 N3ao detectado N3do detectado N3do detectado Nao detectado
PML 540 berl 4,0 0,001 Nao detectado Nio detectado Nio detectado Detectado (Ct 38)
PML 541 ber3 4,0 0,0004 N3ao detectado N3do detectado N3do detectado Nao detectado
PML 542 berl 4,0 0,0004 N3ao detectado N3do detectado N3do detectado Nao detectado
PML 543 berl 4,0 0,0008 Nao detectado Nio detectado Nio detectado Detectado (Ct 38)
PML 544 berl 0,23 - Detectado (N) Detectado (Ct 39) Detectado (N) Detectado (Cr 36)
PML 557 ber3 1,7 - Nio detectado Nio detectado Nio detectado Nao detectado
PML 558 ber3 1,7 - Nao detectado Nio detectado Nio detectado Nao detectado

Legenda: IMF: imunofenotipagem; CF: citometria de fluxo; RT-PCR: transcri¢io reversa seguida de reagiio em cadeia da polimerase; Cr: ciclo threshold; N: Nested-PCR. ':
volume de amostra usado para extragdo € RT-PCR em tempo real; % porcentagem de células com fenétipo semelhante ao encontrado no diagndstico; 3: amostra de
concentrado de células progenitoras hematopoiéticas.
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54 COMPARACAO DOS CUSTOS DOS REAGENTES USADOS NA RT-PCR
CONVENCIONAL E EM TEMPO REAL

Na Tabela 8, podem ser observados os custos dos testes com base nos precos dos
reagentes/insumos € nas quantidades usadas. Foram calculados os custos da RT-PCR
convencional (utilizado atualmente na rotina ULAC/HU/EBSERH) e das RT-PCR em tempo
real (método a ser implantado na ULAC/HU/EBSERH). Também foi calculado o custo dessa
ultima reacdo caso ela fosse realizada com curvas de calibracdo para liberacao do resultado de
maneira quantitativa. Como a cada rodada do exame deve ser adicionado pelos menos trés
controles, e uma curva de calibracido no caso do teste quantitativo, foram calculados também

os valores caso fossem analisados de uma a cinco amostras simultaneamente.

Tabela 8 - Custo dos reagentes/insumos para cada teste de acordo com o nimero de amostras

simultaneas
Custo dos reagentes/insumos de acordo com o niimero de
Teste Transcritos amostras simultineas (R$)
1 2 3 4 5

Qnsggzcoial berl & ber3 11650 8191 7117 6526 62,22
B) RT-PCR tempo berl 688,00 48578 41837 402,21 378,48
real (extragdo teste) ber3 677,75 479,37 413,24 397,72 374,37
C) RT-PCR tempo berl 587,81 385,59 318,18 302,02 278,29
real (extragdo rotina) ber3 577,56 379,18 313,05 297,53 274,18
D) RT-qPCR tempo berl 1123,31 703,43 563,47 511,03 465,54
real (extragdo teste) ber3 1100,23 690,61 554,07 503,34 458,87
E) RT-qPCR tempo berl 1023,12 603,24 463,28 463,28 410,84
real (extragdo rotina) ber3 1000,04 590,42 453,88 403,15 358,68

Conforme esperado, a RT-PCR convencional, apesar de possuir mais etapas e maior
tempo de processamento, apresenta um custo consideravelmente menor que a técnica em tempo
real. E importante salientar que os custos aqui analisados nio levaram em consideracio o tempo
de processamento, o qual refletiria nos custos com salério de servidores e da infraestrutura do
laboratério. A técnica de RT-PCR em tempo real apresentou um custo maior, porém, apesar da
amostragem ter sido pequena, mostra uma maior sensibilidade, pois os transcritos foram
detectados em um numero maior de amostras, o que beneficia 0 monitoramento de pacientes
em quimioterapia. A técnica com menor limite de deteccdo é util no monitoramento dos
pacientes com risco de recidiva da doenca (CHENDAMARALI et al., 2012). A RT-PCR em

tempo real quantitativa possuiu 0 mesmo limite de deteccdo que sua versdo qualitativa,
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diferindo somente na presenca de uma curva de calibragdo, o que permite a liberacdo do
resultado em nimero de cOpias ou nimero de cdpias normalizada (em relacdo ao gene de
referéncia). A RT-PCR quantitativa ja € usada ha alguns anos no monitoramento dos transcritos
BCR-ABL da leucemia mieloide cronica (HUGHES et al., 2006). O RT-PCR em tempo real
qualitativo € incapaz de distinguir entre as quantidades decrescentes e crescentes de transcritos
especificos, o que forneceria informagdes relevantes para o acompanhamento, diferente do
método de RT-PCR em tempo real quantitativo. A possivel quantificacdo da DRM oferece uma
oportunidade para melhorar significativamente o progndstico e desempenha um papel
importante como parametro de estratificacao para orientar a terapia adaptada ao risco. Contudo,
ndo h4 essa recomendacdo para o monitoramento quantitativo dos transcritos PML-RARa da
LPA, sendo que o método qualitativo ainda € o preconizado (CICCONI et al., 2018).

Como pode ser observado na Figura 19, quanto maior o numero de amostras
processadas simultaneamente, menor o custo para cada teste, pois os gastos com controles sdo
diluidos entre os pacientes. O mesmo pode ser observado para o teste em tempo real
quantitativo, que além de diluir os gastos com controles, também diminuiu com os testes gastos
com as curvas de calibracdo. Assim, o custo pode chegar muito proximo ao teste qualitativo.
Isso € util em laboratérios com grandes rotinas onde varias amostras podem ser processadas ao
mesmo tempo. Contudo, em laboratérios com uma rotina menor, o processamento simultaneo

de vérias amostras acarretaria um tempo de libera¢ao do resultado superior a uma semana.



Figura 19 - Custo de cada teste de acordo com o nimero de amostras simultaneas.
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Legenda: T = reagente teste (Qiagen); R = reagente da rotina (Promega).
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6 CONCLUSOES

Comparando-se a RT-PCR convencional e em tempo real, os resultados mostram:

- Uma concordancia moderada entre a RT-PCR convencional e em tempo real.

- A RT-PCR em tempo real é mais sensivel que a convencional para a detec¢do de
concentragdes iguais ou abaixo de 10! cépias de PML-RARa berl.

- Comparando-se a RT-PCR convencional e em tempo real com 15 amostras de PML-
RARa, a RT-PCR em tempo real detectou o transcrito em quatro amostras, enquanto a RT-PCR
detectou em duas, sendo que a concordancia entre os testes foi moderada pelo teste kappa.

- Em relacdo a transcricdo reversa, aquela utilizada como teste (Qiagen) foi mais
eficiente do que a utilizada convencionalmente na rotina (Promega). Assim, observou-se que a
qualidade da transcri¢do reversa é importante para melhor detec¢do do gene de fusdo PML-
RARa nos pacientes em quimioterapia.

- A RT-PCR convencional apresentou um custo menor do que a em tempo real, porém
nao € a mais sensivel.

- A RT-PCR em tempo real quantitativa apresenta um custo consideravelmente mais
elevado que a mesma técnica qualitativa quando um ou dois pacientes sdo analisados
simultaneamente. Esse custo pode diminuir conforme aumenta o nimero de amostras
processadas, e chegar préximo ao custo da qualitativa, quando cinco ou mais amostras forem
analisadas simultaneamente.

Nesse contexto, a melhor alternativa para substituicdo da RT-PCR convencional € a
RT-PCR em tempo real qualitativa. Essa pode ser realizada por amostras extraidas pelo kit de
extracdo de RNA atualmente usado na rotina (mais barato que o teste) e a transcri¢do reversa
pelo kit teste. Vale ressaltar que o processamento simultaneo de vdrias amostras diminui o custo

do teste e deve ser considerado sempre que nao prejudique o tempo de liberagdo do laudo.
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APENDICE A - POP para a RT-PCR em tempo real conforme as normas do manual de
qualidade ULAC.

m+ ﬂ! m Lﬂl““ﬂ:ﬁﬁ#ﬂ?ﬁiﬁf&%ﬁmm EB SEH H
UFEC  LFEC v

PECIFESROR POLDORD ERAN] D S50 THAGD

Tipo do it J ROTIA FOP.ULAC BMLOOL - Pagina 1 de 10
Dooumenio
Tiuho do Emissdo: 05068/ 2020 | Prodma mevisdo:
ET-FCR em tempso real para PML-RARD
Cooumenrio P Wersio: 01
1. OBIETIVENS)

Estabeleter regras para & RT-FCR em tempos feal para PML-RARa da Unidade de
Labaratdrio de Anblised Clinicas (LFLAC) do Mospital Uinneeriitrio Profedsor Pabydoro Ernani de 530
Thiago (WU da Undeersidesde Federal de Ssnks Catarina (UFSC), em conformidade com o
WA SE0 002 MANUAL DE DIRETRIZESE BEQUISITOS DO PROGRAKMA ESELD EBSERH DE GUALDADE,
& com o item 5.5 do MANUAL PARA ACREDITACRD D0 SISTERMA DE GESTAD DA QUALIDADE OE
LABORATORIOS CLINBOOS DO SISTEMA NACEOMAL DE ACREDTALRD — MOO/SBAL aplicado & norma

braileira ABNT MER 50 151892045 — LABDRATORIOS CLINKOE - F:EEU.IEI’MDE Ol inanE E
COMPETENCIA, varsdo viganie,

2. MATERIAL
s Vide subitem 3.7, dests POP.
3. DESCRICAD DOS PROCEDIMENTOS

1.1 Campo de aplicaiEn
Aplicado no monitoramentt malecwlar dos transcritod PML-RARE bert e berd da

H15:17)(a22:512] #m amostras de aspirade dé medula’@ssea de patientes com diagndstica de LPA
& =m fase de manutencio da guimioterapia
1.2 Siglas

s cDNA: Atido desaxirribonpeieics compiementae

» (i - Controle interno de qualidade

o« CSB: Cabine de segiranca hicligits

= (T:{do threshodd \

» EPt: Egupamenta t_pn:ﬂrl;f:u ml:ln.l‘qlu.i

s LPA: Leuosmis fromisiecitics agida

s BMATTE ﬁ.nﬂnrd:nm.h;lzir.n-mzm.*lrn

= POR: 'EFEH.'-H em cadeidida pn.l.nn!rm:

] F'MI_'Eﬂu.-diI:Llu:mll ﬁnrn-ln:ll:l:r!ma

= POP: Pﬁnﬂlmmqﬂ

w RARm: Reteptor alfs do Scdo retingiea

" M'.E Tamplo de Wyagem |Qiagen)

» ET-PCR- Tramdcriciio Reversa ssguida de Reacho em Cadeia da Polimerase

s BW1: Tempdo e lavagem

= S5AH: Sistema de Administracio Hospitalar

= ULAC: Unidade de Laberatésio de Andlises Clinicas

1.3 Terminologia & Definicies

s Arnostra do paciente: Farte do matenal boldgico de orgem humana stilizada pars andduey
laboratoriais.

= HAmostra controbe: Material wsado com a fnadsdade princpal de monitorar o estabifidade & 2
repradutibilidade de um sistema analiion nas condictes de uso na ratina.
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* Biosseguranca: Condigdo de seguranca alcangada por um conjunto de agbes destinadas a
prevenir, controlar, reduzir ou eliminar riscos inerentes as atividades gque possam
comprometer a sadde humana, animal e o meio ambiente,

# Cabine de Seguranca Bioldgica (Capela de Fluxo Laminar): Equipamento de Insuflamento g
exaustdo completa de ar para protegdo do produto, pessoal e ambiental,

* Controle da Qualldade: Técnicas e atividades operacionais utilizadas para monitorar ©
cumprimento dos requisitos da qualidade especificados.

» Controle Interno da Oualidade - CIQ: Procedimentos conduzidos em associagdo com o
exame de amostras de pacientes para avaliar se o sistema analitico esta eperando dentro
dos limites de tolerdncia pré-definidos.

« Ciclo threshold (Cr): O Ct corresponde ao nomero de ciclos'de PCR neggs;érins';iara o Inicio
da amplificagdo, ou seja, momento em gue a fluorescéncia emitida ultrapassa a'linha do
threshold, Dessa forma, o Ct tem relacdo Inversamente proparcional & guantidade de
sequéncia alvo presente amostra,

# RT-PCR (Transcricdo Reversa seguida de Reacdo em Cadeia da Palimerase) em tempo real:
Técnica de Biologia Molecular gue permite replicacio Invitro do DNA, Quantidades minimas
de material genético podem ser amplificadas milhBes de vezes em poucas horas e
detectadas em tempo real por fluoreseéncia, o que permite a deteccio rapida e fiavel dos
marcadores genéticos de doengas Infecelosas e gendética,

# Produto para diagnostico de use “in vitre; Reagentes, padrdes, calibradores, controles,
materials, artigos e Instrurnentos, junto com as InstrugBes para seu uso, que contribuem
para realizar uma determinacdo gualitativa, guantitativa ou semi-guantitativa de uma
amostra bioldgica e que ndo estejam destinados a cumprir funcio anatémica, fisica ou
terapéutica alguma, QUE ndo sejéi"h ingeridos, injetados ou inoculados em seres humanos e
que sdo utilizados unicamente para provarinformagio sobre amostras obtidas do organismo
humanao, '

» artex miger: Equipamento comumente utilizado em laboratdrios para misturar, de maneira
ripida e vigorosa, peqguenas quantidades de liguidos, através de movimentos clrculares
rapidas, :

3.4 Principio do métoda

ART-PCR emtempo real utillza o mRNA como ponto de partida, a partir do gual sera
sintetizado/transcrito o eDNA pela acdo da transcriptase reversa. No RT-PCR em tempo real, a
amplificaciio do material genético emite fluorescéncia, a qual & detectada durante a reacdo de PCR.
A partirda intensidade de fluorescéncia emitida e das curvas de amplificagio geradas € tragado um
cut-off harizontaljo qual corresponde a fluorescéncia especifica minima na altura (elxo y) da fase
exponenclal de amplificaco génica e corresponde ao threshold, utilizado para calcular o ciclo
threshold (Cr) de cada amostra, Dessa forma, € possivel detectar a presenca do RNAm da fusdo PML-
RARD borl e ber3 da t{15:17)(022;012) em amostras de aspirado de medula dssea de pacientes com
diagndstico de LPA para avallagio da quimioterapia.
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3.5 Principais aplicagbes clinicas

Mais de 95% dos pacientes com Leucemia Promielocitica Aguda (LPA) apresentam a
t(15;17) que da origem a fusdo do gene PML com o gene RAAn do receptor do acido retinoico,
impartante na diferenclagio celular, Nesses pacientes a presenca da fusdo PML-RAR por RT-PCR
esta relacionada o eficacia do tratamento com acido trans-retinoico (ATRA). Em pacientes em
tratamento, a reincidéncia do PML/RARA & forte indicativo de recidiva. Pacientes com resultados
negativos apresentam maior probabilidade de estarem curados, sendo gue este resultado deve ser
avaliado em conjunto com a imunofenotipagem de MO para monitoramentada DRM. Dessaforma
o exame & utilizado para o monitoramento molecular dos transcritos PML-RARaberl e berd da
H15 1762 2;012) em amostras de aspirado de medula Gssea de pacientes com diagnéstico de LPA
e em fase de manutengdo da quimiocterapia com o intuito de avaliar a resposta ao tratamento e
detectar recidivas da doenca.

3.6 Amastra bioldgica
Aspirado de medula dssea coletado em tuba contendo anticoagulante EDTA.

A amostra deve ser coletada pelo médico hematologista e enviada ao laboratério, a
temperatura amblente, em até 3 horas apos a coleta.

As amostras sdo recebidas de segunda a sexta-feira das 7:003s 16:00 horas. Hordrios
diferentes devem ser autorizados pela setor téenico diante disponibilidade do responsdvel pelo
processamento,

3.7 Padries, calibradores, reagentes ®insumos

* Kit RMNeasy” Midi da.Giagen, para extragdodo RNAmM
»  Kitipsogen RT daQiagen

« Tampaode lise eritracitaria

s Etanol 70% grauBiologla Molecular

* Pipetas e ponteiras gam filtro e |lvres de nucleases
s Tubgscénlegs de 50 mLestérels

¢ Tuboscénicosde 15 mLestéreis

»  Estantes para tubos de 15 e 50 mL

«  Crontmetro

» Canetapara tubos

» Descarte pararesiduo biologico

* EP|(jaleco e luvas descartdvels)

« Gelo

3.8 Equipamentos

¢ (Cabine de Seguranca Bioldgica (CBS)
= Vortex Mixer

« Refrigerador

o«  Microcentrifuga

¢ NMasterCycle RealPlex 4 [Eppendorf ®)

69



70

e UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA L
suUs i=} hﬁ HOSPITAL UNIVERSITARIO E B S E R i

UFSC  UFSC PROFESSOR POLYDORD ERNANI DE SAD THIAGD
POP.ULAC. BML G0 - Pagina 4 de 10

Tipo do
Documento

Titulo do Emissao: 05/06/2020 | Proxima revisio;
Documento et R Rl VersBo: 01

PROCEDIMENTO / ROTINA

3.9 Procedimento detathado
3.9.1 Recebimento da amostra

A rejeicio de amaostras deve ser minimizada pelo laboratério, Entretanto, as
seguintes situaches devem ser consideradas inaceitaveis:

« s dados de identificagdo do paciente estiverem incompletos,
¢«  Amostras comvolume inferior a 2 mi;
&  Amostras coaguladas.

Mos setores de Receprdo e Triagem:

As amostras devem sercadastradas no Sistema de Administragdo Hospitalar (SAH) de
acordo com os seguintes codigos/nomes/sinonimias:

Codlgo do exame Mome Sinonimias
RT-PCR para PML-RAROQ
PRLRARA RT-PCR em tempo real para PML-RARA RT-PCR para LPA
RT-PCR parat{15;17)

Mo setor técnica;

e Conferir se o tipo de amostra para o exame foi cadastrado corretamente no sistema do
laboratario;

= Rastrear o recebimento da amostra no setor no 5AH da ULAC (conforme POP.ULAC.005 -
RASTREABILIDADE MO SISTEMA DE ADMINISTRACAD HOSPITALAR);

* Clicar em "Setor técnice”, "Recebimento de material a examinar”;

s Digitar o codigo de barrasida etigqueta (ex. 170077117010);

* Clicar em OK, digitar. a senha do profissional gue estd recebendo a amostra, gravar e fechar;

s Processar a@iostra em até trés horas apos a coleta.

3.9.2 Extracio do RNAmM
Paraaextracdo de RMNAmM utilizar o kit RNeasy® Midi,

= Paracada velume de aspirado de medula ossea adicionar cinco volumes de tampdo de lise
eritrocitaria (hemaolise) em um tubo de 50 mL {ex.; 2 mL de amostra e 10 mL de tampdo; 4
mlL deamostra & 20 mL de tampao);

* Incubar a mistura por 15 minutos em gelo;

o Centrifugar a 400 x g por 10 minutos a 4°C;

«  Descartarosobrenadante, preservando o sedimento de leucocitos;

¢ Adicionar dois volumes de tampdo de lise eritrocitdria e ressuspender os leucacitos;

¢ Centrifugar a 400 x g por 10 minutos a 4°C;

¢« Remover e descartar o sobrenadante;

s Ressuspender o sedimento de leucocitos com 2 ml de tampdo de lise;

¢ Pisturar aamostra com um agitador de vortex durante 10 segundos;

¢ Adicionar 2 mL de etanol 70%,;

«  Misturar aamostra vigorosamente durante 10 segundos;
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Transferir a amostra para uma coluna RMeasy Midi com membrana filtrante de silica gel,
acoplada aum tubo de 15 mL;

Centrifugar a coluna com a amostra por 5 minutos a 3000 1 g;

Descartar o filtrado e acrescentar 4 mL de tampdo de lavagem (RW1);

Centrifugar a amostra por 5 minutos a 3000 x g e descarar novamente o filtrado;
Acrescentar 2,5 mbL de tampdo de lavagem [(RPE);

Centrifugar por 2 minutos a 3000 x g e descartar o filtrado;

Acrescentar novamente 2,5 mL de tampdo de lavagem [RPE);

Centrifugar por 5 minutos a 3000 x g e descartar o filtrado;

Transferir a coluna para um novo tubo de coleta de 15 mlL;

Adicionar 100 pL de dgua livre de nuclease diretamente sobre @ membrana de silica gel;
Incubar a temperatura ambiente durante 1 minuto;

Centrifugar o tubo por trés minutos a 3000 x g paraeluir o RMAmM;

Armazenar a -20°C ate a sintese do cONA,

3.9.3 Transcrigdo Reversa (RT)
Para esse procedimento, utilizaro Kit |psogen RT:

Incubar 10 L de RNA por cinco minutas a 65°C;

Apds a incubacdo, centrifugar brevemente e manter @m gelo por 5 minutos;

Preparar uma pré-mistura [Master Mix), paraa transcrigdo reversa de acordo com o namero
de amaostras, conforme a tabela 1:

Tabela 1 - Preparagao da pré-mistura para transcrigdo reversa.

Reagentes Concentragio final Volume por reagio (ul)

Tampdo da transcriptase reversa:(5x) 1x 5,0
dNTPS [10 mha) 0,8 mhd 2.0

Random nonoméros (100 ) 21 um 5,25
Inibidor de RNase (40 UL 0,8 UfuL 0,5

DT (25 M) 0,1M 1,25
Transcriptase reversa (200 U/ul) B UL 10
Volume Final . 15,0

Adicionar15 ul dessa pré-mistura a cada amostra de RNA,

Utilizar dgua livre de nuclease como controle negativo,

Homogeneizar e centrifugar brevemente todas as amostras;

Levar ao termociclador e incubar por: 10 minutos a 25°C, 60 minutos a 50°C, 5 minutos a
85°C para Inathvagdo, e 5 minutos a 4°C;

Ao final, centrifugar brevemente as amostras @ armazenar o cDMA a -20°C até a realizagdo
da PCRem tempo real,
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3.9.4 Reaclo em cadela da Polimerase (PCR) em tempo real

« Prepararuma pré-mistura (Master Mix) de acordo com o namero de amaost ras acrescido de
trés controles, conforme a tabela 2:

Tabela 2 - Preparacdo da pré-mistura para PCRem tempo real.

Reagentes Volume por reacdo (ul)
Agua livre de nucleases 6,5
Master Mix da PCR (2x) 12,5
Mistura de iniciadores e sondas (25x) 1.0
Volume Final 20,0

* Transferir 20 pL dessa pré-mistura para casa tubo;

» Acrescentar 5 pl do produto obtido na transcricio réversa (cOMA];

* Homogeneizar suavemente e centrifugar brevemente;

* [ncubarem termociclador MasterCycle RealPlex 4 (Eppendarf *) conforme programacio de
temperaturas sugeridas pelo fabricante do kit.

3.9.5. Preparo do MasterCycle RealPlex 4

» Ligar o equipamento MasterCycle RealPlex 4 e, em seguida, ligar o computador;

¢ Esperara luzdo eguipamento mudar de laranja para verde;

* Abrir o software com um duplo cligue no icone RealPlex e aguardar carregar na tela do
com putador;

* |niciar a sessdo no software do sistema utilizando o nome de login "LBMM” e senha " ufsc”;

# Para criar um teste, dar doplo clique no icone "arquivo” eselecionaro template “PML-RARA"

s Clicar em “Assay Setup”, conferir as seguintes configuracbes especificas do teste (figura 1);

Figura 1= Canfiguractes especificas do teste

Fls ER Cormes® Maelsod Sep Helo

TE® Dwd wh =44  Fune | HAA] g @ M L
L] Plale |t L ITRBELHE LARLAS
Em».m Filber = [omt .
A PR By - Sarple Vol T ol
- o Filwe 520 rn| 22 | P e =| St Fi =

[ty - (PHILRARSS

i 53] oen [ = 1AM | Fie B e 3 =] Blackgrms nd [ dcygen 96, M 2-HE L AGLR. 15 ul -

« Em seguida, clicar em “Plate Layout”, para identificar as amostras;
¢« Clicar em "PCR Program” e conferir as temperaturas e ciclos da reacio;




73

b UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA i
sUS = HOSPITAL UNIVERSITARIO g |
UFsc upsC PROFESSOR POLYDORD ERNANI DE SAD THIAGD
Tipodo POP.ULAC.BML.OML - Pagina 7 de 10

P IMENT: INA
BoER ROCEDIMENTO f ROT

Titule do Ermiss &0 0506/ 2020 | Proxima revisio:
e ansnts RT-PCR em tempo real para PML-RARQ Versio 01

Figura 2 - Progromag 8o do PCR em tempo real.

1 2

» Distribuir as amostras no equipamento conforme @ layout criado para identificacao;

* Clicar no triangulo verde presente na barra de tarefas superior para comecar o teste.

* MNota: A deteccio da amplificacio do material genético & realizada em tempo real pela
detecgio de fluorescéncia do fluorafora FAM,

3.9.6 Descarte da amostra e reagentes

s  Material bioldgico: Descartar em lixe ira especifica com saco transparente de autoclave,
® Frascosde tampdes usados: Descartarem leelm'aspaéﬂlca com saco laranja.
* Restos de tampdo: Descartar em frasco de residuo guimico com identificacio dos reagentes.
« Demais materiais: Devem ser descartados em lixeira de residuo comum ou de material
reciclavel, quande for o casa,
3.10 Cilculos {quandao aplicdvel)
Mao se ap “-Da..
3.11 Controles da qualidade interno e extemo

Acada rodada detestes devern ser adicionados trés controles: (1) paciente negativo,
(2) pacient e positivae (3] controle sem material genético,

Para cada amostra deve ser testada um controle interno, o gene ABL, que &
constitutivamente expresso nos leucocitos.

3.12 Valores de referéncia (quando houver)
Valor de referéncia: PML-RARa ndo detectado,
3.13 Interpretagao

A partir da intensidade de fluorescéncia emitida e das curvas de amplificacdo
geradas, & tracado um cut-off horizontal que corresponde a fluorescéncia especifica minima na
altura (eixo y) da fase exponencial de amplificacio génica e corresponde ao threshold, gue &
utilizado para calcularo ciclo threshold (Cr) de cada amostra (figura 3). O Cr corresponde ao numero
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de ciclos de PCR necessdrios para o inlcio da amplificagio, ouseja, momento em gue a fluorescéncia
emitida ultrapassa a linha do threshold. Dessa forma, o Cr tem relacio inversamente proporcional
a guantidade de sequéncia alvo presente amostra.

Figura 3 - Representacdo esguematica de um grafico de RT-PCR em tempo real.

Walad e

Amnwira

Flusrescéncla

—_ e

S DR o
R { S DRA i olde

Numesre de Ciclos

Osresultados sio relatados de forma gualitativa coma:
» Detectado: genes ABL & PML-RARa com Ctes40;
» Mio detectado: gere ABL com Ct<40 e PML-RARA sem amplificacio Ct=40;
*  |nconclusivo: genes ABL e PML-RARD sem amplificacdo,

3.14 Valores criticos (quande houver)

A deteccio do PML-RARO deve ser relatada ao médico solicitante no momento da
liberagdo do laudo, conforme POP.ULAC 008 COMUNICACAD DE RESULTADOS CRITICOS DE
LABORATORID, e seu relato registrado ®m FOR.ULAC002 COMUNICACAD DE RESULTADD CRITICO.

3.15 Linearidade e Hmites de detec¢io (quando aplicdwvel)

Foram testadas 5 concentraghes de copias de PML-RARQ, sendo que a reacdo
detectou de 106 8101 copias:

Por se tratar de um meétodo ainda gualitative, ndo fol estipulada a linearidade do
teste,

4. CONTROLE DE REGISTROS

h:lent_:rfh;ao do registro FOR.ULAC.002 COMUNICACAQ DE RESULTADO CRITICO
Responsdvel pela coleta Gestdo da Quallidade

Res ponsdvel pelo acesso Gestdo da Qualidade

Local do arquivamento Pasta digital

Forma de armazenamento | Digital

Tempo de guarda 5 anos
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