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RESUMO

A utilizacdo de Inibidores da Tirosino Quinase (ITQ) alterou drasticamente a
expectativa de vida do paciente com Leucemia Mieldide Croénica (LMC) e o
monitoramento da expressdo do oncogene BCR-ABL1 tornou-se um fator
prognostico fundamental para avaliagdo da resposta ao tratamento. Atualmente, a
necessidade de desenvolvimento de metodologias moleculares que facilitem a
quantificacdo rapida, barata e sensivel, associada a deteccdo precoce de baixos
niveis de BCR-ABL1, tem proporcionado o surgimento de diversos ensaios
comerciais para monitoramento molecular. Entretanto, estes kits possuem uma
variabilidade na sua composicéo, execucdo e parametros analiticos, principalmente
com relacdo a sensibilidade, o que torna os resultados, muitas vezes, nao
comparaveis. Esse trabalho teve como objetivo revisar a literatura buscando
identificar as diferentes op¢Bes comerciais disponiveis para o monitoramento do
BCR-ABL1, além de comparar os resultados de dois destes ensaios com a
metodologia de referéncia. A partir da revisdo realizada, identificamos cinco kits
comerciais como principais op¢des disponiveis para monitoramento de BCR-ABL1
na LMC: GeneXpert® BCR-ABL Assay (Cepheid), Ipsogen® BCR-ABL1 Mbcr Fusion
Quant Kit (QIAGEN), BCR-ABL1 Quant RUO™ Assay (Asuragen), LightCycler®
t(9;22) Quantification Kit (Roche Molecular Biochemicals) e ODK-1201 (Otsuka
Pharmaceutical Co. Ltd.). Posteriormente, comparamos os resultados e avaliamos o
desempenho dos ensaios GeneXpert® BCR-ABL e do BCR-ABL1 Quant RUO™
com a metodologia de referéncia a partir de amostras de 60 pacientes com LMC em
uso de ITQ. Identificamos uma concordancia global étima, com coeficientes de
correlacéo de 0,97 (GeneXpert® BCR-ABL Assay) e 0,84 (BCR-ABL1 Quant RUO™
Assay). No entanto, na avaliagdo da concordancia relacionada ao alcance ou ndo de
uma Resposta Molecular Maior (RMM), o ensaio BCR-ABL1 Quant RUO™
apresentou melhores resultados, com uma menor discrepancia para respostas
moleculares profundas. A andlise estratificada por subtipos de transcritos de BCR-
ABL1 ndo mostrou diferenca de desempenho entre os dois ensaios. A partir das
analises comparativas realizadas e respectivas vantagens de cada teste, aliados aos
dados obtidos a partir da revisdo da literatura, sugere-se que o GeneXpert® BCR-
ABL poderia ser utilizado como um teste primario, devido a rapidez do ensaio,
enquanto o BCR-ABL1 Quant RUO™, por apresentar resultados associados a uma
maior sensibilidade, poderia ser um teste secundario, a fim de confirmar resultados
abaixo de uma RMM ou resultados ndo detectaveis. Fica evidente que a escolha de
um ensaio comercial deve atender as necessidades de cada laboratorio, mas que,
fundamentalmente, esteja alinhada as recomendagfes internacionais de
quantificacéo.



Palavras chave: BCR-ABL1, monitoramento molecular, doenc¢a residual minima,
kits comerciais.



ABSTRACT

The use of tyrosine kinase inhibitors (TKIs) has drastically changed the life
expectancy of patients with chronic myeloid leukemia (CML) and monitoring the
expression of the BCR-ABL1 oncogene has become a key prognostic factor for
assessing treatment response. The need to development molecular methodologies
that facilitate fast, cheap and sensitive quantification associated with the early
detection of low levels of BCR-ABLL1 has led to the emergence of several commercial
assays for molecular monitoring. However, these kits have variability in their
composition, performance and analytical parameters, mainly in relation to the
sensitivity, which makes the results often not comparable. This work aimed to review
the literature in order to identify the different commercial options available for the
monitoring of BCR-ABL1, in addition to comparing the results of two of these tests
with the reference methodology. From the review, we identified five commercial kits
as the main options available for monitoring BCR-ABL1 in the LMC: GeneXpert®
BCR-ABL Assay (Cepheid), Ipsogen® BCR-ABL1 Mbcr Fusion Quant Kit (QIAGEN),
BCR-ABL1 Quant RUO™ Assay (Asuragen), LightCycler® t (9; 22) Quantification Kit
(Roche Molecular Biochemicals) and ODK-1201 (Otsuka Pharmaceutical Co. Ltd.).
Subsequently, we compared the results and evaluated the performance of the
GeneXpert® BCR-ABL and BCR-ABL1 Quant RUO™ with reference methodology
from samples of 60 patients with CML using TKI. We identified an optimal overall
agreement for the two trials, with correlation coefficients of 0.97 and 0.84,
respectively. However, in the evaluation of the agreement related to the reach of a
Major Molecular Response (MMR), the BCR-ABL1 Quant RUO™ assay presented
better results, with a smaller discrepancy for deep molecular responses. Analysis
stratified by subtypes of BCR-ABL1 transcripts showed no difference in performance
between the two assays. From the comparative analyzes performed and the
respective advantages of each test, allied to the data obtained from the literature
review, it is suggested that GeneXpert® BCR-ABL assay could be used as a primary
test, due to the rapidity of the assay, while the BCR-ABL1 Quant RUO™, for
presenting results associated with increased sensitivity, could be a secondary test in
order to confirm results below an MMR or undetected results. It is clear that the
choice of a commercial assay should meet the needs of each laboratory, but the
fundamentally in line with international quantification recommendations.

Keywords: BCR-ABL1, molecular monitoring, minimal residual disease, commercial
Kits.
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1. Introducéo







A Leucemia Mieldide Crénica (LMC) é uma neoplasia mieloproliferativa clonal
resultante da transformacdo de uma célula-tronco hematopoética primitiva
caracterizada por uma anormalidade citogenética especifica, o cromossomo
Philadelphia, t(9;22). Devido a este rearranjo, o gene da regido de agrupamento de
BCR é justaposto ao gene ABL, resultando no gene de fusdo BCR-ABL1. A doenca
causa um aumento do numero de leucdcitos circulantes, geralmente neutréfilos e
seus precursores e, ocasionalmente, eosindfilos ou basofilos (JABBOUR;
KANTARJIAN, 2016; SAWYERS, 1999).

O desenvolvimento de uma terapia alvo direcionada com Inibidores da
Tirosino Quinase (ITQ), especialmente o mesilato de imatinibe, alterou
drasticamente a expectativa de vida do paciente com LMC. A inibicdo da quinase
BCR-ABL1 reduziu significativamente a frequéncia de progressao para fase blastica
e eliminou os principais sintomas da fase cronica (MUGHAL et al., 2016). O objetivo
principal da terapia, em um primeiro momento, € reduzir progressivamente a carga
da doenca e, desta forma, alcancar uma Resposta Molecular Maior (RMM). Como se
sabe, a demonstracdo de respostas moleculares duradouras durante a terapia com
0s ITQ estd associada com a resposta clinica, incluindo maior sobrevida global e
sobrevida livre de progressdo da doenca (YEUNG, C. C.; EGAN; RADICH, 2016).
Uma vez que todas as terapias para a LMC funcionam melhor na fase crénica do
que na avancada, a identificacdo precoce da recaida ou da progressdo pode
aumentar a chance de que os tratamentos alternativos sejam eficazes (RADICH,
2009).

As recomendac¢fes atuais indicam uma observacdo cuidadosa do perfil de
cada paciente para decidir a terapia e suas possiveis modificacbes (BACCARANI et
al., 2015). Consequentemente, essas decisdes devem ser tomadas com base em
uma avaliacdo precisa do estado e da carga da doenca no acompanhamento da
resposta ao tratamento. Sendo assim, sdo necessarios métodos sensiveis, precisos
e padronizados para orientar essas decisées. O monitoramento molecular € avaliado
por reacdo em cadeia da polimerase com transcricdo reversa em tempo real
qguantitativo (RT-gPCR) e/ou andlise citogenética(MARUM; BRANFORD, 2016). A
RT-gPCR € usada rotineiramente na quantificagdo dos niveis de RNA mensageiro
(mRNA) de BCR-ABL1, em relacdo a um gene de referéncia e tornou-se o protocolo

padrdao de cuidados no monitoramento molecular de pacientes submetidos a terapia
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com os ITQ. Mais importante ainda, a avaliacdo da Doenca Residual Minima (DRM)
pode fornecer informacdes valiosas que ajudam a guiar decisdes terapéuticas,
evidenciando pacientes que respondem bem a terapia e reduzir riscos de recidiva
iminente da doenca (YEUNG, C. C. et al., 2016).

O monitoramento molecular através da RT-gPCR esta continuamente sendo
aprimorado, uma vez que sdo relatados indmeros problemas relacionados a
qualidade dos resultados. A medida que o nimero de células leucémicas circulantes
diminui, hd necessidade de técnicas mais sensiveis para o monitoramento da
doenca(RADICH, 2009). Variacbes nos procedimentos pré-analiticos e analiticos,
gue vao desde a coleta de amostras até a escolha do um controle interno adequado
e a forma de expresséo dos resultados da RT-gPCR, s&o conhecidos na literatura e
impdem constantes desafios para a realizacdo dos ensaios (ZHEN; WANG, 2013).

Atualmente, a necessidade de desenvolvimento de metodologias moleculares
eficientes que faciltem a quantificacdo rapida, barata e sensivel associada a
deteccdo precoce com quantificacdo de baixos niveis de BCR-ABL1 tem
proporcionado o surgimento de diversos Kkits comerciais para monitoramento
molecular. Estes ensaios visam, principalmente, facilitar a validacdo das
metodologias na rotina do laboratério, uniformizar resultados e aumentar a
comparabilidade interlaboratorial. Entretanto, ainda ndo ha um consenso em relacao
a melhor opc¢éo disponivel considerando critérios analiticos e comerciais, tampouco

se os resultados das diferentes alternativas apresentam resultados comparaveis.
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2. Revisao da Literatura







2.1 Histériada LMC

Descri¢cbes indicativas de pacientes com LMC na literatura médica
contemporanea francesa datam de 1825 e relatavam uma autOpsia com um
aumento no tamanho do baco e figado e sangue espesso (HAYHOE, 1960). Um
pouco mais tarde, em 1839, Paul Donne, um microscopista francés, descreveu um
caso de esplenomegalia cujo sangue semi-purulento demonstrava que mais da
metade das células pareciam ser “células incolores com nucleos compostos de
granulos”(DONNE, 1844). Em 1845, John Hugues Bennet, na Escocia, e Robert
Virchow, na Alemanha, foram cruciais para a descoberta da LMC, pois combinaram
os detalhes clinicos e microscopicos em relatos de casos modelo, enquanto

exploravam a fisiopatologia subjacente da doenca (GEARY, 2000).

Virchow prop0s duas variedades principais de leucemia crbnica: esplénica e
linfatica e, apds 12 anos do seu primeiro reconhecimento, os dois tipos de leucemia
haviam sido distinguidos(GEARY, 2000). Em 1900, casos com leucocitose leve e
sintomas minimos foram observados e os mieloblastos foram identificados como
precursores dos granulécitos. Mais tarde, o perfil caracteristico da contagem
diferencial da LMC foi elucidado, com predominio de granul6citos segmentados e
menor contagem de mieldcitos. Basofilia e trombocitose foram reconhecidas como
caracteristicas da contagem sanguinea em meados de 1920. Em 1938, Forkner
observou que os mieloblastos poderiam ser vistos nos estagios mais avancados da
doenca e que esses pacientes tornavam-se refratarios ao tratamento, enquanto
Piney (1931) j& havia reconhecido que quanto maior a porcentagem de mieloblastos

Nno sangue pior era o prognoéstico da doenca (HAYHOE, 1960).

Nesta mesma época muitas discussdes acerca da fisiopatologia da LMC
foram realizadas, em particular, sobre algum estimulo ndo identificado que poderia
ser responsavel pela origem da doenca (GEARY, 2000). No entanto, somente em
1960, Nowell e Hungerford, ambos cientistas americanos, que trabalhavam na
Philadelphia, descobriram uma anormalidade cromossomica em células cultivadas a
partir do sangue de sete pacientes com LMC. A descoberta foi denominada
cromossomo Philadelphia (Ph)(NOWELL, 1960). Por décadas, este foi o Unico
marcador cromossémico descoberto que se correlacionou com uma doenca

neoplasica especifica. Estudos posteriores identificaram que 0 cromossomo
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Philadelphia originava-se de uma delecéo parcial no braco longo do cromossomo 22
e, em 1972, Janet Rowley, um geneticista americano, mostrou que a parte excluida
nado era perdida, mas translocada para a extremidade distal do cromossomo
9(ROWLEY, 1973). Os sitios envolvidos nos cromossomos 9 e 22 foram entdo
delineados e, sabe-se agora, que o proto-oncogene ABL normalmente localizado no
cromossomo 9 é translocado para o cromossomo 22. Em 1985, o transcrito BCR-
ABL1 e a proteina de fusdo p210 foram identificados e as caracterizacbes do gene
de fusdo BCR-ABL1 e a producdo de uma proteina hibrida foram
delineadas(ROWLEY, 1973).

A descoberta do cromossomo Philadelphia foi de grande importancia na
compreensao da patogénese e biologia da LMC. Esta observacéo levou a novas
descobertas sobre evolugdes cariotipicas, transformacfes blasticas, clonalidade e
distincdo da LMC de outros tipos de transtornos da medula, bem como o
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas direcionadas para diferentes

estagios da transformacao maligna (GEARY, 2000).
2.2 O cromossomo Philadelphia (Ph)

A leucemia mieléide crbnica (LMC) é caracterizada pela presenca do
cromossomo Philadelphia (Ph) e do oncogene que o codifica. Presente em 95% dos
pacientes com LMC, este cromossomo resulta da translocacdo reciproca dos
cromossomos 9 e 22 - 1(9;22)(g34;q11). A fusdo do gene ABL (do inglés, Abelson
leukemia virus), na regido g34, no cromossomo 9 com o0 gene BCR (do inglés,
breakpoint cluster region), na regido gq11 do cromossomo 22, gera um gene hibrido
BCR-ABL no cromossomo 22 e um gene ABL-BCR no cromossomo 9. Este ultimo
parece nao ter papel funcional na doenca. A formacdo desse oncogene quimeérico
codifica uma proteina quinase desregulada que promove o0 crescimento e a
replicacdo através de diversas vias de sinalizacdo celular. Essa proteina varia em
tamanho de acordo com o ponto de interrup¢cdo cromossémico no gene BCR,
podendo possuir 190, 210 ou 230 kDa(JABBOUR; KANTARJIAN, 2016; SAWYERS,
1999).

A maioria dos pacientes com LMC apresentam 0 ponto de ruptura em uma
regido denominada major breakpoint cluster (M-bcr). Em todas as fusdes o ponto de

ruptura de ABL ocorre mais frequentemente no éxon 2 (a2) enquanto os pontos de
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interrupcdo de BCR séo variaveis(BENNOUR; SAAD; SENNANA, 2016;
DEININGER; GOLDMAN; MELO, 2000). No gene BCR, o splicing alternativo da
origem a dois transcritos, podendo ocorrer apos o éxon b2 (ou e13) ou o éxon b3 (ou
el4), produzindo b2a2/el3a2 e b3a2/el4a2 que sao traduzidos a uma proteina de
210 kDa (p210%“"*BL). Esta proteina possui atividade tirosino quinase elevada e
induz a medula Ossea a proliferar um clone de células mieldides malignas
constantemente, resultando em um numero excessivo de células dessa linhagem
(JABBOUR; KANTARJIAN, 2016; KALEEM et al., 2015; KOLIBABA, 2013).

O impacto da posicédo dos pontos de ruptura dentro de M-bcr no fenétipo da
doenca e o seu prognostico tem sido discutido recentemente. Algumas evidéncias
sugerem que o0 tipo de transcrito (el3a2 ou el4a2?) esteja relacionado com
diferencas nas caracteristicas clinicas dos pacientes com LMC, apesar de haver
controvérsias. Alguns estudos relatam associacdo do transcrito de fusdo el4a2 com
uma maior contagem de plaquetas, embora 0s rearranjos nao se correlacionem com
a contagem de leucdcitos e os niveis de hemoglobina. Ndo se encontrou associacao
das isoformas com o sexo dos pacientes (BENNOUR et al., 2013; BENNOUR et al.,
2016).

2.3 Epidemiologia

De acordo com a ultima atualizacdo disponivel da International Agency for
Research on Cancer -World Health Organization, no ano de 2012, estima-se que
foram diagnosticados em 352 mil novos casos de leucemia no mundo naguele ano,
correspondendo a 2,5% de todos os casos novos de cancer. No que se refere ao
indice de mortalidade, ocorreram 265 mil 6bitos no mundo nesse mesmo ano por
esta causa (GLOBOCAN, 2014). Para o Brasil, em 2016, dados do INCA (Instituto
Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva) estimaram 5.540 novos casos de
leucemia em homens e 4.530 em mulheres. Esses valores correspondem a um risco
estimado de 5,63 novos casos a cada 100 mil homens e 4,38 para cada 100 mil
mulheres, nao levando em consideracao os subtipos de leucemias. No Brasil, para o
periodo de 2000 a 2005, a sobrevida relativa em cinco anos de leucemia em adultos
foi de 20%, resultado bem inferior as leucemias infantis (70%). No sul do pais, a
leucemia em homens ocupa a décima posicdo (8,55/100 mil) e a oitava para
mulheres (6,62/ 100 mil) (BRASIL, 2015).
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A LMC representa de 10 a 15% de todas as leucemias em adultos com uma
incidéncia anual de 1-1,6 casos em 100.000 habitantes(BACCARANI et al., 2015;
CHEREDA; MELO, 2015). De acordo com o National Cancer Institute - Surveillance,
Epidemiology and End Results (SEER) e dados do Medical Research Council
(MRC), a média de idade dos pacientes com LMC é de 66 anos. No entanto, a
maioria dos pacientes diagnosticados possui entre 50 e 60 anos (mediana
aproximada de 53 anos), sendo que 10% dos casos podem ocorrer em pacientes
com menos de 20 anos (PICON; BELTRAME, 2002). H4 um predominio da doenca
no sexo masculino, com uma relacdo de 1,3 - 1,5 homens para cada mulher afetada,
porém o desenvolvimento da doenca € similar em ambos os sexos(BERGER et al.
2005; CHEREDA; MELO, 2015). No Brasil, em 2012, foram registrados 81.001
procedimentos de quimioterapia para LMC no adulto, no Sistema de Informacdes
Ambulatoriais do SUS — SIA-SUS, demonstrando uma prevaléncia anual de cerca de
10.125 casos desta doenga (DE; URA).

De maneira global, antes do desenvolvimento do mesilato de imatinibe a
sobrevida mediana dos pacientes era de aproximadamente 6 anos. Embora a
incidéncia anual desta doenca permaneca inalterada, a mortalidade anual estimada,
que foi aproximadamente de 10-20% reduziu para 1-2% desde a introducdo da
terapia alvo (HUANG; CORTES; KANTARJIAN, 2012; JABBOUR; KANTARJIAN,
2016).

2.4 Etiologia

Pouco se sabe a respeito da causa da LMC. Algumas evidéncias estao
relacionadas a exposicdo a altas doses de radiacdo ionizante. As trés principais
populacdes que possuem uma frequéncia de LMC significativamente maior que o
esperado, foi a populacdo japonesa expostas a radiacao liberada pelas bombas em
Hiroshima e Nagasaki, pacientes britdnicos com espondilite anquilosante tratados
com radiagdo e mulheres com carcinoma cervical uterino que necessitaram de
radioterapia (LICHTMAN, 2006). Leucemdgenos quimicos, tais como benzeno e
agentes alquilantes ndo foram relacionados como agentes causadores de LMC,
embora o aumento dose-dependente seja bem estabelecido para a Leucemia
Mieloide Aguda (LMA). No entanto, inibidores de DNA topoisomerase |l podem estar

relacionados, ja que estes tém demonstrado uma propensdo para induzir leucemia
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t(9;22) - positivas. Ha pouca evidéncia ligando fatores hereditarios a LMC e filhos de
pais com LMC ndo tem uma maior incidéncia do que a populacdo em
geral(CORTES, 2004; ROHRBACHER; HASFORD, 2013).

2.5 Fases dadoenca

A LMC é classicamente caracterizada por um curso clinico evolutivo de duas
a trés fases. Sem intervencao terapéutica, a LMC progride da fase crénica (FCr)
para uma fase blastica (FB), muitas vezes através de uma fase acelerada (FA)
(CHEREDA; MELO, 2015). Os pacientes sé&o geralmente diagnosticados na FCr da
doenca (90-95%) que possui uma duracdo média de 3 a 5 anos. Cerca de 50% dos
pacientes diagnosticados sdo assintomaticos e descobrem a doenca frequentemente
apos exames de rotina. Esplenomegalia € o sinal fisico mais comumente detectado
em 40-50% dos casos(JABBOUR; KANTARJIAN, 2016; MELO; BARNES, 2007).

A FCr é caracterizada por marcada hiperplasia medular com expanséo de
células granulociticas no sangue periférico e manutencdo da capacidade de
maturacdo destas células. Leucocitose, anemia e trombocitose sao achados
laboratoriais tipicos. A proporcéo de blastos deve ser inferior a 10% na medula ou no
sangue periférico com auséncia de caracteristicas das fases de transformacéo (FA)
ou FB. Sinais e sintomas comuns da FCr, quando presentes, resultam em anemia,
inchaco abdominal, sangramento, fadiga, perda de peso, mal-estar, letargia e
sudorese (MELO; BARNES, 2007).

A FA é uma transicao gradual para a FB com duracdo aproximada de 3 a 18
meses e esta presente em cerca de 60-80% dos pacientes. Dores de cabeca, dor
nos 0ssos, artralgias, dor por infarto esplénico e febre sdo mais frequentes nesta
fase, bem como alguns pacientes podem apresentar piora na anemia,
esplenomegalia e infiltracdo de 6rgdos. Os critérios para definicdo desta fase ndo
sdo universais e parte dos pacientes diagnosticados como fase crénica pode ser
reclassificado como fase acelerada. A evolucéo clonal € um critério comum para as
classificagcbes existentes e pode ocorrer entre 20 a 40% dos pacientes. As
anormalidades cromoss6micas mais comuns associadas a evolugdo clonal séo
trissomia do 8, perda adicional de material de 22q ou Ph duplo, o isocromossomo
17, trissomia do 19, perda do cromossomo Y, trissomia do 21 e monossomia do

7(JABBOUR; KANTARJIAN, 2016; JOHANSSON; FIORETOS; MITELMAN, 2002).
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Caracteriza-se pelo surgimento de células mais imaturas no sangue periférico,
leucocitose persistente ou em elevacéo e esplenomegalia persistente ou crescente
na vigéncia do tratamento, trombocitopenia persistente (abaixo de 100 mil/mm?) e
nao relacionada ao tratamento, basofilia no sangue periférico igual ou superior a
20%. De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) o numero de blastos
no sangue ou na medula-éssea varia de 10-19%, enquanto que as recomendacdes
da European Leukemia Net (ELN) apontam um numero de blastos que pode variar
de 15-29% no sangue ou medula-6ssea; ou blastos + promielocitos >30% com

blastos inferiores a 30% no sangue ou medula-6ssea(BACCARANI et al., 2013),

A maioria dos pacientes evolui para a FB apresentando-se com piora dos
sintomas constitucionais, hemorragias, febre, perda de peso répido, alteracdes
visuais de hemorragia retiniana, acidente vascular cerebral, infiltragbes cutaneas e
meningeas e infeccdes recorrentes(MELO; BARNES, 2007). A FB assemelha-se
morfologicamente & leucemia aguda. E definida pela presenca de blastos
representando 230% das células nucleadas do sangue periférico ou medula-6ssea
de acordo com as recomendacbes da ELN ou 220% de acordo com a OMS
(BACCARANI et al., 2013). A proliferagdo extramedular de blastos € um achado
comum, sendo as areas mais frequentemente afetadas para a manifestacdo da FB
os linfonodos, superficies serosas, pele, trato gastrointestinal e genitourinario, 0ssos
e sistema nervoso central (LICHTMAN, 2006). Esta fase geralmente € refrataria ao
tratamento, independente do tipo de diferenciacdo celular, e pode ter duas ou mais
linhagens comprometidas, apresentando um fendétipo mieldide em 60%, linféide em
30% e megacariocitico ou indiferenciado em 10% dos casos. A FB € geralmente
fatal com uma sobrevida que varia de 3 a 6 meses(CORTES, 2004; JABBOUR,;
KANTARJIAN, 2016).

2.6 Diagnéstico e achados laboratoriais

7

O diagnostico da LMC é baseado, primeiramente, na avaliacdo do
hemograma do paciente juntamente com anamnese e exame fisico. E possivel
observar a presenca de leucocitose persistente inexplicada (superior a 25.000/puL)
com ou sem desvio a esquerda, eritrécitos levemente alterados com anemia
normocitica e normocrémica. Podem ser encontrados granulécitos em todos os

estagios de maturagdo com a presenca de promielécitos, mielécitos, metamielécitos
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e alguns blastos, dependendo da fase da doenca ao diagnostico. A propor¢cdo de
eosinofilos ndo € aumentada, mas sua contagem absoluta sim e a contagem de
basdfilos pode ser extremamente util para um diagndstico diferencial. A contagem
absoluta de linfécitos € aumentada em pacientes com LMC ao diagnostico e as
plaguetas podem estar aumentadas, ou nao (LICHTMAN, 2006; PICON;
BELTRAME, 2002).

Uma amostra de medula 6ssea (medulograma ou biopsia de medula) deve
ser examinada para confirmar os achados sanguineos e determinar as
anormalidades cromossOmicas presentes. A analise cromossémica confirma o
diagnoéstico de LMC e pode ser detectada por exame citogenético convencional, por
citogenética molecular - Hibridizacao in situ Fluorescente (FISH), ou por estudos
moleculares utilizando PCR em tempo real (JABBOUR; KANTARJIAN, 2016).

2.7 Citogenética convencional

A andlise citogenética ¢é realizada nas células hematopoéticas,
preferencialmente em amostra da medula-0ssea por estar em completo processo de
divisdo celular e conter mais material para andlise. A célula deve estar em metafase,
na qual se evidencia divisdo celular mitética em que 0S cromossomos estao
condensados, o0s centriolos estdo em polos opostos na célula, ficando os
cromossomos na regido mediana e presos pelos centrdbmeros. Além disso, um
estudo citogenético é util somente se forem avaliadas = 20 células em metéafase. E
uma técnica que detecta anormalidades citogenéticas adicionais, além do
cromossomo Ph, e ainda é o método de escolha para o diagnostico da
LMC(BENNOUR et al., 2016; JOHANSSON et al., 2002).

Entre as desvantagens da citogenética convencional estd a baixa
sensibilidade, que esta limitada a 1% de células Ph-positivas na cultura
amostrada(EGAN; RADICH, 2016). Outras desvantagens estdo relacionadas ao
tempo de execucdao, devido a necessidade de obtencado de células em crescimento e
a necessidade de aspiracdo de medula éssea como uma fonte. Algumas limitacdes
desta técnica incluem, ainda, amostra inadequada por ndo crescimento celular e
presenca de fibrose medular, o que pode levar a uma auséncia de células em
divisdo. Mesmo assim, a citogenética € a técnica padrdo-ouro para deteccdo do

cromossomo Ph, sendo utilizada na maioria dos centros médicos e em ensaios
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clinicos para monitorar a resposta citogenética durante o tratamento (BENNOUR et
al., 2016; TEFFERI, 2016).

2.8 Hibridizagao in situ Fluorescente - FISH

A anédlise por FISH baseia-se na utilizacdo de sondas marcadas com corante
fluorescente, que € uma sequéncia de bases especificas para os genes BCR e ABL.
Esta técnica permite detectar uma translocacdo em qualquer regido de qualquer
cromossomo, podendo ser no braco curto, no braco longo ou, até mesmo, na regiao
centromérica. A técnica de FISH é mais sensivel do que a citogenética (0,1 a 5%) e
pode ser realizada na medula éssea ou no sangue periférico(EGAN; RADICH,
2016). Diferentemente da citogenética, pode ser realizado em células em divisédo e
nao divididas; no entanto, pode nao detectar alteracbes cromossémicas adicionais, a
menos que sejam selecionadas sondas especificas antecipadamente. A técnica
possui baixa taxa de falsos positivos, mas depende do uso de sondas comerciais de
boa qualidade (JABBOUR; KANTARJIAN, 2016; YEUNG, C. C. etal., 2016).

Atualmente, muitos centros utilizam FISH para o monitoramento de rotina de
BCR-ABL durante o tratamento com ITQ, geralmente em combinacdo com
citogenética convencional e particularmente quando o monitoramento quantitativo
por PCR néo esta disponivel (BENNOUR et al., 2016).

2.9 Reacdo em Cadeia da Polimerase por Transcriptase Reversa - RT-PCR

Os testes de PCR podem ser qualitativos, fornecendo informacgdes sobre a
presenca dos transcritos de BCR-ABL1, uatil no diagnéstico; ou quantitativos,
avaliando a expressdo de BCR-ABL1, ideal para o monitoramento da Doenca
Residual Minima (DRM) (BENNOUR et al., 2016). Neste ultimo caso, a andlise do
MRNA de BCR-ABL1 é transcrito em DNA complementar utilizando a enzima
transcriptase reversa (RT-PCR), seguido pela amplificacdo do DNA obtido pela
reacao de polimerizagcédo (TATAR; IONITA, 2009).

A técnica quantitativa (RT-gPCR) evoluiu muito ao longo dos anos a partir da
técnica de PCR qualitativa convencional e de suas variantes como o PCR Nested,
podendo identificar translocacdes complexas, ndo detectada pela citogenética
convencional (TASHFEEN et al., 2014). Com a possibilidade de deteccao dos sinais

de amplificacdo durante e/ou apo0s cada ciclo de reacdo subsequente, os dados
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quantitativos podem ser obtidos num curto periodo de tempo sem a necessidade de
processamento pos-PCR, reduzindo substancialmente o risco de contaminagéo do
produto de PCR e acelerando a execucéo do teste (VAN DER VELDEN et al., 2003).
Esta técnica baseia-se na utilizacdo de fluoréforos intercalantes e sondas
especificas, gerando resultados comparaveis desde que sejam seguidos
procedimentos padronizados e validados (HUGHES et al., 2006).

A andlise RT-gPCR baseada na utilizacdo de sondas de hidrélise explora a
atividade exonuclease5’-3"da polimerase de Thermus aquaticus (Taq) para detectar
e quantificar produtos de PCR especificos & medida que a reacdo prossegue. A
sonda de oligonucleotideos de corante duplo é conjugada com um fluorocromo
reporter (ex. FAM, VIC ou JOE) na extremidade 5%, o qual é responsavel pela
emissado da fluorescéncia, e um fluorocromo denominado quencher (ex. TAMRA)
localizado na extremidade terminal 3". Desde que os dois fluorocromos estejam
préximos um do outro, isto €, enquanto a sonda estiver intacta, a fluorescéncia
emitida pelo fluorocromo reporter ser4 absorvida pelo fluorocromo quencher,
impossibilitando de emitir sua fluorescéncia. No entanto, na fase de hibridizagéo da
PCR, as sondas vao ligar-se a sequéncia alvo com a qual apresentam uma total
complementaridade e, apds amplificacdo, esta sonda é hidrolisada pela atividade
exonuclease5’-3" da Tag polimerase, estendendo a fita complementar. Isto resulta
na separacao do reporter e do quencher durante a extensdo e consequentemente a
fluorescéncia do fluorocromo reporter torna-se detectavel pelo equipamento em
tempo real. Durante cada ciclo de PCR consecutivo, esta fluorescéncia aumentara
ainda mais devido ao acumulo progressivo e exponencial de fluorocromos reporter
livres. Portanto, o numero de ciclos de PCR nos quais é detectado um aumento
exponencial significativo na fluorescéncia € diretamente proporcional ao nimero de
copias de DNA presente na reacédo (TATAR; IONITA, 2009; VAN DER VELDEN et
al., 2003).

Ja a analise RT-gPCR baseada em sondas de hibridizacdo utiliza duas
sondas especificas de sequéncia justapostas, uma marcada com um fluorocromo
doador (ex. FAM) na extremidade 3' e a outra marcada com um fluorocromo aceptor
(ex. LC Red 640, LC Red 705) na extremidade 5°. As sequéncias das duas sondas
séo escolhidas de forma que estas hibridizem em locais adjacentes ao DNA alvo,

7

aproximando assim os dois fluorocromos (isto €, entre 1-5 nucleotideos). Apés a
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excitagdo do fluorocromo doador, serd emitido luz com um comprimento de onda
mais longo. Quando os dois fluorocromos estdo proximos, a luz emitida do
fluorocromo doador excitara o fluorocromo aceptor, um processo referido como
FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer — Energia de Ressonancia
Transferida por Fluorescéncia). Isto resulta na emissédo de fluorescéncia, que pode
ser detectada durante a fase de anelamento e na primeira parte da fase de extensao
da reacdo de PCR (TATAR; IONITA, 2009; VAN DER VELDEN et al., 2003).
Embora exista as duas possibilidades de sondas, o ensaio utilizando sondas

Tagman € o principal e, ainda, o mais utilizado na rotina laboratorial para
quantificacdo de BCR-ABLL1.

O desenvolvimento da RT-gPCR como uma metodologia mais sensivel para
avaliar a resposta ao tratamento foi uma extens@o a préatica da LMC associada a
introducio do imatinibe na clinica. A medida que os resultados & terapéutica
melhoraram, foram necessarios métodos mais sensiveis para medir niveis de
doenca abaixo do nivel de detec¢do da citogenética convencional e da técnica de
FISH. A RT-gPCR para BCR-ABL1 evoluiu nesse contexto, permitindo uma detecgéo
de uma célula leucémica a cada 10° a 10° células normais, com uma sensibilidade
de até 0,001% para a deteccdo da expressdao do BCR-ABL em LMC (EGAN;
RADICH, 2016; YEUNG, C. C. et al., 2016). Quando avaliado o tempo de execucéo,
a andlise molecular é muito mais rapida do que a citogenética convencional e

7

destaca-se ainda uma grande vantagem que € a possibilidade de utilizacdo de
sangue periférico em alternativa a medula 6ssea, tornando-se o0 teste mais
conveniente disponivel para o monitoramento. No entanto, a complexidade do
ensaio e a falta de padronizacdo entre os laboratérios sdo algumas das
adversidades deste ensaio (EGAN; RADICH, 2016). A presenca de resultados falso-
negativos na RT-qPCR pode estar relacionada a ma qualidade do RNA ou falha da
reacao e resultados falso-positivos podem ser devidos a uma provavel contaminagao

entre amostras (BENNOUR et al., 2016).

Um ponto extremante relevante no que se refere ao monitoramento do BCR-
ABL1 é a escolha do gene controle para padronizacdo (controle enddgeno).
Escolher um gene apropriado € importante para gerar dados fidveis e reprodutiveis.
A comparacao com os resultados do gene controle ajuda a identificar a qualidade da

amostra/RNA, pois compensa as variagbes nos niveis de transcricdo devido a
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degradacdo da amostra ap0s a coleta, na eficiéncia da transcricdo reversa e nas
variagdes na quantidade de RNA, auxiliando na avaliagdo da sensibilidade da
medida de cada amostra (HUGHES et al., 2006; WHITE et al., 2010).

Um gene controle deve satisfazer alguns critérios, como ter um nivel de
expressdo no momento do diagnéstico e estabilidade muito semelhante ao do gene
alvo, neste caso, BCR-ABL; auséncia de pseudogenes para evitar a amplificacdo do
DNA gendmico, alta a média expressdo e expressdo similar entre amostras de
sangue periférico normal e amostras com transcritos BCR-ABL1, bem como
similaridade de expressdo entre amostras de sangue periférico e de medula-
o0ssea(ZHEN; WANG, 2013). Niveis semelhantes de estabilidade do RNA sao
essenciais, uma vez que atrasos no processamento da amostra sdo comuns e
alteracdes substanciais na expressdo podem ocorrer ap6s a coleta da amostra.
Basicamente, 3 genes controles foram estudados e recomendados para a
quantificacdo de BCR-ABL, sdo eles: BCR, ABL e p-glucuronidase (GUSB)
(HUGHES et al., 2006).

O gene ABL1 tem sido amplamente utilizado para avaliagdo de DRM em
pacientes com LMC desde a era pré imatinibe, demonstrando um nivel de expresséo
e estabilidade média comparavel a de BCR-ABL1. No entanto, quando usado como
gene controle em amostras com numeros de transcritos BCR-ABL1 elevados, o
ABL1 derivado da sequéncia BCR-ABL1 e ABL1 sdo ambos amplificados, podendo
elevar os resultados dos mesmos e subestimar a relagdo BCR-ABL/ABL. Em niveis
mais baixos do transcrito essa distorcdo € pequena e irrelevante. O gene BCR foi
inicialmente investigado como um gene controle, uma vez que tem um nivel de
expressao maior que o ABL1 e estabilidade semelhante ao de BCR-ABL1. BCR foi 0
gene controle selecionado para o estudo que comparou 0 uso em primeira linha de
imatinibe com interferon e citarabina. Em contraste com ABL1 e BCR, GUSB tem a
vantagem de que ndo estar envolvido na translocacéo; contudo, a expressao de
GUS tem variacbes superiores a de ABL1 e BCR em diferentes fases da doenca
(HUET et al.,, 2014). Assim, embora ABL seja atualmente o gene controle mais
amplamente utilizado, BCR e GUSB séao igualmente adequados (WANG et al., 2006;
WEISSER et al., 2004; YEUNG, D. T.; PARKER; BRANFORD, 2011).
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2.10 Tratamento da LMC

A introducdo de quimioterapias convencionais como estratégia terapéutica
marcou a primeira era de tratamento da LMC. Agentes citotdxicos inespecificos
como busulfano, hidroxiuréia e interferon alfa (INF-a) tratavam os sintomas da LMC,
mas ndo alteravam a progressdo da doenca e o aparecimento da FB era,
normalmente, observado em 5-6 anos(SHAH; PARIKH; RAWAL, 2016). O
desenvolvimento dos inibidores de tirosina quinase (ITQ) melhorou muito a resposta
clinica do paciente a terapia(CHEREDA; MELO, 2015). De modo geral, os ITQ
mostraram interferir potentemente com a interacdo entre a proteina BCR-ABL e o
trifosfato de adenosina (ATP), inibindo a fosforilacdo de proteinas envolvidas na
transducdo de sinais e bloqueando a proliferagdo celular do clone maligno. O
advento dos ITQ como uma terapia alvo direcionada permitiu que pacientes com
LMC em fase crbnica pudessem ter resultados de sobrevida semelhantes a de uma
populacdo normal, melhorando a sobrevida global de 20 para 80-90% em 10 anos
de acompanhamento(JABBOUR; KANTARJIAN, 2016; YEUNG, C. C. et al., 2016).

Em 2001 foi aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) a utilizacéao
do mesilato de imatinibe (Gleevec®) como terapia alvo para pacientes na FCr,
resistentes, refratarios ou intolerantes ao INF- a; sendo, atualmente, o farmaco de
primeira escolha para o tratamento da LMC (SWEET; HAZLEHURST; PINILLA-
IBARZ, 2013). Este atua através da competicao pelo mesmo sitio de ligacdo do ATP
na oncoproteina BCR-ABL1, resultando na inibicdo da fosforilacdo de proteinas
envolvidas na transducédo de sinais celulares. Isto inibe eficazmente a quinase BCR-
ABL1, mas também bloqueia o receptor do fator de crescimento derivado de
plaquetas (PGDFR) e a tirosina quinase c-KIT(JABBOUR; KANTARJIAN, 2016).
Apesar dos avangos bem sucedidos no tratamento da LMC, a resisténcia ao
imatinibe € observada em aproximadamente 25% dos pacientes. Destes, 0
mecanismo de resisténcia conhecido mais comum € a mutacdo na proteina BCR-
ABL1, que é observada em 25-30% dos pacientes em FCr e 70-80% dos pacientes
em FB. As estratégias atuais para contornar a resisténcia incluem o uso de outros
ITQ, como nilotinibe (Tasigna®), dasatinibe (Sprycel®), bosutinibe (Bosulif®) e
ponatinibe (Iclusig®) atuando em outros sitios ou outras vias celulares(CHEREDA,
MELO, 2015).
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O nilotinibe, dasatinibe e bosutinibe séo ITQ de segunda geragéo. O nilotinibe
€ um analogo estrutural do imatinibe e sua afinidade com o sitio de ligacdo ao ATP
em BCR-ABL1 é 30-50 vezes maior in vitro, enquanto o dasatinibe € 350 vezes mais
potente do que imatinibe in vitro e inibe também a familia de quinases Src. Diversos
estudos demonstraram que os ITQ de segunda linha desenvolvem altas taxas de
resposta em pacientes com respostas inadequadas ao imatinibe e a mudanca da
terapia para um inibidor de segunda geracao pode ser mais eficaz que o aumento da
dose usual de imatinibe. O bosutinibe foi inicialmente estudado em pacientes com
resisténcia ou intolerancia ao imatinibe e demonstrou manter a atividade mesmo na
presenca de mutacdes mais conhecidas, exceto a mutagdo T315l. J& o ponatinibe é
um ITQ de terceira geracao, 500 vezes mais potente que o imatinibe na inibicdo de
BCR-ABLL1 e foi o primeiro inibidor a exibir a atividade em pacientes com LMC que
apresentam a mutacdo T3151 (BACCARANI et al., 2015; JABBOUR; KANTARJIAN,
2016; SHAH et al., 2016).

Na LMC, uma terapia continuada com inibidores de primeira ou segunda
geragao que controlam a doenga e o surgimento de resisténcia pode ser associada a
uma cura funcional. Varias questdes que envolvem o uso da terapia com os ITQ,
incluindo a toxicidade cronica e qualidade de vida do paciente tém sido discutidas e
alternativas a terapia continuada (CORTES; GOLDMAN; HUGHES, 2012,
JABBOUR; KANTARJIAN, 2016). Recentemente, alguns estudos de descontinuacéo
do tratamento confirmaram que é viavel a interrupcdo da terapia com os ITQ em
pacientes com niveis de BCR-ABL1 indetectaveis e um monitoramento molecular
frequente (REA et al., 2013; ROSS et al., 2013).

O transplante de células tronco hematopoético alogénico (TCTH-alo) ainda é
a Unica estratégia curativa da doenca, contudo, nem sempre € acessivel e
apropriada, devido a disponibilidade de doadores, idade do paciente, a morbidade
relacionada ao tratamento pés-transplante e a mortalidade associada a toxicidade
dos medicamentos (JIANG et al.,, 2014). O TCTH- alo apresenta menor taxa de
sucesso para aqueles pacientes em fase avancada da doenca em comparacao a

FCr, sendo eficaz em mais de 75% dos casos de pacientes em FCr(RADICH, 2009).

41



2.11 Monitoramento da Resposta ao Tratamento

Avaliar a resposta a um ITQ é um fator progndstico importante uma vez que
0S pacientes usam esta terapia por um longo periodo. A European Leukemia Net
(ELN) desenvolveu recomendacfes para 0 tratamento médico de pacientes com
LMC na pratica clinica diaria. O monitoramento cuidadoso para 0 acompanhamento
da resposta ao tratamento e de fatores progndsticos é necessario primeiro para
identificar o desenvolvimento da terapia de primeira linha (imatinibe), resisténcia,
intolerancia e ndo adesdo ou progressdo para a doenca em fase avancada.
Posteriormente, os beneficios do tratamento de terapias de segunda linha devem ser
considerados(BACCARANI et al., 2015; BENNOUR et al., 2016).

Independentemente de qual ITQ for utilizado, deve-se sempre alcancar uma
taxa de resposta adequada. A ELN distingue trés graus de resposta: “6tima”, “alerta”
e “falha”. Uma resposta "6tima" esta associada a uma sobrevida comparavel a de
um individuo saudavel de uma populacdo normal, o que indica a ndo necessidade
de modificacdo no tratamento. O “alerta” € uma categoria de adverténcia
intermediaria de resposta em que as caracteristicas da doenca e a resposta do
tratamento requerem um monitoramento mais frequente. J4 a "falha" significa que o
tratamento deve ser alterado, pois o paciente apresenta um risco de progressao da

doenca e morte (BACCARANI et al., 2015; JABBOUR; KANTARJIAN, 2016).

Quanto ao controle da doenca, a resposta do paciente pode ser monitorada

em trés niveis:

a) Resposta Hematologica (RH): Definida como a normalizacédo das contagens
celulares do sangue periférico, realizada através da contagem diferencial no
hemograma. Para uma Resposta Hematolégica Completa (RHC): Leucdcitos
abaixo de 10x10%L, plaquetas abaixo de 450x10°%L, diferencial sem
mieldcitos, promielécitos e blastos, menos de 5% de basofilos. No exame
fisico, bagco ndo palpavel. O hemograma deve ser realizado a cada duas
semanas até RHC ser atingida e, depois, a cada 3 meses ou conforme a
necessidade.

b) Resposta Citogenética (RC): Realizado através do CBA (Chromosome
Banding Analysis)de, pelo menos, 20 metafases de células da medula 6ssea.

O nivel de resposta citogenética € baseado no niumero de metafases Ph+.
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Para uma Resposta Citogenética Completa (RCC): Percentual de células Ph+
igual a zero. A analise citogenética deve ser realizada aos 3, 6 e 12 meses.
Uma vez que a RCC foi alcancada a CBA da medula éssea pode ser
substituida por FISH de, pelo menos, 200 nucleos.

Resposta Molecular (RM): Realizado atravées de RT-gPCR onde os
transcritos BCR-ABL1 do sangue periférico sdo amplificados em relagdo a um
gene controle. As respostas moleculares sdo definidas pela magnitude da
reducdo dos transcritos de BCR-ABL a partir de um valor padronizado. Para
uma Resposta Molecular Maior (RMM) ou RM 3.0: <0,1% de transcritos BCR-
ABL1 em relagcdo a um gene controle — reducdo de 3 logs na escala
internacional. Uma vez que uma RMM foi atingida pode ser realizada a cada 3

a 6 meses.

A tabela 1 retne os critérios da ELN considerando os tipos de resposta aos

ITQ ao longo do tempo avaliados pelos diferentes niveis de resposta.

Tabela 1: Definicbes de resposta aos ITQ, primeira linha de tratamento, em
pacientes com LMC avaliados aos 3, 6, 12 meses de tratamento, de acordo com o
European Leukemia Net (ELN).

Otima Alerta Falha
3 meses BCR-ABL1=10% BCR-ABL1>10% Sem RHC
ou Ph+ <35% ou Ph+ de 36- ouPh+>35%
95%
6 meses BCR-ABL1=1% BCR-ABL1 1-10% BCR-ABL1>10%
ou Ph+ =0 (RCC) ou Ph+de 1-35% ou Ph+ de 35%
12 meses BCR- BCR-ABL1 0,1- BCR-ABL1>1%
ABL1=0,1%(RMM) 1% ou Ph+21%

Legenda: Ph: Cromossomo Philadelphia; RCC: Resposta Citogenética Completa; RMM: Resposta
Molecular Maior. Adaptado de BACCARANI et al, 2015.

Definicbes semelhantes sdo fornecidas para resposta a terapia de segunda

linha. Recomendacdes especificas séo feitas para pacientes nas fases acelerada e

blastica e para o TCTH-alo. Os respondedores “6timos” devem continuar a terapia

indefinidamente, com vigilancia cuidadosa, ou podem ser incluidos em estudos
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controlados de interrupcdo do tratamento, uma vez que uma resposta molecular
mais profunda é alcancada (BACCARANI et al., 2013).

O ELN reconheceu que se a metodologia RT-gPCR € padronizada e 0s
resultados sdo expressos de acordo com a Escala Internacional como % de BCR-
ABL1 (sera discutida posteriormente neste trabalho), a resposta pode ser avaliada
utilizando apenas RT-gPCR, n&o s6 quando uma RCC for alcancada, mas desde o
inicio do tratamento, pois esta metodologia € mais sensivel e ndo requer uma
amostra de medula-6ssea. Testes moleculares e citogenéticos em conjunto sao
recomendados nos casos em que a resposta € limitrofe ou flutuante (BACCARANI et
al., 2015).

2.12 Doenca Residual Minima

A Doenca Residual Minima (DRM) € definida como a presenca de células
leucémicas residuais na auséncia de sinais ou sintomas clinicos e identifica a
doenca que foi detectada apenas por técnicas laboratoriais mais sensiveis
(CHEREDA; MELO, 2015). No final dos anos 90 (1997/1998), as técnicas de RT-
gPCR tornaram-se rapidamente implementadas para estudos de DRM em pacientes
tratados para neoplasias malignas hematolégicas. Vérios instrumentos RT-gPCR
estdo hoje disponiveis e diferentes principios e abordagens podem ser usados. A
deteccdo da DRM correlaciona-se significativamente com o desfecho clinico em
muitas malignidades hematologicas e ja esta descrita em varios protocolos de
tratamento(VAN DER VELDEN et al., 2003). Na LMC, uso da RT-gPCR para avaliar
a resposta molecular tornou-se um método amplamente disponivel e menos invasivo
para determinar a eficacia do tratamento, bem como o monitoramento da doenca
(MARUM; BRANFORD, 2016).

A DRM pode ser uma fonte de recaida, portanto, 0 monitoramento molecular
adequado da doenca pode ter um impacto profundo sobre o curso da doenca de
maneira individualizada. O aumento no numero de transcritos BCR-ABL1 podem
predizer perda iminente de resposta ou indicar a suspeita de uma mutacéo, por
exemplo(BAUER; ROMVARI, 2012). O objetivo final de ensaios para deteccdo de
DRM é orientar decisdes terapéuticas reconhecendo pacientes que responderam
bem a terapia e distingui-los de pacientes em que a terapia deve ser continuada ou

intensificada, para minimizar a probabilidade de recidiva clinica(PAIETTA, 2002).
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Com um monitoramento molecular altamente sensivel, corre¢cbes de tratamento
precoce podem ser feitas, se necessario, o que pode otimizar as respostas e
aumentar a probabilidade de sobrevivéncia a longo prazo. Como o0 tratamento
tornou-se mais eficaz, a eliminacédo de BCR-ABL para niveis indetectaveis tornou-se
a meta do tratamento (BAUER; ROMVARI, 2012).

Tendo em vista a importancia clinica da avaliagdo da DRM, foram feitos
esforcos para harmonizar a quantificagdo mundial de BCR-ABL. A padronizacdo de
certas etapas pré-analiticas e analiticas melhorou a comparabilidade dos resultados,
mesmo quando existirem diferencas interlaboratoriais entre os métodos (MULLER et
al., 2009).

2.13 Monitoramento Molecular e a Escala Internacional

A andlise molecular por RT-gPCR ganhou importancia consideravel, porque
através de técnicas quantitativas permite determinar com exatiddo e precisdo a
qualidade da resposta do paciente, monitorando a doenca ao longo do tratamento e
o risco de recaidas precoces. As respostas sdo definidas pela reducdo nos
transcritos de BCR-ABL a partir de um valor padronizado, em vez do nivel de

transcricdo original de um dado paciente (YEUNG, C. C. et al., 2016).

Em 2005, um consenso internacional de especialistas realizado em Bethesda,
EUA, prop0s que as medidas de BCR-ABL1 deveriam ser expressas como valores
de referéncia baseados em uma Escala Internacional (IS) numérica para a
padronizacdo da avaliacdo da DRM (WHITE et al., 2010). A conversao de valores
laboratoriais locais BCR-ABL para uma IS foi proposta para permitir o alinhamento
dos dados e reduzir a variabilidade entre laboratérios. Além disso, foram feitas uma
série de recomendacbes para a producdo de dados de RT-gPCR confiaveis:
qualidade adequada do RNA, iniciadores e sondas especificas, transcri¢cao reversa e
eficiéncia de amplificacdo de PCR, genes controle apropriados para a padronizacao,
sensibilidade, garantia da qualidade do ensaio, materiais de referéncia e controle
internacional (BRANFORD, S et al., 2006).

Como regra geral, o grupo Bethesda recomendou que a sensibilidade deveria
ser de pelo menos 0,01% em IS, equivalente a uma reducéo de 4 log abaixo da linha

de base padronizada, como indicado pelo nimero de transcritos de genes controle
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na mesma quantidade de cDNA utilizada para a analise BCR-ABL1. A unidade
bésica de medida de DRM é a razédo entre os transcritos de BCR-ABL1 e os de um
gene de controle interno (ou controle endégeno - CE), este Ultimo servindo para
normalizar variacées na quantidade e qualidade do cDNA. Na auséncia de um gene
controle universal, o grupo Bethesda recomendou o uso de ABL, BCR ou GUSB
como genes de controle interno, embora outros genes (por exemplo, glicose-6-
fosfato desidrogenase (G6PDH), beta 2- microglobulina (p2M), porfobilinogénio
desaminase (PBGD) ainda sejam utilizados em varios centros(MULLER et al., 2009;
WHITE et al., 2010).

O teste molecular deve ser realizado por RT-gPCR utilizando mais de 10mL
de sangue periférico para medir o nivel de transcritos BCR-ABL1, que € expresso
como %BCR-ABL1/CE em Escala Internacional (IS) (BACCARANI et al., 2013). A
Resposta Molecular € relatada em uma escala logaritmica, em que 10%, 1%, 0,1%,
0,01%, 0,0032% e 0,001% correspondem a uma diminuicdo de 1, 2, 3, 4, 45e 5
logs, respectivamente, abaixo da linha de base padronizada em 100% IS definida no
ensaio International Randomized Study of Interferon versus STI571 (IRIS) (Figura 1).
Uma expressdo de BCR-ABL1 < 0,1% corresponde a Resposta Molecular Maior
(RMM) e tornou-se uma medida estabelecida, pois a realizacdo da RMM esta
associada a uma maior probabilidade de resposta em longo prazo e a uma melhoria
da sobrevida livre de progressdo em doentes tratados com imatinibe (MULLER et al.,
2009).

Na LMC, a DRM refere-se aos niveis mais baixos de doenca potencialmente
compativeis com uma resposta molecular profunda ou a recaida molecularmente
definida apds remisséo de longo prazo (CHEREDA; MELO, 2015; CROSS, N. et al.,
2015). Uma resposta molecular profunda € definida como doenca detectavel com <
0,01% de BCR-ABL1 IS (RM 4), doenca detectavel com 0,0032% de BCR-ABL1 IS
(RM 4.5) ou BCR-ABL1 IS £0,001% (RM 5). No entanto, a observagéo de transcritos
BCR-ABL1 indetectaveis esta diretamente relacionada a sensibilidade do método de
PCR, bem como ao gene de controle utilizado, devendo ser definida de forma
padronizada. O termo Resposta Molecular Completa deve ser evitada e substituida
pelo termo Leucemia Molecularmente Indetectavel, com especificacdo do niamero de
copias do gene controle (BACCARANI et al., 2013).
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Figura 1: Niveis de Resposta Molecular (RM) e reducdo na escala logaritmica
correspondente a razdo de BCR-ABL/ gene controle na escala internacional.
Adaptado de BACCARANI et al. (2006 e 2014).

O Unico mecanismo atualmente disponivel pelo qual os laboratérios podem
adotar a IS é estabelecer um fator de conversdo (FC) especifico para cada
laboratorio, usando um processo iniciado pelo laboratério de Adelaide, na Austrélia.
Uma vez validados, os valores IS podem ser obtidos pela multiplicacdo dos
resultados locais pelo FC (MULLER et al., 2009). Para que um laboratério de teste
estabeleca um FC, uma série de amostras (tipicamente 20-30 amostras) é trocada
com um laboratério de referéncia que abrange pelo menos 3 logs de doenca
detectavel, mas ndo exceda um valor de IS de aproximadamente 10%. Estas
amostras sdo entdo analisadas pelos laboratérios de referéncia e de teste durante
um periodo de tempo, levando em conta variaveis intra-laboratoriais comuns, por
exemplo, diferentes operadores e diferentes lotes de reagentes. Concluiu-se, a partir
da experiéncia com este método, que a IS pode efetivamente fornecer uma
comparacao precisa das taxas de RMM entre as medidas de diferentes laboratérios
(MULLER et al., 2009). Embora este processo tenha funcionado geralmente bem, é
evidente que o estabelecimento de FC é demorado, complexo, caro e esta
disponivel apenas a um numero limitado de laboratorios. Além disso, ndo esta claro

com que frequéncia um FC deverd ser revalidado. (WHITE et al., 2010).

Mais recentemente, a OMS aprovou materiais de referéncia primarios
calibrados e acreditados para a analise de BCR-ABL1 por RT-gPCR, desenvolvendo
um meio alternativo para que os laboratérios tivessem acesso a IS. Esses materiais
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consistem em um painel de 4 niveis da linhagem de células K562 el4a2 positivas
liofilizadas diluidas em células HL60 negativas para BCR-ABL. Os valores de
referéncia atribuidos correspondem as razdes médias em 1S% obtidas por
repeticbes multiplas de 10 laboratérios padronizados para a IS e variam de 0,01% a
10%. Aproximadamente 3500 painéis de referéncia primarios foram inicialmente
fabricados e disponibilizados apenas para fabricantes. Para assegurar 0
fornecimento em longo prazo a centenas de laboratérios clinicos em todo o mundo
foram desenvolvidos e validados painéis de referéncia secundarios. Esses painéis
sao constituidos por Armored RNA Quant (ARQ) sintéticos resistentes a nucleases,
transcritos de fusdo el3a2 ou el4a2 em diluicdes seriadas dos transcritos BCR e
ABL1 com indices 1S% de lotes especificos baseados nos valores dos materiais de
referéncia primérios(WHITE et al., 2013). Portanto, atualmente, existem duas
estratégias para alinhar os métodos de quantificacdo dos transcritos BCR-ABL1:
através de uma troca de amostras com um laboratorio referéncia ou utilizando

painéis de referéncia secundarios disponiveis comercialmente.

Estas propostas foram concebidas para melhorar a comparabilidade dos
resultados, permitindo aos laboratérios continuarem com 0s seus equipamentos e
metodologias estabelecidas. O grupo de especialistas recomendou que a
padronizacao internacional fosse alcancada através de uma troca de normas de
referéncia com valores estabelecidos em laboratérios de referéncia. Estes padrdes
de referéncia avaliam a reprodutibilidade de cada método e chamam a atencéo para
técnicas inadequadas. Embora as amostras utilizadas para a definicdo da linha de
base padronizada no estudo IRIS fossem limitadas em quantidade e rapidamente
esgotadas, os dados detalhados de controle interno de qualidade, acumulados em
intervalos regulares pelo laboratério em Adelaide, Australia, proporcionam uma
excelente rastreabilidade da IS para a escala IRIS(MULLER et al., 2009; WHITE et
al., 2010).

2.14 Quantificacdo de BCR-ABL1 por RT-qPCR: Metodologia in house

Descrita por Susan Branford e Timothy Hughes, de Adelaide, na Australia, a
metodologia in house utiliza sondas TagMan® para quantificar sequéncias de acidos
nucléicos especificas e o sistema ABI Prism 7700 (Applied Biosystems, Foster City,

CA) para deteccdo. O numero de cépias € normalizado para o gene controle BCR
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gue compensa variacdes na eficiéncia da RT e o grau de degradacédo do RNA. Este
ensaio avalia os transcritos el3a2 e el4a2. No entanto, para pacientes com LMC
nos quais os transcritos habituais ndo sdo detectados, variantes da técnica
abrangendo o éxon 1 de BCR e o0 éxon 3 de ABL sao especificadas para detec¢ao
de transcritos atipicos(BRANFORD, SUSAN; HUGHES, 2006; BRANFORD, S;
HUGHES; RUDZKI, 1999).

Para este ensaio, 10 a 20 mL de sangue periférico em EDTA séo requeridos,
0 RNA é extraido em solugdo de Trizol™ (Invitrogen) e a sintese de cDNA é
realizada utilizando a SuperScript™ Ill Reverse Transcriptase (Invitrogen) em
duplicata. A curva padrao para quantificacdo do transcrito BCR-ABL € construida por
clonagem utilizando plasmideos contendo um fragmento de cDNA dos genes a
serem analisados. Para o transcrito el3a2 e o gene controle BCR uma linhagem de
células que expressa a proteina el3a2 € utilizada (KCL22) e para a quantificacdo do
transcrito el4a2 um plasmideo é preparado a partir de células K562. Diluicdes
seriadas sao realizadas para construir a curva e os padroes BCR-ABL sé&o diluidos
de 10° a 10 cépias e 0 BCR em uma faixa de aproximadamente 10° a 10° cépias
(BRANFORD, SUSAN; HUGHES, 2006; BRANFORD, S et al., 1999).

As amostras de controle de qualidade sdo analisadas em cada corrida de RT-
gPCR para monitorar o desempenho do ensaio, utilizando duas linhagens celulares
BCR-ABL positivas (K562 para el4a2 e Molm-1 para el3a2) e uma linhagem celular
negativa (HelLa). As reacdes RT-gPCR s&o preparadas separadamente para 0S
transcritos el3a2 e el4a2 de BCR-ABL e o gene controle BCR, sendo 0s transcritos
de BCR-ABLL1 ja identificados. Os trés ensaios sdo processados na mesma placa de
reacao de 96 pocos, pois as mesmas condi¢cdes de reacdo de PCR séo requeridas
(BRANFORD, SUSAN; HUGHES, 2006; BRANFORD, S et al., 1999).

2.15 Kits comerciais para o monitoramento de BCR-ABL

Os avang¢os no monitoramento molecular estéo voltados para o enfrentamento
dos desafios clinicos na LMC como o desenvolvimento de métodos mais eficientes
que facilitem a quantificagdo na rotina laboratorial e a quantificagdo de baixos niveis
de BCR-ABL1(MARUM; BRANFORD, 2016). Paralelamente ao desenvolvimento de
ITQ mais potentes e/ou de terapias de combinacdo adequadas que permitam que

uma maior porcentagem de pacientes alcance uma sobrevida livre de progresséo,
49



torna-se também necessario a simplificacdo da técnica, facilitando sua implantacéo,
automatizacao e padronizacdo dos resultados(MOROTTI; FAVA; SAGLIO, 2015).

O ensaio RT-gPCR mostrou ser um teste sensivel, especifico e rapido para
deteccdo de translocacdes cromossdmicas e varios estudos demonstraram que a
RT-gPCR tem maior sensibilidade do que a citogenética convencional e FISH para
deteccdo e monitoramento da DRM na LMC. Além disso, varios sistemas RT-gPCR
multiplex na forma de kits comerciais tem sido desenvolvidos e disponibilizados para
ser rotineiramente utilizados e facilitar a quantificagdo de BCR-ABL1. No entanto,
estes kits possuem uma variabilidade na sua composicdo, execucdo e parametros
analiticos, principalmente com relacdo a sensibilidade o que torna os resultados,
muitas vezes, ndo comparaveis (LIMSUWANACHOT et al., 2016). Por isso, diante
das inUmeras opc¢bes disponiveis comercialmente, torna-se imprescindivel utilizar

calibradores para a IS ou estabelecer um FC com laboratorio referéncia.

Desta forma, essa dissertacao foi organizada na forma de dois manuscritos, o
primeiro que buscou identificar as principais op¢cdes comerciais disponiveis para
monitoramento de DRM em pacientes com LMC, suas especificidades analiticas,
caracteristicas do teste, vantagens e desvantagens. Ja o segundo manuscrito
comparou dois ensaios selecionados a partir da revisdo bibliografica com a

metodologia de referéncia.
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3. Objetivos







3.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho € avaliar ensaios comerciais de RT-qPCR para
monitoramento de Doenca Residual Minima em pacientes com Leucemia MielGide
Cronica.

3.2 Objetivos Especificos

- Realizar uma reviséo bibliografica ampla buscando identificar as principais

opcOes comerciais disponiveis para monitoramento de DRM em pacientes com LMC,;

- Comparar os ensaios GeneXpert® BCR-ABL Assay (Cepheid) e BCR-ABL1
Quant RUO™ Assay (Asuragen) frente a metodologia referéncia (Susan Branford e

Timothy Hughes);

- Determinar o Fator de Conversédo (FC) do kit da Asuragen utilizando painéis

de referéncia secundarios disponiveis comercialmente;

- Padronizar os resultados de acordo com a Escala Internacional (International
Standard - IS) pela comparabilidade com a metodologia de referéncia disponibilizada

e estabelecer coeficiente de correlacdo entre os métodos;

- Determinar as isoformas do transcrito BCR-ABL1 através da Eletroforese
Capilar (EC) para as amostras analisadas pelo ensaio BCR-ABL1 Quant RUO™

Assay;

- Avaliar, diante dos aspectos analiticos e operacionais, qual a aplicabilidade
de cada ensaio.
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4. Artigo Cientifico - Capitulo 1







O texto completo do capitulo 1, que no texto completo da tese defendida ocupa o
intervalo de paginas compreendido entre as paginas 57 — 82 foi suprimida por tratar-
se de manuscrito em preparacéo para publicacdo em periddico cientifico. Consta de
artigo de revisdo sobre opcfes de kits comerciais disponiveis para monitoramento
molecular em leucemia mieléide crbnica, seus aspectos analiticos, vantagens e
desvantagens.
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RESUMO

A Leucemia Mieldide Crénica (LMC) é uma doenca mieloproliferativa clonal
caracterizada pela presenca de uma anormalidade cromossdmica especifica,
gerando um transcrito molecular BCR-ABL1 que codifica uma tirosina quinase ativa.
A introducdo dos Inibidores da Tirosina Quinase (ITQ), o aperfeicoamento de
metodologias moleculares e a disponibilizacdo de kits comerciais trouxe, por
definitivo, a importancia da adocdo generalizada do monitoramento molecular na
LMC. O objetivo desta revisdo é fornecer uma visdo ampla e comparativa das
diferentes op¢cBes comerciais disponiveis para 0 monitoramento do gene BCR-ABL1.
Foram selecionados artigos sem restricdo de data e detalhados os 5 kits mais
utilizados para a monitoramento de BCRABL1l: GeneXpert BCR-ABL Assay
(Cepheid), Ipsogen® BCR-ABL1 Mbcr Fusion Quant Kit (QIAGEN), BCR-ABL1
Quant RUO Assay (Asuragen), LightCycler-t(9;22) Quantification Kit (Roche
Molecular Biochemicals) e ODK-1201 (Otsuka Pharmaceutical Co. Ltd.).Foram
avaliados aspectos relacionados as suas caracteristicas analiticas, desempenho,
especificacdes técnicas, tempo de execucdo, destacando algumas vantagens e
desvantagens. A partir deste estudo, observou-se que os kits possuem diferentes
caracteristicas quanto ao processamento de amostras, diferentes graus de
sensibilidade analitica, tempo de execuc¢do, calibradores, volume da amostra,
rendimento, tipo de transcritos detectados e controles enddgenos, permitindo ao
usuario uma ampla visdo dos kits comerciais disponiveis atualmente, possibilitando
avaliar o que melhor se adeque a rotina do laboratério. Também foram consideradas

estratégias futuras para o monitoramento do BCR-ABL1.

Palavras-chave: BCR-ABL, monitoramento molecular, kits comerciais.
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5. Artigo Cientifico - Capitulo 2







O texto completo do capitulo 2, que no texto completo da tese defendida ocupa o
intervalo de paginas compreendido entre as paginas 85 — 108 foi suprimida por
tratar-se de manuscrito em preparacdo para publicacdo em periddico cientifico.
Consta de artigo original sobre a comparacédo de dois ensaios comerciais baseados
na técnica de RT-gPCR com a técnica in house, denominada metodologia
referéncia.
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RESUMO

Introducdo: Avancos no desenvolvimento de métodos eficientes baseados na RT-
gPCR estdo contribuindo com o desenvolvimento de diferentes op¢gdes comerciais
para avaliacdo da expressdo do BCR-ABL1 em pacientes com Leucemia Mieldide
Crobnica (LMC). Entretanto, a escolha do melhor teste laboratorial que garanta uma
adequada sensibilidade e especificidade com resultados reportados em escala
internacional é ainda um desafio. Neste sentido, este estudo visa avaliar o
desempenho e comparar os resultados dos ensaios GeneXpert® BCR-ABL Assay
(Cepheid) e BCR-ABL1 Quant RUO™ Assay (Asuragen) com a metodologia de
referéncia in house. Materiais e métodos: Foram comparadas amostras de 60
pacientes com LMC, em diferentes fases de resposta ao tratamento, entre dois
ensaios comerciais e 0 método de referéncia in house considerando diferentes
aspectos analiticos e operacionais. Resultados: Foi observada uma alta correlacao
entre 0 ensaio GeneXpert® BCR-ABL (0,97) e BCR-ABL1 Quant RUO™ Assay
(0,84) com a metodologia de referéncia. Para GeneXpert® BCR-ABL e BCR-ABL1
Quant RUO™ a concordancia de RMM e ndo-RMM foi de 88,0% e 93,3%,
respectivamente. Na andlise por faixas de RMM, o ensaio da Cepheid foi
concordante em 34,3% das amostras enquanto que o0 ensaio da Asuragen
apresentou resultado de 63,3%. Conclusdo: Diante dos diferentes aspectos
avaliados, o ensaio GeneXpert® BCR-ABL parece adquirir melhor desempenho se
utilizado como método de primeira andlise — devido a rapidez porém baixa
sensibilidade - enquanto o ensaio BCR-ABL1 Quant RUO™ poderia ser um teste
secundario a fim de confirmar resultados abaixo de uma RMM ou resultados néo

detectados.

Palavras-chave: BCR-ABL1, monitoramento molecular, doenca residual minima,

kits comerciais.
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6. Discussao Geral







A LMC é uma das neoplasias malignas mais bem estudadas, sendo a
primeira doenga a ser associada a uma anormalidade cromossdmica especifica
(BACCARANI et al., 2015; CHEREDA; MELO, 2015; JABBOUR; KANTARJIAN,
2016). Embora a LMC tenha sido reconhecida como uma forma distinta de leucemia
na metade do século XIX, avancos na tecnologia para caracterizar 0S Cromossomos
humanos levaram a descoberta, em 1960, de que as células de leucemia abrigavam
uma anormalidade cromossomal caracteristica — o cromossomo Philadelphia.
Durante os 30 anos subsequentes, a identificacdo e quantificacdo de metafases
positivas na medula-éssea foram valiosas para confirmar o diagndstico e monitorar a
resposta a terapia. No entanto, nos ultimos 25 anos, a introducdo de técnicas mais
sensiveis e precisas permitiu identificar e quantificar os transcritos BCR-ABL1, e
uma avaliacdo mais aprofundada acerca das respostas terapéuticas passou a ser
realizada. (HUGHES et al., 2006).

A introducéo do primeiro ITQ estabeleceu o paradigma na terapia direcionada,
transformando uma doenca com elevada taxa de mortalidade em uma doenca
crbnica gerenciavel. O mesilato de imatinibe revolucionou o tratamento da LMC,
demonstrando como a inibicdo especifica de uma quinase poderia efetivamente
restringir a leucemogénese e produzir taxas de remissao extremamente satisfatorias
(DRUKER et al., 2001). O estudo IRIS estabeleceu o imatinibe como uma terapia de
primeira escolha e demonstrou a importancia prognéstica dos niveis de BCR-ABL1
para avaliar as respostas terapéuticas. A partir disso, foram entdo estabelecidos
critérios de resposta ao tratamento, com base em resultados citogenéticos e
moleculares associadas a sobrevida livre de progressédo da doenca (BACCARANI et
al., 2006). Mesmo assim, apesar das altas taxas de resposta com o imatinibe, alguns
pacientes desenvolvem resisténcia primaria e secundaria ou ainda, intolerancia ao
tratamento. Com a insercdo de novos ITQ, diversas recomendacfes vém sendo
realizadas e sdo constantemente atualizadas (BACCARANI et al., 2015;
BACCARANI et al., 2009; BACCARANI et al., 2013; HUGHES et al., 2006).

Critérios importantes ajudam a determinar se um paciente esta respondendo
ou nao ao tratamento. Definicbes de resposta sdo baseadas em recomendacdes do
ELN e definidas como “6timo”, “aviso” ou “falha” para ITQ de primeira e segunda
geracdo, levando em consideragcdo o tempo de tratamento de cada paciente

(BACCARANI et al., 2013). Esforgos internacionais para padronizagdo de
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procedimentos de quantificacdo resultaram no desenvolvimento da IS, na qual
quantificacbes de BCR-ABL1 em relacdo a um gene de referéncia interno sao
expressos em uma IS, com 100% de BCR-ABLL1 IS correspondendo ao estudo IRIS
(CROSS; HOCHHAUS; MULLER, 2015; FORONI et al., 2011). O alcance de uma
RMM é um marco importante para pacientes que utilizam os ITQ, com um nivel de
BCR-ABL1 <0,1% IS indicando uma resposta “6tima” aos 12 meses e a continuidade
do tratamento (ZHEN; WANG, 2013).

O objetivo e evolucdo recente no monitoramento da DRM €& melhorar a
deteccdo de baixos niveis de células leucémicas residuais. Com o aumento da
sensibilidade de metodologias moleculares é possivel realizar associacfes entre a
DRM e sobrevida livre de progressédo da doenca, possibilitando, inclusive, estudos
de descontinuacéao da terapia com os ITQ. No entanto, o grande desafio atual ainda
€ padronizar metodologias capazes de detectar esse pequeno numero de células
residuais. A adaptacdo de métodos convencionais de RT-qPCR e aplicacdo de
novas tecnologias vém sendo empregadas para melhorar a sensibilidade dos
ensaios (CORTES et al., 2012; MARUM; BRANFORD, 2016).

O acompanhamento do paciente com LMC pode predizer aqueles com maior
risco de progressdo da doenca. O uso da RT-gPCR para estimar a expressao de
MmRNA de BCR-ABL1 tornou-se essencial para avaliar a resposta do paciente,
monitorar a DRM e detectar a recaida de forma precoce, indicando a necessidade
de reavaliar a terapia (HUGHES et al., 2006). No entanto, uma ampla variacdo nos
procedimentos, desde a coleta de amostras até a escolha de um controle interno e o
relato de resultados, tém dificultado a comparabilidade interlaboratorial dos
resultados de RT-gPCR. Portanto, a padronizacdo da RT-gPCR € imprescindivel
para o gerenciamento da LMC e, embora exista um esforco continuo para
implementar a padronizagdo internacional, existem diversos ensaios RT-gPCR que
diferem na coleta de amostras, preparacdo de células, isolamento de RNA,
transcriptase reversa, selecdo de controles internos, construcado de curva padréo e
forma de andlise dos resultados que contribuem para a notavel variagcdo encontrada
nos resultados de BCR-ABL1 (ZHEN; WANG, 2013). A fim de facilitar a
padronizacdo laboratorial varios sistemas RT-gPCR multiplex tem sido
desenvolvidos e disponibilizados na forma de kits comerciais. Entretanto, os

laboratorios ainda tém dificuldade de estabelecer qual a melhor opcéo a ser adotada
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considerando os aspectos analiticos descritos anteriormente, além de fatores

econdmicos e operacionais que melhor se adaptem a sua rotina.

Desta maneira, nessa dissertacdo procuramos abordar o monitoramento
molecular de BCR-ABL1 no paciente com LMC baseado na utilizacdo de Kkits
comerciais, objetivando avaliar diferentes op¢des comerciais frente a metodologia de
referéncia utilizada mundialmente. Os resultados foram organizados na forma de

dois artigos cientificos com abordagens especificas.

No primeiro artigo cientifico elaborado foi realizada uma reviséo da literatura
no qual analisamos e identificamos 15 estudos relacionados com o uso de Kkits
comerciais disponiveis para o monitoramento molecular de BCR-ABL1l. Sendo
assim, identificamos 5 kits comerciais principais: GeneXpert® BCR-ABL Assay
(Cepheid), Ipsogen® BCR-ABL1 Mbcr Fusion Quant Kit (QIAGEN), BCR-ABL1
Quant RUO Assay (Asuragen), LightCycler-t(9;22) Quantification Kit (Roche
Molecular Biochemicals) e ODK-1201 (Otsuka Pharmaceutical Co. Ltd.). Realizamos
uma avaliacdo individual de cada um visando fornecer uma avaliacdo global
abordando aspectos relativos as suas caracteristicas analiticas, desempenho,
especificacdes técnicas, tempo de execucdo, destacando-se algumas vantagens e
desvantagens. A partir disso, observamos que o0s kits apresentam caracteristicas
distintas em relacdo ao processamento de amostras com graus variados de
sensibilidade analitica, tempo de execuc¢do, calibradores, volume de amostra,
rendimento, tipo de transcritos detectados e controles enddgenos utilizados. Muitos
estudos tem abordado o uso de kits comerciais na validacdo, implantacéo, avaliacao
e padronizacdo de resultados para BCR-ABL1, porém, nenhum abordou o tema
como uma revisdo aprofundada sobre os kits comerciais mais comumente utilizados.
Além disso, consideramos também as estratégias futuras para monitoramento de
BCR-ABL e que permitam ao usuario uma visdo ampla das alternativas comerciais

disponiveis e que melhor se adaptem a rotina laboratorial.

O GeneXpert® BCR-ABL Assay foi o kit comercial encontrado com maior
namero de estudos relacionados. A sua facilidade de manuseio, uso de pequena
guantidade de amostra, e o sistema fechado associado a um tempo de execucao
inferior aos demais torna esse ensaio extremamente atrativo. O uso de curvas de

calibracdo especificas, certificados de andlise, aplicacdo de FC por lote e controles
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internos evita a necessidade de uso de curvas padrdo realizadas no laboratorio e
validacdo de um FC especifico através de trocas com laboratério referéncia ou
utilizando painéis de referéncia secundarios calibrados para a IS. Em contrapartida,
criticas com relacdo a reducao de sensibilidade em amostras com baixo nimero de
transcritos ou transcritos em excesso podem acarretar em divergéncia de resultados,
bem como a baixa reprodutibilidade em niveis abaixo de 0,01% IS (4-log)
(CAYUELA et al., 2011; JOBBAGY et al., 2007; O'DWYER et al., 2014). Embora o
GeneXpert® BCR-ABL seja reconhecido como um ensaio para o monitoramento
molecular, pois permite a deteccdo de uma RMM, cada vez mais pacientes tem
alcancado niveis mais profundos de resposta molecular e, para o monitoramento
dessas células residuais, se fazem necessarias metodologias capazes de alcancar
um baixo nimero de transcritos. J& o ensaio Ipsogen®BCR-ABL1 Fusion Quant Mbcr
avalia a DRM em um nivel de RM 4.5, dependendo do nimero de cépias de ABL e o
fornecedor disponibiliza mais de uma versao deste ensaio, sendo um deles calibrado
para a IS com resultados relatados em funcdo de uma RMM. Entretanto,
observamos que poucos estudos avaliaram este kit em relacdo a uma metodologia

referéncia sugerindo sua menor aplicacao na rotina laboratorial.

O kit BCR-ABL1 Quant RUO Assay® foi o Unico ensaio associado com
produtos de PCR compativeis com EC para a identificacdo dos subtipos de
transcritos de fusdo, permitindo identificar além de el3a2 e eld4a2 (p210), o
transcrito ela2 (p190), o que reflete uma vantagem importante deste ensaio. O
transcrito ela2 representa 70% dos casos de t(9;22) na Leucemia Linfocitica Aguda
(LLA). No entanto, foram demonstrados recentemente casos raros de pacientes com
LMC expressando apenas ela2, associados a respostas inferiores na terapia com
os ITQ (VERMA et al., 2009). Estudos de validacdo do teste foram abordados com
uma linearidade de 5-log, apresentando resultados em relacdo aos subtipos de
transcritos individualmente (BROWN et al., 2011).

JA quando avaliamos o ensaio LightCycler-t(9;22) Quantification Kit
observamos que utiliza uma tecnologia de deteccao diferente dos demais, atraves
de sondas de hibridizacdo FRET (Fluorescence Ressonance Energy Transfer). Além
disso, a reacdo de PCR é adaptada para capilares de vidro tornando-a mais rapida
na comparacado com outras alternativas metodoldgicas. Salienta-se que foi o Gnico

ensaio a quantificar transcritos de fusao raros (el3a3 e el4a3). Levando-se em
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consideracdo que o ponto de ruptura de ABL ocorre mais frequentemente no éxon 2,
transcritos de fusdo com pontos de interrupcdo no éxon 3 de ABL sé&o raros,
ocorrendo com uma incidéncia de 0,3% (JINAWATH et al.,, 2009). A principal
particularidade encontrada neste kit foi com relacdo ao controle endégeno utilizado,
a G6PDH. Atualmente, este controle enddgeno ndo esta entre os trés genes
controles mais adequados para acompanhamento de DRM em pacientes com LMC
(BEILLARD et al., 2003).

Por fim, relatamos também, nesta revisdo, um novo kit para a quantificacdo
de BCR-ABL1, denominado ODK-1201, ainda em estudos clinicos. Apesar das
informacBes limitadas acerca do ensaio, estudos demonstraram elevada
sensibilidade (<RM 5.0) (YOSHIDA et al., 2016). Novas alternativas metodolégicas ja
sdo apresentadas como perspectiva para acompanhamento da DRM na LMC,
principalmente porque prometem ampliar a sensibilidade dos ensaios. Exemplo
disso € a PCR digital (dPCR) na qual as reacdes de amplificacdo sao particionadas
e geradas por emulsdo em camaras de reacdo de nanoescala. A guantidade
absoluta de moléculas pode ser determinada sem a necessidade de uma curva
padrdo. Estudos demonstraram que a dPCR tem potencial para detectar BCR-ABL1
com maior sensibilidade e precisdo do que a RT-gPCR empregada atualmente
(WHALE et al., 2012). Portanto, a aplicacdo desta tecnologia para monitoramento
molecular na LMC deve ser crescente na pesquisa da LMC (MARUM; BRANFORD,
2016).

Considerando as diferentes opcfes avaliadas, observamos que a escolha de
um ensaio comercial deve atender as necessidades de cada laboratério, mas que,
fundamentalmente, estejam alinhadas as recomendacgBes internacionais de
quantificacdo, baseados principalmente em uma deteccao rapida da doenca, de

forma sensivel e, quando possivel, de menor custo.

No segundo artigo cientifico elaborado nesta dissertacdo apresentamos a
comparacao de dois ensaios comerciais, GeneXpert® BCR-ABL Assay (Cepheid) e
BCR-ABL1 Quant RUO™ Assay (Asuragen), com a metodologia referéncia descrita
por Branford e Hughes(BRANFORD, SUSAN; HUGHES, 2006). Estes dois ensaios
foram selecionados em funcédo de apresentarem propostas distintas como teste de

escolha para monitoramento do BCR-ABL1 em um servico de referéncia. As davidas

115



bY

estavam relacionadas a comparabilidade dos resultados em si, capacidade de
identificar RMM, fluxo de trabalho e custo para realizacdo de cada amostra. O
objetivo maior desta avaliacdo foi determinar qual seria o teste comercial mais
adequado para implantacdo em uma unidade de diagndstico personalizado e que
garantisse resultados alinhados a IS para acompanhamento dos pacientes a longo
prazo sem dificuldades de comparacéo de resultados.

Observamos uma concordancia global o6tima para os dois ensaios com
coeficientes de correlacdo adequados na analise conjunta das amostras, com uma
tendéncia dos resultados GeneXpert® BCR-ABL apresentar valores ligeiramente
inferiores a metodologia de referéncia com comportamento contrario para o0 ensaio
BCR-ABL1 Quant RUO™. Considerando este primeiro critério, aparentemente o0s
testes teriam o mesmo desempenho, com uma discreta vantagem para 0 ensaio
GeneXpert® BCR-ABL. No entanto, o ensaio BCR-ABL1 Quant RUO™ apresentou
niveis de concordancia em funcdo do alcance ou ndo de uma RMM superiores
(93,3%) ao ensaio da GeneXpert® BCR-ABL (88%), quando comparados aos
resultados da metodologia de referéncia. Como se sabe, a importancia de atingir
uma RMM correta no paciente em tratamento com os ITQ estd diretamente
relacionada a maior sobrevida global e a sobrevida livre de progressao da doenca
(YEUNG, C. C. et al., 2016). Desta forma, nesta analise mais especifica, o ensaio
BCR-ABL1 Quant RUO™ obteve mais resultados na mesma faixa de RMM, com um
menor numero de amostras discordantes para respostas moleculares profundas, fato
este claramente observado na andlise das amostras categorizadas para uma RMM.
Um ponto importante que poderia explicar esse achado € a quantidade de amostra
utilizada neste ensaio em comparacdo com o GeneXpert® BCR-ABL. Para o ensaio
da Asuragen, pelo menos 10 milhGes de células devem ser extraidas
(aproximadamente 5-10 mL, ou mais, quando a contagem de leucdcitos é baixa). No
ensaio da Cepheid, apenas 200 pL de sangue sao utilizados, o que pode reduzir a

sensibilidade do teste em pacientes com baixo numero de transcritos de BCR-ABL1.

O advento dos ITQ de segunda e terceira geracdo tem proporcionado a
pacientes com resisténcia ou intolerancia ao tratamento com o imatinibe o alcance
de respostas cada vez mais profundas (JABBOUR; KANTARJIAN, 2016). Com base
nisso, avaliamos os niveis mais profundos de resposta, a fim de identificar a

capacidade dos testes em alcancar baixo numero de transcritos ou transcritos
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indetectaveis. Observamos uma divergéncia de resultados superior no ensaio da
Cepheid, como descrito na literatura (DUFRESNE et al., 2007; JOBBAGY et al.,
2007; O'DWYER et al., 2014). De forma geral, o ensaio da Asuragen confirmou uma
melhor taxa de concordancia em niveis mais baixos (63,3%), corroborando nossa

Impresséo inicial.

Identificamos com sucesso 0s subtipos de transcritos em 91,1% das amostras
analisadas e com tamanho de fragmentos muito préximos ao descrito na literatura
(BROWN et al., 2011; PFIRRMANN et al., 2017). Apesar de ndo termos encontrado
uma relacdo entre resultados concordantes/discordantes e o subtipo de transcrito, a
possibilidade de identificacdo a partir do ensaio BCR-ABL1 Quant RUO™ ¢é uma
vantagem frente a outros kits, principalmente para acompanhamento de respostas e
estudos que buscam identificar diferencas nos padrbes de resposta de cada
paciente, nas caracteristicas biologicas, mutacdes/resisténcia e estudos de
epidemiologia. Existem diversos trabalhos na literatura que apoiam a ideia de que o
subtipo de transcrito esteja relacionado ao melhor desempenho do paciente frente
ao ITQ (BRAEKELEER, 2015; DMYTRENKO et al., 2015; LUCAS et al., 2009;
PFIRRMANN et al., 2017). Cabe ao laboratorio certificar-se que um aparente melhor
resultado ndo esteja relacionado a melhor ou pior capacidade do kit em identificar
determinados transcritos. Considerando-se a prevaléncia mundial destes transcritos,
confirmada também em nossa realidade, os dois ensaios mostraram 0 mesmo
desempenho e sdo aplicaveis para a grande maioria dos pacientes. Entretanto, é
necessaria ainda a avaliacdo de transcritos raros como ela2, que nao foram
identificados em nosso estudo, para que novamente se avalie o desempenho para

este tipo de condicdo analitica.

Com relacdo ao tempo de processamento e liberacdo de resultados, o ensaio
GeneXpert® BCR-ABL, incontestavelmente, apresenta vantagens, pois cada
amostra é processada em um cartucho, ndo dependendo da necessidade de
corridas em batelada, com um tempo médio de 2,5 horas ja com a etapa de pre-
extracdo manual. Contrariamente, o ensaio BCR-ABL1 Quant RUO™ pode ser
processado em um tempo médio um pouco superior, no entanto, requer a amostra ja
extraida, o que aumenta o tempo de liberacdo do resultado. Outro aspecto
importante para este kit € a otimizacdo do ensaio para redugéo do custo por teste,

fazendo-se necessario completar um kit para a realizacdo da anéalise. Mesmo dentro
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dessas particularidades, ainda assim, seria possivel relatar o resultado em um prazo

inferior ao da metodologia referéncia.

A possibilidade de operagdo em um sistema fechado para o0 ensaio
GeneXpert® BCR-ABL reduz, substancialmente, riscos de contaminagdo entre as
amostras analisadas. Isso se deve, principalmente, por este sistema ja possuir a
maioria dos reagentes liofilizados no interior do cartucho. Além disso, ndo requer
uma infraestrutura robusta, podendo ser realizada por pessoal tecnicamente menos
treinados. Deste ponto de vista, ensaio BCR-ABL1 Quant RUO™ ¢ mais laborioso e

requer cuidados adicionais na sua execucao.

Por fim, observamos que o entendimento e caracterizacdo da LMC ao longo
dos anos permitiu o desenvolvimento de terapias direcionadas e, associado a isso, a
necessidade de metodologias de monitoramento cada vez mais sensiveis e
precisas. Desde a descoberta dos ITQ a quantificacdo de BCR-ABL1 assumiu
grande relevancia clinica, destacando a necessidade da padronizacdo dessas
metodologias (MARUM; BRANFORD, 2016). Os resultados obtidos evidenciaram
que inumeras opc¢des comerciais estdo disponiveis no mercado atualmente,
apresentando diferentes propostas, com algumas vantagens e desvantagens ja bem
estabelecidas. No entanto, avaliacdes acerca da metodologia que melhor se adapte
a uma rotina e implantacdo de um teste de monitoramento de BCR-ABL1 estéo
diretamente relacionados as necessidades de cada laboratério, infraestrutura,
padronizacao e custos de cada ensaio.

Baseado em todos os resultados e analises realizadas, entendemos que o
ensaio GeneXpert® BCR-ABL pode ser considerado um bom método alternativo,
levando-se em conta a sua facilidade de execucao, tempo de manuseio e analise, a
padronizacdo por lote e o FC pré-estabelecido, facilitando a implantacdo da
quantificacdo de BCR-ABL1 em laborat6rios que realizam um namero limitado de
amostras. Desta forma, sugerimos que, devido ao seu desempenho, pode ser
utilizado como teste primario a ser realizado de forma rapida em pacientes que
iniciaram o tratamento recentemente ou em casos onde ha suspeita da perda de RM
devido a sintomas clinicos. J& o ensaio BCR-ABL1 Quant RUO™, por apresentar
resultados associados a uma maior sensibilidade, poderia ser um teste secundario, a

fim de confirmar resultados abaixo de uma RMM ou resultados nao detectados.
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7. Conclusdes Gerais







Os resultados encontrados nessa dissertagcdo permitem as seguintes

conclusdes:

1. Identificamos cinco kits comerciais como principais opc¢des disponiveis para
monitoramento de BCR-ABL1 na LMC. Avaliamos individualmente cada um deles,
com relacdo as suas caracteristicas analiticas e especificacdes técnicas. Abordamos
ainda, vantagens, desvantagens e informacdes técnicas inerentes, que possibilitam

a tomada de decis&o na escolha de um teste para rotina laboratorial;

2. A partir da comparacdo da avaliacdo técnica e operacional entre 0s
ensaios GeneXpert® BCR-ABL eBCR-ABL71 Quant RUO™ com a metodologia
referéncia proposta por Susan Branford e Timothy Hughes para o monitoramento de
DRM em pacientes com LMC, observamos que as metodologias apresentaram
resultados adequados, com o ensaio BCR-ABL1 Quant RUO™ mostrando-se mais

adequado para monitoramento de pacientes que atingiram RMM mais profundas;

3. Para alinhar os resultado a IS, determinamos um FC especifico para o
laboratorio, através de uma das estratégias recomendadas para meétodos de
qguantificacdo de BCR-ABL1, utilizando painéis de referéncia secundarios disponiveis
comercialmente. Ainda, confirmamos a estabilidade deste FC a fim de padronizar os
resultados com a IS;

4. Determinamos as isoformas do transcrito BCR-ABL1 através da técnica de
Eletroforese Capilar (EC) a partir do amplicon do kit da Asuragen identificando as
isoformas mais prevalentes em pacientes com LMC. A partir disso, realizamos a
comparacdo dos resultados concordantes e discordantes da metodologia de

referéncia, ndo evidenciando um perfil caracteristico entre os ensaios testados;

5. Diante dos aspectos técnicos e operacionais avaliados, observamos que o
ensaio GeneXpert® BCR-ABL pode ser considerado um bom teste primario a ser
realizado em pacientes que iniciaram o tratamento recentemente ou em casos onde
ha suspeita da perda de RM devido a sintomas clinicos. Ja o ensaio BCR-ABL1
Quant RUO™, por ter demonstrado melhor comparabilidade com RMM em analises
de respostas moleculares profundas, poderia ser um teste secundario, a fim de

confirmar resultados abaixo de uma RMM ou resultados ndo detectados.
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8. Perspectivas







Diante dos resultados encontrados e visando o aprofundamento e melhor
entendimento das relacées estabelecidas para os ensaios avaliados, algumas

perspectivas podem ser estabelecidas:

1. De maneira geral, aumentar o nUmero amostral para as diferentes faixas de
resposta molecular, a fim de avaliar de forma mais ampla o desempenho das
metodologias. Uma das limitag6es impostas na andlise de nossos resultados
foi a ndo homogeneidade em todas as faixas de RMM, mesmo com uma
coleta de amostras realizadas prospectivamente por quase dois anos;

2. A partir do desenvolvimento de novas metodologias mais sensiveis, como a
PCR digital, avaliar novas amostras sem comparacdo com a metodologia
referéncia, porém sempre com a mesma Otica apresentada neste trabalho,
considerando uma relacéo de aplicabilidade para servigos locais;

3. Realizar o acompanhamento do paciente em relacdo ao ITQ utilizado, tempo
de tratamento, alcance de RMM, monitoramento de DRM a partir da
implantagéo do kit de escolha no servigo. A partir disso, observar junto aos
clinicos sua funcionalidade, desempenho e ganho de qualidade na tomada de

decisao.
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10.1 Anexo | )
Parecer Consubstanciado do Comité de Etica - Hospital de Clinicas de Porto
Alegre — HCPA/ UFRGS - Projeto 1.
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Internaclonals dos Estados Unldos & da Unldo
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EUI'BFIEH recomendam a E'd'ﬂ”ﬁp-ﬁl:l de ratina dos nivels de BCR-AEL1 usando wm teste mokecular, pearque
dpenas gstas testas fomecam a senslblliidade & nivel o2 qumﬂﬂmg‘.&u rniegessana para o misnAorameanto
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na quantMcagdo atraves de PCR em Tempo Real (Transcriptase Reversa) (RT-PCR). O ensalo Xpert BOR-
ABL {GenaXpert) fabricado pela Cepheld Innovation & uma técnica RT-PCR em fempa real que auxiia no
monlioraments do transecrito BCR-ABL no sangue FIE-T"'EI'II}D de FIEE=|EFI1EE- com LMC. E um ieste
automatizado que guantifica BCR-AEL/ASL Integrando a purificagdo de amosiras, a ampificacdo e acidos
nuclédcos @ 3 HEIIE{:F-#D de EEqUEH{ﬂEE alwo em amosiras de sangue PEI'ITEI'IIRI. Para o ensalo utllizase
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Objetivo da Pesqulsa:
Obletive Primano: Reallzar a valldagao e um ieste rapido remoto (GensXpert) para monforamento de
Doenga Resldua MInima em paclentes com Leucemla Migltide Cronlca.

Objetvo Secundaria:

-Dsterminar 3 exatiddo, precisdo, inearidade, intervalo de referéncla, limite de detecpdo e especificidade do
ensalo Xpert BCR-ABL (GenaXpart) fabricado pela Cepheld Innovation;
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-Estabelecer coeflcienie de comelagdo entre o ensalo Xpert BOR-ABL [GenaXpert) @ 0 méiodo de refertncla
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fornecidos pelo Hospltal de Clinleas de 530 Paulo, que ubliza 3 metodolegia manual referéncla e possul
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no fexio.
PEMDEMNCIA ATEMDIDA.

3. A meiodologla @2 analise de dados apresantada ndo coniempla os objetvos dasciiios.

RESPOSTA DOS PESQUISADORES: O dados serdo anallsados pelo tesie de normalldade Kolmagonov-
Smimoy e Shapino WIK, & comparados pelo tesie T de Student, tesie Mann- Whitney ou Coeficlents de
comelagdo de Pearson, guanso agropriado. A andllse esiatislica serd reallzada com o software SPSS 160
{SPSS Inc., Chieago, EUA). O resultados tambem serdo plotados em um grafico de diferengas (Sland-
Alimian) para ldenificar possivels discrepdncias. © nivel de signifizcancla estatisiica fol estabelecido am
B=(,05. Realzarzmas, famodm, 3 anallse de comelagdo & regressao linear, exatidio & tend2ncia (blas).
PEMDEMNCIA ATENDIDA.

£ A referéncia ulllizada para o tamanhe amostral ndo esta adequataments ctada. Se esta for "Burd EM.
Valldation of laboratory-developed molecular assays for Infecillous diseases. Clin Microblol Rev.
2010;23(3):550-76." O tamanho amostral descrito ndo estd de acordo com a referdncla a gual descrave
apenas que "ndo existe um nomiere minlmo recomendado”.

RESPOSTA DOS PESQUISADDRES: A referdncla fol alterada, pols, de fato, ndo confemplava o namero
amosiral praconizade. Conforme orleniagdo do CLS1 @ Regras e Westgand sao realmante necassanias 40
amosiras para a comparagio entre meédodos guantitativos. Amoas s referéncla foram Inciulkdas no projeto.
PEMDEMNCIA ESCLARECIDA.

5. O documento Inthulado "Delegacdo de Fungdes® menclona “aplcar Instrumentos de coleta de dados™; no
entanto, nada consta no projeto.

RESPOSTA DOS PESQUISADDRES: Com relagdo 3 analise de coleta @2 dados, a adigdo do Termo de
Compromisso para Utllizagio de Dados Insthucionals, 05 dados @ serem buscados s52rdn desortives da
amosira como: idade, sexo, procedéncla, tempo de tratamento e wso de medicamentos de cada paclente
Inciuisa Ro asindo.

PEMDENCIA ATENDIDA.

8. 05 pesguisadores proplem dispensa do TCLE; porém, para tanto, & necessarla wna melhor descrigdo da
m=todologla empregada, esclarecendo a5 questies aponiadas neste panscar.
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RESPOSETA D5 PESQUISADORES: O recrutamenta dos paclentes sera redlizado de acordo com a
demanda de solicliagles dos exames de monRoramenio de BCRJABL reallzadas pelos medicos.
Semananalments envia-s& 3 a 9 amosras de sangue perfenico 3o INCA para realizagao dos testes pelo
méindo convenclonal. Serdo selecionados todos o6 packentes prospecivaments, desde que preencham os
criéros de Inclusda no estudo.

Esles packentes, que necessitam de monforamento de BCR-ABL reallzam a coleta através do Laooratorio
de Anallses Clinicas o0 Hospltal de Clinicas de Porto Alsgre para envio para 530 Paulp e demals sxamas
da rotina laboratorial deste paciente. & proposia desie projeio & que wilizariamos 0 mesmo material da
rotina de anallse destes paclenies, ndo necessitando coleta adiclonal, UMa vez gue e518 meindo requer
apenas 200 microditros de sangue periférico. Desta forma entende-se que o TCLE & dispensaval. As
quasties metodoldgicas foram expliciiadas no tem especifico.

PEMDEMNCIA ESCLARECIDA.

7. Revisar a area lematica sspeclal cadasrada na Plataforma Brasll. O projeto parecs ndo enguadrar-se
negia area.
RESPOSTA DOS PESQUISADORES: Conforme spliciado, a area tematica cadastrada amteromente fol

verficada, ndo estando 2513 commeta, pols traté-se de eguipamentos |4 desenvolvidos gus serdo valldados.
PEMDEMNCLA ATEMDIDA.

SMuagdo do Parscar:

Aprovado

Mecesslia Apreclagio da CONEP:
Mo

Conslderagtsas Finals a critério do CEP:

Lembramos gue 3 presenis aprovacio (versdo do projeto de 241122014 & demals documentos submetidos
ate a presenie dala, gue atendem as sollcitaghes do CEP) refers-se apenas aos aspectos Silcos e
meiodologicos do projeio. Para que possa ser reallzado o mesmo devera estar cadasirado no sistema
WenEPPG em razdo das quesides

logisticas e financeiras.

O projeio somenie podera s2r Inizlado apas aprovagdo final da Comissdo Clentiflca, atraveés do Sistema
WieDEPPE. Qualquer alteragio nestes documsantos devera ser encaminhada
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para 3\'3"3-;3[! do CEP. Informamos que oongatoriamente a versan do TCLE a3 ser uillizada devera
commesponder na iniegra a WEFSAD vigente aprovada. & nurnunl-:a-;'.&n de eventos adversos ocormidos no
astudo devera ser reallzada alraves do Slslema GED - Gestdo Estrategica Operaclional, disponivel na
Intranet do HCPA.

PORTD ALEGRE, 1€ de Janelno de 2015

A85INa0e por:
Jogd Robsrte Goldim
(Coordenador)
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10.2 Anexo Il )
Parecer Consubstanciado do Comité de Etica - Hospital de Clinicas de Porto
Alegre — HCPA/ UFRGS - Projeto 2.

HOSPITAL DE CLINICAS DE
PORTO ALEGRE - HCPA / W
UFRGS

PARECER CONSUBSTANCIADD D CEP

DADDS DO PROJETO DE PESGUISA

Titulo da Pesquisa: VALIDACAD DE UM KIT COMERCIAL PARA QUANTIFICACAC DE BCR-ASLT EM
ESCALA INTERMNACIONAL.

Peaquisador: Togo André Pliger
Lrea Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 390555614.3.0000.5327

Instiulgde Proponsnte: Hospltal de Clinlcas de Porto Alegre
Patrocinader Princlpal: Hosplial ge Cinicas de Porio Alegre

DADDS DO PARECER

Hiumers do Parecer: 933.722
Drata da Relatorta: 130012015

Apressntaglo do Projeto:
Trata-se de projeto de pesquisa gue visa valldar o kit comerclal Asuragen (BCR/ASLT QUANT™ KIT) na
detzcgdo & quanifcagdo do cromossoma Philadeila (Ph+) em paclentes com Lewcemia Migltide Crinica
{LMC), através de técnicas de PCR-RT.

Objativo ¢a Peagulsa:
Objetive garal

Reallizar a valldagio o kit comerclal Asuragen (BCR/ABL QUANT ™ KIT) e padrontzagio em Escala
Intermagional (15) para verificar a qualldade do kit frente 4 metodologlia referdncla

Objetivo especificn

- Dieterminar & exatiddo, precisdo, Ineandade, Intenale de referdncla & Imie de detecgdo quantiativo do kit
comenclal Asuwragen (BCRIABL1 QUANT ™ KIT) conforme regulamentacdo da CLIA; Reallzar também a
dstarminacdo de senslbiidade & especilcidade analitica;

- Padronlzar o5 resultados de acomdo com a3 Eseala Intemacional (15) pela comparablidade com metodoiogla
de referdncla disponioliizada pelo INCA & estabelecer cosfigents de comelagdo entre o métodos;

- Werticar a comparablliitade da cunva de callbragao em 1S com meétoda referéncla Intemaciznal.
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- Avallar a possibliidade de redugdo do volume de materal coletado, passando de 4 tubos de 4 mL
{metodologlia referéncla manual - INCA) para 2 tubos de 4 mL.

Avallagio dos Riscos & Bensflclos:

05 beneflcios estdo associados 3 reducdo dos custos para deteccdo do Ph+ em nossa mela, além da
diminuigdo de varlavels pré-analliicas envoividas no processo.

05 riscos 530 desprezivels e estio assoclados 3 quedra de sigho das Informacdes dos padentss.

Comentarios & Conslderagies sobre a Pasquisa:

Atualments, o5 bestes moleculares para monltaramento da Doenca Residual Minima (DRM) em paclenies do
HCPA com diagnéstico de Leucemia Migltlde Crankca (LMC) sd0 reallzados p=io Insthuts Maclonal do
Cancer (IMCA). Semanaliment2, o hospital envia a0 Instltuto g2 8 3 9 amostras de sangue perférico de
paclenies portadores de LMC para que possam ser monhtorados. Estes resultados podem levar até 15 a 20
dlas para flcarem prontos A valldagdo e padronizagdo do kit Asuragen coma femamenta de monltoramenio
de pacientes em tratamento para LMC pode trazer beneflclos aos pacientes & aos proflssionals 43 saode
nesta InstituigSo de sande. A agiidade na entrega o2 wm resuitado de qualkdade a0 profissional da sadde &
de suma Impostaneia para avalacio da terapeutica do pacients, sendo possivel repartar um resutado em no
maximo 1 s2mana apbs o processaments 93 amosira. S3o necessarlos 4 wbos de 4 mL de sangue
periférico em EDTA atualmente, sendg gue temos como objetivo, também, a redugdo no namero de fwbos
de sangue, para 2 tubas de 4 mL.Asuragen BCR! ABL1 Quant ™ & um kit comearcial, ferramenta de
pesquisa em tempo real utiizando RT-PCR guantiitailve para proporcionar 3 deteecdo simultanea dos
franscritos de fus30 BORMAEL (especificaments e13a?, e14a? e E1AZ) & ABL1 (confrole enddgeno) em uma
anica reacdo & em um dnico pogo. O ensalo muliplex deste kit leva & eficléncla operacional e 92 custos nao
sendo necassaria a adiglo de reagentes. O Imite de quanifcagdo do teste & =95% de positividade, com
uma razao g 0,005%. O imite de detecgdo com =50% de posiiividade fol obiido com uma razao de 0,001%.
A ineardade do teste & de £ Iog. Este kit possul Tacl padronizagio @ valldagio, pemitinds reprosutiblidade
dos resultados. Para realizar 3 valldacio e padronizagdo em 2scala Intemacional 9o kit Asuragen serdo
COMparasos o valores oobidos por 2sia femamenta frente aos valores fomeckdos pelo Hospltal de Clinlcas
de 530 Paulo, que |4 possul certificacdo Internaclonal de acorda com 3 metodologla referéncia.
{10Adidonaimente, aereditamos que o Hosplial de Clinkeas de Porin Alegre, wm hospial-escola refieréncla
no pals deve dispor d2 metodologlas de ponta implantadas em w3 rotina com resultados reportavels am
padrdo Intemacional buscando beneficlar tanto s2u corpo clinico, mas
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fundamentalments os pacientes em atamento.

Conslderagies sobre 08 Termos de apresentagdo obrigataria:

Autores pedem dispensa do TCLE por ndo haver coleta adiclonal de materal bloldglco. Termo de
Compromlsso para Uso de Dados (TCUD), Termo de Comgromisso para Uso de Maleral Blologlco &
formulario de delegagdo de fungdes estio presentes & aBsinados pelos pesqUISaI0TES.

Recomandagdes:
Mada a recomendar,

Conclusies ou Pendénclas e Lista de Inadequagbes:
As sequinies pendénclas devem ser respondidas:

COMENTARIO DO CEP:

1) Awallar a redacio de forma 3 foma43 mals clara.

RESPOSTA PESQUISADOR:

A redagdo fol avallada e enconira-s= alterada e destacada ao longo do texto. Fol acrescentado o topico
m=ipdologla [5.7) a fim de tomar mals ¢lard a fooma como serdo realizados os expenmeantos laboratorials.
PENDEMCLA ATEMDIDA.

COMENTARIO DO CEP:

2} Adequar o criténios de exclusdo 2 INclusan.

RESPOSTA PESQUISADOR:

05 chiénos de Inclusdo foram aferados & encontram-s2 destacados no lexio (3.2 & 5.3).
PEMDEMNCLA ATEMDIDA.

COMENTARID DO CEP:

3) Esclarecer por gue est2 & um projeto de pesquisa & ndo de desenvolvimenta.

RESPOSTA PESQUISADOR:

O presente projeto trata-s= de um projeio de pesquisa & ndo de desenvolvimento por utlizar um kit
comerclal de monitoramento de Doenga Resldual Minima |a disponivel no mercado, fazendo
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usd desta como ferramenta laboratonal 3 ser valldada e adeguada a robina. Hdo s2rd desenvolvida nenhuma
mefodologla, mas slm valldada em escala Intermacional.
PENDEMNCIA ESCLARECIDA.

COMENTARIO DO CEP:

&) Estabelecer o tamanho amostral (30 ou 407).

RESPOSTA PESQUISADOR:

0 tamanho amostral 9o presente projeto sera de 40 pacientes de acordo com oriténos definidos pelo CLIA

{Clinical Laboratory Improvement Amendments) e descritos por Whilte 2t. al
PEMDENCIA ATEMDIDA.

COMENTARIO DO CER:

5) Explicar coma sera felto o recrutamento aleatdrio dos pacienies.

RESPOSTA PESQUISADOR:

O recrutamento dos paclentes s2ra realizado de acondo com a demanda de soliciagdes dos exames de
manitoramento de BCRABL realizatas pelos médicos. Como desciio no projeto, semanaments envia-s2 B
a 9 amosiras de sangue periférico ao INCA para realizagdo dos tesies pelo método convenclonal. Serdo
seleclonados 10008 05 paclentes prospectivaments, desde que preencham os critérios de Incusdo no
estudo.

PENDEMCIA ATENDIDA.

COMENTARID DD CEP:

&) Explicar por qus fol anexado TCUD. Guals Informagles serdn buscadas?

RESPOSTA PESQUISADOR:

O Termo de Compromisss para Uilizagdo de Dados Instiucionals fol anexado no presente projebo para a
busca de dados descritivos d3 amostra como: Idade, sexo, procedsncia, tempo de frataments & uso de
medicamenios.

PENDEMCLA ATEMDIDA.

COMENTARIO DO CER:

71 Apresantar quals as varagdes, em relagdo 3 "metodologla referdnela” serdo acsibos para s2 conslderar o
kit como valldado.

RESPOSTA PESQUISADOR:
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Os resuliados reportados pelo Hospltal d= Clinicas de 530 Paulo s30 em namero de iranscritos ABL
{conirols endagena), nimero de transcriios BCR-ABL & a razdo BCR/ABL em porcentagem. Este valor &
multiplicadie por um falor de converso previaments determinado por cada laboratirio. O valor a ser obtido
no NESE0 experiments, atraves do kit Asuragen, s=ra comparado ap valor da metodologia referdnela em uma
escala de padronizagdo Intemaclonal, & deverd estar dentro do limite da escala logariimica, conforme &
flgura aoalwo. Os resultados d= ambas metodologlas devem estar no mesmo nivel g2 queda na escala
logariimica para que estes possam ser conslderados comparavels.

PEMDEMCLA ATENDIDA.

COMENTARIO DO CEP:

) Revisar a area tematica cadasirada.

RESPOSTA PESQUISADOR:

Conforme solicado, 3 area tematica cadasirada antenormenie Tol verficada, ndo estando esta comata, pols
iraia-se de squipamentos |a desenvolvidos que serdo valldados.

PEMDENCIA ATENDIDA.

O projeto ndo apresenta pendenclas e esta em condiges de aprovagdo.

Shuagdo do Parscar:
Aprovado

Macessita Apreclagio da CONEP:
Wdo

Conslderagdes Finala a critério do CEP:

Lembramos gue 3 presents aprovacdo (versao do projeto de 12112/2014 & demals documentos submelidos
awe 3 presenie dat, que atendem 3s solicitagles do CEP) refers-g2 apenas aos aspectos 21lcos &
metodaoldgicos do projeto.

Projebo cadastra®o no sisiema WebEPPS sob nomern 12-0683.

O projeto somenie podera ser Inlelado apos aprovagdo final da Comissdo Clentiflca, atraves do Sistema
WenGPPEG.

Qualquer alteragdo nestes documenios devera se encaminhada para avallagio do CEP. Informamos que
obrigatoriamente 3 wersdo do TCLE a ser utlizada devera comesponder na Integra 3 versdo vigente
aprovada. A comunlcagdo de eventos adversos classiicados como sérlos &
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Inesperados, ocormdos com paclentes Inclukdos no centro HCPA, asslm como os desvios de protocolo
quando envolver diretaments estes paclentes, devera ser reallzada atraves do Sistema GEQ (Gestdo
Estrategica Operaclonal) disponivel na Intranet do HCPA,

PORTD ALEGRE, 1€ de Janelo de 2015

agsinado por:
Jogd Roberto Goldim
{Coordenador)
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