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1. Introducéao

As leucemias agudas constituem um grupo heterogéneo de neoplasias
malignas caracterizadas pela proliferagédo descontrolada de um ou mais clones
celulares na medula 6ssea com capacidade de invasdo de tecidos adjacentes
(INCA, 2002). Estes clones resultam de uma célula progenitora que sofreu uma
série de alteracdes genéticas, conferindo vantagem proliferativa em relacéo a
hematopoese normal. O aumento na proliferacdo desses clones leucémicos
afeta todas as linhagens celulares (leucocitaria, eritréide e plaquetéaria), inibindo
sua producéo e impedindo a diferenciacéo celular (American Cancer Society,
2016). Dependendo da linhagem celular afetada, as leucemias agudas estédo
divididas em leucemia mieloide aguda (LMA), linfoblasticas aguda (LLA) ou
leucemia de linhagem mista (INCA, 2002).

A LLA é uma neoplasia maligna de origem linféide, caracterizada pelo
acumulo clonal de linfoblastos na medula 6ssea e supressdo da hematopoese
normal (DEEPA BHOJWANI, et al.,, 2015). Embora a LLA possa ocorrer em
gualquer faixa etaria, esse tipo de leucemia € mais comum na infancia, ocorrendo
um pico de incidéncia entre 2 e 5 anos de idade (STELIAROVA-FOUCHER et
al., 2017). As neoplasias linfoblasticas agudas também se classificam com base
na linhagem celular afetada podendo ser de células B (LLA-B) ou T (LLA-T). Na
infancia, 85% dos casos sdo de linhagem do tipo B (KUHLEN; KLUSMANN;
HOELL, 2019).

Em 1976, as leucemias agudas foram separadas em subtipos por um
grupo cooperativo Franco-Americano-Britanico (FAB), tomando por base
critérios morfolégicos e citoquimicos nas células do sangue periférico e aspirado
ou bidpsia de medula 6ssea (MO), definindo como leucemia aguda quando
apresentavam mais de 30% de blastos na MO (BENNETT et al., 1976). A partir
do tamanho celular e pleomorfismo nuclear, as LLAs foram classificadas como
L1, L2 e L3 (BENNETT et al., 1976; FARIAS; CASTRO, 2004). J4 em 1995, o
grupo European Group for Immunological Characterization of Leukemias (EGIL)
propds uma classificacdo para as LLAs de acordo com a expressédo de antigenos
celulares. Essa classificacdo toma por base apenas critérios imunofenotipicos
(BENE el al., 1995). Com o surgimento de novas técnicas de diagnosticos essa
classificacao foi revista pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), que prop6s

uma nova classificacdo incluindo também informacdes sobre imunofenotipagem,
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biologia molecular e citogenética, além de ser considerada a presenca de 20%
de blastos na MO como suficientes para o diagndstico da doenca (ARBER. D et
al., 2016).

Em relacdo a biologia molecular e citogenética, na LLA-B os principais
transcritos identificados e utilizados na pratica clinica sdo a translocacao
t(12;21)(p13;q22) (TEL-AML1) representando 20-25% dos casos,
t(1;19)(923;p13.3)(TCF3-PBX1) com 6-7% dos casos, t(9;22)/BCR-ABL com 3-
5% dos casos e t(4;11)/MLL-AF4, a qual esta presente em até 60% das criancas
menores de 12 meses, e em apenas 3% dos adultos (MOORMAN et al., 2010).
Essas translocagbes cromossdémicas em muitos casos dao origem a fusbes
génicas que produzem RNAs mensageiros, na qual codificam proteinas com
diferentes propriedades estruturais e funcionais. Essas proteinas podem ativar a
transcricdo diretamente sem a interagdo com outras proteinas.

Existem diversas técnicas para auxiliar o diagnéstico molecular das LLASs,
entretanto cada metodologia apresenta vantagens e desvantagens. A analise
citogenética convencional é realizada através do estudo dos cromossomos que
permite a identificacdo de algumas translocacdes e aberracbes cromossomicas,
contudo essa técnica requer tempo, experiéncia e necessita de um grande
niamero de células em divisdo aproximadamente 20-30 células estando
principalmente na fase de metafase (LAZARYAN et al., 2019). Além disso,
existem delecdes ou rearranjos cromossémicos que nao sao detectados por esta
técnica. Outro método diagndstico é a hibridizac&o fluorescente in situ (FISH),
na qual utiliza sondas hibridizadas que marcam os cromossomos em metafase
ou nucleo em interfase, sendo detectados por fluorocromos (KEBRIAEI,
ANASTASI; LARSON, 2002). Essa técnica € mais rapida e mais sensivel que a
analise citogenética convencional, entretanto em casos de remissao requer um
grande numero de ndcleos para analise, sendo de baixa sensibilidade quando
comparada com outros métodos moleculares; além de custo elevado
(HARRISON et al., 2005). Ja no campo da biologia molecular, a reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) aparece como uma das principais técnicas
moleculares aplicadas, bem como seu desdobramento em PCR digital, até
técnicas mais recentes como o0 sequenciamento de Ultima geracdo (NGS).

A PCR é uma técnica molecular sensivel, especifica e relativamente

rapida, podendo disponibilizar resultados em horas. Sua sensibilidade advém da
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capacidade de detectar uma Unica célula leucémica entre 10° e 108 células
normais, através da amplificacdo da regido gendmica alvo. Trata-se de uma
reacao especifica por utilizar sequéncias de primers e sondas especificas para
deteccdo de determinado alvo genético. Neste contexto, a possibilidade de
deteccdo de translocacOes génicas impactou na classificacdo molecular das
leucemias e na conduta terapéutica (DEEPA BHOJWANI, et al.,2015). As
deteccBes de alteracdes génicas, anteriormente ndo relatadas pelos métodos
morfoldgicos, tornaram-se importantes na avaliagdo de risco. Anormalidades
estruturais especificas como a t(9;22), t(1;19) e t(4;11) conferem um alto risco de
recidiva. Por outro lado, a t(12;21) est4 associada a um prognéstico altamente
favoravel (MOORMAN et al., 2010).Assim, 0s grupos de maior risco sao tratados
com esguemas quimioterapicos mais intensos, enquanto os grupos de baixo
risco, com bom progndstico, podem utilizar protocolos menos intensos (DEEPA
BHOJWANI, et al.,2015) Aléem do surgimento de terapias alvo especificas como
a utilizacdo dos inibidores de tirosina quinase, principalmente o mesilato de
imatinibe, modificou drasticamente o tratamento de pacientes com a
translocacéo t(9;22) melhorando a taxa de sobrevida em aproximadamente 10
anos (POLILLO et al., 2015).

Neste sentido, o presente estudo propde a padronizacdo e validacao de
um ensaio molecular para determinagcdo dos principais transcritos
t(12;21)(p13;922) (TEL-AML1), t(1;19)(923;p13.3)(TCF3-PBX1) e t(4;11)/MLL-
AF4 na LLA B, em amostras de pacientes atendidos no Servico de Diagnostico
Laboratorial do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. O transcrito t(9;22)/BCR-

ABL p190 ja encontra-se implementado na rotina laboratorial.



2. Justificativa

Atualmente, os exames moleculares de diagndstico e monitoramento dos
pacientes com LLA B atendidos no HCPA séo realizados em laboratorios
externos a instituicdo, resultando em uma espera de aproximadamente 30 dias
para obtencdo dos resultados. Além disso, o transporte da amostra até o
laboratério externo pode comprometer a qualidade do exame, pois o
recomendado € processar 0 RNA, que é bastante instavel, dentro de 24h.

A validacdo, padronizacdo dos exames moleculares t(12;21)(p13;922)
(TEL-AML1), t(1;19)(q23;p13.3)[TCF3-PBX1] e t(4;11)/MLL-AF4 ja preconizados
pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), na Unidade de Diagnostico
Especializado do HCPA, visa diminuir o tempo de disponibilizacdo dos
resultados as equipes médicas, diminuir o custo do exame e garantir a qualidade

da analise.



3. Referencial Teo6rico
3.1Leucemia Linfoblastica Aguda

A LLA é a neoplasia mais comum na infancia, sendo estimado
aproximadamente, 30 a 50 novos casos por milhdo de criangas, e representa
25% a 30% de todas as malignidades infantis, com um pico de incidéncia entre
2 a 5 anos de idade. (INCA, 2018).

Segundo dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA) a estimativa para
0 biénio 2020-2022 de novos casos de leucemias no Brasil, independentemente
do tipo, é na ordem de 5.940 casos para homens e 4.890 casos para mulheres.
J& para o Estado do Rio Grande do Sul, a taxa estimada é de 7,67 casos para
cada 100 mil homens e 6,17 casos para cada 100 mil mulheres (INCA, 2019).
Nos Estados Unidos, aproximadamente 2500 a 3500 novos casos de LLA sao
diagnosticados em criangas, com uma incidéncia de aproximadamente 3,4 casos
por 100 mil habitantes (WARD et al., 2014).

Atualmente, as leucemias agudas séo classificadas de acordo com o
aspecto citomorfolégico, citoquimico, imunofenotipico, citogenético e genético-
molecular (ARBER. D et al., 2016). Antigamente a analise morfolégica e
citoquimica eram as principais metodologias utilizadas para o diagndstico das
leucemias, entretanto havia dificuldades na reprodutibilidade dos resultados e na
padronizacdo da técnica, mas com o advento da tecnologia outros parametros
foram sendo pesquisados. Hoje em dia, estudos de imunofenotipagem por
citometria de fluxo permitem a estratificagcdo dos subtipos celulares, o que néao
era possivel somente com a morfologia (ARBER. D et al., 2016). Além disso,
nos ultimos anos, os estudos utilizando a biologia molecular vém ajudando no
diagndstico da doenca, com a estratificacdo dos grupos de risco, progndstico e

tratamento adequado para cada paciente (MOORMAN et al., 2010).

3.2 Classificacdo morfologica

O estudo morfologico € um dos critérios para o diagnoéstico das leucemias
agudas. O diagnéstico é estabelecido quando o exame da medula 6ssea revela
blastos acima de 20% da celularidade total (BENNETT et al., 1976). Em 1976, o
grupo Franco-Americano-Britanico (FAB) classificou as LLAs em trés subtipos

morfolégicos, L1, L2 e L3, com base no didametro celular, forma do nucleo e



protuberancia dos nucléolos, bem como quantidade e aspectos relativos do
citoplasma (Figura 1):
e LLA-L1: células linfoides pequenas e homogéneas, cromatina nuclear
fina, auséncia de nucléolos, citoplasma escasso e nucleo regular.
e LLA-L2: células grandes e heterogéneas, cromatina nuclear frouxa,
presenca de nucléolos, citoplasma abundante e forma do ndcleo irregular.
e LLA-L3: células linféides grandes e homogéneas, com cromatina nuclear
fina, nucléolos proeminentes, citoplasma fortemente basofilico e com

presenca de vacuolos.

Figura 1. Diferentes subtipos de células linféides segundo a classificagdo do grupo Franco-
Americano-Britanico. A) Leucemia Linfoblastica do tipo L1. B) Leucemia Linfoblastica do tipo
L2. C) Leucemia Linfoblastica do tipo L3. (GAMAL ABDUL-HAMID, 2016).

3.3 Classificacdo da Organizacdao Mundial da Saude (OMS)

Em 2016, a OMS juntamente com Associacdo Europeia de
Hematopatologia e a Sociedade Europeia de Hematopatologia, atualizou a
classificacdo de Tumores de Tecidos Linféides e Hematopoéticos, no qual
incorpora aspectos clinicos, morfologia, imunofenotipagem, citogenética e
genética molecular para definir a importancia clinica (Tabela 1) (ARBER D., el al
2016). Atualmente a LLA é subdividida em precursor B e precursor T. Além disso,

a LLA do tipo B é subdividida em 9 tipos diferentes de subclassificacao.
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Tabela 1. Classificacdo da OMS da Leucemia Linféide Aguda

Leucemia/Linfoma linfoblastico B

Leucemia/Linfoma linfoblastico B, sem outra especificagcao

Leucemia/Linfoma linfoblastico B com anormalidades genéticas recorrentes

Leucemia linfoblastica de células B com t(9;22)(q34;q11.2) [BCR-ABL1]

Leucemia linfoblastica de células B com t(v;11g23)[rearranjo MLL]

Leucemia linfoblastica B com t(12;21)(p13;022) [TEL-AML1 (ETV6-RUNX1)]

Leucemia linfoblastica de células B com hiperdiploidia

Leucemia linfoblastica células B com hipodiploidia

Leucemia linfoblastica de células B com t(5; 14)(q31;932) [IL3-IGH]

Leucemia linfoblastica de células B com t(1;19)(g23;p13.3)[TCF3-PBX1]

Leucemia/Linfoma linfoblastico T

Fonte: Adaptado de ARBER. D et al., 2016

3.4 Translocacdes cromossdmicas

3.4.1 Translocacdao t(12;21)(p13;q22)

O gene TEL (Translocacado-Ets-Leucemia), também chamado ETV6,
consiste de oito éxons, na regidao 12p13 e codifica uma proteina de 57 kDa, de
localizag&o nuclear. E membro da familia de fatores de transcri¢do, na qual é
crucial para o estabelecimento da hematopoese de todas as linhagens celulares
na medula 6ssea, tendo como funcgéo a repressao transcricional (GABERT et al.,
2003) (Figura 2).

O gene AML1, também conhecido como RUNX1 ou CBFA2, esta
localizado no cromossomo 21¢g22 e encontra-se expresso, normalmente, em
todas as linhagens hematopoéticas, atuando na regulacdo da proliferacdo e
diferenciacao destas células (GREAVES; WIEMELS, 2003).

A fusdo TEL/AML1, inibe a atividade de transcricdo do gene AML1 normal.
A proteina de fusdo TEL/AML1 pode desregular a expressdo do gene de
regulacdo AML1 de forma o converter para um repressor transcricional.

HIEBERT et al., 1996). Esse repressao transcricional € um dos mecanismos
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patogénicos da LLA com a t(12;21) Além disso TEL/AML1 também causa a
superexpressao do receptor de eritropoietina e ativacdo da sinaliza¢ao a jusante
de JAK-STAT (ZELENT; GREAVES; ENVER, 2004).

A translocacdo t(12;21)(p13;922) € observada em cerca de 25% das
criangas com leucemia da linhagem B, em comparacéo com aproximadamente
3% dos adultos (MOORMAN et al.,, 2010). A maior parte das criangas com
t(12;21) apresentam imunofendtipo precursor de células B, principalmente da
LLA-B comum ou pré-B e, raramente, da LLA pr6-B (DIGIUSEPPE; WOOD,
2019). A presenca dessa translocagdo confere ao paciente um excelente
prognéstico com sobrevida geral de doenca de 90% (PUI; ROBISON; LOOK,
2008).

a
TEL (12p13)
1a 2 3 L 5 6 7 8
A+ —i -
7 LI T LI 8]
+ tal A— can -
breakpoint region
~15 kb
AMLT (21g22)
1 2 3 - & [ 7a 7b B
g —f——— cen-»
breakpoint region
~150 kb
54 5 | 3 a ' 34
AN
488 1033 503 g42 796 853 1058
Sa 5 3 4 5 6<

Figura 2. Figura esquematica dos genes TEL e AML1. A) Representa a estrutura dos genes TEL
e AML1, juntamente com os pontos de quebra. B) Produto gerado da translocacéo
t(12;21)(p13;922) (VAN DONGEN et al., 1999). Cépia autorizada pela revista Leukemia, nimero
de licenca 4976750326118 (anexo 2).

3.4.2 Translocacdao t(4;11)(g21;q23)

Os rearranjos envolvendo o gene leucemia de linhagem mista (MLL) na
banda 11923 representam a anormalidade cromossémica ndo randomizada
mais comum encontrada em malignidades hematolégicas, incluindo a LLA e LMA
(MULLIGHAN et al.,, 2012). A translocacdo € encontrada principalmente em

leucemias de lactentes (até 60% das criangas menores de 12 meses), enquanto
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em criancas com idade maior de 1 ano, a incidéncia € muito inferior (2-3%)
(MOORMAN et al., 2010). Pacientes que apresentam essa translocacao tem um
prognéstico ruim. Os achados tipicos incluem uma taxa de remissdo de 75%,
mas uma sobrevida mediana livre de eventos de apenas sete meses em adultos
e uma taxa de remissdo completa de 88%, mas uma sobrevida mediana de 10
meses em criancas (CIMINO et al., 2000).

Na t(4;11) ocorre a fusdo do gene KMT2A na banda do cromossomo
11923.3 ao gene AFF1 (AF4) na banda do cromossomo 4g21.3, formando um
KMT2A-AFF1 gene de fusdo, que € transcrito em um mMRNA quimérico
(MULLIGHAN et al., 2012) (Figura 3).

Essas transloca¢cfes envolvem o gene KMT2A. A proteina KMT2A € uma
histona metiltransferase que se retine em complexos proteicos que regulam a
transcricdo génica via remodelacédo da cromatina (SUN et al., 1999). Os genes
alvo dos complexos reguladores da transcricdo KMT2A incluem os genes HOX
e o gene IKZF1 (IKAROS), que tém um papel critico no desenvolvimento e na
hematopoese (SUN et al., 1999).

MLL{11q23)
56 7 891011 12 -1617182122-27 28 29-31 32 33 - 36 37
+— cen tel —
breakpolnt region
~6.5 kb

AF4 (4g21)

1a ib 23 4 56 7 89 10 11 12-15 16 - 19 20

I ! I 11 I Il | I

| /LD (1]} ] L] U m I
+— Cen * /;:{ ' tel —

breakpoint region
~40 kb

Figura 3. Figura esquematica dos genes MLL e AF4 (AFF1) e pontos de quebra. (VAN DONGEN
et al., 1999). Cépia autorizada pela revista Leukemia, nimero de licenca 4976750326118 (anexo
2).

3.4.3 Translocacdao (1;19)(q23;p13)

O gene E2A é constituido por 17 éxons e esta localizado no nucleo, na
regido cromossémica 19p13.3 (GABERT et al.,, 2003) (Figura 4). Esse gene
codifica duas proteinas: E12 e E47 que sdo membros da familia de fatores de
transcricdo basic helix-loop-helix (bHLH). Estes fatores de transcricdo estao

envolvidos no processo de diferenciacdo e crescimento celular. Essas proteinas

13



sd0 expressas em muitos tipos celulares e parecem ser essenciais a
hematopoese de células normais da linhagem B (MULLIGHAN et al., 2012). O
gene PBX1 esta localizado no ndcleo, na regido 1923, associado as proteinas
HOX, cuja funcao é ligar-se a sequéncias especificas do DNA para a regulacao
da transcricdo (HARRISON, 2001). A proteina de fusdo E2A/PBX € oncogénica
e afeta a diferenciacéo celular (HUNGER et al., 1998).

A 1(1;19)(g23;p13), é a segunda translocagdo mais comum na LLA da
infancia, relatada, primeiramente, em alguns casos de LLA pré-B (HUNGER et
al., 1998).
prognosticamente do subtipo de LLA comum, representando aproximadamente
25% das LLA pré-B da infancia e 5-6% do adulto (MOORMAN et al., 2010).

A presenca dessa translocacao correlaciona com caracteristicas clinicas

Este subtipo de leucemia difere na origem morfolégica e

de alto risco, tais como leucocitose, niveis elevados de LDH e envolvimento no
sistema nervoso central. Desse modo, essa translocacédo esta associada com
pior prognastico e alto risco de recidiva (PUl; ROBISON; LOOK, 2008).

d
E2A (19p13)
1 234 5 6 78810 111213 1415a 15b 16
+en breakpoint region &/
~3.5 kb
PBX1(1g23)
1 234567 8

1

LI / W
+ cen ' 7 tel —=

breakpoint region
~50 kb
b
$ E H 2 2
/7 N\
1518 388
s 13 [ 2 4
/a2 \
100 by +
P E2A-A PBX1-B

Figura 4. Figura esquemética dos genes E2A e PBX1. A) Representa a estrutura dos genes E2A
e PBX1, juntamente com o0s pontos de quebra. B) Produto gerado da translocacéo
t(1;19)(g23;p13), (VAN DONGEN et al., 1999). Cdpia autorizada pela revista Leukemia, nimero
de licenca 4976750326118 (anexo 2).
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3.5 Estratificagéo de Risco

Atualmente, os protocolos de tratamento para LLA sdo baseados na
estratificacdo de risco com objetivo de reduzir a toxicidade do tratamento com 0s
quimioterapicos em pacientes classificados de baixo risco. J& em pacientes de
alto risco sao indicadas terapias mais agressivas (LOH et al., 2006). Essa
estratificacdo auxiliou a melhorar a taxa de sobrevida das criangas com LLA.
Independente do grupo de estudo, caracteristicas laboratoriais tém sido
correlacionadas com o prognostico, como contagem inicial de leucocitos no
sangue periférico, idade, género, expressao imunolégica da doenca, alteracdes
cromossémicas especificas, morfologia da FAB, organomegalia e
linfadenopatias e contagem de plaquetas (SCHULTZ et al., 2007; STEVENS et
al., 2008).

Os pacientes sao divididos em 4 grupos de risco ap0s a correlacdo dos
fatores clinicos e bioldgicos iniciais (STEPHEN P. HUNGER, 2013):

e Baixo Risco: Crianca com idade favoravel (entre 1-10 anos), baixa
contagem de leucdcitos (<10.000/puL) e alteracbes citogenéticas
favoraveis como hiperdiploidia ou presenca de rearranjo TEL/AML (ETV6-
RUNX1), com uma resposta rapida ao tratamento inicial apresentam
melhor prognaostico

e Risco padrdo: Crianca com idade favoravel, baixa contagem de
leucécitos, mas sem alteracbes citogenéticas favoraveis, sao
consideradas como risco padrao de LLA.

e Alto risco: Pacientes com idade superior a 10 anos, pacientes com
alteracdes citogenéticas desfavoraveis, como translocacédo t(1;19)/E2A-
PBX1 e doenca residual minima (DRM) maior que 0,01% apds o 28° e
36° dia da terapia de inducéo sdo considerados alto risco.

e Risco muito alto: criancas que apresentam hipodiploidia extrema (44 ou
menos cromossomo), t(9:22) rearranjo BCR-ABL, t(4;11) rearranjo
KMT2A (MLL) ou amplificacdo do i1AMP21 (amplificacédo

intracromoss6mica do cromossomo 21).
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3.6 Tratamento

Os principais protocolos de tratamento para LLA-B s&o o Berlin-Frankfurt-
Minster (BFM) Grupo Brasileiro de Tratamento de Leucemia da Infancia
(GBTLI) e Associacao Italiana Hematologia Oncologia Pediatrica (AIEOP), os
guais consistem em 3 principais fases. A fase de indugcédo tem como objetivo
a obtencao da remissdo completa, na qual é definida como a erradicacao das
células leucémicas detectaveis tanto na medula 6ssea como no sangue
periférico (KATO; MANABE, 2018). A terapia de indugdo geralmente envolve
a administracdo semanal de vincristina por trés a quatro semanas,
corticosteréides diarios (prednisona, prednisolona ou dexametasona),
asparaginase, podendo ser associado a antraciclina (CHIARETTI;
JABBOUR; HOELZER, 2018).

Apos terapia de inducéo, terapia de consolidacdo subsequente comeca a
erradicar células leucémicas residuais. Varias combinacdes citotoxicas e
doses elevadas ou crescentes séo utilizadas e apresentam uma duracgéo de
guatro a oito meses (HAGOP M. KANTARJIAN, MD, et al, 2015). Os
principais agentes quimioterapicos sao: citarabina, metotrexato, antraciclinas
(daunorrubicina, doxorrubicina), agentes alquilantes (ciclofosfamida,
ifosfamida) e epipodofilotoxinas (etoposideo, etofofosfamida) (DEEPA
BHOJWANI, MDA,C, JUN J. YANG, PHDB,C, AND CHING-HON PUI, 2015).

A terapia de manutencdo é administrada apos a terapia de consolidagcéo
e normalmente dura de 1 a 2 anos. 6-Mercaptopurina diaria (6-MP) e
metotrexato semanal € uma combinacdo padrdo, e algumas terapias de
manutencao sao intensificadas com vincristina e prednisona, principalmente
para pacientes do grupo de alto risco (KATO; MANABE, 2018).
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4. Objetivos
4.1 Objetivos gerais
Realizar a padronizacédo, validacdo dos principais transcritos de
importancia prognostica t(12;21)(p13;922) (TEL-AML1), t(1;19)(g23;p13.3) e
t(4;11)/MLL-AF4 em pacientes com leucemia linfobl4stica aguda, através da
técnica in house qualitativa de PCR em tempo real associada a transcriptase
reversa (RT-gPCR).

4.2 Objetivos especificos:

a) Definir as sequéncias gendmicas para deteccdo dos principais
transcritos  (12;21)(p13;922) (TEL-AML1), 1(1;19)(923;p13.3) e
t(4;11)/MLL-AF4) através de ensaio de RT-qPCR,;

b) Construir uma curva de eficiéncia das reacdes de PCR para cada um
dos transcritos;

c) Determinar os limites de deteccédo do ensaio de PCR para cada um
dos transcritos estudados;

d) Identificar as trés principais translocacbes cromossdmicas de

significado progndstico pela técnica de RT-gPCR no grupo de estudo.
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6. Consideracdes Finais

A identificacdo das principais translocacbes cromossomicas de
prognéstico em pacientes com LLA-B possui grande impacto no manejo clinico
do paciente, por esse motivo € de extrema relevancia que novas técnicas de
identificacdo sejam desenvolvidas de forma que possa ser executa-las dentro de
uma rotina laboratorial hospitalar. O estudo destas alteracdes, juntamente com
BCR-ABL p190 ja implementado na rotina laboratorial, determinam n&o s6 o
prognéstico, como também a estratificacdo dos diferentes grupos de risco. A
identificacdo dessas anormalidades permite a escolha de terapias direcionadas
para cada grupo. Pacientes que apresentam risco alto necessitam de escolhas
de terapias mais intensas, do que pacientes que apresentam risco baixo.
Sabemos que para um ensaio de validacdo necessita de um tamanho amostral
maior que o utilizado, entretanto este estudo possibilitou a implementacéo de
analises de translocagdo cromossomica em nossa instituicdo, permitindo
terapias cada vez mais individualizadas, independéncia institucional e garantia

de atendimento de qualidade.
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Apresentacio do Projeto:

Meste projets os autores pretendem realizar a validagdo de t2cnica malecular por PCR para identificar
marcadores de Leusemia Linfoblastica Aguda do tips B (LLA B). Neste sentido, o estudo realizara a
padronizagde e validagde de um ensaio meolecular para determinagde des principais transcritos
W12:210p13:922) (TEL-AML1), € 1:18MQ23:p13 3 TCF3-FBX1] & ti4;11¥MLL-AF4 na LLA B, &m amostras
de pacientes atendidos no Servige de Diagndstice Laboratorial do Hospital de Clinicas de Porlo Alegre.
Serio avaliadas amastra de sangue periférico efou samgue de medula Gssea de pacientes internados com
diagnastico de LLA B. O pericdo das coletas estard compreendido entre janeiro de 2020 a dezembro de
2020, caracterizando um estude transversal até que se obtenham pelo menos 27 amostras positivas. O
miaterial utilizado serd o mesmo j& coletado para a roting disgndstica. Segundo os sutores atuslments, os
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realizados em laboratérios extemos, resuliando em uma espera de aproximadament= 30 diss para obtengSo
dos resultades, o qua justifiea a padronizagio do métods na instituicio.

O projeto esta claro, bem desenhado e possui relevancia. Apresenta calcule amostral, os fermes de uso de
dados e material biokogico.
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Objetive da Pesquisa:

Geral

Realizar a padrenizagae, validagde dos principais transerites de importancia prognostica t(12.21)ip13:922)
(TEL-AMIL 1), H1:19)(q23:p12.3], 1{4:11¥MLL-AF4 am pacientes com leucemis infobldstica sguda, atrawés da
téenica in house qualitativa de PCR em tempe real associada & transcriptase reversa (RTgPCR).
Especificos

a) Definir as sequéncias gendmicas para detecyae des principais transerites (12,21)}(p13:922) (TEL-AML1),
1(1:10)(g22:p12.3), 1{4:1 1¥MLL-AF4) através de ensaic de RT-gPCR;

b) Determinar & m‘hc:entragjo de uso dos primiers & sondas adequada para cads transcrito pesquisado;

c) Construir uma curva de eficiéncla das reagies para cada um dos transeritos pela téenica in house;

d) Determinar as limites de detecgdo para cada um dos transcritos estudados pela téonica in house;

2] Comparagdo dos resultados cbiides atraves de sequenciamente do produte de amplificagso;

Avaliagao dos Riseos e Beneficios:

Riscos

O= riseos do estudo, os participantes poderdo sofrer o desconforto da celeta de sangue periferice efou
miedula dsses (da acordo com critério clinico), porém sslienta-sa que ests colets j& & realizads pars a
realizagio dos exames de rotina.

Beneficios

Embora a pesquisa nao proporcione beneficios imediatos ac participante, os resuliados e a participagao no
estudo poderdo centribuir para gue o conhecimente das relagies entre as variaveis laboratoriais
hematolagicas possa ser utiizado como medida de antecipacio do progndstico do paciente bem como
centribuir para um melhor manejo da doenga. Considerande a complexidade atendida no Hospital de
Clinicas de Forto Alegre, e o atendimenio prestado ser voliado ao Sistema Unico de Salide [SUSE), este
trabalhae frara um reflexe muite positive a assistencia ao paciente.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Trats-sa de projeto de conclusio da Residéncia Integrada Multiprofissional em Salde onde os
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autores pretendemn validar uma téenica de diagnastico molecular por PCR para identificagio de marcadores
prognosticos em pacientes com Leucemia Linfoblastica Aguda do tipa B. Sera realizada a padronizagio e
validaqﬁn de um ensaie melecular para determina?in dos pringipais transentes t12:21)(p13.922)
(TELAML1Y), 1(1:19){q22:p12.3)[TCF3-PBX1] & 1{4:11MLLAFS na LLA B, am amostras de paciantas
atendidos no Servico de Diagndstico Laboratorial do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Para tanto serio
ufilizadas um tetal de 27 amostras de sangue periférico efou bidpsia de medula dssea ja coletados na rotina.
Segundo os autores atualmente, os exames moleculares de diagndstico e monitoraments dos pacientes
com LLA B atendidos no HCPA s3o realizados em laboratorios externos, resultande em uma espera de
aproximadamenta 30 dias para obtenc3o dos resultados, o que justifica a padronizagio do método na
instituigdo.

Consideragies sobre os Termos de apresantagio obrigatoria:

Os autores apresentam TCUD e terme de uso de material biolégico. Pedem dispensa de TCLE justificando:
"Esse estudo ndo prevé colefa adicional de material biolagico, utilizando o mesma material da retina de
analise dos pacientes. Desta forma, solicitas-se dispensa do TCLE, ja que os pacientes nac estarae
expostos & nenhum risco adicional”™

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

As pendéncias emitidas para o projeto no parecer 3.724 382 foram respondidas pelos pesquisaderes,
confarme carta de respostas adicionada am 05/122018. N3o aprasents nowss pendéncias_

Consideragies Finais a critério do CEP:

Lembramos que a presente aprowagio (versSo projeto de 08/11/2018 e demais documentos que atendem
as solicitagies do CEP) refere-se apenas aos aspectos élicos e metodologicos do projeto.

O= pesquisadores devemn aientar ao cumprimento dos seguintes tens:

a) Este pmjeto esth aprovado para utilizagdo de material biclagico de 27 participantes no Centro HCPA, de
acomda com as informagdes do projeto su do Plano de Recrutaments apresentade. Qualquer alterag3n deste
numero devera ser comunicada ao CEP e ao Servige de Gestdo em Pesquisa para autorizagfes e
atualizagies cabiveis.

b} © projete devera ser cadasirade no sistema AGHUse Pesguisa para fins de avaliagao logistica e
financeira & somente podera ser iniciado apds aprovagso final do Grupo de Pesquisa e Pos-Graduagso.
) Qualquer zlteragio nestss documentos deverd ser encaminhada para avaliacio do CEP.
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d) Deverdo ser encaminhados ao CEF relattries semestrais e um relatério final do projeto.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Docurnents Arquive Paostagemn Auter Situacio
Informagdes Basicas |PE_INFORMACOES_BASICAS_DO_F | 0aM122019 Aceifo
dio Projeto ROJETC 1480432 pdf 18:23:20
Ourtros resposta ao_parecer docx D5M22018 | Julia Biz Willig Acaifn

18:31:30
Projeto Detalhado /| | FROJETOTCRHCPA_novo. pdf M 120109 | Julia Biz Willig Aceifo
Brochiura og:52:48
Investigador
Ourtres DelegacasdeFuncoes pdf 30102018 |Julia Biz Willig Aceiin
221223
Orgamento arcamento.pdf 2002019 | Julia Biz Yilig o= -]
220737
Cronograma croncgrama.pdf 30102018 |Julia Biz Willig Aceiin
220716
Folha de Rosta felhaderosio.pdf H0M020M9 | Julia Biz Yillig Aceiin
220017
Ourtros TERMODECOMPROMISSOPARAUTILI | 30M0/2018 | Julia Biz Willig Aineifn
ZACAQDEDADOSIINSTITUCIONAIS Lu| 21:258H
ana.pdif
Ourtros TERMODECOMPROMISSOPARAUTILI | 30M02018 | Julia Biz Willig Aiceifn
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anela. pdf
Ourtros TERMODECOMPROMISSOPARAUTILI | 30M02018 | Julia Biz Willig Acaifn
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ogo_ pdf
Outros TERMODECOMPROMISSOPARAUTILI | 30102019 |Julla Biz VYillig o= -]
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apdf
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Ortros ACACDEDADOS. Mariela pdf 21:54:3F | Julis Biz Willig Acsitn
QOutres TERMODECOMPROMISSOPARAUTILI | 30M02018 |Julia Biz Willig Aceitn
ZACAODEDADOS Diogo.pdf 21:54:16
Qutros TERMODECOMPROMISSOPARAUTILI | 301072019 |Julia Biz Willig Aceito
ZACAODEDADOSANS pdf 21:53:55
Ourtros TERMODECOMPROMISSOPARAUTILI | 30M02018 |Julia Biz Willig Arzitn
ZACADDEDADCS_Rodrigo.pdf 21:5203
Qutros TERMODECOMPROMISSOPARAUTILI | 30102019 |Julia Biz Willig Aceito
ZACAODEDADOS Juliapdf 21:51-48
Declaragio de TERMODECOMPROMISSOPARAUTILI | 30M072018 |Julia Biz Willig Arzitn
Manuseio Material  |ZACAODEMATERIALBIOLOGICO Lua 215032
Biclogico ! na.pdf
Biorepositorio /
Biobkanco
Declaragio de TERMODECOMPROMISSOPARAUTILI | 30M072018 |Julia Biz Willig Aceitn
Manuseio Material  |ZACAODEMATERIALBIOLOGICO. Mari|  21:50:18
Biclogico ! ela.pdf
Biorepositirio J
Biobancn
Dieclarscio da TERMODECOMPROMISSOPARAUTILI | 30102018 |Julia Biz Willig Acaito
Manuseio Material  |ZACAODEMATERIALBIOLOGICO, Dicg| 21:50:00
Biolegico ! o_pdf
Biorepositirio J
Biobanco
Decl.aralg.ﬁa de TERMODECOMPROMISSOPARAUTILI | 30M072018 | Julia Biz Willig Acsitn
Manuseio Material  |ZACAODEMATERIALBIOLOGICO _#4na | 214816
Biolagico pef
Biorepositnio /
Biotranco
Declaracdo de TERMODECOMPROMISSOPARAUTILI | 30M0/2019 |Julia Biz VYillig Acsito
Manuseio Material  |ZACAODEMATERIALBIOLOGICC Rodr|  21:48:00
Biolegico igo pdf
Biorepasitornio
BioGanco
Declaracao de TERMODECOMPROMISSOPARAUTILI | 30M0/2019 |Julia Biz Willig Aceilo
Manuseio Material  |ZACAODEMATERIALBIOLOGICO: Julia| 214830
Biologico pdf
Bigrepositornio /
Biobanco
Situagio do Parecer:
Aprovado
Enoerego:  Rua Ramim Barcelos 2300 sala 2229
Balma: EantaCacilla CEP. 90035903
UF:- RS Municiplo: RORTO ALEGRE
Telefome: {51)3353-T6540 Fax [51)3355-7640 E-mall: capncpa edubr
Pgiren 0538 08
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Mecessita Apreciagio da CONEP:
Méo

PORTO ALEGRE. 18 de Dezembro de 2018

Assinado por:
Témis Maria Félix
(Coordenador(a))

Endersgo:  Fua Ramine Bareelos 2.350 sala 2229

Balrme: Eanta Cacilla CEP: 90035903

UF: RS Municiplo: PORTO ALEGRE

Telefome: {51)3353-T6540 Faxc ([51)3355-7640 E-mall: capncpa edubr
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ANEXO 2

Thank you for your crder!
Dy Miss. Julia Wilig

Thank you for pladng your order through Copyripht Clearanoe Center's
Right=Link™ service.

Ordsr Summary

Licenmee:  Miss Julia Wilig
Ot
Dt Die 268, 2020
Oirrfesr
Mormier 4STETS0026E 118
Publication: Leukemiz
Standardized RT-PCR analysi= of fusion gene ranscripts from
Title: chromasame aberations in acule lewkemia for detecion of
minimal ressiduzl disease
Type -
L ThessDisse—tion
Ortder
Talal

Wieew or print complete details of your order and the publisher's bermes and
candibiaons.

DO USD

Sincerely,

i ll-ﬂmﬂdd-l:l.lﬂ-:."mmrrr # Cipsright Hightsunk.

[ Cerier
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