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“As nuvens mudam sempre de posição, mas são sempre nuvens 

no céu. Assim devemos ser, todo dia, mutantes, porém leais com 

o que pensamos e sonhamos; lembre-se, tudo se desmancha no ar, 

menos os pensamentos.” 
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RESUMO 

 

A leucemia promielocítica aguda (LPA) é um subtipo de leucemia mieloide aguda (LMA) 
caracterizada pela presença da translocação entre os cromossomos 15 e 17, o que resulta na 
proteína de fusão PML-RARα. O monitoramento dos transcritos PML-RARα tornou-se um 
marcador de diagnóstico fundamental e requer métodos cada vez mais sensíveis para o 
acompanhamento da resposta terapêutica e a detecção 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 avaliação da fusão PML-RARα da t(15;17) e comparar com os resultados 
obtidos na RT-PCR convencional. Durante a fase de padronização, foi observado que a RT-
PCR em tempo real apresentou uma sensibilidade maior em relação a convencional para 
detecção de concentrações de transcritos igual a 101 cópias de PML-RARα bcr1. Quinze 
amostras de pacientes foram usadas neste estudo, oito de pacientes PML-RARα bcr1 e sete de 
PML-RARα bcr3. Comparando-se os dois métodos com as amostras de pacientes, a RT-PCR 
em tempo real detectou o transcrito PML-RARα bcr1 em quatro amostras, enquanto a RT-PCR 
convencional detectou o transcrito em apenas duas. Dessa forma, a concordância entre os testes 
foi moderada de acordo com o teste kappa. Também foi analisada a eficiência de duas 
transcriptases reversas, aquela que já 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 eficiência do que aquela usada na rotina para a amplificação dos transcritos. Assim, foi 
observado que a qualidade da transcrição reversa é importante para a detecção de fusão PML-
RARα. Também foi observado que a RT-PCR em tempo real pode ser realizada em amostras 
extraídas pelo kit de extração de RNA atualmente usado na rotina (Promega) e a transcrição 
reversa pelo kit teste (Qiagen). Na avaliação dos custos, a RT-PCR convencional apresentou 
um custo significativamente menor do que a RT-PCR em tempo real. No entanto, o 
processamento de várias 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 
é mais sensível que a RT-PCR convencional e, por ser  mais efetivo para a detecção precoce de 
recidivas na LPA, sugere-se o seu uso na rotina laboratorial. 
 

 
Palavras-chave: LPA; DRM; Monitoramento terapêutico; RT-PCR; PML-RARα. 

 

  



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-RARα fusion protein. The monitoring of PML-RARα 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-RARα 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 101 copies of PML-RARα bcr1. Fifteen patient samples were used in this 
study, eight from PML-RARα bcr1 patients and seven from PML-RARα bcr3. Comparing the 
two methods with the patient samples, real-time RT-PCR detected the transcript PML-RARα 
bcr1 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-RARα 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-RARα. 
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1  INTRODUÇÃO 

 

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 decorrência dessa doença. Os casos aparecem em sua 

maioria nas populações de países asiáticos (48,7%) e acometem com maior frequência 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) são doenças caracterizadas pela expansão clonal de células 

imaturas do sistema hematopoiético, nas quais ocorre um bloqueio na diferenciação celular e a 

proliferação descontrolada de células progenitoras mieloides ou linfoides neoplásicas que se 

acumulam na medula óssea (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 diferenciação celular. Quando esse bloqueio é observado na diferenciação 

das células progenitoras do tronco mieloide, as leucemias são denominadas de leucemias 

mieloides, as quais podem ser definidas como agudas ou crônicas, de acordo com os 

progenitores mieloides afetados (HOFFBRAND et al., 2013; SWERDLOW et al., 2017). A 

proliferação anormal das células neoplásicas nas LAs perturba o processo de maturação de 

outras linhagens celulares normais e, por isso, esses indivíduos podem apresentar anemias, 

trombocitopenias e suscetibilidade a processos infecciosos (STEWART, WILD, 2014).  

As leucemias mieloides agudas (LMAs) podem resultar de anormalidades genéticas. A 

leucemia promielocítica aguda (LPA) é um subtipo de LMA caracterizado pela presença da 

translocação entre os cromossomos 15 e 17 a qual resulta na fusão do gene do receptor retinoico 

alfa (RARα) com o gene da leucemia promielocítica (PML) (THOMAS, 2019). A identificação 

e a caracterização do gene PML-RARα no início dos anos 90 teve alta relevância na prática 

clínica (ADAMS; NASSIRI, 2015; CICCONI; LO-COCO, 2016). A LPA, se não tratada 

rapidamente, é considerada uma das formas mais letais de LMA, pois apresenta grande 

tendência a coagulopatias, o que pode resultar em um curso fatal (THOMAS, 2019). De modo 

geral, o tratamento da LPA consiste em três fases: a indução de remissão, consolidação e 

manutenção. Conforme os protocolos terapêuticos, a investigação da doença residual 



 

mensurável (DRM) deve ocorrer logo após a consolidação e durante a fase de manutenção 

(SCHUURHUIS et al., 2018). 

A DRM é definida como uma pequena porção de células neoplásicas, que possuem um 

valor prognóstico importante nas leucemias, tendo em vista que, quando atingida a remissão 

hematológica completa, as células leucêmicas poderão permanecer na circulação em 

quantidades menores que o limite de detecção por microscopia (GRANDO; WAGNER., 2008). 

O monitoramento seriado da DRM é importante como uma ferramenta para orientar uma 

intervenção precoce afim de evitar recaídas (GRIMWADE; JOVANOVIC; HILLS, 2014). 

Vários métodos podem ser utilizados nessa avaliação, como é o caso da imunofenotipagem por 

citometria de fluxo (IMF-CF) e da transcrição reversa seguida da reação em cadeia da 

polimerase (RT-PCR). No entanto, um estudo realizado recentemente na Unidade de 

Laboratório de Análises Clínicas (ULAC) mostrou que a RT-PCR convencional in house 

apresenta baixa sensibilidade para a detecção da DRM em LPA. Isso mostra a necessidade da 

implementação de métodos mais sensíveis para detecção da fusão PML-RARα, como a RT-

PCR em tempo real (SILVA, 2018). Além de apresentar maior sensibilidade, há 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 liberação do resultado e um menor 

risco de contaminação cruzada, uma vez que não 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 investigação da fusão PML-RARα 

da t(15;17)(q22;q12) em pacientes com LPA em tratamento no Hospital Universitário Professor 

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

 

2.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

•  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 

detecção de DRM em pacientes em tratamento da LPA; 

•  Comparar e discutir as diferenças de custos entre os métodos RT-PCR convencional e 

em tempo real; 

•  Elaborar uma Instrução de Trabalho para a RT-PCR em tempo real conforme as 

normas do manual de qualidade da ULAC.  

 

 

 



 

3  REVISÃO DA LITERATURA  

 

3.1  LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA (LMA) 

 

As leucemias mieloides agudas (LMAs) formam um grupo heterogêneo de doenças 

clonais de células do tecido hematopoiético, caracterizadas pelo bloqueio da maturação celular 

e proliferação atípica das células progenitoras da linhagem mieloide (SILVA et al., 2006; 

SWERDLOW et al., 2017). Além da perda de capacidade de diferenciação, essas células 

neoplásicas mantêm a capacidade de proliferação devido à inibição de fatores apoptóticos. Isso 

resulta em uma proliferação exacerbada de uma população celular leucêmica monoclonal sem 

capacidade de diferenciação (LEATHE et al. 2008; SILVA et al., 2006). Essa proliferação 

exacerbada do clone leucêmico prejudica ou impede a produção das células hematopoiéticas 

normais, como os eritrócitos, os leucócitos e as plaquetas, o que resulta no aparecimento de 

sinais e sintomas como anemia, infecções recorrentes e desordens hemorrágicas, 

respectivamente (FERRARA, 2004; SILVA et al., 2006). 

As LMAs estão entre os dez tipos de neoplasia mais frequentes no mundo e no Brasil 

(GLOBOCAN, 2018; INCA, 2018). Elas podem acometer todas as faixas etárias, no entanto, 

mais de 50% dos casos são comumente identificados em adultos acima dos 60 anos com 

tendência a aumentar com a progressão da idade (CHAUFFAILLE; YAMAMOTO, 2016; 

DESCHLER; LÜBBERT, 2006; HOFFBRAND et al., 2013; SILVA et al., 2006). A taxa de 

mortalidade desses pacientes é alta e pode estar relacionada a fatores genéticos, subtipos de 

LMA com prognóstico desfavorável, comorbidades, idade do paciente, entre outros fatores 

(DESCHLER; LÜBBERT, 2006). 

A estratificação dos subtipos de LMA em grupos de risco, baseada nas alterações 

genéticas recorrentes, melhoram a avaliação prognóstica, o que pode contribuir com a decisão 

terapêutica e aumento de sobrevida desses pacientes (LIMA et al., 2016). A escolha da 

terapêutica mais adequada tornou-se possível com o desenvolvimento de muitos fármacos alvos 

genéticos específicos, como o ácido all-trans retinoico (ATRA), que age diretamente na 

proteína de fusão PML-RARα; os inibidores de tirosina cinase (ex. mesilato de imatinibe), que 

atuam na proteína de fusão BCR-ABL (FUNKE et al., 2008; LOPES; ABREU, 2009;); e os 

inibidores do gene FLT3 (TESTA; LO-COCO, 2016). Assim, métodos para detecção dessas 

alterações genéticas se tornaram úteis para a detecção de DRM durante a monitoração do 

tratamento (GRANDO, WAGNER., 2008). 
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Nesse contexto, a categoria LMA com anormalidades genéticas recorrentes foi incluída 

na classificação da Organização Mundial da Saúde para LMAs em 2002. Essa classificação foi 

reavaliada em 2008 e 2017, e nessa categoria o número de alterações genéticas descritas nas 

LMAs aumentou (JAFFE et al., 2002; SWERDLOW et al., 2008; SWERDLOW et al., 2017). 

Na classificação atual, de 2016, pode-se observar 11 alterações genéticas associadas a LMA, 

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

 
Quadro 1 - Classificação das Leucemias Mieloides Agudas (LMAs) e neoplasias mieloides 

relacionadas – OMS 2016 
Leucemia mieloide aguda com anormalidades genéticas recorrentes 

LMA t(8:21) (q22;q22): RUNX1-RUNX1T1 

LMA inv(16) (p13.1q22) ou t(16;16) (p13.1;q22); CBFB-MYH11 

LPA com t(15,17)(q22;q12); PML-RARα 

LMA com t(9:11) (p21,3:q23,3):MLLT3-KMT2A 

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

LMA inv(3) (q21.3q26.2) ou t (3;3) (q21.3;q26.2); GATA2,MECOM 

LMA (megacarioblástica) t(1;22) (p13.3;q13.3); RBM15-MKL1 

Entidade provisória: LMA com BCR-ABL1 

LMA com mutação NPM1 

LMA com mutação CEBPA 

Entidade provisória: LMA com mutação RUNX1 

          Leucemia mieloide aguda com alterações relacionadas a mielodisplasia 

Neoplasias mieloides relacionadas a terapias 

Leucemias mieloides não especificadas (LMA NOS) 

LMA com diferenciação mínima 

LMA sem maturação 

LMA com maturação 

Leucemia mielomonocítica aguda 

Leucemia monoblástica/monocítica aguda 

Leucemia eritroide pura 

Leucemia megacarioblástica aguda 

Leucemia basofílica aguda 

Panmielose aguda com mielofibrose 

Sarcoma mieloide 



 

Proliferações mieloides relacionadas à síndrome de Down 

Mielopoese anormal Transitória (TAM) 

Leucemia Mieloide associada com Síndrome de Down 

Neoplasia de célula dendrítica plasmocitoide blástica (NCDPB) 

Fonte: Adaptado de ARBER et al. 2016. 

 

3.2  LEUCEMIA PROMIELOCÍTICA AGUDA (LPA) 

 

A LPA é uma doença de etiologia genética, pois está relacionada a translocações 

cromossômicas que alteram o lócus RARα (do inglês Retinoic Acid Receptor Alfa) presente no 

cromossomo 17 e que resultam em produtos de fusão com outros genes. Em cerca de 90% dos 

casos, essa fusão ocorre com o gene PML (do inglês Promyelocytic Leukemia) gerando a 

t(15;17)(q22;q12). Outras fusões alternativas, em menor frequência, ocorrem com o gene PLZF 

(do inglês Promyelocytic Leukemia Zinc Finger) da t(11;17)(q23;q21) ou, muito raramente, 

com o gene NPM (do inglês Nucleophosmin) da t(5;17)(q35;q21), com o NUMA (do inglês 

Nuclear Matrix–associated) da t(11;17)(q13;q21), e com os genes parceiros STAT5b (do inglês 

Signal Transducer and Activator of Transcription 5B) da dup17(q11;q21). A anormalidade 

citogenética mais frequente, a PML-RARα, provém da t(15;17)(q22;q12), na qual ocorre a 

fusão do gene PML oriundo do cromossomo 15q22 e do gene RARα do cromossomo 17q12. 

Essa fusão forma um novo gene PML-RARα, o que resulta na síntese da proteína PML-RARα, 

considerada importante na gênese da LPA (GABERT et al., 2003; HOFFBRAND et al., 2013; 

SWERDLOW et al., 2017; WANG & CHEN, 2008). 

De acordo com os diferentes pontos de interrupção do PML e RARα, existem três 

isoformas do gene de fusão PML-RARα. Os pontos de interrupção de RARα sempre ocorrem 

no íntron 2, com 17kb de comprimento. Por outro lado, três regiões do lócus PML estão 

envolvidas nos pontos de interrupção da translocação t(15;17), são eles o íntron 6 (bcr1; 55% 

dos casos), éxon 6 (bcr2; 5%) e íntron 3 (bcr3; 40%) (Figura 1). As três possíveis isoformas de 

proteínas PML-RARα, são denominadas longa (L ou bcr1), variante (V ou bcr2) e curta (S ou 

bcr3) (GABERT et al., 2003; WU et al., 2019). Notavelmente, a isoforma bcr3 está associada 

a piores prognósticos, maior número de promielócitos leucêmicos e a uma morfologia da 

variante, ou seja, as células neoplásicas são hipogranulares (BRUNETTI et al., 2017). 
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Figura 1 - Possíveis pontos de quebra nas regiões dos genes PML e RARα da 
t(15;17)(q22;q12). 

 
Legenda: (A) Diagrama esquemático da estrutura éxon/íntron dos genes PML e RARα envolvidos na 

t(15;17)(q22;q12). A orientação do centrômero (cen) e do telômero (tel), a numeração do éxon e as regiões 
relevantes do ponto de quebra são indicadas. As regiões de ponto de quebra bcr1 e bcr2 são justapostas ao íntron 
6 e éxon 6, respectivamente. (B) Diagrama esquemático dos três tipos de transcritos de PML-RARα relacionados 
às diferentes regiões de ponto de quebra de PML. O tamanho do transcrito bcr2 depende da posição do ponto de 

quebra no éxon 6 do gene PML. PML = gene da leucemia promielocítica; RARα = gene do receptor alfa do 
ácido retinoico; cen = centrômero, tel = telômero, bp = pares de base. 

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

A LPA tem sido caracterizada por um rápido curso fatal e alta incidência de morte por 

hemorragia precoce caso não haja tratamento adequado imediato. Assim, o diagnóstico deve 

ser tratado como um caso de emergência médica, sendo recomendado o início imediato do 

tratamento em casos de suspeita clínica acompanhada da morfologia celular sugestiva 

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

 

 

 

 
 



 

3.2.1  Diagnóstico  

 

3.2.1.1  Apresentação Clínica  

Por ser um subtipo de LMA, a LPA apresenta sinais e sintomas muito semelhantes e 

característicos 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 infiltração leucêmica em vários tecidos, como hepatomegalia, 

esplenomegalia, linfadenopatia, alterações de pele, dores ósseas e problemas no sistema 

nervoso central, os quais podem produzir uma variedade de outros sintomas (CICCONI; LO-

COCO, 2016; DAVID; MATHEWS, 2018). 

A principal característica que distingue a LPA das demais LMAs é a sua predominância 

em adultos jovens que apresentam quadro clínico de leucopenia e coagulopatia. Esta se 

caracteriza por estados hemorrágicos com coagulação intravascular disseminada (CIVD), 

manifestação mais notória da doença (TALLMAN; ALTMAN, 2009; SAGRILLO et al., 2005), 

devido à fibrinólise e proteólise inespecíficas que elevam o risco de morte (ÀDES et al., 2006; 

WREDE et al., 2005; ZHOU et al., 2007). Dessa maneira, o diagnóstico precoce é 

imprescindível, pois existe um alto risco de CIVD e morte precoce (DAVID; MATHEWS, 

2018).  

 

3.2.1.2  Diagnóstico laboratorial 

 

3.2.1.2.1  Morfologia Celular 

Em relação à morfologia celular, a LPA é dividida entre a forma clássica ou 

hipergranular, a forma hipogranular ou microgranular, e as demais formas variantes, como por 

exemplo a LPA com presença de monocitose (ADAMS; NASSIRI, 2015;  ARBER et al., 2016; 

NAEEM et al., 2006). 

Na forma hipergranular ou clássica, os promielócitos apresentam núcleo reniforme e 

excêntrico com abundantes granulações azurófilas no citoplasma. A presença de múltiplos 

bastonetes de Auer no citoplasma desses promielócitos leucêmicos, os quais se dispõem em 

forma de feixes, denomina-se de "Faggot cells" (células com maços ou feixes) (Figura 2), os 

quais podem ser encontrados e identificados com frequência na LPA (HOFFBRAND et al., 

2013; SAGRILLO et al., 2005; SWERDLOW et al., 2017). 
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Figura 2 - Aspirado de MO contendo promielócitos característicos da LPA hipergranular. 

Legenda: (1) Promielócitos com grânulos citoplasmáticos proeminentes; (2) Faggot cells. 
 Fonte: TALLMAN; ALTMAN, 2009. 

 
É de suma importância lembrar que os abundantes grânulos azurófilos primários, apesar 

de fortemente sugestivo da LPA, não confirmam o diagnóstico, pois as células leucêmicas em 

outros subtipos de LMA podem apresentar grânulos proeminentes (TALLMAN; ALTMAN, 

2009; SWERDLOW et al., 2017). 

Na forma hipogranular ou microgranular é mais evidente a visualização do contorno 

nuclear bilobado ou reniforme, devido à diminuição ou ausência das granulações primárias. 

Essa característica é importante pois os pacientes com a LPA microgranular ou hipogranular, 

apesar de não apresentarem as granulações evidentes na microscopia óptica (Figura 3), 

manifestam a mesma predisposição para hemorragias e CIVD que a forma de LPA 

hipergranular (TALLMAN; ALTMAN, 2009). 

Figura 3 - Aspirado de MO que mostra características morfológicas de LPA microgranular ou 
hipogranular. 

  
Fonte: TALLMAN; ALTAMN, 2009. 

3.2.1.2.2  Alterações em parâmetros hematológicos e bioquímicos 

Na maioria dos casos, os pacientes apresentam anemia normocrômica e normocítica, 

trombocitopenia severa (SILVA et al., 2006) e distúrbios da coagulação. O tempo de 

1 

2 



 

protrombina (TP), o tempo parcial de tromboplastina (TTPA) e o tempo de trombina (TT) estão 

prolongados, apresentam altas concentrações de produtos de degradação da fibrina e do D-

dímero, e a diminuição das concentrações plasmáticas de fibrinogênio (DAVID; MATHEWS, 

2018; KWAAN, WANG, BOGGIO, 2002).  

Em relação aos exames bioquímicos, 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 é liberada pelas células no SP como consequência da citólise, a 

qual se eleva em decorrência da proliferação celular descontrolada, característica 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 leucêmicas permite 

o reconhecimento da linhagem e estágio de diferenciação do clone anormal. Além disso, traz 

informações a respeito das características prognósticas e dos fenótipos aberrantes importantes 

para a escolha da terapia e na monitorização da DRM (OELSCHLAEGEL et al., 2009; 

PELLOSO et al., 2003; SWERDLOW et al., 2017). 

            Em relação à presença de marcadores de superfície celular, nos pacientes com LPA as 

células têm um padrão distinto quando comparado a outras LMAs. De modo resumido, as 

células neoplásicas apresentam expressão baixa ou ausente de HLA-DR (Figura 4F), de CD34 

e das integrinas leucocitárias (CD11a, CD11b e CD18). No entanto, ocorre uma expressão forte 

e homogênea de CD33 (Figura 4H); e heterogênea de CD13. A expressão de CD117 é 

característica, embora algumas vezes pode apresentar-se um pouco mais fraca (SWERDLOW 

et al., 2008). Há ausência da expressão de antígenos monocíticos, como CD14 (SAGRILLO et 

al., 2005). Os marcadores de diferenciação granulocítica, CD15 (Figura 4E) e CD65, são 

negativos ou fracamente expressos, mesmo que seja comum a expressão de CD64. Em cerca de 

20% dos casos de LPA, pode ocorrer a expressão de CD56 (Figura 4I), que tem sido associado 

a um mau prognóstico (VAN DONGEN et al., 1999; SWERDLOW et al., 2008). Também pode 

ocorrer a expressão aberrante do antígeno CD2 (marcação para linhagem linfoide T), que está 

presente em casos com a t(15;17)(q22;q12) (SWERDLOW et al., 2017; YAMAMOTO, 2000). 
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Figura 4 - Figura representativa de IMF por CF de paciente com LPA. 

 
Legenda: Neste caso específico de LPA, as células indicadas em vermelho apresentavam elevado SSC 

(complexidade interna) (Painel A), expressão de CD45 (Painel B), expressão forte de MPO (Painel C) e parcial 
de CD34 (Painel D). Ausência de expressão de CD15 (Painel E), expressão de CD117 (Painel F) e expressão 

fraca de HLA-DR (Painel  F);  expressão  de  CD13  (Painel  G) e ausência de expressão de CD11b (Painel G); 
expressão forte e homogênea 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 bcr3 do gene de fusão PML-RARα, 

observa-se com frequência a expressão de CD34 e CD2 em alguns promielócitos leucêmicos 

(ORAZI et al., 2008). Dessa forma, como o diagnóstico morfológico da LPA hipogranular é 

difícil, os estudos imunofenotípicos são de extrema importância, uma vez que apresentam 

características imunofenotípicas muito semelhantes à LPA hipergranular (SWERDLOW et al., 

2017; YAMAMOTO, 2000). 

 

3.2.1.2.4  Alterações Genéticas 

A análise citogenética é realizada convencionalmente pela pesquisa microscópica dos 

cromossomos presentes nas células da medula óssea durante a metáfase, o cariótipo. Pode ser 

realizada com complemento de técnicas de hibridização in situ, como o método da hibridização 



 

fluorescente in situ (FISH), sendo importante para confirmar a presença de rearranjos 

recorrentes (SILVA et al., 2006). 

O cariótipo (Figura 5) é realizado a partir de uma cultura de células da MO, que são 

incubadas de 24 a 48 horas. Ainda que altamente específica, essa análise citogenética é um 

método oneroso, que consome muito tempo e necessita de metáfases de boa qualidade para que 

sejam detectadas as translocações características da doença. Contudo, a citogenética é 

potencialmente útil para a identificação dos subtipos mais raros da LPA, incluindo aqueles com 

t(11;17)(q23,q21), com t(11;17)(q13,q21) e com t(5;17)(q35,q21), que levam a fusões PLZF-

RARα, NUMA-RARα e NPM1-RARα, respectivamente (ADAMS; NASSIRI, 2015; RIBEIRO; 

REGO, 2006). 

Figura 5 - Cariótipo de paciente com a presença da t(15;17). 

 
Legenda: As setas vermelhas indicam os locais da translocação entre os cromossomos 15 e 17.  

Fonte: LEAL; KUMEDA; VELOSO, 2009. 
 

Outro método utilizado é a FISH (do inglês fluorescent in situ hybridization) 

(JÁCOMO; FIGUEIREDO-PONTES; REGO, 2008; LENGFELDER et al., 2005). Esse 

método é altamente específico, sensível e mais rápido que o cariótipo para a detecção das 

translocações associadas com a LPA (Figura 6) (SANZ et al., 2009; WREDE et al., 2005). 
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3.2.2  Prognóstico 

 

O principal risco de morte para os pacientes com LPA está associado à coagulopatia, 

que combina episódios de CIVD e de fibrinólise, que são característicos dessa neoplasia (ADÈS 

et al., 2010; STEFFENELLO-DURIGON et al., 2020; KWAAN, WANG, BOGGIO, 2002). 

A presença de algumas características biológicas dos promielócitos leucêmicos, 

anteriormente ao tratamento, foram associadas com um maior risco de recaída como, por 

exemplo, a LPA hipogranular, a expressão do CD2 e CD34, a duplicação in tandem do gene 

FLT3 e a lenta ou incompleta diferenciação in vitro de blastos expostos ao ATRA. Todos os 

parâmetros, com exceção do último, estão correlacionados a leucometria aumentada (ADÈS et 

al., 2006). Com isso, a contagem de leucócitos no momento do diagnóstico é utilizada para a 

classificação do grau de risco da doença, sendo que quanto maior o número, pior será o 

prognóstico (ADÈS et al., 2006; BEITINJANEH et al., 2010). 

Nos pacientes com t(15;17)(q22;q12) tratados com ATRA, é esperada uma taxa de cura 

de aproximadamente 80% a 90% quando sobrevivem à indução e consolidação, alcançando a 

remissão completa (RC) (TALLMAN; ALTMAN, 2009), devendo atentar-se à septicemia 

secundária à mielossupressão, o que pode ser fatal (ADÈS et al., 2010). 

 

3.2.3  Tratamento 

 

Atualmente, quando existe suspeita de um diagnóstico de LPA com base na 

apresentação clínica, morfologia e/ou imunofenotípica, dado o início abrupto frequente e o risco 

de eventos hemorrágicos graves, a doença deve ser tratada como uma emergência médica. 

Assim, é indicado o início precoce de ATRA (all-trans-retinoico acid), juntamente a terapia de 

suporte que leva à substituição agressiva de plaquetas, plasma fresco congelado e 

crioprecipitados, a fim de neutralizar a coagulopatia, enquanto o diagnóstico genético é 

estabelecido (CICCONI; LO-COCO, 2016; THOMAS, 2019). 

Em geral, o tratamento da LPA é constituído em três fases: indução de remissão, 

consolidação e manutenção. As duas primeiras são realizadas com o ATRA e algum antracíclico 

(mitoxantrone, daunorrubicina ou idarrubicina) com escalonamento de dose e de intensidade, 

de acordo com a estratificação de risco. Em pacientes de alto risco, será associado aos ciclos de 

consolidação, doses intermediárias de citarabina (Ara-C), a fim de evitar o alto grau de recidiva 

(SANZ et al., 2004). Após a terapia de indução e consolidação, a terapia de manutenção é 

realizada com a administração de ciclos de ATRA a cada três 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 doença  (SANZ et al., 2004; WATTS; TALLMAN, 

2014). De acordo com os protocolos terapêuticos a investigação de DRM deve ser realizada 

após a consolidação e durante a manutenção (SCHUURHUIS et al., 2018).  

O ATRA revolucionou a terapia da LPA, pois em combinação com a quimioterapia, 

resultou em taxas de remissão completas maiores que 90% e taxas de remissão a longo prazo 

acima de 80%. O ATRA apresenta um mecanismo que age induzindo a diferenciação de 

promielócitos leucêmicos em granulócitos maduros (Figura 7), o que leva à sua avaliação como 

um agente único ou em combinação com a quimioterapia, primeiro em doenças 

recidivantes/refratárias e depois em pacientes recém-diagnosticados (COOMBS; 

TAVAKKOLI; TALLMAN, 2015). 

 

Figura 7- Diferenciação de promielócitos anormais induzida pelo ATRA. 

 
Legenda: Ao diagnóstico, observa-se na MO os promielócitos leucêmicos com a presença de bastonetes 

de Auer (seta). O ATRA induz a diferenciação dos promielócitos anormais, que ao longo do tratamento 
gradativamente passam a se maturar. No trigésimo dia de tratamento, os bastonetes de Auer (seta) são 

observados em neutrófilos circulantes no SP, indicando que essas células são derivadas de promielócitos 
leucêmicos. 

Fonte: Adaptado de WANG; CHEN, 2008. 

 
O tratamento contínuo com ATRA é caracterizado pela redução de sua concentração 

plasmática devido à depuração acelerada. Esses achados induziram os estudos subsequentes a 

combinar o ATRA com a quimioterapia, levando a baixas taxas de recaída. Inúmeros estudos 

foram conduzidos para explorar os benefícios potenciais da combinação de ATRA com a 

quimioterapia. Com a precoce adição de quimioterapia ao ATRA a incidência da síndrome do 

ácido retinoico (SAR) diminuiu. Por fim, estabeleceu-se a quimioterapia simultânea tendo 

como base o ATRA e a antraciclina (antraciclina mais citarabina ou uma antraciclina sozinha) 



 

como protocolo padrão para indução de pacientes com LPA recém-diagnosticados (COOMBS; 

TAVAKKOLI; TALLMAN, 2015). 

Pesquisadores franceses foram os primeiros a demonstrar que a administração 

simultânea de ATRA e quimioterapia proporcionou melhores resultados, quando em 

comparação 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 indução de remissão, seguida por 

três ciclos de terapia de consolidação e manutenção. 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 combinação de ATRA e trióxido de arsênico (ATO) apresentou-se muito 

eficaz e segura no tratamento de linha de frente e, no tratamento de pacientes com doença de 

baixo e médio risco, possivelmente, apresentando-se superior ao regime padrão baseado em 

ATRA e antraciclina (TESTA; LO-COCO, 2016). O uso do ATO, desde o início de 1990, 

apresentou melhora na evolução clínica desses pacientes, o que diminui a incidência de recaídas 

ou doença refratária (WANG; CHEN, 2008). O mecanismo de ação desse fármaco ocorre pela 

diferenciação parcial dos promielócitos neoplásicos, pela indução da apoptose dessas células e 

pela degradação da PML-RARα (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 incidência de leucocitose em 58% dos pacientes com LPA no início do tratamento 

com ATO e esse achado laboratorial foi revertido em todos os casos com a continuação da 

terapia. Associados a quimioterapia convencional, o ATRA e o ATO apresentam uma melhora 

notável no tratamento da LPA. Isso ocorre devido à capacidade única dos promielócitos 

leucêmicos se submeter à diferenciação quando exposto ao ATRA, e tanto a diferenciação 

quanto à apoptose com a exposição ao ATO (ADAMS; NASSIRI, 2015; PUCCETTI; 

RUTHARDT, 2004; TALLMAN; ALTMAN, 2009). Contudo, pode haver resistência a esses 

medicamentos, o que motiva novas pesquisas com diferentes agentes moleculares (THÉ; 

PANDOLFI; CHEN, 2017). Um exemplo disso é o tamibaroten, que mostrou eficácia 

terapêutica em pacientes resistentes ao tratamento com ATRA, com aumento da CRABP (do 

inglês 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  Doença residual mensurável (DRM) 

 

Ao final do tratamento, é considerado como remissão completa a presença menor que 

5% de blastos leucêmicos na MO, sem evidências de células anormais no SP. A DRM, refere-

se a essas células leucêmicas residuais no cenário de uma remissão morfológica (LEE; 

GRIGORIADIS; WESTERMAN, 2015) e pode ser definida como o limite mínimo de detecção 

da doença em pacientes pós-quimioterapia, com remissão morfológica completa. A DRM pode 

ser consequência da resistência farmacocinética, da resistência celular ou de fatores 

desconhecidos que podem afetar a eficácia do tratamento (BACHER et al., 2011; WALTER et 

al., 2011). 

O maior objetivo da pesquisa da DRM é identificar pacientes com maior risco de 

recidiva e um mau prognóstico. A detecção rápida após as primeiras induções ou logo após o 

tratamento, está ligado a um alto risco de recidiva da doença e um mau prognóstico na avaliação 

da eficácia terapêutica. A definição dos grupos de maior risco se baseia no número de células 

neoplásicas observadas na DRM (DUARTE; SALES; VASCONCELOS, 2013). Em geral, 

essas células são indetectáveis por microscopia padrão, e para serem identificadas é necessário 

o uso de técnicas mais sensíveis, 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 recaída molecular, tende a melhorar a sobrevida 

de pacientes com a presença do gene PML-RARα de baixo risco. Com isso, a tecnologia de 

RT-PCR em tempo real apresenta grande melhoria no valor preditivo da avaliação da DRM.  

Contudo, o monitoramento da DRM também é utilizado como forma de determinar a 

abordagem do tratamento e está desempenhando um papel cada vez mais importante no manejo 

de pacientes com LPA. A detecção dessas células por RT-PCR em tempo real pode predizer 

uma possível recaída iminente, permitindo assim, que seja iniciada precocemente a terapia de 

resgate. Esse monitoramento molecular, pode ajudar na racionalização da terapia, poupando 

assim, uma toxicidade desnecessária em pacientes que mantêm a remissão 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 amplificação de regiões conhecidas do RNA por meio de uma reação in vitro (PALLOTTA; 



 

RAMOS; RIBEIRO, 2000). A primeira parte da reação, a transcrição reversa, ocorre por uma 

reação enzimática que é catalisada pela enzima transcriptase reversa (RT). Nessa reação, o 

DNA complementar (cDNA) é sintetizado a partir do RNA mensageiro (mRNA) previamente 

extraído da amostra do paciente (PALLOTTA; RAMOS; RIBEIRO, 2000; VIEIRA, 2011;). O 

cDNA sintetizado é então utilizado como molde na reação seguinte (PCR), na qual 

oligonucleotídeos iniciadores específicos (primers) e a enzima DNA polimerase sintetizam 

milhares de cópias do fragmento do DNA a ser pesquisado (VAN DONGEN et al., 1999). No 

método convencional, a amplificação da sequência alvo é revelada por eletroforese em gel de 

agarose, na presença de um corante capaz de se intercalar no DNA e gerar fluorescência sob 

exposição à luz ultravioleta, como o brometo de etídio (Figura 8). A realização da Nested-PCR 

apresenta vantagem de aumentar a especificidade e a eficiência da reação. Nessa reação, o 

segmento genômico será 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 

detecção dos produtos da reação apenas no final de todos os ciclos da reação, quando o DNA 

alvo se encontra amplificado em condições de saturação (SUAREZ, 2010). 

 

Figura 8 - Gel de agarose corado com brometo de etídio de uma RT-PCR para PML-RARα 
bcr3. 

 
 

Legenda: pb = pares de bases; PTM = padrão de tamanho molecular; HL60 = linhagem de células humanas sem 
a fusão PML-RARA. RT: Transcrição reversa; PCR: Reação 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 é transcrito em cDNA pela ação da transcriptase 

reversa (GABERT et al., 2013; VIEIRA, 2011). Contudo, no método de RT-PCR em tempo 

real, a emissão e detecção de fluorescência ocorre durante a reação de PCR. A partir da 

intensidade de fluorescência emitida e das curvas de amplificação geradas, é traçado um cut-off 

horizontal, o qual corresponde à fluorescência específica mínima na altura (eixo y) da fase 
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exponencial de amplificação gênica e corresponde ao threshold, utilizado para calcular o 

threshold cycle (CT) de cada amostra (ALMEIDA; SADDI, 2007). O CT corresponde ao número 

de ciclos de PCR necessários para o início da amplificação, ou seja, momento em que a 

fluorescência emitida ultrapassa a linha do threshold (Figura 9). Dessa forma, o CT tem relação 

inversamente proporcional à quantidade de sequência alvo presente amostra (GABERT et al., 

2003; VELDEN et al., 2003).  

Figura 9 - Representação esquemática de um gráfico de RT-PCR em tempo real. 

 
Legenda: CT = ciclo threshold , número de ciclos de necessários para o início da amplificação. Linha tracejada 

corresponde ao threshold. RT: transcrição reversa; PCR: reação em cadeia da polimerase. 
Fonte: Adaptado de https://bitesizebio.com/24581/what-is-a-ct-value/. 

  

Existem três principais sistemas de detecção da fluorescência disponíveis: intercalantes 

de DNA, sondas de hibridização e sondas de hidrólise (Figura 10) (MULLER et al., 2007; 

VELDEN et al., 2003;). O intercalante de DNA mais conhecido é o SYBR® Green, o qual se 

liga ao DNA dupla fita dos produtos da reação e emite fluorescência. Apesar do baixo custo, a 

falta de especificidade do SYBR® Green I faz com que possíveis amplificações inespecíficas e 

dímeros de iniciadores possam interferir na quantificação dos produtos da reação. As sondas de 

hibridização envolvem a justaposição de duas sondas específicas, 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 justapõem, ocorre a transferência de energia de ressonância 

por fluorescência (FRET) e a fluorescência pode ser detectada. Já as sondas de hidrólise, como 

a TaqMan®, anelam especificamente na região interna do seguimento a ser amplificado entre 

dois iniciadores e exploram a atividade exonuclease 5’– 3’ da enzima Taq polimerase 

(GABERT et al., 2003; SUAREZ, 2010).  

 



 

Figura 10 - Representação esquemática dos tipos de sondas fluorescentes usadas na PCR em 
tempo real. 

 
 

Legenda: O painel A mostra o SYBR® Green, um corante de ligação ao sulco menor do DNA dupla fita e 
proporciona um aumento na sua fluorescência mais de cem vezes. No painel B um exemplo de sondas de 

hibridização, sendo que são projetadas duas sondas que hibridam lado a lado no produto de PCR. A extremidade 
3' da sonda a montante é ligada à fluoresceína (em verde), que atua como um doador de transferência de energia 

de ressonância de fluorescência (FRET). Já a extremidade 5' da sonda a jusante é ligada à um corante aceptor 
(em vermelho). Assim, o sinal FRET é visto apenas quando ocorrem dois eventos específicos de hibridação. No 

painel C a sonda TaqMan, a qual emite seu sinal de fluorescência após sua hidrólise pela atividade de 
exonuclease 5'a 3' da polimerase. PCR: reação em cadeia da polimerase. 

Fonte: Adaptado de http://dyes.gene-quantification.info/ 
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4  MATERIAIS E MÉTODOS  

 

4.1  POPULAÇÃO DE ESTUDO 

 

Foram incluídos neste estudo pacientes acima de 18 anos com diagnóstico prévio de 

LPA com fusão PML-RARα da t(15;17), que estavam na fase de manutenção da quimioterapia, 

que aceitaram assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), conforme o 

Comitê de Ética 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 fusão PML-RARα 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. 

 
Legenda: RT-PCR: transcrição reversa seguida de reação em cadeia da polimerase, RNA: ácido ribonucleico, 
TR: transcrição reversa, PCR: reação em cadeia da polimerase, IMF: imunofenotipagem; CF: citometria de 

fluxo.  



 

Durante o período do estudo, 60 amostras para pesquisa da fusão PML-RARα foram 

recebidas pela ULAC/HU/EBSERH/UFSC. Dessas, 18 foram excluídas por serem provenientes 

de pacientes com suspeita de LPA e não acompanhamento, que era o objetivo diagnóstico deste 

estudo. Das 42 amostras provenientes de pacientes em acompanhamento da quimioterapia, 25 

amostras foram excluídas do estudo por apresentarem volume suficiente somente para os 

exames de rotina e duas do mesmo paciente por apresentarem o ponto de quebra PML-RARα 

bcr2, não contemplado neste estudo. Assim, 15 amostras de aspirado de medula óssea foram 

usadas para a comparação dos métodos. Dessas, oito eram de pacientes com PML-RARα bcr1 

e sete bcr3 ao diagnóstico (Figura 12). 

 

Figura 12- Casuística do estudo 
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4.2 RT-PCR EM TEMPO REAL PARA A INVESTIGAÇÃO DA FUSÃO PML-RARΑ 

 

4.2.1  Hemólise e extração de RNAm 

 

Para a extração de RNAm foi utilizado o kit RNeasy® Midi (Ref. 75144, Qiagen), 

posteriormente nomeado como kit de extração teste. Para cada volume de aspirado de medula 

óssea foram adicionados cinco volumes de tampão de lise eritrocitária (hemólise). 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 leucócitos, ao qual foram 

acrescentados dois volumes de tampão de lise eritrocitária. A mistura foi centrifugada a 400 x 

g por 10 minutos a 4°C, e o sobrenadante foi removido e descartado. O sedimento de leucócitos 

foi ressuspendido e lisado com tampão de lise e agitação vigorosa. A esse lisado foi adicionado 

o mesmo volume de etanol 70% com agitação vigorosa. A amostra foi transferida para uma 

coluna RNeasy Midi, a qual possui uma membrana filtrante de sílica 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 tampão 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 tampão de lavagem (RPE), a primeira centrifugação foi de 2 minutos e a segunda 

por 5 minutos a 3000 x g. Para eluição do RNAm, a coluna foi transferida para um novo tubo 

de coleta de 15 mL e foi adicionado o volume adequado de água livre de RNase diretamente 

sobre a membrana de sílica gel, a qual permaneceu em repouso durante 1 minuto. Em seguida, 

a coluna foi centrifugada por 3 minutos a 3000 x g e o RNAm eluído foi armazenado a -20°C 

até a síntese do cDNA.  

 

4.2.2  Transcrição reversa (RT) 

 

Para esse procedimento, foi utilizado o Kit Ipsogen RT (Ref. 679913, Qiagen), 

posteriormente nomeado como TR teste. Dessa forma, 10 µL de RNA foram incubados por 5 

minutos a 65°C. Logo após esse tempo, o RNA das amostras foi centrifugado brevemente e 

mantido em gelo. Uma pré-mistura (Master MIX) para a transcrição reversa foi preparada 

conforme mostra a Tabela 1: 

 



 

Tabela 1 - Preparação da pré-mistura para transcrição reversa. 
Reagentes (concentração estoque) Concentração final Volume por reação 

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

Fonte: Autora, 2019. 

 

Foi adicionado 15 µL dessa pré-mistura a cada amostra de RNA. Como controle 

negativo, foi usado água 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 

inativação, e 5 minutos a 4°C. Ao final da transcrição reversa, as amostras foram centrifugadas 

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

 

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

 

Devido ao perfil dos pacientes atendidos no HU-UFSC, foram testados os kits de 

detecção PML-RARα bcr1 e bcr3 da marca Ipsogen, (Ref. 672123 e 672313, Qiagen), os quais 

serão posteriormente nomeados como PCR teste.  As misturas para a detecção do PML-RARα 

bcr1 ou bcr3 foram preparadas de acordo com o número de amostras processadas conforme o 

protocolo da Tabela 2: 

 

Tabela 2 - Preparação da pré-mistura para PCR em tempo real do PML-RARα bcr1 ou bcr3. 

Reagentes Volume por reação       
(uL) 

Água livre de nucleases 6,5 
Master Mix da PCR (2x) 12,5 
Mistura de iniciadores e sondas PML-RARα bcr1/bcr3 (25x) 1,0 
Volume Final 20,0 

Fonte: Autora, 2019. 

 

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

número de amostras processadas conforme o protocolo da Tabela 3: 
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Tabela 3 - Preparação da pré-mistura para PCR em tempo real para ABL. 

Reagentes  
Volume por reação       

(uL) 
Água 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 µL dessas misturas para cada tubo contendo 5 µL do produto 

obtido na transcrição reversa (cDNA). A mistura foi homogeneizada suavemente, centrifugada 

brevemente e incubada em termociclador MasterCycle RealPlex 4 (Eppendorf®) conforme 

programação de temperaturas sugeridas pelo fabricante dos kits Ipsogen (Figura 13). A 

detecção da amplificação do material genético foi realizada em tempo real pela detecção de 

fluorescência do fluoróforo FAM.  

 

Figura 13 - Programação de temperaturas da RT-PCR em tempo real para detecção da fusão 
PML-RARα. 

 
Fonte: Autora, 2020. 

 
O método de RT-PCR convencional, foi realizado de acordo com o procedimento 

operacional padrão RT BML 5.5 001, o qual é 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 laboratório e com reagentes e insumos obtidos pelo pregão 
vigente.  



 

4.2.4  Análise estatística 

 

O teste Kappa foi utilizado para determinar a concordância da detecção de PML-

RARα entre os ensaios RT-PCR convencional e em tempo real.  Os valores de Kappa 

determinados por Altman (1991) foram adotados como referência: concordância pobre foi 

atribuída para valores de Kappa entre (0,00-0,20), concordância razoável para valores entre 

(0,21 a 0,40), concordância moderada para valores entre (0,41-0,60), boa concordância para 

valores (0,61- 0,80) e concordância excelente para valores entre (0,81-1,00). O programa SPSS 

(Statistical Package for Social Sciences software, versão 23.0, EUA) foi utilizado para a 

realização do teste Kappa. 

 

4.2.5  Cálculo dos custos dos testes 

 

Os custos dos testes foram calculados com base nos preços dos reagentes e insumos 

(ponteiras e microtubos) utilizados obtidos no pregão vigente para os reagentes da rotina, e de 

notas fiscais para os reagentes obtidos com verbas de pesquisa. Os reagentes utilizados na rotina 

do laboratório foram: kit de extração de RNA (Ref. Z3100, Promega), kit de transcrição reversa 

(Ref. A5001, Promega), Taq DNA polimerase GoTaq® (Ref. M5005, Promega). Os reagentes 

obtidos com verbas de pesquisa (Teste) foram: kit de extração de RNA RNeasy® Midi (Ref. 

75144, Qiagen), kit de transcrição reversa Ipsogen RT (Ref. 679913, Qiagen), kit de detecção 

PML-RARα bcr1 Ipsogen (Ref. 672123, Qiagen), e kit de detecção PML-RARα bcr3 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 necessários para os controles e com a curva de 

calibração para o teste quantitativo. Além disso, o custo com o número de amostras analisadas 

(uma, duas, três, quatro ou cinco) simultaneamente foi calculado. Os cálculos foram realizados 

em planilha do software Microsoft Office Excel.  
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5  RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

5.1  PADRONIZAÇÃO DA TÉCNICA DE RT-PCR EM TEMPO REAL PARA A 

AVALIAÇÃO DA FUSÃO PML-RARΑ 

 

Cinco concentrações de cópias de PML-RARα já 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 Laboratório de Biologia Molecular da ULAC/HU/EBSERH, detectou concentrações 

de 102 a 106 cópias de PML-RARα bcr1 e bcr3, porém não detectou 101 cópias dos transcritos 

na primeira PCR (Figura 14A). Por outro lado, a Nested-PCR aumentou a sensibilidade do teste 

para PML-RARα bcr3, pois detectou todas as concentrações dos transcritos. Já a Nested-PCR 

para PML-RARα bcr1 apresentou os mesmos resultados da primeira PCR, ou seja, detectou o 

transcrito nas reações com 102 a 106 cópias de PML-RARα bcr1, porém não detectou na reação 

com 101 cópias (Figura 14B). 

As Figuras 15 e 16 apresentam os resultados da RT-PCR em tempo real das cinco 

concentrações de transcritos PML-RARα bcr1 e bcr3, respectivamente. Todas as concentrações 

foram detectadas pelo teste, cujos CT foram inferiores a 40. A partir dos CT obtidos na reação 

em tempo real, foram elaboradas curvas de calibração que poderiam ser usadas caso as dosagens 

fossem quantitativas. Conforme orientações do fabricante do kit, como os padrões são diluições 

em dez vezes, a inclinação teórica da curva é -3,3. Uma inclinação entre –3,0 e –3,9 é aceitável 

desde que R2 seja >0,95. Já, um valor para R2 >0,98 é desejável para resultados precisos. Ambas 

as reações apresentaram inclinação e R2 dentro do preconizado pelo fabricante, sendo a 

inclinação da reação para PML-RARα bcr1 foi de -3,2806 (R2 = 0,9924) (Figura 17A) e para 

PML-RARα bcr3 foi de -3,3531 (R2 = 0,9999) (Figura 17B). 

Em seguida, um POP para o teste RT-PCR em tempo real para PML-RARα foi 

desenvolvido com base no modelo atualmente utilizado pela ULAC/HU/EBSERH/UFSC e 

padronizado para todos os hospitais da rede Ebserh (Apêndice A).  



 

Figura 14 - Eletroforese em gel de agarose corado com brometo de etídio da RT-PCR 
convencional para PML-RARα bcr1 e bcr3. 

 

 
 
Legenda: Painel A = eletroforese em gel de agarose corado com brometo de etídio da 1ª PCR para PML- RARα 

bcr1 (esquerda) e bcr3 (direita). Painel B = eletroforese em gel de agarose corado com brometo de etídio da 
Nested-PCR para PML- RARα bcr1 (esquerda) e bcr3 (direita). Concentrações de transcritos: 101, 102, 103, 105 e 

106 cópias de PML-RARα bcr1 e bcr3. CN = controle negativo, PTM = padrão 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 concentrações conhecidas do transcrito PML-RARα 
bcr1. 

 
Legenda: A5: 101 cópias de PML-RARα bcr1, B5: 102 cópias de PML-RARα bcr1, C5: 103 cópias de PML-

RARα bcr1, D5: 105 cópias de PML-RARα bcr1, E5: 106 cópias de PML-RARα bcr1 e F5: controle negativo. 
Painel A: apresentação dos dados conforme intensidade de fluorescência (eixo y) e número de ciclos (eixo x). 

Painel B: apresentação conforme fluorescência normalizada (eixo y) e número de ciclos (eixo x). 
Fonte: A autora.  



 

Figura 16 - RT- PCR em tempo real de concentrações conhecidas do transcrito PML-RARα 
bcr3. 

 
Legenda: A5: 101 cópias de PML-RARα bcr3, B5: 102 cópias de PML-RARα bcr3, C5: 103 cópias de PML-

RARα bcr3, D5: 105 cópias de PML-RARα bcr3, E5: 106 cópias de PML-RARα bcr3 e F5: controle negativo. 
Painel A: apresentação dos dados conforme intensidade de fluorescência (eixo y) e número de ciclos (eixo x). 

Painel B: apresentação conforme fluorescência normalizada (eixo y) e número de ciclos (eixo x). 
Fonte: A autora.  
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Figura 17 - Curva calculada a partir das cinco concentrações padrão de transcritos  
PML-RARα. 

 
Legenda: CT = ciclo threshold; NC = número de cópias. Uma curva de regressão linear (y = ax + b) foi calculada 

para cada gene sendo a equação e coeficiente de determinação (R2) apresentados no gráfico. Painel A: 
concentrações conhecidas de PML-RARα bcr1 sendo a apresentação dos dados conforme ciclo threshold (eixo 
y) e logaritmo do número de cópias (eixo x). Painel B: concentrações conhecidas de PML-RARα bcr3 sendo a 

apresentação dos dados conforme ciclo threshold (eixo y) e logaritmo do número de cópias (eixo x). 
Fonte: A autora.  



 

5.2  COMPARAÇÃO ENTRE OS MÉTODOS DE RT-PCR CONVENCIONAL, EM 

TEMPO REAL E IMF POR CF EM AMOSTRAS DE PACIENTES 

 

As características e os resultados de exames de rotina (IMF por CF e RT-PCR 

convencional) e da RT-PCR em tempo real das amostras incluídas no estudo podem ser 

observados na Tabela 4. 

Tabela 4 - Características da casuística e resultados da IMF por CF e RT-PCR. 

Código  
Transcrito 
diagnóstico 

Volume 
(mL) 1 

IMF por CF 
(%)2 

RT-PCR 
convencional 

RT-PCR em tempo 
real 

PML 499 bcr1 2,0 - Não detectado Não detectado 

PML 500 bcr3 3,0 - Não detectado Não detectado 

PML 501 bcr1 3,0 - Não detectado Não detectado 

PML 502 bcr3 2,0 0,02 Não detectado Não detectado 

PML 504 bcr1 2,0 1,20 Detectado (N) Detectado (CT 30) 

PML 508 bcr1 2,0 - Não detectado Não detectado 

PML 510 bcr3 2,5 0,00035 Não detectado Não detectado 

PML 513 bcr3 1,5 0,0002 Não detectado Não detectado 

PML 540 bcr1 4,0 0,001 Não detectado Detectado (CT 38) 

PML 541 bcr3 4,0 0,0004 Não detectado Não detectado 

PML 542 bcr1 4,0 0,0004 Não detectado Não detectado 

PML 543 bcr1 4,0 0,0008 Não detectado Detectado (CT 38) 

PML 544 bcr1 0,23 - Detectado (N) Detectado (CT 36) 

PML 557 bcr3 1,7 - Não detectado Não detectado 

PML 558 bcr3 1,7 - Não detectado Não detectado 

Legenda: IMF: imunofenotipagem; CF: citometria de fluxo; RT-PCR: transcrição reversa seguida de reação em 
cadeia da polimerase; Ct: ciclo threshold; N: Nested-PCR. 1: volume de amostra usado para extração e RT-PCR 
em tempo real; 2: porcentagem de células com fenótipo semelhante ao encontrado no diagnóstico; 3: amostra de 

concentrado de células progenitoras hematopoiéticas. 
 

Como pode ser observado na Tabela 4, das 15 amostras incluídas no estudo, oito 

eram provenientes de pacientes com PML-RARα bcr1 ao diagnóstico e sete de PML-RARα 

bcr3. Os volumes de aspirado de medula óssea disponíveis para a extração 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 

extração (0,2 mL). Oito amostras das 15 apresentavam solicitação de IMF por CF além da 

solicitação da RT-PCR convencional. Dessas, seis não apresentaram células com fenótipo 

semelhante ao encontrado no diagnóstico, assim o resultado foi liberado como inferior ao limite 

de detecção do exame. Duas amostras apresentaram células com fenótipo semelhante ao 

encontrado no diagnóstico, a amostra PML 502 com 0,02% de células e a amostra PML 504 
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com 1,2% (recidiva da doença). Duas amostras apresentaram PML-RARα detectado na RT-

PCR convencional, porém ambas foram detectadas somente na Nested-PCR (N). Uma delas 

apresentou 1,2% de células com fenótipo semelhante ao encontrado no diagnóstico 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-RARα em outras duas amostras que não havia sido detectado no 

método convencional. Ambas apresentaram CT elevados de 38, o que confirma a menor 

quantidade de transcritos em relação às que foram detectadas em ambos os métodos. É 

importante salientar que essas duas amostras que tiveram o PML-RARα detectado somente na 

RT-PCR em tempo real não apresentaram células com fenótipo semelhante ao encontrado no 

diagnóstico na IMF por CF (<0,001 e <0,0008) (Tabela 4).  

O grau de concordância entre a RT-PCR pelo método convencional e em tempo real 

foi estimado pelo teste kappa. A concordância entre os testes foi moderada, com kappa igual a 

0,595 ± 0,244; p = 0,012 (Tabela 5). No entanto, devido ao reduzido número de amostras, não 

foi possível o cálculo dos valores de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e 

negativo. 

 

Tabela 5 - Concordância entre RT-PCR-convencional e em tempo real para a detecção do 
PML-RARα. 

 RT-PCR em tempo real 
Concordância* 

 Não detectado Detectado Total 
RT-PCR 
convencional 

11 4 15 
Moderada 

Não 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 
 

5.3  COMPARAÇÃO ENTRE OS MÉTODOS DE RT-PCR CONVENCIONAL E EM 

TEMPO REAL VARIANDO OS REAGENTES DA EXTRAÇÃO, TRANSCRIÇÃO 

REVERSA E AMPLIFICAÇÃO. 

 

Como a RT-PCR em tempo real apresentou duas amostras positivas (15%) que não 

haviam sido detectadas no método convencional, optou-se por investigar qual das três etapas 

do teste (extração do RNA, transcrição reversa ou detecção) é a mais importante para o aumento 

do limite de detecção. Para isso, cada uma dessas três etapas foi separada em dois testes, o 

primeiro usando os reagentes atualmente padronizados na rotina do hospital e o segundo com 



 

os reagentes usados neste estudo (teste) conforme o fluxograma da Figura 18. Os  resultados 

com amostras extraídas com o kit de extração de RNA da rotina podem ser observados na 

Tabela 6 e os resultados com amostras extraídas com kit de extração teste na Tabela 7. 

Conforme pode ser observado na Tabela 6, as amostras que foram extraídas com o 

kit de extração de RNA e submetidas a transcrição 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 reação em tempo real. Já 

quando o mesmo RNA extraído com o kit da rotina foi submetido a transcrição reversa com a 

enzima utilizada no método teste, o número de amostras positivas aumentou para três 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 bcr1 das amostras PML 504 e PML 

544 foram detectados com a transcrição reversa da rotina somente na Nested-PCR, entretanto, 

com a enzima teste foram detectadas já na primeira PCR. O transcrito da amostra PML 540, 

que não havia sido detectada com a transcrição reversa utilizada na rotina, foi detectado 

somente na Nested-PCR com a transcrição reversa teste. Na amplificação do transcrito em 

tempo real, as amostras PML 504 e PML 544 – que apresentaram CT de 36 e 37 com a 

transcrição reversa utilizada na rotina – apresentaram CT menores com a transcrição reversa 

teste, 29 e 32, respectivamente. As amostras PML 540 e PML 543, cujos transcritos não foram 

detectados com a transcrição reversa da enzima utilizada na rotina, foram detectadas com a 

transcrição reversa teste e apresentaram CT de 37 e 34, respectivamente. 

Um perfil semelhante pode ser observado com as amostras em que o RNA foi 

extraído com o kit teste da Qiagen. Conforme pode ser observado na Tabela 7, as amostras que 

foram submetidas a transcrição 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 CT 31 e 39, respectivamente, na reação em tempo 

real. Já quando o mesmo RNA extraído com o kit teste foi submetido a transcrição reversa com 

a enzima teste, o número 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 transcrição reversa utilizada na rotina, na transcrição 

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 amplificação em tempo real, as 
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amostras PML 504 e PML 544 – que apresentaram CT de 31 e 39 com a transcrição reversa da 

rotina – apresentaram CT menores com a transcrição reversa teste, 30 e 36, respectivamente. As 

amostras PML 540 e PML 543, cujos transcritos não foram detectados com a transcrição reversa 

da rotina, foram detectados com a transcrição reversa teste e apresentaram CT de 38. 

Curiosamente, as amostras PML 540 e PML 543, nas quais os transcritos foram 

detectados nos ensaios com a transcrição reversa teste e amplificação em tempo real e não 

haviam sido detectadas na RT-PCR convencional, também não foram detectadas na IMF por 

CF, e o limite de detecção de cada uma foi 0,001 e 0,0008 %, respectivamente. Por outro lado, 

a amostra PML 502 apresentou 0,02% de células com fenótipo semelhante ao diagnóstico na 

IMF por CF e o transcrito PML-RARα não foi detectado em nenhum dos oito testes de RT-

PCR. 

Quando os reagentes de extração, transcrição reversa e amplificação foram separados 

entre rotina e teste, pode-se observar que a maior diferença entre os resultados foi devido a 

qualidade da transcriptase reversa. Assim a qualidade da transcrição reversa é importante para 

melhor detecção do gene de fusão PML-RARα nos pacientes em quimioterapia. Sendo que o 

maior número de resultados detectados, foram obtidos quando se utilizou a extração da rotina 

ou a extração teste, a transcrição reversa teste e a amplificação em tempo real. 

 



 

 
 

Figura 18 - Fluxograma das etapas dos experimentos, variando os métodos utilizados na rotina com os métodos do teste. 

 
Legenda: RNA: Ácido ribonucleico, RT: transcrição reversa, PCR: reação em cadeia da polimerase. 
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Tabela 6 - Características da casuística e resultados da RT-PCR com a extração de RNA da marca da rotina (Promega). 

Código  
Transcrito 
diagnóstico 

Volume 
(mL) 1 

IMF por CF 
(%)2 

Extração RNA - Rotina 

TR - Rotina TR - Teste 

PCR 
convencional 

PCR em  

tempo real 
PCR convencional 

PCR em  

tempo real 

PML 499 bcr1 2,0 - Não detectado Não detectado Não detectado Não detectado 

PML 500 bcr3 3,0 - Não detectado Não detectado Não detectado Não detectado 

PML 501 bcr1 3,0 - Não detectado Não detectado Não detectado Não detectado 

PML 502 bcr3 2,0 0,02 Não detectado Não detectado Não detectado Não detectado 

PML 504 bcr1 2,0 1,20 Detectado (N) Detectado (CT 36) Detectado (1) Detectado (CT 29) 

PML 508 bcr1 2,0 - Não detectado Não detectado Não detectado Não detectado 

PML 510 bcr3 2,5 0,00035 Não detectado Não detectado Não detectado Não detectado 

PML 513 bcr3 1,5 0,0002 Não detectado Não detectado Não detectado Não detectado 

PML 540 bcr1 4,0 0,001 Não detectado Não detectado Não detectado Detectado (CT 37) 

PML 541 bcr3 4,0 0,0004 Não detectado Não detectado Não detectado Não detectado 

PML 542 bcr1 4,0 0,0004 Não detectado Não detectado Não detectado Não detectado 

PML 543 bcr1 4,0 0,0008 Não detectado Não detectado Detectado (N) Detectado (CT 34) 

PML 544 bcr1 0,23 - Detectado (N) Detectado (CT 37) Detectado (1) Detectado (CT 32) 

PML 557 bcr3 1,7 - Não detectado Não detectado Não detectado Não detectado 

PML 558 bcr3 1,7 - Não detectado Não detectado Não detectado Não detectado 

Legenda: IMF: imunofenotipagem; CF: citometria de fluxo; RT-PCR: transcrição reversa seguida de reação em cadeia da polimerase; CT: ciclo threshold; N: Nested-PCR. 1: 
volume de amostra usado para extração e RT-PCR em tempo real; 2: porcentagem de células com fenótipo semelhante ao encontrado no diagnóstico; 3: amostra de 

concentrado de células progenitoras hematopoiéticas. 
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Tabela 7 - Características da casuística e resultados da RT-PCR com a extração de RNA da marca em teste (Qiagen). 

Código  
Transcrito 
diagnóstico 

Volume 
(mL) 1 

IMF por CF 
(%)2 

Extração RNA - Teste 

 

TR - Rotina TR - Teste 

PCR 
convencional 

PCR em  

tempo real 
PCR convencional 

PCR em  

tempo real 

PML 499 bcr1 2,0 - Não detectado Não detectado Não detectado Não detectado 

PML 500 bcr3 3,0 - Não detectado Não detectado Não detectado Não detectado 

PML 501 bcr1 3,0 - Não detectado Não detectado Não detectado Não detectado 

PML 502 bcr3 2,0 0,02 Não detectado Não detectado Não detectado Não detectado 

PML 504 bcr1 2,0 1,20 Detectado (1) Detectado (CT 31) Detectado (1) Detectado (CT 30) 

PML 508 bcr1 2,0 - Não detectado Não detectado Não detectado Não detectado 

PML 510 bcr3 2,5 0,00035 Não detectado Não detectado Não detectado Não detectado 

PML 513 bcr3 1,5 0,0002 Não detectado Não detectado Não detectado Não detectado 

PML 540 bcr1 4,0 0,001 Não detectado Não detectado Não detectado Detectado (CT 38) 

PML 541 bcr3 4,0 0,0004 Não detectado Não detectado Não detectado Não detectado 

PML 542 bcr1 4,0 0,0004 Não detectado Não detectado Não detectado Não detectado 

PML 543 bcr1 4,0 0,0008 Não detectado Não detectado Não detectado Detectado (CT 38) 

PML 544 bcr1 0,23 - Detectado (N) Detectado (CT 39) Detectado (N) Detectado (CT 36) 

PML 557 bcr3 1,7 - Não detectado Não detectado Não detectado Não detectado 

PML 558 bcr3 1,7 - Não detectado Não detectado Não detectado Não detectado 

Legenda: IMF: imunofenotipagem; CF: citometria de fluxo; RT-PCR: transcrição reversa seguida de reação em cadeia da polimerase; CT: ciclo threshold; N: Nested-PCR. 1: 
volume de amostra usado para extração e RT-PCR em tempo real; 2: porcentagem de células com fenótipo semelhante ao encontrado no diagnóstico; 3: amostra de 

concentrado de células progenitoras hematopoiéticas.
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5.4  COMPARAÇÃO 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 preços dos 

reagentes/insumos e 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 

última reação caso ela fosse realizada com curvas de calibração para liberação do resultado de 

maneira quantitativa. Como a cada rodada do exame deve ser adicionado pelos menos três 

controles, e uma curva de calibração 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 número de amostras 
simultâneas 

Teste Transcritos 
Custo dos reagentes/insumos de acordo com o número de 

amostras simultâneas (R$) 
 1 2 3 4 5 

A) RT-PCR 
convencional 

bcr1 e bcr3  116,50 81,91 71,17 65,26 62,22 

B) RT-PCR tempo 
real (extração teste) 

bcr1  688,00 485,78 418,37 402,21 378,48 

bcr3  677,75 479,37 413,24 397,72 374,37 

C) RT-PCR tempo 
real (extração rotina) 

bcr1  587,81 385,59 318,18 302,02 278,29 

bcr3  577,56 379,18 313,05 297,53 274,18 

D) RT-qPCR tempo 
real (extração teste) 

bcr1  1123,31 703,43 563,47 511,03 465,54 

bcr3  1100,23 690,61 554,07 503,34 458,87 

E) RT-qPCR tempo 
real (extração rotina) 

bcr1  1023,12 603,24 463,28 463,28 410,84 

bcr3  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. É importante salientar que os custos aqui analisados não levaram em consideração o tempo 

de processamento, o qual refletiria nos custos com salário de servidores e da infraestrutura do 

laboratório. 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 número maior de amostras, o que beneficia o monitoramento de pacientes 

em quimioterapia. A técnica com menor limite de detecção é útil no monitoramento dos 

pacientes com risco de recidiva da doença (CHENDAMARAI et al., 2012). A RT-PCR em 

tempo real quantitativa possuiu o mesmo limite de detecção que sua versão qualitativa, 
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diferindo somente na presença de uma curva de calibração, o que permite a liberação do 

resultado em número de cópias ou número de cópias normalizada (em relação ao gene de 

referência). A RT-PCR quantitativa já é usada há alguns anos no monitoramento dos transcritos 

BCR-ABL da leucemia mieloide crônica (HUGHES et al., 2006). O RT-PCR em tempo real 

qualitativo é incapaz de distinguir entre as quantidades decrescentes e crescentes de transcritos 

específicos, o que forneceria informações relevantes para o acompanhamento, diferente do 

método de RT-PCR em tempo real quantitativo. A possível quantificação da DRM oferece uma 

oportunidade para melhorar significativamente o prognóstico e desempenha um papel 

importante como parâmetro de estratificação para orientar a terapia adaptada ao risco. Contudo, 

não há essa recomendação para o monitoramento quantitativo dos transcritos PML-RARα da 

LPA, sendo que o método qualitativo ainda é o preconizado (CICCONI et al., 2018). 

Como pode ser observado na Figura 19, quanto maior o número de amostras 

processadas simultaneamente, menor o custo para cada teste, pois os gastos com controles são 

diluídos 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 calibração. Assim, o custo pode chegar muito próximo ao teste qualitativo. 

Isso é útil em laboratórios com grandes rotinas onde várias amostras podem ser processadas ao 

mesmo tempo. Contudo, em laboratórios com uma rotina menor, o processamento simultâneo 

de várias amostras acarretaria um tempo de liberação do resultado superior a uma semana.  
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Figura 19 - Custo de cada teste de acordo com o número de amostras simultâneas. 

 
 Legenda: T = reagente teste (Qiagen); R = reagente da rotina (Promega). 
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6  CONCLUSÕES 

 

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

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

- A RT-PCR em tempo real é mais sensível que a convencional para a detecção de 

concentrações iguais ou abaixo de 101 cópias de PML-RARα bcr1. 

- Comparando-se a RT-PCR convencional e em tempo real com 15 amostras de PML-

RARα, a RT-PCR em tempo real detectou o transcrito em quatro amostras, enquanto a RT-PCR 

detectou em duas, sendo que a concordância entre os testes foi moderada pelo teste kappa. 

- Em relação a transcrição reversa, aquela utilizada como teste (Qiagen) foi mais 

eficiente do que a utilizada convencionalmente na rotina (Promega). Assim, observou-se que a 

qualidade da transcrição reversa é importante para melhor detecção do gene de fusão PML-

RARα nos pacientes em quimioterapia. 

- A RT-PCR convencional apresentou um custo menor do que a em tempo real, porém 

não é a mais sensível.  

- A RT-PCR em tempo real quantitativa apresenta um custo consideravelmente mais 

elevado que a mesma técnica qualitativa quando um ou dois pacientes são analisados 

simultaneamente. Esse custo pode diminuir conforme aumenta o número de amostras 

processadas, e chegar próximo ao custo da qualitativa, quando cinco ou mais amostras forem 

analisadas simultaneamente. 

Nesse contexto, a melhor alternativa para substituição da RT-PCR convencional é a 

RT-PCR em tempo real qualitativa. Essa pode ser realizada por amostras extraídas pelo kit de 

extração de RNA atualmente usado na rotina (mais barato que o teste) e a transcrição reversa 

pelo kit teste. Vale ressaltar que o processamento simultâneo de várias amostras diminui o custo 

do teste e deve ser considerado sempre que não prejudique o tempo de liberação do laudo. 
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ANEXO A – Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos da 

Universidade Federal de Santa Catarina 
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APÊNDICE A – POP para a RT-PCR em tempo real conforme as normas do manual de 

qualidade ULAC. 
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