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RESUMO

A leucemia é um dos tipos mais comuns de cancer envolvendo pacientes adultos e pediatricos
em todo o mundo, e sua distribuicdo pode estar associada a uma ampla gama de fatores como
nivel socioeconémico, fatores ocupacionais e etnia. No Estado do Ceard, ndo ha diagndstico
molecular para deteccdo dos diversos subtipos genéticos que determinam o diagnostico,
progndstico e terapia alvo-dirigida em individuos atendidos nos servigcos de saude. 1sso
aumenta os custos com internamento, e/ou tratamento clinico/cirurgico, e resulta em um pior
progndstico para estes pacientes. Ademais, o Estado do Ceara ¢ um dos Estados do Brasil com
maior indice de casos de leucemias segundo dados do Instituto Nacional do Céancer (2023).
Esses dados podem estar relacionados com a exposicao a fatores ocupacionais ou ainda com
fatores genéticos intrinsecos dessa populacdo. Nesse contexto, o trabalho tem como objetivo
caracterizar a populacdo cearense acometida por leucemias agudas através de uma avaliacdo
de dados clinicos-epidemioldgicos e de expressdo dos principais biomarcadores genéticos
relacionados a doenga descritos na literatura: BCR::ABL1 (p190+), ETV6::RUNXI,
TCF3::PBX1, SIL::TAL1, KMT2A::AFF1, CBFB::MYH11, PML::RARA, RUNX1::RUNX1T1
e FLT3-ITD. A pesquisa por esses marcadores foi realizada através das técnicas de Nested-
PCR e de RT-qPCR, visando comparar a sensibilidade de detec¢do dos dois métodos. Além
disso, tendo em vista a auséncia de estudos sobre o melhor gene de referéncia para a analise
de pacientes com leucemia aguda, foi selecionado da literatura um painel de genes
comumente utilizados como endogenos para analise da estabilidade: GAPDH, ABL, HPRT1,
RPLPO, ACTB e TBP. Ao todo, contou-se com uma amostragem de 117 pacientes que foram
estratificados de acordo com as diretrizes do European LeukemiaNet e da Organizagédo
Mundial da Saide. Os pacientes foram classificados com base no tipo de leucemia, idade,
género, procedéncia, parametros laboratoriais, risco, ocupacdo e desfecho. Para a analise
estatistica baseada nos dados clinico-epidemioldgicos dos pacientes, foi aplicado o teste de
Chi-quadrado, assumindo um nivel de significancia de 95% (p<0,05). Apo6s todas as analises,
foi possivel identificar que os participantes do estudo eram predominantemente do sexo
masculino e possuiam uma média de idade de 47,3 anos. O estudo também foi capaz de
estabelecer o melhor conjunto de enddgenos a ser utilizado nos ensaios de expressao com
amostras de pacientes com leucemias agudas: ACTB, ABL, TBP e RPLPO. Ademais, foram
detectadas as alteracfes genéticas BCR::ABL1, TCF3::PBX1, CBFB::MYH11, PML::RARA,
RUNXZ1::RUNX1T1 e FLT3-ITD através das duas técnicas de diagnostico utilizadas, porém
observou-se que a sensibilidade da RT-gPCR foi consideravelmente maior quando comparada
a Nested-PCR.

Palavras-chave: Diagnostico Molecular; Leucemias; Biomarcadores; Prognostico; Reacdo

em Cadeia da Polimerase; Sistema Unico de Salde.



ABSTRACT

Leukemia is one of the most common types of cancer involving adult and pediatric patients
worldwide, and its distribution may be associated with a wide range of factors such as
socioeconomic status, occupational factors, and ethnicity. In the State of Ceard, there is no
molecular diagnosis to detect the various genetic subtypes that determine the diagnosis,
prognosis and target-directed therapy in individuals treated in health services. This increases
the costs of hospitalization and/or clinical/surgical treatment, and results in a worse prognosis
for these patients. In addition, the State of Ceard is one of the states in Brazil with the highest
rate of leukemia cases according to data from the National Cancer Institute (2023). This data
may be related to exposure to occupational factors or even to intrinsic genetic factors of this
population. In this context, the study aims to characterize the Ceara population affected by
acute leukemias through an evaluation of clinical-epidemiological data and expression of the
main genetic biomarkers related to the disease described in the literature: BCR::ABL1
(p190+), ETV6::RUNX1, TCF3::PBX1, SIL::TAL1l, KMT2A::AFF1, CBFB::MYH11,
PML::RARA, RUNX1::RUNX1T1 and FLT3-ITD . The search for these markers was
performed using Nested-PCR and RT-gPCR techniques, in order to compare both tests
sensitivity. In addition, in view of the absence of studies on the best reference gene for the
analysis of patients with acute leukemia, a panel of genes commonly used as endogenous for
stability analysis was selected from the literature: GAPDH, ABL, HPRT1, RPLPO, ACTB and
TBP. Overall, there was a sample of 117 patients who were stratified according to the
guidelines of the European Leukemia Net and the World Health Organization. Patients were
classified based on type of leukemia, age, gender, origin, laboratory parameters, risk,
occupation, and outcome. For the statistical analysis based on patients clinical and
epidemiological data, the Chi-square test was applied, assuming a significance level of 95%
(p<0.05). After all the analyses, it was possible to identify that the study participants were
predominantly male and had a mean age of 47.3 years. The study was also able to establish
the best set of endogenous drugs to be used in expression assays with samples from patients
with acute leukemias: ACTB, ABL, TBP and RPLPO. In addition, the genetic alterations
BCR::ABL1, TCF3::P BX1, CBFB::MYH11, PML::RARA, RUNX1::RUNX1T1 and FLT3-ITD
were detected through the two diagnostic techniques used, but it was observed that the
sensitivity of RT-gPCR was considerably higher when compared to Nested-PCR.

Keywords: Molecular Diagnosis; Leukemias; Biomarkers; Prognosis; Polymerase Chain

Reaction; Unified Health System.
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1 INTRODUCAO

O estudo das bases moleculares no desenvolvimento de neoplasias forneceu
suporte para 0 conceito de que o cancer ¢ uma doenca genética causada pelo acimulo
progressivo de alteracBes moleculares. Este acimulo de alteragdes genéticas confere a célula a
propriedade de evasdo dos mecanismos de controle homeostatico, garantindo a sua propria
sobrevivéncia e proliferacdo clonal (HANAHAN;WEINBERG, 2000; HANAHAN, 2022;
HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Dentre os tipos de cancer que afetam o homem, as neoplasias hematoldgicas
apresentam consideravel incidéncia no Brasil. Estimam-se 6.250 novos casos de leucemia em
homens e 5.290 em mulheres para cada ano do triénio 2023/2025, além de ser uma das 10
principais causas de morte entre homens e mulheres com céncer, levando mais de 6.738
pessoas a Obito em 2020, reforcando a magnitude deste problema de sadde publica no pais
(INCA, 2023).

As leucemias agudas representam um conjunto de neoplasias malignas que
resultam de falhas na hematopoiese, em que se observa um comprometimento no
desenvolvimento e funcionamento normal das células sanguineas. Devido a proliferacdo e
acumulo excessivo dessas células, em adultos essa doenca se apresenta com um pior
prognostico, com uma estimativa média de vida de 5 anos em torno 23%, quando comparados
a criancas e adolescentes, cujas taxas chegam a 90% de cura (ALEXANDER et al., 2018;
WEINBERG, 2013).

Mesmo que nos ultimos anos os tratamentos de diferentes subtipos de leucemia
tenham avancado constantemente, ainda existem muitos obstaculos a serem superados. Por
exemplo, a ocorréncia de neoplasias relacionadas a terapia estd altamente associada a
exposicdo a quimioterapia convencional para leucemia primaria. Além disso, 0
desenvolvimento de resisténcia a multiplas drogas no cancer nas células pode ocorrer mesmo
apos alguns ciclos de quimioterapia e é considerado um dos principais desafios dos
tratamentos das leucemias (DU; CHEN, 2017; KANTARIJIAN, H. M.; KEATING;
FREIREICH, 2018; MCNERNEY; GODLEY; LE BEAU, 2017).

Diante deste cenario, nos ultimos anos, esforcos intensivos vém sendo dedicados
ao uso de técnicas moleculares de baixo custo e maior rapidez a fim de identificar alteragdes
genéticas que contribuam para a leucemogénese, que influenciem a resposta ao tratamento e

que possam ser aplicadas na clinica como novas ferramentas de prognostico e alvos
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terapéuticos. E neste contexto, o desenvolvimento de terapias moleculares direcionadas tem
mudado completamente a dindmica no tratamento da maioria das neoplasias, sendo
alternativas menos toéxicas e mais eficazes do que a quimioterapia convencional
(KANSAGRA; DAHIYA; LITZOW, 2018; LEE; TAN; OON, 2018; TAYLOR, K. N.;
ESKANDER, 2017).

1.1 Problema a ser pesquisado

Atualmente, a terapéutica oncoldgica tradicional, com a utilizacdo de agentes
citotoxicos, vem se mostrando pouco eficiente para o tratamento das mais diversas
malignidades, uma vez que muitas delas ndo séo especificas para as alteracbes moleculares e
particularidades genéticas que levam ao desenvolvimento maligno. Assim sendo, 0
surgimento de novas moléculas baseadas em biomarcadores moleculares para o diagndstico,
manejo e tratamento de pacientes oncoldgicos se torna imprescindivel no sentido de que
melhores prognosticos possam ser alcangados (TAYLOR, K. N.; ESKANDER, 2017).

Nesse contexto, implementar um painel de biomarcadores genéticos para o
diagnostico molecular atraves de técnicas moleculares sensiveis como a reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real (RT-gPCR), em pacientes portadores de leucemias no Estado do
Ceara pode proporcionar tratamentos direcionados e melhores prognosticos, diminuindo
assim o0s gastos em salde e melhorando a qualidade de vida e chance de cura dos pacientes

atendidos nas redes de atendimento especializado.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Validar um painel molecular para deteccéo de alteracdes genéticas, através da técnica
de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-gPCR), em pacientes adultos
portadores de leucemias agudas no estado do Ceara.

2.2 Objetivos Especificos

o Caracterizar o perfil epidemiologico e clinico-laboratorial de pacientes
portadores de leucemias agudas atendidos em centros de referéncia no Estado do Ceard;

o Correlacionar a frequéncia de casos de leucemias, nas regides estudadas, com a
exposi¢do ocupacional ou fatores genéticos de predisposicédo a doenca;

o Identificar o gene de referéncia (controle endégeno) mais adequado para o
estudo de expressdo génica e utilizagdo no diagndstico e acompanhamento de doenca residual
minima, através da técnica de PCR em tempo real (RT-gPCR);

o Comparar a sensibilidade das técnicas de Nested PCR e RT-gPCR na deteccéo
de alteracGes genéticas prognosticas e diagndsticas comuns nas leucemias agudas em estudo,
em amostras de sangue periférico e medula dssea;

o Validar o painel de marcadores genéticos, através da técnica de RT-gPCR, para

aplicacao diagnostica e de acompanhamento dos pacientes com leucemias agudas.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Leucemias Agudas

As leucemias agudas representam um conjunto de neoplasias malignas que
resultam de falhas na hematopoiese, em que se observa um comprometimento no
desenvolvimento e funcionamento normal das células sanguineas. Sua principal caracteristica
é 0 acumulo de células neoplésicas na medula éssea (MO) que ocorre devido a proliferacdo
excessiva e descontrolada (MWIRIGI; DILLON; RAJ, 2017; PEJOVIC; SCHWARTZ, 2002)

Essa neoplasia ocorre a partir de mutacGes nas células-tronco hematopoiéticas
(CTHSs) estdo localizadas na MO e sdo responsaveis por sustentar e regenerar o0 sistema
hematoldgico, através da producdo constante de células progenitoras que se multiplicam e se
diferenciam em células hematopoiéticas funcionais. Ao decorrer do tempo, o acumulo
constante de mutagdes que ocorrem nas CTHs devido ao envelhecimento celular ou a
exposicéo a alguns fatores pode estimular a transformagdo da CTH em uma célula-tronco pré-
leucémica (Pré-CTL). Quando uma pré-CTL adquire caracteristicas malignas ela se torna uma
célula-tronco leucémica (CTL) (BARRETO et al., 2022; CHOPRA; BOHLANDER, 2019;
PEJOVIC; SCHWARTZ, 2002).

No geral, as leucemias podem ser classificadas de acordo com o0s precursores
afetados: mieloides ou linfoides. O precursor mieloide € responsavel pela formacgdo de
eritrocitos, granulocitos (eosinofilos, baséfilos e neutrdfilos), mondcitos e plaquetas. O
precursor linfoide, por sua vez, forma os linfocitos B/T e células natural killers (NK) (Figura
1). Além disso, as leucemias também podem ser categorizadas em agudas e crénicas, a
depender da velocidade da evolugédo e da agressividade da doenca. Portando existem quatro
principais tipos de leucemias: Leucemia Mieloide Aguda (LMA), Leucemia Mieloide Crénica
(LMC), Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) e Leucemia Linfoide Crénica (LLC) (BURKE;
STARTZELL, 2008; DONG et al., 2020; PEJOVIC; SCHWARTZ, 2002).
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Figura 1. Esquema do processo de Hematopoiese.
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Legenda: As células-tronco hematopoiéticas da medula 6ssea se diferenciam em qualquer célula no sangue
periférico. Vérias citocinas ajudam a orientar a diferenciacéo na dire¢cdo que o corpo exigir naguele momento.
Algumas dessas citocinas, como, por exemplo, a EPO, a TPO e 0 GM-CSF, sdo usados clinicamente para
manipular a saida da medula 6ssea. Fonte: Adaptado de Seldin; Sloan (2015).

O acumulo de células neoplasicas na MO leva a uma insuficiéncia medular,
comprometendo todas as trés linhagens celulares e, consequentemente, causando anemias,
hemorragias e infecgbes. Além disso, 0s pacientes portadores de leucemias ainda podem
apresentar fadiga, palidez, perda de peso e dispneia, bem como infiltracGes leucémicas em
orgdos no baco, figado e/ou sistema nervoso central (SNC) em alguns casos (PAUL;
KANTARIJIAN; JABBOUR, 2016; POTENZA et al., 2022; TOMASZEWSKI et al., 2016;
USTWANI et al., 2016).

3.1.1 Epidemiologia
Essa neoplasia € um dos tipos mais comuns de cancer envolvendo pacientes

adultos e pediatricos em todo o mundo, e sua distribuicdo pode estar associada a uma ampla
gama de fatores como nivel socioeconémico, fatores ocupacionais e etnia. Dentre os tipos de

cancer que afetam o homem, as neoplasias hematoldgicas apresentam consideravel incidéncia
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no Brasil (INCA, 2023; JULIUSSON; HOUGH, 2016; REIS, SR et al., 2011; REIS et al.,
2016).

Mundialmente, em 2020, foram estimados 475 mil casos de leucemia, o que
equivale a 2,5% de todos os tipos de cancer. Em relacdo a mortalidade, em 2020, ocorreram
311.594 e 6.738 6bitos por leucemia no mundo e no Brasil, respectivamente (FERLAY et al.,
2021; INCA, 2020; SUNG et al., 2021).

Segundo dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA), sdo estimados 11.540
novos casos de leucemia para o Brasil, para cada ano do triénio de 2023 a 2025, o que
corresponde a um risco estimado de 5,33 por 100 mil habitantes. Esses valores correspondem
a um risco estimado de 5,90 casos novos a cada 100 mil homens e 4,78 a cada 100 mil
mulheres (INCA, 2023).

Considerando o Brasil como um todo, as leucemias ndo estéo entre os dez tipos de
cancer mais incidentes no pais. Porém, na regido Nordeste, as leucemias séo listadas como o
sexto e 0 nono tipo de cancer mais incidentes em homens e mulheres, respectivamente.
Apenas para o0 ano de 2023 foram previstos 3.300 novos casos de leucemia nessa regido, dos
quais 850 séo correspondentes ao Estado do Ceara. A capital Fortaleza apresenta as leucemias

como o oitavo tipo de cancer mais incidentes (Figura 2) (INCA, 2023).

Figura 2. Distribuicdo proporcional dos dez tipos de c&ncer mais incidentes estimados para 2023 por sexo,
exceto pele ndo melanoma.

Localizacao Primaria Casos % Localizacao Primaria Casos %

Prostata 20.650 38,1% Homens Mulheres Mama feminina 15.690 28,1%

Traqueia, bronquios e pulmoes 3.450 6.4% Colo do utero 5.280 9,5%

Estdmago 3.450 6.4% Glandula tireoide 4.060 7,3%

Colon e reto 3.100 5.7% Colon e reto 3.930 7,0%

Cavidade oral 2.350 4.3% Traqueia, bronquio e pulmao 3.120 5,6%

| Leucemias 1.770 33% | Estdmago 2.230 4,0%

Esbfago 1.630 3.0% Ovério 1.960 3.9%

Figado 1.600 29% Corpo do Gtero 1.550 2.8%
Laringe 1.450 2,7% | Leucemias 1.530 2,7% |

Sistema nervoso central 1.410 26% Sistema nervoso central 1.360 2,4%

Legenda: As leucemias estdo entre os 10 tipos de cancer mais incidentes na populacéo da regido nordeste. Fonte:
Adaptado de INCA (2023).

O estado do Ceara € o terceiro estado com o maior numero de casos de leucemias
do pais, sendo superado apenas por Sdo Paulo e Minas Gerais que preveem 2.600 e 990 novos
casos de leucemias para o ano de 2023, respectivamente. Além disso, a capital Fortaleza

também se enquadra como a terceira capital do pais com o maior nimero de casos de
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leucemias, contabilizando 250 casos. S&o Paulo e Rio de Janeiro séo as duas capitais com a

maior quantidade de casos, contabilizando 590 e 380, respectivamente (INCA, 2023).

3.1.2 Etiopatogénese
Embora a etiologia da maioria dos casos dessa doenga seja desconhecida, sabe-se

que ela pode estar associada a uma grande gama de fatores de risco, como: fatores
relacionados a idade, ao sexo, ao tabagismo, a genética, a outras neoplasias, a infec¢des e
exposicdo a fatores ambientais e a agentes quimicos (NARAYANAN; WEINBERG, 2020;
O’DONNELL et al., 2012; SHALLIS et al., 2019; TEBBI, 2021; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2019)

Algumas sindromes genéticas aumentam a predisposicdo dos pacientes portadores
a desenvolverem leucemias. Dentre elas, pode-se citar: sindrome de Down, sindrome de
Bloom, anemia de Fanconi, sindrome de Klinefelter, ataxia-telangiectasia e sindrome de
degradacdo de Nijmegen (ALTER, 1996; HASLE, 2001; KJELDSEN, 2022; PAUL;
KANTARJIAN; JABBOUR, 2016; TAYLOR, A. M. R. et al., 1996; WHITLOCK, 2006).

Estudos mostram que fatores de exposicdo ambiental e ocupacional, como a
exposicdo a agrotoxicos e a outros agentes quimicos (benzenos, formaldeidos), pode ser
considerada como uma das principais condicdes potencialmente associadas ao
desenvolvimento do cancer seja como agente iniciador, podendo originar o tumor a partir de
alteracdes no DNA de uma célula; ou como agente promotor, estimulando a célula alterada a
se dividir de forma desorganizada (INCA, 2019; MORAES et al., 2017).

No caso das leucemias, as alteracbes genéticas em CTHs podem ser
potencializadas pelo uso ocupacional de agrotoxicos, o que confere aos usuarios destes
produtos quimicos uma chance aumentada em até 58% no desenvolvimento destes tipos de
neoplasias, mesmo em baixas doses de exposicdo (Figura 3) (BARRETO et al., 2022;
HOCHANE et al., 2017).



19

Figura 3. Transformagdo de células-tronco hematopoiética em células-tronco leucémicas.
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Legenda: Vias de malignidade na hematopoiese e suas caracteristicas. O envelhecimento e a exposi¢do a agentes
ambientais perigosos levam ao acumulo de danos ao DNA e mutagdes em células precursoras hematoldgicas,
induzindo um fendétipo de células-tronco pré-leucémicas (pré-CTL). Os pré-CTLs adquirem vantagens de
proliferacdo sobre as células-tronco hematopoiéticas normais (CTHS) devido a mutagdes em genes como a DNA
metiltransferase 3 alfa (DNMT3a), mas ainda mantém sua capacidade de promover hematopoiese normal. No
entanto, outras caracteristicas malignas adquiridas ao longo dos anos podem levar essas células a um estagio
leucémico adequado. A transformacdo de pré-CTLs pode acontecer atraves de processos especificos da célula,
como modulagdo epigenética ou novas mutacdes adquiridas, ou atraves de interacdes entre essas células e seu
microambiente, através de mudangas nas vias normais de sinaliza¢&o de crescimento e sobrevivéncia ou devido a
interagdes com células estromais ou mesenquimais disfuncionais que também estdo presentes na medula 6ssea.
Apbs o inicio da malignidade, as células-tronco leucémicas (CTL) podem apresentar uma variedade de
rearranjos cariétipos, como BCR::ABL ou FLT3-ITD, que determinam suas caracteristicas malignas e tendem a
apresentar perfis de imunofenotipagem que ainda se assemelham a CTHs normais, como CD34+ 38- , além de
super-expressar uma coorte de antigenos de superficie celular que s&o altamente varidveis entre pacientes e
mesmo entre diferentes populacgdes celulares no mesmo paciente. Fonte: Adaptado de Barreto et al., (2022).

Em um estudo publicado por Moraes e colaboradores (2017), sobre a correlacéo
de casos de leucemias e fatores ocupacionais no Brasil, 0 Estado do Ceara aparece como um

dos estados com maior frequéncia de casos de leucemia associados a tais fatores ocupacionais,
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dentre eles 0 uso de agrotoxicos, somando 48% do total de todos os casos, devido ao fato de

que a producéo agricola é base econdmica fundamental de muitas familias da regido.

3.2 Leucemia Mieloide Aguda

A leucemia mieloide aguda (LMA) é um distarbio das células-tronco
hematopoiéticas causado por alteracdes genéticas em precursores de células sanguineas. Nela
ocorre uma expansao clonal de blastos mieloides (mieloblastos) no sangue periférico, medula
Gssea e/ou outros tecidos (LOWENBERG; BURNETT, 1999; NEWELL; COOK, 2021;
PELCOVITS; NIROULA, 2020; STONE; DONNELL; SEKERES, 2004).

A LMA é a segunda leucemia mais frequente em adultos e é o tipo de leucemia
aguda mais comum. Trata-se de uma doenca cuja idade média ao diagndstico é em torno de 68
anos e em que se observa um aumento de incidéncia proporcional a idade. A LMA costuma
apresentar um curso bastante agressivo e taxas de sobrevida baixas (ALIBHAI et al., 2015;
CELLAc et al., 2012; DOHNER et al., 2017; O’ DONNELL et al., 2012; ORAN; WEISDORF,
2012).

A sobrevida geral estimada na LMA em 5 anos é de 30% e difere bastante entre as
varias faixas etarias de pacientes, podendo chegar a 50% em pacientes mais jovens e a valores
menores de 10% em pacientes com mais de 60 anos (O’DONNELL et al., 2012; SHIMONY,;
STONE; STAHL, 2022).

3.2.1 Estratificacéo de risco

Uma nova diretriz do grupo European Leukemia Net (ELN) para 2022, que inclui
uma atualizacdo da classificacdo de risco de 2017, estabeleceu os novos critérios para a
estratificacdo de risco de pacientes portadores de LMA. Essa nova classificacdo integra o
conhecimento de novos achados moleculares e resultados de ensaios recentes, além de
enfatizar o risco com base na avaliacdo da resposta e na negatividade de DRM (DOHNER et
al., 2017, 2022; SHIMONY; STONE; STAHL, 2022).

O ELN, assim como a OMS, realiza a estratificacdo de risco dos pacientes com
LMA de acordo com as aberracGes citogenéticas apresentadas. As altera¢fes sdo divididas em
favoraveis, intermediarias e adversas, de acordo com sua influéncia no prognéstico dos
pacientes (Figura 4) (ALAGGIO et al., 2022; DOHNER et al., 2022).
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Figura 4. Anormalidades citogenéticas e cromossOmicas associadas a grupos de risco prognéstico na leucemia
mieloide aguda.
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Legenda: RUNX1: Fator de transcrigdo da familia RUNX 1; RUNX1T1: Co-repressor transcricional do parceiro
RUNX1; CBFB: subunidade beta do fator de ligacdo ao nicleo; MYH11: cadeia pesada da miosina 11; CEBPA:
Proteina alfa de ligacdo do potenciador CCAAT; NPM1: Nucleofosmina 1; bZIP: dominio basico do ziper de
leucina; FLT3-ITD: receptor tirosina quinase 3 relacionado & fms - duplicagdo interna em tandem; WT: Tipo
selvagem; KMT2A: lisina metiltransferase 2A; MLLT3: Subunidade do complexo de super alongamento
MLLTS3; TP53: proteina tumoral p53; ASXL1: Regulador transcricional ASXL 1; BCOR: BCL6 corepressor;
EZH2: potenciador da subunidade 2 do complexo repressivo policomb zeste 2; SF3B1: fator de splicing 3b
subunidade 1; SRSF2: fator de splicing rico em serina e arginina 2; STAG2: antigeno estromal 2; U2AF1: U2
fator auxiliar de RNA nuclear pequeno 1; ZRSR2: dedo de zinco tipo CCCH, motivo de ligacdo de RNA e rico
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em serina/arginina 2; DEK: DEK proto-oncogene; NUP214: nucleoporina 214; BCR: ativador de BCR de
RhoGEF e GTPase; ABL: ABL proto-oncogene 1; KAT6A: lisina acetiltransferase 6A; CREBBP: proteina de
ligagdo CREB; KMT2A: Histona-lisina N-metiltransferase 2A; MECOM (EVI1): sitio de integragdo de virus
ecotropicos 1 proteina homéloga. Fonte: Adaptado de Pessoa et al., (2023).

As alteragBes genéticas presentes na LMA, assim como em outras leucemias, séo
caracterizadas por fusbes génicas e mutagdes singulares em genes que alteram 0 processo
hematoldgico normal, o que piora 0 prognostico e manejo clinico dos pacientes (TALLMAN
etal., 2019).

As alteracBes citogenéticas mais frequentes nesta doenca sdo PML::RARA
[t(15;17)(q24.1; 21.2)], RUNXZL:RUNXITL [t(8;22)(q22;022.1)], CBFB::MYH11
[t(16;16)(p13.1;922)], caribtipo complexos e mutacBes em FLT3, NPM1, TP53, ASLX1, entre
varios outros genes (Tabela 1) (DOHNER et al., 2022; KANTARJIAN, H. et al., 2021).

Tabela 1. Estratificacdo de risco da LMA segundo ELN 2022,

Risco Alteracdo genética

1(8;21)(922;922.1)/RUNX1::RUNX1T1
inv (16)(p13.1922) ou t(16;16)(p13.1;q22)/ CBFB::MYH11

Mutacdo em NPM1 sem FLT3-ITD
Mutacdo em bZIP CEBPA

Favoravel

Mutacdo em NPM1 com FLT3-ITD
NPM1 selvagem com FLT3-ITD

1(9;11)(p21.3;923.3)/ MLLT3::KMT2A
Anormalidades citogenéticas ndo classificadas como favoraveis ou adversas

Intermediario

t(6;9)(p23.3;034.1)/ DEK::NUP214
t(v;11g23.3)/ rearranjo de KMT2A
1(9;22)(g34.1;q11.2)/ BCR::ABL1
t(8;16)(p11.2;p13.3)/ KAT6A::CREBBP
Adverso inv(3)(021.3926.2) ou t(3;3)(q21.3;026.2)/ GATA2, MECOM(EVI1)
t(30926.2;v)/ rearranjo de MECOM(EVI1)
del(5q); del(7), del(17p)

Cari6tipo complexo; Cariétipo monossomal
Mutagdo em TP53, ASXL1, BCOR, EZH2, RUNX1, SF3B1, SRSF2, STAG2, U2AF1 e/ou ZRSR2

Fonte: Adaptado de DOHNER et al., (2022).

3.3 Leucemia Linfoblastica Aguda
A leucemia linfoblastica aguda (LLA) € uma malignidade hematoldgica

impulsionada pela proliferagdo descontrolada e acimulo de células progenitoras linfoides
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(linfocitos B e/ou T) na medula dssea e/ou sitios extramedulares. Os subtipos LLA-B e LLA-
T apresentam incidéncia e padrdes distintos (JABBOUR, E. et al., 2015; JABBOUR, E. J.;
FADERL; KANTARIJIAN, 2005; PIZZO et al., 2014; USTWANI et al., 2016). A LLA de
células B é responsavel por aproximadamente 75% dos casos de LLA em adultos, enquanto a
LLA de células T ocorre nos 25% de casos restantes (BARDELLI et al., 2021; COCCARO et
al., 2019; SAMRA et al., 2020).

A LLA ocorre em uma distribuicdo etaria bimodal, cujo primeiro pico ocorre em
criangas entre 0-5 anos de idade e o segundo em adultos acima de 50 anos de idade. A
incidéncia dessa malignidade na populacdo pediatrica é alta, tendo em vista que a LLA
representa 80% dos casos de leucemia infantil, enquanto na populacdo adulta ela corresponde
a cerca de 15-25% dos casos de leucemias agudas (FADERL et al., 2010; GOKBUGET;
HOELZER, 2009; JABBOUR, E. et al., 2015; JASO et al., 2014; TERWILLIGER; ABDUL-
HAY, 2017).

Ao contrario da LLA pediatrica, que é curavel em > 90% dos casos, a LLA em
adultos e caracterizada por um prognostico desfavoravel, com opcdes limitadas de tratamento
e taxas de cura inferiores a 40% devido, em parte, as caracteristicas de doenca de maior risco
nessa populacdo e toxicidade significativa associada a quimioterapia (COCCARO et al., 2019;
MALARD; MOHTY, 2020; SALEH; FERNANDEZ; PASQUIER., 2022; SAMRA et al.,
2020).

Quanto a anélise citogenética, a LLA também pode ser categorizada em diferentes
subtipos, de modo que a OMS classifica a Leucemia Linfoblastica B/linfoma de acordo com
as anormalidades genéticas recorrentes e especificas, sendo elas: LLA-B/linfoma NOS (casos
que ndo podem ser classificados mesmo apds testes abrangentes), LLA-B/linfoma com alta
hiperdiploidia, LLA-B/ linfoma com hipodiploidia, LLA-B/linfoma com amplificacdo intra-
cromossomal do cromossomo 21 (iAMP21), LLA-B/linfoma com fusdo BCR::ABL1
[t(9;22)(q34;911.2)], LLA-B/linfoma com caracteristicas BCR::ABL1-like, LLA-B/linfoma
com rearranjos de KMT2A (MLL), LLA-B/linfoma com fusdo ETV6::RUNX1
[t(12;21)(p13.2;22.1)], LLA-B/linfoma com caracteristicas ETV6-RUNX1-like, LLA-
B/linfoma com fusdo TCF3::PBX1 [t(1;19)(g23;p13.3)], LLA-B/linfoma com fusdo IGH::IL3
[t(5;14)(g31.1;932.1)], LLA-B/linfoma com fusdo TCF3::HLF [t(17;19)(q22;p13)], LLA-
B/linfoma com outras anormalidades genéticas (Tabela 2) (ALAGGIO et al.,, 2022;
ALEXANDER et al., 2018; BARDELLI et al., 2021; MAN; MORRIS; KENG, 2017;
MANSUR et al., 2009; MULLIGHAN, 2012; PUI; EVANS, 2006).
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Por sua vez, a leucemia linfoblastica T/linfoma pode ser classificada em
basicamente dois tipos: LLA-T/linfoma de precursores T e LLA-T/linfoma NOS. As
anormalidades mais frequentes na LLA-T sdo a fusdo SIL::TAL1 e a expressdo ectdpica de
HOX11L2 (Tabela 2) (ALAGGIO et al., 2022; ALEXANDER et al., 2018; BARDELLI et al.,
2021; MAN; MORRIS; KENG, 2017; MANSUR et al., 2009; MULLIGHAN, 2012; PUI,
EVANS, 2006).

Tabela 2. Classificagdo das Leucemias Linfoblasticas segundo a OMS.

Leucemia Linfoblastica B/ Linfoma

LLA-B/linfoma NOS LLA-B/linfoma com fusdo ETV6::RUNX1
LLA-B/linfoma com alta hiperdiploidia LLA-B/linfoma com caracteristicas ETV6::RUNX1-like
LLA-B/linfoma com hipodiploidia LLA-B/linfoma com fusdo TCF3::PBX1
LLA-B/linfoma com iAMP21 LLA-B/linfoma com fusdo IGH::IL3
LLA-B/linfoma com fusdo BCR::ABL1 LLA-B/linfoma com fusdo TCF3::HLF
LLA-B/linfoma com caracteristicas BCR::ABL1-like LLA-B/linfoma com outras anormalidades genéticas

LLA-B/linfoma com rearranjos de KMT2A

Leucemia Linfoblastica T/ Linfoma

LLA-T/linfoma de precursores T LLA-T/linfoma NOS

Fonte: Adaptado de OMS (2022).

3.3.1 Estratificacéo de risco

A estratificacdo de risco da LLA em adultos é realizada em dois grupos: risco
padrdo e alto risco. Atualmente, as classificacdes de risco sdo baseadas em caracteristicas
clinicas (idade, contagem de leucdcitos, envolvimento de o&rgdos extramedulares),
imunofenotipo, citogenética, genética molecular e monitoramento de DRM (DEANGELO;
JABBOUR; ADVANI, 2023; FOA; CHIARETTI; GUARINI; VITALE, 2009).

O risco padréo foi definido por uma contagem de leucdcitos < 30 (x10° /L), um
fenotipo ndo-pro-B e pela auséncia do rearranjo BCR-ABL1 em LLA-B. O grupo de alto risco
é caracterizado por uma contagem leucocitaria >100 (x10%L), citogenética/genética adversa e
LLA T-precoce / madura, independentemente dos resultados da DRM (Tabela 3) (BASSAN
et al., 2018; FOA; CHIARETTI; GUARINI; VITALE, 2009).

A citogenética/genética adversa é definida pela presenca de BCR::ABL1, do
rearranjo de KTM2A/t(4;11), 11923 anormal, adicdo do cromossomo 8, delecédo do

cromossomo 7, delecdo do braco longo do cromossomo 6 (6q), presenca da translocagéo
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t(8;14) (IGH::MYC), hipodiploidia, alta hiperdiploidia ou cariétipo complexo com cinco ou
mais anomalias ndo relacionadas (BASSAN et al., 2018). Além disso, a presenca do gene de
fusdo CDX2::UBTF e/ou de rearranjos de genes como MYC, MEF2D e HLF confere um
progndstico ruim aos pacientes com LLA (ARBER et al., 2022).

Tabela 3. Estratificacdo de risco de pacientes com LLA.

e Leucdcitos < 30 (x10° /L)

Risco Padréo e Fendtipo ndo-pro-B
e Auséncia do rearranjo BCR::ABL1

e Leucdcitos >100 (x10%L)
e LLA T-precoce / madura
e Presenca de BCR::ABL1
e Rearranjo de KTM2A/t(4;11)
e Presenca 11923 anormal
e Adicdo do cromossomo 8
Alto Risco e Delecéo do cromossomo 7
e Delecédo do braco longo do cromossomo 6
e Presenca da translocacdo t(8;14) (IGH::MYC)
e Hipodiploidia
e Alta hiperdiploidia

e Presencade CDX2::UBTF
e Rearranjos de MYC, MEF2D e HLF

Fonte: Adaptado de Bassan et al., (2020), Arber et al., (2022).

3.4 Alteractes Genéticas

3.4.1 Alteracdes genéticas em Leucemia Mieloide Aguda

Na LMA, anormalidades citogenéticas recorrentes sdo marcadores diagnosticos e
prognosticos estabelecidos; podem ser alvo terapéutico, uma vez que a maioria dessas
mutacbes confere resisténcia as opcOes terapéuticas tradicionalmente utilizadas
(KANTARJIAN, H. et al., 2021; PESSOA et al., 2023). As alteracbes genéticas na LMA sdo
recorrentes e incluem amplificacdes, translocacdes, delecdes, rearranjos e mutagcdes pontuais
(DAVER et al., 2019; DOHNER et al., 2017; WALTER, M. J. et al., 2009).

A translocacdo t(8;21)(g22;922.1) resulta em uma fusdo génica entre os genes
RUNX1 e RUNXI1T1, derivando o gene hibrido RUNX1::RUNXT1. Essa aberracéo

citogenética é especialmente identificada em pacientes com LMA M2 de acordo com a
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classificagdo franco-americana-britanica (FAB) (BENNETT et al., 1976). O oncogene de
fusdo RUNX1::RUNX1T1 codifica um fator de transcricdo aberrante, que desempenha um
papel fundamental na iniciacdo e manutencdo da LMA. Além disso, esse oncogene também
atua na regulacdo do splicing alternativo de RNA em células leucémicas e estd presente em
cerca de 15% dos casos de LMA (GRINEV et al., 2021; PESSOA et al., 2023; SWART;
HEIDENREICH, 2021).

A inversdo inv(16)(p13g22) e a translocagdo t(16;16)(p13g22) resultam na
formagdo do gene quimérico CBFB::MYH11, que codifica a proteina de fusdo CBFb-
SMMHC. A mutacdo inv(16) é relatada em quase todos o0s pacientes com o subtipo M4Eo
(M4 com eosinofilia) de LMA de acordo com a FAB, que constitui cerca de 5-7% de todos 0s
pacientes com LMA. E tipicamente associada a achados morfoldgicos distintos, incluindo um
componente monocitico proeminente, eosinofilia e anormalidades envolvendo gréanulos
eosinofilicos imaturos nos estagios promielociticos e mielociticos tardios da maturacdo dos
eosindfilos. Devido a variabilidade dos pontos de quebra genémicos dentro de CBFB e
MYH11, mais de 10 variantes de transcritos de fusdo CBFB::MYH11 de tamanhos diferentes
foram relatadas. Mais de 85% das fusdes sdo do tipo A (PESSOA et al., 2023; QUESADA et
al., 2021; SCHWIND et al., 2013).

De acordo com as diretrizes do ELN, pacientes que apresentam mutacdes no FSC,
como translocacdo 8;21 (1(8;21)(g22;922.1)) e inversdo 16 (inv(16)(p13g22)) ou
t(16;16)(p13;022)), sdo classificados como de risco favoravel, juntamente com pacientes com
uma unica mutacdo em NPM1 ou CEBPA mutado in-frame bZIP (AGUILERA et al., 2015;
ALIBHAI et al., 2015; ARBER et al., 2022; BENNETT et al., 1976; FALZONE et al., 2021;
PESSOA et al., 2023).

Mutacdes no gene da tirosina quinase 3 (FLT3) representam uma das alteracdes
genéticas mais frequentemente identificadas na LMA. Duas classes principais de mutac6es
ativadoras de FLT3 foram identificadas em pacientes com LMA: duplicaces internas em
tandem (ITD) e mutacBes pontuais no dominio tirosina quinase (TKD). As muta¢fes do tipo
ITD sdo detectadas em 20%-25% dos pacientes com LMA, enquanto as mutagcbes do tipo
TKD sdo identificadas em 5%-10% dos casos dessa doenca. Em ambos os casos, essas
mutacOes sdo responsaveis por causar ativacdo constitutiva do gene FLT3, levando a ativagdo
aberrante de mdltiplas vias, como fosfatidilinositol 3-quinase PI3K/AKT, proteina quinase
ativada por mitégeno/quinase regulada por sinal extracelular (MAPK/ERK) e transdutor de
sinal e ativador de transcricdo 5 (STATS) (DAVER et al., 2019; KINDLER; LIPKA;
FISCHER, 2010; MESHINCHI et al., 2006; TSE et al., 2001).
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A presenca de mutacfes no gene FLT3-1TD esté altamente associada ao aumento
da contagem de leucdcitos, altas porcentagens de sangue periférico (SP) e blastos de medula
6ssea (MO) e LMA aparentemente com citogenética normal (65%-70%). A presenca de FLT3-
ITD estd associada com riscos aumentados de recidiva e diminuicdo de taxas de sobrevida
geral, podendo atuar como um fator progndstico em pacientes portadores de LMA.
Atualmente, a presenca dessa anormalidade citogenética confere risco intermediério aos
pacientes portadores (DOHNER et al., 2022; FROHLING et al., 2002; KINDLER; LIPKA;
FISCHER, 2010; KOTTARIDIS et al., 2001; PESSOA et al., 2023; SCHNITTGER et al.,
2002).

A leucemia promielocitica aguda (LPA) é um subtipo bioldgico e clinicamente
distinto de leucemia mieloide aguda (LMA) com patogénese molecular, manifestacGes
clinicas e tratamento Unicos. Esse subtipo é caracterizado citogeneticamente por uma
translocacédo balanceada entre os genes PML e RARA (t(15;17)(q24;921)), que resulta no gene
de fusdo PML::RARA (taxas de cura de aproximadamente 90%) (BENNETT et al., 1976;
BURNETT et al., 2015; CASTOLDI et al., 1994; CONNEELY; STEVENS, 2020; GOLOMB
et al., 1980; ILAND et al., 2012; LIQUORI et al., 2020; LO-COCO et al., 2013).

O gene de fusdo PML::RARA produz um bloqueio da diferenciacdo mieloide na
fase promielocitica. Neste caso, o PML::RARA reprime a transcricdo de Vvarios genes
implicados na diferenciacdo mieloide, como aqueles envolvidos na diferenciacdo para a
linhagem de granuldcitos. Além disso, essa alteracdo confere sobrevida e vantagem
proliferativa as células leucémicas, resultando no acimulo progressivo de promieldcitos na
medula Ossea de pacientes com LPA (GRISOLANO et al., 1997; HE et al., 1998;
KAMASHEV; VITOUX; THE, 2004; PANDOLFI et al., 1992).

3.4.2 Alteracdes genéticas em Leucemia Linfoblastica Aguda

As alteracGes citogenéticas observadas nos casos de leucemia linfoblastica aguda
sdo caracterizadas majoritariamente por translocacdes cromossdmicas que Sao responsaveis
por gerar genes de fusdo que também sdo capazes de influenciar no progndstico dos pacientes
(ALAGGIO et al., 2022).

A translocacdo entre os cromossomos 9 e 22 (1(9;22)(g34;qgll1)) é caracterizada
pela formacdo do gene de fusdo BCR::ABL1, que também comumente chamado de
cromossomo Philadelphia (Ph). Essa alteracdo € normalmente encontrada em pacientes com
leucemia mieloide crénica (LMC), mas também pode ocorrer em alguns casos de leucemia

linfoblastica aguda (LLA). A depender da localizacdo do ponto de quebra no gene BCR, a
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transcricdo resulta em mRNAs de varios comprimentos que sdo traduzidos em proteinas de
fusdo com um peso molecular de 230kDa (p230), 210 kDa (p210), que é normalmente
encontrada nos pacientes com LMC, ou 190 kDa (p190), forma comumente identificada nos
casos de LLA. A presenga da translocacdo BCR::ABL1 gera ativagéo constitutiva da atividade
de tirosina quinase (CLARK et al., 1988; ERIKSON et al., 1986; FADERL et al., 2000;
GOTZ et al., 1992; MAINO et al., 2014; MAURER et al., 1991; PRETI et al., 1994;
RECKEL et al., 2017)

A LLA Ph-positiva estd associada a mau progndstico tanto em criangas como em
adultos. Esses pacientes respondem mal a terapia e possuem taxas de curta remissao e
sobrevida. A incidéncia de leucemia Ph-positiva aumenta com a idade e explica, em parte, 0s
piores resultados terapéuticos na LLA adulta (FADERL et al., 2000; RECKEL et al., 2017;
WESTBROOK et al., 1992)

O gene de fusdo TCF3::PBX1 (1(1;19)(g23;p13)) é expresso como resultado da
translocacdo cromossomica t(1;19)(g23;p13) em quase 5% dos casos de leucemia
linfoblastica aguda. Evidéncias atuais suportam a ideia de que a atividade oncogénica do
TCF3::PBX1 é propagada pela ativacdo aberrante de genes normalmente controlados pelos
complexos PBX e HOX. Normalmente, a presenca dessa translocacdo confere aos pacientes
prognosticos melhores, com maiores taxas de sobrevida geral e duracdo de (DIAKOS et al.,
2014; FELICE et al., 2011; KAGER et al., 2007).

Na LLA, a presenca do gene de fusdo KMT2A::AFF1, derivado da translocagéo
t(4;11)(921;923), € o rearranjo mais recorrente do gene KMT2A, e funciona como ativador
transcricional. Essa alteracdo na leucemia costuma ser associada a um imunofendtipo pro-B e
é reconhecida pelos principais grupos cooperativos como um subgrupo com um desfecho
particularmente ruim e com baixas taxas de sobrevida (ESTEVE et al., 2021; MEYER et al.,
2018; PICIOCCHI et al., 2021; RICHARD-CARPENTIER et al., 2021; TAMAI et al., 2017;
THOMAS, M. et al., 2005; VORUZ et al., 2021).

A translocacdo t(12;21)(p13;922) que gera o gene de fusdo ETV6::RUNXL1 é uma
anormalidade genética presente em cerca de 25% dos casos de LLA de células B na infancia.
O gene RUNXL1 pertence a familia de fatores de transcricdo core binding factor (CBF),
enquanto o gene ETV6 estd envolvido em translocacBes cromossémicas em uma ampla
variedade de neoplasias hematologicas. Estudos sugerem que a presenca de ETV6::RUNX1
pode estar associada a um desfecho favoravel dos pacientes, com baixas taxas de recidivas
(BHOJWANI et al., 2012; BURMEISTER et al., 2010; ROMANA et al., 1995; RUBNITZ et
al., 1997; VAN DELFT et al., 2011; ZHOU et al., 2012; ZUNA et al., 1999).
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A alteragdo cromossdmica resultante da fusdo dos genes SIL::TAL1 ocorre em
16%-26% dos casos de LLA de precursores do tipo T, e € frequentemente detectada em
criancas e adolescentes. A fusdo de SIL::TAL1 resulta de uma dele¢do no gene TAL1 que se
funde com a porcéo 5’ ndo-codificante do gene SIL, levando a uma hiper expresséo aberrante
da proteina TALL. A relevancia clinica e o valor prognoéstico dessa alteracdo na LLA-T ainda
ndo foram completamente estabelecidos (CAVE et al., 2004; D’ANGIO et al., 2015;
DELABESSE et al., 1997; MANSUR et al., 2009).

3.5 Diagndstico
O diagndstico das leucemias é feito através de uma série de ferramentas

diagndsticas incluem técnicas de citomorfologia, citoquimica, imunofenotipagem,
citogenética e técnicas de genética molecular, onde todas se complementam para classificar a
doenca. Ao diagnostico, os pacientes sdo estratificados por uma série de fatores que ajudam a
determinar o progndstico e a abordagem terapéutica ideal (JABBOUR, E. et al., 2015).

3.5.1 Citomorfologia

Inicialmente, a classificacdo das leucemias agudas era feita de acordo com as
caracteristicas citomorfoldgicas das células neoplasicas, seguindo o padrdo estabelecido pelo
grupo Francés-Americano-Britanico (FAB). Essa classificacdo levava em consideracéo o tipo
de célula em que a leucemia se desenvolve, o grau de maturidade das células, bem como
critérios morfoldgicos e citoquimicos (BORNE, 1982; HASSAN et al., 1993; LOPES E
SOUZA, 2007).

A FAB estratificou a LMA em 8 subtipos (M0-M7), levando em consideracdo o
tipo de célula em que a leucemia se desenvolve, o grau de maturidade das células, bem como
criterios morfoldgicos e citoquimicos (Tabela 4) (BORNE, 1982; HASSAN et al., 1993;
LOPES E SOUZA, 2007). Ja a LLA foi subdividida em trés subtipos diferentes: L1, L2 e L3.
Os subtipos eram determinados através de critérios morfolégicos como tamanho celular,
citoplasma, presenca ou auséncia de nucléolos, basofilia e vacuolizacdo (CHIARETTI; ZINI;
BASSAN, 2014; FADERL; JEHA; KANTARJIAN, 2003; JABBOUR, E. J.; FADERL;
KANTARJIAN, 2005; RAWAT et al., 2017).
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Tabela 4. Classificacdo das leucemias agudas de linhagem mieloide segundo a FAB.

Classificacéo Nome
MO Leucemia mieloblastica aguda indiferenciada
M1 Leucemia mieloblastica aguda com maturagdo minima
M2 Leucemia mieloblastica aguda com maturagédo
M3 Leucemia promielocitica aguda
M4 Leucemia mielomonocitica aguda
M5 Leucemia monocitica aguda
M6 Leucemia eritroide aguda
M7 Leucemia megacariblastica aguda

Fonte: Adaptado de Sanz et al., (2019).

Atualmente, a classificacdo estabelecida pela FAB entrou em desuso, porém ela
foi utilizada durante muitos anos como ferramenta para o estadiamento das leucemias agudas,
mesmo que ela ndo levasse em consideracdo fatores que afetam o progndstico (INFANTE;
PIRIS; HERNANDEZ-RIVAS, 2018; MROZEK et al., 2012; WALTER, R. B. et al., 2013).

3.5.2 Imunofenotipagem

As ceélulas do tecido hematopoiético expressam antigenos de superficie,
intracitoplasmaticos e intranucleares que podem estar associados a uma linhagem celular ou
a0 estagio de maturacio das células (CAVALCANTI JUNIOR et al., 2004). A
imunofenotipagem é uma técnica que permite o reconhecimento especifico desses marcadores
através de citometria de fluxo (CMF) ou imuno-citoquimica (ZAGO; FALCAO; PASQUINI,
2004).

A CMF € uma técnica multiparamétrica que é realizada por meio de anticorpos
monoclonais especificos que reconhecem epitopos especificos de antigenos celulares (clusters
of differentiation - CDs). Esses anticorpos sdo marcados com fluorescéncia diferentes que sdo
capazes de reconhecer padrdes de intensidade de expressdo de diversos antigenos celulares
(DA SILVA et al., 2006; HOFFBRAND; MOSS; PETTIT, 2008; QUIXABEIRA; SADDI,
2008; REGO; SANTOS, 2009).
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A imunofenotipagem por meio de CMF passou a ser utilizada como procedimento
padrdo para o diagndstico e classificacdo das leucemias bem como para a deteccdo e
monitoramento de doenca residual minima (DRM). Além de avaliar a presenca de marcadores
associados ao prognostico, essa técnica é capaz de detectar marcadores que sao possiveis
alvos terapéuticos (BARDELLI et al., 2021; CHIARETTI; ZINI; BASSAN, 2014;
HAFERLACH, 2019; JABBOUR, E.; PUI; KANTARJIAN, 2018; TISO et al., 2022; ZEISIG
etal., 2021).

Essa técnica é de grande importdncia, sendo crucial para a deteccdo,
caracterizagdo e quantificagdo das células. Ademais, através dela é possivel tracar o perfil de
expressao de cada subpopulacdo presente em uma amostra, tendo em vista que é possivel
medir a intensidade de fluorescéncia que é proporcional a intensidade de expressdo de cada
marcador (CAVALCANTI JUNIOR et al., 2004; HAFERLACH; SCHMIDTS, 2020;
LORAND-METZE, 2006; TISO et al., 2022; ZEISIG et al., 2021).

Em relacdo a identificacdo de antigenos para o diagnostico de LMA, eles sdo
classificados como precursores (CD34, CD117, HLA-DR), marcadores mieloides (MPO,
CD33, CD13), marcadores de maturacdo mieloide (CD11lb, CD15, CD64, CD4, CD38,
CD11c), marcadores monociticos (CD14, CD36, CD64), marcadores megacariociticos (CD41,
CD36, CD61) e marcadores eritrocitarios (CD235, CD71, CD36), como é observado na
Tabela 5 (BASHARAT et al., 2019; HAFERLACH; SCHMIDTS, 2020; KHALIDI;
MEDEIROS; CHANG; BRYNES; SLOVACK; ARBER., 1997; THOMAS, D.; MAJETI,
2017).

Tabela 5. Marcadores imunofenotipicos expressos nos subtipos de LMA.

Tipo de LMA Marcadores imunofenotipicos
MO CD33, CD13, CD11b, MPO, CD34, CD45, CD11c,
M1 CD11c, CD13, CD45, CD33, CD2, CD19, CD20
M2 CD13, CD33, CD65, MPO, CD19, CD56, CD34, CD45, CD11c
M3 MPO, CD45, CD13, CD33, CD56, CD36, CD34-, HLA-DR
M4 MPO, CD45, CD11c, CD13, CD33, HLA-DR, CD64, CD4, CD14, CD36

M5 CD11c, CD14, CD33, CD36, HLA-DR, CD45, CD13, CD56
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M6 CD235, CD71, CD36, CD15, CD33, CD11c, CD117, CD13

M7 CDA41, CD36, CD61, CD13, CD33, CD11c, CD56, CD4

Fonte: Adaptado de KHALIDI et al., (1997); Basharat et al., (2019).

As leucemias de linhagem B foram divididas de acordo com os estagios de
diferenciacdo dos progenitores B na medula 6ssea, sendo classificadas em pré-B, comum, pré-
B e B maduro. Ja as leucemias de linhagem T também sdo subdivididas em grupos de acordo
com os marcadores de diferenciacdo expressados: LLA pré-T, T-intermediaria e T madura. Os
marcadores imunofenotipicos caracteristicos de cada tipo estdo descritos na Tabela 6
(CHIARETTI; ZINI; BASSAN, 2014; FARIAS, MARIELA GRANERO; DE CASTRO, 2004;
JABBOUR, E. J.; FADERL; KANTARIJIAN, 2005; JABBOUR, E.; PUI; KANTARJIAN,
2018; PAUL; KANTARIJIAN; JABBOUR, 2016).

Tabela 6. Marcadores imunofenotipicos expressos nos subgrupos de LLA.

Linhagem B
Classificacéo Marcadores imunofenotipicos
LLA Pro-B TdT, HLA-DR, CD34, CD19, CD22 e/ou CD79a
LLA comum CD10, CD22, CD19 e/ou CD20
LLA pré-B Cadeias citoplasmaticas p, CD19, CD20 e/ou CD10
LLA-B madura Cadeias de imunoglobulinas
Linhagem T
Classificacéo Marcadores imunofenotipicos
LLA pré-T CD7, CD2, CD5 e/ou TdT
LLA T-intermediéria CD3c, CD2 e/ou CDla
LLA-T madura CD2, CD5, CD7, CD4 e/ou CD8

Fonte: Adaptado de Chiaretti et al., (2014).

3.5.3 Citogenética classica

Citogenética € a darea da ciéncia responsavel pelo estudo da estrutura e
propriedades cromossdmicas, incluindo o comportamento cromossémico durante a divisao
celular e fatores que causam alteragdes cromossdmicas. A andlise cromossomica fornece
informacgdes essenciais sobre a constituicdo genética do genoma de uma pessoa, tendo em

vista que 0s cromossomos normais possuem morfologia e tamanho constantes. Além disso,
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anomalias cromossdmicas resultam em inumeras doengas genéticas, especialmente neoplasias
hematoldgicas (CAMPOS-GALINDO, 2020; SCHOCH; HAFERLACH, 2002).

A citogenética cléssica é baseada na técnica de cariotipo que é um dos ensaios
mais comuns e de facil acesso. O caridtipo permite a identificacdo precisa dos cromossomos e,
consequentemente, a determinacdo de anormalidades cromossémicas, como: presenca de
inversdes, delecOes, translocacbes, adigdes cromossomais, altas hiperdiploidias e/ou
hipodiploidias (KEARNEY, 2001; MROZEK; HEEREMA; BLOOMFIELD, 2004).

Esta técnica revela todas as aberragfes cromossdémicas microscopicamente
detectaveis que ocorrem simultaneamente em células leucémicas, independentemente de essas
aberracbes serem numéricas ou estruturais, equilibradas ou desequilibradas. A detecgédo e
caracterizacdo das anormalidades cromossdmicas é feita através da analise de bandas
(MROZEK; HARPER; APLAN, 2009).

O meétodo consiste, basicamente, em realizar uma cultura das células que seréo
analisadas para estimular sua proliferacdo. O ciclo celular é interrompido na fase de metéafase
para realizar a colheita dos cromossomos através de um tratamento hipoténico das células. Os
cromossomos sdo fixados em laminas e, em seguida, passam pelo processo de coloracdo ou
bandagem, que permitira sua visualizagdo no microscopio (BICKMORE, 2001; CAMPOS-
GALINDO, 2020).

A técnica de bandas G com tratamento com tripsina seguido de coloracdo de
Giemsa é 0 método mais comumente utilizado para visualizar o padrdo de bandas dos
cromossomos. Cada banda recebe uma designacdo Unica capaz de indicar sua localizacdo em
cada cromossomo humano. A nomenclatura de atribuicdo de bandas e aberracdes
cromossomicas é resumida pelo Sistema Internacional de Nomenclatura Citogenética Humana
(ISCN) (BATES, 2011; CAMPOS-GALINDO, 2020).

Com o passar dos anos, a importancia da citogenética se tornou cada vez mais
evidente, fazendo com que fosse adotado um outro tipo de classificacdo das leucemias agudas,
dessa vez, baseado na Organizacdo Mundial de Saide (OMS). A partir disso, novas diretrizes
foram estabelecidas para o diagnostico de neoplasias hematoldgicas que levam em
consideracdo andlises citomorfoldgicas, imunofenotipicas e, principalmente, citogenéticas
(ALAGGIO et al., 2022).

A presenca de algumas alteracfes citogenéticas € capaz de determinar valores

prognosticos e escolhas de condutas terapéuticas para os pacientes portadores de leucemias,
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tendo em vista que existem alteracbes que conferem resisténcia ao tratamento utilizado
convencionalmente. A estratificacdo de risco de pacientes com LMA, por exemplo, é
estabelecida de acordo com as aberracdes genéticas apresentadas pelos pacientes (DOHNER
et al., 2022; DUFFIELD; MULLIGHAN; BOROWITZ, 2023).

3.5.4 Biologia Molecular

O diagnostico dos canceres hematoldgicos representa ainda um grande desafio. Os
diversos estagios da diferenciacdo hematopoiética normal dao origem a uma série de canceres
biologicamente e clinicamente distintos (STAUDT, 2003). O diagndstico das leucemias, nos
Estados do Nordeste, e no Ceard em particular, ainda é baseado em testes morfologicos e de
imunofenotipagem, que levam apenas em consideragéo a identificacdo das células bléasticas e
de seus marcadores de membrana, podendo induzir a erros de estratificacdo dos diversos
subtipos das leucemias. Isso acarreta prejuizo no prognostico, bem como na escolha da
terapéutica molecular mais indicada, que aumenta as chances de sobrevida e qualidade de
vida dos pacientes durante o tratamento (MULLIGHAN, 2012).

Apesar da eficacia da citogenética classica em determinar progndsticos e
direcionar tratamentos, sua sensibilidade ainda € insuficiente (CAMPOS-GALINDO, 2020;
KORF; REHM, 2013). Além disso, as analises de bandas cromossémicas, através do exame
de caridtipo, fornecem a base para a caracterizacdo genetica de leucemias agudas e podem ser
combinadas com técnicas moleculares baseadas em reacdo em cadeia da polimerase (PCR) ou
hibridizacdo in situ por fluorescéncia (FISH), quando necessario. Entretanto, a analise do
cariotipo é muito demorada e, por vezes, inconclusiva, tendo em vista que o cultivo celular
das amostras nem sempre € bem-sucedido. Ademais, a pesquisa desses marcadores
moleculares determinantes de progndstico e de tomada de decisdo terapéutica ndo é feita em
todos os casos (BACHER et al., 2009; STAUDT, 2003).

Diante disso, 0 avanco das técnicas de biologia molecular como a hibridizacédo in
situ por fluorescéncia (FISH) e reacdo em cadeia da polimerase (PCR) sdo cada vez mais
empregados para ajudar a refinar diagnosticos, estabelecer os progndésticos e determinar o
tratamento mais adequado para cada paciente (BEZERRA et al., 2021; CROTTY et al., 1994;
FARIAS, MARIELA GRANERO; DE CASTRO, 2004; HUGHES; BRANFORD, 2003;
MASON; GRIFFITHS, 2012).
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A citogenética molecular, como a técnica FISH, pode ser amplamente utilizada
para identificar cromossomos, detectar e caracterizar anormalidades cromossémicas
especificas e para 0 mapeamento de genes para locais especificos nos diferentes cromossomos.
Essa metodologia tornou-se muito Util devido a sua alta sensibilidade, especificidade e rapidez
(AVET-LOISEAU, 1999; PHILLIPS; REED, 1996; VOLPI; BRIDGER, 2008).

Vérios estudos clinicos foram capazes de determinar que aberracGes
cromossOdmicas nas leucemias agudas podem ser utilizadas para classificacdo de grupos de
risco. A deteccdo dessas alteracfes pode ser realizada através de diferentes técnicas de PCR.
O trabalho de van Dongen et al., (1999) estabeleceu a Nested-PCR como metodologia padréo
ouro na deteccdo de fusbes génicas nas leucemias agudas ao diagnostico e na pesquisa de
doenca residual minima (DRM) (BIONDI; RAMBALDI, 1996; DONGEN et al., 2015;
MARTINEZ-CLIMENT, 1997).

A Nested-PCR € uma técnica que consiste em uma dupla amplificacdo de um
molde de DNA ou cDNA que utiliza o produto obtido na primeira amplificacgdo como modelo
para a segunda. Dessa forma, a sensibilidade e a especificidade da analise sdo melhoradas. A
deteccdo das alteracbes € confirmada através da realizacdo de uma eletroforese em gel de
agarose (DONGEN et al., 2015; GONZALEZ et al., 2006).

Nos ultimos anos, o painel de marcadores moleculares em neoplasias
hematoldgicas recorrentes mostrou rapida expansdo ao passo que novas técnicas moleculares
para diagnéstico avancaram. A PCR quantitativa em tempo real (RT-qPCR), em especial,
revolucionou o diagndstico e 0 acompanhamento de doenca residual minima (DRM), ja que
permite uma deteccdo altamente sensivel de células leucémicas residuais (BACHER et al.,
2009; MASON; GRIFFITHS, 2012).

Essa técnica consiste, basicamente, na amplificacdo exponencial de uma regiao
especifica de acidos nucleicos. Na RT-gPCR a amplificacdo e a deteccdo dos fragmentos de
acidos nucleicos ocorrem simultaneamente, conferindo maior rapidez e sensibilidade para o
método. Através dessa técnica é possivel analisar o perfil de expressdo génica de diversos
genes e/ou fusbes cromossémicas, por isso, ela pode ser utilizada tanto para o diagnostico
como para 0 monitoramento da doenca e deteccdo de DRM (BACHER et al., 2009;
BEZERRA et al., 2021; STAUDT, 2003; WATT; BAGG, 2010).

Além disso, a estratificacdo de risco de pacientes com leucemia deixou de levar

em consideracdo aspectos citomorfologicos e de imunofenotipagem e passou a se basear
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quase exclusivamente nas alteracBes citogenéticas presentes nas células do individuo doente.
Diante disso, as técnicas moleculares alcangaram uma posi¢do muito importante no processo
de diagndstico das leucemias, ndo apenas pela sensibilidade garantida nas deteccdes, mas
também pelo fato de que a escolha terapéutica passou a ser baseada na estratificacao de risco
(DONGEN et al., 2015; GIUDICE et al., 2022; TRAN et al., 2020).

Apesar do fato de que a Nested-PCR ainda é considerada como o método padréo
ouro de deteccdo de alteragdes citogenéticas em pacientes com leucemias, trata-se de uma
técnica muito demorada e cuja Ultima padronizacao foi realizada em 1999. Hoje em dia, com
a tecnologia da RT-gPCR disponivel e amplamente difundida no mundo todo, essa
metodologia demonstra maior sensibilidade, rapidez e eficacia na deteccdo dessas mesmas
alteracdes (DONGEN et al., 2015; BACHER et al., 2009).

Ademais, 0 advento das tecnologias de sequenciamento de proxima geracdo (NGS)
acelerou a descoberta de novas lesdes genéticas nas leucemias agudas. Essa tecnologia aplica
diferentes estratégias de enriquecimento de alvos e amplificacdo clonal de acidos nucleicos,
resultando na possibilidade de sequenciar milhdes de cadeias de DNA em paralelo
(COCCARO et al., 2019; ILYAS et al., 2015).

O conceito de NGS envolve sequenciamento de DNA, RNA ou miRNA atraveés de
varias abordagens, como sequenciamento direcionado, sequenciamento de exoma inteiro
(WES), sequenciamento de transcriptoma (MRNA-seq), sequenciamento de genoma completo
(WGS) e epigendmica (MONTANO et al., 2018; SALA TORRA et al., 2017).

Ao contrario do sequenciamento de Sanger, o0 NGS é capaz de detectar
simultaneamente sinais de milhares de canais, aumentando a eficiéncia. O NGS permitiu a
caracterizacdo de novas alteracGes geneticas nas leucemias agudas aumentando as
perspectivas para diagndsticos individualizados e terapias alvo-dirigidas (COCCARO et al.,
2019; YU, J. et al., 2020).

Entretanto, apesar de ser uma ferramenta importante na deteccdo das alteracdes
genéticas que condicionam a patogénese, 0 prognostico e a evolugdo dos pacientes de
leucemias agudas, a aplicacdo clinica da técnica do NGS apresenta grandes limitagdes. 1sso
ocorre porgue o NGS requer sistemas sofisticados de bioinformatica, processamento rapido de
dados e grandes recursos de armazenamento de dados, o que aumenta o custo da técnica
(MONTANO et al., 2018).

Atualmente, a terapéutica oncoldgica tradicional, com a utilizacdo de agentes
citotoxicos, vem se mostrando pouco eficiente para o tratamento das mais diversas

malignidades, uma vez que muitas delas ndo séo especificas para as altera¢cbes moleculares e
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particularidades genéticas que levam ao desenvolvimento maligno. Assim sendo, 0
surgimento de novas moléculas baseada em biomarcadores moleculares para o diagndstico,
manejo e tratamento de pacientes oncoldgicos se torna imprescindivel no sentido de que
melhores progndsticos possam ser alcangcados (TAYLOR, K. N.; ESKANDER, 2017).

Ademais, a resisténcia e a auséncia de resposta a quimioterapia tém sido o maior
obstaculo no tratamento de pacientes com cancer sendo este um fator que contribui para um
progndstico ruim (AGUILERA et al., 2015; YAMASAKI et al., 2011). Diversos mecanismos
ja foram identificados como contribuintes, dentre eles destacam-se: mudancas genéticas e
epigenéticas nas vias de sinalizacdo de sobrevivéncia, nas enzimas de metabolizacdo do
farmaco e nos transportadores de membrana. Portanto, é de grande importancia identificar
alvos que possam ser aplicados como biomarcadores para que novos medicamentos possam
ser desenvolvidos ou administrados com uma maior taxa de resposta e eficacia, reduzindo as
taxas de toxicidade e mortalidade observada para esses pacientes (DEBATIN; KRAMMER,
2004; DU; CHEN, 2017; KANTARJIAN, H. M.; KEATING; FREIREICH, 2018; LOWE,
2004; MCNERNEY; GODLEY; LE BEAU, 2017).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Pacientes

4.1.1 Aspectos Eticos

O Projeto foi submetido a Plataforma Brasil e obteve aprovacdo do Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal do Ceara, sob numero de registro
4.339.719 (ANEXO 1). Os participantes desse estudo foram pacientes com
suspeita/diagnostico de leucemias agudas do tipo mieloide ou linfoide atendidos nos servigos
de saude participantes, Hospital Geral de Fortaleza, Hospital Geral Cesar Cals e Hospital
Maternidade S@o Vicente de Paulo. Os pacientes ou seus responsaveis foram submetidos a
leituras e analise de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO 2), e s0

participaram da pesquisa depois de aceite do exposto e assinatura dele.

4.2 Etapas do Estudo

Ap0s assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (ANEXO 2), a
equipe de saude treinada e/ou a equipe de pesquisadores aplicou um questionario (ANEXO 3),
onde constam informacdes relacionadas a identificacdo (nome, data de nascimento, filiacdo,
naturalidade, procedéncia, ocupacdo). Em seguida, o questionario segue com perguntas
voltadas a presenca ou auséncia dos principais sinais e/ou sintomas relacionados a doenca.
Ap0s a aplicacdo do questionario, 0s pacientes passaram por uma avaliacao clinica realizada
pela equipe médica do hospital, para posterior coleta de material bioldgico: sangue e medula
6ssea (quando aplicavel).

As coletas de informacg6es de prontuario e de amostras de sangue e medula dssea
de pacientes com suspeita ou diagndstico de leucemias agudas, do tipo mieloide ou linfoide,
foram realizadas no periodo de julho de 2021 até fevereiro de 2023 no Hospital Geral de
Fortaleza (HGF), totalizando 175 pacientes. Apds a aplicacdo dos critérios de exclusdo, o
estudo contou com a participacdo de 117 pacientes, devido ao fato de que os 58 pacientes
restantes que buscaram atendimento médico por suspeita de leucemias agudas, foram
diagnosticados com outras doencas hematoldgicas, como: leucemia linfoide cronica (LLC),
mieloma maltiplo (MM), sindrome mielodisplasica (SMD) e sindrome mieloproliferativa
(SMP).
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4.2.1 Amostras para Estudo Molecular

4.2.1.1 Sangue

Todos os 117 participantes da pesquisa foram dirigidos para coleta de sangue
periférico para realizacdo de avaliacdo genética, independentemente da porcentagem de
blastos circulantes. Este material foi coletado no servico de salde em que paciente estava
realizando atendimento, por meio de puncdo venosa periférica, por pessoal capacitado. Foram
coletados 5 mL de sangue periférico para extracdo de RNA em tubo com EDTA. Todas as

amostras seguiram 0 mesmo padréo de coleta e acondicionamento.

4.2.1.2 Medula Ossea

As 84 amostras de medula 0ssea foram obtidas de pacientes que se encaixavam
nos critérios de inclusdo, atendidos em hospitais de referéncia participantes deste estudo,
submetidos a procedimentos terapéuticos e/ou diagnosticos que geravam a coleta do material,

sem ocasionar quaisquer transtornos adicionais ao paciente.

4.2.2 Critérios de incluséo, excluséo e de retirada do estudo

Atendiam aos critérios de inclusdo do estudo os pacientes que possuiam: suspeita
ou diagndstico clinico-laboratorial de Leucemias Linfoblastica Aguda ou Leucemia Mieloide
Aguda atendidos nos servicos de saude participantes, anteriormente ao inicio do tratamento.
Além disso, os pacientes deveriam ser capazes de compreender a natureza e objetivo do
estudo, e com intencdo de cooperar com o pesquisador e agir de acordo com 0s requerimentos
de todo o ensaio, 0 que vem a ser confirmado mediante a assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Por sua vez, pacientes com diagnostico clinico e laboratorial excludente dos dois
tipos de leucemias abordadas no estudo, pacientes com doengas oncohematoldgicas que nao
preencham os critérios clinicos e/ou genéticos para diagndstico de leucemias agudas e
pacientes que ndo concordaram em assinar o TCLE foram retirados do estudo pelos critérios
de excluséo.

Como critérios para retirada do sujeito da pesquisa do estudo foram considerados
a retirada de consentimento pelo paciente ou familiar por qualquer motivo e a presenca de
qualquer condicdo que impeca 0 paciente de participar do estudo pelo julgamento do

investigador.
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4.2.3 Estratificacao clinica de pacientes do estudo

A estratificacdo de risco dos pacientes portadores de LMA foi realizada com base
nas diretrizes do European Leukemia Net (ELN) publicadas em 2022. Essa estratificacdo leva
em consideracdo apenas alteracdes citogenéticas e moleculares, classificando os pacientes em
trés subgrupos: risco favoravel, risco intermediéario e risco adverso (DOHNER et al., 2022).

Os pacientes com LLA, por sua vez, foram estratificados de acordo com a
Organizacdo Mundial da Satude (OMS) e com o guideline National Comprehensive Cancer
Network (NCCN). Nessa estratificacdo sdo levados em consideracdo aspectos citogenéticos,
imunofenotipicos, moleculares e clinicos (como o nimero de leucécitos ao diagnostico),
classificando os pacientes em apenas dois subgrupos: risco padrdo e risco adverso
(ALAGGIO et al., 2022; NATIONAL COMPREHENSIVE CANCER NETWORK, 2021).

4.3 Métodos de diagnostico molecular

4.3.1 Extracdo de RNA
O RNA das amostras de sangue periférico e medula 6ssea dos pacientes foi
extraido da camada de leucocitos com kit comercial TRIzol Reagent® (Applied Biosystems)

de acordo com instrucdes do fabricante.

4.3.2 Quantificacdo de RNAs e Analise da Integridade dos RNAs

A quantificacdo foi realizada utilizando o espectrofotdmetro NanoDrop2000
(Thermo Scientific) seguindo o protocolo designado pela empresa. A avaliacdo da qualidade
do RNA total foi medida pela qualidade da amplificacdo do gene enddgeno S-actin (ACTB). A
qualidade do RNA foi determinada pelo Numero de Integridade do RNA (RIN), utilizando a
plataforma BioAnalyzer 2100 (Agilent Technologies). O RIN é uma estimativa da integridade

do RNA total das amostras.

4.3.3 Reacdo em Cadeia da Polimerase com Transcriptase Reversa (RT-PCR)

A partir de 20 uL de RNA, foi realizada uma reacdo em cadeia da polimerase com
transcriptase reversa (RT-PCR) para sintese de cDNA. A conversdo foi realizada com o
auxilio do High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystem, EUA),
segundo o protocolo do fabricante. Essa etapa foi realizada em um Veriti® Thermal Cycler
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Apoés essa etapa, as amostras foram armazenadas

em freezer a -20 °C até o uso para anélise.
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4.3.4 ldentificacdo de Biomarcadores Genéticos

Inicialmente, um painel de 9 biomarcadores genéticos, descritos na literatura
como os mais frequentes em leucemias agudas, foram utilizados para a triagem de pacientes
atendidos nos servicos de salde, através de técnicas de reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
(Tabela 7).

As amostras de sangue periférico e medula 6ssea dos pacientes foram submetidas
ao teste pareado para a validacdo de ambas as amostras bioldgicas para identificacdo dos
biomarcadores genéticos deste estudo atraveés da técnica de reacdo em cadeia da polimerase
em tempo real (RT-gPCR). Além disso, foram analisadas as expressfes dos genes enddgenos
ACTB, ABL e TBP em todas as amostras.

Tabela 7. Painel de Biomarcadores Genéticos em Leucemias Agudas.

Gene Tipo de Leucemia
BCR::ABL (p190+) Leucemia Linfoblastica Aguda
ETV6::RUNX1 Leucemia Linfoblastica Aguda
TCF3::PBX1 Leucemia Linfoblastica Aguda
SIL::TAL1 Leucemia Linfoblastica Aguda
KMT2A::AFF1 Leucemia Linfoblastica Aguda
CBFB::MYH11 Leucemia Mieloide Aguda
PML::RARA Leucemia Mieloide Aguda
RUNXZ1::RUNX1T1 Leucemia Mieloide Aguda
FLT3-ITD Leucemia Mieloide Aguda

4.3.5 Reacdo em Cadeia da Polimerase Convencional do Tipo NESTED (Nested-PCR)

A deteccdo dos genes por Nested-PCR foi realizada utilizando o aparelho Veriti®
Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) e o kit comercial Invitrogen™
Platinum™ SuperFi™ 11 PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific ®).

Os primers utilizados nessa técnica foram baseados no consenso estabelecido para
diagnostico de leucemias agudas no artigo de padronizacdo da técnica publicado por van
Dongen e colaboradores (1999). Além disso, foram utilizados os genes GAPDH e HPRT
como genes de referéncia/controle. As informagdes sobre os primers escolhidos para o estudo

estdo resumidas na Tabela 8.



Tabela 8. Sequéncia de primers da Nested-PCR.
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Primers Sequéncia 5°-3’ Primers Sequéncia 5°-3’ Primers Sequéncia 5°-3’
LLA LMA Endogenos
BCR::ABL (p190) RUNX1::RUNX1T1 GAPDH
BCR-A (F) GACTGCAGCTCCAAT | AML1-A(F) | CTACCGCAGCCATGA GAPDH (F) | ACAGTTGCCAT
GAGAAC AGAACC GTAGACC
ABL-B (R) GTTTGGGCTTCACAC | ETO-B (R) AGAGGAAGGCCCATT | GAPDH (R) | TTGAGCACAGG
CATTCC GCTGAA GTACTTTA
BCR-C (F) CAGAACTCGCAACA | AML1-C(F) | ATGACCTCAGGTTTGT
GTCCTTC CGGTCG
ABL-D (R) TTCCCCATTGTGATTA | ETO-D (R) TGAACTGGTTCTTGG
TAGCCTA AGCTCCT
TCF3::PBX1 CBFB::MYH11
E2A-A (F) CACCAGCCTCATGCA | CBFB-A(F) | GTTATCTGGAAAGGCT
CAAC GGATTG
PBX1-B (R) | TCGCAGGAGATTCAT | MYH11-B TACGAGGAGTGAGGA
CACG (R) TGGATCT
E2A-C (F) CACCCTCCCTGACCT | CBFB-C(F) | TATGGGCTGTCTGGAG
GTCT TTTGAT
PBX1-D (R) | GGCCTGCTCGTATTT MYH11-D ATGTGGAATGTCCTCT
CTCC (R) CGTCTC
KMT2A::AFF1 PML::RARA
MLL-A(F) | CCGCCTCAGCCACCT | PML-A(F) | CCGTCATAGGAAGTG
AC AGGTCTT
AF4-D (R) TGTCACTGAGCTGAA | RARA-B (R) | CCTTGTTGATGATGCA
GGTCG GTTCTT
MLL-C (F) | TGTCACTGAGCTGAA | PML-C (F) | GACCCTATTGACGTTG
GGTCG ACCTG
AF4-D (R) CGTTCCTTGCTGAGA FLT3-IDT
ATTTG
ETV6::RUNX1 FLT3-IDT GCAATTTAGGTATGAA
(F) AGCCAGC
TEL-A (F) TGCACCCTCTGATCC | FLT3-IDT CTTTCAGCATTTTGAC
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TGAAC (R) GGCAACC

AML1-B (R) | AACGCCTCGCTCATC
TTGC

TEL-C(F) | AAGCCCATCAACCTC
TCTCATC

AML1-D (R) | TGGAAGGCGGCGTG
AAGC

SIL::TAL1

SIL-A(F) TCCCGCTCCTACCCT
GCAA

TALL-B (R) | CGCGCCCAGTTCGAT
GAC

TAL-D (R) CCGCGTCCCGTCCCT
CTA

Fonte: Adaptado de van Dongen et al., (1999).

O protocolo das reaces utilizou as quantidades de reagentes descritas na Tabela 9,
totalizando uma reacdo de 12,5uL. O protocolo de amplificacdo das reagdes constituiu-se de
35 ciclos da seguinte forma: 95°C/3 min, 94°C/2 min, 65°C/1 min, 70°C/2 min e 70°C/30min.

Tabela 9. Reagentes utilizados na Nested-PCR.

Reagentes ML
Agua deionizada 4,25
2X Platinum™ SuperFi™ Il PCR Master Mix 6,25
Foward Primer 0,5
Reverse Primer 0,5
cDNA 1
12,5

Ap0s a ultima reacdo de Nested-PCR, foi realizada uma eletroforese em gel de
agarose para revelar se houve ou ndo amplificacdo da regido alvo. Utilizou-se a UltraPure™
Agarose (Invitrogen) para confeccionar um gel de 100mL com uma concentragdo de 1,5. O kit
1KB Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific®) foi adicionado juntamente com os

produtos de Nested-PCR em cada poco. A eletroforese foi realizada com 100V, 400mA e por
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60 min. Em seguida, foi realizada a visualizacdo do gel através do aparelho IBright 1500
(Thermo Fisher Scientific ®).

4.3.6 Reagdo em Cadeia da Polimerase em Tempo real (RT-gPCR)

A deteccdo da expressdo das alteracGes genéticas por PCR em tempo real
quantitativa (RT-gPCR) foi realizada utilizando o aparelno QuantStudio 5 (Applied
Biosystems®) e kit comercial TagMan® Expression Master Mix (Thermo Fisher Scientific ®).
As informacOes sobre os genes e as sondas escolhidas para o estudo estdo resumidas na
Tabela 10.

Tabela 10. Sondas utilizadas na RT-gPCR para detecc¢do de alteracGes genéticas.

Alvo Identificacdo da sonda

BCR::ABL (p190) Hs03024435_ft
TCF3::PBX1 Hs03024664_ft
KMT2A::AFF1 Hs03043614_ft
ETV6::RUNX1 Hs03043640_ft
SIL::TALL Hs03296414 ft
FLT3-ITD Hs00174690_m1
PML::RARA Hs03024794_ft
CBFB::MYH11 Hs03460064_ft
RUNX1::RUNX1T1 Hs03024752_ft
ACTB Hs01060665_g1
ABL Hs01104728_m1
TBP Hs00427620_m1

Fonte: Adaptado de Thermo Fisher.

O protocolo das reacdes utiliza as quantidades de reagentes descritas na Tabela 11,
totalizando uma reacdo de 25uL. O protocolo de amplificagdo das reagdes constituiu-se da
seguinte ciclagem: 50°C/2 min, 95°C/10 min e 50 ciclos de 95°C/15 segundos e 60°C/ 1 min.

Tabela 11. Reagentes utilizados na RT-gPCR.

Reagentes pL
Agua deionizada 3,5

Tampdo (TagMan® gene expression master Mix) 5
TagMan® Gene expression assay 0,5

cDNA 1
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10

4.3.6.1 Validacéo da Expressdao Génica por Real-Time PCR Quantitativo (RT-gPCR)

Apo6s a amplificacdo, os fragmentos foram quantificados pela analise dos dados
fluorescentes através do software versdo 1.1 no equipamento QuantStudio 5 (Applied
Biosystems ®).

Para estabelecer o grau de expressdo de cada um dos genes escolhidos para a
etapa de validacdo utilizou-se como referéncia o nivel de expressdo da B-actina, gene de
expressdo constitutiva e que se presta como referéncia de expressdo entre as diferentes
amostras.

Na analise de RT-gPCR, a quantificacdo € baseada no Cicle Threshold (CT), que é
inversamente proporcional ao logaritmo do numero de copias iniciais (TYAGI; BRATU;
KRAMER, 1998). O CT é definido como o primeiro ciclo de amplificacdo no qual a
fluorescéncia indica que os produtos de PCR se tornaram detectaveis. Para determinar a linha
de corte para a expressdao génica alterada em tecidos tumorais, o 16 valor CT sera
determinado também em tecido normal.

Estabelecidos os CT de cada amostra, o calculo do nivel de expressdo foi
realizado através do Método CT comparativo ou Método 2 - AACT, dessa forma, o nivel de
expressdo do gene de interesse foi relatado em relacdo ao do gene de referéncia para cada
amostra (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008):

Expressdo do Gene de Interesse = 2 ~2ACT
Onde ACT= (CT gene interesse) — (CTp-actina) para cada amostra em triplicata
AACT = (ACTLMC) — (ACTcontrole)

Para que o método 2 24°T seja validado, deve-se assumir que a eficiéncia de
amplificacdo do gene alvo e a eficiéncia de amplificacdo do controle interno devem ser
aproximadamente iguais (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008). Cada amostra em andlise foi
realizada em duplicata para a validacdo da técnica e dos valores de CT.

Todos os experimentos de RT-gPCR seguiram as exigéncias feitas por Minimum
Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR ExperimentsMIQE Guidelines
(BUSTIN, STEPHEN A. et al., 2009).
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4.3.6.2 Avaliacéo dos melhores genes de referéncia por RT-gPCR

A tecnologia de reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (RT-
gPCR) revolucionou o cenério de deteccdo em todas as areas da biologia molecular. Esta
técnica e considerada o método de diagndstico mais confiavel e preciso (DEINDL et al., 2002;
HUGGETT et al., 2005; LE et al., 1998; VILA et al., 2000). No entanto, inimeras falhas
podem ocorrer durante o processo de RT-gPCR, o que pode levar a interpretacOes errdneas
dos resultados e conclusdes incorretas. Por isso, a aplicagdo de um método de normalizagéo
adequado € uma necessidade absoluta para a obtencdo de resultados confidveis (FRAGA,;
MEULIA; FENSTER, 2014; JIA, 2012; VALASEK; REPA, 2005).

O uso de genes de referéncia € considerado 0 método mais eficaz para a etapa de
normalizagdo da técnica de RT-gPCR (WILHELM; PINGOUD, 2003). Genes de referéncia
podem ser usados como controle interno de reagéo para analise da expressdo génica e para
isso sdo considerados confidveis e devem atender a vérios critérios importantes. Um bom
gene de referéncia ndo é afetado por fatores experimentais e apresenta minima variabilidade
entre tecidos e estados fisiologicos do organismo. Portanto, é benéfico escolher um gene de
referéncia que apresente um ciclo de limiar semelhante em estudos dentro de diferentes genes
de interesse (BUSTIN, S. A., 2002; BUSTIN, S. A. et al., 2005; GALIVETI et al., 2010;
JACOB et al., 2013; KOZERA; RAPACZ, 2013).

A RT-gPCR foi utilizada para identificar diferentes expressdes dos principais
genes de referéncia que sdo comumente utilizados como enddgenos em estudos de expressdo
génica geral. Foram selecionados 50 pacientes ja participantes da pesquisa, dos quais 25 eram
portadores de LMA e 25 de LLA. Todas as amostras selecionadas para a realizacdo da
validacdo dos endogenos passaram por andalises de expressao dos seguintes genes: ACTB, ABL,
GAPDH, HPRT, TBP e RPLPO. As informacdes sobre os genes e sondas escolhidos para o
estudo sdo apresentadas na Tabela 12. A analise dos enddgenos seguiu 0 mesmo protocolo

descrito anteriormente.

Tabela 12. Sondas utilizadas na RT-gPCR para valida¢do dos enddgenos.

Endogeno Identificacéo da sonda
ACTB Hs01060665_g1
ABL Hs01104728_m1
GAPDH Hs02786624 gl
HPRT Hs2800695_m1
TBP Hs00427620_m1
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RPLPO Hs00420895_gH

Fonte: Adaptado de Thermo Fisher.

4.4 Anélise dos Dados

4.4.1 Analise dos Dados Clinico-Epidemiologicos

Os dados dos prontuérios foram analisados estatisticamente tomando por base as
varidveis de interesse para 0 estudo, e organizados em tabelas, quadros e gréaficos. Foi
realizada uma andlise estatistica descritiva, quando foram calculados as médias e 0s desvios
padrdo para distribuicdo normal dos dados, ou mediana. Os dados categoricos foram
analisados através de teste Exato de Fisher. Para a realizacdo de todos os procedimentos
estatisticos foi utilizado o programa GraphPad Prism 8.0 e o nivel de significancia adotado foi
de p<0,05.

4.4.2 Anélise dos Dados da Normalizac@o dos enddgenos

Em estudos de normalizacdo e validacdo de modelos enddgenos para doenca, 0
teste estatistico deve ser feito entre Ct-caso endogeno e Ct-controle enddgeno. Se houver
diferenca, o uso da droga endogena € inviavel, pois esta sendo influenciado pela condicéo.
Além disso, € necessario remover ensaios quem € enddgeno apresenta um comportamento
outlier (Ct enddgeno > 2xDP da média de Cts enddgenos). E de grande importéancia verificar
se ha correlacdo entre Ct enddgeno e Ct alvo, considerando que isso pode caracterizar viés
experimental.

A estabilidade dos genes de referéncia candidatos foi analisada de acordo com o0s
seguintes métodos estatisticos de avaliacdo: 0 método Delta Ct, a estimativa da variacdo intra
e intergrupos (NormFinder) (ANDERSEN; JENSEN; @RNTOFT, 2004) e a comparagao
pareada (GeNorm) (VANDESOMPELE et al., 2002). Além disso, uma analise mais profunda
e individual foi realizada usando o software R (“The R Project for Statistical Computing”,
[S.d.]) e ordens de classificacdo abrangentes desses genes candidatos foram disponibilizadas a
partir dos quatro métodos.

GeNorm usa um modelo baseado em comparacao par a par para selecionar de um
painel de genes de referéncia candidatos, o par de genes mostrando a menor variacdo na razdo
de expressao entre amostras. Ele calcula uma medida de estabilidade génica (M) de cada gene
com base na variacdo média par a par entre todos os genes testados. Os genes com 0s menores

valores de M sdo os que demonstram a expressdo mais estavel (VANDESOMPELE et al.,



48

2002). Este célculo baseia-se no principio de que exclui gradualmente o gene com o valor M
mais elevado. Além disso, GeNorm envolve um valor de corte de 0,15, abaixo do qual a
inclusdo de um gene de referéncia adicional ndo é necesséria.

O NormFinder usa uma abordagem baseada em modelo para estimar ndo apenas a
variacdo geral da expressdo dos genes de normalizacdo candidatos, mas também a variagédo
entre os subgrupos de amostra do conjunto de amostras. Os candidatos com as menores
variagOes intergrupos e intragrupos fornecem o menor valor de estabilidade S e, portanto, séo
classificados como mais estaveis (ANDERSEN; JENSEN; GRNTOFT, 2004). NormFinder
envolve um valor de corte de 0,15.

Para avaliar os potenciais genes enddgenos, trés andlises foram realizadas: i)
utilizando todas as amostras, ii) utilizando apenas amostras de sangue periférico (SP) e iii)
utilizando apenas amostras de medula 6ssea (MO).

O teste de Kruskal-Wallis (KKW) foi realizado para cada gene para identificar
diferencas significativas entre os grupos (controle, LMA e LLA). Adicionalmente, foi
calculada a soma das diferencas quadradas entre a média (Ct) e o desvio padrédo de cada
condicdo e a média do gene (Ct) e o desvio padrdo. Esses valores indicam a variacdo da media
e do desvio padréo entre os diferentes grupos. Valores maiores indicam maior variancia entre
0S grupos.

Para selecionar o melhor conjunto génico endogeno, um método interativo foi
aplicado: i) a média enddgena foi calculada para cada amostra; ii) amostras médias de outliers
foram removidas; iii) o teste de Kruskal-Wallis/Wilcoxon-Mann-Whitney foi aplicado a
média enddgena entre as condi¢des/grupos; iv) se houver diferencas significativas entre as
condicdes/grupos, o gene enddgeno menos estavel foi retirado da analise, as amostras
removidas foram devolvidas a analise e o processo é reiniciado na etapa i); v) se ndo houver
diferencas significativas entre 0s grupos, o conjunto de genes enddgenos de sobrevivéncia é

selecionado (Figura 5).



Figura 5. Fluxograma das etapas utilizadas para selecionar o melhor conjunto génico endégeno.

Fonte: Adaptado de Pessoa et al., 2023.
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5 RESULTADOS

5.1 Dados clinico-epidemioldgicos dos pacientes

Ao todo, foram coletadas amostras de 117 pacientes, dos quais 71 (60,7%) sdo
homens e 46 (39,3%) sdo mulheres (Figura 6). A média de idade observada foi de 47,3 anos.
Entre os pacientes atendidos, 6 possuiam menos de 20 anos, 43 possuiam entre 20-39 anos, 32
possuiam entre 40-59 anos, 34 possuiam entre 60-79 anos e apenas 2 possuiam idades acima
de 80 anos.

Figura 6. Caracteristicas clinico-epidemioldgicas dos pacientes portadores de leucemias agudas.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Ao todo, 58 pacientes (49,6%) eram residentes da capital (Fortaleza), enquanto os
outros 59 pacientes (50,4%) que buscaram atendimento no HGF eram provenientes de outros

municipios cearenses (Figura 7).
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Figura 7. Distribuigdo dos pacientes entre a capital e 0s outros municipios.
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Legenda: LLA: Leucemia Linfoblastica Aguda; LMA: Leucemia Mieloide Aguda. Fonte: Dados da pesquisa.

O Estado do Ceara é dividido em sete macrorregides: Noroeste, Norte, Regido
Metropolitana de Fortaleza, Sertdes, Jaguaribe, Centro-Sul e Sul. Esse estudo contou com a
participacdo de pacientes provenientes de todas as macrorregides exceto o Sul cearense. A

Tabela 13 demonstra a distribuicdo dos pacientes por municipios e macrorregides.

Tabela 13. Distribuigdo de pacientes por municipios e regides.

Macrorregido Municipios Numero de Pacientes

[N

Acaral
Guaraciaba do Norte
Moraujo

Séo Benedito
Sobral
Tiangua
Amontada
Canidé
Cascavel
Chorozinho
Guaramiranga
Itapipoca
Paraipaba
Pentecostes

Noroeste

Norte

Caucaia
Eusébio
Fortaleza
Horizonte

P O, P NERP R WONR[RP R PR R

Metropolitana de Fortaleza

6]
[e¢]

[ERN



Itaitinga
Maracanau
Maranguape
Pacatuba

Sertdes

Boa Viagem
CrateUs
Nova Russas
Pedra Branca
Solonopole
Taua

Jaguaribe

Aracati
Fortim

Limoeiro do Norte

Morada Nova
Pereiro
Quixeré
Russas

Tabuleiro do Norte

Centro-Sul

Iguatu

PP NN PP NDNDNDNDDNDDNDPRPRPIFP P DNNDNPFP DNDNDNDFPE PP O

Fonte: Dados da pesquisa.
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A Figura 8 permite a visualizacdo da distribuicdo dos pacientes portadores de

leucemias agudas participantes do estudo pelas diferentes macrorregides do estado.
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Figura 8. Distribuicdo dos pacientes pelas macrorregides do Ceara.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Ao longo do estudo, foram diagnosticados 77 (65,8%) pacientes com Leucemia
Mieloide Aguda (LMA) e 40 (34,2%) com Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA), dos quais
35 (87,5%) correspondiam ao tipo B e 5 (12,5%) ao tipo T. As caracteristicas clinicas e
epidemioldgicas dos pacientes portadores de leucemias agudas sdo descritas na Tabela 14. A
incidéncia ambas as leucemias predominou em pacientes do sexo masculino. A frequéncia de
casos de LMA foi maior em pacientes entre 60-79 anos, enquanto a maior quantidade de casos
de LLA ocorreu em pacientes entre 20-39 anos. Ainda néo foi possivel observar relacdo entre
a procedéncia e 0 numero de casos das doencas.

Ao diagndstico dos pacientes portadores de LMA, observou-se que 94,8%
apresentavam hemoglobina (Hb) abaixo de 10g/dL, que 59,7% apresentavam blastos
circulantes em sangue periférico e que 83,1% demonstravam um quadro de plaquetopenia.

Em relacdo aos pacientes portadores de LLA, foi possivel detectar que 85% possuiam Hb
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abaixo de 10g/dL, que 52,5% apresentavam blastos circulantes em sangue periférico e que

85% tinham plaquetopenia.

Tabela 14. Dados clinicos e epidemioldgicos dos pacientes portadores de LMA e de LLA.

LMA

LLA

N° de pacientes

Total: 77
Masculino: 45 (58,4%)
Feminino: 32 (41,6%)

Total: 40
Masculino: 26 (65%)
Feminino: 14 (35%)

Idade

18-96 anos
Média: 50,7 anos

18-90 anos
Média: 42 anos

Procedéncia

Fortaleza: 40 (57,1%)
Outros municipios: 30 (42,9%)

Fortaleza: 19 (47,5%)
Outros municipios: 21 (52,5%)

Hemoglobina (Hb)

Hb <10g/dL: 73 (94,8%)
Hb >10 g/dL: 4 (5,2%)

Hb <10g/dL: 34 (85%)
Hb >10 g/dL: 6 (15%)

Leucdcitos (WBC) WBC < 10.000/mm3: 40 (52%) WBC < 10.000/mm3: 19 (47,5%)
WBC > 10.000/mmé: 25 (32,4%) WBC > 10.000/mm3: 17 (42,5%)
3 0,
WBC > 100.000/mm?: 12 (15,6%) WBC > 100.000/mm?: 4 (10%)
Blastos em sangue | Sim: 46 (59,7%) Sim: 21 (52,5%)
periférico

Né&o: 31 (40,3%)

N&o: 19 (47,5%)

Plaquetas (PIq)

Plg < 150.000/mma: 60 (85,7%)
Plg > 150.000/mma: 10 (14,3%)

Plg < 100.000/mm3: 34 (85%)
Plg > 100.000/mm3: 6 (15%)

Blastos em medula | Média: 62,7% Média: 51,4%
< 70%:
Blastos < 70%: 10 Blastos < 70%: 28
Blastos > 70%: 32
Blastos > 70%: 25
LDH em SP LDH <400 U/L: 29 LDH <400 U/L: 8

LDH > 400 U/L: 23
LDH > 1.000 U/L: 9

Sem resultado: 16

LDH > 400 U/L: 15
LDH > 1.000 U/L: 13

Sem resultado: 4

Imunofenotipagem

CD33, CD117, CD45, CD34, CD13,
HLA-DR, MPO e CD64

LLA-B: CD19, CD10, CD38, CD45,
CD22, CD34, CD20, CD81, CD58 e
cyCD79a

LLA-T: CDla, CD2, CD3, CD5, CD7,
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CD8 e CD45.
Normal: 23 Normal: 10

Sem resultado: 22 Sem resultado: 15

Estratificacao de | Favoravel: 8 Padrdo: 17
Risco o
Intermediario: 36 Adverso: 23
Adverso: 15

Sem resultado: 18

Legenda: LMA: Leucemia Mieloide Aguda; LLA: Leucemia Linfoblastica Aguda; Hb: Hemoglobina; Whc:
Contagem de Células Brancas; Plg: Plaquetas; LDH: Lactato Desidrogenase; CD: Cluster of Differentiation;
HLA-DR: Antigeno Leucocitario Humano DR; MPO: Mieloperoxidase; SP: Sangue Periférico; U/L: Unidade
por Litro; mm3: Milimetro Clbico; N°: Namero. Fonte: Dados da pesquisa.

O procedimento operacional padrdo no diagnostico de leucemias em geral
consiste na coleta de amostras de medula ¢ssea que sdo destinadas a exames de mielograma,
imunofenotipagem e caridtipo. No exame de mielograma foi observado que os pacientes
portadores de LMA e LLA apresentavam em média 62,7% e 51,4% de blastos na medula
Ossea, respectivamente. Nas analises de imunofenotipagem inferiu-se que os fenotipos mais
incidentes na LMA eram CD33, CD117, CD45, CD34, CD13, HLA-DR, MPO e CD64,
enquanto na LLA observou-se a predominancia de CD19, CD10, CD38, CD45, CD22, CD34,
CD20, CD81, CD58 e cyCD79a no tipo B e CD1a, CD2, CD3, CD5, CD7, CD8 e CD45 no
tipo T.

Foram obtidos resultados de caridtipo de apenas 55 pacientes com LMA (71,4%)
e de 25 pacientes com LLA (62,5%). Pacientes apresentaram cariotipos sem alteragdes em
29,8% e 25 % dos casos de LMA e LLA, respectivamente. Cerca de 41,5% e 37,5% dos
resultados correspondiam a cari6tipos alterados nos grupos de LMA e LLA, respectivamente.
Essas alteracdes observadas eram caracterizadas, principalmente, pela presenca de cariétipos

complexos, translocacdes, inversdes, trissomias e monossomias (Tabela 15) (Figura 9).

Tabela 15. Alteracdes observadas no exame de cari6tipo.

Tipo de alteracéo LLA LMA

Complexo 11 8

2 alteracdes 1 6
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Translocagdo 2 14
Delecédo 1 1
Adicéo 0 1
Inversdo 0 2

Total: 15 32
p-valor: 0,0442

Legenda: LLA: Leucemia Linfoblastica Aguda; LMA: Leucemia Mieloide Aguda. Fonte: Dados da pesquisa.

Foi possivel constatar que a maior parte das alteracdes nos cariétipos analisados
eram correspondentes a caridtipos com translocacdes e a cariotipos complexos, ou seja,
cariotipos com trés ou mais alteragbes concomitantes (adicdes, delecbes, translocacoes,

inversdes) (Figura 9).

Figura 9. Alteracdes observadas no exame de caridtipo.
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Legenda: LLA: Leucemia Linfoblastica Aguda; LMA: Leucemia Mieloide Aguda. Fonte: Dados da pesquisa.

Também foi realizada a classificacdo dos cariotipos alterados dos pacientes
participantes de acordo com a classificagdo estabelecida pelo Sistema Internacional de

Nomenclatura Citogenémica Humana de 2016 (ISCN), que leva em considera¢do do nimero
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de cromossomos observados nos cariotipos analisados (Tabela 16) (MCGOWAN-JORDAN;
SIMONS; SCHIMID, 2016).

Tabela 16. Classificacdo dos carittipos de acordo com ISCN 2016.

Ndmero de cromossomos LMA LLA
Hipodiploidia 35-45 2 1
Diploidia 46 26 9
Hiperdiploidia 47-57 4 4
Hipotriploidia 58-68 0 1
Hipertriploidia 70-80 0 0

Legenda: LMA: Leucemia Mieloide Aguda; LLA: Leucemia Linfoblastica Aguda. Fonte: Dados da pesquisa.

Dos 77 pacientes portadores de LMA, 8 pacientes (10,4%) apresentavam risco
favoravel, 36 (46,7%) possuiam risco intermediario e 15 (19,5%) apresentavam risco adverso.
Né&o foi possivel realizar a estratificacdo de risco de 18 pacientes (23,4%) devido a auséncia
de resultados. Ja dos 40 pacientes com LLA, 17 pacientes (42,5%) apresentavam risco padrdo
enquanto 23 (57,5%) possuiam risco adverso.

Quanto a ocupacdo laboral dos pacientes, as seguintes foram reportadas:
agricultor(a), dona de casa, autdbnomo(a), comerciante, bombeiro, mecanico(a), motorista,
aviador(a), professor(a), seguranca, engenheiro(a), pedreiro, cozinheiro(a), presidiario(a),
policial, confeiteira, costureira, pescador, técnico(a) de informatica, técnico(a) de enfermagem,
técnico(a) de seguranca do trabalho, moveis projetados e fabrica de calgados. Ao todo, 39
pacientes portadores de LMA e 21 pacientes com LLA ndo informaram a ocupacdo no

formulario, respectivamente (Tabela 17).

Tabela 17. Ocupacdo laboral de pacientes com LLA e LMA.

Ocupacao LLA LMA Total
Agricultor(a) 2 6 8
Autdnomo(a) 0 3 3
Aviador (a) 1 0 1
Bombeiro(a) 2 0 2
Comerciante 2 6 8
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Confeiteiro(a) 0 1 1
Costureiro(a) 0 1 1
Cozinheiro(a) 1 0 1
Dona de Casa 2 5 7
Fabrica de calgados 0 1 1
Mecanico(a) 1 2 3
Motorista 1 2 3
Méveis projetados 1 0 1
N.I 21 32 53
Pedreiro 3 2 5
Pescador(a) 0 1 1
Policial 0 1 1
Presidiario(a) 1 0 1
Professor(a) 0 3 3
Seguranca 1 0 1
T 1 0 1
Téc. De Enfermagem 0 1 1
Téc. Seguranca do Trabalho 1 0 1

Legenda: N.I: Nao informado; T.I: Técnico de Informatica; LLA: Leucemia Linfoblastica Aguda; LMA:

Leucemia Mieloide Aguda. Fonte: Dados da pesquisa.

Ap0s o diagnostico, os pacientes foram tratados com protocolos de quimioterapia
padronizados e determinados pelo ministério da sadde. Até o0 momento, 27 pacientes com
LMA e 11 pacientes com LLA foram a 6bito devido a refratariedade aos tratamentos ou a
quadros de choque septicos, correspondendo a taxas de Obitos de 35% e 27,5%
respectivamente.

O teste Chi-Quadrado (Tabela 18) foi aplicado com o intuito de comparar a
provavel influéncia entre duas variaveis clinicas. Os resultados parciais foram obtidos pelas
comparacOes entre a estratificacdo de risco dos pacientes e as seguintes variaveis: idade,
género, procedéncia, contagem de leucdcitos, presenca de blastos em sangue periférico,
cariotipo, LDH, ocupacéo laboral e ébitos. O p valor estatisticamente significativo, assume o
nivel de significancia de 99% (p<0,01) e 95% (p<0,05), e demonstra a provavel influéncia na
correlacdo entre as variaveis comparadas.

Néo foi possivel constatar correlacdo significativa em grande parte das
comparagOes. Entretanto, ao comparar a estratificacdo de risco com o0s resultados de
cariotipos, foi verificada uma provavel influéncia entre essas variaveis (p<0,01). Pacientes

com o cariotipo alterado costumam apresentar riscos intermediarios ou adversos.



Tabela 18. Analise de Chi-Quadrado dos dados Clinico-Epidemioldgicos dos pacientes portadores de leucemias agudas participantes do estudo.
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LLA

LMA

Estratificacdo de Risco

Estratificacdo de Risco

Risco padrdo  Risco adverso Favoravel  Intermedidrio  Adverso  Sem resultado
p-valor 0,1827 p-valor 0,5061
<20 anos 0 3 <20 anos 1 1 1 0
ldade 20-39 7 11 20-39 3 11 6 5
40-59 7 3 40-59 4 11 3 5
60-79 3 5 60-79 0 13 5 8
>80 anos 0 1 >80 anos 0 0 0 1
p-valor 0,9733 p-valor 0,0031
Género H 11 15 H 5 21 13 3
M 6 6 M 3 15 2 12
p-valor 0,5535 p-valor 0,3509
Regido Fortaleza 9 10 Fortaleza 21 8
Outros 8 13 Outros 15 10
p-valor 0,156 p-valor 0,7097
WBC (109/mm? <10 8 11 <10 18 10
>10 9 8 >10 11
>100 0 4 >100 7
p-valor 0,9617 p-valor 0,8829
Blastos em SP Sim 10 Sim 4 21 10 11
Néo 11 Néao 4 15 5 7
p-valor <0,0001 p-valor <0,0001
Cariétipo Alterado 1 14 Alterado 8 10 14 0
Normal 10 0 Normal 0 23 0 0
Sem resultado 6 9 Sem resultado 0 3 1 13
LDH (U/L) p-valor 0,5352 p-valor 0,2995
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<400 5 4 <400 3 15 6 3
>400 7 7 >400 1 12 4 7
>1000 4 9 >1000 0 4 3 1
Sem resultado 1 3 Sem resultado 4 5 2 4
p-valor 0,2167 p-valor 0,249
Agricultor(a) 0 2 Agricultor(a) 1 2 0 3
Bombeiro(a) 0 2 Autdnomo(a) 1 1 1 0
Dona de Casa 0 2 Dona de Casa 0 1 1 3
Comerciante 1 1 Comerciante 0 2 1 3
T 1 0 Policial 1 0 0 0
Mecénico(a) 1 0 Mecénico(a) 0 0 2 0
Ocupagio Motorista 1 0 Motorista 0 1 1 0
Aviador 1 0 Pescador(a) 0 0 1 0
Seguranca 0 1 Professor(a) 0 2 0 1
Engenheiro(a) 0 1 Fabrica de calgados 0 0 0 1
Pedreiro 0 3 Téc. De Enfermagem 0 1 0 0
Cozinheiro(a) 1 0 Costureira 0 1 0 0
Téc. Seguranca do Trabalho 0 1 Confeiteira 0 0 0 1
Presidiario 0 1 Pedreiro 0 1 1 0
N.I 10 10 N.I 5 22 7 6
p-valor 0,117 p-valor 0,4208
Obito Sim 2 8 Sim 2 12 8 5
Néo 14 15 Néao 6 24 7 12

Células Brancas;

SP: Sangue Periférico;

LDH: Lactato Desidrogenase;

T.I: técnico de informatica;

N.I:

nao

informado.

Fonte:

Legenda: LLA: Leucemia Linfobléastica Aguda; LMA: Leucemia Mieloide Aguda; p-valor: Probabilidade de Significancia; H: Homens; M: Mulheres; WBC: Contagem de

Dados da pesquisa.
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5.2 Investigacao do painel de enddgenos

A classificagdo dos genes de acordo com o GeNorm indica que a TBP € o
gene com a expressdo mais estavel para pacientes adultos com LLA (0,098) e LMA
(0,073), e HPRT é 0 gene com a expressao mais estavel tanto para pacientes pediatricos
com LLA (0,059) quanto para amostras normais (0,040) (Tabela 19).

O NormFinder identificou um resultado diferente do GeNorm,
provavelmente porque foi possivel identificar os diferentes grupos amostrais durante a
andlise. O gene ACTB foi o mais estavel (0,47), seguido pelo gene RPLPO (0,52). O
candidato a gene de referéncia menos estdvel foi o GAPDH (1,78) (Tabela 19).



Tabela 19. Ranking de valores de estabilidade dos enddgenos.

Ranking NormFinder
Gene Valor de Estabilidade (p)
Geral*
1 ACTB 0.47
2 RPLPO 0.52
3 HPRT 0.72
4 ABL 0.86
5 TBP 0.91
6 GAPDH 1.78
GeNorm
Gene Valor de Estabilidade (M)
LLA
1 TBP 0.098
2 HPRT 0.100
3 ACTB 0.104
4 ABL 0.113
5 RPLPO 0.121
6 GAPDH 0.128
LMA
1 TBP 0.073
2 ACTB 0.083
3 ABL 0.087
4 GAPDH 0.090
5 RPLPO 0.091
6 HPRT 0.098
Controle
1 HPRT 0.040
2 RPLPO 0.044
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3 TBP 0.044
4 ABL 0.045
5 ACTB 0.052
6 GAPDH 0.067

*Q programa normalizador NormFinder permitiu uma Unica analise de todas as amostras do estudo subdivididas
por grupos (LMA, LLA e Controle), identificando os genes de referéncia com melhor desempenho global. O
programa GeNorm néo permitiu a identificacdo dos diferentes grupos em suas analises, portanto, cada grupo foi
analisado separadamente. Fonte: Dados da pesquisa.

O software R permitiu uma anélise aprofundada, considerando que essa
ferramenta € capaz de realizar analises intergrupos e intragrupos, garantindo uma avaliacdo
mais adequada do enddgeno. Foi possivel observar que o gene ACTB apresentou um
desempenho muito bom, com baixos valores de média e desvio padrdo (1,52 e 1,69,
respectivamente), bem como pouca diferenca no desvio padréo entre 0s grupos.

Os niveis de expressdo de muitos desses genes flutuam dramaticamente dentro e
entre 0s conjuntos de dados e a origem da amostra (sangue periférico ou medula 0ssea)

revelou que ela pode ter uma influéncia na expressao dos genes de referéncia (Figura 10).
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Figura 10. Média de expressdo dos diferentes candidatos a endégenos para leucemia aguda.

ABL ACTB GAPDH
35-
30-
. group
25- O
: B3 A
Y B amL
20-
O
c
T HPRT RPLPO TBP
=

BM PB BM PB BM PB
origin

Legenda: All samples: Todas as amostras; Mean Ct: Média do limite de ciclo; ALL: leucemia linfoblastica
aguda; AML.: leucemia mieloide aguda; Control: controle; Group: grupo; Origin: origem; BM: medula éssea; PB:
sangue periférico. O software R permitiu uma analise aprofundada, considerando que essa ferramenta é capaz de
realizar andlises intergrupos e intragrupos, garantindo uma avaliacdo mais adequada do enddgeno. Os niveis de
expressdo de muitos desses genes também flutuam dramaticamente dentro da origem da amostra, revelando que
isso pode ter influéncia na expressao dos genes de referéncia. Fonte: Dados da pesquisa.

A analise realizada neste estudo mostrou que os genes GAPDH e HPRT néo
puderam ser classificados como bons genes de referéncia, uma vez que apresentaram alto
desvio padrdo e grande variabilidade entre os grupos, indicando baixa estabilidade. A partir
desses resultados, pode-se considerar que 0 GAPDH e HPRT ndo se comportam como um
bom enddgeno para a analise da expressdo de amostras de leucemia aguda, portanto, ndo
devem ser utilizados.

Além disso, foi possivel identificar que o conjunto endégeno composto por ACTB,
ABL, TBP e RPLPO apresentou bons desempenhos e expressdes estaveis entre 0S grupos
analisados. Este conjunto enddgeno € indicado para a analise da expressdao de amostras de

leucemia aguda.
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5.3 Validagéo de primers e sondas

Para a validagdo dos primers utilizados na Nested-PCR e na RT-qPCR foi
realizado o processo de Blast das sequéncias. Utilizou-se o programa Primer-BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) que consiste em buscar e comparar sequéncias bioldgicas
contra um banco de dados (GenBank), indicando as sequéncias mais similares referentes a
sequéncia pesquisada (YE et al., 2012).

A similaridade das sequéncias listadas na Tabela 20 prova que a técnica de PCR
em tempo real com utilizacdo de sondas TagMan é uma boa alternativa de metodologia para a
realizacdo do diagndstico molecular nas leucemias agudas de forma confiavel, sensivel e

rapida.

Tabela 20. Blast de primers e sondas

Primers Nested-PCR Sondas RT-gPCR
BCR-A (F): GACTGCAGCTCCAATGAGAAC Hs03024844 ft
ABL-B (R): GTTTGGGCTTCACACCATTCC GCGGCCAGTAGCATCTG

BCR-C (F): CAGAACTCGCAACAGTCCTTC
ABL-D (R): TTCCCCATTGTGATTATAGCCTA
BCR-E3' (F): TGACTGGCGTGATGTAGTTGCTT

TCF3-A (F): CACCAGCCTCATGCACAAC Hs03024664_ft

PBX1-B (R): TCGCAGGAGATTCATCACG CTGTCTCGGCCTCCCGA
TCF3-C (F): CACCCTCCCTGACCTGTCT
PBX1-D (R): GGCCTGCTCGTATTTCTCC
PBX1-E3' (R): TGAACTTGCGGTGGATGAT

KMT2A-A (F): CCGCCTCAGCCACCTAC Hs03043614._ft

AFF1-B (R): TGTCACTGAGCTGAAGGTCG TCATGGCCGCCTCCTTT
KMT2A-C (F): AGGACCGCCAAGAAAAGA
AFF1-D (R): CAAATTCTCAGCAAGGAACG
KMT2A-E5' (F): AAGCCCGTCGAGGAAAAG

ETV6-A (F): TGCACCCTCTGATCCTGAAC Hs03043640_ft

RUNX1-B (R): AACGCCTCGCTCATCTTGC GCCGCCGCTTCACGCC
ETV6-C (F): AAGCCCATCAACCTCTCTCATC
RUNX1-D (R): TGGAAGGCGGCGTGAAGC
ETV6-E5' (F): CGCACCAGGAGAACAACCAC

SIL-A (F): TCCCGCTCCTACCCTGCAA Hs03296414_ft
TAL1-B (R): GTCATCGAACTGGGCGCG
TAL1-D (R): TAGAGGGACGGGACGCGG
TAL1-E3' (R): GACTTAAAGGGCCGCGACG
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FLT3-ITD (F): GCAATTTAGGTATGAAAGCCAGC Hs00174690_m1
FLT3-ITD (R): GGTTGCCGTCAAAATGCTGAAAG | GAAGCGATGTATCAGAA

RUNX1 (F):GCTGGCAATGATGAAAACTACTC Hs03024752_ft
RUNXI1T1 (R): ACCAGTTCATTTACACCGACAAC | AGAGCCATCAAAATCAC

CBFB-A (F): GTTATCTGGAAAGGCTGGATTG Hs03460064._ft
MYH11-A (R): AGATCCATCCTCACTCCTCGTA
MYH11-D (R): GAGACGAGAGGACATTCCACAT
CBFB-E (F): TATGGGCTGTCTGGAGTTTGAT
MYH11-E (R): AAGAACGACAACTCCTCACGAT

PML-A (F): CCGTCATAGGAAGTGAGGTCTT Hs03024794_ft

RARA_B (R): AAGAACTGCATCATCAACAAGG AGGACCTCAGCTCTTGC
PML-C (F): CAGGTCAACGTCAATAGGGTC
PML-E (F): AGCTCTTGCATCACCCAGGGGA
RARA-E (R): ACTATGGGGTCAGCGCCTGTGAG

A Tabela 21 demonstra a andlise realizada in silico do anelamento dos primers e

sondas utilizados no estudo, permitindo a validagcdo de ambos.

Tabela 21. Andlise in silico do anelamento de primers e sondas

Anadlise in silico

BCR::ABL1

GTACCAGCCCTACCAGAGCATCTACGTCGGGGGCATGATGGAAGGGGAGGGCAAGGGCCCGCTCCTGCGCAGCCAGAG
CACCTCTGAGCAGGAGAAGCGCCTTACCTGGCCCCGCAGGTCCTACTCCCCCCGGAGTTTTGAGGATTGCGGAGGCGGC
TATACCCCGEACTCCACETCOARTEAGAREC TCACCTCCAGCGAGGAGGACTTCTCCTCTGGCCAGTCCAGCCGCGTGTC
CCCAAGCCCCACCACCTACCGCATGTTCCGGGACAAAAGCCGCTCTCCCTCGEAGARCTCECAACAGTECCTTCGACAGC
AGCAGTCCCCCCACGCCGCAGTGCCATAAGCGGCACCGGCACTGCCCGGTTGTCGTGTCCGAGGCCACCATCGTGGGCG
TCCGCAAGACCGGGCAGATCTGGCCCAACGATGGCGAGGGCGCCTTCCATGGAGACGCAGAAGCCCTTCAGCGGCCAGT
AGCATCTGACTTTGAGCCTCAGGGTCTGAGTGAAGCCGCTCGTTGGAACTCCAAGGAAAACCTTCTCGCTGGACCCAGT
GAAAATGACCCCAACCTTTTCGTTGCACTGTATGATTTTGTGGCCAGTGGAGATAACACTCTAAGCATAACTAAAGGTGA
AAAGCTCCGGGTCTTAGGCTATAATCACAATCCEEARTCEICTCAAGEEEARAGCAAAAATGGCCAAGGCTGGGTCCCA
AGCAACTAACTCACGCCAGTCAACAGTCTGGAGAAACACTCCTGGTACCATGGGCCTGTGTCCCGCAATGCCGCTGAGT
ATCTGCTGAGCAGCGGGATCAATGGCAGCTTCTTGGTGCGTGAGAGTGAGAGCAGTCCTGGCCAGAGGTCCATCTCGCT
GAGATACGAAGGGAGGGTGTACCATTACAGGATCAACACTGCTTCTGATGGCAAGCTCTACGTCTCCTCCGAGAGCCGC
TTCAACACCCTGGCCGAGTTGGTTCATCATCATTCAACGGTGGCCGACGGGCTCATCACCACGCTCCATTATCCAGCCCC
AAAGCGCAACAAGCCCACTGTCTATGGTGTGTCCCCCAACTACGACAAGT

TCF3::PBX1

GGCTACCAGCTGCATGGAGCAGAGGTGAACGGAGGGCTCCCATCTGCATCCTCCTTCTCCTCAGCCCCCGGAGCCACGT
ACGGCGTCTCCAGCCACACGCCGCCTGTCAGCGGGGCCGACAGCCTCCTGGGCTCCCGAGGGACCACAGCTGGCAGCTC
CGGGGATGCCCTCGGCAAAGCACTGGCCTCGATCTACTCCCCGGATCACTCAAGCAATAACTTCTCGTCCAGCCCTTCTA
CCCCCGTGGGCTCCCCCCAGGGCCTGGCAGGAACGTCACAGTGGCCTCGAGCAGGAGCCCCCGGTGCCTTATCGCCCAG
CTACGACGGGGGTCTCCACGGCCTGCAGAGTAAGATAGAAGACCACCTGGACGAGGCCATCCACGTGCTCCGCAGCCAC
GCCGTGGGCACAGCCGGCGACATGCACACGCTGCTGCCTGGCCACGGGGCGCTGGCCTCAGGTTTCACCGGCCCCATGT
CACTGGGCGGGCGGCACGCAGGCCTGGTTGGAGGCAGCCACCCCGAGGACGGCCTCGCAGGCAG
BEAARBCACGCGGCCCTCCCCAGCCAGCCAGGEACCCTCCCTEGACCTGTCTCGGCCTCCCGACTCCTACAGTGTTTTGAGT
ATCCGAGGAGCCCAGGAGGAGGAACCCACAGACCCCCAGCTGATGCGGCTGGACAACATGCTGTTAGCGGAAGGCGTG
GCGGGGCCTGAGAAGGGCGGAGGGTCGGCGGCAGCGGCGGCAGCGGCGGCGGCTTCTGGAGGGGCAGGTTCAGACAAC
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TCAGTGGAGCATTCAGATTACAGAGCCAAACTCTCACAGATCAGACAAATCTACCATACGGAGCTGGAGAAATACGAGC
AGGCCTGCAACGAGTTCACCACCC GAGCAAAGCCGGACCAGGCCCATCTCCCCAAAGGA
GATTGAGCGGATGGTCAGCATCATCCACCGCAAGTTCAGCTCCATCCAGATGCAGCTCAAGCAGAGCACGTGCGAGGCG
GTGATGATCCTGCGTTCCCGATTT
CTGGATGCGCGGCGGAAGAGACGGAATTTCAACAAGCAAGCGACAGAAATCCTGAATGAATATTTCTATTCCCATCTCA
GCAACCCTTACCCCAGTGAGGAAGCCAAAGAGGAGTTAGCCAAGAAGTGTGGCATCACAGTCTCCCAGGTATCAAACTG
GTTTGGAAATAAGCGAATCCGGTACAAGAAGAACATAGGTAAATTTCAAGAGGAAGCCAATATTTATGCTGCCAAAACA
GCTGTCACTGCTACCAATGTGTCAGCCCATGGAAGCCAAGCTAACTCGCCCTCAACTCCCAACTCGGCTGGTTCTTCCAG
TTCTTTTAACATGTCAAACTCTGGAGATTTGTTCATGAGCGTGCAGTCACTCAATGGGGATTCTTACCAAGGGGCCCAGG
TTGGAGCCAACGTGCAATCACAGGTGGATACCCTTCGCCATGTTATCAGCCAGACAGGAGGATACAGTGATGGACTCGC
AGCCAGTCAGATGTACAGTCCGCAGGGCATCAGTGCTAATGGAGGTTGGCAGGATGCTACTACCCCTTCATCAGTGACC
TCCCCTACAGAAGGCCCTGGCAGTGTTCACTCTGATACCTCCAACTGATCTCCCAGCAATCGCATCCCGGCTGACCCTGT
GCCCCAGTTGGGGCAGGGGCAGGAGGGAGGGTTTCTCTCCCAACGCTGAAGCGGTCAGACTGGAGGTCGAAGCAATCA
GCAAACACAATAAGAGTCTCCTTCTCTTCTCTTCTTTGGGATGCTATTTCAGCCAATCTGGACACTTCTTTATACTCTCTTC
CCTTTTTTTTCTGGGTAGAAGCCACCCTTCCCTGCCTCCAGCTGTCAGCCTGGTTTTCGTCATCTTCCCTGCCCCTGTGCCT
CTGTCCTAGACTCCCGGGGTCCCCGCCCTCTCTCATATCACTGAAGGATATTTTCAACAATTGAAGGAATTTAAAGAGCA
AAAAAATTACAAAGAAAATAATAAAAGTGTTTGTACGTTTTC

KMT2A::AFF1

GCAAACAGAAAAAAGTGGCTCCCCGCCCAAGTATCCCTGTAAAACAAAAACCAAAAGAAAAGGAAATGACCCATICAT
GGCCGCCTCCTTTGACAGCAATACATACGCCTAGTACAGCTGAGCCATCCAAGTTTCCTTTCCCTACAAAGGACTCTCAG
CATGTCAGTTCTGTAACCCAAAACCAAAAACAATATGATACATCTTCAAAAACTCACTCARATTCTCACGCAACCAACET
CATCCATGCTCGAAGABCACETIICACETOAGIGABAGTGAGGACAGTGACAGTGAACAAACCCCAGAGAAGCCTCCCTC
CTCATCTGCACCTCCAAGTGCTCCACAGTCCCTTCCAGAACCAGTGGCATCAGCACATTCCAGCAGTGCAGAGTCAGAA
AGCACCAGTGACTCAGACAGTTCCTCAGACTCAGAGAGCGAGAGCAGTTCAAGTG

ETV6::RUNX1

CTGCATAGGGAAGGGAAGCCCATCAACCTCTCTCATCGGGAAGACCTGGCTTACATGAACCACATCATGGTCTCTGTCTC
CCCGCCTGAAGAGCACGCCATGCCCATTGGGAGAATAGCAGGAAAAAGAATGGGAGGAGTCAGCAAAGACCAAGAAT
GCATACTTGGAATGAATCCTTCTAGAGACGTCCACGATGCCAGCACGAGCCGCCGCTICACGCCGCCTTCCACCGCGCTG
AGCCCAGGCAAGATGAGCGAGGCGTTA

SIL::TAL1
*

FLT3-ITD

GCGCCGCTCCAGGCGGCATCGCAGGGCTGGGCCGGCGCGGCCTGGGGACCCCGGGCTCCGGAGGCCATGCCGGCGTTG
GCGCGCGACGGCGGCCAGCTGCCGCTGCTCGTTGTTTTTTCTGCAATGATATTTGGGACTATTACAAATCAAGATCTGCC
TGTGATCAAGTGTGTTTTAATCAATCATAAGAACAATGATTCATCAGTGGGGAAGTCATCATCATATCCCATGGTATCAG
AATCCCCGGAAGACCTCGGGTGTGCGTTGAGACCCCAGAGCTCAGGGACAGTGTACGAAGCTGCCGCTGTGGAAGTGGA
TGTATCTGCTTCCATCACACTGCAAGTGCTGGTCGACGCCCCAGGGAACATTTCCTGTCTCTGGGTCTTTAAGCACAGCT
CCCTGAATTGCCAGCCACATTTTGATTTACAAAACAGAGGAGTTGTTTCCATGGTCATTTTGAAAATGACAGAAACCCAA
GCTGGAGAATACCTACTTTTTATTCAGAGTGAAGCTACCAATTACACAATATTGTTTACAGTGAGTATAAGAAATACCCT
GCTTTACACATTAAGAAGACCTTACTTTAGAAAAATGGAAAACCAGGACGCCCTGGTCTGCATATCTGAGAGCGTTCCA
GAGCCGATCGTGGAATGGGTGCTTTGCGATTCACAGGGGGAAAGCTGTAAAGAAGAAAGTCCAGCTGTTGTTAAAAAG
GAGGAAAAAGTGCTTCATGAATTATTTGGGACGGACATAAGGTGCTGTGCCAGAAATGAACTGGGCAGGGAATGCACC
AGGCTGTTCACAATAGATCTAAATCAAACTCCTCAGACCACATTGCCACAATTATTTCTTAAAGTAGGGGAACCCTTATG
GATAAGGTGCAAAGCTGTTCATGTGAACCATGGATTCGGGCTCACCTGGGAATTAGAAAACAAAGCACTCGAGGAGGG
CAACTACTTTGAGATGAGTACCTATTCAACAAACAGAACTATGATACGGATTCTGTTTGCTTTTGTATCATCAGTGGCAA
GAAACGACACCGGATACTACACTTGTTCCTCTTCAAAGCATCCCAGTCAATCAGCTTTGGTTACCATCGTAGAAAAGGGA
TTTATAAATGCTACCAATTCAAGTGAAGATTATGAAATTGACCAATATGAAGAGTTTTGTTTTTCTGTCAGGTTTAAAGC
CTACCCACAAATCAGATGTACGTGGACCTTCTCTCGAAAATCATTTCCTTGTGAGCAAAAGGGTCTTGATAACGGATACA
GCATATCCAAGTTTTGCAATCATAAGCACCAGCCAGGAGAATATATATTCCATGCAGAAAATGATGATGCCCAATTTAC
CAAAATGTTCACGCTGAATATAAGAAGGAAACCTCAAGTGCTCGCAGAAGCATCGGCAAGTCAGGCGTCCTGTTTCTCG
GATGGATACCCATTACCATCTTGGACCTGGAAGAAGTGTTCAGACAAGTCTCCCAACTGCACAGAAGAGATCACAGAAG
GAGTCTGGAATAGAAAGGCTAACAGAAAAGTGTTTGGACAGTGGGTGTCGAGCAGTACTCTAAACATGAGTGAAGCCA
TAAAAGGGTTCCTGGTCAAGTGCTGTGCATACAATTCCCTTGGCACATCTTGTGAGACGATCCTTTTAAACTCTCCAGGC
CCCTTCCCTTTCATCCAAGACAACATCTCATTCTATGCAACAATTGGTGTTTGTCTCCTCTTCATTGTCGTTTTAACCCTGC
TAATTTGTCACAAGTACAAAAACCAATIIACCTIATCAARGEEAGE TACAGATGGTACAGGTGACCGGCTCCTCAGATAA
TGAGTACTTCTACGTTGATTTCAGAGAATATGAATATGATCTCAAATGGGAGTTTCCAAGAGAAAATTTAGAGTTTGGGA
AGGTACTAGGATCAGGTGCTTTTGGAAAAGTGATGAACGCAACAGCTTATGGAATTAGCAAAACAGGAGTCTCAATCCA
GETTCCCETCAAAATCCTCARAGAAAAAGCAGACAGCTCTGAAAGAGAGGCACTCATGTCAGAACTCAAGATGATGAC
CCAGCTGGGAAGCCACGAGAATATTGTGAACCTGCTGGGGGCGTGCACACTGTCAGGACCAATTTACTTGATTTTTGAAT
ACTGTTGCTATGGTGATCTTCTCAACTATCTAAGAAGTAAAAGAGAAAAATTTCACAGGACTTGGACAGAGATTTTCAA
GGAACACAATTTCAGTTTTTACCCCACTTTCCAATCACATCCAAATTCCAGCATGCCTGGTTCAAGAGAAGTTCAGATAC
ACCCGGACTCGGATCAAATCTCAGGGCTTCATGGGAATTCATTTCACTCTGAAGATGAAATTGAATATGAAAACCAAAA
AAGGCTGGAAGAAGAGGAGGACTTGAATGTGCTTACATTTGAAGATCTTCTTTGCTTTGCATATCAAGTTGCCAAAGGA




68

ATGGAATTTCTGGAATTTAAGTCGTGTGTTCACAGAGACCTGGCCGCCAGGAACGTGCTTGTCACCCACGGGAAAGTGG
TGAAGATATGTGACTTTGGATTGGCTCGAGATATCATGAGTGATTCCAACTATGTTGTCAGGGGCAATGCCCGTCTGCCT
GTAAAATGGATGGCCCCCGAAAGCCTGTTTGAAGGCATCTACACCATTAAGAGTGATGTCTGGTCATATGGAATATTACT
GTGGGAAATCTTCTCACTTGGTGTGAATCCTTACCCTGGCATTCCGGTTGATGCTAACTTCTACAAACTGATTCAAAATG
GATTTAAAATGGATCAGCCATTTTATGCTACAGAAGAAATATACATTATAATGCAATCCTGCTGGGCTTTTGACTCAAGG
AAACGGCCATCCTTCCCTAATTTGACTTCGTTTTTAGGATGTCAGCTGGCAGATGCAGAAGAAGCGATGTATCAGAATGT
GGATGGCCGTGTTTCGGAATGTCCTCACACCTACCAAAACAGGCGACCTTTCAGCAGAGAGATGGATTTGGGGCTACTC
TCTCCGCAGGCTCAGGTCGAAGATTCGTAGAGGAACAATTTAGTTTTAAGGACTTCATCCCTCCACCTATCCCTAACAGG
CTGTAGATTACCAAAACAAGATTAATTTCATCACTAAAAGAAAATCTATTATCAACTGCTGCTTCACCAGACTTTTCTCT
AGAAGCTGTCTGCGTTTACTCTTGTTTTCAAAGGGACTTTTGTAAAATCAAATCATCCTGTACAAGGCAGGAGGAGCTGA
TAATGAACTTTATTGGAGCATTGATCTGCATCCAAGGCCTTCTCAGGCTGGCTTGAGTGAATTGTGTACCTGAAGTACAG
TATATTCTTGTAAATACATAAAACAAAAGCATTTTGCTAAGGAGAAGCTAATATGATTTTTTAAGTCTATGTTTTAAAAT
AATATGTAAATTTTTCAGCTATTTAGTGATATATTTTATGGGTGGGAATAAAATTTCTACTACAGAATTGCCCATTATTGA
ATTATTTACATGGTATAATTAGGGCAAGTCTTAACTGGAGTTCACGAACCCCCTGAAATTGTGCACCCATAGCCACCTAC
ACATTCCTTCCAGAGCACGTGTGCTTTTACCCCAAGATACAAGGAATGTGTAGGCAGCTATGGTTGTCACAGCCTAAGAT
TTCTGCAACAACAGGGGTTGTATTGGGGGAAGTTTATAATGAATAGGTGTTCTACCATAAAGAGTAATACATCACCTAG
ACACTTTGGCGGCCTTCCCAGACTCAGGGCCAGTCAGAAGTAACATGGAGGATTAGTATTTTCAATAAAGTTACTCTTGT
CCCCACA

RUNX1::RUNX1T1

GTGGTGGCCCTAGGGGATGTTCCAGATGGCACTCTGGTCACTGTGATG GGCTGAGC

TGAGAAATGCTACCGCAGCCATGAAGAACCAGGTTGCAAGATTTAATGACCTCAGGTTTGTCGGTCGAAGTGGAAGAGA
TCGTACTGAGAAGCACTCCACAATGCCAGACTCACCTGTGGATGTGAAGACGCAATCTAGGCTGCTCCTCCAACAATGC
CACCTCCCCCAACTACTCAAGGAGCTCCAAGAACCAGTTCATTTACACCGACAACGT

CBFB::MYH11

GTATATTTGAAGGCTCCCATGATTCTGAATGGAGTCTGTERIAICICEAAACEETCEATTGATCTCCAAAGACTGGATGG
TATGGGCTGTCTGGAGTTTGATGAGGAGCGAGCCCAGGAGATTTGGACGCTCCGGCCTGGGAGGTGCGTCAGATCCGAG
CTCGCCATCCAGTTTCCTCTCCACTAGTCCCCCCAGTTGGAGATCTGGGACCAACAAGGCACCATGGCGCAGAAGGGCC
AACTCAGTGACGATGAGAAGTTCCTCTTTGTGGACAAAAACTTCATCAACAGCCCAGTGGCCCAGGCTGACTGGGCCGC
CAAGAGACTCGTCTGGGTCCCCTCGGAGAAGCAGGGCTTCGAGGCAGCCAGCATTAAGGAGGAGAAGGGGGATGAGGT
GGTTGTGGAGCTGGTGGAGAATGGCAAGAAGGTCACGGTTGGGAAAGATGACATCCAGAAGATGAACCCACCCAAGTT
CTCCAAGGTGGAGGACATGGCGGAGCTGACGTGCCTCAACGAAGCCTCCGTGCTACACAACCTGAGGGAGCGGTACTTC
TCAGGGCTAATATATACGTACTCTGGCCTCTTCTGCGTGGTGGTCAACCCCTATAAACACCTGCCCATCTACTCGGAGAA
GATCGTCGACATGTACAAGGGCAAGAAGAGGCACGAGATGCCGCCTCACATCTACGCCATCGCAGACACGGCCTACCG
GAGCATGCTTCAAGATCGGGAGGACCAGTCCATTCTATGCACAGGCGAGTCTGGAGCCGGGAAAACCGAAAACACCAA
GAAGGTCATTCAGTACCTGGCCGTGGTGGCCTCCTCCCACAAGGGCAAGAAAGACACAAGTATCACGGGAGAGCTGGA
AAAGCAGCTTCTACAAGCAAACCCGATTCTGGAGGCTTTCGGCAACGCCAAAACAGTGAAGAACGACAACTCCTCACGA
TTCGGCAAATTCATCCGCATCAACTTCGACGTCACGGGTTACATCGTGGGAGCCAACATTGAGACCTATCTGCTAGAAAA
ATCACGGGCAATTCGCCAAGCCAGAGACGAGAGGACATTCCAACTCTTTTACTACATGATTGCTGGAGCCAAGGAGAAG
ATGAGAAGTGACTTGCTTTTGGAGGGCTTCAACAACTACACCTTCCTCTCCAATGGCTTTGTGCCCATCCCAGCAGCCCA
GGATGATGAGATGTTCCAGGAAACCGTGGAGGCCATGGCAATCATGGGTTTCAGCGAGGAGGAGCAGCTATCCATATTG
AAGGTGGTATCATCGGTCCTGCAGCTTGGAAATATCGTCTTCAAGAAGGAAAGAAACACAGACCAGGCGTCCATGCCAG
ATAACACAGCTGCTCAGAAAGTTTGCCACCTCATGGGAATTAATGTGACAGATTTCACCAGATCCATCCTCACTCCTCGT
BTCAAGGTTGGGCGAGATGTGGTACAGAAAGCTCAGACAAAAGAACAGGCTGACTTTGCTGTAGAGGCTTTGGCCAAG
GCAACATATGAGCGCCTTTTCCGCTGGATACTCACCCGCGTGAACAAAGCCCTGGACAAGACCCATCGGCAAGGGGCTT
CCTTCCTGGGGATCCTGGATATAGCTGGATTTGAGATCTTTGAGGTGAACTCCTTCGAGCAGCTGTGCATCAACTACACC
AACGAGAAGCTGCAGCAGCTCTTCAACCACACCATGTTCATCCTGGAGCAGGAGGAGTACCAGCGCGAGGGCATCGAGT
GGAACTTCATCGACTTTGGGCTGGACCTACAGCCCTGCATCGAGCTCATCGAGCGACCGAACAACCCTCCAGGTGTGCT
GGCCCTGCTGGACGAGGAATGCTGGTTCCCCAAAGCCACGGACAAGTCTTTCGTGGAGAAGCTGTGCACGGAGCAGGGC
AGCCACCCCAAGTTCCAGAAGCCCAAGCAGCTCAAGGACAAGACTGAGTTCTCCATCATCCATTATGCTGGGAAGGTGG
ACTATAATGCGAGTGCCTGGCTGACCAAGAATATGGACCCGCTGAATGACAACGTGACTTCCCTGCTCAATGCCTCCTCC
GACAAGTTTGTGGCCGACCTGTGGAAGGACGTGGACCGCATCGTGGGCCTGGACCAGATGGCCAAGATGACGGAGAGC
TCGCTGCCCAGCGCCTCCAAGACCAAGAAGGGCATGTTCCGCACAGTGGGGCAGCTGTACAAGGAGCAGCTGGGCAAG
CTGATGACCACGCTACGCAACACCACGCCCAACTTCGTGCGCTGCATCATCCCCAACCACGAGAAGAGGTCCGGCAAGC
TGGATGCGTTCCTGGTGCTGGAGCAGCTGCGGTGCAATGGGGTGCTGGAAGGCATTCGCATCTGCCGGCAGGGCTTCCC
CAACCGGATCGTCTTCCAGGAGTTCCGCCAACGCTACGAGATCCTGGCGGCGAATGCCATCCCCAAAGGCTTCATGGAC
GGGAAGCAGGCCTGCATTCTCATGATCAAAGCCCTGGAACTTGACCCCAACTTATACAGGATAGGGCAGAGCAAAATCT
TCTTCCGAACTGGCGTCCTGGCCCACCTAGAGGAGGAGCGAGATTTGAAGATCACCGATGTCATCATGGCCTTCCAGGC
GATGTGTCGTGGCTACTTGGCCAGAAAGGCTTTTGCCAAGAGGCAGCAGCAGCTGACCGCCATGAAGGTGATTCAGAGG
AACTGCGCCGCCTACCTCAAGCTGCGGAACTGGCAGTGGTGGAGGCTTTTCACCAAAGTGAAGCCACTGCTGCAGGTGA
CACGGCAGGAGGAGGAGATGCAGGCCAAGGAGGATGAACTGCAGAAGACCAAGGAGCGGCAGCAGAAGGCAGAGAAT
GAGCTTAAGGAGCTGGAACAGAAGCACTCGCAGCTGACCGAGGAGAAGAACCTGCTACAGGAACAGCTGCAGGCAGAG
ACAGAGCTGTATGCAGAGGCTGAGGAGATGCGGGTGCGGCTGGCGGCCAAGAAGCAGGAGCTGGAGGAGATACTGCAT
GAGATGGAGGCCCGCCTGGAGGAGGAGGAAGACAGGGGCCAGCAGCTACAGGCTGAAAGGAAGAAGATGGCCCAGCA
GATGCTGGACCTTGAAGAACAGCTGGAGGAGGAGGAAGCTGCCAGGCAGAAGC
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PML::RARA

CATCTACTGCCGAGGATGTTCCAAGCCGCTGTGCTGCTCGTGCGCGCTCCTTGACAGCAGCCACAGTGAGCTCAAGTGCG
ACATCAGCGCAGAGATCCAGCAGCGACAGGAGGAGCTGGACGCCATGACGCAGGCGCTGCAGGAGCAGGATAGTGCCTT
TGGCGCGGTTCACGCGCAGATGCACGCGGCCGTCGGCCAGCTGGGCCGLCGCGCGTGCCGAGACCGAGGAGCTGATCCGC
GAGCGCGTGCGCCAGGTGGTAGCTCACGTGCGGGCTCAGGAGCGCGAGCTGCTGGAGGCTGTGGACGCGCGGTACCAGC
GCGACTACGAGGAGATGGCCAGTCGGCTGGGCCGCCTGGATGCTGTGCTGCAGCGCATCCGCACGGGCAGCGCGCTGGT
GCAGAGGATGAAGTGCTACGCCTCGGACCAGGAGGTGCTGGACATGCACGGTTTCCTGCGCCAGGCGCTCTGCCGCCTG
CGCCAGGAGGAGCCCCAGAGCCTGCAAGCTGCCGTGCGCACCGATGGCTTCGACGAGTTCAAGGTGCGCCTGCAGGACC
TCAGCTCTTGCATCACCCAGGGGAAAGCCATTGAGACCCAGAGCAGCAGTTCTGAAGAGATAGTGCCCAGCCCTCCCTCG
CCACCCCCTCTACCCCGCATCTACAAGCCTTGCTTTGTCTGTCAGGACAAGTCCTCAGGCTACC

IEIGABGGCTGCAAG

Legenda: Rosa: Sequéncias de primer Foward; Verde: Sequéncias de primer Reverse; Amarelo: Sequéncias das
sondas. * Ndo foi possivel realizar analise in silico por se tratar de uma delecdo cromossémica. Fonte: Dados da
pesquisa.

5.4 Comparacao de sensibilidade das técnicas de Nested-PCR e RT-gPCR

Apols a obtencdo dos respectivos diagnésticos de leucemia mieloide aguda e
leucemia linfoblastica aguda, todas as amostras foram submetidas a analises qualitativas
atraves da técnica de Nested-PCR e a analises de expressdo quantitativa através da técnica de
PCR em tempo real (RT-gPCR). Os pacientes com LMA foram submetidos a anélise das
sequintes alteragdes: FLT3-ITD, RUNXI1::RUNX1T1l, CBFB::MYH11 e PML::RARA,
enquanto foram pesquisadas as fusbes BCR::ABL1l, TCF3::PBX1, KMT2A::AFF1,
ETV6::RUNX1 e SIL::TAL1 nas amostras dos pacientes com LLA.

Além disso, todos os pacientes também foram submetidos a analise de expressao
de genes de referéncia para controle. Os genes GAPDH e HPRT foram utilizados como genes
de referéncia na técnica da Nested-PCR. Ja na técnica de RT-gPCR, foram utilizados os genes
ACTB, ABL e TBP, que correspondem ao conjunto de enddgenos validados pelo estudo de
normalizacdo realizado.

Entre todos os 77 pacientes com LMA, foram detectados 4 pacientes com
presenca da mutacdo FLT3-ITD, 7 pacientes com presenca da translocacédo
RUNXZ1::RUNX1T1, 10 pacientes com a translocacdo PML::RARA e 1 paciente com a
translocacdo CBFB::MYH11. Ja entre os 40 pacientes portadores de LLA, observou-se a
presenca de 24 pacientes com a translocacdo BCR::ABL1 e 3 pacientes com a translocacao
TCF3::PBX1 (Figura 11).
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Figura 11. Frequéncia de alterag@es citogenéticas nos pacientes da pesquisa.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Através da técnica de RT-qgPCR, observou-se que cerca de 13% dos pacientes
portadores de LMA apresentavam a alteracdo PML::RARA, predominando em pacientes do
sexo masculino, com média de idade de 40,5 anos, ndo residentes da capital (Fortaleza).
Apenas 5 pacientes apresentavam a translocacdo caracteristica t(15;17)(g24;921.3) nos
cariotipos analisados (Figura 12). Dos 10 pacientes diagnosticados com a fusdo, 5 ja
evoluiram a 6bito (Tabela 22). A analise através da Nested-PCR nao foi capaz de identificar a

presenca da fusdo PML::RARA em pacientes portadores da alteracao.

Figura 12. Curva de amplificacdo de amostras de LMA com detec¢do de PML::RARA.
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Legenda: Amplification Plot: Curva de amplificacdo; Cycle: Ciclo. Fonte: Dados da pesquisa.
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Ao todo, identificou-se por meio de RT-qgPCR que em torno de 9% dos pacientes

com LMA eram portadores da alteracio RUNX1::RUNX1T1 (Figura 13). Observou-se que
essa anormalidade também era mais frequente em pacientes do sexo masculino, com média de
idade de 31 anos, néo residentes da capital. Todos os pacientes com RUNX1::RUNXI1T1
possuiam contagem de leucdcitos abaixo de 10.000/mm3 no momento do diagndstico. Apenas
3 pacientes apresentavam a translocacdo caracteristica t(8;21)(q22;922) nos cariotipos
analisados. Apenas 1 paciente, dos 7 diagnosticados, evoluiu a ébito (Tabela 22). Nesse caso,
a técnica de Nested-PCR também ndo foi capaz de identificar a presenca da fusdo
RUNX1::RUNX1T1 nos pacientes sabidamente positivos.

Figura 13. Curva de amplificacdo de amostras de LMA com deteccdo de RUNX1::RUNX1T1.
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Legenda: Amplification Plot: Curva de amplificacdo; Cycle: Ciclo. Fonte: Dados da pesquisa.

Cerca de 5,2% dos pacientes portadores de LMA apresentavam a mutacdo FLT3-
ITD, detectada através de RT-qPCR (Figura 14). Foi possivel identificar a predominancia
dessa alteracdo em pacientes residentes da capital, com uma média de idade de 50,2 anos. Dos
4 pacientes diagnosticados, 3 apresentavam cariétipos normais (Tabela 22). Assim como as
outras alteracdes citogenéticas pesquisadas na LMA, a mutacdo FLT3-ITD também nédo foi

identificada através da técnica de Nested-PCR.
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Figura 14. Curva de amplificacdo de amostras de LMA com deteccdo de FLT3-ITD.
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Legenda: Amplification Plot: Curva de amplificacdo; Cycle: Ciclo. Fonte: Dados da pesquisa.

No total, a técnica de RT-gPCR detectou que 60% dos pacientes portadores de
LLA apresentavam a mutacdo BCR::ABL1l. A presenca dessa alteragdo predominou em
pacientes do sexo masculino, com média de idade de 41,8 anos, residentes de Fortaleza. Entre
0s cariotipos analisados observaram-se que 5 eram complexos, 8 eram normais, 9 néo
apresentavam resultados e apenas 1 possuia a translocacdo classica t(9;22)(q34;q11.2). Dos 24
pacientes diagnosticados, 4 evoluiram a obito (Tabela 22).

A técnica de Nested-PCR, por sua vez, foi capaz de identificar a presenca da
alteracdo BCR::ABL1 em amostras de pacientes sabidamente positivos (Figura 15).
Diferentemente das andlises realizadas nas amostras de LMA, dessa vez foi possivel
identificar a formacdo de banda nas pesquisas dos genes de referéncia bem como da fusédo de

interesse.
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Figura 15. Nested-PCR e curvas de amplificacdo de amostras de pacientes portadores de LLA com BCR::ABL1.
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Legenda: (1 e 7): pesquisa de BCR::ABL1 em amostra de medula 6ssea de pacientes portadores de LMA com
BCR::ABL1 confirmado por RT-qPCR; (2 e 8): pesquisa do gene de referéncia GAPDH em amostras de medula
6ssea de pacientes portadores de LMA com BCR::ABL1 confirmado por RT-qPCR; (3 e 9): pesquisa do gene de
referéncia HPRT em amostras de medula 6ssea de pacientes portadores de LMA com BCR::ABL1 confirmado
por RT-qPCR; (4 e 10): pesquisa de BCR::ABL1 em amostra de sangue periférico de pacientes portadores de
LMA com BCR::ABL1 confirmado por RT-gPCR; (5 e 11): pesquisa do gene de referéncia GAPDH em amostras
de sangue periférico de pacientes portadores de LMA com BCR::ABL1 confirmado por RT-gPCR; (6 e 12):
pesquisa do gene de referéncia HPRT em amostras de sangue periférico de pacientes portadores de LMA com
BCR::ABL1 confirmado por RT-gPCR. Fonte: Dados da pesquisa.

Observou-se que 7,5% dos pacientes com LLA possuiam a alteracdo TCF3::PBX1,
detectada através de RT-gPCR. A presenca dessa mutacdo aparentou estar associada a
pacientes do sexo masculino, com média de idade de 32,6 anos, ndo residentes da capital. Foi
possivel identificar que 2 pacientes possuiam cariotipo complexo e 1 pacientes apresentava
cariotipo normal. Dos 3 pacientes diagnosticados, 2 evoluiram a ébito (Tabela 22).

Além disso, a técnica de Nested-PCR também foi capaz de identificar a presenca
da alteracdo TCF3::PBX1 em amostras de pacientes cujos exames realizado pelo hospital
apontava a detecgdo da fusdo (Figura 16). Nesse caso, foi possivel detectar a alteragdo apenas

nas amostras de medula 6ssea dos pacientes, mesmo com taxas acima de 20% de blastos
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circulantes em sangue periférico, demonstrando mais uma vez falhas na sensibilidade dessa

técnica.

Figura 16. Nested-PCR e curvas de amplificacdo de amostras de pacientes portadores de LLA com TCF3::PBX1.
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Legenda: (1 e 7): pesquisa de TCF3::PBX1 em amostra de medula 6ssea de pacientes portadores de LMA com
TCF3::PBX1 confirmado por RT-gPCR; (2 e 8): pesquisa do gene de referéncia GAPDH em amostras de medula
6ssea de pacientes portadores de LMA com TCF3::PBX1 confirmado por RT-gPCR; (3 e 9): pesquisa do gene de
referéncia HPRT em amostras de medula 6ssea de pacientes portadores de LMA com BCR::ABL1 confirmado
por RT-gPCR; (4 e 10): pesquisa de TCF3::PBX1 em amostra de sangue periférico de pacientes portadores de
LMA com TCF3::PBX1 confirmado por RT-gPCR; (5 e 11): pesquisa do gene de referéncia GAPDH em
amostras de sangue periférico de pacientes portadores de LMA com TCF3::PBX1 confirmado por RT-gPCR; (6 e
12): pesquisa do gene de referéncia HPRT em amostras de sangue periférico de pacientes portadores de LMA

com TCF3::PBX1 confirmado por RT-gPCR. Fonte: Dados da pesquisa.



Tabela 22. Caracteristicas clinico-epidemiolégicas dos pacientes com alteragGes citogenéticas identificadas.
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N° de pacientes Género Idade (Média) Regido Hb WBC Blastos em SP Caridtipo Estratificago de risco | Obitos
LMA
10 Homem: 8 40,5 anos Fortaleza: 3 | Hb<10: 9 | WBC<10.000: 7 Sim: 5 Complexo: 1 Favoravel: 3 5
PML:‘RARA Mulher:2 Outros: 7 Hb>10: 1 | WBC>10.000: 3 N&o: 5 Translocagdo classica: 5 Intermediario: 6
Normal: 1 Adverso: 1
Sem resultado: 3
7 Homem: 4 31 anos Fortaleza: 2 | Hb<10: 6 | WBC<10.000: 7 Sim: 3 Complexo: 2 Favoravel: 4 1
RUNX1:‘RUNX1T1 Mulher: 3 Outros: 5 Hb>10: 1 N&o: 4 Translocagdo cléssica: 3 Intermediario: 1
Normal: 1 Adverso: 2
Duas alteracdes: 1
FLT3-1TD 4 Homem: 2 50,2 anos Fortaleza: 3 | Hb<10: 4 | WBC<10.000: 2 Sim: 2 Normal: 3 Intermediério 0
Mulher: 2 Outros: 1 WBC>10.000: 2 N&o: 2 2 alteracfes: 1
CBFB::MYH11 1 Homem: 1 54 anos Outros: 1 Hb<10: 1 | WBC>10.000: 1 Sim: 1 Translocacdo cléssica: 1 Favoravel: 1 0
LLA
Hb<10: WBC<10.000:
24 Homem: 15 41,8 anos Fortaleza: 13 21 10 Sim: 11 Complexo: 5 Padrédo: 11 4
WBC>10.000:
BCR::ABL1 Mulher: 9 Outros: 11 | Hb>10: 3 13 N&o: 13 Normal: 8 Adverso: 13
Sem resultado: 9
Translocacdo classica: 1
Delecéo: 1
TCE3:-PBX1 3 Homem: 3 32,6 anos Fortaleza: 1 | Hb<10: 3 | WBC<10.000: 2 Sim: 3 Complexo: 2 Padrdo: 1 2
Outros: 2 WBC>10.000: 1 Normal: 1 Adverso: 2

Legenda: Hb: Hemoglobina; WBC: Contagem de gl6bulos brancos; SP: Sangue Periférico; LMA: Leucemia Mieloide Aguda; LLA: Leucemia Linfoblastica Aguda. Fonte:
Dados da pesquisa.
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Ademais, foi possivel observar que 71,4% dos pacientes portadores de LMA néo
apresentavam nenhuma das alteracdes citogenéticas pesquisadas nesse estudo. Esse perfil
predominou em pacientes do sexo masculino, com média de idade de 54,2 anos, residentes da
capital. Em relacdo as caracteristicas clinicas, esses pacientes costumavam apresentar
Hb<10g/dL, contagem de leucdcitos >10.000/mm? e blastos circulantes em sangue periférico.
Dos 55 pacientes, 18 ndo possuiam resultados de cari6tipo, 17 apresentavam cariétipos
normais e 17 apresentavam cari6tipo com alteragdes, como translocacGes, adigdes e inversdes.
45,5% dos pacientes possuiam estratificacdo de risco intermediario e 21,8% de risco adverso.
Os 32,7% restantes ndo possuiam estratificacdo devido a falta de resultados de citogenética e
biologia molecular. No total, 21 pacientes evoluiram a 6bito (Tabela 23).

Apenas 12 pacientes com LLA ndo apresentavam nenhuma das alteragOes
citogenéticas pesquisadas no estudo. A maioria desses pacientes era do sexo masculino, com
média de idade de 43 anos, ndo residentes da capital. A andlise dos exames de cariotipo
identificou 4 cariotipos complexos, 2 normais, 2 com a presenca de translocacdes e delegdes e
4 pacientes ndo apresentavam resultados. 7 pacientes dos 12 possuiam estratificacdo de risco

adverso e 5 de risco padrdo. Ao todo, 5 pacientes evoluiram a 6bito (Tabela 23).



Tabela 23. Caracteristicas clinico-epidemiolégicas dos pacientes sem alterag@es citogenéticas identificadas.
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Idade
N° de pacientes Género (Média) Regido Hb WBC Blastos em SP Cariotipo Estratificaco de risco | Obitos
55 Homem: 30 | 54,2 anos Fortaleza: 32 Hb<10:53 | WBC<10.000: 24 Sim: 35 Complexos: 5 Intermediério: 25 21
Mulher: 25 Outros: 23 Hb>10: 2 WBC>10.000: 31 Né&o: 20 Translocagdo:6 Adverso: 12
LMA Normal: 17 Sem resultado: 18
Adicéo: 1
2 alteracdes: 4
Inversdo: 1
Sem resultado: 18
12 Homem: 7 43 anos Fortaleza: 3 Hb<10: 11 WBC<10.000: 6 Sim: 6 Complexos: 4 Padréo: 5 5
LLA Mulher: 5 Outros: 9 Hb>10: 1 WBC>10.000: 6 N4o: 6 Normal: 2 Adverso: 7

2 alteracfes: 1
Translocagdes: 1
Sem resultado: 4

Legenda: Hb: Hemoglobina; WBC: Contagem de glébulos brancos; SP: Sangue Periférico; LMA: Leucemia Mieloide Aguda; LLA: Leucemia Linfoblastica Aguda. Fonte:

Dados da pesquisa.
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A Tabela 24 demonstra a comparacdo entre a sensibilidade das técnicas de
citogenética classica, metodologia utilizada na pratica do diagndstico hospitalar, e das
técnicas de biologia molecular, Nested-PCR e RT-gPCR. Foi possivel observar que a
citogenética classica (cariotipo) apresentou baixa sensibilidade na deteccdo de alteracGes
genéticas. Provavelmente, isso ocorre devido a baixa quantidade de metafases analisadas por
estudo e, muitas vezes, a dificuldade em coletar amostras satisfatorias para a realizacdo do
teste. Além disso, a técnica de Nested-PCR também demonstrou baixa sensibilidade, tendo em
vista que em determinados casos, como nos pacientes com TCF3::PBX1, a deteccdo s6 foi
possivel em amostras de medula 6ssea. Ja a técnica de RT-gPCR, observou-se que, no geral, a
sensibilidade ¢ satisfatoria tanto em amostras de medula 6ssea como em amostras de sangue

periférico.

Tabela 24. Comparacéo entre a sensibilidade das técnicas de citogenética classica, Nested-PCR e RT-qPCR.

Citogenética Classica Nested-PCR+ RT-gPCR

Numero de

deteccbes MO Sp* MO SP MO SP
LMA
PML::RARA 10 6 - 0 0 3 7
RUNX1::RUNX1T1 6 - 0 0 6 7
CBFB::MYH11 1 - 0 0 0 0
FLT3-ITD 4 - - 0 0 4 4
LLA
BCR::ABL1 24 4 - 6 10 15 22
TCF3::PBX1 3 2 - 2 1 2 3
KMT2A::AFF1 0 0 - 0 0 0 0
ETV6::RUNX1 0 0 - 0 0 0 0
SIL::TAL1 0 0 - 0 0 0 0
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Legenda: LMA: Leucemia Mieloide Aguda; LLA: Leucemia Linfoblastica Aguda; MO: Medula 6ssea; SP:
Sangue periférico. * A técnica de citogenética classica é realizada apenas com amostras de medula 6ssea. -|— A
técnica Nested-PCR foi realizada apenas nas amostras de pacientes em que alguma das alteracdes genéticas ja

havia sido detectada.

Em relacdo a metodologia da Nested-PCR, das 5 alteracfes genéticas referentes a
pacientes portadores de LLA pesquisadas, apenas 2 foram detectadas, sendo elas BCR::ABL1
e TCF3::PBX1. Néo foi possivel detectar nenhuma das 4 alteracGes genéticas pesquisadas
referentes a pacientes com LMA através dessa técnica.

Ap0s todas as analises foi possivel estabelecer que a metodologia de RT-gPCR
apresentava alta sensibilidade para deteccdo de alteracbes moleculares tanto em amostras de
medula 6ssea como de sangue periférico de pacientes portadores de leucemias agudas. O
contrario foi observado nas analises de Nested-PCR, onde a detec¢éo das alteracbes ocorria
em sua grande parte em amostras de medula dssea, mesmo que 0S pacientes apresentassem
alta leucometria e uma quantidade > 20% de blastos circulantes.

Além disso, foi estabelecido um panorama ideal para a deteccdo das alteracGes
citogenéticas atraves de técnicas de biologia molecular (Tabela 25). Identificou-se que
amostras de sangue periférico com leucometria abaixo de 4.000/mms3, independentemente da
quantidade de blastos circulantes, dificultavam a deteccdo das alteragcdes genéticas pela
técnica de RT-qPCR.

Tabela 25. Panorama clinico para deteccéo de alteragfes genéticas.

Média de WBC Blastos em SP (Média %0)
LMA
PML::RARA 13.080 5 (78,6%)
RUNX1::RUNX1T1 3.900 3 (18,3%)
CBFB::MYH11 35.400 1 (65%)
FLT3-ITD 29.900 2 (48%)
LLA
BCR::ABL1 48.713 11 (67,5%)
TCF3::PBX1 21.900 3 (43,3%)
KMT2A::AFF1 - -
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ETV6::RUNX1 - -
SIL::TAL1 - -

Legenda: WBC: Contagem de globulos brancos; SP: Sangue periférico.
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6 DISCUSSAO

Apenas para 0 ano de 2020 foram previstos 470 novos casos de leucemias no
Estado do Ceard, dos quais 140 eram correspondentes a capital Fortaleza. Segundo os dados
observados, em 2020 Fortaleza era a quarta capital do pais com o maior nimero de novos
casos de leucemias por ano, empatada com Porto Alegre e Salvador. Atualmente, em 2023,
Fortaleza é a terceira capital do pais com maior nimero de novos casos por ano. E de fato,
esse aumento do nimero de novos casos € alarmante e perceptivel nos hospitais de referéncia
(INCA, 2019; INCA, 2023)

Os achados do presente estudo corroboraram com dados de outros estudos que
reportam uma maior taxa de incidéncia de LMA em pacientes do sexo masculino e com
idades > 60 anos (APPELBAUM et al., 2006; DESCHLER; LUBBERT, 2006; FORMAN et
al., 2003; GURNEY JG, SEVERSON RK, SCOTT D, 1995). Entretanto, em relacdo a
incidéncia de LLA, os resultados observados nesse estudo diferem dos achados comuns. A
prevaléncia de casos da doenca costuma ser maior em pacientes do sexo masculino com
idades > 50 anos, porém na populagéo estudada, a frequéncia de casos de LLA foi maior em
pacientes do sexo masculino com idades entre 20-39 anos (GROVES; LINET; DEVESA,
1995; JABBOUR, E. J.; FADERL; KANTARJIAN, 2005; KATZ et al., 2015; MEYERS;
ALBITAR; ESTEY, 2005; MOORMAN et al., 2010; TERWILLIGER; ABDUL-HAY, 2017).

Como mencionado anteriormente, apesar da etiologia da leucemia ainda nao ser
completamente elucidada, sabe-se que a exposicdo a fatores de risco como tabagismo,
etilismo, agrotoxicos e agentes quimicos pode estar associada ao desenvolvimento da doenca.
Devido a falhas no preenchimento do formulario no momento da coleta, ndo foi possivel
estabelecer nenhum tipo de relacdo entre as leucemias e a ocupacdo laboral dos pacientes
participantes, contrariando o que normalmente € visto na literatura (BETHWAITE et al., 2001;
ILHAN; KARAKUS; ANDIC, 2006; MCNALLY; PARKER, 2006; MIRMOHAMMADI et
al., 2010; MORAES et al., 2017; TEBBI, 2021).

Os pacientes participantes desse estudo apresentaram caracteristicas clinicas,
como valores de hemoglobina, contagem de leucdcitos, percentagem de blastos circulantes em
sangue periférico e contagem de plaguetas semelhantes ao que normalmente é relatado na
literatura. Sabe-se que pacientes portadores de leucemias agudas costumam apresentar valores
baixos de hemoglobina, contagem aumentada de leucécitos e quadros de plaquetopenia. Além
disso, observou-se também que a incidéncia de casos de hiperleucocitose (leucocitos >

100.000/mm?3) nos participantes da pesquisa condizia com o resto da literatura, que prevé
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frequéncias de 5-15% em LMA e 10-30% em LLA (APPELBAUM et al., 2006;
BLACKBURN; BENDER; BROWN, 2019; GANZEL et al., 2012; ROSE-INMAN; KUEHL,
2017).

Além disso, anormalidades cromossdmicas sdo constantemente encontradas na
maioria dos pacientes com leucemias agudas no momento do diagnéstico. Em geral, a
incidéncia de caridtipos anormais é maior em criancas e menor em adultos. As principais
anormalidades cromossdmicas identificadas nas leucemias agudas séo aberracdes estruturais e
numéricas, como translocacdes reciprocas, inversfes, insercdes, delecdes, translocagdes
desbalanceadas, isocromossomos, cromossomos isodicéntricos, trissomias isoladas e
monossomias (BAGER et al., 2018; BECKER et al., 2020; HAFERLACH et al., 2005;
HARRISON et al., 2010; MROZEK; HEEREMA; BLOOMFIELD, 2004; PELLOSO et al.,
2003; VON NEUHOFF et al., 2010).

Um estudo realizado por Leung e colaboradores em 2019, foi capaz de avaliar os
tipos de alteracGes cariotipicas mais frequente em uma grande coorte de pacientes. Esses
pesquisadores observaram que em torno de 48% dos pacientes com leucemias agudas
apresentavam cariétipos normais, 13% possuiam translocacées cromossdmica e 10% eram
portadores de um cariétipo complexo. Nesse estudo observou-se um maior numero de
cariotipos complexos, especialmente em pacientes com LLA, onde 73,3% dos cariotipos
alterados eram cariotipos complexos. Levando em consideracdo os 80 pacientes com
resultados de cariétipo, foram identificados que 28,2% representavam caridtipos normais,
13,6% apresentavam translocacdes cromossomicas e 16,2% eram considerados cariotipos
complexos (LEUNG et al., 2019).

Em relacdo a normalizacdo da expressdo génica em um grupo de amostras, sabe-
se que € um método necessario para validar a estabilidade da expressdo de um gene de
referéncia em condicBes experimentais antes de sua utilizacdo em estudos. Na literatura, é
possivel observar que a maioria dos trabalhos utiliza os programas de padronizacdo GeNorm e
NormFinder para buscar os genes de referéncia mais adequados para seus estudos. No
entanto, embora essas ferramentas sejam capazes de analisar genes enddgenos em diferentes
grupos para tentar identificar comportamentos especificos para cada um deles, ndo o fazem de
forma completamente satisfatoria (AYAKANNU; TAYLOR; KONJE, 2020).

Atualmente, os genes de referéncia mais utilizados para estudos de expressao
geral sdo a B-actina (ACTB), a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) e a
hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase 1 (HPRT1) (GHANI; SATO; ROGAEVA, 2013;
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HUGGETT et al., 2005; JELINEK et al., 2003; JOSHI et al., 2007; KIENLE et al., 2010;
NUCKEL et al., 2009).

A andlise deste estudo determinou que o gene GAPDH apresentou o
comportamento mais instdvel entre os enddgenos analisados. Os achados da pesquisa
corroboram com varios outros estudos que examinaram a estabilidade do gene de referéncia
comumente conhecido GAPDH e demonstraram que ele deve ser usado com cautela, pois sua
expressdo variou consideravelmente e, consequentemente, foi inadequado como gene de
referéncia em alguns casos (BEDNARZ-MISA et al., 2020; DEINDL et al., 2002; GLARE et
al., 2002; TONG, Z. et al., 2009; VALCECKIENE et al., 2010). Entretanto, alguns estudos
tém mostrado resultados diferentes quanto a estabilidade da expressdo do GAPDH, uma vez
que este foi identificado como um dos melhores genes de referéncia na analise de uma grande
variedade de tipos de tecidos (BARBER et al., 2005; TAN et al., 2012; ULLMANNOVA;
HASKOVEC, 2003).

O gene HPRT também é amplamente utilizado como controle endégeno em
muitos estudos de expressdo génica em diferentes tipos de cancer. Entretanto, nosso estudo
também identificou que o gene HPRT apresenta baixa estabilidade em amostras de pacientes
com leucemias agudas e ndo € indicado como enddgeno adequado. Alguns outros estudos
também relataram que esse gene exibe alta variabilidade de expressao e o classificaram como
um gene de referéncia inadequado, corroborando os dados encontrados neste trabalho
(RADONIC et al., 2004; TOWNSEND et al., 2019).

Utilizando o método descrito anteriormente, os endégenos GAPDH e HPRT
foram retirados da analise devido ao baixo desempenho. Ambos os genes apresentaram alto
desvio padrdo e alta variabilidade entre os grupos analisados, caracterizando um mau
comportamento para os genes de referéncia. Portanto, o estudo propde o conjunto de
enddgenos ACTB, ABL, TBP e RPLPO como os mais apropriados para a analise de ensaios de
expressao de amostras de leucemia aguda.

Quanto a incidéncia de alteracdes citogenéticas observadas nos pacientes
participantes foi possivel constatar que os achados do presente estudo foram parcialmente
compativeis com os dados expostos na literatura.

A fusdo PML::RARA foi detectada em 13% dos pacientes com LMA participantes
da pesquisa, corroborando com os achados da literatura que estabeleceram que essa alteracédo
é encontrada em aproximadamente 5-20% de todos os casos da doenga (GASPAROVIC et al.,
2020; GRIGNANI et al., 1993; IACCARINO et al., 2019).
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Entretanto, as outras anormalidades citogenéticas observadas em LMA foram
detectadas em menores frequéncias em comparacdo a outros estudos. Nesse trabalho, 9% dos
pacientes possuiam a translocacdo RUNXI1::RUNX1T1, 1,2% apresentava a fusdo
CBFB::MYH11 e 5,2% possuiam a mutacdo FLT3-ITD. Porém as frequéncias normalmente
descritas na literatura séo de cerca de 15%, 5-7% e 20-25%, respectivamente (DAVER et al.,
2019; GRINEV et al., 2021; KINDLER; LIPKA; FISCHER, 2010; MESHINCHI et al., 2006;
PESSOA et al.,, 2023; QUESADA et al, 2021; SCHWIND et al.,, 2013; SWART;
HEIDENREICH, 2021; TSE et al., 2001).

O contrério foi observado nos pacientes com LLA. Este estudo apresentou
incidéncias de 60% da translocacdo BCR::ABL1 e de 7,5% da fusdo TCF3::PBX1. Essas
frequéncias sdo maiores do que € normalmente reportado na literatura, onde BCR::ABL1 e
TCF3::PX1 representam 50% e 5% dos casos de LLA adulta, respectivamente (DIAKOS et
al., 2014; FADERL et al., 2000; FELICE et al., 2011; GESTRICH et al., 2023; KAGER et al.,
2007; MAINO et al., 2014; RECKEL et al., 2017).

Ademais, esse estudo foi capaz de comparar a eficiéncia das técnicas de Nested-
PCR e RT-gPCR no diagnostico de alteracbes citogenéticas em pacientes com leucemias
agudas, demonstrando que o método de PCR em tempo real apresenta uma sensibilidade
consideravelmente maior do que a Nested-PCR.

Na literatura, observam-se resultados controversos em relacdo a técnica de
Nested-PCR. Alguns trabalhos, como os de Lin et al. (2019), Strom et al. (1998), Grote et al.
(2002) e Lan et al. (1994) determinaram essa metodologia como um método confiavel e com
alta sensibilidade para o diagnostico de diversas doencas (GROTE et al., 2002; LAN et al.,
1994; LIN et al.,, 2019; STROM; RECHITSKY, 1998). Entretanto, estudos de Alvarez-
Martinez et al. (2006), Hafez et al. (2005) e Kortelal et al. (2021) corroboram com os dados
da presente pesquisa que indica a utilizacdo de métodos mais eficientes como a RT-gPCR
(ALVAREZ-MARTINEZ et al., 2006; HAFEZ et al., 2005; KORTELA et al., 2021). No geral,
a utilizacdo da técnica Nested-PCR tem sido indicada em casos em que o diagnéstico por PCR
convencional simples ndo é o suficiente (GREGORY et al., 2011; SELIGOVA et al., 2020;
YU, G. et al., 2015).

Apesar da técnica de PCR em tempo real apresentar algumas desvantagens como:
alto custo do equipamento, alta habilidade técnica, aumento do risco de resultados falso-
negativos devido ao erro humano, ainda é considerada uma das melhores técnicas para
diagndstico réapido e eficaz de diversas doencas (ALVAREZ-MARTINEZ et al., 2006;
LEMMON; GARDNER, 2008). E inegavel que a RT-qgPCR revolucionou o diagndstico
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molecular de diversas doencas e que, apds a pandemia de COVID-19, encontra-se difundida
em boa parte dos laboratdrios especializados em diagnéstico em todo 0 mundo. Essa é uma
técnica eficaz, rapida e com uma sensibilidade maior quando comparada a outros métodos de
PCR e outras técnicas moleculares (KLEIN, 2002; KRALIK; RICCHI, 2017; TROVATO et
al., 2022; VALASEK; REPA, 2005).

O presente estudo demonstrou que a técnica de RT-gPCR apresentou uma
sensibilidade maior em comparacao a técnica de Nested-PCR no momento do diagndstico das
amostras de leucemias agudas estudadas. Isso também foi visto nos trabalhos de Alvarez-
Martinez et al. (2006), da Costa Lima et al. (2013) e Hafez et al. (2005) que demonstraram
que a metodologia de RT-gPCR é mais sensivel e rapida na deteccdo de diversas doengas
quando comparada a Nested-PCR. A RT-qPCR se mostrou muito eficiente para o diagnostico
rapido e sensivel de alteracdes genéticas em ambos 0s tipos de amostras analisadas no estudo.
Apesar da Nested-PCR ainda ser considerada como metodologia padrdo ouro para o
diagnostico de alteracfes genéticas nas leucemias agudas, € uma metodologia que demanda
muita padronizacdo e muito tempo, tornando-se desvantajosa quando comparada com a RT-
gPCR (ALVAREZ-MARTINEZ et al., 2006; DA COSTA LIMA et al., 2013; HAFEZ et al.,
2005).

Como foi relatado na Tabela 24, o diagndstico de alteracdes citogenéticas atraves
da citogenética classica, ou seja, através do exame de caridtipo, € insuficiente em muitos
casos. Nordkamp et al. (2009) realizaram um estudo que demonstrava que, apesar de garantir
resultados confiaveis, o exame de caridtipo apresentava baixa sensibilidade na deteccédo de
alteracdes citogenéticas. Provavelmente, isso ocorre devido a analise de poucas metafases e a
baixa qualidade da amostra coletada. O exame de caridtipo exige a coleta de medula 6ssea.
Porém, em muitos casos, a coleta desse material é insatisfatoria ou impossibilitada devido a
tamanha infiltracdo de leucdcitos. Além disso, outra problematica desse exame é a demora na
entrega de resultados, que muitas vezes impossibilita que os pacientes recebam a intervencao
terapéutica mais adequada de forma rapida. Entretanto, a utilizacdo do exame de cari6tipo
ainda € muito atil em diversos outros casos. Diante disso a OMS sugere a utilizacdo de
técnicas de biologia molecular como testes complementares, tendo em vista que séo técnicas
rapidas e eficientes (ALAGGIO et al., 2022; NORDKAMP et al., 2009).

A proposta desse trabalho de incluir a técnica RT-gPCR na lista de exames para o
diagndstico e monitoramento das leucemias agudas visa justamente permitir a detec¢éo rapida
e confiavel das alteracGes genéticas que podem influenciar no prognostico desses pacientes,

garantindo que eles obtenham tratamentos alvo-dirigidos e consequentemente, menores taxas
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de mortalidade por toxicidade terapéutica e melhor qualidade de vida (BENE et al., 2015;
TONG, Y. Q. et al., 2018).
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7 CONSIDERAQC)ES FINAIS

Em suma, a caracterizacdo do perfil-clinico epidemioldgico e a estratificacdo dos
pacientes participantes foram realizadas e permitiram tracar um perfil dos pacientes
portadores de leucemias agudas no Estado do Ceara. Os participantes sdo caracterizados como
pacientes, em sua maioria, do sexo masculino, com média de idade de 47,3 anos e com
apresentacdo da triade leucémica classica ao diagndstico, ou seja, presenca de anemia,
leucocitose e plaguetopenia.

Diante dos achados da avaliacdo dos enddgenos, o estudo sugere que o principal
conjunto enddgeno para uso como controle/referéncia para a analise da expressdo génica em
amostras de sangue periférico e medula 6ssea de pacientes com leucemias agudas, € composto
pelos genes ACTB, ABL, TBP e RPLPO. Através dessa analise foi possivel perceber que ¢
extremamente necessaria a validacdo de genes de referéncia para qualquer estudo de
expressdo génica, considerando que o endogeno utilizado influencia na confiabilidade e
acuracia desses estudos.

Além disso, foi possivel identificar na populacdo analisada a presenca de boa
parte das alteracbes genéticas comumente descritas na literatura, como: BCR::ABLI,
TCF3::PBX1, FLT3-ITD, RUNX1::RUNX1T1, CBFB::MYH11 e PML::RARA. Entretanto,
mostrou-se necessaria a pesquisa de outras anormalidades citogenéticas que possam estar
afetando os pacientes da regido que ndo apresentaram nenhuma das alteracdes classicas
pesquisadas. Diante disso, serdo selecionados participantes portadores de cariotipo normal
para a realizacdo de testes de sequenciamento do genoma, visando identificar mutacdes
possivelmente associadas as leucemias agudas.

Ademais, o0 estudo demonstrou que a técnica de RT-gPCR apresentou uma
sensibilidade maior em comparacéo a técnica de Nested-PCR no momento do diagnéstico das
amostras de leucemias agudas estudadas. A técnica de RT-gPCR se mostrou muito eficiente
para o diagnostico rapido e sensivel de alteracdes genéticas em ambos 0s tipos de amostras

analisadas no estudo.
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8 CONCLUSAO

A partir dessa pesquisa, conclui-se que o perfil clinico-epidemioldgico dos
pacientes portadores de leucemias agudas no estado do Ceard consiste em casos
predominantes no sexo masculino, com uma média de idade de 47,3 anos e com apresentacao
da triade leucémica classica ao diagndéstico. Os casos de LMA e LLA eram mais incidentes
em pacientes entre as faixas etarias de 60-79 anos e 20-39 anos, respectivamente. Néo foi
possivel inferir que tipo de ocupacdo laboral era mais frequente entre os pacientes
participantes, devido a falta de preenchimento dos formulérios. Além disso, foi possivel
detectar as 4 alteragBes genéticas referentes a LMA (PML::RARA, RUNX1::RUNX1TL,
CBFB::MYH11 e FLT3-1TD) na populacdo pesquisada. Ja nos casos de LLA, das 5 alteracbes
que foram pesquisadas, apenas 2 foram detectadas (BCR::ABL1 e TCF3::PBX1). Este
trabalho demonstrou a importancia do desenvolvimento de técnicas de biologia molecular
mais sensiveis que possam integrar o painel de exames para diagnostico e monitoramento de
leucemias agudas. Foi possivel realizar a validacdo do painel de biomarcadores por deteccao
de RT-gPCR nos pacientes portadores de leucemias agudas do estado do Ceara. Essa técnica
permite o diagndstico e monitoramento do estado da doenca nos pacientes de forma rapida e
confiavel, podendo ser realizada através de amostras de sangue periférico, evitando coletas de

medula dssea, que sdo mais invasivas e trabalhosas.
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Os riscos relacionados a coleta de sangue sdo minimos, podendo ocorrer dor leve e
formacdo de mancha roxa no local por pequena saida de sangue mancha arroxeada
(equimose) ao redor do local da puncdo, a qual desaparece em poucos dias.
Excepcionalmente, pode ocorrer sangramento local e, raramente, infeccdo local. E
importante salientar que uma nova coleta deste material pode ser necessaria, em poucos
casos, se a amostra for insuficiente ou inadequada para analise.

BENEFICIOS OFERECIDOS AO PARTICIPANTE

A participagdo no estudo é voluntaria, ndo existindo nenhuma remuneracdo para 0S
participantes. Seu seguimento ambulatorial e seu tratamento sera conduzido da mesma
forma independente da participacdo nessa pesquisa. Os beneficios oferecidos por esta
pesquisa incluem a determinacéo do perfil das Leucemias Agudas em adultos (cancer no
sangue) no Ceara. Esses resultados contribuirdo para o desenvolvimento de métodos
diagnosticos (metodos capazes de identificar sua doenca), terapias farmacologicas
(tratamento com novos medicamentos) e para o entendimento dos pacientes acometidos
com Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) (cancer no sangue) e Leucemia Mieloide
Aguda (LMA) (cancer no sangue). Suas davidas quanto a sua doenga e a pesquisa seréo
respondidas a qualquer momento pela equipe responsavel.

CONTATOS E PERGUNTAS

Caso surja algum imprevisto ou davidas, vocé devera entrar em contato direto com o
pesquisador responsavel pelo estudo: Dr. Manoel Odorico de Moraes Filho (85-
999893459), Médico, no Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos
(Laboratorio de Farmacogenética), localizado na Rua Coronel Nunes de Melo, 1000 -
Rodolfo Tedfilo ou pelo telefone 3366-8255.

ATENCAO: Se voce tiver alguma consideracdo ou ddvida sobre a sua participacdo na
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFC — Rua Coronel
Nunes de Melo, 1000 - Rodolfo Teo6filo, fone: 3366-8344. (Horario: 08:00-12:00 horas).
Somente assine este termo se vocé tiver a certeza de que recebeu todos o0s
esclarecimentos e informacgdes para decidir conscientemente sobre a sua participacéo
neste estudo.

ASSINATURAS

Autorizo o acesso dos membros da equipe de pesquisadores as minhas informac6es de
salde, nas condicdes estabelecidas e descritas nos itens acima. N&o renunciei a qualquer
direito legal que eu venha a ter ao participar deste estudo. Eu, por fim, declaro que li
cuidadosamente todo este documento, denominado Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido e que, apds a assinatura, tive oportunidade de fazer perguntas sobre o
conteddo do mesmo e também sobre o referido estudo, recebendo explica¢bes que
responderam por completo as minhas davidas e reafirmando estar livre e
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espontaneamente decidido a participar do estudo, ficando munido de uma via do
documento assinado pelo pesquisador responsavel.

Assinatura do voluntério

Nome de quem esta obtendo o TCLE

Assinatura

Nome Testemunha (quando aplicavel)

Assinatura

TELEFONES PARA CONTATO

Prof. Dr. Manoel Odorico de Moraes
(Investigador Principal)

(85) 3366.8201 / 85-999893459
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ANEXO 3: QUESTIONARIO CLINICO PARA PACIENTES PORTADORES DE
LEUCEMIAS

Nome:

Data de nascimento

Mome da mae:

Nome do pai:

Maturalidade:

Procedéncia:

Ocupacio (ou ocupacdo anterior, se
aposentado):

Manipulagdo ou exposicio a
corantes, derivados de petroleo,
agentes quimicos em  geral/
agrotoxicos. (sim ou nao; se SIM,
QUAIS?)

SINAIS E/OU SINTOMAS SiMm NAO IGNORADO

Dor de cabega

Alteracio visual (reducdo de campo visual)

Galactorreia (secrecio de leite nas mamas)

Alta de menstruagio por periodo prolongado

Redugdo na libido
Infertilidade

Diamreia cronica

Desmaio

Pedra nos rins

Aumento de extremidades

Aumento do volume da urina

Diminuicio de pelos no corpo

Tumor na pele (lesbes cutaneas)

Historia anterior de DATA TIPO DE TUMOR LOCAL DO CORPOD
retirada de tumor




