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Introducéo

JAK2V617F:

As doencgas mieloproliferativas crénicas (DMPCr) constituem um grupo
de doencas que tém varios aspectos em comum. Dentre eles, podemos
citar o fato de corresponderem a uma proliferacao clonal de elementos
hemopoéticos totipotentes e apresentarem aspectos histoldégicos que
frequentemente se sobrepdem. Por outro lado, cada um dos tipos de
DMPCr apresenta particularidades bioldgicas, clinicas e de evolugao.
Sao DMPCr, a leucemia mieldide crbénica (LMC) que representa
aproximadamente 25,5% das DMPCr, a policitemia Vera (PV)
representa 38,5% , a trombocitemia essencial (TE) 11% dos casos e a
mielofibrose primaria (MF) que representa aproximadamente 25% das
DMPCr (Spivak, Barosi e Tognoni et. al., 2003).

As doencas mieloproliferativas crénicas (DMPCr) sdao um grupo
heterogéneo de doengas nas quais ocorre aumento da producéo de
uma ou mais linhas hematopoiéticas proveniente de alteragao
provocada a nivel de stem cell multi-potente. Desde a descoberta de
uma mutagao pontual no exon 12 do gene JAK2 (troca de uma guanina
por uma timina), a qual leva a troca do aminoacido valina por uma
fenilalanina na posicdo 617 da proteina (V617F), estudos tém
investigado a presencga significativa dessa mutagdo em pacientes com
DMPCr.

Uma populagcdo de células hematopoéticas tem sido observada em
pacientes com policitemia vera (PV), trombocitemia essencial (TE) e
metaplasia mieldide com mielofibrose (MMM) indicando que essas
doencas sdo causadas por uma mutacdo somatica adquirida nas
células progenitoras hematopoéticas, mas a base genética & ainda
desconhecida. Relatos de uma expressao decadente de receptores de
trombopoietina em plaquetas de pacientes com PV, e de uma super

expressdo da proteina anti-apoptética Bcl-x em PV, sugerem que



anormalidades no sinal de transducdo e na apoptose sdo importantes
na patogénese de PV e de outras doengas mieloproliferativas. Além
disso, mutagcdes nos receptores de eritropoietina e na proteina “von
Hippel-Lindau” tém sido identificadas em um subgrupo de pacientes
com policitemia familiar e congénita, mas esses genes nao tém sido
associados patogeneticamente a PV esporadica ou outros tipos de
doengas mieloproliferativas.

Em contraste com PV, TE e MMM, a patogénese molecular de varias
outras doencas mieloproliferativas tém sido bem descritas, e sao
frequentemente atribuidas a mutagbes que resultam em ativagao
constitutiva de uma proteina tirosina quinase. Logo, essas quinases
mutantes tém se mostrado bons candidatos, sendo alvos para a terapia
molecular. O paradigma instaurado por Druker e colaboradores consiste
no rearranjo do gene BCR-ABL associado com leucemia mieldide
cronica, o qual é eficazmente tratado com imatinib (Gleevec), inibidor de
pequena molécula tirosina quinase. Além do ABL, imatinib inibe
também membros da familia PDGFR, o que tem levado ao tratamento
efetivo de pacientes com rearranjos PDGFRB e leucemia
mielomonocitica cronica e pacientes com fusdo FIP1L1-PDGFRA e
sindrome hipereosinofilica.

Esses dados sugerem a hipétese de que mutagdes em tirosinas
quinases sao importantes na patogénese de PV, TE e MMM. Levine et
al.,, 2005 demonstrou que pacientes com TE e MMM possuem uma
mutacdo somatica recorrente na tirosina kinase JAK2. JAK2 é uma
tirosina quinase citoplasmatica com papel chave na transdugao de sinal
de receptores de multiplos fatores de crescimento hematopoeticos,
sendo assim um gene alvo atraente para inibigdo. Inibicdo da quinase
sugerindo que a tirosina quinase JAK2 é um alvo em potencial para

inibicdo farmacolégica em pacientes com PV, TE ou MMM.



Cromossomo Filadélfia (BCR-ABL):

O classico gene BCR-ABL é resultado da fusdo de duas partes normais
dos genes : ABL localizado no cromossomo 9 e o gene BCR no
cromossomo 22. Ambos 0s genes sdo expressos em tecido normal,
mas a fungdo precisa dos mesmos ainda ndo esta definida. A fusdo
destes genes origina o oncogene BCR-ABL, a quebra no ABL ocorre no
exon a2 e simultaneamente ocorre a quebra no BCR na regiado
denominada de major breakpoint cluster. Como resultado, a porgédo 5
do gene BCR e a porgao 3’ do ABL estéo justapostas no cromossomo
22 ( cromossomo Filadélfia — cr Ph).

O cromossomo Ph esta presente em 90% a 95% dos pacientes
portadores de leucemia mieldide cronica (LMC), em 20% a 30% de
portadores de leucemia linfoblastica aguda (LLA) do adulto e em 2%
dos portadores de leucemia mieldide aguda (LMA).

As alteracbes moleculares que culminam com o aparecimento do
cromossomo Filadélfia sdo ligeiramente diferentes de acordo com cada
tipo de leucemia. Na leucemia miel6ide cronica a fusdo do gene BCR e
ABL podem resultar em dois tipos de mRNA quiméricos com cerca de
8,5 Kb: um com o exon 13 do gene BCR ligado ao exon 2 do gene ABL,
conhecido formalmente como b2a2 (e13a2) e outro com o exon 14 do
gene BCR ligado ao exon 2 do gene ABL (e14a2), conhecido como
b3a2. Estes dois produtos diferem em 75 pares de base (pb) que
correspondem ao tamanho do exon b3, o qual apresenta um splicing
alternativo.

Na leucemia linfoblastica aguda e na leucemia mieldide aguda
cromossomo Filadélfia positivo o exon 1 do gene BCR se une ao exon 2
do gene ABL (b1a2), resultando em um RNA mensageiro de 7,0 Kb.

Nas leucemias agudas o ponto de quebra do gene BCR é denominado
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minor breakpoint cluster region (m-bcr) e a proteina quimérica
resultante possui 190 Kd.

O potencial leucemogénico da oncoproteina BCR-ABL esta relacionado
a atividade tirosina-quinase, que, constitutivamente, € controlada pela
proteina ABL, que se exacerba com a justaposicdo da sequéncia
“‘estranha” do gene BCR. O gene BCR age promovendo a dimerizag&o
da oncoproteina, assim como das duas moléculas adjacentes BCR-
ABL, fosforilando cada uma nos residuos tirosina em seu LOOP
quinase ativado.

A atividade quinase descontrolada do BCR-ABL substitui a fungéo
fisiologica normal da enzima ABL interagindo com uma variedade de
proteinas efetoras que resultam na desregulagdo da proliferacao
celular, diminuem a aderéncia das células leucémicas ao estroma da
medula Ossea e reduzem a resposta apoptdtica ao estimulo
mutagénico, acarretando em uma proliferagao clonal descontrolada.

A tirosina-quinase codificada pelo dominio homologo 1 do SRC (SH1)
do componente ABL do BCR-ABL ¢ indubitavelmente o ponto crucial da
transformagao oncogénica.

Ao fim da década de 80, os conhecimentos acumulados sobre o
mecanismo de acado do BCR-ABL foram suficientes para dar inicio a
experimentos com desenhos de moléculas-alvo a serem usadas no
tratamento das leucemias cr Ph1 positivas. A partir do conhecimento de
que a tirosina-quinase é a porcao efetora da oncoproteina, € evidente
que sua inibicdo seria o alvo mais atraente como estratégia terapéutica.
A meta era desenhar um pequeno composto quimico que competiria
com o ATP se ligando no sitio de dominio quinase. Assim, com esse
sitio ocupado por uma molécula ATP like n&o seria possivel prover
nenhum grupamento fosfato para a transferéncia do substrato.

Com isto, os residuos tirosina permanecer-se-iam na forma “nédo
fosforilada” e o substrato protéico ndo seria capaz de mudar sua

conformacao para que fosse possivel sua associagdo com os efetores
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que se seguem. Acarretando na interrupgdo dos sinais oncogenéticos
para o nucleo da célula.

Sendo evidente a importancia desta mutagcdo BCR-ABL, o emprego de
técnicas moleculares como a Polymerase Chain Reaction (PCR) tem
sido de grande importancia no diagndstico e seguimento no curso do
tratamento das referidas patologias.

A PCR permite a amplificacdo de pequenas sequéncias do DNA através
do uso de oligonucleotideos iniciadores (primers) que flanqueiam a
regidao alvo e uma alternéncia de temperaturas que permite a
desnaturacdo da dupla fita, anelamento dos “primers” e extensao da
copia realizada pela Taqg DNA polimerase.

Através da PCR, utilizando “primers” estrategicamente desenhados,
pode-se evidenciar a existéncia do gene quimérico BCR-ABL, em
pacientes diagnosticados com LMC, LLA e LMA, inclusive no que se
refere ao ponto de quebra no cromossomo 22 (M-bcr, m-bcr ou p-ber) o
que é de grande relevancia clinica, uma vez que essas patologias
apresentam diferentes graus de agressividade e exigem diferentes
condutas médicas.

Entretanto, a PCR amplifica até 2 kilobases (Kb). Como os genes
envolvidos na 1(9;22) possuem grandes “introns” com extensao de 200
Kb, torna-se inviavel a amplificagao direta do DNA.

Dessa forma, faz-se necessaria a extracdo de RNA da amostra e a
sintese de DNA complementar (cDNA) ao mRNA quimérico, por um
processo de transcricdo reversa. Apos esse processo, o fragmento é
amplificado pela PCR e a presenca de 1 célula tumoral em 100 mil a 1

milhdo de células normais pode ser detectada.

O trabalho a seguir visa implementar e padronizar a técnica de
pesquisa de mutacdo JAK2V617F, promovendo a autonomia do HC da
Unesp de Botucatu para a realizacdo deste exame. Busca também

investigar a presenga da JAK2V617F nos pacientes com DMPCr
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acompanhados neste HC. Um terceiro ponto a ser estudado é a
correlacdo da mutagcdo JAK2V617F e da translocacdo BCR-ABL
concomitante em um mesmo individuo, paciente com DMPCr deste HC.
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Objetivos

Os objetivos deste trabalho foram:
Padronizacdo e implementagcdo da técnica de pesquisa de mutagao
JAK2V617F no laboratério de Biologia Molecular do Hemocentro de

Botucatu.

Pesquisa da mutacdo JAK2V617F nos pacientes com DMPCr

acompanhados no HC da Unesp de Botucatu.

Buscar correlacionar o gene BCR-ABL e a mutagdo JAK2V617F num

mesmo individuo, portador de DMPCr.
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PACIENTES E METODOS

Pacientes:

Foram avaliados 18 pacientes para a pesquisa de JAK2V617F e 34
pacientes para a translocacdo BCR-ABL, acompanhados pelo servigo
de quimioterapia do HC da Unesp de Botucatu. Todos os pacientes
eram portadores de DMPCr. Pacientes positivos para qualquer um dos
dois testes citados acima eram submetidos a outra avaliacdo buscando

individuos que apresentassem ambas caracteristicas avaliadas.

Coleta de Sangue Periférico

Coletar de 3 a 5 mL de sangue periférico (SP) de cada paciente em
tubo de hemograma contendo 3 gotas de anticoagulante EDTA 6% para
SP.

Apds a coleta do sangue, identificar o tubo e homogeneizar por

inversao.
Manter o material armazenado a 4°C até que seja manipulado.

Os processos de extracdo do DNA e RNA devem ser feitos até 5 horas

apods a coleta do SP.
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Lise e Extracdo de DNA (TKM-1 e TKM-2)

Preparo dos reagentes que serdo utilizados na lise e na extracédo e os
que serao utilizados para fazer os tampdes TKM-1 e TKM-2

¢Tris HCI 2 M pH 7,6 (100 mL)

P.M.=157,64
157,649 ---------- 1000 mL
Xg - 100 mL

X=15,77g(1 M)
2M=31,53gde Tris + 100 mL de H,O
+KCI 1M (100 mL)

P.M.=74,55
74559 ---—-—-—--- 1000 mL
Xg - 100 mL

X =7,46gdeKCl + 100 mL de H,0
#MgCl, 1 M (100 mL)

P.M.=203,30
203,30 g -----—-—--- 1000 mL
Xg - 100 mL

X = 20,33 g de MgCl, + 100 mL de H,O
+EDTA 0,2 M (500 mL)

P.M.=372,24
372,249 ---—-—-—--- 1000 mL
Xg - 500 mL

X = 186,12 g (1M)
0,2 M= 37,22 gde EDTA + 500 mL de H,O
+NaCl 5 M (100 mL)

P.M.=58,44
58,449 -----—--—--- 1000 mL
Xg - 100 mL
X=5,85g(1M)

5M=29,22 gde NaCl + 100 mL de H,O
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¢ Autoclavar todas as solucdes
TKM-1 (Tampé&o) — 500 mL
10 mM Tris HCI pH 7,6: 10 mM KCI; 10 mM MgCl,; 2 mM EDTA
¢ Tris HCI 10 mM pH 7,6
XmL.2M=500mL .10 mM
X'mL . 2000 mM =500 mL . 10 mM
X=25mLde Tris HCI 2 M pH 7,6
+KCI 10 mM
XmL.1M=500mL .10 mM
XmL . 1000 mM =500 mL . 10 mM
X=5mL de KCI 1 M
+MgCl; 10 mM
XmL.1M=500mL.10 mM
XmL . 1000 mM =500 mL . 10 mM
X=5mL de MgCl,1 M
¢EDTA2 mM
XmL.0,2M=500mL.2mM
XmL.200 mM=500mL .2 mM
X=5mL de EDTA 0,2 M

42,5 mL de Tris + 5 mL de KCI + 5 mL de MgCl, + 5 mL de EDTA + 482,5
mL de HZO

TKM-2 (Tampéo)
10 mM Tris Hcl pH 7,6: 10 mM KCI; 10 mM MgCly; 2 mM EDTA; 0,4 M
NaCl
¢ Tris HCI 10 mM pH 7,6
X=25mLde TrisHCI2 M pH 7,6
+KCI 10 mM
X=5mLdeKCI1M
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+MgCl; 10 mM
X=5mL de MgCl,1 M
¢EDTA2 mM
X=5mL de EDTA 0,2 M

+NaCl 0,4 M
XmL.5M=500mL.0,4 M
X=40mL de NaClI5M

42,5 mL de Tris + 5 mL de KCI + 5 mL de MgCl, + 5 mL de EDTA + 40 mL
de NaCl + 442,5 mL de H,O

NH4CI 0,144 M
43,850 g de cloreto de amdnia + 500 mL de H,O

NH4sHCO3; 0,01 M
40,79 g de bicarbonato de amobnia + 1000 mL de H,O

Lise
¢ Centrifugar o tubo de hemograma por 10 minutos a 2000 rpm;

¢ Preparar a solucao de lise, contendo 9 partes de NH4Cl 0,144M para 1
parte de NH;HCO3; 0,01M;

¢ Desprezar o plasma com pipeta “Pasteur” estéril;
¢ Adicionar 2V da solucgao de lise no tubo;

¢ Homogeneizar por inversao até que todas as células se descolem do
fundo do tubo;

¢ Incubar por 10 minutos a temperatura ambiente (invertendo o tubo

algumas vezes a cada 3 minutos);

¢ Centrifugar por 10 minutos a 2000rpm;
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¢ Remover o sobrenadante com pipeta Pasteur ou por inversao;

¢ Adicionar 1 mL da solugao de lise no tubo;

¢ Homogeneizar gentilmente com a pipeta até que as células se
descolem do fundo do tubo;

¢ Transferir essa mistura para um tubo de 2mL;

¢ Centrifugar por 2 minutos a 4000 rpm;

¢ Desprezar o sobrenadante;

¢ Adicionar 1 mL da solucgao de lise;

¢ Agitar no vortex (em velocidade 5) até que o pellet se dissolva;

¢ Centrifugar por 2 minutos a 4000rpm;

¢ Desprezar o sobrenadante;

¢ Repetir as etapas de “adicionar solugéo de lise, agitar no vortex e
centrifugar” por mais 2 vezes ou até que o pellet formado fique limpo;

¢ Adicionar 0,5 mL do tampao TKM-1;

¢ Agitar no vortex rapidamente;

¢ Centrifugar por 1 minuto a 4000 rpm;

¢ Remover o sobrenadante tomando cuidado para nao desprezar o
pellet;

¢ Estocar a -20°C até manipulacéo.

Extracao

¢ Aguardar o descongelamento do pellet;

¢ Adicionar 0,8 ml de TKM-2 e 50 pl de SDS a 10%;

¢ Misturar bem com o auxilio da pipeta Pasteur;

¢ Incubar 1h a 55°C;

¢ Preparar etanol 70% e manter na geladeira (1 mL por amostra);
¢ Adicionar 360 ul de NaCl 5M, misturando bem;

¢ Centrifugar por 5 min a rotagdo maxima em microcentrifuga;

¢ Transferir o sobrenadante para um tubo de hemolise;

¢ Adicionar 2V de etanol absoluto gelado;
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¢ Inverter por varias vezes o tubo até a precipitacido do DNA,;

¢ “Pescar” o DNA precipitado com o auxilio de alga estéril e transferi-lo
para um tubo Eppendorf de 2 mL,;

¢ Adicionar 1 ml de etanol 70% gelado;

¢ Centrifugar por 2 minutos a rotacdo maxima e desprezar o
sobrenadante com o auxilio da pipeta Pasteur;

¢ Secar o pellet a temperatura ambiente (preferencialmente overnight);

¢ Ressuspender o DNA em 50ul de agua;

¢ Aquecer em termobloco por 15 minutos, agitando a cada 5 minutos;

¢ Deixar o DNA a 4°C por aproximadamente 1 hora;

¢ Armazenar a -20°C.
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Extracdo de RNA de sangue periférico atraves do Q1Aamp RNA Blood
Mini Kit (QIAGEN)

12, Etapa

. Logo apds a chegada da amostra no laboratério de biologia molecular,
centrifuga-la em equipamento refrigerado com rotor para tubos de

hemograma

2. Centrifugar o tubo de sangue por 7 minutos a 3500 rpm a 4°C

3. Descartar o sobrenadante (plasma) com o uso de pipeta Pasteur

descartavel e estéril

. Preencher o tubo com Buffer EL (lise de hemacias)

5. Misturar no agitador (por cerca de 15 segundos) e por inverséo,

batendo com o dedo no fundo do tubo, e incubar no gelo por 10 a 15
minutos. Agitar por duas vezes durante a incubagao

. Centrifugar por 10 minutos a 3000rpm em centrifuga refrigerada (4°C)

7. Descartar o sobrenadante invertendo o tubo, se enchergar o pellet. Se

nao, tirar o sobrenandante com a ajuda de pipeta pauster deixando um
pouco do lisado no fundo do tubo.

. Adicionar ao pellet mais 1000uL do Buffer EL e ressuspender com a
ajuda da pipeta. Transferir a mistura para um tubo eppendorf de 2mL
identificado

. Centrifugar por mais 10 minutos a 3000rpm em centrifuga refrigerada
(4°C)

10. Retirar o sobrenadante e adicionar mais 1000uL de Buffer EL. Agitar no

vortex.

11.Centrifugar por 5 minutos a 3000 rpm em centrifuga refrigerada (4°)

12.Retirar o sobrenadante e tentar limpar o pellet, caso ainda esteja sujo,

com pequenas “baforadas” com a pipeta. Tomar cuidado para nao

deixar restos de tampao e nem perturbar o pellet.
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13.0bservar o tamanho do pellet obtido para definir o quanto de Buffer
RLT + B-ME devera ser utilizado

14.Para amostra com pellet pequeno, ocupando cerca de até 1/6 do fundo
do tubo, utilizar 350uL de Buffer RLT com B-ME. Para amostra com
quantidade grande ou razoavel, com o pellet ocupando até 1/3 do fundo
do tubo, utilizar 600uL do Buffer

15.Com base no volume do pellet observado, preparar a solugao de lise de
brancos

16.Retirar o sobrenadante e adicionar 350uL ou 600uL de Buffer RLT com
B-ME. Misturar o lisado com a pipeta ou no agitador até ficar
completamente homogéneo. Caso o homogeneizado esteja muito
viscoso, dividir a amostra em duas e ajustar o volume de cada aliquota
para 600uL com Buffer RLT e B-ME

17.Nessa fase, o0 homogeneizado pode ser estocado em freezer —80° C ou

prosseguir com os procedimentos da extragao

OBS: Solugéo para lise de leucocitos -Tampéo RLT (acompanha o kit) +
B-Marcaptoetanol (B-ME), comercialmente encontrado em solugao
14,5M

» Deve ser preparado durante a extragao e baseado no volume do “pellet”
obtido.

» Num tubo do tipo Falcon de 15 ou 50 mL estéril, juntar 10uL de B-ME

para cada 1mL de tampao RLT.

» Assim para apenas uma amostra com necessidade de 350 pL do Buffer,
preparar: preparar 350 uL de Buffer RLT + 3,5 yL de B-ME.

> Nao estocar esta solugao preparada.

2° Etapa
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Todos os procedimentos realizados a partir daqui podem ser feitos

em temperatura ambiente (15-25° C).

Para processar o lisado congelado, deve-se submeté-lo a incubagao

por 10 minutos a 37°C antes de iniciar o passo 18.

18. Transferir todo o lisado para o tubo coletor com o filtro de cor lilas que
acompanha o kit. Para evitar formagao de bolhas ou aerosol, ajustar a
pipeta p/=750uL.

19. Centrifugar por dois minutos a 14.000 rpm

20.Descartar o filtro lilas conservando o lisado no fundo do tubo coletor

21.Adicionar etanol 70% (recém preparado) ao homogeneizado lisado. A
quantidade de etanol 70% adicionada deve ser proporcional a

quantidade de Buffer RLT com B-ME adicionada anteriormente:

-350uL de etanol 70% para amostra que se adicionou 350uL de
Buffer

-600uL de etanol 70% para amostra que se adicionou 600uL de
Buffer

-Homogeneizar com a pipeta, nédo centrifugar.

22.Transferir o homogeneizado para o tubo coletor com o filtro branco
(volume maximo 700ulL). No caso de amostra com volume maior de
700uL, dividi-la em duas aliquotas iguais e passar duas vezes pelo
mesmo filtro.

23.Centrifugar por 15 segundos a 10.000 rpm. No caso de amostra com
duas aliquotas, transferir o resto do homogeneizado para o filtro e
centrifugar novamente

24.Retire o filtro branco do tubo coletor e o transfira para outro tubo coletor
2mL limpo

25.Adicionar 700uL de Buffer RW1 para lavagem
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26.Centrifugar por 15 seg a 10.000rpm

27.Transferir novamente o filtro branco para um novo tubo coletor e
adicionar 500uL de Buffer RPE

28.Centrifugar por 15 seg a 10.000rpm

29.Abrir cuidadosamente o tubo com o filtro e adicionar mais 500uL de
Buffer RPE. Feche o tubo e centrifugue por 3 minutos a 14.000 rpm

30. Transferir o filtro branco para um novo tubo coletor e centrifugar por 1
minuto a 14.000 rpm para eliminar residuos de reagentes.

31.Transferir o filtro branco para um tubo eppendorf 1,5mL, identificado
com o nome do paciente e data, e adicionar 30 a 80uL de agua RNase
free para eluir o RNA, tomando cuidado para centralizar bem a
aplicagao. Quanto mais leucdcitos tiverem, mais agua adicionar.

32.Centrifugar por 1 a 4 minutos a 10.000 rpm.

33.Descartar o filtro e conservar o tubo de 1,5mL com o RNA

34.Medir a concentragdo do RNA em espectrofotdmetro.

Estocar o RNA em freezer —80°C
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Leitura de amostras no NanoDrop ® ND-1000 Spectrophotometer

- Leitura de RNA

» Ligar o computador onde esta instalado o NanoDrop®

» Abrir o programa ND — 1000 V3.1.2

» Escolher o item [Nucleic Acid]

» Aparecera uma mensagem em inglés dizendo que sera necessario
colocar agua no pedestal do aparelho para uma primeira limpeza antes
de iniciar as leituras do dia. Assim deve-se colocar 2 uL de agua de
ampola no pedestal do aparelho, abaixar o “brago” do mesmo e clicar
em OK.

» ApoOs o desaparecimento da mensagem, limpar o pedestal com um
papel macio e que nao solte fiapos.

» Colocar 2 uL do blank em que a amostra foi diluida. Clicar em [Blank]
no canto esquerdo superior da tela.

> Iniciar a leitura das amostras. Em “Sample Type”, escolher RNA-50.

» ldentificar as amostras no espacgo “Sample ID” para cada leitura.

» Colocar 2uL da amostra de RNA no sensor localizado no pedestal do
aparelho, abaixar o “brago” do mesmo e clicar em [Measure I
Apos a leitura, limpar o pedestal com papel macio e seco.

» Repetir o procedimento acima para todas as amostras.

» ApoOs realizar a leitura de todas as amostras, clicar em [Show Report]
para visualizar os dados gerados:

Sam ng/u A260 260/ 260/

p L 2 2
I 3 8
e 0 0
|
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vV V VYV V

Se quiser imprimir, clicar em [Print].
O arquivo sera salvo automaticamente. Clicar em [EXIT].

Voltara a tela de leitura. Clicar em [EXIT] para voltar a tela inicial e

novamente [EXIT] para sair do programa.

- Leitura de DNA

Ligar o computador onde esta instalado o NanoDrop®
Abrir o programa ND — 1000 V3.1.2

Escolher o item [Nucleic Acid]

Aparecera uma mensagem em inglés dizendo que sera necessario
colocar agua no pedestal do aparelho para uma primeira limpeza antes
de iniciar as leituras do dia. Assim deve-se colocar 2 uL de agua de
ampola no pedestal do aparelho, abaixar o “brago” do mesmo e clicar
em OK.

ApoOs o desaparecimento da mensagem, limpar o pedestal com um

papel macio e que nao solte fiapos.

Colocar 2 pL do blank em que a amostra foi diluida. Clicar em [Blank]

no canto esquerdo superior da tela.
Iniciar a leitura das amostras. Em “Sample Type”, escolher DNA-40.
Identificar as amostras no espaco “Sample ID” para cada leitura.

Colocar 2uL da amostra de DNA no sensor localizado no pedestal do
aparelho, abaixar o “braco” do mesmo e clicar em [Measure ].

Apos a leitura, limpar o pedestal com papel macio e seco.
Repetir o procedimento acima para todas as amostras.

ApOs realizar a leitura de todas as amostras, clicar em [Show Report]

para visualizar os dados gerados:
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Sam ng/p A260 260/ 260/
p L 2 2
I 3 8
e 0 0
I
D

» Se quiser imprimir, clicar em [Print].
» O arquivo sera salvo automaticamente. Clicar em [EXIT].

» Voltara a tela de leitura. Clicar em [EXIT] para voltar a tela inicial e

novamente [EXIT] para sair do programa.
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Substituicdo do gel de agarose por gel de poliacrilamida na pesquisa de
mutacao JAK2V617F

O resultado da técnica de pesquisa de mutagao JAK2V617F,
padronizado por Levine e Wadleigh et. al., 2005, era inicialmente
revelada em gel de agarose 2%. Sendo o gel de agarose 2% pouco
sensivel, buscou-se uma alternativa para aumentar a sensibilidade do
teste. A intencao desta transi¢cao para a poliacrilamida visava reduzir o
numero de falsos negativos presentes na agarose. O protocolo para
preparagao do gel de poliacrilamida encontra-se a seguir. Abaixo, gel
de poliacrilamida em pesquisa de mutacdo JAK2V617F apresentando
esta maior sensibilidade comprovada por dois pacientes falso negativos
na agarose e evidentemente positivos na

poliacrilamida.

_ T

Ao®

Figura 1. Gel de poliacrilamida esclarecendo falsos negativos

provenientes de gel de agarose.
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Preparacéo de Gel de Poliacrilamida

- REAGENTES:

1 - BIS ACRILAMIDA 40 %
199 de acrilamida
1g N.N. Metilenobisacrilamida
50 ml de agua Milli Q

2 — BIS ACRILAMIDA 6%
100 ml de TEB 10X
150 ml de bis acrilanida 40%
750 ml de agua Milli Q

3 — PERSULFATO DE AMONIO 10% (P.A. 10%)
1g de persulfato

10 ml de agua Milli Q

PREPARACAO:

70 pI P.A. 10%
7,0 yl TEMED Absoluto (neurotoxico)

7,0 ml de bisacrilamida 6%
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Alternativa para banir o uso de Brometo de Etidio na pesquisa de
mutacao JAK2V617F

O Brometo de Etidio é uma substancia altamente mutagénica
comumente utilizada para a coloragdo de géis em biologia molecular,
sendo um corante fluorescente para acidos nucléicos em eletroforeses.
No processo de padronizacdo da técnica de pesquisa de mutagao
JAK2V617F, era essa a substancia utilizada para coloragdo do gel,
sendo este inicialmente de agarose e posteriormente substituido por gel
de poliacrilamida. A partir do momento em que adotou-se a
poliacrilamida, tornou-se viavel a idéia de substituir o uso de Brometo
de Etidio por outro corante que, além de menos toxico, apresenta maior
sensibilidade ao teste. Este novo processo (descrito a seguir) € uma

técnica In House de coloracgéo a partir da prata.

30



Gel de Poliacrilamida Corado por Prata (Pesquisa de Mutacao
JAK2V617F)

Figura 2: Gel de poliacrilamida corado por Prata.
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Coloracgéo de Gel de Poliacrilamida por Prata ( In House ).

- REAGENTES:

1- Solugéo Reveladora
30g de NaOH
Agua Milli Q g.s.p. 1L

2 — Solucao Fixadora

90 ml de etanol 100% (n&o da MERK)
4,5 ml de acido acético

805,5 ml de agua Milli Q

3 — Solucéo de Prata
2,89 de nitrato de prata
Agua Milli Q g.s.p. 1L

- TECNICA:

Aplicar Solucao Fixadora,

“Descolar” o gel nesta solugéo,

Manter gel por aproximadamente 5 min. nesta solugéo,

Guardar solucao fixadora para uso posterior,

Adicionar solugao de prata ao gel,

Agitar suavemente por 10 min.,

Descartar solugao de prata em recipiente adequado,

Lavar o gel com agua Milli Q e descartar esta agua apos a lavagem,
Aplicar solugdo reveladora e adicionar aproximadamente 2 ml de

formaldeido (téxico), agitando até atingir a coloragao desejada,
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10- Descarta solugdes acima e reutiliza solugdo fixadora previamente
guardada,

11- Umedecer papel celofani e, com este, forrar placa de vidro,

12- Aplicar o gel no celofani,

13- Cobrir o gel com outra folha de celofani previamente umedecida e
esperar secatr,

14- Apos secagem, retirar celofani da placa de vidro e recortar em torno do

gel.

OBS: Nunca aplicar solugdes diretamente sobre o gel.

33



Resultados e Discussao

As doencgas mieloproliferativas crénicas (DMPCr) constituem um grupo
de doencas que tém varios aspectos em comum. Dentre eles, podemos
citar o fato de corresponderem a uma proliferacao clonal de elementos
hemopoéticos totipotentes e apresentarem aspectos histoldégicos que
frequentemente se sobrepdem. Por outro lado, cada um dos tipos de
DMPCr apresenta particularidades biolégicas, clinicas e de evolugao.
Sao DMPCr, a leucemia mieldide crbénica (LMC) que representa
aproximadamente 25,5% das DMPCr, a policitemia Vera (PV)
representa 38,5% , a trombocitemia essencial (TE) 11% dos casos e a
mielofibrose primaria (MF) que representa aproximadamente 25% das
DMPCr.

As doencas mieloproliferativas crénicas (DMPCr) sdo um grupo
heterogéneo de doengas nas quais ocorre aumento da producédo de
uma ou mais linhas hematopoiéticas proveniente de alteragao
provocada a nivel de stem cell multi-potente. Desde a descoberta de
uma mutag¢ao pontual no exon 12 do gene JAK2 (troca de uma guanina
por uma timina), a qual leva a troca do aminoacido valina por uma
fenilalanina na posicdo 617 da proteina (V617F), estudos tém
investigado e concluido presenga significativa dessa mutagdo em
pacientes com DMPCr.

Neste trabalho foram analisados 52 pacientes, sendo 18 destes
testados quanto a presenga da mutacdo JAK2V617f e 34 quanto a
presenca da translocacdao BCR-ABL. Os pacientes positivos para um
dos dois tipos de testes era submetido ao outro, buscando individuo
que apresentasse os dois quesitos em questdo. Nao foi encontrado
nenhum individuo positivo simultaneamente para JAK2V617F e BCR-
ABL.

» Extragdo de DNA:
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O meétodo adotado para extragdo do DNA gendmico, a partir de 5ml de
sangue periférico, foi o de salting out desenvolvido in house. Este
processo nao sofreu alteragdes, sendo mantido o mesmo protocolo do

inicio da padronizacao.

Reacao de PCR para amplificagdo da zona mutada JAK2V617F:

A reacado de PCR foi padronizada segundo Baxter, Scott e Campbell,
2005 e Levine e Wadleigh, 2005. Estes foram trabalhos chave para
orientar os passos a serem seguidos para a conclusdo do protocolo.
Para esta reagao foram testadas trés diferentes enzimas, sendo elas
Taq Polimerase (LGC biotecnologia), Taqg DNA Polymerase
Recombinant (Invitrogen) e Ampli Taq Gold DNA Polymerase (Applied
Byosistems), todas com os mesmos controles.

A Taq Polimerase LGC mostrou-se ineficiente para esta reagao, apesar
de ser testada em varias concentracbes de todos os reagentes
envolvidos no processo e dela mesma. A seguir, gel ilustrando o
desempenho desta enzima. Trata-se de um paciente controle positivo,
controle negativo, paciente positivo testado com esta enzima (falso

negativo), e paciente negativo testado também com esta enzima.
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Figura 3: Gel teste de enzima Taq Polimerase LGC ( raia 1: controle
positivo; raia 3: controle negativo; raia 5: paciente falso negativo testado

com essa enzima; raia 7: paciente negativo; raia 9: “Ladder” 1kb).

A Taq DNA Polymerase Recombinant (Invitrogen) mostrou-se eficiente
para a referida reagcdo, porém a quantidade necessaria desta enzima
para se obter sucesso neste processo era muita alta. Desta forma, nao
se faz interessante o uso desta enzima uma vez que o custo final do
exame torna-se muito caro. A seguir, dois géis ilustrando o
desempenho da enzima. O primeiro é constituido de controle positivo,
paciente positivo testado com a enzima em concentracdo normal
(apresentou bandeamento inespecifico e falso negativo), controle
negativo e paciente negativo testado com a enzima. O segundo
apresenta a mesma disposicdo de amostras descritas anteriormente,
porém neste teste a concentracdo de enzima no MIX foi muito alta
(dobrou); neste caso a enzima mostrou-se eficiente, mas inviavel

financeiramente.
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Figura 4: Gel teste 1 de enzima Tag DNA Polymerase Recombinant
(Invitrogen). Raia 1: controle positivo; Raia 3: paciente positivo testado
com a enzima em concentracdo normal (apresentou bandeamento
inespecifico e falso negativo); Raia 5: controle negativo; Raia 7:

paciente negativo; Raia 9: “Ladder” 1kb.

Figura 5: Gel teste 2 de enzima enzima Tag DNA Polymerase Recombinant
(Invitrogen). Raia 1: controle positivo; Raia 3: paciente positivo testado com a
enzima em concentra¢do dobrada; Raia 5: controle negativo; Raia 7: paciente
negativo; Raia 9: “Ladder” 1kb.
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A Ampli Taqg Gold DNA Polymerase (Applied Byosistems) € a enzima
ideal para e reacdo de PCR referida. Apesar de seu custo elevado,
pode ser usada em baixas concentracbes e mesmo assim apresenta
resultados satisfatorios, ou seja, apresentou o melhor “custo-beneficio”.
O critério para a adogao desta enzima nao foi apenas o financeiro, mas
também a qualidade dos testes realizados com ela. Abaixo, gel
ilustrando a eficiéncia desta enzima. Trata-se do peso, paciente

negativo testado com a enzima, controle negativo, paciente positivo

tratado com a enzima e controle positivo

Figura 6: Gel teste de enzima Ampli Taqg Gold DNA Polymerase
(Applied Byosistems). Raia 1: “Ladder” 1kb; Raia 2: paciente negativo
testado com a enzima; Raia 3: controle negativo; Raia4: paciente

positivo tratado com a enzima; Raia 5: controle positivo.
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» Gel e coloracao para visualizar o produto da reagao de PCR:

O protocolo era inicialmente visualizado em gel de agarose 2% corado
por brometo de etidio. Apesar de eficiente, pensou-se na alternativa de
substituir a agarose pelo gel de poliacrilamida. Observou-se que a
poliacrilamida € bem mais sensivel, tornando mais facil a visualizagao

das bandas.

Apds a substituicdo da agarose pela poliacrilamida, outro ponto foi
levantado: a extincdo do uso de brometo de etidio nesta pesquisa de
mutacdo. Para isso, testou-se a coloracao por prata e esta mostrou-se
tdo ou mais eficiente que o brometo de etidio (substéncia altamente
mutagénica e, consequentemente, cancerigena). A figura anterior

demonstra essas inovacgoes.
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Conclusodes

A técnica de pesquisa de mutacdo JAK2V617F foi padronizada e
implementada no Hemocentro de Botucatu, promovendo autonomia

desta instituicao para realizar este tipo de exame.

A técnica descrita € hoje exame fundamental para diagnostico de
Policitemia Vera, sendo todos os pacientes acometidos por doencas

mieldides crdnicas submetidos a essa avaliacao.

No total de 52 pacientes analisados, ndao foi encontrado a presenca
simultdnea do transcrito bcr-abl e da mutacdo JAK2V617F num mesmo

individuo.

A adocéao do gel de poliacrilamida tornou mais sensivel o resultado do

exame.
A coloragao por prata promoveu maior seguranga ao laboratorista, n&o
apresentando substancias altamente cancerigenas como o Brometo de

Etidio.

A Ampli Tag Gold DNA Polymerase (Applied Byosistems) mostrou-se a

enzima mais eficiente para realizagao deste teste.
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