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RESUMO

Leucemia Mieléide Aguda (LMA) € uma neoplasia que se estabelece na
medula 6ssea a partir da proliferacéo clonal de células-tronco anormais de linhagem
mieldide, sendo a leucemia que mais acomete adultos e também aquela com a
menor taxa de sobrevivéncia para pacientes diagnosticados. Andlises genéticas tém
papel fundamental no seu diagndstico, impactando no progndstico e na escolha de
tratamentos mais adequados. Mutacbes no gene NPM1 tém sido incluidas para a
estratificacdo de risco, mas ndo ha consenso sobre o melhor teste genético para seu
rastreamento. Neste trabalho, nés testamos um ensaio para verificar a aplicacéo do
PCR-melting na analise desse marcador. A partir de uma amostra controle positivo
encontramos a temperatura de melting correspondente a mutagédo. Avaliando um
conjunto de 39 pacientes previamente diagnosticados com LMA e comparando-os
com os dados desse controle nossos dados apontam para dois casos suspeitos,
mas que até o presente momento ainda aguardam os resultados de sequenciamento
de Sanger como forma de validacdo ao protocolo. A padronizacdo do método de
PCR-melting pode contribuir de maneira significativa para um rastreio inicial de
pacientes, e pode ser uma estratégia a ser adotada para evitar gastos excessivos no
sistema de saude publica, jA que apenas aquelas suspeitas podem entdo ser
encaminhadas para métodos mais laboriosos e de alto custo, como o
sequenciamento de DNA.

Palavras-chave: Leucemia Miel6ide Aguda. NPM1. deteccdo de mutacdo. curva de
melting. temperatura de melting.
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1 INTRODUCAO

A Leucemia Mieldide Aguda (LMA) €& um conjunto heterogéneo de
neoplasias hematoldgicas, com evolucao rapida, que derivam da proliferacao clonal
de células-tronco hematopoéticas da linhagem miel6éide na medula 6ssea (MO).
Clinicamente expressa um quadro de insuficiéncia tecidual, em individuos afetados,
uma vez que a producdo de células anormais das linhagens miel6ides suprime a
formacdo de células saudaveis e funcionais no organismo (Khwaja et al., 2016).
Mundialmente, dados epidemiolégicos sugerem que a LMA é a leucemia mais
comum na faixa etaria adulta, possuindo maior incidéncia a partir dos 70 anos de
idade (Heuser et al.,, 2020) e apresentando a menor taxa de sobrevivéncia em
pacientes diagnosticados (Deschler & Lubbert, 2006). No Brasil, a avaliacdo de
dados epidemioldgicos especificos para a LMA nédo é praticavel. Visto que o
monitoramento realizado pelo Instituto Nacional do Cancer (INCA) considera as
leucemias como uma categoria geral. Estima-se a incidéncia de 11.540 novos casos
de leucemias no ano de 2023, fazendo-as ser o décimo tipo de cancer mais
frequente na populacao brasileira (INCA, 2022).

De acordo com critérios genéticos, a Organizacdo Mundial de Saude
categoriza as LMAs em 13 subtipos baseados na identificacdo de alteracdes
cromossOmicas e mutacfes em genes, e em oito subtipos cuja definicdo é dada por
marcadores de diferenciacéo celular (Khoury et al. 2022). A deteccdo de marcadores
genéticos para os tipos de LMA permite a estratificacdo de risco e a definicdo de um
prognostico para o paciente. Por isso a European LeukemiaNet (ELN) compilou
estudos, realizados com grandes coortes, para gerar diretrizes de estratificacdo de
risco para os diferentes subtipos de LMA utilizando um sistema de classificacdo
dividido em trés categorias: favoravel, intermediaria e adversa (Déhner et al., 2016).

Mutacdes no gene da Nucleofosmina 1 (NPM1) destacam-se na estratificacao
de risco de pacientes diagnosticados com LMA por serem relatadas nos trés grupos
prognosticos, dependendo de sua interacdo com possiveis mutacées no gene FLT3
(Tabela 01). As mutacdes no gene NPM1 sédo as mais prevalentes em pacientes de
faixa etaria adulta, estando presentes em 25 a 35% de tais casos (Déhner H. et al.,
2015; Dohner et al., 2016). E em criancgas, trabalhos tém estimado a presenca desta

mutacdo em cerca de 8% dos casos (Braoudaki et al., 2010).



TABELA 1 — ESTRATIFICAGAO DE RISCO DE PACIENTES DIAGNOSTIFICADOS COM LMA,
FOCANDO NO GENE NPM1

Categorias de Status do gene NPM1
risco

Mutacdo em NPM1 sem FLT3-ITD ou com FLT3-ITD de baixa razao alélica
Favoravel

Mutacdo em NPM1 e FLT3-ITD de alta raz&o alélica
Intermediario

1
NPMZ1 de tipo selvagem sem FLT3-ITD ou com FLT3-ITD de baixa razao alélica
(sem lesBes genéticas de risco adverso)

1
NPMZ1 de tipo selvagem com FLT3-ITD de alta razdo alélica

Adverso

FONTE: Adaptada de Déhner et al. (2016).

O gene NPM1 contém doze éxons e esta localizado na regidao 5935 do
genoma (Zarka et al., 2020). NPM1 é responsavel pela codificacdo de uma proteina
de 294 aminoacidos, a Nucleofosmina que, quando funcional, concentra-se na
regido nucleolar e desempenha multiplas funcdes devido a sua capacidade de
transitar entre o nucléolo, nucleoplasma e citoplasma (Box et al., 2016). A proteina
NPM1 participa da biogénese dos ribossomos no nucléolo, da duplicacdo dos
centrossomos durante a divisdo celular, da transcricdo da cromatina e organizagao
da heterocromatina, do reparo do DNA e da resposta ao estresse celular (Yu et al.,
2006; Box et al., 2016; Zarka et al., 2020).

Em aproximadamente 85% dos casos de LMA com muta¢cdes no NPM1, o
cariotipo do paciente ndo se encontra alterado, pelo menos em analises
citogenéticas convencionais por padrdo de bandeamento G (Falini et al., 2005). As
LMA com mutacdo em NPM1 geralmente apresentam outras mutacdes associadas,
sendo as mais comuns nos genes da DNA-metiltransferase 3 alfa (DNMT3A) e no
FMS like tirosina-quinase 3 (FLT3) (Dohner H. et al., 2015). A associacdo com a
mutacdo em DNMT3A ocorre em cerca de 1/5 dos casos e sua importancia
prognostica ainda ndo é muito clara, enquanto a associacdo com as mutacfes em
FLT3 ocorre em cerca de 1/3 dos casos e é incorporada nos critérios de
estratificacdo de risco de pacientes (DOhner et al., 2016). A presenca de FLT3/ITD
sozinha estd associada com um prognaéstico ruim na LMA, mas trabalhos analisando

grandes coortes de adultos tém demonstrado que sua associagdo com mutagdes em



NPM1 possui impacto atenuado em questdes como sobrevida global e risco de
recaida, garantindo um progndstico intermediario (Gale et al., 2007). Assim
estabelece-se que os pacientes com mutacdo de NPM1 mas sem mutacéo de FLT3
apresentam um bom prognoéstico, enquanto pacientes com ou sem ambas as
mutacdes ocorrendo juntas possuem progndéstico intermediario, ao passo que
pacientes sem mutacdo de NPM1 mas que apresentam mutagdo de FLT3 tém um
prognostico adverso.

Aproximadamente 50 tipos de mutacdes ja foram relatados em NPM1, sendo
mutacgOes de tipo A, B e D as de maior relevancia para a estratificagdo de risco de
pacientes com LMA (Hindley et al., 2021). Essas muta¢des ocorrem no éxon 12 e
resultam na producdo de proteinas aberrantes, cuja localizacéo € citoplasmatica ao
invés de nucleolar, devido a uma maior expressao de sinais de exportacao nuclear
(Falini et al.,, 2009; Kunchala et al., 2018). Cerca de 75 a 80% das mutacdes de
NPM1 nas LMAs correspondem a do tipo A, da qual resulta de uma duplicacéo de
tetranucleotideos TCTG de posicao 956-959. A mutacao do tipo B ocorre em cerca
de 10% dos casos de LMA e é caracterizada pela insercao de quatro pares de bases
CATG também na posicao 956-959. Ja a mutacdo do tipo D esta presente em 5%
dos pacientes com LMA e é resultante de uma insercdo CCTG também na posicao
956-959 (Falini et al., 2005).

Atualmente a deteccao de mutagcdes A, B e D no gene NPML1 é realizada por
testes moleculares como a PCR convencional, PCR quantitativa ou sequenciamento
de DNA gendmico na regido especifica. No entanto, ndo existe um consenso sobre 0
melhor teste genético para ser aplicado na rotina de rastreio clinico destas mutaces
levando em conta as limitacbes importantes de cada um deles. O sequenciamento
de nova geracdo, apesar de ser o método mais sensivel, possui a restricdo de ser
um processo demorado e com custo financeiro elevado (Hindley et al., 2021).
Alternativas diagndsticas também podem ser via a utilizacdo de exames de Western
Blotting no reconhecimento de proteinas NPM1 alteradas (Martelli et al., 2008), ou
da imunohistoquimica aplicada para a busca de células detentoras de nucleofosmina
cuja localizacdo seja citoplasmatica (Falini et al., 2006). Porém a incorporacao de
tais técnicas no diagnostico € prejudicada pelos custos e pela exigéncia de
testagens complementares.

Com base no cenério do diagnostico clinico das LMA com mutagcdo em

NPML1, a padronizacao e validag&o de protocolos baseados em PCR-melting poderia
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ser uma alternativa a ser testada para promocédo desse rastreamento. O PCR-
melting é uma analise fundamentada na diferenca entre a Temperatura de
Desnaturagcéo (TM) apresentada por diferentes fragmentos de DNA, sendo um
principio que pode ser explorado na distingdo entre amostras de DNA que
contenham, ou nao, uma mutacdo em sua sequéncia. A Temperatura de
Desnaturacdo, também conhecida como Temperatura de Melting, trata-se do
conceito correspondente a faixa de temperatura na qual exatamente 50% do DNA
estaria em formato de fita simples. Podendo ser utilizada como um parametro de
analise para discriminar pequenas variacbes em sequéncias, visto que cada
fragmento de DNA possui uma TM especifica de acordo com a sequéncia de
nucleotideos e o contetdo GC que o compde (Reed et al. 2007). A andlise da curva
de melting é uma etapa pés-Real-Time PCR, realizada na presenga do agente
SYBR Green e com uma desnaturacdo progressiva dos amplicons gerados,
resultando em gréafico de intensidade de fluorescéncia medida de acordo com a
temperatura. Em virtude das qualidades da técnica, que traz simplicidade unida com
alta sensibilidade e especificidade, poderia ser propicio empregar tal metodologia
para o diagnostico mais assertivo dos subtipos de LMA. De modo a contribuir tanto
para o direcionamento de condutas terapéuticas, quanto para a estratificacdo de
risco de pacientes. Por isso, em nosso trabalho, nds testamos um ensaio para
verificar o potencial da aplicacdo e de eficiéncia do PCR-melting no rastreamento da

incidéncia de mutacdes no gene NPM1 em pacientes diagnosticados com LMA.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 AMOSTRAGEM

Utilizamos um conjunto de amostras de DNA gendmico de 40 pacientes do
Hospital Erasto Gaertner diagnosticados com LMA entre 2021 e 2023. Todos foram
imunofenotipados por citometria de fluxo no momento do diagndstico. E tais
amostras foram cedidas via parceria com o Laboratério para Ciéncias Aplicadas e
Tecnologias em Saude do Instituto Carlos Chagas (ICC), Fiocruz do Paran4, que foi
responsavel por realizar o rastreamento molecular das seguintes alteracdes
cromossomicas: t(1;19)(q23;p13), 1(6;9)(p23;934), t(8;21)(g22;922),
t(12;21)(p13;922), 1(15;17)(q24;921) Bcrl e t(15;17)(g24;921) Bcr3. Adicionalmente,
la também foi realizada uma rodada prévia de testes para a presenca de mutacao no
gene NPM1 utilizando um Kit comercial, IPSOGEN NPM1 Mutascreen, da Qiagen
para qPCR. E no Laboratério de Citogenética Evolutiva e Conservacdo Animal da
Universidade Federal do Parana, todas essas amostras foram genotipadas por meio

da técnica de PCR para o rastreamento da mutacédo FLT3/ITD.

2.2 EXTRACAO DE DNA

A extracdo de DNA gendmico foi realizada a partir de amostras de aspirados
de MO empregando o kit comercial DNeasy Blood & Tissue (Qiagen, Alemanha)
segundo as especificacbes do fabricante para o uso da camada leucocitaria isolada
por centrifugacdo. Em seguida, as amostras de DNA tiveram concentracao e pureza
aferidas por um espectrofotdbmetro NanoDrop® 2000c (Thermo Fisher Scientific,
Estados Unidos da América) configurado em 260 nm e foram armazenadas em
ultrafreezer a temperatura de -80°C. As amostras de DNA foram aliquotadas a partir
da diluicdo do material genético em agua ultrapura com uma concentracao final de
20 ng/uL, também aferida pelo espectrofotdmetro NanoDrop® 2000c (Thermo Fisher

Scientific, Estados Unidos da América) configurado em 260 nm.
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2.3 AMPLIFICACAO DE FRAGMENTO DO GENE NPM1

A amplificacdo da regido gendmica associada a presenca da mutacdo em
NPML1 foi obtida por meio da Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR). Nela foram
utilizados os primers previamente descritos por Huang et al. (2008) e apresentados
na Tabela 2. De modo que para cada reacao foram utilizados 1x Master Mix GoTaq®
gPCR (Promega, Estados Unidos da América), 10 uM para os primers forward e
reverso, e 20 ng/uL para o DNA de cada amostra. Como controle positivo foi
utilizada uma amostra de paciente, previamente caracterizada molecularmente como
portadora da mutagdo NPM1 do tipo D. Cada reagéo foi realizada em um sistema de
duplicatas inserido no aparelho QuantStudio™ 5 Real-Time PCR (Applied
Biosystems, Estados Unidos da América). Amostras que apresentaram temperatura
de melting semelhante a do controle positivo para a mutacdo foram sequenciadas
pelo método de Sanger (1979) utlizando kit Big Dye Terminator, segundo
especificacbes do fabricante. Os produtos sequenciados serdo analisados em
comparacado com sequéncias disponiveis em bancos de dados publicos. Também
comparamos nossos dados sobre a presenca ou auséncia de NPM1 mutado, com 0s
obtidos na testagem molecular realizada no ICC, utilizando o kit IPSOGEN NPM1

Mutascreen (Quiagen).

TABELA 2 — SEQUENCIA DE PRIMERS UTILIZADOS PARA A AMPLIFICAGAO DO GENE NPM1

Primer Senso 5-GTTTCTTTTTITTTT TTT CCAGGC TAT TCAAG -3’

Primer Antisenso 5 - CAC GGT AGG GAAAGT TCT CACTCT GC -3

FONTE: Huang et al. (2008).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nossa amostragem inicial incluia um grupo formado por 40 pacientes
diagnosticados com LMA, no entanto, um dos pacientes foi excluido devido a falta
de informacfes sobre o rastreamento das principais translocacdes recorrentes em
LMA. O grupo amostral final foi constituido por cinco pacientes infantis (com idades
de um a 15 anos), 26 adultos (de 23 a 87 anos) e oito pacientes de idade né&o
informada. Sendo no final 26 individuos do sexo masculino e 13 do sexo feminino. A

mediana de idade no grupo amostral final € de 44 anos.

Em nosso grupo amostral, a caracterizagdo molecular detectou um individuo
portador de 1(6;9)(g23;p13) (DEK/CAN) e oito portadores do rearranjo
t(15;17)(g24;921) (PML-RARA) (Tabela 3), sendo o restante dos pacientes todos
negativos para as alteracdes testadas. De fato, estima-se que 45% dos portadores
de LMA apresentam caridétipo normal em uma analise citogenética convencional
(Nimer, 2008), o que corrobora com a auséncia de deteccdo das alteracdes
genbmicas rastreadas por biologia molecular. Infelizmente ndo contamos com dados
sobre o caribtipo destes pacientes obtidos por meio da citogenética convencional, o
gue forneceria um panorama mais completo sobre a etiologia genética da LMA em

cada paciente avaliado.

Nossos experimentos com a curva de melting revelaram uma TM de 76,452°C
para a amostra de controle positivo de mutacdo em NPM1 (Figura 1A). O controle
positivo de nosso experimento trata-se de uma amostra de paciente portador de
mutacdo em FLT3 e no gene NPM1, previamente caracterizadas e validadas como
controle por um laboratério colaborador. N6és comparamos a curva de TM para as
demais amostras em relacdo a amostra controle (Tabela 4). Dentre as 39 amostras
analisadas, foi possivel identificar duas com a mesma temperatura de melting
apresentada para o controle positivo (Figura 1C e 1D). O restante das amostras
analisadas apresentou TM variavel, com uma variagdo média de 0,2°C (Tabela 4).
Conforme o esperado, o gel de agarose 3% recuperou bandas de aproximadamente

170 pb (Figura 2) para o produto de amplificacdo dos primers de NPM1 (167 pb)
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(Huang et al., 2009), sendo as bandas da amostra de controle positivo ligeiramente
mais pesadas em relacdo as demais. No entanto, para as duas demais amostras
gue suspeitamos se tratar de positivas para mutacdo NPM1, essa variagdo nao foi
evidente por este método. Por se tratar de uma mutacdo de insercéo
tetranucleotidica, é esperado que devido ao limite de resolugdo de um gel de
agarose convencional, ndo seja possivel avaliar com exatiddo variacbes desta
natureza, sendo a genotipagem em eletroforese capilar ou o sequenciamento por
Sanger os métodos mais adequados para esse tipo de avaliacdo (Lu et al., 2014).
Duas amostras suspeitas de serem positivas para a mutagdo em NPM1 (Figura 1C e
1D) e uma suspeita de ser negativa (Figura 1B) foram enviadas para o
Sequenciamento de Sanger como forma de validar os resultados interpretados a

partir das curvas de melting, mas ainda ndo retornaram seus resultados.

A
) Curva de Melting (Derivada) B) Curva de Melting (Derivada)
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Figura 1: Gréficos da curva de melting obtidos para uma amostra de controle positivo de mutagdo no
gene NPM1 (A); amostra apresentando alelo normal para o gene (B); duas amostras potencialmente
positivas para a presenc¢a da mutacao (C) e (D). Note que o grafico demonstra a mesma temperatura
de melting para o controle positivo e as amostras 178-22 (C) e 276-21 (D).
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Figura 2: Gel de 3% agarose contendo pocos para marcadores de peso molecular (MM), amostra
276.21 (A); amostra 292.21 (B); amostra 178.22 (C) e controle positivo (D). Revelando bandas de
aproximadamente 170 pb para os produtos de amplificacdo. Nota-se que a banda da amostra de

controle-positivo revelou-se ligeiramente mais pesada em relagdo as demais.

Frente a esses dados, dois cenarios, mutuamente exclusivos, dependem da
resposta deste sequenciamento para que possamos validar ou rejeitar o uso da
analise de curvas de melting na presente avaliacdo. No primeiro cenario, caso as
amostras sejam positivas para a mutacdo na analise por sequenciamento, havera a
indicacdo de que a metodologia aplicada é capaz de discriminar dentre amostras
positivas e amostras negativas através da simples analise das curvas de melting das
amostras. De fato, estudos utilizando high-resolution melting (HRM) para deteccéo
de NPM1 chegaram a apresentar até 100% de sensibilidade na distincdo entre
alelos selvagens em relacdo a alelos mutantes (Liu et al., 2014), sendo todos os
dados validados por sequenciamento Sanger. Similar resultado foi obtido por Tan et
al. (2008) que também encontraram total concordancia na identificagdo de alelos
mutados para NPM1. Caso a distingdo entre amostras positivas e negativas
encontradas neste estudo se confirmem como positivos para a mutagdo, nos
demonstraremos a aplicacdo de PCR-melting convencional, sem a aplicacdo de
HRM como uma alternativa metodoldgica para centros diagndsticos que néo
possuem o equipamento aplicavel para execucdo do HRM. Apesar do HRM ser

reconhecidamente um método com maior sensibilidade em relacdo as abordagens
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convencionais de analise de curvas de melting utilizadas em nosso trabalho,
esforcos amostrais incluindo um maior ndmero de amostras avaliadas, e da
aplicacdo de curvas de diluicAo das amostras poderdo nortear a verificacdo dos
limites de resolugdo desta metodologia. Um dos fatores que podem justificar esta
diferenca pode ser o fato de que abordagens de HRM os dados séo representados
em formato de grafico de diferencas em vez de um grafico normalizado, o que pode
favorecer a distingao entre alelos (Erali et al., 2009).

No cenério alternativo, no qual o resultado do sequenciamento demonstre
gue as amostras suspeitas sejam negativas para a mutagcdo, nossos resultados
obtidos neste estudo apontariam que a PCR-melting convencional com nosso
conjunto de primers nao poderia ser aplicada para o rastreamento final deste gene,
sendo a adocao de estratégias de HRM uma alternativa ja validada para contornar
estas questdes. Corroborando com este cenario, tem o fato de que, algumas das
amostras testadas neste trabalho também haviam sida avaliadas por meio do kit
comercial IPSOGEN NPM1 Mutascreen (Quiagen) por colaboradores deste projeto
(ver tabela 3), no entanto, esse kit ndo foi capaz de detectar nenhum indicio de
mutacdo nas avaliadas, incluindo as duas amostras que tiveram a temperatura de
melting de 76,452°C.

Independente dos cenarios avaliados, nossos dados suportam a ideia de que
o PCR-melting deva ser aplicado sempre como um método de rastreamento inicial
dos pacientes devido a sua facilidade quando comparado aos outros métodos,
porém, requer sempre a necessidade de uma validacdo por métodos mais precisos
de analise, sendo o sequenciamento de DNA o método ainda mais recomendado

neste tipo de avaliacéo (Liu et al., 2014)

As amostras de nosso estudo também foram previamente avaliadas quanto a
mutacdo em FLT3/ITD em um projeto piloto de nosso grupo de pesquisa, cuja
testagem retornou com um caso positivo (validado por genotipagem e
sequenciamento Sanger) e dois suspeitos que ainda aguardam resultados de
genotipagem (Tabela 3). No entanto, nenhum dos casos de pacientes FLT3/ITD
positivos foram também positivos (ou suspeitos) de apresentarem a mutacdo em
NPM1. Por outro lado, uma das amostras suspeitas de serem positivas para a

mutacdo em NPM1 (178.22) também € positiva para a alteracdo t(15;17), o que
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implica a ela um progndstico considerado intermediario segundo as diretrizes ELN
(Dohner et al., 2016).

Por fim, nossos dados apesar de ainda nao finalizados séo capazes de
levantar suspeitas com relacdo a eficiéncia da testagem molecular para a detec¢éo
de NPM1 mutado. Pois o teste com o kit comercial ndo foi capaz de detectar
nenhum indicio de mutacdo nas duas amostras que tiveram a temperatura de
melting de 76,452°C e que, no momento, aguardam a confirmagcdo dos resultados
pelo sequenciamento de DNA genOmico. Para um aprofundamento nos estudos
baseados na temperatura de melting, uma boa alternativa seria a realizacdo de
testes em equipamento calibrado para testes de alta resolugdo permitindo resultados
mais solidos. O uso de HRM em abordagens clinicas tém crescido nos ultimos anos,
principalmente como uma alternativa para o rastreamento inicial dos pacientes,
evitando um excesso de encaminhamentos de amostras para 0 sequenciamento por

Sanger.
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(Continua)
Cddigo Sexo t(1;19)(923;p | t(6;9)(p23; | t(8;21)(g22;92 | t(12;21)(p13;q | t(15;17)(q24;q | t(15;17)(g24;
da biologico | Idade 13) gq34) 2) 22) 21) g21) NPM1 FLT3/ITD
amostra TCF3/PBX1 | DEK/CAN | RUNX1/RUNX | ETV6/RUNX1 PML/RARA PML/RARA | mutado
1T1 bcrl bcr3 *
340.22 M 33 - - ND - ND Detectado ND ND
389.21 M 04 ND ND ND ND ND ND ND ND
380.21 M 38 ND ND ND ND ND ND ND ND
293.22 F 23 ND Detectado ND ND - - ND ND
330.21 F 77 ND ND ND ND ND ND ND ND
332.21 F 44 ND ND ND ND ND ND ND ND
361.21 M 42 ND ND ND ND ND ND ND ND
478.21 F 03 ND ND ND ND ND ND ND ND
346.21 M 59 ND ND ND ND ND ND ND ND
342.21 M 61 ND ND ND ND ND ND ND ND
343.21 M 53 ND ND ND ND ND ND ND ND
363.21 F 60 ND ND ND ND ND ND ND ND
276.21 F 80 ND ND ND ND ND ND ND ND
56.21 M 51 ND ND ND ND ND ND ND ND
323.21 F 44 ND ND ND ND ND ND - ND
362.21 M - ND ND ND ND ND ND - ND
144.21 M 56 ND ND ND ND ND ND - ND
325.21 M 54 ND ND ND ND ND ND ND ND
176.22 M - ND ND ND ND ND Detectado ND ?
333.21 F 87 ND ND ND ND ND ND ND ND
307.21 F - ND ND ND ND ND ND ND Detectado
288.21 M 06 ND ND ND ND ND ND ND ND
267.21 M 23 ND ND ND ND ND Detectado ND ND
86.22 F 01 ND ND ND ND ND ND ND ND
163.22 F - ND ND ND ND Detectado Detectado ND ND
324.21 M 39 ND ND ND ND ND ND ND ND
91.23 F 26 - - - - ND ND - ND
133.23 M - - - - - - - - ND
292.21 F 54 ND ND ND ND ND ND ND ND
169.22 M - ND ND ND ND ND Detectado ND ND
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(Concluséo)

Cddigo Sexo t(1;19)(923;p | t(6;9)(p23; | t(8;21)(g22;92 | t(12;21)(p13;q | t(15;17)(q24;q | t(15;17)(g24;
da biologico | Idade 13) gq34) 2) 22) 21) g21) NPM1 FLT3/ITD
amostra TCF3/PBX1 | DEK/CAN | RUNX1/RUNX | ETV6/RUNX1 PML/RARA PML/RARA | mutado
1T1 berl bcr3 *
134.23 M 58 - - - - ND ND - ND
81.23 M 64 ND ND ND ND ND Detectado - ND
293.21 M 45 ND ND ND ND ND ND ND ND
40.23 M 42 - ND ND - - - - ND
135.23 M 48 - - - - - - - ?
44.23 M 31 - - - - ND Detectado - ND
274.21 F - ND ND ND ND ND ND ND Detectado
141.23 M - - - - - - - - ND
51.22 M 15 ND ND ND ND ND ND - ND
178.22 M - ND ND ND ND ND Detectado ND ND

FONTE: O autor (2023).

LEGENDA: Amostras ndo testadas para determinado marcador foram representadas com um tracgo (-); resultados negativos foram descritos como “Nao
Detectados” (ND); resultados positivos foram descritos como “Detectado”; casos suspeitos, mas que ainda aguardam resultados finais de testagem foram
representados com um ponto de interrogacédo (?). A coluna com resultados das testagens em NPM1 est4 marcada com um asterisco (*) pois foi realizada
utilizando um kit comercial e servirh como medida comparativa para a eficiéncia da analise de curva de melting.
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TABELA 4 — DADOS OBTIDOS COM OS EXPERIMENTOS DE PCR-MELTING NO CONJUNTO DE

AMOSTRAS COM LMA

Cédigo da Valor de Tm (°C) detectado na curva de Diferenca em °C paraa Tm do
amostra Melting controle positivo para a mutacéo
em NPM1

340.22 76,488 0,036
389.21 76,488 0,036
380.21 76,420 -0,032
293.22 76,352 -0,099
330.21 76,420 -0,032
332.21 76,488 0,036
361.21 76,488 0,036
478.21 76,624 0,172
346.21 76,992 0,540
342.21 76,924 0,472
343.21 76,856 0,404
363.21 76,856 0,404
276.21 76,452 0,000
56.21 76,158 -0,294
323.21 72,764* -3,688
362.21 - -

144.21 76,022 -0,430
325.21 76,022* -0,430
176.22 76,090 -0,362
333.21 76,022* -0,430
307.21 76,158 -0,294
288.21 76,246 -0,206
267.21 76,314 -0,138
86.22 76,382 -0,070
163.22 76,314 -0,138
324.21 73,460* -2,992
91.23 76,382 -0,070
133.23 76,314 -0,138
292.21 76,443 -0,009
169.22 76,307 -0,145
134.23 76,036 -0,416
81.23 76,307 -0,145
293.21 76,307 -0,144
40.23 76,511 0,059
135.23 76,171 -0,280
44.23 76,579 0,127
274.21 76,655 0,203
141.23 76,723 0,271
51.22 76,655 0,203
178.22 76,452 0,000

FONTE: O autor (2023)

LEGENDA: A TM para cada amostra esté representada de acordo com a média dos valores obtidos
no sistema de duplicatas. As TMs de amostras cuja amplificacdo ndo ocorreu em uma das duplicatas
foram marcadas com um asterisco (*). A amostra 362.21 nédo pode ser avaliada pois ndo houve
amplificacdo em ambas as suas duplicatas. Algarismos negativos ou positivos na coluna com a
diferenca de TM indicam, respectivamente, que a amostra tem a TM menor ou maior do que a

registrada em nosso controle para a mutacdo em NPML1.
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