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RESUMO

A leucemia mieloide aguda (LMA) surge a partir de uma alteracdo genética em um precursor
comprometido com a linhagem mieloide, o qual se expande e pode adquirir mutacdes genéticas
adicionais. Isso resulta em uma proliferacdo de células precursoras mieloides neoplasicas, o que
ocasiona uma geracdo insuficiente de células normais como leucdcitos, plaquetas e eritrocitos,
0 que afetard a defesa imunolégica e homeostase do individuo. Uma grande quantidade de
anormalidades citogenéticas recorrentes nas LMASs sdo conhecidas, por exemplo, t(15,17)
/IPML-RARA transcrito BCR3 que caracteriza a leucemia promielocitca aguda (LPA).
Segundo critérios da Organizacdo Mundial da Satude (OMS), o diagnostico da LMA € definido
pela avaliacdo morfoldgica, imunofenotipagem (IMF), e avaliacdo genética (citogenética e
biologia molecular) das células neoplasicas.

O tratamento nas leucemias em geral, ttm como objetivo reduzir ou eliminar as células
neoplasicas de forma que levem o paciente a remissdo da doenca. O monitoramento da eficacia
do tratamento pode ser feito pela deteccdo de doenca residual minina (DRM). A pesquisa de
DRM em LMA tem como objetivo identificar os pacientes que apresentam maior risco de
recidiva e pior progndstico, em que, a deteccdo de DRM apds a primeira ou segunda inducéo,
ou ao final do tratamento, onde, quando detectada em altas porcentagens, considera-se alto risco
para recidiva da doenga e pior progndstico na avaliagdo da eficacia terapéutica. O
monitoramento da DRM permite realizar 0 acompanhamento do tratamento dos pacientes e
melhorar seus resultados, pois possibilita que alteragdes na terapia em uso sejam feitas
conforme resposta ao tratamento. Por isso, a realizacdo de métodos para pesquisa da DRM com
alta sensibilidade e especificidade sdo essenciais para 0 monitoramento terapéutico, pois a partir
deles é possivel detectar uma recidiva com antecedéncia.

Os resultados obtidos no presente trabalho mostram que o resultado encontrado no teste de
sensibilidade realizado pela transcri¢do reversa seguida de reacdo em cadeia de polimerase (RT-
PCR) utilizada pelo Setor de Onco-hematologia do Laboratorio de Andlises do HU-UFSC nao
apresenta sensibilidade semelhante aquela referenciada na literatura, pela qual foi observado
um valor maximo de detecgdo de 10 de células neoplasicas, o que corresponde a uma diluicéo
de 10% de RNA do paciente. Por outro lado, os resultados analisados da IMF por citometria de
fluxo (CF), mostram que o protocolo Bulk Lysis é sensivel para deteccdo DRM em pacientes
portadores de LMA, inclusive nos casos de LPA.

Esses resultados mostram a metodologia com melhor sensibilidade para deteccdo de DRM
realizada no HU-UFSC, atualmente, é a IMF por CF. Para os exames moleculares, por ainda
serem considerados padrdo ouro de deteccdo de DRM em diagnésticos em que estdo presentes,
sugere-se investir em um método com maior sensibilidade como a transcri¢éo reversa seguida
de reacéo em cadeia de polimerase em tempo real (RT-qPCT).

Palavras chave: LMAs; Citometria de fluxo; Imunofenotipagem; RT-PCR; DRM; Avaliagdo
de sensibilidade;



ABSTRACT

Acute myeloid leukemia (AML) arises from a genetic change in a precursor committed to the
myeloid lineage, which expands and may acquire additional genetic mutations. This results in
a proliferation of neoplastic myeloid precursor cells, which causes insufficient generation of
normal cells such as leukocytes, platelets and erythrocytes, which will affect the immune
defense and homeostasis of the individual. A large amount of recurrent cytogenetic
abnormalities in AMLs are known, for example, t (15,17)/PML-RARA transcript BCR3 which
characterizes acute promyelocytic leukemia (APL).

According to World Health Organization (WHO) criteria, the diagnosis of AML is defined by
morphological evaluation, immunophenotyping (IMF), and genetic (cytogenetic and molecular
biology) evaluation of neoplastic cells.

Treatment in leukemias generally aims to reduce or eliminate neoplastic cells in a way that will
lead the patient to remission of the disease. Monitoring of treatment efficacy can be done by
detecting minimal residual disease (DRM). The aim of this study was to identify patients with
a higher risk of relapse and worse prognosis, in which the detection of DRM after the first or
second induction, or at the end of treatment, where, when detected in high percentages, it is
considered a high risk for relapse of the disease and worse prognosis in the evaluation of
therapeutic efficacy. DRM monitoring allows the monitoring of the treatment of patients and
improve their results, as it allows changes in therapy in use to be made in response to treatment.
Therefore, the realization of DRM research methods with high sensitivity and specificity are
essential for the therapeutic monitoring, since from them it is possible to detect a relapse in
advance.

The results obtained in the present work show that the sensitivity found in the sensitivity test
performed by reverse transcription followed by polymerase chain reaction (RT-PCR) used by
the Onco-hematology Sector of the HU-UFSC Analysis Laboratory does not present similar
sensitivity to that referenced in the literature, where a maximum value of disease detection was
found in 107, corresponding to a 10% dilution of neoplastic RNA of the patient. On the other
hand, the results analyzed from the IMF by flow cytometry (CF), show that the Bulk Lysis
protocol is sensitive for DRM detection in patients with AML, even in cases of LPA.

With this, it is concluded that the methodology with the best sensitivity for detection of DRM
performed in HU-UFSC, currently, is the IMF by CF. For the molecular tests, because they are
still considered gold standard of DRM detection in diagnoses in which they are present, it is
suggested to invest in improvement in the method used for one with more sensitivity as the
reverse transcription followed by real-time polymerase chain reaction (RT-gPCT).

Keywords: LMAs; Flow cytometry; Immunophenotyping; RT-PCR; DRM; Sensitivity
assessment;
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1 INTRODUCAO

Uma estimativa mundial realizada pela GLOBOCAN em 2012 apontou cerca de 14
milhGes de novos casos de cancer no mundo, com maior incidéncia nos paises em
desenvolvimento, onde séo registrados aproximadamente 60% dos casos. Além disso, com
relacdo a mortalidade, os paises em desenvolvimento mostraram uma piora na estimativa na
mortalidade, pois dos oito milhdes de Obitos registrados em decorréncia das neoplasias, 70%
ocorreram nesses paises (GLOBOCAN, 2012).

O cancer é um problema de salde publica, e é a segunda causa mais frequente de
morbidade e mortalidade dentro das doengas e agravos ndo transmissiveis. No Brasil, o Instituto
Nacional do Cancer (INCA) estima que ocorrerdo cerca de 600 mil casos novos de cancer para
o0s anos de 2018 e 2019. Dos casos novos de leucemia, estima-se que 5.940 serdo diagnosticados
em homens e 4.860 em mulheres. Esses valores correspondem a um risco estimado de 5,75
casos novos a cada 100 mil homens e 4,56 casos novos para cada 100 mil mulheres, ocupando
a nona e décima posic¢oes, respectivamente (INCA 2018).

As leucemias compreendem uma expansdo clonal de células hematoldgicas que
podem ocorrer em diferentes fases da diferenciacéo celular, onde classificam-se entre agudas e
cronicas, e podem afetar precursores linfoides ou mieloides durante a hematopoese. As
leucemias agudas sdo caracterizadas por uma expansdo clonal de células progenitoras
hematopoiéticas na medula 6ssea (MO), no sangue periférico (SP) ou em outros tecidos. Essa
expansdo ocorre devido a proliferacdo descontrolada de uma célula progenitora neoplasica, na
qual se observa a perda do controle dos mecanismos de regulacdo da sobrevida, proliferacédo e
diferenciacdo celular, dando origem a clones idénticos (HOFFBRAND et al., 2008;
SWERDLOW et al., 2017).

As leucemias apresentam diferengas quanto a patogénese, ao progndstico e a resposta
ao tratamento. As leucemias agudas, em geral, sdo mais agressivas e apresentam piores
prognosticos e, se ndo tratadas adequadamente, podem levar 0 paciente a 6bito em dias ou
semanas. Por outro lado, nas leucemias cronicas, o curso clinico & mais brando e assim, sao
consideradas doencas menos agressivas e com melhor prognostico (HOFFBRAND et al.,
2008).

O diagnostico de leucemia mieloide aguda (LMA) é geralmente considerado quando
s&o encontrados 20% ou mais de mieloblastos leucémicos no SP ou na MO. Porém, nos casos
em que a LMA estd associada a anormalidades genéticas recorrentes, como, por exemplo,
leucemia promielocitica aguda (LPA) com t(15;17)(g22,912), LMA com 1(8;21)(922,922) ou



LMA com inv(16)(p13.1922) ou t(16;16) (p13.1;9g22), o diagnostico é feito independentemente
da contagem de mieloblastos (WEINBERG et al., 2009; ARBER et al. 2016; SWERDLOW et
al., 2017). Para o diagnostico correto e preciso das leucemias agudas, deve-se considerar a
analise da apresentacdo clinica do paciente e correlaciona-la com os resultados da morfologia,
da citoquimica, da (IMF) e das alteraces genéticas das células neoplasicas (SWERDLOW et
al., 2017).

Dependendo do subtipo de leucemia, o protocolo de tratamento envolve radioterapia,
quimioterapia, imunoterapia, transplante de medula éssea ou uma combinacao dessas (GOL et
al., 2001; BRAUNWALD et al., 2002). No entanto, apesar de apresentarem resposta ao
tratamento, alguns pacientes podem apresentar recaidas e ir a 6bito aproximadamente dois anos
apos atingirem a remissdo (SHIPLEY & BUTERA, 2009). Essa situacdo pode ser prevenida,
guando, no acompanhamento dos pacientes em tratamento, sdo utilizados métodos adequados
para deteccdo de DRM. A DRM pode ser definida como o limite minimo de detecgdo de doenga,
e quando detectada prematuramente, e/ou ainda durante o tratamento inicial, ha possibilidade
de trocas e remanejamentos de a¢des terapéuticas que podem auxiliar na improbabilidade de
uma recidiva (MICHALEK & SMARDA, 2000).



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 LEUCEMIAS MIELOIDES AGUDAS

A LMA surge a partir de uma alteragdo genética em uma Unica célula-tronco
pluripotente ou em um precursor comprometido com a linhagem mieloide, o qual se expande e
pode adquirir mutac6es genéticas adicionais. Isso resulta em proliferacédo de células precursoras
mieloides neoplasicas, 0 que ocasiona uma producdo insuficiente de células normais como
leucdcitos, plaquetas e eritrocitos, o que afetard a defesa imunoldgica e homeostase do
individuo. Os mieloblastos leucémicos, apesar de perderem a capacidade de diferenciacéo,
mantém a capacidade de multiplicacdo, o que é caracteristico em células neoplasicas. Além
disso, a inibicdo dos fatores apoptoticos culmina em uma populacdo monoclonal de células
leucémicas (SILVA et al., 2006; LEATHE et al. 2008).

As LMAs podem ocorrer em todas as faixas etérias, no entanto, sdo mais frequentes
em adultos e a incidéncia aumenta com a idade (HOFFBRAND et. al. 2008), visto que mais de
50% dos casos ocorrem em individuos acima de 60 anos e ha predominio do género masculino
(SILVA et al., 2006). Na infancia, as LMAs representam de 15 a 20% dos casos de leucemias
agudas e também cerca de 30% das mortes (LIMA et al., 2016). Essas neoplasias apresentam
as menores taxas de sobrevivéncia entre todos os subtipos de leucemias (DESCHLER et al.,
2006) e as principais causas de Obito, tanto em adultos quanto em criancas, sdo as infeccdes,
episddios de sangramento e sindrome de lise tumoral devido ao comprometimento da linhagem
mieloide pelas células neoplésicas.

Os principais fatores que afetam a taxa de mortalidade desses pacientes sao aqueles
resultantes da intensificacdo da terapia e da recidiva da doenca. A melhora do progndstico das
LMA s foi possibilitada pela estratificagdo da doenga em grupos de risco com base na avaliacéo
geneética, e na resposta precoce ao tratamento e na identificacdo da falha da fase de inducdo de
quimioterapia (LIMA et al., 2016).

2.2 CLASSIFICACAO DAS LMAS

A LMA é uma doenca de etiologia de base genética, o que faz com que a identificacéo
das alteracdes no acido desoxirribonucléico (DNA) das células blésticas seja crucial para a
escolha do tratamento mais adequado. Nesse sentido, ha necessidade de classificar as doengas

biologicamente semelhantes, para melhor compreender o processo de transformacao leucémica,



0 prognodstico e a agdo terapéutica (ARBER et al. 2016). Por conseguinte, surgiram as
classificagOes das leucemias.

No final do ano de 2014, o Clinical Advisory Committee (CAC), composto por
aproximadamente 100 patologistas, hematologistas, oncologistas e geneticistas de todo o
mundo convocou uma reunido para propor revisdes a quarta edicdo da classificacdo da OMS
(2008). A revisdo teve o objetivo de revisar as caracteristicas clinicas, morfoldgicas,
imunofenotipicas, citogenéticas e de genética molecular, para definir novos padrbes de
diagnostico de doengas que mostraram evidente importancia clinica. Depois de oito anos de
experiéncias, informagdes e estudos cientificos e clinicos, uma revisdo desses critérios para
neoplasias hematopoiéticas e linfoides foi considerada necessaria e oportuna (Quadro 1). Em
relacdo a neoplasias mieloides e leucemias agudas, essa revisdo foi influenciada por varios
fatores, como a descoberta de caracteristicas moleculares recentemente identificadas que
produziram novas perspectivas sobre marcadores diagnosticos e progndsticos que fornecem
novos esclarecimentos para a compreensao da patobiologia desses distirbios (ARBER et al.
2016). Além disso, essa reunido apresentava o objetivo de melhorar a caracterizacdo e a
padronizacdo de caracteristicas morfoldgicas que auxiliassem na diferenciacdo de grupos de
doencas, particularmente das neoplasias mieloproliferativas (NMPs) com a transloca¢cdo BCR-
ABL1, o que aumentou a confiabilidade e a reprodutibilidade dos diagndsticos. Por fim, uma
série de estudos clinico-patoldgicos que validaram o postulado da OMS de uma abordagem
integrada que inclui descobertas hematoldgicas, morfologicas, citogenéticas e genéticas
moleculares (ARBER et al. 2016; SWERDLOW et al., 2017).

A OMS ainda utiliza a definicdo das caracteristicas especificas das LMAs,
concentrando-se em subgrupos citogenéticos e moleculares significativos. Uma grande
guantidade de anormalidades citogenéticas recorrentes sdo conhecidas e, a maioria daguelas
que ndo sdo formalmente reconhecidas pela classificagdo sdo raras. Por exemplo, para enfatizar
o significado da fusdo PML-RARA, resultar de rearranjos citogenéticos, complexos diferentes
de t(15;17)(g24.1;921.2), a LPA com essa fuséo foi renomeado como LPA com PML-RARA
(SWERDLOW et al., 2017).



Quadro 1- Classificacdo das LMAS e neoplasias mieloides relacionadas — OMS 2017

LMA com anormalidades genéticas recorrentes

LMA com t(8:21)(g22;022): RUNX1-RUNX1T1

LMA com inv(16)(p13.1;922) ou t(16;16) ; CBFB-MYH11
LPA com PML-RARA

LMA com t(9;11)(p22;923):KMT2A-MLLT3

LMA com t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214

LMA com inv(3)(g21;926.2) ou t(3;3) (q21;926.2); GATA 2, MECON
LMA (megacarioblastica) t(1;22)(p13;q13); RBM15-MKL1
LMA com BCR-ABL1

LMA com muta¢do NPM1

LMA com mutagdo CEBPA

LMA com mutagdo RUNX1

Leucemia mieloide aguda com alteracOes relacionadas a mielodisplasia

Neoplasias mieloides relacionadas a terapias (NM-T)

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

LMA sem maturagéo

LMA com maturagéo

Leucemia mielomonocitica aguda

Leucemia monoblastica/monocitica aguda

Leucemia eritroide pura

Leucemia megacarioblastica aguda

Leucemia basofilica aguda

Panmielose aguda com mielofibrose

Sarcoma mieloide

Proliferaces mieloides relacionadas a sindrome de Down
Mielopoese anormal Transitdria (D-MAT)

Leucemia Mieloide associada com Sindrome de Down (D-LMA)

Fonte: SWERDLOW et al., 2017. Elaboragdo propria.

2.3 DIAGNOSTICO DAS LMAS



10

Os pacientes com LMA apresentam com frequéncia manifestacGes clinicas como
fadiga, fraqueza, sangramentos nasal ou gengival, pdrpura, petéquias, linfonodomegalia, febre,
perda de peso, desconforto abdominal, dores nos 0ssos e nas articulagdes, dores de cabeca,
nauseas, vomitos, visao dupla e desorientacdo. Na analise laboratorial, 0 hemograma é o exame
que permite a identificacdo de alteracbes morfoldgicas das células neoplésicas. Em geral, 0s
valores de hemoglobina encontram-se abaixo dos valores de referéncia, sem aumento de
reticuldcitos e plaquetopenia (plaquetas < 50.000/mm?®). A contagem de leucécitos varia de
inferior a 1.000 células/mm? a 200.000 células/mm?®, com contagem diferencial anormal e
presenca de neutropenia (SILVA et al., 2006; LEATHE et al, 2008; SWERDLOW et al., 2008).

No SP pode ser observada a presenca de blastos, que podem ser provenientes de
diferentes séries como granulocitica, monocitica, eritroide e megacariocitica (SILVA et al.,
2006; LEATHE et al., 2008).

Os blastos leucémicos apresentam morfologias diferentes dependendo da série afetada,
mas, de forma geral, apresentam tamanho de 12 a 20 um de diametro, cromatina reticular fina,
podem apresentar nucléolos multiplos, citoplasma com granulos longos e fusiformes que se
coram de vermelho pela coloracdo Wright-Giemsa, denominados bastonetes de Auer
(patognomonicos da LMA). Além disso, na LPA pode-se observar a presenca de Faggot Cells
(célula com grande quantidade de bastonetes de Auer) (Figura 1), que ndo sdo frequentemente
encontrados, porém é caracteristico da LPA quando presente (HOFFBRAND et. al. 2008).

O diagnostico de LMA pode ser confirmado por meio da avaliacdo do mielograma, o
qual encontra-se geralmente hipercelular, com substituicdo das células hematopoiéticas
normais por blastos leucémicos (LEATHE et al, 2008). Segundo critérios da OMS, outros
exames devem ser realizados para caracterizar essas celulas e estabelecer um diagnostico mais
especifico do subtipo de LMA, como a citoquimica, a IMF, a citogenética e a biologia molecular
(SWERDLOW et al., 2017).

Os exames citoquimicos e suas coloragdes utilizadas no diagnoéstico e na classificagdo
das leucemias podem ser aplicadas tanto em amostras de MO quanto de SP. As principais
coloragdes séo fosfatase alcalina; mieloperoxidase (MPO); Sudan Black B (SBB); naftol AS-
D; cloroacetato esterase (CAE); esterases inespecificas, como alfa-naftil acetato esterase
(ANAE); reacdo do acido periodico de Schiff (PAS) e fosfatase acida, as quais auxiliam na
confirmacgéo da origem mieloide ou linfoide dos blastos leucémicos (SILVA et al., 2006). MPO
ou SBB positivos confirmam a natureza mieloide dos blastos e revelam os bastonetes de Auer
em aproximadamente 65% dos casos. Essas coloracBes sdo especificas para as linhagens
mieloides (SILVA et al., 2006; LEATHE et al., 2008).
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2.4 IMF POR CITOMETRIA DE FLUXO

Atualmente, a analise multiparamétrica por CF é uma ferramenta de grande
importancia para o correto diagndéstico e classificacdo das LMAs, pois identifica com maior
precisdo a linhagem do blasto leucémico, assim como seu grau de maturacgdo e, portanto, o
subtipo de LMA em questdo. A IMF por CF, além de ser uma metodologia rapida, permite a
obtencdo simultanea de informacdes a respeito dos antigenos presentes ha membrana ou no
interior das células, do tamanho, da complexidade interna e da viabilidade celular. Essas
informagdes permitem determinar o grau de diferenciagdo celular, verificar expressoes
antigénicas aberrantes e observar a presenca ou nao de clonalidade (VIDRIALES et al., 2003).

A determinacdo fenotipica dos blastos leucémicos, que pode variar entre 0s pacientes,
é util para detectar a DRM. A pesquisa da DRM pode ser realizada durante ou apés o tratamento,
e auxilia tanto na avaliacdo da eficacia dos medicamentos escolhidos quanto na definicdo do
progndstico do paciente (BUENO et al, 2007). Uma das vantagens da IF por CF é a
quantificacdo de DRM com certa rapidez (SANZ et al., 2009). Além disso, de acordo com
informac@es do consoércio EuroFlow, a quantificacdo da DRM utilizando o método Bulk Lysis
aumenta a sensibilidade de detec¢do para a identificacdo das células neoplésicas. A partir desse
protocolo é possivel concentrar um nimero grande de células (até cinco milhfes) em um Gnico
tubo, o que aumenta a capacidade de identificacdo das células leucémicas em relacdo as normais
(KALINA, et al 2012; FLORES-MONTERO, et al 2017; THEUNISSEN, et al 2017).

Na avaliacdo imunofenotipica os antigenos de superficie e/ou intracelulares, como o
CD33, 0 CD13, a MPO e 0 CD117 auxiliam na identificacdo das células mieloides. Além
disso, é possivel avaliar de marcadores pan leucocitarios, como o CD45 que em algumas
neoplasias pode expressar-se de forma aberrante., e o0s marcadores de imaturidade
(frequentemente encontrados em blastos), como o Desoxinucleotidil-transferase terminal
(TdT), CD34, CD38 e 0 HLA-DR (DUARTE; SALES; VASCONCELOS, 2013).

Outros marcadores também sdo utilizados para avaliar linhagens especificas da serie
mieloide, como o CD35 e o CD64 (mondcitos), o CD71 (eritrocitos) e o CD16 (neutrdfilos)
(CHAUFFAILLE, et al 2008; SWERDLOW et al., 2017). Como relatado anteriormente, cada
paciente pode apresentar blastos leucémicos com um fenotipo particular ou aberrante,
denominado imunofendétipos associados a leucemia (LAIPS). Por isso, na avaliacdo da DRM,
além dos marcadores gerais devem ser analisados os marcadores especificos presentes ao
diagnostico (LEE; GRIGORIADIS; WESTERMAN, 2015).
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Como vantagens a IMF por CF € uma metodologia rapida, de analise multiparamétrica,
que pode analisar uma grande quantidade das células neoplésicas simultaneamente. Por outro
lado, o fenotipo aberrante encontrado no momento do diagnostico pode mudar ao longo da
quimioterapia, o que deve ser levado em consideracdo ao se pesquisar a DRM. Além disso,
algumas LMAs podem ndo apresentar LAIPs, sendo assim, é dificil a diferenciag&o de células
progenitoras normais presentes na amostra. Ainda como desvantagem, pode-se citar a
dificuldade em avaliar amostras leucopénicas em funcédo do tratamento (LEE; GRIGORIADIS;
WESTERMAN, 2015).

2.5 GENETICA MOLECULAR

Outra analise recomendada pela OMS para o diagndstico de LMA é a genética
molecular, a qual se fundamenta na anélise do DNA por meio de métodos, como a rea¢do em
cadeia da polimerase (PCR), ou na analise do &cido ribonucleico (RNA) por transcri¢do reversa
seguida de PCR (RT-PCR), e, também por RT-PCR quantitativo (RT-gPCR). A finalidade da
analise de genética molecular pode ser o estabelecimento da clonalidade, pela detec¢cdo da
recombinacdo de genes, ou a identificacdo de uma recombinacdo molecular caracteristica de
um determinado tipo de LMA (KERN et al., 2005; SILVA et al., 2006).

A RT-gPCR utiliza iniciadores especificos para detectar sequéncias de RNA
mensageiro de translocacdes cromossdmicas ou rearranjos de genes detectaveis com frequéncia
nas células neoplasicas e indetectaveis em células normais (SAMETTI et al., 2001). Esse
método altamente sensivel é capaz de detectar uma célula mutada entre 10° a 10° células
normais (TOBAL et al., 1996). A principal vantagem encontrada nesse método é a alta
sensibilidade em detectar a doenca, pela ampliacdo do gene com alteracdo genética. Porém,
uma desvantagem é que ha LMAs sem alteracfes genéticas. Esse método também ¢é utilizado
para analisar DRM. Quando a positividade para PCR atinge mais de 10 células leucémicas,
em amostras em remissdo morfologica, significa fator preditivo de recaida clinica dentro de
varios meses. Por outro lado, pacientes com PCR negativa apds remissdo também podem ter
recaidas. Assim, a negatividade da PCR € uma condicao necessaria para considerar um paciente
em remissdo molecular, mas nédo significa que 0 mesmo vai apresentar remissao prolongada
(MICHALEK; SMARDA, 2000).

2.6 TRATAMENTO DAS LMAS
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O tratamento da LMA ¢é normalmente dividido em duas fases: indugéo e consolidacao
(terapia pés-remissdo). Para alguns tipos de LMA, existe ainda uma terceira fase, a manutengéo.
A inducdo é a primeira fase do tratamento, que tem o objetivo de eliminar do SP as células
neoplasicas e reduzir seu numero na MO. Na consolidacao, a quimioterapia administrada ocorre
apo6s o paciente se recuperar da indugdo, com o objetivo de eliminar as células leucémicas
remanescentes. Finalmente, a manutencdo consiste em administrar uma baixa dose de
quimioterapia durante meses ou anos ap0s a consolidacdo. Os farmacos quimioterapicos
utilizados com mais frequéncia no tratamento da LMA séo: a citarabina e as antraciclinas
(daunomicina, daunorrubicina, idarubicina e mitoxantrona). Outros farmacos quimioterapicos
que também podem ser utilizados no tratamento da LMA incluem cladribina, fludarabina,
topotecano, etoposideo, 6-tioguanina (6-TG), hidroxiureia, corticosteroides, como a prednisona
ou dexametasona, metotrexato, 6-mercaptopurina (6-MP), azacitidina e decitabina (ABRALE
2016). Além disso, a deteccdo de alguma alteragcdo genética pode direcionar o tratamento para
alguns farmacos especificos, como, por exemplo, o &cido transretinoico (ATRA) e o tridxido
de arsénio (ATO) paraa LMA com t(15,17), que associadas com uma antraciclina, podem levar
0 paciente a remissdao em mais de 90% dos casos (CHAUFFAILLE; BORRI; MARTINS,
2004).

O transplante de medula éssea (TMO), também denominado de transplante de células-
tronco hematopoéticas (TCTH), pode ser uma alternativa de tratamento, o qual depende de uma
analise criteriosa das caracteristicas da doenca, 0 quadro do paciente, a idade, disponibilidade
de doador compativel e os possiveis riscos relacionados ao procedimento (ABRALE 2016;
SELMECZI et al., 2014).

2.7 DOENCA RESIDUAL MINIMA (DRM)

Apbs o tratamento das LMAS, considera-se como remissao morfologica quando o paciente
apresenta menos de 5% de blastos na MO e 0 hemograma ndo evidencia mais células anormais
(LEE; GRIGORIADIS; WESTERMAN, 2015). Dessa forma, podemos definir DRM como o
limite minimo de detec¢do de doenca em pacientes em remissdo clinica completa, quando
avaliados pelos métodos disponiveis. A DRM ocorre, apos a poliquimioterapia, e pode ser
consequéncia da resisténcia celular, resisténcia farmacocinética, além de fatores desconhecidos
gue afetam a eficacia do tratamento da leucemia (BACHER et al., 2011; WALTER et al., 2011).

A pesquisa de DRM na LMA tem como objetivo identificar os pacientes que

apresentam maior risco de recidiva e pior prognostico. A detec¢do de DRM ap06s a primeira ou



14

segunda inducdo, ou ao final de tratamento é considerado como paciente de alto risco para
recidiva da doenca e pior prognostico na avaliacdo da eficacia terapéutica (DUARTE; SALES;
VASCONCELOS, 2013).

Os grupos de risco de recidiva sdo definidos conforme de acordo com o nimero de
células neoplésicas observadas na DRM. A persisténcia de DRM maior que 0,1% na MO ap0s
consolidagdo do tratamento, indica maior risco de recidiva. Além disso, indica menor tempo de
sobrevida livre de eventos (DUARTE; SALES; VASCONCELOS, 2013).

Segundo Dongen et al., 1999, a sensibilidade da RT-PCR ¢ de 107%/107° (uma célula
leucémica entre 10%/10° células, enquanto que pela a IMF por CF a sensibilidade é de 1073/107.
Porém varios grupos vém trabalhando na melhoria dessa sensibilidade, seja pela combinacéao
de marcadores mais frequentes, formando painéis de anticorpos monoclonais que possibilitem
a identificacdo das células leucémicas ou introduzindo novas estratégias para aumentar o
namero de células a serem analisadas, como o protocolo bulk lysis, no qual é possivel aumentar
0 numero de células a serem analisadas nas amostras, pelo menos, um milhdo de células
nucleadas para cada tubo de DRM e permite a aquisicéo de até 5 x 10° células (MICHALEK &
SMARDA, 2000; GINER et al., 2002; VIDRIALES et al., 2003; VAN DONGEN et al., 2012;
SCHUURHUIS, et al., 2018).

A estratégia para deteccdo de DRM por IMF por CF deve ser associada ao reconhecimento
dos padrdes normais e anormais de expressao de antigenos das células nas diversas linhagens
hematopoiéticas, além de caracterizar os LAIPs (SWERDLOW et al., 2017). Os fenotipos
anormais merecem atencdo especial e caracterizam-se por assincronismos de expressdo
antigénica, superexpressdo de antigenos, perda de expressdo de antigenos de linhagem
especificos, expressdes andémalas de marcadores linfoides T e B (GINER et al., 2002;
DUARTE; SALES; VASCONCELOS, 2013). Portanto, a escolha dos anticorpos a serem
utilizados devem ser baseados no perfil fenotipico da leucemia e considerando os LAIPs
observados no momento do diagnostico. Por exemplo, nos casos de LMA com alteracOes
citogenéticas recorrentes apresentam fenotipos caracteristico, a escolha do painel de anticorpos
para deteccdo da DRM pode ser baseado nesses fendtipo, como segue: na LMA com t(8,21);
RUNX1-RUNX1T1, pode-se observar expressdo aumentada de CD34 com expressdo de HLA-
DR, MPO, CD19, CD79a com fraca expressdo de CD33. Alem disso, ha sinais de diferenciacéo
granulocitica com subpopulacdo de células que expressam CD15 e/ou CD65. Observa-se
também assincronismo de maturacdo com expressdo de CD34 em conjunto com CD15. E ainda
apresenta TdT com baixa intensidade de expressdo (DUARTE; SALES; VASCONCELOS,

2013); na LMA com inv(16), apresenta -carateristicas morfoldgicas de Leucemia
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mielomonocitica Aguda, com variavel porcentagem de eosinofilos que podem apresentar
maturagdo aumentada. O imunofenotipo associado a esta leucemia se caracteriza por um
aumento na expressdao de CD34 e CD117 com populaces com diferenciacdo granulocitica
apresentando expressao positiva de CD13, CD15, CD65 e MPO. Além disso, apresenta
populacdo com carateristicas monociticas expressando CD4, CD11b, CD14, CD36 e CD64
(SWERDLOW et al., 2017); e na LPA t(15,17) PML/RARA apresenta imunofenoétipo com
expressam positiva de CD13, CD33, CD117 e MPO e perda da expressdo do CD15, com
expressdao fraca de CD64. Além disso, ndo expressam CD34, HLA-DR e CD11b. O CD56
quando positivo, associado ao sugere sobrevida global reduzida, ou seja, representa pior
prognostico ao paciente (SWERDLOW et al., 2017). Nesse sentido o Setor de Onco-
hematologia da Divisdo de Analises Clinicas (DACL) HU/UFSC utiliza na rotina a combinacao
dos marcadores em dois tubos como mostra o Quadro 2 para a detec¢do da LPA com t(15;17)
por IMF por CF. Porém, para as outras LMA a investigacdo depende do imunofenétipo no

momento do diagndstico, como citado acima.

Quadro 2- Painel de anticorpos para deteccdo de DRM em LPA.

FITC PE PercP- Pe-Cy7 APC APC-H7 V450 V500
Cy5.5

CD8 CD56 CD34 CD19 CD3 CD38 CD20/CD4 | CD45

CD15 CD33 CD34 CD117 CD11b CD14 HLA-DR CD45

Fonte: Padronizacdo EUROFLOW (ano). Elaboracéo propria.

A IMF por CF e a PCR tém sido considerados métodos eficientes para a pesquisa de
DRM. A PCR apresenta maior sensibilidade que os demais meétodos utilizados para
monitoramente da doenga, porém sua aplicabilidade é limitada em 30% a 50% dos casos, nos
quais as alteragdes moleculares sdo detectadas. Outra limitac&o é que algumas mutac6es génicas
nas LMAs sdo instaveis, o que dificulta a identificacdo de DRM (DUARTE; SALES;
VASCONCELOS, 2013).

No entanto, apesar de a DRM possa ser avaliada multi parametricamente por IMF por

CF e por protocolos moleculares, até o0 momento, essas abordagens nao foram padronizadas



16

qualitativa ou quantitativamente, tornando o seu uso na pratica clinica desafiador
(SCHUURHUIS et al., 2018).

No dia 5 de abril de 2018, a European Leukemia Net (ELN) publicou um consenso na
tentativa de padronizar a pesquisa de DRM em LMAs. Nesse consenso, sdo relatados
numerosos estudos que investigaram o valor da DRM na LMA e demonstraram
consistentemente que a negatividade da DRM tem valor progndstico para avaliacdo do
tratamento. Atualmente, dois métodos sdo amplamente aplicados, a CF multiparametrica, e a
RT-gPCR, e novas tecnologias, incluindo PCR digital e sequenciamento de proxima geracao
(NGS) estédo em progresso. Cada metodologia difere na propor¢éo de pacientes a quem pode
ser aplicada e em sua sensibilidade para detectar DRM (SCHUURHUIS et al., 2018). O estudo

apresenta recomendac@es para 0s procedimentos para IMF por CF e RT-qgPCR (Quadro 3).

Quadro 3- Recomendac6es do ELN para avaliacdo do DRM por IMF por CF e Biologia Molecular

Citometria de

Fluxo

1 Utilizar os seguintes marcadores em um painel DRM:CD7, CD11, CD13,
CD15, CD19, CD33, CD34, CD45, CD56, CD117, HLA-DR (esqueleto:
CD45, CD34, CD117, CD13, CD33, espalhamento direto / dispersdo
lateral) Se necessario, adicione um “tubo monocitico” Contendo: CD64 /

CD11b/CD14/CD4/CD34 / HLA-DR / CD33/ CD45.

Integre a abordagem classica de LAIP. Para rastrear todas as aberracdes
2 (além do diagndstico, incluindo aberragdes pds-diagnoéstico recém-
formadas), apliqgue um painel completo tanto no diagnéstico como no

acompanhamento.

Aspirar 5-10 mL de MO e usar o primeiro puxdo para avaliacdo da DRM.
3 Atualmente, SP, com seu menor contelido de DRM, ndo deve ser usado
para avaliacdo de DRM.

Retire 0 menor volume desejavel de MO porque a contaminagdo com SP

aumenta com o volume da MO.

Estimativa da contaminacdo com SP, especialmente quando um primeiro

4 pool de MO era impossivel.




Use 500.000 a 1 milhdo de leucécitos; Utilizar a expressdo aberrante mais

5 forte disponivel e relacione-a com os CD45+ .
Para definir o grupo de pacientes “DRM-negativo” e “DRM-positivo”, um
6 ponto de corte de 0,1% é recomendado.
Se encontrado 0,1% de doenca, relatar isso como "DRM-positivo, 0,1%,
7 pode ser consistente com leucemia residual.”
Se aplicavel, o comentario "este nivel ndo foi clinicamente validado" deve
ser adicionado.
Em um ambiente multicéntrico, o transporte e armazenamento de MO total
8 a temperatura ambiente por um periodo de 3 dias sdo aceitaveis.
Estudos de centro Unico sem experiéncia extensa em IF por CF sdo
9 fortemente desencorajados.
Biologia
Molecular
1 A anédlise de DRM molecular é indiferente ao anticoagulante usado
durante a amostragem de células, e assim tanto a heparina quanto o EDTA
podem ser usados como anticoagulantes.
2
Aspirar 5-10 mL de MO, e use o primeiro aspirado de MO para avaliacao
molecular de DRM.
3
A expressao de WT1 ndo deve ser usada como marcador de DRM, a menos
que nenhum outro marcador de DRM esteja disponivel no paciente.
4 N&o use muta¢des no FLT3-ITD, FLT3-TKD, NRAS, KRAS, DNMT3A,

ASXL1, IDH1, IDH2, MLL-PTD e niveis de expressdo de EVI1 como
marcadores Unicos de DRM. No entanto, estes marcadores podem ser Uteis

guando usados em combinagdo com um segundo marcador de DRM.
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NOs definimos a progressdo molecular em pacientes com persisténcia
molecular como um aumento dos nimeros de cépias de DRM maior ou

igual a 1 log10 entre quaisquer duas amostras DRM positivas.

Definimos recidiva molecular como um aumento do nivel de DRM maior
ou igual a 1 1og10 entre duas amostras positivas para DRM em um paciente
que foi previamente testado como DRM negativo.

A conversdo de DRM negativo em positivo em SP ou MO deve ser
confirmada quatro semanas ap6s a coleta da amostra inicial em uma
segunda amostra de MO e SP. Se a DRM aumentar nas amostras de
acompanhamento em 1 logl0 ou mais, a recidiva molecular deve ser

diagnosticada.

Fonte: Adaptado de SCHUURHUIS et al., 2018
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3 JUSTIFICATIVA

O monitoramento da DRM permite realizar o acompanhamento do paciente e melhorar
o resultado do tratamento, pois possibilita que alteracbes na terapia em uso sejam feitas
conforme a necessidade. O prognostico da doenca e a possibilidade de recidiva dependem da
capacidade do método utilizado para identificar a quantidade de células leucémicas que
permanecem Viaveis apos a remissdo completa da doenca, apds diferentes ciclos de terapia. Por
isso, a realizacdo de métodos para pesquisa da DRM com alta sensibilidade e especificidade
S&0 essenciais.

A utilizagdo do protocolo Bulk Lysis aumenta significativamente a sensibilidade da
analise de DRM por CF, pois a partir dele é possivel avaliar um namero grande de células o
gue aumenta a sensibilidade tornando-a semelhante ou igual a uma RT-qPCR. Esse método foi
padronizado no setor de Onco-hematologia da Divisdo de Analises Clinicas (DACL) do HU-
UFSC no final de 2015, e desde entdo, vem mostrando bons resultados, porém ainda néo foi
comparado aqueles obtidos por Nested RT-PCR, a qual apresenta sensibilidade variavel. Sendo
assim, existe a necessidade de se compara-los para verificar a sensibilidade dos métodos
utilizados no setor.

A necessidade da realizacdo deste trabalho ocorreu a partir de exames que
apresentavam resultados divergentes de um paciente com LPA. Resultados divergentes foram
encontrados em exames realizados no setor de Onco-hematologia do HU-UFSC (IMF por CF
e a Nested RT-PCR) e em outro hospital (RT-qPCR). A obtencdo de resultados diferentes entre
os dois exames moleculares trouxe curiosidade e demonstrou a importancia de avaliar esses

dados.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a presenca de DRM por meio de IMF por CF e RT-PCR em casos de LMA
com alteragdes citogenéticas recorrentes (LMA com t(8:21) (g22;022) RUNX1-RUNXI1T1,
LMA com inv(16) (p13.1g22) RUNX1-RUNX1T1 e LPA com 1(15,17)(q22;q12) PML-
RARA) nos pacientes atendidos no Hospital Universitario da Universidade Federal de Santa
Catarina (HU-UFSC).

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Identificar os casos de pacientes portadores de LMA com t(8:21) (g22;922) RUNX1-
RUNX1T1, LMA com inv(16) (p13.1g22) RUNX1-RUNX1T1 e LPA com t(15,17)(q22;q12)
PML-RARA em acompanhamento no HU-UFSC,;

- Analisar a presenca de DRM detectadas por meio de IMF por CF e por RT-PCR em amostras
coletadas no mesmo momento dos pacientes com LMA incluidos no estudo;

- Coletar informac®es clinicas e laboratoriais do prontuario de pacientes diagnosticados com
LMA com alteracdes genéticas recorrentes atendido no Hospital Universitario Professor Ernani
de S&o Thiago da Universidade Federal de Santa Catarina para analise de DRM;

- Investigar a sensibilidade dos métodos (IMF por CF e RT-PCR) na deteccdo de DRM;

- Identificar qual a metodologia mais sensivel utilizada no Setor de Onco-hematologia da
Diviséo de Analises Clinicas (DACL) do HU-UFSC para a detec¢do de DRM.
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5 CASUISTICA E METODOS

5.1 CASUISTICA

Para andlise de DRM foram utilizadas informagdes contidas nos prontuarios de 21
pacientes diagnosticados como portadores de LMA com t(8:21) (922;922) RUNX1-RUNX1T1,
LMA com inv(16) (p13.1g22) RUNX1-RUNX1T1 e LPA com t(15,17)(q22;912) PML-
RARA atendidos e tratados no HU/UFSC, cujo diagnostico e/ou monitoramento da DRM tenha
ocorrido entre janeiro de 2016 a abril de 2018. Esses prontuarios estavam disponiveis no
Servigo de Prontuério do Paciente (SPP) no proprio Hospital Universitario. Os resultados dos
exames laboratoriais no momento do diagnostico foram obtidos do sistema de informacGes da
DACL do HU/UFSC.

Para a analise de sensibilidade da RT-PCR para investigacdo da alteracdo genética
t(15,17)(q22;912) foi utilizada a amostra de um paciente.

O trabalho foi apreciado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos (CEPSH) da UFSC (CAAE: 61598816.7.0000.0121), cujo certificado esta no Anexo
A.

5.2 DIAGNOSTICO E DETECCAO DE DRM POR IMUNOFENOTIPAGEM POR
CITOMETRIA DE FLUXO

A deteccdo de DRM por IMF por CF foi realizada pelo Setor de Onco-hematologia da
DACL do HU/UFSC, conforme procedimento operacional padrdo (POP) desse Setor. Os
resultados utilizados para a analise dos casos foram obtidos no sistema de informacdo do
DACL/HU-UFSC, e o procedimento de processamento das amostras e analise sera descrito para
melhor compreensdo do método.

O Setor de Onco-hematologia da DACL/HU/UFSC faz a investigacdo da DRM
baseado nas caracteristicas imunofenotipicas das células neoplasicas no momento do
diagnostico. Assim, os marcadores utilizados sdo semelhantes aqueles utilizado nos painéis de
diagndstico, como segue.

A investigacdo do diagndstico inicia com um tubo de triagem (Quadro 4), o qual tem
0 objetivo de detectar a presenca de células neopléasicas pela expressdo de antigenos especificos

e para direcionar o painel a ser estudado.
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Quadro 4- Marcadores de proteinas de superficie e citoplasmaticos triagem

FITC PE PercP- | Pe-Cy7 | APC | APC-H7 | V450 (PB) | V500
Cy5.5 (PO)

CDs8 CD56 CD34 CD19 CD3 CD38 | CD20/CD4 | CD45

MPO CD79a CD34 CD19 CD7 CD3 CD3 cito CD45

cito cito

Fonte: Padronizacdo EUROFLOW (ano). Elaboracéo prépria

Apo6s a triagem, se sugestivo de LMA, realiza-se novos tubos com marcadores para

investigar o subtipo dessa neoplasia (Quadro 5).

Quadro 5 - Marcadores de proteinas de superficie e citoplasméaticos LMAs

FITC PE PercP- Pe-Cy7 APC APC-H7 | V450 (PB) | V500(PO)
Cybs.5
CD16 CD13 CD34 CD117 CD11b CD10 HLA-DR CD45
CD35 CD64 CD34 CD117 CD300e CD14 HLA-DR CD45
(IREM)

CD36 CD105 CD34 CD117 CD33 CD71 HLA-DR CD45
TDT cito CD56 CD34 CD117 CD7 CD19 HLA-DR CD45
CD15 7.1 (NG2) CD34 CD117 CD22 CD38 HLA-DR CD45
CD42a/CD61

CD203c CD34 CD117 CD123 CD4 HLA-DR CD45
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CD41 CD25 CD34 CD117 CD42b CD9 HLA-DR CD45

Fonte: Padronizacdo EUROFLOW . Elaboragdo propria.

A partir dos marcadores mostrados no Quadro 5 é que sdo definidos os marcadores
mais importantes para a deteccdo de DRM, como, por exemplo, a expressdo de antigenos
aberrantes.

O procedimento para a marcacdo das amostras segue 0 mesmo procedimento
realizados para o diagnostico. Brevemente, foi utilizado 100uL. de amostra bioldgica cujo
protocolo de marcacéo estava de acordo com as informacGes constantes na bula dos fabricantes
dos reagentes. Os anticorpos monoclonais utilizados no estudo eram conjugados aos
fluorocromos: isotiocianato de fluoroceina (FITC), ficoeritrina (PE), complexo proteina
piridina de clorofila (PerCP), complexo proteina piridina de clorofila cianina 5.5 (PerCP-
Cy5.5), ficoeritrina cianina 7 (Pe-Cy7), aloficocianina (APC), aloficocianina cianina 7 (APC-
Cy7), aloficocianina-Hilite 7 (APC-H7), Pacific Blue (PB), Pacific Orange (PO). Dependendo
do local de expressdo do antigeno na célula foi utilizada a marcacdo direta ou indireta desses
antigenos.

Para a deteccdo dos antigenos presentes na membrana celular foi utilizada a marcacgéo
direta, na qual os anticorpos monoclonais foram incubados com as amostras por 15 minutos a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apos esse periodo, 0s eritrocitos foram lisados com a
solugdo lisante (BD FACS Lysing Solution diluida 1/10) e incubados novamente a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz por mais 10 minutos. Depois desse periodo, as células foram
centrifugadas por 5 minutos a 300g e o sobrenadante foi desprezado. Depois, o pellet foi
suspendido com solucéo salina (PBS) (Laborclin, Brasil) para ajustar a suspensdo celular em 1
x 10° células/S00uL e a aquisicdo foi realizada no citometro de fluxo BD FACS Canto II
(Becton Dickinson- BD, San Jose, USA).

Nos casos em que a expressao do antigeno ocorre no citoplasma ou nicleo, foi utilizada
a marcacdo indireta. O protocolo foi semelhante, no entanto, primeiramente as células foram
fixadas, e, posteriormente permeabilizadas para que 0s anticorpos consiguissem atingir os sitios
de ligagdo localizados no interior das células. Para isso, foi utilizado o kit de fixacdo e
permeabilizacdo (ADG Van Der Grub Bio Research GmbH).

Ap0s a marcagdo das amostras, as mesmas foram adquiridas no citbmetro de fluxo BD
FACS Canto Il (Becton Dickinson- BD, San Jose, USA) utilizando-se o programa BD FACS
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Diva versdo 6.1.2 (BD, San Jose, USA) e a andlise dos dados foi realizada utilizando-se o
programa Infinicyt versdo 1.7.1 (Cytognos, Salamanca, Espanha).

Para a deteccdo de DRM, a marcacao dos tubos foi realizada de forma semelhante ao
diagnostico, utilizando os tubos de triagem e o tubo de LAIPs do momento do diagndstico,
porém foi utilizado uma estratégia para concentracéo de células nas amostras de medula 6ssea
e sangue periférico, no tubo do LAIPs, e que, dessa forma, atinja a sensibilidade de 10 células
(EUROFLOW, 2014). Esse protocolo, chamado bulk lysis, baseia-se no principio da lise das
hemaécias presentes na amostra com a utilizacdo da solucdo de cloreto de amdnia, que mantém
a integridade dos leucdcitos a fim de alcancar a sensibilidade proposta (10°°). E, dessa forma, é
realizada a marcacao do pellet de leucdcitos para cada tubo de DRM e permite a aquisigdo de
até 5 x 108 células por tubo. O protocolo foi realizado conforme EUROFLOW (EUROFLOW,
2014)

5.3 DETECCAO DE DRM POR NESTED RT-PCR QUALITATIVO

A pesquisa das translocacdes cromossémicas (LMA com t(8:21) (q22;922) RUNX1-
RUNX1T1, LMA com inv(16) (p13.1g22) RUNX1-RUNX1T1 e LPA com t(15,17)(q22;q12)
PML-RARA) foi realizada utilizando-se a técnica de RT-PCR seguida por nested PCR,
conforme POP utilizado no Setor de Ono-hematologia da DACL/UH/UFSC.

Os iniciadores (Quadro 6) e as condi¢cBes da PCR utilizadas para a pesquisa das
translocacbes cromossdmicas foram as descritas conforme BIOMED-1 (VAN DONGEN et al.,
1999).



Quadro 6- Sequéncia dos iniciadores para a pesquisa das translocacGes cromossémicas

Translocacdes Iniciadores Sequéncia
AMLI-A 5’ -CTACCCCACCCATGRAGRRACC-3'
ETO-B 5’ -REACGARACGCCCCATICCTGRA-3'
t(8:21)(q22:q22) AMLIC 5’ -ATGACCTCAGGTTTGICGGTCG~3
ETOD 5’ -TGARCTCGCTITCTTGGAGCTCCT-3
AMLI-EY 5 -TGECTCCCARTGATGRARARCTALCT-3'
PML-AL 5" -CRGTGTACCCCTICICCAICA-S
AAL-A2 8’ -CIGCIGGAGGCIGTIGEAC-3"
RARA-B 5 -CCTTGCTAGRI GCGGEEETAGR -3
t(15;170(q22;q21) PAMLLCI ' -TCRAGRTCEACTCTGREGREC-3
PALL2 5'= RGCCCGARCTACGACGRGRT-S’
RARAD 8’ -CIGCIGCTCTIGGGICICAAT -3’
RARAEY S’ -CCCCRCTTCARARGCALCTICT -3
CBFB-A 5" -CCACCCARCCTATATITGRAGG-3”
MYHI11Bl 5'-TGAACCAARCTCCTGGGTGIC-3'
MYH11-B2 5'-TCCTCITCICCICATICTGCTIC-3’
1v(16)(p13;922) CBFBL 5" -GEECICTCIGGRCTTIGATG -3
MYHI1-Dl 5'-TCCCIGTGACGCTCICARCT-3’
MYHI11.D2 5'-CITGACCCCCTCCAIGTIT-3”
CBFB-EY 5’ -CAGCEACGARCACCGRCARRCA-3"

Fonte: VAN DONGEN et al. (1999).
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Para as primeiras PCRs de todas as translocagdes cromossomicas, foram utilizados os

iniciadores codificados como A (senso) e B (antisenso). Para evitar resultados falso positivos,

simultaneamente, foi realizada uma PCR confirmatdria com os iniciadores C (senso) ¢ E3’

(antisenso), com excecéo da t(8;21)(g22;922) e da inv(16)(p13;922), nas quais os iniciadores

confirmatorios utilizados foram os codificados como E5’ (senso) e D (antisenso). Nas nested

PCRs foram utilizados os iniciadores codificados com C (senso) e D (antisenso).

Brevemente, as reacdes foram preparadas com um volume final de 50 pL. A solugdo mae
da PCR foi constituida de 2 uL de cDNA, 5 pL de tampao 10X concentrado para Taq DNA
polimerase (20 mM Tris-HCI, pH 8.4; 50 mM KCl), 1,5 uL. de MgCI2 (50 Mm), 0,4 uL de
dNTP mix (100 mM de cada), 1 uL de iniciador senso e antisenso (10 uM cada), 0,4 uL de Taq

DNA polimerase (5 U/uL) e agua ultra-pura q.s.p para 50 pL. As reagdes de nested PCR foram
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realizadas sob as mesmas condicfes, porém ao invés de DNA gendmico foi utilizado como
molde 1 pL do produto de amplificagdo dos iniciadores A e B da primeira PCR.

As condicdes de reacdo incluiram a desnaturacao inicial a 95 °C por 30 segundos, seguido
de 35 ciclos de desnaturacdo a 95 °C por 30 segundos, pareamento a 65 °C por 1 minuto e
extensdo a 72 °C por 1 minuto. O produto das PCRs foi submetido a eletroforese em gel de
agarose a 2% a 100 volts por 30 minutos e corado com brometo de etidio. As bandas foram
visualizadas em transiluminador sob luz UV de 320 nm. O tamanho dos fragmentos foi

estimado, por comparacdo, com o marcador de tamanho molecular 50 pb (Quadro 7).

Quadro 7- Tamanho esperado dos produtos de PCR para a pesquisa das translocacdes cromossdmicas,

segundo o par de iniciadores utilizado

18 21){g22;g22)
Bar da primers @ Temanho do Broduto d= BCE (ph)
AR CoesDr AesB —CeaDr E5'eD
t{15:1 THg22: g21)
= da prmers @ Tamanho do Broduto d= BCE (ph)
Fonto & e Mot | AMBE |
quebra AleB  AleB  CleD CleD "o o D ClesEST  CheES
berl 381 NA 214 NA 214 NA 470 NA
bl 345= WA 178+ HNA 178+ HNA 434% HNA
o3 NA 376 NA 289 NA 288 NA 545
i 166 pl3;g22
Bar da primers @ Temanho do Broduto d= BCE (ph)
Panio 22 AeBl+  A0BI+
quebfa AesBl A«Bl CeDl CeD -~ ~eaDl ':HE‘: EFesD]l Ei'eIn
Tipo A NA 418 NA 271 NA 271 NA 417
Tipo B WA ELH WA 483 WA 423 WA iTe
Tipa C HA 211 NAa G NAa Gigd A 210
Tipo Dr 338 WA 155 WA 155 WA 301 WA
Tipo E 545 WA 362 WA 362 WA 508 WA
Tipo F WA 322 WA 175 WA 175 WA 311
Tipo & 242 WA 50 WA 50 WA 205 WA
Tipo H 344 WA 181 WA 181 WA 307 WA
Tipo I WA WA NA WA NA WA NA WA
Tipo T WA 1033 WA 2ES WA 2B WA 1032

pb — Pares de base; NA — nédo aplicavel. *O tamanho do produto é varidvel devido a variabilidade dos
pontos de quebra do éxon 6 no gene PML.
Fonte: VAN DONGEN et al., 1999.

5.4 TESTE DE SENSIBILIDADE DA RT-PCR PARA t(15,17)/PML-RARA TRANSCRITO
BCR3
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Com o objetivo de investigar a sensibilidade da RT-PCR para detec¢do da fusdo
PML/RARA bcr3, foi avaliada a deteccéo dessa alteracdo em diferentes concentrages de RNA
de amostra de paciente com essa alteracdo genética. Para isso, concentragdes conhecidas de
RNA do paciente, foram diluidas em um pool negativo de RNA de uma amostra normal. Para
isso, duas amostras de SP foram coletadas, um do paciente, que apresentava 90% de blastos em
SP, e outro de um individuo sem mutacdo, e rapidamente foi extraido o RNA das amostras, 0
qual foi extraido de acordo com o POP do Setor de Onco-hematologia da DACL/HU/UFSC
(Tabelas 1 e 2). Esse procedimento foi importante para calcular a quantidade de RNA do
paciente a ser utilizado no pool negativo (RNA de uma amostra normal), e, dessa forma calcular

as concentragdes do teste.

Tabela 1- Quantificacdo RNA da amostra

RNA da amostra [ 1 RNA ng/ul
17.6
Extracdo duplicata 1
22.4
Extracao duplicata 2
Média 20
Tabela 2- Quantificagdo RNA controle normal e pool negativo
Constituicéo
pool negativo [ 1 RNA ng/ul Volume em ul
RNA normal 12.4 45ul
RNA sem 21.6 10ul
mutacao
RNA sem 44.8 15ul
mutacao
[ 1 pool negativo final 20.657 70ul

As concentracGes conhecidas de RNA da amostra foram calculadas em porcentagem
para obtencdo de valores de RNA dessa amostra em 90%, 10%, 1%, 0,1%, 0,01% e 0,001%,
(Tabela 3) e combinadas com RNA do pool negativo (Tabela 4 ), de modo que fossem obtidas

as proporgdes conhecidas e que simulassem uma amostra semelhante de um paciente com DRM
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(proporcéo entre RNAs de células normais e de pacientes), para que fossem comparaveis com
outros métodos, variando de 10 a 10 ng/ul.

Tabela 3- Concentragéo ([ ]) de RNA das amostras por tubo
[ 1 RNA doente por TUBO TuBO TUuBO TUuBO TUBO TUBO

tubo 1 2 3 4 5 6
Células doentes % 90% 10% 1% 0.1% 0.01% 0.001%
10n 0 -1 -2 -3 -4 -5
[ 1RNA ng/ul 20

Tabela 4- Volume final utilizado no teste, com os volumes respectivos de RNAs
Volume no teste TUBO1 TUBO TUBO TuBO TUBO  TUBO 6*

2 3* 4* 5*
RNA doente (ul) 8 1 1 1 1 1
Pool negativo (ul) 0 8 9 9 9 9
Células doentes % 90% 10% 1% 0.1% 0.01% 0.001%

Volume total (ul) 9ul
*Feito a partir de dilui¢do seriada

Para a obtencdo de uma concentracdo de 90% de RNA de paciente, uma amostra de SP
de um paciente em recidiva foi utilizada no ensaio. 1sso além de ter possibilitado a concentracdo
necessaria para realizacdo do ensaio, também conferiu seguranca e confiabilidade ao teste, por
se tratar de um paciente ja diagnosticado com LPA com t(15,17).

Depois das concentracfes calculadas e diluidas as amostras, foram realizados os
calculos dos reagentes necessarios para realizacdo da amplificacdo da translocacdo em pesquisa.
O primeiro passo apos a extracdo do RNA é a digestdo com DNAse. Para isso calculou-se a

guantidade de reagentes necessarios de acordo com a Tabela 5.

Tabela 5- Digestdo com DNAse da marca Promega

MM Digestéo Volume para 1 Volumes utilizados no teste: 8

amostra

Tampaéao 10x 1,0 uL 8 uL
DNAse 1,0 uL 8 uL
Total 2,0 pL 16 pL
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As solucdes foram homogenizadas e incubadas a 56°C por 30 min. Para parar a reagao,
acrescentou-se 1,0ul de Stop solution (EDTA) e colocou-se o0s tubos no termociclador, 15 min
a 65°C, programa DNAse ou dig-dna. Depois de 65°C /15 min (termociclador), incubou-se em
banho de gelo por 5 min, e depois a 25°C por 5 min.

Enquanto a digestdo com DNAase era incubado, foi iniciada a preparagdo do

Transcricdo Reversa da PCR, conforme Tabela 6.

Tabela 6- Master Mix cDNA - Transcricao reversa

Reagentes MM Volume para 1 Volumes utilizados no
amostra teste: 8
H20.DEPC 0,1% 5,5 uL 44,0 uL
Tampao para cDNA 5X 5,0 uL 40 L
DTT (0,1M) 2,0 uL 16,0 uL
Random Hexameros 1,0 uL 8,0 uL
(100ng/uL)
dNTP mix (100mM) 0,5 pL 4,0 uL
Inibidor de RNase (40U/ 0,5 uL 4,0 L
ML)
Transcriptase reversa 0,5uL 4,0 uL
(200U/ pL)
Volume Final 15,0 uL 120,0 uL

Depois das solugdes misturadas para Master Mix cDNA , foram incubadas a 25°C por 5
min, apos esse periodo adicionou-se 15uL dessa solucdo em cada tubo de amostra/controles
negativos. As amostras/controles negativos foram submetidas a um spin. Colocou-se as
amostras e controles no termociclador com a seguinte programacéo: 25°C/5 min; 50°C/60 min;
90°C/ 5 min. Depois foi colocada no banho de gelo por 5 min. As amostras de cDNA foram
congeladas -20°C até 0 momento da realizacdo do RT-PCR.

Depois as amostras de cDNA foram pela amplificacdo do gene constitutivo GAPDH
(Tabela 7).
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Tabela 7- Master Mix GAPDH

Reagente Volume para 1 Volumes utilizados no teste:
amostra 10
H20. PCR 30,25pL 302,5 pL
Tampéo para PCR 5X 10,0 pL 100 pL
MgCI2 (25mM) 5,0 uL 50 pL
GAPDH senso (10mM) 1,0 uL 10 pL
GAPDH anti-senso (10mM) 1,0 uL 10 uL
dNTP mix (100mM) 0,5 pL SuL
Tag DNA polimerase 0,25 pL 2,5 uL
(5U/uL)

Volume Final 48,0 pL 480 pL

Para confirmacdo do gene constitutivo as amostras foram colocadas no termociclador
com a programacao especifico para os iniciadores como segue: 95,0 °C — 30 s; 94,0 °C — 30 s;
65,0 °C — 1 min; 72,0 °C — 1 min; 40 ciclos ;72,0 °C — 10 min ; Hold 4,0 °C ou 16,0 °C

O master mix da primeira PCR foi preparado conforme Tabela 8.

Tabela 8- Master MIX 1° RT-PCR

Reagente Volume para 1 Volumes utilizados no teste:
amostra 10
H20. PCR 37,8 uL 378 pL
Tampao para PCR 5X 10,0 pL 100 pL
MgCI2 (25mM) 5,0 uL 50 puL
Iniciador senso (10mM) 1,0 pL 10 pL
Iniciador anti-senso 1,0 uL 10 uL
(10mmM)
dNTP mix (100mM) 0,5 uL 5uL
Tag DNA polymerase 0,2 puL 2 uL
(5U/uL)
Volume Final 48,0 uL 978 uL

Na capela de fluxo laminar foi acrescentado 2,0 puL de cada cDNA aos tubos e
homogeneizados, os tubos foram identificados como controle positivo e negativos. As amostras
foram submetidas a um spin e colocadas no termociclador com a programacao especifica para
os iniciadores: 95,0 °C — 30 s; 94,0 °C — 30 s; 65,0 °C — 1 min; 72,0 °C — 1 min; 40 ciclos ;72,0
°C — 10 min ; Hold 4,0 °C ou 16,0 °C

Depois os ensaios foram confirmados por um metodo mais sensivel, o Nested PCR, o

qual foi preparado de acordo com a Tabela 9.



Tabela 9- Master MIX Nested-PCR

Reagente Volume para 1 Volumes utilizados no
amostra teste: 10
H20. PCR 39,3 uL 393 pL
Tampaéo para PCR 5X 10,0 pL 100 pL
MgCI2 (25mM) 4,0 uL 40 pL
Iniciador senso (10mM) (C1 1,0 uL 10 pL
ou C2)
Iniciador anti-senso D 1,0 uL 10 pL
(10mM)
dNTP mix (100mM) 0,5 uL 5 uL
Tag DNA polymerase 0,2 puL 2 pL
(5U/uL)
Volume Final 49,0 uL 490 pL

Na sequéncia, os tubos do primeiro PCR foram abertos com um papel filtro para
minimizar o risco de contaminacdo com amplicons. As amostras foram passadas dos tubos da
Mix (A1+B) para Mix (C1+D) e dos tubos da Mix (A2+B) para Mix (C2+D). Os tubos de Mix
(C1+E3) e (C2 +E3) ndo sdo analisados no Nested-PCR. Depois as amostras foram submetidas
a um spin e foram colocadas no termociclador com a programacdo especifica para 0s
iniciadores: 95,0 °C —30's; 94,0 °C — 30 s; 65,0 °C — 1 min; 72,0 °C — 1 min; 40 ciclos ;72,0 °C
—10 min ; Hold 4,0 °C ou 16,0 °C.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

A LMA é uma doenca heterogénea e molecularmente complexa com fenotipos
varidveis. Sua complexidade gendmica, que contribui para sua resposta variavel a terapia, é
considerada a razdo subjacente para desfecho subétimo em pacientes com LMA (PUI et al,
2011). Apesar da eficiéncia dos protocolos atuais de tratamento permitirem a remisséo
completa da doenca (BRAUNWALD et al., 2002), a maioria dos pacientes recidivam e morrem
dois anos apoés atingirem a remissdo (SHIPLEY & BUTERA, 2009). Essa situacdo pode ser
prevenida, quando no acompanhamento dos pacientes em tratamento sdo utilizados métodos
adequados para deteccido de DRM (MIGUEL et al., 1997; MICHALEK & SMARDA, 2000).

Apds o tratamento das LMAs, considera-se remissao morfoldgica quando o paciente
apresenta menos de 5% de blastos na MO e 0 hemograma nao evidencia mais células anormais.
Entretanto, na circulagdo sanguinea ainda podem restar 10*° células leucémicas, ou seja, 0
paciente apresenta DRM (CAMPANA et al., 1995). Sendo assim, ha necessidade de métodos
mais sensiveis para detectar DRM, como a IF por CF e a investigacdo de alteracGes genéticas
por biologia molecular. A analise imunofenotipica tem alta sensibilidade para detectar DRM
(com o avango tecnoldgico, a implantacdo da Next Generation Flow, a sensibilidade aumenta
para 1 célula em 10° — 108 células), especialmente nos casos de leucemia associada a fendtipos
aberrantes. A deteccdo de DRM por biologia molecular é ainda mais sensivel que a IF por CF,
a partir dessa metodologia é possivel detectar células leucémicas numa proporgio de 1: 107
(MAWALL, et.al., 2009; KOHNKE et al., 2014; SCHUURHUIS, et al., 2018).

Algumas estratégias tém sido utilizadas para aumentar a sensibilidade dessas
metodologias, como a utilizagdo do protocolo bulk lysis, o qual permite a concentragdo de
células nas amostras de MO, e dessa forma, aumenta a sensibilidade da IMF para 10 células
(SCHUURHUIS, et al., 2018).

Nesse sentido, o Setor de Onco-hematologia da DACL/HU/UFSC implantou esse
protocolo, porém ndo comparou a sensibilidade desse método com a biologia molecular.

Assim, foram analisados os resultados da investigacdo de DRM por imunofenotipagem
e por RT-PCR qualitativo de 21 pacientes, onde 17 séo portadores de LPA com as alteragoes
geneéticas t(15,17)(922;q12) PML-RARA, trés pacientes sdo portadores de LMA com t(8:21)
(022;022) RUNX1-RUNX1T1, e um paciente é portador de LMA com inv(16) (p13.1922)
RUNX1-RUNX1T1, e que ainda seguiam tratamento e monitoramento no HU-UFSC de 2016
a 2018. Como visto, do total de pacientes analisados aproximadamente 81% dos casos eram
portadores de LPA com t(15,17).
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Segundo a literatura, mais de 95% dos pacientes com LPA apresentam a t(15;17), a qual d&
origem a fusdo do gene PML com o gene RARA do receptor do &cido retinoico, que é
importante na diferenciacao celular. A LPA é o primeiro modelo de doenca genética adquirida
tratada com um farmaco especifico, 0 ATRA, o qual é capaz de induzir a diferenciacdo terminal
seguida de apoptose das células leucémicas (JACOMO et al., 2008; LEATHE et al. 2008;
SWERDLOW et al, 2017). No acompanhamento do tratamento por avaliagdo morfoldgica, a
presenca de menos de 5% de blastos na medula dssea, considera-se que 0 paciente estd em
remissdo completa. O diagndstico e o prognostico da recidiva dependem da sensibilidade dos
métodos de diagnostico de identificar pequenas quantidades de células tumorais que ainda se
mantém viaveis ap6s a remissao completa (BUENO et al., 2007; SCHUURHUIS et al., 2012).
Como visto anteriormente, atualmente, os métodos mais sensiveis utilizados sdo a IMF por CF
e a RT-PCR. Assim, a deteccdo de DRM na LPA por IMF por CF é realizada pela identificacdo
da expressao ou auséncia de antigenos nos promielécitos leucémicos presentes no momento do
diagndstico, os quais sdo distintos dos normais. Porém, a frequente mudanca no imunfenétipo
na LPA causada pelo ATRA, pode dificultar a analise; por isso, é necessario investigar
maultiplos fenotipos para que ndo haja confusdo entre células normais e patoldgicas
(GRIMWADE et al., 2010; VIDRIALES et al., 2003). Com o0 intuito de minimizar essa
dificuldade, véarios grupos tém estudado a combinacdo de marcadores mais frequentes,
formando painéis de anticorpos monoclonais, possibilitando a identificagdo de uma célula
leucémica em 10.000 normais (MICHALEK & SMARDA, 2000; GINER et al., 2002;
VIDRIALES et al., 2003; VAN DONGEN et al., 2012).

Para comparacao entre a IMF e a RT-PCR, foram avaliados 37 exames para pesquisa de
DRM em amostras de aspirado de MO, as quais foram enviadas simultaneamente para pesquisa
pelos dois métodos de andlise. Dos 37 exames analisados, em quatro deles observou-se a
presenca de DRM maior ou igual a 0,1% pela IMF, porém na RT-PCR ndo foi observado a
presenca de banda compativel com a doenca. Nos casos restantes a IMF detectou a presenca de
DRM menor que 0,1% ou ndo detectado DRM. E na RT-PCR, nos mesmos casos, ndo foi
observado a presenca de banda compativel com a doenga. De acordo com 0 consenso europeu
publicado em 2018, a DRM detectavel, mas menor que 0,1%, pode estar consistente com
residuo ou DRM, porém o significado clinico é indeterminado (SCHUURHUIS et al., 2018).

De acordo com Schuurhuis et al (2018), o teste molecular deve ser capaz de detectar a
presenca de 0,1% DRM (1 em 1000 células). Como pode ser observado na Figura 1, Painéis A
e B, foi possivel detectar bandas compativeis com a fusdo PML/RARA transcrito bcr3 pelo

método de RT-PCR Nested até a diluicdo 10%, o que corresponde a uma sensibilidade de 10
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! Esses dados divergem da literatura, segundo Van Dongen et al. (1999), a sensibilidade da
RT-PCR é de 107%/107° (uma célula leucémica entre 10*/10° normais). Assim, pode-se concluir
que é possivel a deteccdo de células neoplésicas em amostras que contém 10% ou mais de
células neoplasicas, 0 que caracterizaria recidiva, e ndo DRM. Como pode ser observado, a RT-
PCR néo foi capaz de detectar DRM em amostras contendo 1% e 0,1% de células neoplésicas,
valores detectados pela IMF por CF. Todos os testes de RT-PCR, inclusive o que avalia a
sensibilidade do método, foram realizados de forma padronizada, utilizando-se 0 mesmo
protocolo, reagentes e equipamentos utilizados na rotina do Setor. Dessa forma, pode-se
concluir que o método utilizado atualmente no HU-UFSC para deteccdo de DRM de LPA com
a t(15,17) deve ser reavaliado a fim de aumentar a sensibilidade visando a identificacdo da

presenca de populacdes pequenas da doenca e prevencado de recidivas.

Figura 1- Teste de sensibilidade para deteccdo de PML/RARA transcrito bcr3 pelo método de
RT-PCR Nested.

90% 10% 1% 0,1% 0,01% 0,001%

GAPDH

90% 10% 1% 0,1% 0,01% 0,001%

Painel A: Revelagdo em gel de agarose da RT-PCR para GAPDH nas concentracdes estudadas. A
amplificagdo do gene constitutivo confirma a viabilidade da amostra, assim como o correto procedimento de

extracdo de RNA e sintese de cDNA,; Painel B: Revelacdo em gel de agarose da RT-PCR de diferentes proporcées
do gene PML/RARA transcrito ber3. A deteccao foi detectada somente até a proporgao de 10% de células.
Esses resultados mostram a necessidade de se realizar o teste de sensibilidade para as

outras alteracdes genéticas analisadas neste trabalho. Para tentar avaliar o motivo da baixa
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sensibilidade encontrada, procurou-se entender as variacdes da RT-PCR, seu procedimento e
reagentes envolvidos.

A RT-PCR pode ser executada em um sé tubo “one-step RT-PCR” com mistura de todos
0s componentes necessarios as duas reagdes ou em dois passos “two-step RT-PCR”, na qual
duas reagdes sdo realizadas em tubos separados. No primeiro caso ha a vantagem do menor
namero de manipulagdes com menor probabilidade de contaminagdes, pois o tubo néo € aberto
entre a sintese de cDNA e a amplificacdo possui maior sensibilidade, pois € realizada com todo
0 cDNA sintetizado. Na RT-PCR em dois passos ha maior possibilidade de manipulacédo das
reagOes para otimizacdo e possibilidade de executar PCR multiplex com amplificacdo de mais
de um produto de amplificacdo (DESCHLER, et al.; 2015). O método utilizado no HU-UFSC
é o two-step RT-PCR. Em um estudo realizado por Tozato et al. (2016) na validacdo de Kits
para métodos para deteccdo de RNA viral, trés Kkits de one-step RT- gPCR foram testados e
apresentaram pouca diferenca entre a composi¢do dos materiais, a diferenga encontrada entre
os kits foi a temperatura no processo de clivagem. Assim, um dos Kits, o que apresentou melhor
desempenho, foi testado de duas formas, one-step RT- gPCR (A) e o outra one-step RT- gPCR
seguido por NestedPCR (B). Neste estudo observaram que o método com melhor especificidade
e sensibilidade foi o one-step RT- gPCR (A), pois era realizado com iniciadores especificos,
enquanto o B, seguido por nested, era realizado com iniciadores inespecificos. Nesse estudo, a
sensibilidade foi avaliada por diluicdes seriadas e mensuradas pelos dois métodos, A e B, 0
RNA extraido das amostras em pesquisas foram detectadas até as diluicdes com concentracdes
até 10 e 10" entre 0 método A e B respectivamente (TOZATO et al., 2016)

A realizagdo de Nested no RT-PCR melhora a especificidade e a eficiéncia da reacgéo,
na qual o segmento gendmico é amplificado primeiro de forma abrangente, copiando até mesmo
sequéncias localizadas fora dela, e depois, utilizando esse primeiro produto, a amplificacdo da
sequéncia-alvo (VIEIRA, 2018). No estudo de Tozato et al. (2016), o Nested quando
combinado com one-step RT- gPCR com iniciadores especificos, aumentou em 25% a detecgéo
do RNA viral em pesquisa nas amostras, em comparacdo com a utilizacdo do one-step RT-
gPCR convencional. Contudo, no método utilizado no HU-UFSC, mesmo utilizando o Nested
PCR em conjunto com a RT-PCR, a sensibilidade se manteve baixa, até 10 (Figura 2)

A sensibilidade do método para deteccdo de DRM parece ser extensivo também as
outras alteragcdes moleculares, pois na analise de uma DRM de um caso de LMA com inv(16)
0 RT-PCR seguido de Nested, a banda compativel foi observada somente no momento do
diagndstico, porém foi detectada pela IMF por CF, 0.2% células com fen6tipo semelhante ao

diagnostico (dados ndo mostrados). O mesmo ocorreu com um caso de LMA com t(8;21), o
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RT-PCR seguido de Nested nédo foi capaz de detectar 0.01% células observadas pela IMF por
CF. Nao foi utilizado nenhum método estatistico para essa comparagdo devido ao baixo nimero
de casos. Esses resultados mostram a necessidade de mais estudos para aumentar a
sensibilidade do exame. Além disso, é necessaria também a realizagéo do teste de sensibilidade
para as outras alteraces genéticas pesquisadas.

Os dados analisados neste trabalho mostram que a IMF por CF é um método sensivel
para detectar a DRM nas LMAS, especialmente na LPA, pois na analise de DRM de um caso
de LPA com t(15,17) o RT-PCR seguido de Nested, a banda compativel foi observada somente
no momento do diagnostico e na recidiva da doencga, onde as porcentagens de células doentes
encontravam-se aumentadas, como pode ser visto no Quadro 8. A sensibilidade da IMF por CF
pode ser justificada pela introducéo do bulk lises no protocolo para deteccdo de DRM por esse

método. E ainda, validou a sensibilidade descrita de 10 a 10°, teoricamente semelhante a

sensibilidade descrita para o protocolo de RT-PCR.

Quadro 8- Analise de DRM de um caso de LPA com t(15,17)

Data Indicacao Material | Resultado Quanti.IMF por CF Resultado Resultado Quanti.
HU-UFSC Quali. RT- RT-gPCR / RP
PCR HU-
UFSC
21/04/16 Diagnostico MO 93.4% de células compativeis Presenca de *
com LPA microgranular banda
16/05/16 Avaliacdo pds QT MO 0.02% DRM N4o realizado
02/08/16 LPA - Avaliar remisséo MO 0.01% DRM Auséncia de
banda
08/11/16 LPA em maturagdo MO Sem DRM Auséncia de *
banda
25/04/17 LPA avaliar DRM MO 0.02% DRM Auséncia de Presenca de
banda banda
15/09/17 LPA avaliar DRM MO 0.2% DRM Auséncia de *
banda
17/01/18 LPA recidivada- MO Recidiva de LPA- 96% de Presenca de *
Leucocitose células com fenétipo banda
semelhante ao diagnoéstico
19/02/18 LPA recidiva - Avaliar Liquor LPA 25% de células com N&o realizado *
infiltragdo em SNC fendtipo semelhante ao
diagndstico
21/02/18 | Outras células em liquor Liquor LPA 14% de células com Presenca de *
fenotipo semelhante ao banda
diagndstico
16/03/18 LPA - Avaliacdo Liquor LPA 149% de células com Presenga de *
controle infiltracdo fendtipo semelhante ao banda
diagndstico
13/04/18 LPA - Avaliacdo Liquor Sem alteracoes fenotipicas N&o realizado *
controle infiltracéo

Legenda: Quanti. = Método de anélise Quantitativo / Quali. = Método de anélise Qualitativo

RP = Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto
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Nos ultimos anos, gPCR tornou-se a principal ferramenta para a deteccdo e
quantificacdo de acidos nucleicos devido ao aumento de kits comerciais habilitados por
laboratérios de diagndstico e Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para
implementacdo da PCR em tempo real. Nesse método, foi demonstrado que a reacdo de
transcrigdo reversa depende principalmente da etapa molecular inicial (a transcri¢éo reversa),
da escolha dos reagentes da mistura principal, da qualidade das enzimas, da concentracdo dos
componentes da mistura de reacdo, como iniciadores, sondas e da metodologia utilizada, 0s

quais podem impactar a sensibilidade dos resultados (TOZATO et al., 2016).
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CONSIDERACOES FINAIS

Com os resultados encontrados neste trabalho pode-se concluir que os métodos para
deteccdo de DRM em LMAs com alteracGes genéticas, realizados no HU-UFSC, apresentaram
divergéncias entre seus resultados.

Por outro lado, a IMF por CF demonstrou ser um método sensivel e compativel com o
descrito no protocolo Bulk lysis, é capaz de atingir uma sensibilidade para deteccdo de DRM de
104 a 10°. A deteccéo é ainda melhor quando ha presenca de LAIPs de diagndstico com o caso
descrito de LPA.

Diante dos dados apresentados, sugere-se realizar mais estudos e pesquisa para
melhorar a sensibilidade da RT-PCR. Uma possibilidade é a substituicdo do método RT-PCR
para RT-qPCR no Setor de Onco-hematologia da DACL/HU/UFSC. Como o HU-UFSC é uma
Instituicdo publica, a viabilidade da implantacdo de um novo método deve ser analisada por
meio da discussao de planos de custo beneficio e capital disponivel em conjunto com os

médicos, analistas, chefia do laboratério e diregdo do hospital.
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Trata 3 presente Framitagdo de emenda comunicando a adigao “de mais parficipantes pam deservolvimento
do frabalho”, que esie comitd Interprefou como Inclusdo de pesquisadores, uma vez que ndo howve
alteragdo no nomeno de participanies a serem abordados pela pesquisa no formulario da PEL

Conslieraiies Finas a critério oo CEP-

Eats paracer fol slaborade Dassaco nos documentos abalne relacionados:

Tipo Documenio Amuiv Fosagem Aufor Shago
Informagies Basicas| Po_INFORMAGDES DAGICAS 100524 Oa 102017 ACET0
| i Prosin a3 _E1 pof 12510
Cutros TEGPOGta_a3s_pendencas_padr.pa O7/0G2017 |Glovanna Stetenalio | AcSto

X352 | Darigon

TCLE [ TENMDs 02 | I9E_[projeto_nemang_pol ol T | Ghovanna Setenaln | AcSio
ABSERImento / 21:3344  |Carigon
JUsTTCativa e
| ALS2ANCS
Projeto Defahiado /| | projelo_hemaio pdipd DE2TArATT | Glovanna SeTenclle | Acsio
Brochura 213328  |Caurigon

] dedaracaninsiiican. pd NA1AlE | Glovanna SeTenclle|  Acsio
Insti E 08 25-35 | Dwrigon

Enderegn  Ushersdsds Federsl de Sants Letarne, Frédia Meforis 1, B D e pecor YVior Lims, ™ 500, ssle 401

Halirz= [Sredieds CEF:. a8 Sad and
UF: 5L Munk=Spla: FLOMARNCPOLIE
Teleionec. (42470 S04 E-mall: cop o opesapicoshis ofec B

PG L0 e =



UNPNERSIDADE FEDERAL DE 4 w«'ﬂp
SANTA CATARIMNA - UFSC

Coriruangile do Parsces 2 100 ETY

InfEesniuE dedaacaninstiuican, pd MA12016 | Glovanna ShefTenelln | Acsig
082530 | Cumigon

Foiha de RO TS 0er o6 o pat OIS | GRovannag costenaln | Aostg |
083542 | Durigon

SRUSGA0 (30 Parecer:

ApTovano

Macassita Apraclacio da COMEP:

Mao

FLORLANCPOLUES, 11 de Movemben de 2017

Assinato por:
¥irmear Coamaa Meto
|Coordenacor)

Enderetn: Ushersdeda Feden de Sanie Dadarine, Frécdc Mlefiorie 1, B Dsembegecdor Vior Lies, 0™ 2000, sale 401

Halirel [oreinde CEF. 38 S and
WUF: B Munkspia:  FLOMARCPOLIE
Talwioree. 8047 S0 Eorall: op propesoioo-tels ohec 5
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