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RESUMO

A medula dssea é a principal produtora de células hematopoiéticas, e sua disfuncdo pode
levar ao desenvolvimento de leucemia, caracterizada pela proliferacdo anormal de células-
tronco pluripotentes que ndo amadurecem adequadamente. A Leucemia Mieloide Aguda
(LMA) é uma forma especifica dessa doenca e seu diagndstico exige uma abordagem
multifacetada que inclui imunofenotipagem, analise citogenética convencional e testes
genéticos moleculares. A triagem para rearranjos génicos é crucial para confirmar o diagnostico
e ajustar a terapia, impactando de modo significativo o prognostico. Nesse contexto, o objetivo
desse estudo foi de desenvolver método de reacdo de polimerase em cadeia em tempo real com
transcricao reversa (RT-PCR) para detectar fusdes génicas observadas na LMA. Para isso, foi
extraido RNA de amostras de medula 6ssea ou sangue periférico de voluntarios com LMA, RT-
PCR em tempo real e sequenciamento de nova geragdo (NGS). A RT-PCR foi padronizada com
uma etapa inicial de 45°C por 10 minutos, seguida por ativacdo a 95°C por 5 minutos, e ciclos
de extensao e anelamento a 95°C por 5 segundos e 65°C por 30 segundos. O NGS foi utilizado
para validar os resultados obtidos pela RT-PCR em tempo real. Comparag6es entre os métodos
foram realizadas para determinar a acuracia da RT-PCR, e foram determinadas ainda sua
precisdo, sensibilidade e especificidade. Foram incluidos 11 pacientes com diagnosticos de
LMA. A RT-PCR em tempo real apresentou acuracia de 100%, quando comparada ao NGS,
para a detecdo das fusdes BCR-ABL P210, CBFB-MYH11, KMT2A-MLLT1, PMR-RARA,
ABL1, KMT2A-MLLT10, BCR-ABL P190, RUNX-RUNX1T1 e KMT2A-MLLT3. Por meio
de testes in silico e da curva de dissociacdo dos produtos de amplificacdo, foi observada a
especificidade da RT-PCR em tempo real. A sensibilidade da RT-PCR em tempo real variou
de 192,4 a 1531,9 copias por reacdo, dependendo do alvo (fusdo génica). Dessa forma,
observou-se que a RT-PCR em tempo real demonstrou ser uma alternativa ao NGS para a
detecdo de fusdes génicas observadas na LMA e investigadas rotineiramente em sua abordagem
diagnostica e terapéutica. Considerando o custo e disponibilidade do NGS, o a RT-PCR pode
representar uma alternativa de menor custo e maior celeridade no fornecimento de resultados
de fusbes génicas investigadas no manejo de pacientes com LMA.

Palavras-chave: leucemia mieloide aguda; fus@es génicas; diagnostico molecular; RT-PCR em

tempo real.



ABSTRACT

The bone marrow is the primary producer of hematopoietic cells, and its dysfunction
can lead to the development of leukemia, characterized by the abnormal proliferation of
pluripotent stem cells that do not mature properly. Acute Myeloid Leukemia (AML) is a
specific form of this disease, and its diagnosis requires a multifaceted approach including
immunophenotyping, conventional cytogenetic analysis, and molecular genetic testing.
Screening for gene rearrangements is crucial to confirm the diagnosis and tailor therapy,
significantly impacting the prognosis. In this context, the aim of this study was to develop a
real-time reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) method to detect gene
fusions observed in AML. RNA was extracted from bone marrow or peripheral blood samples
of AML patients, followed by real-time RT-PCR and next-generation sequencing (NGS). The
RT-PCR was standardized with an initial step at 45°C for 10 minutes, followed by activation at
95°C for 5 minutes, and extension and annealing cycles at 95°C for 5 seconds and 65°C for 30
seconds. NGS was used to validate the results obtained by real-time RT-PCR. Comparisons
between the methods were performed to determine the accuracy of RT-PCR. In addition, the
precision, sensitivity, and specificity were determined. Eleven patients with AML diagnoses
were included. Real-time RT-PCR showed 100% accuracy compared to NGS for the detection
of BCR-ABL P210, CBFB-MYH11, KMT2A-MLLT1, PMR-RARA, ABL1, KMT2A-
MLLT10, BCR-ABL P190, RUNX-RUNX1T1, and KMT2A-MLLT3 fusions. Specificity of
real-time RT-PCR was observed through in silico tests and the dissociation curve of
amplification products. The sensitivity of real-time RT-PCR ranged from 192.4 to 1531.9
copies per reaction, depending on the target (gene fusion). Thus, real-time RT-PCR proved to
be an alternative to NGS for detecting gene fusions observed in AML and routinely investigated
in its diagnostic and therapeutic approach. Considering the cost and availability of NGS, RT-
PCR may represent a lower-cost, more rapid alternative for providing results on gene fusions

investigated in the management of AML patients.

Keywords: acute myeloid leukemia; gene fusions; molecular diagnosis; real-time RT-PCR.
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APRESENTACAO

A presente dissertacao, intitulada "Padronizacdo de metodologia diagndstica para fusdes
cromossomais: Uma andlise comparativa entre cadeia de reacao de polimerase em tempo real e
Sequenciamento de Nova Geragéo para deteccdo simultanea das principais fuses na Leucemia
Mieloide Aguda”, foi elaborada no formato de capitulo, sendo constituida por introducéo,
métodos, capitulo 1 e considerages finais. No capitulo 1, o trabalho é apresentado no formato
de artigo cientifico. Sdo também apresentados apéndices com detalhes dos protocolos

experimentais utilizados.
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1. INTRODUCAO

Quando a medula 6ssea, principal produtora das células hematopoiéticas, passa por uma
alteracdo drastica com proliferacdo anormal das suas células-tronco pluripotentes, que néo
amadurecem e ndo respondem aos reguladores naturais e mecanismos apoptéticos, essa
condicdo é conhecida como leucemia (ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2013). A Leucemia
Mieloide Aguda (LMA) é uma forma especifica da doenca que afeta a via mieloide e se
caracteriza por um grupo heterogéneo de distdrbios clonais, levando a insuficiéncia funcional
da medula 6ssea devido ao acimulo de células imaturas (BRASIL, 2014).

A complexidade da LMA requer uma abordagem diagnostica multifacetada em busca
de definicdo diagnostica precisa e classificagdo de risco adequada (DOHNER et al., 2022).
Testes diagndsticos abrangentes sdo cruciais ndo somente para estabelecer o tratamento inicial,
mas também como orientagio em estratégias ao longo do monitoramento da doengca (DOHNER
et al.,, 2022). Além da imunofenotipagem por citometria de fluxo, a andlise citogenética
convencional é componente obrigatério da avaliagdo de individuos com LMA para
identificacdo das anomalias genéticas caracteristicas (DOHNER et al., 2022).

Os testes genéticos moleculares desempenham papel vital na triagem, definicdo e
caracterizagdo de risco da LMA, sendo necessarios para tratamentos direcionados (DOHNER
et al., 2022). A deteccdo molecular, seja por meio da metodologia de gPCR (reacdo em cadeia
da polimerase quantitativa em tempo real) ou pelo sequenciamento de nova geracdo (NGS),
permite a identificacdo de concentragdes muito baixas de blastos leucémicos (DOHNER et al.,
2022). 1sso ocorre porque as caracteristicas fenotipicas geralmente sdo detectadas somente ap6s
a expansdo clonal, enquanto as altera¢fes genotipicas podem ser observadas mais precocemente
(DOHNER et al., 2022). As técnicas moleculares amplificam os acidos nucleicos presentes na
amostra, oferecendo uma alta precisao e sensibilidade quando comparadas aos ensaios imuno-
hematoldgicos (DOHNER et al., 2022).

Atualmente, além do exame de diagnostico para LMA, foram desenvolvidas analises de
outras alteracBes génicas que influenciam o prognostico, uma vez que constituem marcadores
importantes para a escolha do tratamento. Esse aspecto € critico, devido a necessidade de
instituicdo rapida do tratamento adequado da LMA (DOHNER; WEISDORF; BLOOMFIELD,
2015). De acordo com Ddéhner et al. (2022), o protocolo para estabelecer o diagnostico por meio
da analise genética envolve a identificagdo de alguns rearranjos génicos principais, como as
fusbes génicas PML-RARA (t(15;17)), CBFB-MYH11 (t(16;16)), RUNX1-RUNXI1T1
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(t(8;21)), rearranjos de KMT2A (1(9;11) e t(10;11)) e BCR-ABL (t(9;22)) e esses testes
geralmente requerem um periodo de 3 a 5 dias para obtencéo dos resultados.

A triagem para rearranjos génicos deve ser realizada quando for necessario obter
resultados rapidos para uma terapia apropriada, quando a morfologia cromossémica estiver
comprometida e/ou a morfologia encontrar-se tipica com anomalia citogenética suspeita
indetectada (DOHNER et al., 2022).

Essa abordagem é especialmente relevante, uma vez que, apesar da determinacao pela
Organizacdo Mundial da Saude de que a presenca de pelo menos 20% de blastos leucémicos
no sangue periférico e/ou aspirado de medula 6ssea é um critério definitivo para o diagnostico,
rearranjos génicos como CBFB-MYH11, quando detectados, confirmam diagndstico sem
apresentar necessariamente a quantidade em percentual de blastos (ZAGO; FALCAO;
PASQUINI, 2013). Estudos mais recentes desenvolvidos por Gabert et al mostraram que o
RNA mensageiro (mMRNA) resultante da fuséo génica CBFB-MYH11 representa um marcador
molecular adequado para estudos de diagnostico e acompanhamento (GABERT et al., 2003).

A possibilidade de avanco descontrolado da LMA requer avaliacdo diagndstica e
prognostica céleres, e atualmente estd disponivel uma gama de testes baseados em fatores
determinantes do desenvolvimento da leucemia (ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2013).
Destaca-se, ainda, que avaliacbes de risco irdo determinar a necessidade de realizar
transplantes, assim como orientar a terapia farmacolégica a ser adotada, dentre outras medidas
cruciais que impactam a sobrevida do paciente (SURAPALLY; TENEN; PULIKKAN, 2021;
ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2013).

A identificacdo precoce da LMA e o rapido encaminhamento sdo cruciais para um
melhor resultado terapéutico. Portanto, a implementagdo de métodos rapidos para a analise dos
rearranjos génicos é indispensavel tanto para o diagnostico quanto para o estabelecimento do
prognostico da doenca. Além disso, esses métodos podem reduzir os custos da avaliacdo dos

rearranjos génicos, ampliando sua acessibilidade.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente estudo foi o desenvolvimento de método de anélise das fusGes
PML-RARA, RUNX1-RUNX1T1, CBFB-MYH11, BCR-ABL (P210), BCR-ABL (P190),
KMT2A-MLLT1, KMT2A-MLLT3 e KMT2A-MLLT10 em simultaneo por reacédo de cadeia
de polimerase em tempo real por transcricdo reversa (RT-PCR), em amostras de medula éssea

e/ou sangue periférico de sujeitos com LMA.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos do presente estudo foram:

- Desenvolver a metodologia de RT-PCR em um painel diagndstico para fusdes génicas de
LMA;

- Comparar o método de sequenciamento de nova geracdo (NGS) com a metodologia

implementada para comparabilidade, sensibilidade, reprodutibilidade e acuracia do teste;
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3. METODOS

3.1 PARTICIPANTES

Foram selecionados 11 sujeitos adultos, com idade igual ou superior a 21 anos, de ambos
0s sexos e com diagndstico de leucemia mieloide aguda com base nos critérios diagndsticos da
Organizacdo Mundial da Satde - OMS (SWERDLOW et al., 2017), independentemente da data
do diagndstico, acompanhados na Unidade de Hematologia do Hospital Universitario de
Brasilia entre dezembro de 2023 a agosto de 2024. Nao houve critérios de exclusdo. Foram
selecionados, ainda, sujeitos sem diagndstico de LMA, com caracteristicas semelhantes (sexo
e idade) aqueles com LMA, para compor o grupo de controle interno. As amostras fornecidas
pelos participantes foram processadas no Laboratorio Sabin Diagnostico e Saude, sendo
assegurada a confidencialidade dos dados por meio da Lei geral de protecdo de dados pessoais
(LGPD) j& disposto pelo proprio laboratoério e no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE, Apéndice E)

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Faculdade de Ciéncias da Salde da Universidade de Brasilia - CEP/FS (CAAE
69557823.0.0000.0030, Anexo I). Os exames realizados seguiram rigidamente os preceitos
éticos da Resolucdo n°466/12 do Conselho Nacional de Saude. Todos os participantes

assinaram o TCLE.

3.2 EXTRACAO DE ACIDOS RIBONUCLEICOS

Foram utilizadas amostras de aspirado de medula 6ssea (10 amostras) e sangue venoso
periférico (uma amostra), coletadas em tubos contendo EDTA, que apresentaram pelo menos
10% de blastos detectados anteriormente em imunofenotipagem. As amostras foram submetidas
a um protocolo de lise de hemacias, sendo inicialmente homogeneizadas por 15 minutos em
agitador orbital e depois transferidas 2,5 mL de material para um tubo conico de 15 mL. Para a
lise celular, foram adicionados 7,5 mL de solucdo de lise (Cell Lysis Solution, Promega). Depois
disso, os tubos foram invertidos 5 a 6 vezes e em seguida incubados por 10 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida, foi realizada centrifugacéo a 2.500 x g por 10 minutos, a
20 °C, com a formacdo de pellet ao fundo. O sobrenadante foi descartado e realizada nova
centrifugacdo, com 0s mesmos parametros anteriormente citados, por um minuto. O

sobrenadante foi removido com o auxilio de uma micropipeta.
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Em seguida, foram adicionados 200 pL. de uma mistura de 1-Thioglicerol/Solugéo de
Homogeneizagdo (Homogenization Solution, Promega) resfriada ao pellet entdo formado. A
mistura resultante foi entdo homogeneizada em agitador vortex para garantir a ressuspensao
completa do pellet. Foram entdo adicionados 200 pL do tampdo de lise (Lysis Buffer, Promega)
e 25 pL de proteinase K e a mistura homogeneizada por 20 segundos em agitador vortex. Ao
final, a mistura foi incubada a temperatura ambiente por 10 minutos e realizada extragdo de
RNA com a utilizacdo o kit comercial Maxwell® RSC simplyRNA Blood Kit (Promega) em
equipamento Maxwell® RSC, sendo ele uma plataforma automatizada e compacta para
purificacdo de &cidos nucleicos, processando até 16 amostras simultaneamente em 25-60
minutos.

O uso de RNA para deteccdo de fusdes na LMA é importante, apesar da abundéncia de
RNA transportador (tRNA) e RNA mensageiro (MRNA) em células normais. Na LMA, a fuséo
de cromossomos pode gerar genes de fusdo que produzem mRNAs hibridos os quais podem
codificar proteinas de fusdo com funcgdes alteradas, contribuindo para a proliferacdo
descontrolada das células leucémicas e resisténcia a apoptose (ALBERTS, 2014). Embora o
tRNA ndo seja diretamente afetado pela fusdo cromossémica, alteraces na expressdo ou fungédo
dos tRNAs podem impactar a tradugdo das proteinas de fusdo (ALBERTS, 2014). Portanto, na
LMA, as alteragdes causadas pelas fusdes cromossomicas afetam principalmente 0 mRNA e,
consequentemente, a producdo de proteinas, enquanto o tRNA desempenha um papel

indiretamente influenciado na traducdo dessas proteinas.

3.3 PRIMERS

A deteccdo das fusbes génicas propostas no estudo foi idealizada de maneira que
apresentasse menor custo, menor tempo para execugdo, maior sensibilidade de deteccdo e sem
prejuizos a rotina laboratorial. As fusdes selecionadas para compor o multiplex simultaneo
idealizado foram extraidas dos estudos de DOHNER et al. (2022) e Meyer et al. (2023), que
estabeleceram os translocados t(15;17), t(9;22), t(8;21), inv16 e/ou t(16;16) e os rearranjos de
KMT2A t(9;11), t(10;11) e t(11;19) como de maior relevancia e frequéncia clinica em adultos
com LMA.

Definidas as fusdes génicas, foram selecionados os iniciadores (primers) paraa PCR em
tempo real. Alguns foram extraidos de estudos publicados previamente (GABERT et al., 2003;
BURMEISTER et al., 2014) e outros reformulados e remodelados em BLAST (Basic Local
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Alignment Search Tool) e pelo software Geneious (GENEIOUS, 2023). As sequéncias dos
primers utilizados no estudo estdo descritas na Tabela 1. E importante ressaltar que as fusdes
génicas podem sofrer quebras em éxons diferentes e que para 0 modelo desenvolvido no
presente estudo foram selecionados primers que apresentassem cobertura de pelo menos 90%
das fusdes observadas na LMA.

Para melhor desenvolvimento do preparo da reacdo de polimerase em cadeia, foram

agrupadas 3 fusbes por poco na placa de 96 pogos, sendo 0s grupos:

(1) BCR-ABL P210 - CBFB-MYH11 - KMT2A-MLLT1;
(2) PML-RARA — ABL1 - KMT2A-MLLT10;
(3) BCR-ABL P190 — RUNX1-RUNX1T1 — KMT2A-MLLTS.

Os grupos foram testados in silico, anélise esta realizada com o programa BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool), tanto as suas temperaturas de anelamento, quanto auto-
anelamento e anelamento entre primers para evitar falsos positivos na reacdo. As sondas de
hidrolise para deteccdo do produto de amplificacdo foram preparadas em trés filtros distintos
com compensacdo colorimétrica para evitar a sobreposicdo de fluorescéncia. Os filtros
utilizados foram: (1) 6-FAM, (2) HEX e (3) CY 5. Os fluor6foros foram purificados por
cromatografia liquida de alta performance (HPLC) e produzidos pela plataforma Integrated
DNA Technologies (IDT, 2024). As sondas foram preparadas com dois tipos de quenchers: 6-
FAM e HEX foram utilizados com ZEN e lowa Black™ FQ, enquanto CY 5 foi combinado
com TAO e lowa Black™ RQ.
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Tabela 1 - Primers e sondas para identificacdo dos rearranjos génicos por reacao de cadeia em polimerase em tempo real.

FUSAO GENICA NoME SEQUENCIA SENTIDO REFERENCIA
[ [ [ [
CBFB_F45 CATTAGCACAACAGGCCTTTGA FOWARD (GABERT et al., 2003)
CBFB_PB TCGCGTGTCCTTCTCCGAGCCT FOWARD (GABERT et al., 2003)
CBFB-MYH11 MYH11 R7 CTCTTTCTCCAGCGTCTGCTTAT REVERSE (GABERT et al., 2003)
MYH11 R8 CCTCGTTAAGCATCCCTGTGA REVERSE (GABERT et al., 2003)
MYH11_R12 AGGGCCCGCTTGGACTT REVERSE (GABERT et al., 2003)
BCR_F13 TCCGCTGACCATCAAYAAGGA FOWARD (GABERT et al., 2003)
BCR_F1 CTGGCCCAACGATGGCGA FOWARD (GABERT et al., 2003)
BCR-ABL
ABL_PB CCCTTCAGCGGCCAGTAGCATCTGA FOWARD (GABERT et al., 2003)
ABL_R CACTCAGACCCTGAGGCTCAA REVERSE (GABERT et al., 2003)
KMT2A _F9 TCCAGAGCAGAGCAAACAGA FOWARD (BURMEISTER et al., 2014)
KMT2A_F11 TGTGGGAGATGGGAGGCTTA FOWARD Desenvolvido neste trabalho
KMT2A-MLLT
KMT2A _PB9 CTCCCCGCCCAAGTATCCCT FOWARD (BURMEISTER et al., 2014)

KMT2A_PB11 TCTCTGTGCCAGTAGTGGGCA FOWARD Desenvolvido neste trabalho



MLLT1_R2

MLLT1_R6

MLLT1_R7

MLLT3_R5

MLLT3_R6

MLLT3_R10

MLLT10_R6

MLLT10_R9

MLLT10_R11

MLLT10_R16

RUNX1_F5

RUNX1-RUNX1T1

RUNX1_PB

RUNX1T1_R2

PML-RARA PML_F4

AGCTCTAACCTCACCTGGACG

GTGCTCCTTGGTCACCTTGT

CTGAGCTGGAGTCTGAGCTG

GCTGCTGGTATGAATACTCCTATTAG

TCTGGGATGGTGTGAAGCTG

CTGTGAAGCTCTACCAGTTCATCT

ACCAGTGGCTGCTTTGCTTTCTCT

ACCAATGCAGGTGATGGTTCTGGCT

TGCTGATGACTGTTGGGAGTGAGAGT

TGGTGCCTGACTGAGAGAAGATCCA

CACCTACCACAGAGCCATCAAA

AACCTCGAAATCGTACTGAGAAGCACTCCA

ATCCACAGGTGAGTCTGGCATT

TCTTCCTGCCCAACAGCAA

REVERSE

REVERSE

REVERSE

REVERSE

REVERSE

REVERSE

REVERSE

REVERSE

REVERSE

REVERSE

FOWARD

FOWARD

REVERSE

FOWARD

(BURMEISTER et al., 2014)

Desenvolvido neste trabalho

Desenvolvido neste trabalho

(BURMEISTER et al., 2014)

Desenvolvido neste trabalho

(BURMEISTER et al., 2014)

(BURMEISTER et al., 2014)

(BURMEISTER et al., 2014)

(BURMEISTER et al., 2014)

(BURMEISTER et al., 2014)

(GABERT et al., 2003)

(GABERT et al., 2003)

(GABERT et al., 2003)

(GABERT et al., 2003)
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ABL1

PML_F4

PML_F3

RARA_PB

RARA_R3

ABL1_F

ABL1_PB

ABL1 R

CCCCAGGAAGGTCATCAAGA

CCGATGGCTTCGACGAGTT

GCTTGTAGATGCGGGGTAGAG

AGTGCCCAGCCCTCCCTCGC

TGGAGATAACACTCTAAGCATAACTAAAGG
T

GATGTAGTTGCTTGGGACCCA

CCATTTTTGGTTTGGGCTTCACACCATT

FOWARD

FOWARD

FOWARD

REVERSE

FOWARD

FOWARD

REVERSE

Desenvolvido neste trabalho

(GABERT etal

(GABERT etal.,

(GABERT et al.,

(GABERT et al.,

(GABERT et al.,

(GABERT et al

., 2003)

2003)

2003)

2003)

2003)

., 2003)
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Foram desenvolvidos primers que detectassem as quebras mais recorrentes nos éxons, enumerados no nome de cada primer/sonda, de cada fusdo escolhida, com uma cobertura

minima acima de 90% dos casos de quebra de cromossomo em cada rearranjo. Todos foram submetidos a testes in silico e técnica de SYBR green para confirmacdo de

especificidade de cada.
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3.4 RT-PCR

A facil degradacdo de amostras de RNA incentiva a busca de reagentes que oferecam
melhorias em especificidade, sensibilidade, velocidade e seguranca do processo. O reagente
QuantiNova Probe RT-PCR Kit (Qiagen) foi selecionado para este método por possuir um
mecanismo de hot-start em duas fases que permite ndo somente a rotina em one step, mas
também elimina variaveis e previne artefatos, garantindo confiabilidade da amplificacdo do
material genético. N&o obstante, esse mesmo reagente possui DNAse em sua composicao,
tornando a possibilidade de contaminacgdo por DNA seja reduzido.

A temperatura de anelamento, concentracdo dos diferentes primers e sondas e tempo de
extensdo foram padronizados e os testes de padronizacao encontram-se descritos nos Apéndices
A, B e C, respectivamente. Os testes da PCR em tempo real para detec¢édo das diferentes fusdes
foram realizados com DNA plasmidial (ThermoFisher) e estdo descritos no Anexo Il e
Apéndice D. Para esta reacdo foram definidos 10 puL de QuantiNova Probe RT-PCR Master
Mix 2X, 0,2 pL de enzima QuantiNova Probe RT Mix, 1,8 pL de agua RNase-Free e 1 pL de
cada primer-time (3 ao total por preparo), com concentracdes finais de 0,5 uM de primer e 0,25
MM de sonda. Para a quantidade de DNA plasmidial e RNA utilizada por amostra foi definido
em 5 uL e o volume final de reacdo 20 pL. As reacdes foram realizadas em duplicata.

A PCR foi conduzida no equipamento LightCycler-® 480 Instrument 1l com uma etapa
de 10 minutos a 45°C para transcricao reversa, 5 minutos a 95°C para iniciacdo de etapa de
ativacdo da PCR, e 40 ciclos de desnaturacao a 95°C por 5 segundos, seguidos de anelamento

e extensdo a 65°C por 30 segundos.

3.5NGS

Na etapa de sequenciamento de nova geracao (NGS), apds a extracdo de RNA descrita
no item 4.2, as etapas subsequentes seguem o protocolo do kit AmpliSeq for Illumina Myeloid
Panel (lllumina). Foi necessario realizar uma limpeza do material com DNase, passo
fundamental para maximizar a qualidade das amostras para o sequenciamento. Nessa etapa,
foram utilizados 2 pL de 10X DNase Buffer com MgCl,, 2 puL de DNase I, RNAse Free
(Illumina) e 16 pL do eluido de RNA a uma concentracdo de 15 ng/uL, totalizando um volume
final de 20 pL. O preparo foi incubado por 30 minutos a 37°C. Apos a concluséo desta etapa,
foram adicionados 2 pL de EDTA a uma concentracdo de 50 mM ou 4 puL em concentragéo de
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25 mM, seguido por uma etapa de inativagéo a 65°C por 10 minutos no termociclador VeritiPro
(ThermoFisher).

Ap0s a limpeza, a sintese de cDNA utilizando o RNA extraido e livre de DNA como
molde a proxima etapa, essencial para a amplificacdo adequada do material, utilizando o kit
comercial (Illumina). Nesta etapa, utilizou-se 1 pL de 5X AmpliSeq cDNA Reaction Mix, 0,5
puL de 10X AmpliSeq RT Enzyme Mix e 3,5 uL do eluido de RNA purificado, totalizando
volume de reacdo de 5 pL. O material foi incubado a 42°C por 30 minutos, e seguiu-se
inativacdo a 85°C por 5 minutos, e incubacao a 10°C por 16 horas em termociclador VeritiPro
(ThermoFisher) ou foi congelamento para uso posterior.

Com a obtencdo do cDNA, foi realizado painel genético para a deteccdo de fusdes
génicas associadas a LMA. Para isso, foi utilizado o kit comercial AmpliSeq Mieloide RNA
Panel (Illumina), que permite analisar a presenca ou auséncia de mais de 500 fusdes. As reacdes
realizadas seguiram os protocolos estabelecidos pelo kit mencionado. Apo6s a obtengdo do
amplificado, foram adicionados 2 pL de reagente FUPA (Full-Length Ultra Pure Assay) e, ap0s
adicdo, o material amplificado foi foi incubado a 55°C por 10 minutos e, posteriormente, a 62°C
por 20 minutos em equipamento VeritiPro (ThermoFisher) .

Para a separacdo das amostras por bioinformaética, realizou-se uma etapa de indexagéo
apos retirar as amostras da etapa anterior. Adicionaram-se ao amplificado 4 pL de Switch
Solution, 2 pL de AmpliSeq CD Indexes ou UD Indexes for Illumina e 2 pL de DNA Ligase.
A mistura resultante foi submetida a incubacéo a 22°C por 30 minutos, seguida de 68°C por 5
minutos e 72°C por 5 minutos. Foram necessarias duas limpezas com beads magnéticas apés a
obtencdo final do eluido, pois o tamanho de material exato deve ser selecionado antes do
sequenciamento.

A primeira limpeza iniciou-se com a adicdo de 30 puL de Kapa pure beads, em
temperatura ambiente, em cada biblioteca. Apds vortexar e centrifugar, as amostras foram
incubadas por 5 minutos. As amostras foram colocadas em estantes magnéticas e aguardou-se
2 minutos para a separacdo de fase. Removeu-se 0 sobrenadante e adicionou-se 150 pL de
etanol (ETOH 80%), incubando-se por 30 segundos. O sobrenadante foi retirado novamente e
foi adicionado 150 pL de etanol a 80%, incubando-se por mais 30 segundos. Esta etapa foi
realizada com os tubos em estante magnética. Apos remover o sobrenadante, aguardou-se a
secagem por 10 minutos com o tubo aberto. Apds isso, realizou-se uma etapa de amplificacdo
para garantir sequéncias suficientes, utilizando 45 pL de 1X Lib Amp Mix e 5 pL de 10X
Library Amp Primers, incubados a 98°C por 2 minutos, seguidos de 7 ciclos de anelamento e

extensdo a 98°C por 15 segundos e 64°C por 1 minuto.
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A segunda limpeza foi realizada com a adicdo de 25 pL de Kapa pure beads, que foi
incubada por 5 minutos em temperatura ambiente, depois vortexada por 5 segundos e,
posteriormente, centrifugada por 5 segundos. A fase de separacdo nesta limpeza durou 5
minutos em estante magnética e o sobrenadante foi transferido para uma placa de PCR de 96
pocos. Adicionaram-se 60 puL de Kapa pure beads e repetiu-se o processo de agitagdo em
vortex, centrifugacdo, incubagdo e separacdo em estante magnética. Realizou-se a mesma
lavagem com etanol citada na limpeza anterior e aguardou-se a secagem por 5 minutos. Depois
disso, adicionaram-se 30 uL de low-TE Buffer, agitou-se a amostra em vortex e ela foi
centrifugada por 5 segundos.

As amostras obtidas tiveram sua concentracdo e pureza determinadas em Qubit
Fluorometric Quantification (ThermoFisher) e diluidas para uma concentracdo de 2 nM.
Preparou-se um pool de amostras contendo 10 pL de cada biblioteca em um Unico pogo de strip
8 pocos, conforme o protocolo desenvolvido pela lllumina para utilizar o MiSeq (ILLUMINA,
2019). Apos 26 horas de sequenciamento, os resultados foram processados no Basespace
(IMlumina) e os arquivos brutos utilizados na plataforma Franklin Genoox (FRANKLIN
GENOOX, 2024), sistema de inteligéncia artificial e analise de dados para a genémica e a
medicina personalizada. Todas as etapas descritas foram protocoladas e desenvolvidas pela
[llumina e aplicadas neste estudo.

3.6 DETERMINACAO DA ACURACIA, PRECISAO, SENSIBILIDADE E
ESPECIFICIDADE DA RT-PCR EM TEMPO REAL

Para o desenvolvimento do método de RT-PCR, alguns pardmetros sdo essenciais e
confirmatorios do seu desempenho. Nas reacGes desenvolvidas, foram utilizados controles
positivos de plasmideos sintetizados de forma artificial em diluicdo 1:1000, um controle
negativo padrdo de diluicdo 1:1000 do plasmideo do controle endégeno ABL1 e 0 ""no template
control” (controle sem template), utilizado para identificar possiveis contaminac¢Ges na reacao.

Os resultados do método desenvolvido de RT-PCR em tempo real foram comparados
com os resultados do NGS para determinacdo da acuracia do primeiro. A acuracia avalia a
proximidade dos resultados obtidos de um teste em relacdo aos valores verdadeiros ou a
referéncia padrao, e foi calculada como a proporgéo de resultados da RT-PCR em tempo real
compativeis com os resultados do NGS, incluindo verdadeiros positivos e verdadeiros
negativos, em relagéo ao total de testes realizados.

A precisdo, que se refere a capacidade de um teste fornecer resultados consistentes e
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reprodutiveis quando realizados sob as mesmas condi¢es, foi avaliada por meio da condugéo
da RT-PCR em tempo real em dias alternados e com operadores diferentes para verificar a
reprodutibilidade e multiplas repeticdes no mesmo dia para avaliar a repetibilidade. As amostras
obtidas ndo contemplavam todos os alvos avaliados, portanto foram utilizadas amostras reais e
DNA plasmidial dos alvos faltantes (fus6es que ndo foram detectadas nos pacientes incluidos).

O limite de deteccdo das fusBes investigadas, para determinar a sensibilidade do método,
foi estabelecido através de diluicdes de 1:1000, 1:100, 1:10 e 1:2 de plasmideos sintéticos,
descritos no apéndice D, contendo a sequéncia das fusdes alvo, a partir de concentracdo inicial
de 50 ng/uL. Os plasmideos utilizados foram construidos de forma comercial como consta em
Anexo I1. O uso de plasmideos sintéticos, em conformacéo circular, pode interferir no limite de
deteccdo, uma vez que seu formato demanda, em alguns momentos, mais energia para
desnaturacdo para possivel anelamento dos primers.

A especificidade dos primers para deteccdo das fusdes génicas investigadas foi avaliada
por meio de uma abordagem integrada de analise in silico, utilizando BLAST, e validacdo
experimental por meio da temperatura de dissociacdo (melting) em SYBR Green (Roche) do
produto de amplificacdo, etapas cruciais para confirmar a especificidade dos primers e sondas
utilizados. Um teste complementar foi realizado com eluidos de extragdo de DNA para
confirmacéo da especificidade dos primers seguindo os mesmos padrdes determinados na RT-
PCR.

Para os testes de SYBR Green foi utilizado o kit LightCycler® 480 SYBR Green | Master
LSR (Roche) com 10 pL Master Mix 2X, 2 pL do conjunto de primers foward e reverse a 10
UM e 3 uL de 4gua RNase-Free. A PCR foi composta de uma etapa de pré-incubacdo a 95°C
por 5 minutos, amplificacdo de 40 ciclos por 95°C por 10 segundos, 65°C por 30 segundos e
72°C por 15 segundos, curva de melting por 95°C por 5 segundos, 65°C por 1 minuto e 97°C

continuo com aquisi¢do de 5°C por grau.
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4. CAPITULO1
4.1 INTRODUCAO

A leucemia mieloide aguda (LMA) é uma condicdo grave caracterizada pela
proliferacdo descontrolada de células-tronco pluripotentes na medula Ossea, que néo
amadurecem adequadamente. Esta forma especifica de leucemia afeta a via mieloide,
resultando no acimulo de células imaturas que comprometem a fungdo normal da medula 6ssea
(ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2013; BRASIL, 2014). O diagnéstico e classificacio de risco
da LMA sdo complexos e requerem uma abordagem multifacetada, utilizando técnicas como
imunofenotipagem por citometria de fluxo e andlise citogenética convencional (DOHNER et
al., 2022). Além disso, os testes genéticos moleculares desempenham um papel crucial na
identificacdo de alteracdes genéticas especificas, como fusbes génicas e rearranjos, que sdo
essenciais para orientar o tratamento e progndstico da doenga (DOHNER et al., 2022).

A anélise genética é fundamental ndo apenas para confirmar o diagnéstico de LMA, mas
também para determinar a presenca de rearranjos génicos especificos, como PML-RARA,
CBFB-MYH11, RUNX1-RUNXI1T1, entre outros, que tém implicacbes diretas no plano
terapéutico (DOHNER et al., 2022; Gabert et al., 2003). Estes testes, que incluem reacdo de
polimerase em cadeia (PCR) em tempo real e sequenciamento de nova geracao, sdo altamente
sensiveis e permitem a deteccdo precoce de blastos leucémicos, antes mesmo de manifestacdes
fenotipicas evidentes (DOHNER et al., 2022). A rapidez na obtengdo dos resultados desses
exames € crucial para orientar decisdes terapéuticas urgentes, como transplantes de células-
tronco hematopoiéticas, influenciando diretamente a sobrevida e qualidade de vida dos
pacientes (ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2013; SURAPALLY; TENEN; PULIKKAN, 2021).

Dessa forma, a analise detalhada dos rearranjos génicos na LMA ndo apenas confirma
o0 diagnostico da doenca, mas também define o prognostico inicial do paciente, orientando
escolhas terapéuticas criticas desde os estagios iniciais da doenca. Essa abordagem ndo sé
contribui para a eficacia do tratamento, mas também representa um avango significativo na
medicina personalizada voltada para o cancer hematoldgico (ZAGO; FALCAO; PASQUINI,
2013). Nesse contexto, o objetivo do presente estudo foi de desenvolver métodos de deteccao
simultanea de fusbes génicas observadas na LMA, que influenciam seu prognéstico, como

forma de propor método célere de sua identificacdo na pratica clinica.
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4.2 METODOS

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Faculdade de Ciéncias da Saude da UnB (CAAE 69557823.0.0000.0030, Anexo 1), e o
recrutamento e a participacdo dos sujeitos do estudo seguiram rigorosos protocolos éticos
descritos na Resolugdo n°466/12 do Conselho Nacional de Salde. Foi assegurada a
confidencialidade dos dados conforme a Lei Geral de Protecdo de Dados Pessoais (LGPD) e
mediante Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Foram incluidos sujeitos com idade
igual ou superior a 21 anos, de ambos 0s sexos, com diagnostico de LMA com base nos critérios
diagnosticos segundo OMS (SWERDLOW et al., 2017), que concordaram em participar do
estudo. Ndo houve critérios de exclusdo. Os sujeitos foram recrutados na Unidade de
Hematologia do Hospital Universitario de Brasilia.

Foram coletados 3 mL de aspirado de medula dssea de 10 amostras e 4 mL de sangue
periférico de uma amostra, com os materiais bioldgicos em tubos contendo EDTA. As amostras
foram submetidas a procedimento para lise de hemacias, descrito em (Apéndice F), seguido de
extracdo de RNA leucocitario com a utilizacdo de kit comercial (Maxwell® RSC simplyRNA
Blood Kit, Promega). A concentracdo e pureza do RNA foram determinadas por Qubit
Fluorometric Quantification (ThermoFisher).

Para detecc¢do das fusdes génicas relevantes para o diagnéstico/prognostico de LMA por
PCR em tempo real, foram utilizados primers cujas sequéncias foram obtidas a partir de estudos
previamente publicados, ajustados para cobrir as principais translocacdes e rearranjos genéticos
descritos na literatura. Alguns primers foram reformulados utilizando a ferramenta BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) e o software Geneious (GENEIOUS, 2023), conforme
descrito na Tabela 1. A escolha e desenvolvimento dos primers visaram cobrir, pelo menos,
90% das fusdes génicas encontradas na Leucemia Mieloide Aguda (LMA), considerando que
fusbes génicas podem ocorrer em éxons diferentes.

Os primers foram organizados em trés grupos para que cada grupo compusesse uma
reacdo de PCR na placa de 96 pocos: (1) BCR-ABL P210, CBFB-MYH11 e KMT2A-MLLT],
(2) PML-RARA, ABL1 e KMT2A-MLLT10; e (3) BCR-ABL P190, RUNX1-RUNXI1T1 e
KMT2A-MLLT3. Testaram-se in silico as temperaturas de anelamento, auto-anelamento e
anelamento entre primers, utilizando o software IDT (INTEGRATED DNA TECHNOLOGIES
— IDT, 2024) e ThermoFisher (THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2024) para evitar falsos
positivos. Para detec¢do do produto de amplificacdo, prepararam-se sondas de hidrdlise com

filtros colorimétricos distintos para evitar a sobreposicdo de fluorescéncia, utilizando: (1) 6-
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FAM, (2) HEX e (3) CY 5. Os fluoréforos foram purificados por cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) e produzidos pela Integrated DNA Technologies (IDT, 2024). As sondas
foram preparadas com dois tipos de quenchers: 6-FAM e HEX com ZEN e lowa Black™ FQ),

e CY 5 com TAO e lowa Black™ RQ. As reacdes foram conduzidas em duplicatas.



Tabela 1 - Primers e sondas para identificacdo dos rearranjos génicos por reacao de cadeia em polimerase em tempo real.

FUSAO GENICA NoME SEQUENCIA SENTIDO REFERENCIA
CBFB_F45 CATTAGCACAACAGGCCTTTGA FOWARD (GABERT et al., 2003)
CBFB_PB TCGCGTGTCCTTCTCCGAGCCT FOWARD (GABERT et al., 2003)
CBFB-MYH11 MYH11 R7 CTCTTTCTCCAGCGTCTGCTTAT REVERSE (GABERT et al., 2003)
MYH11 R8 CCTCGTTAAGCATCCCTGTGA REVERSE (GABERT et al., 2003)
MYH11_R12 AGGGCCCGCTTGGACTT REVERSE (GABERT et al., 2003)
BCR_F13 TCCGCTGACCATCAAYAAGGA FOWARD (GABERT et al., 2003)
BCR_F1 CTGGCCCAACGATGGCGA FOWARD (GABERT et al., 2003)
BCR-ABL
ABL_PB CCCTTCAGCGGCCAGTAGCATCTGA FOWARD (GABERT et al., 2003)
ABL_R CACTCAGACCCTGAGGCTCAA REVERSE (GABERT et al., 2003)
KMT2A _F9 TCCAGAGCAGAGCAAACAGA FOWARD (BURMEISTER et al., 2014)
KMT2A_F11 TGTGGGAGATGGGAGGCTTA FOWARD Desenvolvido neste trabalho
KMT2A-MLLT
KMT2A _PB9 CTCCCCGCCCAAGTATCCCT FOWARD (BURMEISTER et al., 2014)
KMT2A_PB11 TCTCTGTGCCAGTAGTGGGCA FOWARD Desenvolvido neste trabalho



MLLT1_R2

MLLT1_R6

MLLT1_R7

MLLT3_R5

MLLT3_R6

MLLT3_R10

MLLT10_R6

MLLT10_R9

MLLT10_R11

MLLT10_R16

RUNX1_F5

RUNX1-RUNX1T1

RUNX1_PB

RUNX1T1_R2

PML-RARA PML_F4

AGCTCTAACCTCACCTGGACG

GTGCTCCTTGGTCACCTTGT

CTGAGCTGGAGTCTGAGCTG

GCTGCTGGTATGAATACTCCTATTAG

TCTGGGATGGTGTGAAGCTG

CTGTGAAGCTCTACCAGTTCATCT

ACCAGTGGCTGCTTTGCTTTCTCT

ACCAATGCAGGTGATGGTTCTGGCT

TGCTGATGACTGTTGGGAGTGAGAGT

TGGTGCCTGACTGAGAGAAGATCCA

CACCTACCACAGAGCCATCAAA

AACCTCGAAATCGTACTGAGAAGCACTCCA

ATCCACAGGTGAGTCTGGCATT

TCTTCCTGCCCAACAGCAA

REVERSE

REVERSE

REVERSE

REVERSE

REVERSE

REVERSE

REVERSE

REVERSE

REVERSE

REVERSE

FOWARD

FOWARD

REVERSE

FOWARD

(BURMEISTER et al., 2014)

Desenvolvido neste trabalho

Desenvolvido neste trabalho

(BURMEISTER et al., 2014)

Desenvolvido neste trabalho

(BURMEISTER et al., 2014)

(BURMEISTER et al., 2014)

(BURMEISTER et al., 2014)

(BURMEISTER et al., 2014)

(BURMEISTER et al., 2014)

(GABERT et al., 2003)

(GABERT et al., 2003)

(GABERT et al., 2003)

(GABERT et al., 2003)
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ABL1

PML_F4

PML_F3

RARA_PB

RARA_R3

ABL1_F

ABL1_PB

ABL1 R

CCCCAGGAAGGTCATCAAGA

CCGATGGCTTCGACGAGTT

GCTTGTAGATGCGGGGTAGAG

AGTGCCCAGCCCTCCCTCGC

TGGAGATAACACTCTAAGCATAACTAAAGG
T

GATGTAGTTGCTTGGGACCCA

CCATTTTTGGTTTGGGCTTCACACCATT

FOWARD

FOWARD

FOWARD

REVERSE

FOWARD

FOWARD

REVERSE

Desenvolvido neste trabalho

(GABERT etal

(GABERT etal.,

(GABERT et al.,

(GABERT et al.,

(GABERT et al.,

(GABERT et al

., 2003)

2003)

2003)

2003)

2003)

., 2003)
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Foram desenvolvidos primers que detectassem as quebras mais recorrentes nos éxons, enumerados no nome de cada primer/sonda, de cada fusdo escolhida, com uma cobertura

minima acima de 90% dos casos de quebra de cromossomo em cada rearranjo. Todos foram submetidos a testes in silico e técnica de SYBR green para confirmacdo de

especificidade de cada.
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Para a PCR, foram utilizados 10 pL de QuantiNova Probe RT-PCR Master Mix 2X
(Qiagen), 0,2 uL de enzima QuantiNova Probe RT Mix, 1,8 uL de &gua RNase-Free e 1 pL de
cada PrimeTime, estes preparados sempre com 10 UM de cada primer e com 5 uM de sonda
(todos descritos na tabela 1), de acordo com seu translocado, para um volume final de 100 pL
completados com &gua RNase-Free, atingindo assim concentrac@es finais de 0,5 uM para
primers e 0,25 pM para sondas na reagdo em questdo. Cada conjunto de reacdo levou 3
PrimerTime, sendo 0s grupos: sendo 0s grupos:

(1) BCR-ABL P210 - CBFB-MYH11 - KMT2A-MLLTZ;

(2) PML-RARA — ABL1 - KMT2A-MLLT10;

(3) BCR-ABL P190 — RUNX1-RUNX1T1 - KMT2A-MLLTS.

A quantidade de RNA utilizada por amostra foi de 5 pL, uma média de 150ng/uL,
resultando em um volume final de reacao de 20 L.

Apos testes com diferentes temperaturas de extensdo (60°C, 62,5°C e 65°C),
concentragdes de sonda (0,25 uM e 0,5 uM) e primers (0,25 uM, 0,5 uM e 0,8 uM), além de
tempos de anelamento variados (30 segundos, 60 segundos e 1 minuto e 30 segundos), todas as
PCR foram reproduzidas no equipamento LightCycler® 480 Instrument Il (Roche Diagnostics).
A reacdo foi padronizada com uma etapa inicial de 10 minutos a 45°C para transcrigéo reversa,
seguida por 5 minutos a 95°C para ativagdo da PCR, desnaturagdo a 95°C por 5 segundos e
anelamento e extenséo a 65°C por 30 segundos durante 40 ciclos.

O protocolo utilizado para a confirmacéo de resultado por meio de Sequenciamento de
Nova Geracdo (NGS) encontra-se descrito no Apéndice G. A etapa de extracdo foi a mesma
para ambas as técnicas utilizadas.

Os resultados do método de RT-PCR em tempo real foram comparados com NGS, para
detectar a acuracia da PCR. Foram determinadas também a precisdo, sensibilidade e
especificidade da RT-PCR em tempo real para detectar as fusdes investigadas. A acuracia foi
calculada como a proporc¢do de resultados de RT-PCR em tempo real compativeis com 0s
resultados do NGS, incluindo verdadeiros positivos e negativos, em relacdo ao total de testes
realizados com o método de RT-PCR em tempo real. A precisdo foi avaliada pela consisténcia
e reprodutibilidade dos resultados, com testes realizados em dias alternados e com diferentes
operadores para verificar a reprodutibilidade, além de multiplas repeticdes no mesmo dia para
testar a repetibilidade, utilizando amostras de voluntarios para as fusdes PML-RARA, CBFB-
MYH11 e RUNX1-RUNX1T1 e de DNA plasmidial contendo a sequéncia das fusdes BCR-
ABL P210, BCR-ABL P190, KMT2A-MLLT1, KMT2A-MLLT3 e KMT2A-MLLT10 para

cobrir todos os alvos avaliados.
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O limite de deteccdo foi estabelecido com dilui¢cdes de plasmideos sintéticos (1:1000,
1:100, 1:10 e 1:2) para cada um dos alvos BCR-ABL P210, BCR-ABL P190, PML-RARA,
CBFB-MYH11 e RUNX1-RUNX1T1, KMT2A-MLLT1, KMT2A-MLLT3 e KMT2A-
MLLT10, comegando com uma concentragdo inicial de 50 ng/pL, para avaliar a sensibilidade
do método. Os plasmideos utilizados foram construidos de forma comercial como consta em
Anexo Il.

A especificidade dos primers se fez por validacdo experimental por meio da temperatura
de melting em SYBR Green (Roche), de acordo com o protocolo do kit LightCycler® 480 SYBR
Green | Master LSR (Roche) com 10 pL Master Mix 2X, 2 pL do conjunto de primers foward
e reverse a 10 UM e 3 pL de &gua RNase-Free. A PCR foi composta de uma etapa de pré-
incubacdo a 95°C por 5 minutos, amplificacdo de 40 ciclos por 95°C por 10 segundos, 65°C
por 30 segundos e 72°C por 15 segundos, curva de melting por 95°C por 5 segundos, 65°C por
1 minuto e 97°C continuo com aquisicao de 5°C por grau. Por complementaridade do teste de
especificidade foi cuidadosamente avaliada por analise in silico utilizando BLAST. Testes
complementares com eluido de material genético de DNA para confirmacdo de especificidade

dos conjuntos de primers e a auséncia de interferéncias de DNAses.

4.3 RESULTADOS

Entre dezembro de 2023 e agosto de 2024, onze voluntérios elegiveis, todos adultos com
idade igual ou superior a 21 anos e com diagnostico de LMA, concordaram em participar do

estudo e foram incluidos.

4.3.1 ACURACIA
A analise de fusdes génicas por PCR em tempo real no presente estudo apresentou

acurécia de 100% (11/11) nas amostras estudadas, quando seus resultados foram contrastados
com 0s obtidos por sequenciamento de nova geracdo (NGS), conforme descrito na Tabela 2 e
representado na Figura 1. Esse nivel de acuracia atesta a eficacia e a confiabilidade do teste

desenvolvido na identificacdo precisa das fuses génicas, indicando sua robustez.

Tabela 2 - Resultado da anélise das amostras obtidas.



AMOSTRAS

PMO_001
PMO_002
PMO_003
PMO_004
PMO_005
PMO_006
PMO_007
PMO_008
PMO_009
PMO_010

PSP_011

IDADE

30/01/1991

02/11/1993

01/03/1972

13/05/1980

03/11/1977

17/09/1973

30/11/1973

09/10/1995

23/12/1980

13/04/1967

09/10/1969

33 anos

30 anos

52 anos

44 anos

46 anos

50 anos

50 anos

28 anos

43 anos

57 anos

54 anos

SEXO

F

M

RESULTADO
OBTIDO
RT-PCR

(+)PML-RARA
(+)CBFB-MYH11
(+)CBFB-MYH11
(+)CBFB-MYH11

(*)RUNX1-RUNX1T1

(*)RUNX1-RUNX1T1

NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO

NEGATIVO

RESULTADO
ESPERADO
NGS
(+)PML-RARA
(+)CBFB-MYH11
(+)CBFB-MYH11
(+)CBFB-MYH11
(+)RUNX1-RUNX1T1
(*)RUNX1-RUNX1T1
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO

NEGATIVO
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CONCORDANCIA

POSITIVA
POSITIVA
POSITIVA
POSITIVA
POSITIVA
POSITIVA
POSITIVA
POSITIVA
POSITIVA
POSITIVA

POSITIVA

Resultado da anélise das fusfes génicas por PCR em tempo real e sequenciamento de nova geracdo, em amostras

de medula 6ssea de sujeitos com leucemia mieloide aguda. Nota: PMO - Paciente de medula dssea; PSP - paciente

de sangue periférico; F — feminino; M — masculino.

As amostras analisadas nao revelaram resultados positivos para as fusdes BCR-ABL
(P210), BCR-ABL (P190),

Pacientes positivos ndo apresentaram resultados positivos para outras fusdes. A maior

KMT2A-MLLT1, KMT2A-MLLT3 e KMT2A-MLLT10.

frequéncia foi o sexo feminino com 63,6% (7/11) e as idades foram distribuidas de acordo com

as décadas, sendo mais frequente aos 50 anos com 45,4% (5/11).
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Figura 1 - Curvas de amplificacio obtidas com as reac¢bes de RT-PCR em tempo real, para as diferentes fusdes génicas investigadas. (A) Curva de amplificacdo de
amostra positiva para a fusdio PMR-RARA (PMO_001, em vermelho), com Cq médio de 24,2 para a fusdéo PML-RARA; as curvas verdes representam amostras negativas, que
ndo apresentaram amplificagdo; (B) Curva de amplificacdo de amostra positiva para a fusdo CBFB-MYH11 (PMO_004, em vermelho), com Cq médio de 20,8; as curvas verdes
representam amostras negativas, que ndo apresentaram amplificacdo; (C) Curva de amplificacdo de amostra positiva para a fusdo RUNX1-RUNX1T1 (PMO_006, em vermelho)
com Cq médio foi 18,5; as amostras verdes representam amostras negativas, que ndo apresentaram amplificacdo; (D) Resultados negativos para os rearranjos de KMT2A-
MLLT1 (curvas em verde indicam que ndao houve amplificacdo); (E) Resultados negativos para os rearranjos de KMT2A-MLLT3; (D) Resultados negativos para os rearranjos
de KMT2A-MLLT10. Para as analises foram utilizados color compensation entre FAM e HEX devido ao risco de transferéncia de fluorescéncia por possuirem comprimento
de onda sobrepostos. A PCR foi determinada em ciclagem de 40, no entanto as fusdes cromossdmicas CBFB-MYH11 e KMT2A-MLLT1 s8o analisadas com um cut-off de 30
ciclos, devido a atividade do primer de se tornar inespecifico apds essa ciclagem. Em vermelho estdo os amplificados positivos e em verde as amplificagdes negativas.
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4.3.2 PRECISAO

Para avaliacao da reprodutibilidade, foram utilizadas as amostras PMO_001, PMO_003,
PMO_005, provenientes de pacientes em que foram detectadas fusdes génicas PML-RARA,
CBFB-MYH11 E RUNX1-RUNX1T1 respectivamente. Para avaliar a precisdo da RT-PCR em
tempo real das fusdes que ndo foram observadas nos pacientes incluidos, BCR-ABL e
rearranjos de KMT2A, foram utilizadas diluicbes de DNA plasmidial contendo as sequéncias
das fusdes nas seguintes concentracfes: 3.959.237,2 copias/reacdo BCR-ABL P210 e P190;
15.389.727.265,6 copias/reacdo KMT2A-MLLT1; 1.988.1148,9 cdpias/reacdo KMT2A-
MLLTS3; 12.254.782,3 copias/reacdo KMT2A-MLLT10.

Um segundo teste de repetibilidade foi realizado para valores de concentracdes mais
préximas ao limite de deteccdo do método, ponto de deciséo clinico. Para este teste utilizou-se
somente as diluicbes de DNA plasmidial para as fusdes PML-RARA, CBFB-MYH11, RUNX1-
RUNX1T1, BCR-ABL e rearranjos de KMT2A nas seguintes concentracfes: 494,9
copias/reacdo BCR-ABL P210 e P190; 579,1 copias/reacdo PML-RARA,; 304,8 copias/reacdo
CBFB-MYH11; 541,2 cépias/reagdo RUNX1-RUNX1T1; 1924 copias/reacdo KMT2A-
MLLT1; 248,5 copias/reacdo KMT2A-MLLT3; 1531,9 copias/reacdo KMT2A-MLLT10.

O teste de reprodutibilidade foi realizado em trés dias alternados, com operadores
diferentes. Foi observada consisténcia no resultado obtido, amplificando os alvos testados. O
teste de repetibilidade foi realizado também no mesmo dia, por trés vezes. Os resultados estdo

apresentados na Figura 2. Os valores de Cq estdo comparados na tabela 3.
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Figura 2 - Repetibilidade do teste com 6 amplifica¢Ges para cada alvo. Em figura é possivel ver a repetibilidade de 6 amplificacGes, 3 repeti¢cdes das duplicatas, em cada
uma das fusdes testadas. Para as fusGes (A)BCR-ABL P210, (B)BCR-ABL P190, (F)KMT2A-MLLT1, (G)KMT2A-MLLT3 e (H)KMT2A-MLLT10 utilizou DNA plasmidial
para confirmar a confiabilidade do teste. Para as fusdes (C)PML-RARA, (D)CBFB-MYH11 e (E)RUNX1-RUNX1T1 utilizou as amostras PMO_001, PMO_003, PMO_005,
respectivamente. Para a andlise foram utilizados color compensation entre FAM e HEX e as fusGes cromossdmicas CBFB-MYH11 e KMT2A-MLLT1 foram analisadas com
um cut-off de 30 ciclos. O painel a esquerda representa a configuracdo da placa de PCR (96) poc¢os, em que as amostras coloridas indicam cada replicata que tiveram as curvas

representadas. Abaixo estdo os Cq’s de cada uma das curvas amplificadas.



Tabela 3 - Resultados de Cq dos testes de reprodutibilidade e repetibilidade.
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TESTE AMOSTRA ALVOS MEDIA  DESVIO PADRAO TESTE AMOSTRA ALVOS MEDIA  DESVIO PADRAO
BCR-ABLP210 BCR-ABLP210
pLasMiDEo [ BEPLICATA T REPLICATAZ [ REPLICATAS | g 355 0,271274768 pLasMiDEQ | DIAT  DIA2Z DIAS |54 8283333 3,47035685
26,5 26,41 26,60 27,35 265 20,11
26,09 25,97 26,47 28,13 26,09 20,79
BCR-ABL P10 BCR-ABLP130
pLAsMiDEQ |FEFLICATAT REPLICATA 2 TREFLICATASY . /o 0,215290501 pLAsMiDEO| DIA1 — DIAZ DIAS | o4 5333333 3,238732262
26,37 26,75 26,39 2673 2637 | 20,57
26,7 26,18 26,46 27,8 26,7 20,83
PML-RARA PML-RARA
pMo_oo1 |REPHICATAT REPLICATAZ CREPLICATAS | ¢ ;5o 0,237970586 pMo_0o1 | DIAT - DIAZ DIAS 25,44 1,022506724
26,55 26,14 25,89 2427 2655 | 2572
26,33 26,05 26,03 2413 2633 2564
CBFB-MYH11 CBFB-MYH11
pMo_op3 |REPHICATAT REPLICATA2 REPLICATAS | ) 51033333 0239951384 pMo_oo3 | DAT - DIAZ DIAS 1 o) 0466667 0,088466826
22,95 22,42 22,4 20,82 2295 | 22,59
INTRA-ENSAIO 22,65 22,36 22,33 INTER_ENSAIO 2075 2265 22,52
- RUNX1-RUNX1TT - RUNX1-RUNXTTT
pMo_oos |REPHICATAT REPLICATAZ “REPLICATAS |, oo 0,130433042 pMo_0os | DAT - DIAZ DIAS 1 157166667  0,997911152
20,67 20,38 20,48 1853 20,67 20,19
20,56 20,34 20,36 1842 2056 19,93
KMTZA-MLLTT KMTZA-MLLTT
pLASMIDEQ [REPHICATAT REPLICATAZ REPLICATAS| 5 455 0,657442013 pLASMiDEO |DIA1  DIAZ DIAS 20,49 3,883441772
13,51 11,97 13,37 1827 25025 17,78
13,43 12,85 13,8 1802 2574 17,88
KMTZA-MLLT3 KMTZA-MLLT3
pLASMiDED [REPLICATAT REPLICATAZ REFLICATAS| ;5 0,18568791 pLASMiDED | DIA1  DIAZ DIAS | 154116667  2,343223563
18,33 18,08 18,12 1793 | 22,18 | 17,65
18,42 17,98 17,97 18,04 2267 18
KMTZA-MLLT10 KMTZA-MLLT10
pLAsMiDEQ [REPLICATAT REPLICATA2 "REPUCATAS | |, o cee567  0,345813052 pLASMiDEO | DIA1 _ DIAZ DIAS 21,165 2,99753065
19,14 18,54 18,36 192 | 2514 | 19,09
18,82 18,2 18,4 19,7 24,9 18,96

Resultado dos Cq’s com valores médios e desvio padrdo calculado. Apesar da variagdao de valores dentro do desvio padrao calculado, 0

objetivo do teste estd em resultados qualitativos, o qual apresentou reproducgéo e precisdo necessarias ao desejado.
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4.3.3 SENSIBILIDADE

Os testes de sensibilidade seguiram os passos descritos nos Apéndice D. Os plasmideos
foram preparados sem amostra negativa, apenas diluidos em &gua livre de RNAs. As dilui¢des
iniciais, presentes na Figura 3, ndo permitiram determinar a sensibilidade, de modo que foram
conduzidas reacdes com diluicBes adicionais para determinar o limite de detec¢do do método,
especificadas no Apéndice D. Foram determinados os limites de deteccdo para cada alvo, a
partir da reacdo de amplificacdo conduzida em concentracfes decrescentes, até a diluicdo de
1,25E-09 vez, equivalente a um valor médio de copias por reacdo (cp/rxn) de acordo com cada
fuséo:

(1) BCR-ABL P210 e BCR-ABL P190: 494,9 cp/rxn;

(2) PML-RARA: 579,1 cp/rxn;

(3) CBFB-MYHL11: 304,8 cp/rxn;

(4) RUNX1-RUNXI1T1: 541,2 cp/rxn;

(5) KMT2A-MLLTL1: 192,4 cp/rxn;

(6) KMT2A-MLLTS3: 248,5 cp/rxn;

(7) KMT2A-MLLT10: 562,75 cp/rxn.

O célculo para o valor médio de cépias por reacdo utilizou a ferramenta DNA Copy
Number Calculator da Thermo Fisher Scientific (Thermo Fisher Scientific, [s.d.]). O resultado
mais destoante das fusGes para o nimero de copias foi para a fusdio KMT2A-MLLT10 e PML-
RARA.
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Figura 3 - Resultados obtidos da sensibilidade para cada alvo. As imagens foram dispostas de acordo com cada fuséo detectadas até o fator de diluigdo de 1,25E-09: (A)BCR-
ABL P210; (B)BCR-ABL P190; (C)PML-RARA,; (D)CBFB-MYH11; (E)RUNX1-RUNX1T1; (F)KMT2A-MLLTL; (G)KMT2A-MLLT3; (H)KMT2A-MLLT10; (I)controle

interno ABL1. Assim como na figura 1 e 2, para a andlise foram utilizados color compensation entre FAM e HEX. Os fatores de dilui¢do se encontram no Apéndice D.
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4.3.4 ESPECIFICIDADE

Foi observada especificidade dos primers pelos testes in silico no software BLAST e foi determinada pela curva de melting visivel na Figura
4. Plasmideos de DNA sintéticos diluidos em 1:1000 foram utilizados para este teste de especificidade. Na figura 5 estdo os resultados dos negativos

e do “no tamplate control” (NTC).
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Figura 4 - Resultado de especificidade por curva de melting. Os resultados encontrados para cada uma das fusGes e para o controle interno confirmam a especificidade dos



43

primers com o pico de amplificacdo na temperatura de melting adequado. As imagens estdo na ordem: (A)BCR-ABL P210; (B)BCR-ABL P190; (C) controle interno ABL1;
(D) PML-RARA; (E)CBFB-MYHL11; (F)RUNX1-RUNX1T1; (G)KMT2A-MLLTL; (HIKMT2A-MLLT3; (INKMT2A-MLLT10. O teste de SYBR Green utilizou os plasmideos
descritos no Apéndice D para testar os primers distintos;

'

8

Figura 5 - Resultado de negativos para especificidade por curva de melting. Os resultados encontrados para cada uma das fusGes e para o controle interno confirmam a
especificidade dos primers com a auséncia do pico de amplificagdo na temperatura de melting adequado. As imagens estdo na ordem: (A)BCR-ABL P210; (B)BCR-ABL P190;
(C) controle interno ABL1; (D) PML-RARA,; (E)CBFB-MYH11; (F)RUNX1-RUNX1T1; (G)KMT2A-MLLTL; (H)KMT2A-MLLTS; ()KMT2A-MLLT10. O teste de SYBR
Green utilizou os 3 plasmideos descritos no Apéndice D para testar os primers distintos.
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4.4 DISCUSSAO

O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de um método de analise das fusbes
PML-RARA, RUNX1-RUNX1T1, CBFB-MYH11, BCR-ABL (P210), BCR-ABL (P190),
KMT2A-MLLT1, KMT2A-MLLT3 e KMT2A-MLLT10 em simultdneo RT-PCR em tempo
real, para sua deteccdo em amostras de medula 0ssea e sangue periférico de sujeitos com LMA.
O método desenvolvido demonstrou um desempenho satisfatorio ao identificar
aproximadamente 17% das principais fusGes génicas associadas ao diagndéstico de leucemia
mieloide aguda (LMA). A detecgdo dessas fusBGes apresentou uma acuracia de 100% (11/11)
guando comparada com os resultados obtidos por sequenciamento de nova geracdo (NGS),
indicando alta precisdo na identificacdo das fusdes. Adicionalmente, 0 método confirmou a
auséncia de reacOes cruzadas entre as fusdes analisadas, 0 que garante a especificidade da
técnica. O teste também foi promissor em termos de precisdo, sensibilidade e especificidade,
evidenciando a robustez e confiabilidade do método na anélise das fusGes génicas.

Os resultados obtidos em acuracia foi um reflexo fidedigno da frequéncia dos
translocados especificos em casos de LMA em pacientes com mais de 21 anos. Em um estudo
de coorte com 1.540 pacientes com LMA, PAPAEMMANUIL et al. (2016) identificaram 0s
subgrupos genémicos de classificacdo da doenca e observaram a frequéncia das translocacdes.
Os resultados mostraram que as translocacfes mais frequentes eram CBFB-MYH11 (5%),
PML-RARA (4%), e RUNX1-RUNXI1T1 (4%), seguidas por rearranjos de KMT2A/MLL
(3%). Esses dados corroboram os resultados obtidos neste estudo, refor¢cando o achado de que
as fusbes presentes e ausentes em nossas amostras € consistente com a frequéncia observada
nas populacdes estudadas por PAPAEMMANUIL et al. (2016).

As técnicas de Sequenciamento de Nova Geracdo (NGS) e Reacdo em Cadeia da
Polimerase em Tempo Real (RT-PCR) séo amplamente empregadas na pesquisa molecular,
cada uma com suas particularidades e beneficios. O NGS permite a analise simultanea de
multiplos segmentos de RNA, proporcionando uma visdo detalhada do genoma ou
transcriptoma e identificando variaces genéticas em larga escala, as quais exige equipamentos
sofisticados e analise bioinformatica avancada (MARDIS, 2008). Em contraste, 0 RT-PCR ¢
uma técnica sensivel e especifica para quantificar a expressao génica em tempo real, sendo ideal
para resultados em menos tempo, com uma andalise mais rapida e simples em comparagdo com
0 NGS (WITTWER et al., 2001).

O diagnostico rapido na LMA permite a implementacdo de terapias agressivas e
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especificas, que sdo essenciais para o controle da doenca e a obtencdo de remissdo (WANG et
al., 2020). A auséncia de diagnostico precoce pode levar a um atraso no tratamento, o que
frequentemente resulta em um quadro clinico mais avancado e uma resposta menos eficaz as
terapias (WANG et al., 2020). As tecnologias modernas, como RT-PCR, tém melhorado a
capacidade de diagnostico rapido e preciso, permitindo a personalizagdo do tratamento com
base nas caracteristicas genéticas especificas da LMA.

O método desenvolvido neste estudo ndo sO6 reduz significativamente o tempo
necessario para o preparo das amostras, como também proporciona resultados mais
rapidamente em comparagao com o sequenciamento de nova geracdo (NGS), sem comprometer
a qualidade na deteccdo das fusdes génicas investigadas. Além de sua eficiéncia, 0 método
apresenta um custo reduzido, tornando-o mais acessivel tanto para pacientes de baixa renda
guanto para aqueles que optam por servicos privados com maior custo. Esta caracteristica
evidencia uma oportunidade para uma implementacdo mais econdmica e acessivel no sistema
de salde publica brasileiro, permitindo que mais pacientes tenham acesso a diagnosticos
rapidos e eficazes.

Contudo, apesar das vantagens significativas em termos de custo e tempo, 0 método de
RT-PCR desenvolvido ainda possui limitagbes em comparagdo com o NGS. Enquanto o NGS
oferece uma ampla capacidade de deteccdo de fusdes génicas, 0 método de RT-PCR pode
enfrentar desafios em termos de abrangéncia, o que pode limitar a sua eficacia em alguns casos.
Essa limitacdo destaca a necessidade de considerar as abordagens disponiveis, especialmente
em contextos em que a detec¢do abrangente é crucial para o diagndéstico e tratamento eficaz de
doengas com alto risco de mortalidade.

Outro ponto a ser considerado € a facilidade de implementacéo e utilizacdo do método
desenvolvido em comparacdo com o0s métodos existentes. A simplicidade no processo de
execucdo com menos etapas e procedimentos complexos facilita a ado¢do do método por
diferentes laboratdrios. Além disso, ao exigir menos equipamentos sofisticados e complexos, 0
método ndo sO reduz os custos associados a compra e manutencdo de equipamentos, mas
também simplifica o treinamento dos profissionais que o utilizardo. Essa facilidade operacional
pode resultar em uma maior eficiéncia no fluxo de trabalho e na integracdo do método em
rotinas laboratoriais, tornando-o uma opcao atraente para diversas aplicagdes.

Um dos limitantes do trabalho foi a auséncia de pacientes verdadeiramente positivos
para as fusdes génicas BCR-ABL P210, BCR-ABL P190, KMT2A-MLLT1, KMT2A-MLLT3
e KMT2A-MLLT10 tanto para serem testados em RT-PCR quanto confirmados na técnica de

NGS. Para futuros desenvolvimentos um nimero amostral que capacite a releitura dessas fusdes
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fosse vidvel para robustez do teste. Outro fator consideravel foi o uso de plasmideos para o
limite de deteccdo e sua variacao de cdpias, podendo ser explicado pela competi¢do que ocorre
na reacdo devido a quantidade de primers usados para garantir uma deteccdo mais completa
dos alvos. Segundo ALBERTS et al. (2014) ao usar varios primers em uma reacédo, eles
competem entre si para se ligar aos segmentos de DNA alvo, podendo afetar a eficiéncia da
reacdo, pois pode haver menos ligacdo eficiente aos alvos desejados, resultando em uma
amplificacdo menos eficaz. Realizar uma reacdo com menos primers poderia melhorar a

sensibilidade do método. Porém em contrapartida limitar a deteccédo das diversas quebras.

4.5 CONCLUSAO

A investigacdo das fusdes génicas CBFB-MYH11l, BCR-ABL, KMT2A-MLLT,
RUNX1-RUNX1T1, PML-RARA e ABL1 por PCR em tempo real apresentou desempenho
satisfatorio em comparacdo com o NGS, com respeito a acurécia, precisdo, sensibilidade e

especificidade.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Tanto o NGS quanto a RT-PCR em Tempo Real oferecem valiosas contribuicdes para
a pesquisa molecular e diagnostico clinico, cada uma com suas vantagens e limitacdes.
Enquanto o NGS proporciona uma anélise abrangente e detalhada do genoma ou transcriptoma,
exigindo equipamentos avangados e analise bioinformatica complexa, a RT-PCR se destaca
pela sua sensibilidade, rapidez e custo reduzido. No contexto da Leucemia Mieloide Aguda
(LMA), um diagndstico rapido e preciso é crucial para a implementacdo eficaz de terapias
especificas e para melhorar os resultados clinicos e aumentar o tempo de sobrevida dos
pacientes. O método de detecgdo de fusdo desenvolvido, que combina um tempo de preparo
reduzido com menor custo, maior acessibilidade a populagdo de baixa renda e facilidade de
implementacdo, representa uma alternativa promissora aos métodos baseados em NGS,
facilitando a adocdo em diversos laboratorios privados e no sistema publico de saude e
contribuindo para a acessibilidade financeira do diagnéstico. Apesar da limitacdo em detectar
menos fusdes comparado ao NGS, sua simplicidade e eficiéncia operacional fazem dele uma

opcao atraente para a pratica clinica e a pesquisa.
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7. APENDICE A - TESTES DE TEMPERATURA DE ANELAMENTO

O teste de temperatura realizado levou em consideracdo os primers e sondas isolados e
em conjunto na reacao para confirmar se sofreu alguma alteracdo maior de resultados. O padréo
de PCR utilizada seguiu as temperaturas determinadas no reagente QuantiNova Probe RT-PCR,
sendo um ciclo de ativacgdo da transcriptase reversa de 45°C a 10 minutos, um ciclo de ativagédo
a 95°C por 5 minutos e 40 ciclos de 95°C a 5 segundos e 60° a 30 segundos. A variacdo ocorreu
na etapa de anelamento/extensdo na intencdo de encontrar a melhor temperatura a ser utilizada
com os primers utilizados e desenvolvidos.

Os testes foram realizados com plasmideos que foram diluidos para concentra¢bes mais
altas (concentragdo em 10 ng/pL) e concentragdes mais baixas (concentragdo em 107 ng/uL),
de acordo com o Apéndice D, e testados em duplicata na reacdo. Realizou-se 3 reacGes em
temperaturas de 60°C, 62°C e 65°C durante 30 segundos de amplificacdo. No grafico 1
podemos avaliar a diferenca de Cq obtido nas 3 temperaturas testadas e para cada uma das
fusdes analisadas nas concentragdes altas (concentragdo em 10 ng/uL). Para as concentragdes
mais baixas (concentracdo em 107 ng/uL) estdo no grafico 2. Os resultados obtidos mostram
que ndo houve diferenca entre as temperaturas testadas.

Nos testes isolados e em conjunto ndo apresentou diferenga entre a amplificagdo no
multiplex e separadamente como mostra o grafico 3 e 4. Os trés testes das amplificacdes foram

semelhantes nas trés temperaturas de anelamento testadas.

sau1 acRamL P30 BCRARL P210 carammIL oz ML oM ML RARA AuNXLAUNEITY
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Gréafico 1 - Resultado de temperaturas nas concentragdes altas. Ciclo quantitativo (Cq) de acordo com a
temperatura de anelamento dos primers na PCR em tempo real, para as diferentes fusdes génicas investigadas nas

concentracdes altas (concentragdo em 10 ng/uL). Os resultados indicam que ndo houve variagdo do Cq de acordo
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com a temperatura de anelamento dos primers na reagdo. A rea¢do em que houve maior varia¢do do Cq foi aquela
para investigagdo da fusdo KMT2-MLLT3.
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Grafico 2 - Resultado de temperaturas nas concentracoes baixas. Ciclo quantitativo (Cq) de acordo com a
temperatura de anelamento dos primers na PCR em tempo real, para as diferentes fusdes génicas investigadas nas
concentracdes mais baixas (concentragéo em 107 ng/uL). Os resultados indicam que n&o houve variagéo do Cq de
acordo com a temperatura de anelamento dos primers na reacdo. A reagdo em que houve maior variagdo do Cq foi
aquela para investigacéo da fusdo KMT2-MLLT3. A fusdo KMT2A-MLLT10 néo apresentou amplificagdo nesta

reacdo e os pontos de concentracdo mais altos foram considerados.
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Gréfico 3 - Resultado de temperaturas com primers e sondas isolados. Ciclo quantitativo (Cq) de acordo com
a temperatura de anelamento dos primers na PCR em tempo real, para as diferentes fusbes génicas investigadas
testadas isolados em em conjunto no multiplex nas concentragBes altas (concentragdo em 10° ng/uL). Os
resultados indicam que ndo houve variacdo do Cq de acordo com a temperatura de anelamento dos primers na
reacdo.
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Grafico 4 - Resultado de temperaturas com primers e sondas no multiplex. Ciclo quantitativo (Cq) de acordo
com a temperatura de anelamento dos primers na PCR em tempo real, para as diferentes fusdes génicas
investigadas testadas isolados em em conjunto no multiplex nas concentra¢cdes mais baixas (concentra¢do em 10
"ng/uL). Os resultados indicam que ndo houve variagéo do Cq de acordo com a temperatura de anelamento dos

primers na reagao.

Apos resultados a temperatura escolhida foi 65°C devido a maior proximidade com a

temperatura dos primers e sondas utilizados no método.
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8. APENDICE B - TESTES DE CONCENTRACAO DE PRIMER E SONDA

O teste de concentracdo de primer e sonda levou em consideracao o recomendado pelo
manual do reagente utilizado, respeitando os limites estabelecidos. Para isso foram testadas
duas concentragdes: (1) 0,25 uM para a sonda e 0,5 pM para cada um dos primers em um
volume final de 100 pL, partindo de uma concentracdo inicial de 100 uM; (2) 0,5 uM para a
sonda e 0,8 UM para cada um dos primers em um volume final de 100 pL, partindo de uma
concentracgdo inicial de 100 pM.

Os testes foram realizados com plasmideos os quais foram diluidos para uma
concentragdo mais alta (concentracido em 102 ng/uL) e testados em duplicata na reagao.
Realizaram-se 2 reagOes na temperatura estabelecida de 65°C durante 30 segundos de
amplificacdo. No grafico 1 podemos avaliar a diferenca de Cq obtido nas 2 concentracGes
testadas e para cada uma das fusdes analisadas.

Nos dois testes as amplificacdes se apresentaram de forma variada, mas partindo do
pressuposto de que a reagdo deve conter uma concentragdo menor de sonda e primer evitando
interferéncias maiores na amplificacdo do resultado esperado, as concentracdes de 0,25 pM
para a sonda e 0,5 uM foram consideradas as mais adequadas.
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Gréfico 1 - Comparacéo de fluorescéncia. Intensidade de fluorescéncia emitida pela sonda de detec¢do de acordo
com a concentragdo de primers e sondas, para cada uma das fusGes génicas investigadas. As reacGes de
amplificagdo das fusbes PML-RARA, KMT2A-MLLT1 e KMT2-MLLT10 ndo apresentaram diferenca de
fluorescéncia com concentragBes mais elevadas, diferentemente daquelas para amplificagdo das fusbes CBFB-
MYH11 e RUNX1-RUNX1TL.
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9. APENDICE C - TESTES DE TEMPO DE EXTENSAO DA RT-PCR

Para os tempos de extensdo da RT-PCR em tempo real padronizado foram testados em
protocolo do reagente QuantiNova Probe RT-PCR, ambos em temperatura de 65°C. Os testes
foram realizados com plasmideos que foram diluidos para concentracbes mais altas
(concentragdo em 10 ng/uL) e concentragBes mais baixas (concentragio em 107 ng/uL), de
acordo com o Apéndice D, e testados em duplicata na reacdo. Realizaram-se 2 reacfes em
duracéo de 30 segundos de amplificacéo e 60 segundos, com temperatura definida de 65°C. No
grafico 1 podemos avaliar a diferenca de ciclo quantitativo (Cq) obtido nas 2 reacdes testadas

e para cada uma das fusdes analisadas.
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Gréfico 1 - Comparagdo de tempo de extensdo da PCR. Ciclo quantitativo (Cq) de acordo com o tempo da
etapa de extensdo na PCR, para cada uma das fusdes génicas investigadas. E possivel observar que os valores de
Cq obtidos no tempo de 60 segundos e 30 segundos foram semelhantes. Para a reacdo final foi selecionado o tempo
de 30 segundos para economizar tempo de reacdo, considerando que o tempo de extensdo ndo sofreu mudanca

significativa na reacdo.
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10. APENDICE D — PREPARO E DILUICAO DE PLASMIDEOS

Para o desenvolvimento da reacdo padronizada, os plasmideos foram preparados em
concentracdes variadas para otimizar o teste antes de utilizar as amostras obtidas na pesquisa.
Os plasmideos foram adquiridos em uma quantidade de 5 pg e diluidos em 100 pL de solugdo
de Tris-EDTA (TE), resultando em uma concentragdo final de 50 ng/uL. O célculo para
determinar um valor médio de cdpias por reacdo foi realizado usando a ferramenta DNA Copy
Number Calculator da Thermo Fisher Scientific (Thermo Fisher Scientific, [s.d.]). O célculo

foi realizado individualmente para cada alvo.

10.1 BCR-ABL P210/BCR-ABL P190
O plasmideo para o translocado t(9;22) foi desenvolvido com as 3 muta¢fes mais

recorrentes para o cromossomo Filadélfia, facilitando no desenvolvimento do fragmento
5S’TCCGCTGACCATCAATAAGGACTGGCCCAACGATGGCGAACGGACATCCAGGC

ACTGAAGGCAGCCAAGCCCTTCAGCGGCCAGTAGCATCTGACTTTGAGCCTCAGG
GTCTGAGTG’3. O nimero de copias médio para a concentragdo inicial de 50 ng/uL foi de
395.923.734.400 cp/rxn. Na tabela 1 estd descrito as diluicGes obtidas e suas coOpias. Vale
lembrar que as cOpias sdo dadas a cada 1 puL, mas em reacdo € preparada com 5 pL finais de

plasmideo.

Tabela 1 - Célculo do nimero de cdpias por reacdo BCR-ABL P210 e P190.

PONTO DE DILUICAO CONCENTRACAO COPIAS POR REACAO
D1 1,00E-03 395923734,4
D2 1,00E-04 39592373,4
D3 1,00E-05 3959237,3
D4 1,00E-06 395923,7
D5 1,00E-07 39592,4
D6 1,00E-08 3959,2
D7 5,00E-09 1979,6
D8 2,50E-09 989,8
D9 1,25E-09 494.9
D10 1,25E-10 49,5
D11 6,25E-11 24,8
D12 3,12E-11 12,4
D13 1,56E-11 6,2
D14 7,80E-12 3,1

Foi utilizada a ferramenta DNA Copy Number Calculator da Thermo Fisher Scientific para determinar o
equivalente de nimero de cOpias a partir do valor de diluicdo utilizado. A tabela representa os pontos
D1 a D9 obtidos na figura 3. Com os resultados inconclusivos sobre o ponto de falha, foram desenvolvidos

mais 5 pontos a partir do ltimo ponto (D9) para finalizar a analise do ponto de falha das dilui¢fes e do limite de
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deteccdo, descrita no tépico 5.3.3.

10.2 PML-RARA

O plasmideo para o translocado t(15;17) foi desenvolvido separadamente para 3
principais fusbes mais recorrentes para a fusdo PML-RARA, sendo elas:
(1)5’TCTTCCTGCCCAACAGCAACCACGTGGCCAGTGGCGCCGGGGAGGCAGGAG
ATAGTGCCCAGCCCTCCCTCGCCACCCCCTCTACCCCGCATCTACAAGC’3;(2)5°CC
CCAGGAAGGTCATCAAGATGGAGTCTGAGGAGGGGAAGGAGGCAAGGAGATAG
TGCCCAGCCCTCCCTCGCCACCCCCTCTACCCCGCATCTACAAGC’3;(3)5’CCGATG
GCTTCGACGAGTTCAAGGTGCGCCTGCAGGACCTCAGCTCTTGAGATAGTGCCCA
GCCCTCCCTCGCCACCCCCTCTACCCCGCATCTACAAGC’3.

O numero de cépias meédio para a concentracdo inicial de 50 ng/puL foi de

463.230.769.250 cp/rxn. Na tabela 2 esta descrito as diluicGes obtidas e suas copias.

Tabela 2 - Célculo do niUmero de cdpias por reacdo PML-RARA.

PONTO DE DILUIQAO CONCENTRACAO COPIAS POR REAQAO
D1 1,00E-03 463230769,25
D2 1,00E-04 46323076,9
D3 1,00E-05 4632307,7
D4 1,00E-06 463230,8
D5 1,00E-07 46323,0
D6 1,00E-08 4632,3
D7 5,00E-09 2316,2
D8 2,50E-09 1158,1
D9 1,25E-09 579,1
D10 1,25E-10 57,9
D11 6,25E-11 28,9
D12 3,12E-11 14,4
D13 1,56E-11 7,2
D14 7,80E-12 3,6

Foi utilizada a ferramenta DNA Copy Number Calculator da Thermo Fisher Scientific para determinar o
equivalente de numero de copias a partir do valor de diluicdo utilizado. A tabela representa os pontos
D1 a D9 obtidos na figura 3. Com os resultados inconclusivos sobre o ponto de falha, foram desenvolvidos
mais 5 pontos a partir do Ultimo ponto (D9) para finalizar a analise do ponto de falha das diluigdes e do limite de

deteccdo, descrita no tépico 5.3.3.

10.3 CBFB-MYH11

O plasmideo para o translocado t(16;16) foi desenvolvido para a fusdo mais recorrente

para CBFB-MYH11, sendo ela a tipologia A e que possui o menor fragmento:
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5S’TGTCTGGAGTTTGATGAGGAGCGAGCCCAGCAGGAGGATGCATTAGCACAACA
GGCCTTTGAAGAGGCTCGGAGAAGGACACGCGAATTTGAAGATAGAGACAGGTC
TCATCGGGAGGAAATGGAGGTCCATGAGCTGGAGAAGTCCAAGCGGGCCCTGGA
GACCCAGATGGAGGAGATGAAGACGCAGC’3.

O ndmero de copias médio para a concentracdo inicial de 50 ng/pL foi de
243.805.668.000 cp/rxn. Na tabela 3 esta descrito as diluigdes obtidas e suas copias.

Tabela 3 - Calculo do nimero de copias por reacdo CBFB-MYH11.

PONTO DE DILUIQAO CONCENTRACAO COPIAS POR REAQAO
D1 1,00E-03 243805668
D2 1,00E-04 24380566,8
D3 1,00E-05 2438056,7
D4 1,00E-06 243805,7
D5 1,00E-07 24380,6
D6 1,00E-08 2438,1
D7 5,00E-09 1219,1
D8 2,50E-09 609,6
D9 1,25E-09 304,8
D10 1,25E-10 30,5
D11 6,25E-11 15,2
D12 3,12E-11 14,4
D13 1,56E-11 7,6
D14 7,80E-12 3,8

Foi utilizada a ferramenta DNA Copy Number Calculator da Thermo Fisher Scientific para determinar o
equivalente de numero de coOpias a partir do valor de diluicdo utilizado. A tabela representa os pontos
D1 a D9 obtidos na figura 3. Com os resultados inconclusivos sobre o ponto de falha, foram desenvolvidos
mais 5 pontos a partir do ltimo ponto (D9) para finalizar a analise do ponto de falha das dilui¢fes e do limite de

deteccdo, descrita no tépico 5.3.3.

10.4 RUNX1-RUNX1T1
O plasmideo para o translocado t(8;21) foi desenvolvido na seguinte estrutura:

5’GTCGCCACCTACCACAGAGCCATCAAAATCACAGTGGATGGGCCCCGAGAACC
TCGAAATCGTACTGAGAAGCACTCCACAATGCCAGACTCACCTGTGGATGTGAA’
3.

O numero de codpias medio para a concentracdo inicial de 50 ng/puL foi de
432.925.952.550 cp/rxn. Na tabela 4 esta descrito as dilui¢cdes obtidas e suas copias.

Tabela 4 - Célculo do nimero de copias por reacdo RUNX1-RUNX1TL.

PONTO DE DILUICAO CONCENTRACAO COPIAS POR REACAO
D1 1,00E-03 432925952,6
D2 1,00E-04 43292595,3
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D3 1,00E-05 4329259,5
D4 1,00E-06 432926,0
D5 1,00E-07 43292,6
D6 1,00E-08 4329,2
D7 5,00E-09 2164.,6
D8 2,50E-09 1082,3
D9 1,25E-09 541,2
D10 1,25E-10 54,1
D11 6,25E-11 27,1
D12 3,12E-11 13,6
D13 1,56E-11 6,8
D14 7,80E-12 3,4

Foi utilizada a ferramenta DNA Copy Number Calculator da Thermo Fisher Scientific para determinar o
equivalente de numero de copias a partir do valor de diluicdo utilizado. A tabela representa os pontos
D1 a D9 obtidos na figura 3. Com os resultados inconclusivos sobre o ponto de falha, foram desenvolvidos
mais 5 pontos a partir do ltimo ponto (D9) para finalizar a analise do ponto de falha das dilui¢fes e do limite de

deteccdo, descrita no tépico 5.3.3.

10.5 KMT2A-MLLT1

O plasmideo para o translocado t(11;19) foi desenvolvido com todas as regiGes de éxons
detectadas pelos primers na reagdo, ficando da seguinte estrutura: 5’GTCCAGAGCA
GAGCAAACAGAAAAAAGTGGCTCCCCGCCCAAGTATCCCTGTAAAACAAAAACC
AAAAGAAAAGTGTGGGAGATGGGAGGCTTAGGAATCTTGACTTCTGTTCCTATAA
CACCCAGGGTGGTTTGCTTTCTCTGTGCCAGTAGTGGGCATGTAGAGTGCACCGT
CCAGGTGAGGTTAGAGCTGACGCCAACAAGGAGAGCAGCAAGACCTCCAAGCCA
CACAAGGTGACCAAGGAGCACTCTGCCCAGTCAAGCCCGTCCAACTCCAGCTCCA
GCTCAGACTCCAGCTCA’3.

O numero de copias médio para a concentracdo inicial de 50 ng/pL foi de
153.897.265.550 cp/rxn. Na tabela 5 esta descrito as diluicGes obtidas e suas copias.

Tabela 5 - Calculo do nimero de copias por reacdo KMT2A-MLLT1.

PONTO DE DILUICAO CONCENTRACAO COPIAS POR REACAO
D1 1,00E-03 153897265,6
D2 1,00E-04 15389726,6
D3 1,00E-05 1538972,7
D4 1,00E-06 153897,3
D5 1,00E-07 15389,7
D6 1,00E-08 1539
D7 5,00E-09 769,5
D8 2,50E-09 384,6
D9 1,25E-09 192,4
D10 1,25E-10 96,19
D11 6,25E-11 48,00
D12 3,12E-11 24,00
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D13 1,56E-11 1,2
D14 7,80E-12 0,6
Foi utilizada a ferramenta DNA Copy Number Calculator da Thermo Fisher Scientific para determinar o

equivalente de numero de copias a partir do valor de diluicdo utilizado. A tabela representa os pontos
D1 a D9 obtidos na figura 3. Com os resultados inconclusivos sobre o ponto de falha, foram desenvolvidos
mais 5 pontos a partir do Gltimo ponto (D9) para finalizar a analise do ponto de falha das diluicdes e do limite de

deteccdo, descrita no tépico 5.3.3.

10.6 KMT2A-MLLT3

O plasmideo para o translocado t(9;11) foi desenvolvido com todas as regides de éxons
detectadas  pelos  primers na  reacdo, ficando da  seguinte  estrutura:
5’GGTGGTCGCAATATAAAGAAGCAGTGCTGCAAGATGAGAAAATGTCAGAATCT
ACAATGGATGCCTTCCAAAGCCTACCTGCAGAAGCAAGCTAAAGGTCCAGAGCA
GAGCAAACAGAAAAAAGTGGCTCCCCGCCCAAGTATCCCTGTAAAACAAAAACC
AAAAGAAAAGGACCCTAATAGGAGTATTCATACCAGCAGCGCATACCTAGATGA
ACTGGTAGAGCTTCACAG’3.

O numero de copias médio para a concentracdo inicial de 50 ng/pL foi de
198.811.488.950 cp/rxn. Na tabela 6 esta descrito as diluicGes obtidas e suas copias.

Tabela 6 - Calculo do nimero de copias por reacdo KMT2A-MLLTS3.

PONTO DE DILUICAO CONCENTRACAO COPIAS POR REACAO
D1 1,00E-03 198811489
D2 1,00E-04 19881148,9
D3 1,00E-05 1988114,9
D4 1,00E-06 198811,5
D5 1,00E-07 19881,2
D6 1,00E-08 1988,1
D7 5,00E-09 994,1
D8 2,50E-09 497,0
D9 1,25E-09 2485
D10 1,25E-10 24,9
D11 6,25E-11 12,4
D12 3,12E-11 6,2
D13 1,56E-11 3,1
D14 7,80E-12 1,6

Foi utilizada a ferramenta DNA Copy Number Calculator da Thermo Fisher Scientific para determinar o
equivalente de numero de copias a partir do valor de diluicdo utilizado. A tabela representa os pontos
D1 a D9 obtidos na figura 3. Com os resultados inconclusivos sobre o ponto de falha, foram desenvolvidos
mais 5 pontos a partir do dltimo ponto (D9) para finalizar a analise do ponto de falha das dilui¢fes e do limite de

deteccdo, descrita no tépico 5.3.3.
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10.7 KMT2A-MLLT10

O plasmideo para o translocado t(10;11) foi desenvolvido com todas as regides de éxons
detectadas  pelos  primers na  reacdo, ficando da  seguinte  estrutura:
5’GGTGGTCGCAATATAAAGAAGCAGTGCTGCAAGATGAGAAAATGTCAGAATCT
ACAATGGATGCCTTCCAAAGCCTACCTGCAGAAGCAAGCTAAAGGTCCAGAGCA
GAGCAAACAGAAAAAAGTGGCTCCCCGCCCAAGTATCCCTGTAAAACAAAAACC
AAAAGAAAAGACTTGCTACATTTGTGATGAACAAGGAAGAGAAAGCAAAGCAGC
CACTGGTAAATATAAAGAGAAGGACAAACACAAACAGAAACACAAGAAGCAGC
CAGAACCATCACCTGCATTGGTCTCAGATCTGCGTAATGACAGTTACTCTCACTCC
CAACAGTCATCAGCAGCAAATACTCTATCTGGATCTTCTCTCAGTCAGGCACCA’3.

O numero de copias médio para a concentracdo inicial de 50 ng/pL foi de

122.547.822.550 cp/rxn. Na tabela 7 esta descrito as dilui¢fes obtidas e suas cdpias.

Tabela 7 - Célculo do nimero de cdpias por reacdo KMT2A-MLLT10.

PONTO DE DILUICAO CONCENTRACAO COPIAS POR REACAO
D1 1,00E-03 122547822,6
D2 1,00E-04 12254782,3
D3 1,00E-05 1225478,2
D4 1,00E-06 122547,8
D5 1,00E-07 12254,8
D6 1,00E-08 12255
D7 5,00E-09 562,75
D8 2,50E-09 281,38
D9 1,25E-09 28,14
D10 1,25E-10 14,1
D11 6,25E-11 7,0
D12 3,12E-11 3,5
D13 1,56E-11 1,76
D14 7,80E-12 0,88

Foi utilizada a ferramenta DNA Copy Number Calculator da Thermo Fisher Scientific para determinar o
equivalente de nimero de cOpias a partir do valor de diluicdo utilizado. A tabela representa os pontos
D1 a D9 obtidos na figura 3. Com os resultados inconclusivos sobre o ponto de falha, foram desenvolvidos
mais 5 pontos a partir do dltimo ponto (D9) para finalizar a analise do ponto de falha das dilui¢fes e do limite de

deteccdo, descrita no tépico 5.3.3.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVEE E ESCLARECIDO

Convidamos ofa) senhor(a) a participar voluntariamente do projeto de pesquisa: Metodologia
diagnostica da inversdo do cromessomo 16: Uma analise comparativa entre Real Time PCR e PCR
convencional seguida de eletroforese capilar para a deteccio da fusdo CBFB-MYHI1, sob responsabilidade
da pesquisadora Andressa Folha Vieira e a coordenagio da professora Angélica Amato Amonm. O projeto
tem come objetive pnincipal desenvolver a analise da fusdo dos genes CBFp e MYH11 (CBFE-MYH11) pelo
métode de reacic em cadeia da polimerase segmde de eletroforese capilar. A fusdo desses genes tem papel
na determinacio da evelucdo ou prognostico de Leucemua Mieloide Aguda (LMA) e é importante para o
acompanhamente dos pacientes com a condigie. O metivo que nos leva a estudar esse assunto € a
necessidade de implementacdo da analise dessa fusdo de genes, CBFB-MYHI1, pois ela € indispensavel ao
acompanhamento dos pacientes por permitir estabelecer um bom prognoéstice (ou prever uma boa evolucio)
da LMA no momento do diagnostico. Isso acontece porque essa fusdo estd associada 2 maior taxa de
remissdo completa da TMA com o fratamento, dentre os perfis de alteracdes genéticas analisados na TMA e
a avaliagdo de custo e beneficio de wm nove método pode ajudar a tomar disponivel essa avaliagio em maror
escala e com maior facilidade para os serviges pnivados e piablicos no Distrito Federal.

A participagdo do senhor{a) € vohmtina, de acordo com sua vontade, e a recusa em participar nio
tera qualquer consequéncia, podendo também ocorrer em qualquer momento do projete de pesquisa. Ofa)
senhor(a) recebera todos os esclarecimentos necessanios antes e no decormrer da pesquisa e lhe asseguramos
que sen nome ndo aparecerd, sendo mantido o mais rigoroso sigilo pela omissdo total de quaisquer
informagdes que permitam identifica-lo(a). A sua participagdo se dara por meio do fornecimento de amostra
de sangue, que sera coletada por profissionais habilitados em unidade Sabin — laboratorio de analises clinicas
credenciado a qual o senhor ji se encontre realizando exames rotineiros de acompanhamento de seu
diagnostice, ou seja, a participacdo do(a) senhor(a) no frabalhe nie envolvera uma visita exclusiva ao
laboratério com a finalidade de participacdo no trabalho. O convite para a participagdo sera realizado nesta
atual visita que se faz e nesta mesma ocasido.

Os riscos e desconfortos envolvides na pesquisa incluem a puncde vencsa penférica, que pode
apresentar como prncipal complicacio o aparecimento de manchas roxas na pele (as equimoses), gque nio
frazem nscos a sande. Complicagdes mals graves, embora raras, mcluem lesdo de nerves, hematomas
{manchas roxas mais profimdas), punco de arténa de forma emdnea, infeccdo e dor. A diminmicdo dos riscos
estd relacionada de forma direta ao treinamento dos profissionais que coletario a amostra (gque sdo
profissionais capacitades, que realizam as coletas rotineiramente no laboratério), manuseio de materiais e
equipamentos, materials de protecdo, descarte e assepsias comretas desenvelvidos ao longe do procedimento.

Os resultados desse estudo ndo contribuirio com beneficios imediatos para o senhor(a). Entretanto,
s2 0 senhor(a) aceitar participar, estara contnbuinde para a potencial elaboracde e desenveolvimento de
estratégias de estudo e deteccdo de fusdo do gene CBEE-MYHI], que podem tomar mais facil e acessivel
esse exame no futuro. A participagdo € voluntana, 1sto €, esta condicionada & sua concordincia em participar
e nio ha pagamento pela colaboragdo. Nao havera nenhum custe com procedimentos cu exames que sdo
necessarios a pesquisa. Case vocé soffa algum dane decorrente dessa pesquisa, os pesquisadores garantem
ndemza-lo por tode e qualquer gasto ou prejuize. Os resultados do exame realizado (fusdo gémica CBFp-
MYHI11) serie informados ao senhor(a) apenas se assim o desejar. Quando o senhor(a) quiser ter
conhecimento dos resultados, serfo fomecidas todas as informacdes que os pesguisadores tiversm
disponiveis, desde a literatura cientifica, até os resultados encontrades. Se ofa) senhor(a) fiver qualgquer
diuvida em relagdo & pesquisa, por favor telefone para Andressa Folha (611991464775, disponivek mclusive
para ligaciio a cobrar a qualquer hordrio, ou se preferir envie e-mail para andressafolbaviggmail com. Os
resultades da pesquisa serde divulgadoes em relatorios e publicagdes cientificas, sem a identificagio do
senhor(a). Os dades e matenals serdio utilizados somente para esta pesquisa e ficardio sob a guarda do
pesquisador por um periodo de cince anos, apos isso serdo destruidos.

Este projete foi aprovade pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias da Saide
{CEP/FS) da Universidade de Brasilia. Um CEP € composto por profissionais de diferentes areas cuja funcio
€ defender os iteresses dos participantes da pesquisa em sua integndade e digmidade e contmbwr no
desenvolvimento da pesquisa dentro de padrées éticos. As davidas com relacdo a assinatura do TCLE ou aos
direitos do participante da pesquisa podem ser tiradas entrando em contate com o CEPRFS através do
telefone: (61) 3107-1947 ou do e-mal cepfoimunbbr on cepfoumbi@email com. Case concorde em
participar, pedimos que assine este documente que foi elaborado em duas vias, uma ficara com o pesquisador
Tesponsdvel e a outra com o senhor (a).

Data

HNome e Assinatura
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Universidade de Brasilia Faculdade de Ciéncias da Satde
Programa de Pos-Gradusgio em Cidncias Farmacéuticas

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE

Convidamos ofa) senhor(a) a participar voluntariamente de wma nova etapa do do projeto intitulado:
Metodologia diagnostica da mversdio do cromoessemo 16: Uma analise comparativa entre Real Time PCR e PCE.
convencional seguida de eletroforese capilar para a detecgiio da fusio CBFB-MYHI1, sob responsabilidade da
pesquisadora Andressa Folha Vieira e a coordenaciio da professera Angélica Amato Amornim.

O objetivo desta nova etapa busca desenvolver a anahise das fusdes gémicas BCR-ABL, PML-EARA
RUNXI-RUNXITI., EMT2A-MIITI. EMT2A-MITT3, EMT2A-MLITIO além de CBFP-MYHII pelo
meétodo de reaciio em cadeia da polimerase com transcriptase reversa (RT-PCR). Estas fusdes génicas possuem
um papel determuinante no diagnostico, evolugdo e prognostico de Lencenua Mieldide Agnda (LMA) e sfo
importantes para o acompanhamento dos pacientes com a condigio. O motive que nos leva a estudar esse
assunto € a necessidade de implementacio da analise dessas fiisdes de genes, pois sfo indispensaveis ao
acempanhamento dos pacientes por permitir estabelecer progndstico (ou prever uma boa evolugio) da LMA no
momento do diagnostico. Avaliar essas fisdes em conjunto permite ndo somente ter um retome de um resultado
mais completo para pacientes com IMA mas também de avaliar custo e beneficio de un nove métedo o qual
pode ajudar a tornar disponivel essa avaliagio em maior escala e com maior facilidade para os servigos privados
e publicos no Distrito Federal

A participagiio do senhor(a) € voluntaria, de acordo com sua vontade, e a recusa em participar nio terd
gqualquer consequéncia, podendo também ocorrer em gualguer momento do projeto de peseuisa. Ofa) senhor(a)
recebera todos os esclarecimentos necessarios antes e no decorrer da pesquisa e lhe asseguramos que seu nome
ndo aparecerd, sendo mantido o mais rigoroso sigilo pela omissdo total de quaisquer informagdes que permitam
wdentifica-lo(a). A soa participagdo se dara por meio de assinatura deste termo auferizando o use de amostra de
sangue ja fornecida anteriormente, a qual foi coletada por profissionais habilitados em unidade Sabin —
laboratdrio de andlises clinicas credenciado a qual o senhor ji se encontre realizando exames rotineiros de
acompanhamento de sen diagnostico, ou seja. a participacio do(a) senhor(a) no trabalhe nio envolvera uma
visita exclusiva ao laboratorio com a finalidade de participagdio no trabalho. O convite para a participagio sera
realizado nesta atual visita que se faz e nesta mesma ocasido.

O aproveitamento de amostra ja anteriormente coletada ndo frara riscos e desconfortos que envolvam esta
nova etapa de pesquisa e informamos que o{a) Senhor(a) pode se recusar a fornecer a o uso da amostra se lhe
trouxer constrangimento ou qualgquer oufro inconveniente.

Os resnltados desse esmudo nio contribuirde com beneficios imediatos para o senher(a). Entretanto, se o
senhor(a) aceitar participar, estara contribmindo para a potencial elaboracdo e desemvolvimento de estratégias de
estudo e deteccio de fusdes gémicas. que podem tormar mas facil e acessivel esse exame no fisturo. A
participagio € voluntaria, isto €, estd condicionada a sua concordancia em participar e ndc ha pagamento pela
colaberagio. Nio havera nenhum custo com procedimentos ou exames que sio necessarios a pesquisa. Caso
wvocé sofra algum dano decowrente dessa pesquisa, os pesquisadores garantem indeniza-lo por tode e qualquer
gasto ou premize. Os resultados do exame realizade (fosie génica BCR-ABL. PML-EARA
RUNX1-RUNXITI. EMT2A-MITTI. EMT2A-MIIT3, EMT2A-MIITI0 e CBFpE- MYHI1) serfio
informados ao senhor(a) apenas se assim o desejar. Quando o senhor(a) quiser ter conhecimento dos resultados,
serfio fornecidas todas as informacdes que os pesquisadores tiverem disponiveis. desde a literatura cientifica. até
o5 resultados encontrados. Se ofa) senhor(a) tiver qualguer divida em relaciio & pesquisa. por favoer telefone
para Andressa Folha (61)991464775, disponivel inclusive para ligacio a cobrar a qualguer hordrio, ou se
prefenir envie e-mail para andressafolhavig) gmail com Os resultadoes da pesquisa serfio divulgados em relatérnios
e publicagdes cientificas. sem a identificacdo do senhor(a). Os dados e materiais serdo utilizados somente para
esta pesquisa e ficardio sob a guarda do pesquisadeor por um periodo de cinco anos, apds isso serdo destruidos.

Este projeto foi aprovade pelo Comité de Etica em Pescuisa da Faculdade de Ciéncias da Saude (CEP/FS)
da Universidade de Brasilia. Um CEP é composto por profissionais de diferentes areas cuja fungdo é defender
os mnteresses dos participantes da pesquisa em sua mtegridade e dignidade e contribuir no desenvelvimento da
pesquisa dentre de padrdes éticos. As dividas com relagio a assinata do TCLE ou aos direitos do participante
da pesquisa podem ser tiradas entrando em contato com o CEP/FS atraves do telefone: (61) 3107-1947 ocu do
e-mail: cepfi@unbbr ou cepfsunbiazmail com Caso concorde em participar, pedimos que assine este
decumento que foi elaborado em doas vias, wma ficara com o pesquisador respensavel e a outra com o senhor
(a).

Dan

Nome e Assinatura
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12. APENDICE F - ETAPA DE EXTRACAO DE LISE DE HEMACIAS
COLETA E PREPARACAO DE AMOSTRAS

Tipo de Material Coletado: Aspirado de medula éssea e/ou sangue periférico.
Critério de Coleta: Minimo de 10% de blastos estabelecidos anteriormente em
imunofenotipagem.
Material Utilizado: Tubo EDTA.
Procedimento Inicial:
- Homogeneizacdo das amostras por 15 minutos em agitador orbital.
- Transferéncia para tubo Falcon de 15 mL contendo 2,5 mL de sangue total fresco.
LISE DE HEMACIAS
Adicao de Solugdo Litica:
- Adicdo de 7,5 mL de Cell Lysis Solution ao tubo Falcon.
- InversGes do tubo 5-6 vezes.
- Incubagdo em temperatura ambiente por 10 minutos.
CENTRIFUGACAO
- Centrifugacdo a 2.500 xg por 10 minutos.
- Formacéo do pellet ao fundo do tubo.
- Descarte do sobrenadante sem ressuspender as células.
- Centrifugacdo adicional por 1 minuto para remover o liquido residual.
- Remocdo do liquido residual com auxilio de pipeta.
PREPARACAO DO PELLET
Adicdo de Reagentes:
- Adigao de 200 pL de 1-Thioglycerol/Solucdo de Homogeneizacdo (Homogenization
Solution) resfriada ao pellet.
- Mistura completa no vértex para ressuspensao do pellet.
- Adigdo de 200 pL de Lysis Buffer e 25 pL de proteinase K ao pellet de leucdcitos
brancos.
Mistura e Incubacéo:
- Mistura dos reagentes por 20 segundos em vortex.
- Incubacéo a temperatura ambiente por 10 minutos.
EXTRACAO DE RNA
Kit Utilizado: Protocolo de extragdo utilizando o kit Maxwell® RSC simplyRNA Blood Kit
(Promega).

Equipamento Utilizado: Extracédo realizada no equipamento Maxwell.



13. APENDICE G - PROTOCOLO DE PCR E SEQUENCIAMENTO DE NOVA
GERACAO (NGS)

PREPARACAO E LIMPEZA DO MATERIAL
Material Inicial: eluido obtido ap6s extragdo do Anexo Il.
Reagentes Utilizados (Illumina):

- 2 UL de 10X DNase Buffer com MgCl2.

- 2 4L de DNase I, RNAse Free.

- 16 pL do eluido de RNA com concentracdo de 15 ng/uL.

Procedimento:

Totalizou-se um volume final de 20 pL.

Incubacdo a 37°C por 30 minutos.
Adicéo de 2 pL de EDTA (50 mM) ou 4 pL (25 mM).
Etapa de inativacdo a 65°C por 10 minutos.
TRANSFORMAQAO DO RNA EM cDNA
Reagentes Utilizados (Illumina):

- 1 L de 5X AmpliSeq cDNA Reaction Mix.

- 0,5 pL de 10X AmpliSeq RT Enzyme Mix.

- 3,5 uL do eluido de RNA purificado.

Procedimento:

- Totalizou-se uma reacdo de 5 pL.
- Ciclagem: Incubacéo a 42°C por 30 minutos, inativacdo a 85°C por 5 minutos.
- Manutencdo a 10°C por 16 horas ou congelamento para a préxima etapa.
PAINEL DE LEUCEMIA MIELOIDE
Kit Utilizado: AmpliSeq Mieloide RNA Panel (Illumina).
Procedimento:
- Analise da presenga ou auséncia de mais de 500 fusoes.
- Reacdes realizadas conforme os protocolos do Kit.
- Adicéo de 2 pL de reagente FUPA.
- Ciclagem: Incubacéo a 55°C por 10 minutos e a 62°C por 20 minutos.
INDEXACAO E SEPARACAO DE AMOSTRAS
Reagentes Utilizados (lllumina):
- 4 pL de Switch Solution.
- 2 uL de AmpliSeq CD Indexes ou UD Indexes for Illumina.
- 2 puL de DNA Ligase.
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Procedimento:

Incubacdo a 22°C por 30 minutos.

Sequéncia de incubacéo: 68°C por 5 minutos e 72°C por 5 minutos.

Limpeza com Beads Magnéticas:

Primeira Limpeza:

Adicéo de 30 pL de Kapa pure beads a cada biblioteca.

Vortex e centrifugacao por 5 minutos.

Incubacdo em estantes magnéticas por 2 minutos.

Remocdo do sobrenadante.

Adicéo de 150 pL de etanol (ETOH 80%), incubagéo por 30 segundos.

Repeticdo do processo de lavagem com etanol.

Secagem por 10 minutos com tubo aberto.

Amplificagdo com 45 pL de 1X Lib Amp Mix e 5 pL de 10X Library Amp Primers.
Ciclagem: Incubacgéo a 98°C por 2 minutos, seguida de 7 ciclos de 98°C por 15 segundos

e 64°C por 1 minuto.

Segunda Limpeza:

Adicéo de 25 pL de Kapa pure beads e incubacgéo por 5 minutos.

Vortex e centrifugacdo, seguido por separacdo em estantes magnéticas por 5 minutos.
Transferéncia do sobrenadante para uma placa de PCR.

Adicéo de 60 pL de Kapa pure beads, repeticdo do processo de vortex, centrifugacéo e
separacéo.

Realizagdo da mesma lavagem com etanol e secagem por 5 minutos.

Adicdo de 30 pL de low-TE Buffer, vortex e centrifugacao breve.

QUANTIFICACAO E SEQUENCIAMENTO

Preparacdo das Amostras:

Quantificacdo e diluicdo para uma concentragdo de 2 nM.
Preparacdo de um pool com 10 pL de cada biblioteca em um unico pogo.

Sequenciamento:

Preparagdo conforme protocolo Illumina para utilizagéo do MiSeq.

Sequenciamento realizado por 26 horas.
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14. ANEXO I - PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

FACULDADE DE CIENCIAS DA
SAUDE DA UNIVERSIDADE DE W
& BRASILIA - UNB
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

......

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Metodologia diagnéstica da inversdo do cromossomo 16: Uma analise comparativa
entre Real Time PCR e PCR convencional seguida de eletroforese capilar para a
detecgdo da fusdao CBFB-MYH11

Pesquisador: ANDRESSA FOLHA VIEIRA

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 69557823.0.0000.0030

Instituigdo Proponente: FACULDADE DE SAUDE - FS

Patrocinador Principal: LABORATORIO SABIN DE ANALISES CLINICAS LTDA
FUNDACAO UNIVERSIDADE DE BRASILIA

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 6.176.749

Apresentagdo do Projeto:
Conforme documento "PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_2042938.pdf", postado em

23/06/2023:

"Desenho:

Serdo coletadas informagbes clinicas e laboraltoriais de sujeitos com LMA, desenvolvido um método de PCR
convencional seguida de eletroforese capilar para analise da fusdo génica CBF-MYH11, comparado o
método desenvolvido com o método padrao-ouro (reagdo em cadeia da polimerase em tempo real; Realtime
PCR) para definicdo de sua sensibilidade, reprodutibilidade e acuracia do leste e a presencga da
inv(16)(p139q22) sera associada com a progressdo da LMA;"

"Resumo:

A célula, detentora da informacdo hereditaria, por meio de mecanismos de replicagdo, possibilita sua
multiplicagdo e expansdo em um determinado organismo pluricelular por meio do DNA, que, pela
transcrigio, expressa suas informagdes e, consequentemente, permite a sintese de outras moléculas na
célula. Os fatores de transcrigdo necessilam de uma regido promolora do gene e da atividade da RNA
polimerase para que a produgdo do RNA mensageiro seja concluida e,

Enderego: Faculdade de Ciéncias da Sadde, Universidade de Brasika - Campus Darcy Ribeiro
Bairro: Asa Nore CEP: 70.910-900

UF: DF Municipio: BRASILIA

Telefone: (61)3107-1947 E-mail: cepfsunb@gmail.com
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15. ANEXO Il - DNA PLASMIDIAL

15.1 BCR-ABL P210, P190 E P230
O plasmideo contém o gene BCR-ABL1p210p190p230, com um tamanho de 117 pares

de base. Este plasmideo foi produzido a partir do vetor de backbone pMA-RQ (AmpR) e foi
desenvolvido em E. coli K12 OmniMAX™ 2 TI1R. A quantidade disponivel ¢é
aproximadamente 5 pg de DNA plasmidial.

Hrnnl(2161]
SHil(361)

BCR-ABL1p210p190p230

SHil(516)

Scal(2042)

Puul(1332)
AmpR

21ACXHZC_BCR-
ABL1p210p190p230_pMA-RQ (AmpR)
2476 bp

Col E1 origin

Figura 1 - Estrutura do plasmideo pMA-RQ (AmpR) contendo o gene BCR-
ABL1p210p190p230.

15.2 PML-RARA
Os trés plasmideos que contém, individualmente, os genes PML-RARAbcrl, PML-

RARADcr2 e PML-RARADcr3, foram desenvolvidos com um tamanho de 100 pares de base.
Este plasmideo foi produzido a partir do vetor de backbone pMA-RQ (AmpR) e foi
desenvolvido em E. coli K12 OmniMAX™ 2 TI1R. A quantidade disponivel ¢é
aproximadamente 5 pg de DNA plasmidial.

Hmnl(2144
Sfil(361)

Scal(2025) ber 1
Sfil(49a)
Pvul(1915)
AmpR / [l 21ACXHAC_ber_1_pMA-RQ (AmpR)

2459 bp

Col E1 origin
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Amnl(2144)

Scal(2025) ber 2
Sfil(499)
Pwul(1915)
AmpR / [l 21ACXH5C_ber_2_pMA-RQ (AmpR)

2458 bp

Col E1 origin

Amnl(2144)
Sfil(361)

Scal(2025)

Sfil(499)
Evul(1915)

AmpR 7l 21ACXH6C_ber_3_pMA-RQ (AmpR)
2459 bp

Col E1 origin

Figura 2 - Estrutura do plasmideo pMA-RQ (AmpR) contendo o gene PML-RARAbcr1,
PML-RARADbcr2 e PML-RARADcr3, respectivamente.

15.3 CBFB-MYH11
O fragmento de DNA que contém o gene CBFB-MYH11, com um tamanho de 190

pares de base. Este gBlock foi produzido pela empresa IDT e sdo oligonucleotideos de DNA de
alta qualidade que podem ser usados em uma variedade de aplica¢cdes. A quantidade disponivel
é aproximadamente 250 ng que foram reconstituidos, segundo os padres da empresa, para uma

concentracdo final de 10 ng/pL de fragmento de DNA.

>XIDT

INTEGRATED DNA TECHNOLOGIES

SPECIFICATION SHEET WWW.IDTDNA.COM

06-Jan-2023 Sales Order Number

Reference Number
Customer Name

Name - Controle_Type_A gBlocks® Gene Fragments 190 base pairs

GAG GAG CGA GCC CAG CAG GAG GAT GCA TTA GCA CAA CAG
GAA GAT AGA GAC AGG TCT CAT C GAA ATG GAG
sAG ACC CAG ATG GAG GAG ATG AAG ACG CAG C
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Figura 3 - Estrutura do gBlock contendo o gene CBFB-MYHL11 tipo A.

15.4 RUNX1-RUNX1T1
O plasmideo contém o gene RUNX1_RUNX1T1, com um tamanho de 107 pares de

base. Este plasmideo foi produzido a partir do vetor de backbone pMA-RQ (AmpR) e foi
desenvolvido em E. coli K12 OmniMAX™ 2 TI1R. A quantidade disponivel ¢é
aproximadamente 5 pg de DNA plasmidial.

Xmnl(2151)
Sfil(361)

RUNX1_RUNX1T1
Sfil(506)

Scal(2032)

Pvul(1922)

AmpR 24ABJK4C_RUNX1_RUNX1T1_pMA-RQ (AmpR)

2466 bp

Col E1 origin

Figura 4 - Estrutura do plasmideo pMA-RQ (AmpR) contendo o gene RUNX1-
RUNX1TL.

15.5 KMT2A-MLLT1
O plasmideo contém o gene KMT2A_MLLT1, com um tamanho de 301 pares de base.

Este plasmideo foi produzido a partir do vetor de backbone pMA-RQ (AmpR) e foi
desenvolvido em E. coli K12 DH10B™ T1R. A quantidade disponivel é aproximadamente 5

pg de DNA plasmidial.
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Xmnl(2327
Sfil(361)

Scal(2208)

Pvul(2098) KMT2A_MLLT1
AmpR
24AB2NDC_KMT2A_MLLT1_pMA-RQ (AmpR)
2642 bp

Sil(682)

Col E1 origin

Figura 5 - Estrutura do plasmideo pMA-RQ (AmpR) contendo o gene KMT2A-MLLT1.

15.6 KMT2A-MLLT3
O plasmideo contém o gene KMT2A_MLLT1, com um tamanho de 233 pares de base.

Este plasmideo foi produzido a partir do vetor de backbone pMA-RQ (AmpR) e foi
desenvolvido em E. coli K12 DH10B™ T1R. A quantidade disponivel é aproximadamente 5

pg de DNA plasmidial.

Xmnl(2259)
Sfil(361)
Scal(2140)
KMT2A_MLLT3
Pvul(2030)

AmpR

24ABJKZC_KMT2A_MLLT3_pMA-RQ (AmpR) Sfil(614)

2574 bp

Col E1 origin

Figura 6 - Estrutura do plasmideo pMA-RQ (AmpR) contendo o gene KMT2A-MLLT3.

15.7 KMT2A-MLLT10
O plasmideo contém o0 gene KMT2A_MLLT1, com um tamanho de 378 pares de base.

Este plasmideo foi produzido a partir do vetor de backbone pMA-RQ (AmpR) e foi
desenvolvido em E. coli K12 DH10B™ T1R. A quantidade disponivel é aproximadamente 5
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pg de DNA plasmidial.

Xmnl(2404)
Sfil(361)

Scal(2285)

Pvul(2175)
AmpR

KMT2A_MLLT10

24ABJK3C_KMT2A_MLLT10_pMA-RQ (AmpR)
2719 bp

Sfil(759)

Col E1 origin

Figura 7 - Estrutura do plasmideo pMA-RQ (AmpR) contendo o0 gene KMT2A-MLLT10.

15.8 ABL1
O plasmideo contém o gene ABL1, com um tamanho de 120 pares de base. Este

plasmideo foi produzido a partir do vetor de backbone pMA-T e foi desenvolvido em E. coli
K12 OmniMAX™ 2 T1R. A quantidade disponivel é aproximadamente 5 pg de DNA

plasmidial.

Xmnl(2179
Scal(2060)

Pvul(1950)
AmpR 22ACAGVC_ABL1_pMA-T

2494 bp

Col E1 origin

Figura 8 - Estrutura do plasmideo pMA-T contendo o gene ABL1.



