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RESUMO

A Leucemia Mieloide Cronica (LMC) é uma doenga mieloproliferativa que tem
origem na ceélula tronco hematopoiética (stem cell), caracterizada pela translocagédo
cromossémica reciproca t(9;22)(q34;911), que resulta na juncdo dos genes BCR e ABL no
cromossomo 22qg-, o cromossomo Philadelphia (Ph). Esse gene quimérico codifica uma
proteina citoplasmatica com atividade constitutiva de tirosina cinase, responsavel pela
transformacéo celular e efeitos proliferativos. Diversos exames podem ser executados como
auxiliares no diagnodstico da LMC, mas apenas as abordagens citogenéticas, com observacéo
das metéfases e deteccdo do cromossomo Ph, e por biologia molecular, com a deteccdo do
transcrito especifico por RQ-PCR, oferecem a confirmacdo da LMC, sendo que este Gltimo
pode ser utilizado como Unica metodologia para acompanhamento da evolucdo dos pacientes
portadores de LMC pré e pos-terapia com inibidor de tirosina cinase (TKI). Com a introducao
dessa nova linha de eficientes farmacos, aumento da sobrevida dos pacientes e consequente
aumento da prevaléncia, a otimizagao dos ensaios, que historicamente variam de um centro de
diagnostico para outro, e sua padronizacdo sdo essenciais para obtencdo de resultados
representativos do real estado da LMC no portador. Dessa forma, objetiva-se neste trabalho
estabelecer o protocolo local de diagnéstico e monitoramento da LMC por RQ-PCR,
destacando suas diferencas e vantagens em relacdo aos protocolos disponiveis e sua possivel
aplicacdo na rotina de laboratorios de analise clinica, com a entrada de requerimento de patente
para protecdo da inovacdo. O protocolo consiste em um conjunto de técnicas e abordagens que
o diferenciam dos atualmente estabelecidos, principalmente no que se refere a analise dos dados
obtidos, pois aplica um modelo matemético baseado nos principios de amplificagdo da propria
RQ-PCR, no qual os valores de Ct sdo comparados para se obter a variacdo de expressao; outra
vantagem ¢ a diferenciacdo dos dois principais transcritos, gragas ao desenho dos primers para
regides conservadas. Com o encaminhamento do registro de patente, espera-se produzir um kit

proprio para distribuicdo comercial.



1 INTRODUCAO
1.1 LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA

1.1.1 Patogénese

A Leucemia Mieloide Cronica (LMC) é uma sindrome mieloproliferativa, de
origem clonal, a partir de uma célula-tronco hematopoiética que apresente a translocacao
t(9:22)(g34:g11), a qual origina o cromossomo “Philadelphia” (Ph)(Figura 1), presente em 90-
95% dos casos e a primeira anormalidade cromossémica consistentemente associada a um tipo
especifico de cancer (MELO, 1996; MUGHAL; GOLDMAN, 2006), e nele o gene quimérico
BCR-ABL, o qual codifica para uma proteina de fusdo com atividade de tirosina cinase
aumentada, elemento chave para ativacdo de vias proliferativas, inibicdo de apoptose
(PI3K/AKT) e de aderéncia, visto que a aderéncia ao estroma medular regula negativamente a
proliferacdo celular (DEININGER et al., 2000).
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Figura 1: translocacdo reciproca t(9:22)(q34:q11) e origem do
cromossomo Ph. Adaptado de Terese Winslow: Medical and Scientific
llustration. Washington, DC, 2007

Além disso, o gene formado na translocacdo apresenta certa diversidade de
apresentacdo, que dependerd dos pontos de quebra cromossdmica (Figura 2), cujos mRNA

quiméricos b2a2 e b3a2 sdo os transcritos predominantes (DEININGER et al., 2000). Os



transcritos codificam para a proteina P210B“R“BL  podendo ambos os transcritos serem
detectados em pacientes portadores da doenca, onde a proteina codificada pelo transcrito b2a2
apresenta maior sensibilidade a terapia, revelando um melhor prognostico para estes casos
(LEMOS et al., 2005); os demais transcritos podem apresentar influéncia nas apresentacoes
clinicas e resposta a terapia (MELO, 1996; SOUZA et al., 2013). Caracteristicamente, 0 achado
inicial no sangue é a neutrofilia, embora toda a linhagem mieloide seja afetada; as séries

linfoide, dendritica e epitelial também podem ser afetadas (WHO, 2008).
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Figura 2: pontos de quebra dos genes ABL e BCR e seus possiveis transcritos.
Adaptado de DEININGER et al., 2000.

1.1.2 Historico e epidemiologia

A LMC foi primeiro descrita por Craigie, Bennett e Virchow em 1845, relatando o
aspecto “purulento” do sangue dos pacientes com a doenca e 0 acentuado aumento das
proporgdes esplénicas (CHAMPLIN; GOLDE, 1985). Apenas em 1960, com abordagens
citogenéticas, Nowell & Hungerford observaram a presenca de um diminuto cromossomo nos
pacientes, posteriormente identificado como sendo um alterado cromossomo 22 (NOWELL,

1985). Com a implantacdo fluorescéncia por quinacrina e coloragdo por giemsa foi possivel



visualizar as alteracOes estruturais entre os cromossomos 9 e 22 e formagdo do conhecido
cromossomo Ph (ROWLEY, 1973).

Apenas em 1990 estabelece-se a ligacdo definitiva entre o gene quimérico BCR-
ABL e a LMC, onde a presenca desse gene foi capaz de produzir a sindrome mieloproliferativa
(FADERL et al., 1999); finalmente, com o advento das técnicas de Biologia molecular, sabe-se
hoje que o cromossomo Ph é de fato a génese da doenga, e que a translocacdo que o produz,
citada como t(9:22)(q34:911), gera dois genes de fusdo: o ABL-BCR no cromossomo 99+, sem
influéncia na doenca, e 0 BCR-ABL no cromossomo Ph, o qual codifica a tirosina cinase
anomala (FUNKE et al., 2010).

Mundialmente, a LMC apresenta incidéncia de 1 a 2 a cada 100.000 habitantes,
com pequena predominancia em homens, ndo havendo grande alteracdo na incidéncia nos
tltimos anos (HOGLUND et al., 2013; HUANG; CORTES; KANTARIJIAN, 2012; WHO,
2008). De fato, apesar desta incidéncia ndo apresentar variagdo, o crescente aumento da
prevaléncia é uma realidade devida principalmente ao sucesso das novas linhas de tratamento
(WHITE; HUGHES, 2015), sendo encarada ndo mais como uma doenca iminentemente fatal,
mas como uma condic&o cronica totalmente tratavel (VIGANO et al., 2014).

E uma doenca rara em pacientes com menos de 20 anos (BORTOLHEIRO;
CHIATTONE, 2006). No Brasil, a mediana das idades afetadas é 10 anos inferior ao observado
na literatura internacional (FUNKE et al., 2010). A etiologia da doenca ainda hoje é obscura:
ndo ha conhecimento de que exista um componente hereditario para a ocorréncia da doenca,

sendo aceitas as radiacdes ionizantes como causa provavel (WHO, 2008).

1.1.3 Fases da doenca

A LMC é uma doenca evolucéo indolente, a qual apresenta trés fases distinguiveis:
fase cronica, acelerada e blastica (ALMEIDA et al., 2009). A fase crénica é marcadamente
assintomatica, mas observa-se elevada leucometria e 0 exame de distensdo sanguinea em lamina
revela o caracteristico desvio a esquerda, com presenca de blastos usualmente em torno de 2%
(WHO, 2008). Nesta fase, exames citopatoldgicos sao elucidativos e auxiliam na distingcéo entre
outras leucemias e avaliacdo da progresséo fibrética no tecido medular, que pode ocorrer no
decurso de cinco anos de curso a fase acelerada (BORTOLHEIRO; CHIATTONE, 2006).



Na fase acelerada observa-se, no sangue periférico ou medula 6ssea, a presenca de
10 a 19% de células blésticas, basofilia superior a 20%, trombofilia ou trombopenia ndo
relacionada a terapia (SOUZA et al., 2013).

Na fase blastica, observa-se blastos superiores a 20% no sangue periférico ou na
medula 6ssea, além de massiva infiltracdo blastica extramedular e o surgimento de sarcomas
granuldcitos, com anemia grave, mal-estar generalizado e muitas vezes com evolugdo fatal,
mesmo sob terapia, 0 que ocorre devido a producdo de novas anomalias cromossomicas e
mutacdes que conferem resisténcia (ALMEIDA et al., 2009; BACCARANI et al., 2013) (Figura

Figura 3: Ieucocnose acentuada observado no sangue perlferlco aumento de 400x (A).
Caracteristico desvio a esquerda, com presenca de células maduras e precursoras;
aumento 1000x (B). Imagens do autor.

1.1.4 Tratamento e Respostas

A introducdo dos Inibidores de tirosina cinase (TKI), particularmente com a
comprovacao da eficicia do Mesilato de Imatinibe (M), corresponde a um marco no tratamento
do cancer. A droga é eficaz e segura, com 6timos resultados mesmo em fases mais graves da
doenca, mas a precocidade de inicio do tratamento esta diretamente ligada ao bom prognostico
da doenca (SCERNI et al., 2009).



O MI possui um mecanismo simples: atua principalmente ocupando o sitio de
ligacdo do ATP no interior da proteina BCR-ABL, impedindo a ativagdo de uma vasta gama de
efetores. O farmaco age induzindo um estado inativo para enzima, gracas a sua elevada
especificidade, ligando-se unicamente ao sitio da proteina BCR-ABL (MUGHAL,;
GOLDMAN, 2006) (Figura 4).

FOSFATOS TIROSINA
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Figura 4: mecanismo de acdo do Mesilato de Imatinibe via bloquei do sitio de ligacéo
do ATP a oncoproteina BCR-ABL. Adaptado de (HUA, 2013).

O principal fator para a manutencao de um tratamento ou sua descontinuidade é a
resposta do paciente a terapia. Para tanto, sio estabelecidas duas principais respostas: Otima e
Falha. Uma resposta Otima implica um estado de progressdo de vida semelhante ao da
populacdo em geral, ndo havendo necessidade de mudanca na terapia. Quando a resposta ao
tratamento é Falha, recomenda-se a mudanca da abordagem terapéutica, objetivando a
diminuicdo do risco de avango para fases mais graves da doenca. Intermediaria as respostas
citadas, h4 a zona de Alerta, onde as caracteristicas da doenca e sua resposta sugerem
monitoramento mais frequente, o que facilita a transicdo a outras abordagens terapéuticas
(BACCARANI et al., 2013).



1.1.5 Diagnostico e Monitoramento

Diversos exames podem ser executados como auxiliares no diagnéstico da LMC,
como o hemograma, o qual revelara o aumento caracteristico das contagens leucocitarias, e
andlises citopatoldgicas, com destaque ao mielograma e a reacéo de peroxidase, mas apenas as
abordagens citogenéticas, com observacdo das metafases e detec¢do do cromossomo Ph, e por
biologia molecular, com a detecc¢éo do transcrito especifico por Reacdo em cadeia mediada pela
Polimerase em tempo real (RQ-PCR), oferecem a confirmacao da LMC, sendo que este ultimo
pode ser utilizado como Unica metodologia para acompanhamento da evolucdo dos pacientes
portadores de LMC anterior e sob tratamento com inibidor de tirosina cinase (TKI)
(SAVASOGLU et al., 2015; SOUZA et al., 2012).

A insercdo da RQ-PCR para o estudo da LMC foi um notavel avanco técnico, que
possibilitaria uma ampla compreensao sobre sua evolugdo e sobre como as diferentes terapias
agem sobre a doenca. Contudo, anterior a técnica de RQ-PCR, a principal técnica utilizada para
quantificagdo dos transcritos de BCR-ABL1 era a PCR do tipo competitiva, que consistia na
elaboracdo de um competidor, uma sequéncia de DNA ou RNA, com pequenas diferencas das
sequéncias alvo. Para assegurar uma amplificacdo préxima ao observado para os alvos, seriados
experimentos de padronizacdo, além da necessidade de equilibrar as concentragdes de alvo e
competidor na reacdo de PCR e da manipulacdo pds-reacdo (CROSS et al., 1993).

A nova metodologia de tempo real trouxe a possibilidade de anélise quantitativa da
expressao por dois métodos: a absoluta e a relativa. Na absoluta, o nimero de cépias do gene é
obtido pela relacdo do sinal obtido no ensaio de RQ-PCR e uma curva padréo; esta admite que
todas as amostras ou padrdes possuem aproximadamente a mesma eficiéncia de amplificacédo e
deteccdo, independente de quaisquer fatores externos ao ensaio (WONG; MEDRANO, 2005).
A construgdo de uma curva padrdo para estabelecer comparacdo e determinar o nimero de
moléculas alvo na amostra € uma etapa obrigatoria, que implica a producdo por clonagem de
plasmideos contendo as sequencias alvo, dispostos em dilui¢bes. A curva padréo seré obtida
pela plotagem dos diferentes valores de Ct obtidos para cada diluicdo. Desse modo, 0 nimero
aproximado dos genes alvo presente na amostra dos pacientes é obtido quando comparada a
curva padrdo (FORONI et al., 2009; SCHMITTGEN; LIVAK, 2008).

Na relativa, o0 mesmo sinal obtido é comparado com um calibrador ou um controle

interno, um gene constitutivo padrdo. A comparagdo com um gene constitutivo € essencial para



evitar a influéncia de quaisquer variagdes de qualidade no RNA obtido na extragdo, bem como
avaliar a eficiéncia da reacdo de transcricdo reversa, uma Compensagao que proporciona
resultados mais acurados (HUGHES et al., 2003). Dentre 0s genes constitutivos disponiveis, o
ABL1 é o que melhor atende as exigéncias de expressdo constante nos diferentes tecidos,
oferecendo por isso um numero seguro de copias para amplificacdo e deteccdo, contornando
problemas com amostras de baixa qualidade e falsos positivo (FORONI et al., 2009) Para este
ultimo modelo, a analise de expressdo é comumente realizada pelo método comparativo de Ct,
referido como 224¢t (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008).

A adocdo do RQ-PCR facilitou sobremaneira a obtencéo de resultados dos niveis
de expressdo, independente da abordagem escolhida, mas ainda havia a limitacdo de
comunicacéo e equivaléncia de resultados. Numeros absolutos obtidos durante a quantificacéo
dificultariam a interpretacdo e ndo ofereceriam uma base solida para o0 acompanhamento da
doenca. Logo, a insercdo da conversdo para a escala logaritmica padronizada de base 10 foi um
grande passo para a normatizacdo das leituras obtidas, simplificando-as e produzindo a conexao

entre o log e as respostas por eles alcangadas, seja em pacientes com redu¢do ou aumento.

Adicionalmente, faz-se necessaria a obediéncia a Escala Internacional (El), a qual
estabelecia o valor de 100% de expressdao aos pacientes recém diagnosticados e 0,1% para
resposta molecular maior, significando uma diminuicdo de 3 log, € o uso de um fator de
correcdo laboratorio especifico. No estudo de Hughes et al (2003), que primeiro introduziu a
escala logaritmica padronizada de base 10 para avaliar os valores de BCR-ABL, 30 amostras de
pacientes recém diagnosticados e em fase crénica da LMC, que ainda ndo aviam feito uso de
TKI, tiveram os resultados da relagdo Alvo/controle comparados e a média obtida foi
estabelecida como baseline, a partir da qual seriam reconhecidos, em escala logaritmica, o

aumento ou reducéo dos transcritos.

De forma geral, o atual estado da arte nos apresenta um processo cujas etapas séo
compativeis com grandes centros de pesquisa em LMC, os quais possuem direcionados seus
investimentos para essa linha de pesquisa. Sendo assim, por limitagfes de ordem técnica, a
producdo de curva padrdo em cada reacao, o uso de amostras de sangue com volumes superiores
a 4 mL e execucdo do ensaio para amostras em duplicata ou triplicata torna o processo

insustentavel para os laboratorios de andlises clinicas.



2 OBJETIVO

Estabelecer o protocolo local de diagnostico e monitoramento da LMC por RQ-
PCR, destacando suas diferencas e vantagens em relacdo aos protocolos disponiveis e sua
possivel aplicacdo na rotina de laboratorios de analises clinicas, com a entrada de requerimento

de patente, para protecdo da inovagao.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 PROTOCOLO OTIMIZADO PARA MONITORAMENTO DA LMC

Todas as etapas da rotina de diagndstico e monitoramento serdo descritas em
linguagem técnica, desde cuidados relativos a coleta e armazenamento da amostra de sangue
total, separacdo e identificagdo até a realizacdo das especificas técnicas de extracdo, transcricdo
reversa e RQ-PCR; a expressdo dos resultados em escala logaritmica obedecera ao modelo
matematico proposto por LEMOS et al. (2005). O novo protocolo terd por base a rotina hoje
vigente na Fundacdo centro de hemoterapia e hematologia do Para (HEMOPA), destacando

suas vantagens em relagdo aos modelos empregados em outros centros de referéncia.

3.2 PEDIDO DE PATENTE

O pedido de patente obedecera as diretrizes estabelecidas pelo Instituto nacional de
propriedade industrial (INPI), constantes na Instru¢do normativa N° 031/2013, que especifica
as formalidades para requerimento de patentes, no cumprimento do disposto na Lei de
Propriedade Industrial, n® 9279, de 14 de maio de 1996.

O principal pressuposto da validade do pedido de patente é seu carater de inovacao.
Por esse motivo, uma pesquisa de anterioridade devera ser executada na prépria base de dados
do INPI, afim de avaliar possiveis semelhancas existentes em pedidos ja publicados e
garantindo a originalidade da solicitacéo.

ApoOs esta etapa inicial, um resumo, o relatorio descritivo e as reivindicagdes
deverédo ser elaboradas. O resumo, como forma de apresentacdo inicial, deve ser sucinto,

apresentar de forma clara a area tecnica na qual se insere a inovacao e o0 objetivo desta.

O Relatério descritivo € o documento que apresenta todos os detalhes técnicos da
inovacdo, descrevendo a técnica e seus pormenores em linguagem técnica adequado ao modelo
de protocolo. Nele deve conter os aspectos que garantem o estado inovador do pedido, 0s seus
efeitos alcancados, descricdo do atual estado da arte e o estabelecimento de comparacdo com o
modelo proposto, os problemas enfrentados pelo que se tem descrito na literatura e como o

novo modelo propde soluciona-los, fazendo referéncia a periddicos ou patentes ja publicadas.
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As ReivindicagOes, por sua vez, constituem a apresentagéo direta dos pontos a da
inovacédo que se pretendem proteger, definindo-os de forma objetiva e com base no apresentado
no Relatdrio descritivo. Todos os documentos obedecerdo a formatacdo apresentada pela

instrucdo normativa N° 031/2013.

O processo sera intermediado pela Universitec-UFPA, que prestara consultoria aos
inventores para elaboracdo dos documentos exigidos bem como seu direcionamento ao INPI

para o depdsito da patente.
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4 PROTOCOLO PARA DIAGNOSTICO E MONITORAMENTO

4.1 EXTRACAO DE mRNA

O espécime utilizado € uma amostra de sangue total coletada por puncao periférica
em tubo de 4 mL contendo EDTA. Imediatamente apds a coleta, a amostra é centrifugada por
oito minutos a uma velocidade de 3000 rpm. A camada leucocitaria obtida é entdo coletada com
auxilio de pipeta automatica. Para contagens normais de leucocitos (<10000), coleta-se 250 pL
da camada; para contagens elevadas (>50000) 25-50 pL sdo suficientes. A amostra é entdo
adicionada a um tubo de 1,5 mL contendo 1 mL de guanidina tiocianato (TRl Reagent®
Solution) para iniciar o processo de lise e extracdo de RNA, auxiliada por lise mecénica em
vortex até obter uma amostra homogénea; segue-se uma incubagdo de 5 minutos a temperatura

ambiente.

Em seguida, adiciona-se 200 pL de cloroférmio; agita-se no vortex por 15 segundos
até obter uma mistura homogénea e incubar por 10 minutos a temperatura ambiente. Deve-se
centrifugar a amostra a 12000 rcf por 15 minutos e transferir 500 uL da fase aquosa obtida para

tubos estéreis de 1,5 mL e desprezar o restante.

Para iniciar a precipitacdo da amostra, adiciona-se 500 uL de isopropanol absoluto
e homogeneiza-se por inversao durante 20 segundos; incubar por 10 minutos a temperatura
ambiente e em seguida centrifugar a 12000 rcf por 10 minutos. Cuidadosamente, despreza-se 0
sobrenadante, auxiliado por pipeta automatica, sem perturbar o pellet formado. Adiciona-se 500
uL de etanol 75% e homogeneiza-se em vortex, seguido por centrifugacdo a 7400 rcf por 5

minutos.

Novamente, despreza-se 0 sobrenadante, auxiliado por pipeta automatica, sem
perturbar o pellet formado. Adiciona-se mais 500 uL de etanol 75%, seguido de agitacdo em

vortex. Uma nova centrifugacdo a 7400 rcf é executada por 5 minutos.

Retirar o sobrenadante com auxilio da pipeta, tomando cuidado para ndo aspirar o
pellet formado no fundo do tubo, sempre deixando um minimo de liquido do centrifugado; para
a eliminacdo desse liquido restante, inverte-se 0s tubos sobre papel toalha até completa
evaporacdo do alcool (aproximadamente 1h); decorrido o tempo, a amostra € hidratada com

adicdo de 20 uL de agua destilada aos tubos.
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4.2 TRANSCRICAO REVERSA

A RT-PCR deve ser executada imediatamente ap6s a extragdo de mRNA, para
conservar ao maximo a integridade da amostra. E executada com o kit High Capacity cDNA
Reverse Transcription (Applied Biosystems), cujas quantidades dos reagentes foram otimizadas
para obter economia no preparo do mix (tabela 1) sem prejudicar a qualidade da reagcdo. A

reacdo € adaptada ao numero de amostras e o volume de reagentes deve ser calculado de acordo.

Volume Final
10

N° Amostras | Agua | Buffer | Primer
1 4,2 2 2

dNTP | Transcriptase
0,8 1

Tabela 1: volume de reagentes necessario para o preparo do mix; valores em uL.

O procedimento é executado em capela de fluxo laminar que, anterior ao processo,
deve ser limpa e exposta a luz UV por 15 minutos. Em um tubo de 1,5 ml deve-se adicionar as
correspondentes quantidades de reagentes e homogeneizar. Adiciona-se 10 pL do mRNA
extraido e 10 pL do mix em um tubo de 0,2 ml. O material agora esta pronto para ser transcrito

em termociclador, sob as seguintes condicgdes:

Temperatura | Tempo | Ciclagem
50°C 2' 1x
95°C 10' 1x
95°C 15" 50x
60°C 1

Tabela 2: condicGes necessarias a transcricao reversa em termociclador.

Ao término da reacdo obtém-se cDNA, o qual pode ser usado imediatamente ou

armazenado a -20°C para estudos futuros.
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4.3 PCR EM TEMPO REAL QUANTITATIVA RQ-PCR PARA DETECCAO DOS

TRANSCRITOS B2A2 E/OU B3A2

A RQ-PCR pode ser executada imediatamente apds a transcri¢ao reversa ou utilizar
amostras de cDNA armazenadas a -20°C. O resultado esperado para o procedimento é a
obtencdo de amplificado cujo correspondente fluorescente sera detectado pelo sistema de
deteccdo. O sinal fluorescente serd tanto maior quanto a quantidade de copias presente na
amostra original, sendo estas amostras detectadas primeiro durante os ciclos; o ponto onde
primeiro se detecta a fluorescéncia, chamado ciclo limiar (threshold cicle, Ct), é o dado bruto

de interesse na analise, utilizado para o célculo de expressdo dos genes em teste.

Todo o processo de preparo do mix para a RQ-PCR deve ser executado em capela
de fluxo laminar. Cuidados anteriores ao processo devem ser tomados, como a desinfeccao das
superficies e pipetas. A exposi¢cdo por 30 minutos dos materiais a luz UV também ¢é

recomendado para maior seguranca do processo.

O preparo do mix € feito em trés diferentes tubos plasticos de 1,5mL, cada um
correspondendo ao gene testado. Dessa forma, cada paciente tera trés tubos associados, cada

um referente ao gene a ser testado, como Segue.

. Assay
Quar(]jtelzdade Mas_,ter Agua (ABL, Total | cDNA
amostras Mix B2A2
B3A2)
1 15 10,5 1,5 27 3

Tabela 3: volume de reagentes para RQ-PCR; valores em uL.

Todos os reagentes empregados sdao 0s mesmos para todos os tubos, exceto os
assays, 0s quais caracterizam qual gene esta em teste; recomenda-se 0 uso de agua ultrapura
como solvente. Para diminuir o risco de contaminagdo, deve-se utilizar aliquotas com

quantidades suficientes para cada reacéo.

Os reagentes e a amostra podem ser adicionados a tubos de 0,2 mL ou ser
preparados para uma disposicdo em placa de 96 poc¢os, 0 que dependera da quantidade de
amostras. Para um laboratorio onde a rotina ndo é regular e a maioria dos pacientes € para

monitoramento, a execucdo em tubos é economicamente preferivel.
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O resultado obtido do sistema de detec¢do € o conjunto dos Ct’s dos genes em teste,
que se referem a cada paciente. Todos devem apresentar expressdes detectaveis para o gene de
controle enddgeno, confirmando que a extracdo foi bem-sucedida. Caso haja detec¢cdo de um

ou ambos os transcritos alvo, o Ct sera comparado ao Ct do controle, seguindo a férmula:

2—CT (BCR-ABL)
106

2—CT(ABL)

Obtém-se desta o resultado de expressdo na Escala Internacional (EI), devendo ser
adicionalmente multiplicado pelo Fator de correcdo (FC) do laboratério. Para melhor
interpretacdo, o resultado deve ser convertido a escala logaritmica, podendo-se verificar
imediatamente a redug@o ou aumento do Log para cada transcrito.
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APENDICE A: Resumo

PROTOCOLO DE EXPRESSAO DO GENE BCR-ABL PARA DIAGNOSTICO E MANEJO
DA LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA

O presente protocolo consiste de um conjunto de procedimentos e técnicas para o diagnéstico
e monitoramento da LMC. O protocolo, de base genética e composto por ferramentas de
biologia molecular, utiliza um conjunto especifico de sequencias iniciadoras para identificar os
genes envolvidos no desenvolvimento da doenca. Tais métodos sdo auxiliares para a cria¢do de
uma rotina diagndstica e de monitoramento da LMC em laboratério de biologia molecular,
visando eliminar etapas laboriosas e que apresentam facilidade intrinseca de apresentar
contaminacgdo, como a criacao de uma curva padrdo para cada reacdo, a qual pode ser substituida
por ensaio matematico proprio. Este ensaio matematico usa como principal base o processo de
amplificacdo dentro de cada ciclo, pois 0 numero de cdpias dos genes alvo e controle dobram e

consequentemente o sinal aumenta de forma semelhante.



1/4

APENDICE B: Relatério descritivo

PROTOCOLO DE EXPRESSAO DO GENE BCR-ABL PARA DIAGNOSTICO E MANEJO
DA LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA

1. A Leucemia mieloide cronica (LMC) é uma desordem mieloproliferativa, caracterizada
pelo aumento significativo no nimero de granuldcitos e seus precursores no sangue periférico
e na medula 6ssea. E uma doenca trifasica, atualmente de carater cronico gragas as novas
terapias, que apresenta curso indolente e cuja impressdo diagndstica é geralmente obtida em
exames hematoldgicos de rotina.

2. O presente protocolo consiste de um conjunto de procedimentos e técnicas para o
diagnostico e monitoramento da LMC, auxiliar também para a escolha da melhor terapia
disponivel. O protocolo, de base genética e composto por ferramentas de biologia molecular,
utiliza um conjunto especifico de sequencias iniciadoras para identificar os genes envolvidos
no desenvolvimento da doenca expressos pelos pacientes, bem como seus niveis.

3. Das ferramentas componentes, a Reacdo em cadeia media pela polimerase quantitativa
em tempo real (RQ-PCR) gera os resultados necessarios a andlise. Para tanto, diversos
protocolos foram desenvolvidos e tentativas de padronizacgdo e universalizacdo de resultados
surgiram nas ultimas duas décadas (BACCARANI et al., 2006, 2013; CROSS et al., 2008;
LANGE; DEININGER, 2010; WANG; BROWN, 1999).

4. Um maior numero de metodologias possibilitou maior compreensdo dos eventos que
interferem na analise dos niveis de expressdo nos pacientes, mas gerou também duvida sobre
gual metodologia é a mais indicada para uso em rotina e se 0s resultados obtidos em cada uma
sdo equivalentes (ZHANG et al., 2007).

5. Para cada procedimento ha também a necessidade de comparacdo dos niveis de
expressao génica, o que exige o uso de controles enddgenos e, para diversos protocolos, o uso
de uma curva padrdo. A construgdo de uma curva padrdo para estabelecer comparagédo e
determinar o numero de moléculas alvo na amostra é uma etapa obrigatéria, que implica a
producéo por clonagem de plasmideos contendo as sequencias alvo, dispostos em dilui¢des
seriadas de 100000 a 10 moléculas. A curva padréo serd obtida pela plotagem dos diferentes

valores de Ct obtidos para cada diluig&o.
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6. Desse modo, o nimero aproximado dos genes alvo presente na amostra dos pacientes é
obtido quando comparada a curva padrdo. A construgdo dessa curva configura um processo
analitico mais demorado e dispendioso, tendo em vista a necessidade de producdo de padrdes
com plasmideos (FORONI et al., 2009; SCHMITTGEN; LIVAK, 2008).

7. Ao final da analise por RQ-PCR, com obten¢do dos valores numéricos brutos relativos
a expressdo dos genes alvo, faz-se necessario 0 uso de uma escala numérica padronizada. No
estudo de Hughes et al (2003), que primeiro introduziu a escala logaritmica padronizada de
base 10 para avaliar os valores de BCR-ABL, 30 amostras de pacientes recém diagnosticados
e em fase crénica da LMC, que ainda ndo haviam feito uso do medicamento Inibidor de Tirosina
Cinase (TKI), tiveram os resultados da relacdo Alvo/controle comparados e a media obtida foi
estabelecida como baseline, a partir da qual seriam reconhecidos, em escala logaritmica, o
aumento ou reducdo dos transcritos.

8. Descreve-se ainda que ndo € necessario saber a baseline de cada individuo, isto é, seu
estado inicial de expressédo dos genes alvo, para calcular as variacbes de expressao génica
subsequentes, visto que isso seria feito baseado na padronizacédo descrita. Ainda hoje o calculo
da baseline é utilizado de forma semelhante, onde sdo considerados os valores medios de
expressdo ao diagnostico em cada laboratério. Essa abordagem otimiza a avaliagcdo, mas
também ndo leva em conta as caracteristicas particulares da apresentacdo da LMC em cada

individuo.

9. No tocante a universalizacdo do método, a continuidade de um paciente em um Unico
laboratdrio para o seguimento de seu tratamento oferece evidentemente vantagem, pois se
estaria sujeito sempre as mesmas condi¢cdes de andlise e de interpretacdo clinica. Contudo,
justifica-se a necessidade de consenso na interpretacdo dos resultados exatamente por englobar
opini@es clinicas comuns de diferentes especialistas, por facilitar a mobilidade do paciente caso
haja necessidade de mudanca para outro local de atendimento e por auxiliar na producédo de
dados para pesquisa (BRANFORD et al., 2008).

10. De forma geral, o atual estado da arte nos apresenta um processo cujas etapas sdo
compativeis com grandes centros de pesquisa em LMC, os quais possuem direcionados seus
investimentos para essa linha de pesquisa. Sendo assim, por limitagdes de ordem técnica, a
producéo de curva padrdo em cada reacao, o uso de amostras de sangue com volumes superiores
a 4 mL e execucdo do ensaio para amostras em duplicata ou triplicata torna o processo

insustentavel para os laboratérios de andlises clinicas (Reivindicacédo 1).
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11.  Estainvencéo tem como principal objetivo oferecer um conjunto de métodos e condutas
que possibilitem a criagdo de uma rotina diagndstica e de monitoramento da LMC em
laboratdrio de biologia molecular, eliminando etapas laboriosas e que apresentam facilidade
intrinseca de apresentar contaminacéo, como a criacdo de uma curva padrdo dentro de cada
reacdo, a qual pode ser substituida por ensaio matematico proprio, desenvolvido baseado nos
fundamentos da propria técnica. Este ensaio matematico usa como principal base o processo de
amplificacdo dentro de cada ciclo, pois 0 nimero de cdpias dos genes alvo e controle dobram e
consequentemente o sinal aumenta de forma semelhante.

12.  Arrelacdo entre os genes s0 € possivel por que para controle € usado um gene constitutivo
(ABL), o qual apresenta obrigatoriamente uma expressdo fixa para cada paciente, mas em
virtude de as amostras passarem por um processo de extracdo cuja eficiéncia pode variar, 0s
valores também podem variar de um paciente para outo. Como ambos 0s genes, controle e alvo
sdo submetidos as mesmas condi¢Oes, é segura a manutencao da relacdo de expressividade,
onde o gene controle é encarado como um limiar de normalidade e por isso permite a avaliacdo
se 0 gene alvo, causador da LMC, apresenta expressdo e se essa expressdo pressupde um
aumento de log ou sua reducdo, dados necessarios para compreensdo progndstica.

13. Essas caracteristicas permitem ao operador a execucdo da técnica sustentada por bases
matematicas e biomoleculares, sujeitas a variagbes muito menores no processo de execucao se
comparadas as metodologias atuais, bases essas que oferecem a possibilidade de obter
resultados acurados de forma equivalente ou superior aos adotados atualmente e
comercialmente disponiveis.

14.  Toda analise de expressdo exige maximo cuidado com o espécime a ser analisado. Por
se tratar de uma amostra rotineira, coletada em tubo de 4mL e com anticoagulante EDTA, esta
deve ser empregada unicamente para a analise de expressdo e enviada de imediato ao
laboratdrio para ser conservada em trizol, podendo ser armazenada a -20 ou encaminhada
diretamente para analise, preferencialmente este ultimo caso.

15. O protocolo completo compreende trés etapas criticas para a obtencdo dos resultados
brutos de expressdo do gene controle e dos alvos: a extracdo, realizada pelo método de trizol-
cloroférmio; a transcricao reversa (RT-PCR), com a obtencdo do cDNA a partir do RNA
extraido; por ultimo a reacdo em cadeia mediada pela polimerase quantitativa em tempo real
(RQ-PCR). Desta ultima etapa obtém-se os dados de expressao baseados no Ct, ciclo em que
primeiro é detectado o sinal correspondente a amplificagdo, que serdo aplicados ao modelo
matematico para sua conversdo a escala logaritmica, na qual pode-se interpretar a presenca de

variagao na expressao.
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16. O modelo matemético aqui exposto segue a base bioldgica de presenca de dois alelos
expressos, que contribuem para o nivel de expressdo, além do processo de amplificacdo que
ocorre em cada ciclo, dobrando o0 nimero de copias do produto que obtivemos no ciclo anterior
(LEMOS et al., 2005), de onde depreende-se:

2—CT (BCR-ABL)

. 106
2—CT(ABL) 10

Figura 1: férmula para célculo da expressao dos transcritos do gene BCR-ABL

17. Desse modo, a quantificacdo sera baseada na razéo entre o gene Alvo (BCR-ABL) e 0
controle enddgeno (ABL) (Reivindicacdo 3).

18.  Uma grande limitacdo observada em protocolos anteriores é auséncia de detecgao
diferenciada para os principais transcritos relacionados a LMC. Gragas ao desenho de primers
com sequéncias especificas, que complementam regides conservadas de cada transcrito, obtém-
se ndo somente a deteccdo da doenca, mas qual ou quais transcritos cursam para Seu
desenvolvimento. Este é um avanco importante para o manejo da doenca, pois diferentes
transcritos podem influenciar na evolucao da doenca e, consequentemente, na terapia escolhida
(SOUZA et al., 2013).

19.  Paradeteccdo do gene ABL temos a sequéncia TTGTGGCCAGTGGAGATAACAC como
primer direto, a sequéncia GCTTCACACCATTCCCCATTG como primer reverso e a sequéncia
CCGGAGCTTTTCACCTTT para a sonda acoplada ao agente fluorescente.

20. Para deteccdo do gene B2A2 temos a sequéncia AGCATTCCGCTGACCATCAATAA
como primer direto, a sequéncia AGGCTCAAAGTCAGATGCTACTG como primer reverso e a
sequéncia CTGAAGGGCTTCTTCC para a sonda acoplada ao agente fluorescente.

21.  Para deteccdo do gene B3A2 temos a sequéncia GTTTCTGAATGTCATCGTCCACTCA
como primer direto, a sequéncia GATGCTACTGGCCGCTGAA como primer reverso € a
sequéncia CAGAGTTCAAAAGCCC para a sonda acoplada ao agente fluorescente
(Reivindicagéo 2).

22.  Paratodos, o agente fluorescente € a Amidita de fluoresceina (FAM), para deteccao nas

plataformas de tempo real disponiveis.
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APENDICE C: Reivindicacdes

PROTOCOLO DE EXPRESSAO DO GENE BCR-ABL PARA DIAGNOSTICO E MANEJO
DA LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA

1. Protocolo de expressdo do gene BCR-ABL, caracterizado pelo conjunto de metodologias
para diminuicdo do tempo de execucdo dos testes e diminuicdo do volume de amostra
necessaria.

2. Protocolo de expressdo do gene BCR-ABL para deteccdo especifica dos principais
transcritos envolvidos na doenca, caracterizado pelo fato de utilizar primers com sequéncias
especificas para os transcritos mais prevalentes.

3. Protocolo de expressao do gene BCR-ABL que dispensa o uso de curva padrdo para cada
reacdo, caracterizado pelo fato de utilizar modelo matematico baseado nas caracteristicas
intrinsecas a técnica de PCR em tempo real para obtencdo dos resultados de expressao.



