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Resumo

O presente relatdrio tem como objetivo descrever as atividades desenvolvidas
no estagio curricular durante o segundo ano do Mestrado em Genética Clinica
Laboratorial da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra. O estagio decorreu
entre setembro de 2022 e maio de 2023 e teve lugar na Unidade Funcional de
Hematologia Molecular — Sector de Hemato-Oncologia, localizado no Hospital Pediatrico
do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra.

Os oito meses de estdgio curricular foram essencialmente dedicados ao
acompanhamento da rotina do Sector de Hemato-Oncologia, que tem como foco
principal o diagndstico de neoplasias hematoldgicas, essencial para a classificacao,
estratificacdo de risco, decisdo e monitorizacdo terapéutica. Durante o periodo de
estagio curricular, tive a possibilidade de acompanhar e executar diferentes técnicas de
biologia molecular, bem como participar na discussdo de resultados, tendo sempre em
vista a importancia da interacdo clinico-laboratorial. Tive contacto com diferentes tipos
de amostras (sangue periférico, medula 6ssea, raiz de cabelo e esfregaco da mucosa
bucal (swab)); técnicas (das quais: extracdo de acidos nucleicos e quantificacdo dos
mesmos, diferentes tipos de PCRs e eletroforese, andlise de fragmentos, High Resolution
Melting, Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification, Sequenciacdo de Sanger e
Next Generation Sequencing); e estratégias de diagndstico, como por exemplo
algoritmos de estudo.

Devido a diversidade das neoplasias hematolégicas, o estagio curricular foi,
maioritariamente, dedicado aos algoritmos de estudo no diagndstico genético de
neoplasias mieloproliferativas crénicas e leucemia mieldide aguda.

Neste relatorio é feita uma breve apresentacdo do laboratério onde decorreu o
estdgio curricular, assim como das metodologias utilizadas em Hemato-Oncologia e
aplicacoes destas a partir da descricdao de casos praticos de acordo com os algoritmos

de estudo.

Palavras-chave: laboratdrio, hemato-oncologia, neoplasias hematoldgicas, diagndstico

molecular, algoritmos de estudo



Abstract

The report presented here has the main purpose to describe the activities
developed in the curricular internship during the second year of the Master's Degree in
Clinical Genetics Laboratory at the Faculty of Medicine of the University of Coimbra. The
internship took place between September 2022 and May 2023 in the Functional Unit of
Molecular Hematology — Hemato-Oncology Sector, located at the Pediatric Hospital of
the Coimbra Hospital and University Center.

The eight months of the curricular internship were essentially dedicated to the
follow up of the routine of the Hemato-Oncology Sector, whose main focus is the
diagnosis of hematological neoplasms, which is essential for classification, risk
stratification, decision, and therapeutic monitoring. During the internship period, | was
able to not only follow and perform different molecular biology techniques, as well as
to participate in the discussion of results, always bearing in mind the constant need to
perceive the high importance of clinical-laboratory interaction. | was also able to interact
with different types of samples (peripheral blood, bone marrow, hair roots and swabs);
techniques (including nucleic acid extraction and quantification, different types of PCR
and electrophoresis, fragment analysis, High Resolution Melting, Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification, Sanger sequencing and Next Generation Sequencing);
and diagnostic strategies, for instance study algorithms.

Attributable to the diversity of hematological neoplasms, this curricular
internship was foremost dedicated to the studying of algorithms in the genetic diagnosis
of chronic myeloproliferative neoplasms and acute myeloid leukemia.

This report gives a brief presentation of the laboratory where the internship was
conducted, as well as the methodologies utilized in Hemato-Oncology and their
applications, based on the description of practical cases according to the study

algorithms.

Keywords: laboratory, hemato-oncology, hematologic neoplasms, molecular diagnosis,
study algorithms



1. Introducgao

1.1. Estagio — Contextualizagdo

A possibilidade de realizar um estagio curricular durante o segundo ano do
Mestrado em Genética Clinica Laboratorial proporciona a aquisicdo de competéncias e
conhecimentos em laboratérios inseridos nesta drea, onde o seu ambiente torna a parte
pratica numa acdo real. Isto é conseguido pela possibilidade de integrar uma equipa
multidisciplinar e interagir com a sua rotina didria. Além de preparar para uma vida
profissional, é a oportunidade ideal de consolidar os conhecimentos adquiridos durante
o primeiro ano letivo e inserir uma parte mais pratica dos mesmos. E, também, um
periodo onde o rigor, a responsabilidade e autonomia sdo cada vez mais importantes e
essenciais para o comeco de uma vida no mundo do trabalho, pelo que uma boa
formacdo é a chave para adquirir tais competéncias.

A Unidade Funcional de Hematologia Molecular foi o local onde, durante 8
meses, foi realizado o estagio curricular. Foi possivel acompanhar a rotina do Sector de
Hemato-Oncologia, que se foca no diagndstico de neoplasias hematoldgicas essencial
para a classificacdo, estratificacdo de risco, decisdo e monitorizacdo terapéutica.
Durante estes meses, o contacto com diferentes produtos biolégicos e técnicas ou
estratégias de diagndstico ocorreu diariamente, além da integracao na discussao de
resultados, juntamente com a classificacdo, numa perspectiva clinico-laboratorial, das
neoplasias hematoldgicas. Foi, também, um periodo onde tive a oportunidade de
acompanhar a implementacdo de novas metodologias de suporte ao diagndstico. De

uma forma geral, os objetivos definidos para este estagio curricular foram:

o Conhecer e saber adequar técnicas de extragdo de DNA/RNA

o Executar e interpretar técnicas de PCR, Sequenciacdo de Sanger, MLPA, PCR em
Tempo Real e Next Generation Sequencing (NGS)

o Interpretar e classificar variantes genéticas e discutir os resultados obtidos no
contexto clinico-laboratorial

o Colaborar na implementac¢do de novas metodologias



O acompanhamento das etapas laboratoriais, desde a fase pré-analitica a fase

pos-analitica, foi fundamental para atingir tais objetivos.

1.2. Unidade Funcional de Hematologia Molecular (UFHM)

1.2.1. Caracterizagdo do Local

A Unidade Funcional de Hematologia Molecular (UFHM) esta inserida no Servico
de Hematologia Clinica do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra (CHUC) e o
laboratério situa-se no Hospital Pediatrico do CHUC.

A UFHM estd dividida em 3 setores clinico-laboratoriais: Eritropatologia e
Metabolismo do Ferro, Hemostase e Microangiopatias e Hemato-Oncologia. E uma
equipa multidisciplinar, com um total de 7 técnicos superiores de saude e 3 técnicos
superiores de diagndstico e terapéutica. A UFHM realiza estudos genéticos em todas as
faixas etdrias para o CHUC e outros hospitais.

O Laboratério esta equipado com as mais recentes tecnologias, desde
equipamentos automatizados para extracdo de acidos nucleicos, camaras de fluxo
laminar e varios tipos de termocicladores, Eletroforese capilar/Sequenciacdo de Sanger
e Next Generation Sequencing (NGS). Existe, para além do que ja foi referido, uma
grande variedade de reagentes e materiais para que a realizagdo das técnicas seja feita
com 0 maior sucesso.

As metodologias de extragcdo de DNA, Sequenciacdo de Sanger e NGS sdo comuns
as trés equipas, existindo uma escala rotativa semanal.

E um laboratério certificado pela 1ISO 9001:2015 e informatizado (Clinidata XXI).
Os diversos aparelhos e metodologias estdo sujeitos a controlos de qualidade internos

e externos e todos os estudos realizados tém um prazo de comprometimento.

1.2.2. Procedimento Pré-Analitico

O processo de cada doente comeca com a chegada dos tubos de colheita e o seu
registo na plataforma (Clinidata XXI). Os pedidos de estudos genéticos solicitados dentro

do CHUC s3o acessiveis desde a sua colheita e os tubos triados a chegada ao laboratério.



Os pedidos externos ao CHUC sdo introduzidos no sistema pelas assistentes técnicas de
acordo com o solicitado pelo médico.

Todas as amostras passam por uma triagem, onde lhes é atribuida uma etiqueta
para que, durante a realizagdo dos testes moleculares, estas passem a ser identificadas
pelo numero Unico de laboratério (NC), nome e nimero do processo. No caso de
amostras de RNA, estas sdo acompanhadas de um numero interno sequencial de
RNA/DNA complementar (cDNA).

As amostras que ddo entrada no laboratdrio sdo, maioritariamente, tubos de
colheita de sangue periférico ou medula dssea em EDTA-K3. Contudo, sdo, por vezes,

enviadas amostras de outros tecidos, como o cabelo, ganglios ou humor vitreo.



2. Hemato-Oncologia

As neoplasias hematoldgicas compreendem um vasto numero de doencas
malignas que podem ter origem nas diferentes linhagens hematopoiéticas (Figura 1) e
manifestacdo aguda ou crénica [1]. A forma aguda caracteriza-se por uma rapida
progressdo e aparecimento de células hematopoiéticas imaturas por perda de
capacidade de diferenciagdo e ganho na vantagem de auto-renovacgdo/proliferacdo. Em
relacao a forma crénica, as células que se acumulam s3o diferenciadas terminalmente e

tém uma progressao mais lenta [1].
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Figura 1 — Esquema representativo da hematopoiese. Adaptado de [2].

A Classificacdo da Organizacdo Mundial de Saude para Tumores Hematopoiéticos
foi recentemente revista em 2022 (WHO 2022) [3] e, em linha com as anteriores (2016
e 2008), tem como base uma classificacdo genética destas entidades. Contudo, para o
seu reconhecimento é também essencial a analise morfoldgica do sangue periférico
e/ou medula dssea, imunofendtipo e analise histoldgica. No conjunto, todos estes
achados permitem o diagndstico, classificacdo, estratificacdo de risco, adequacdo
terapéutica e monitorizacdo da doenca (doenca residual minima, DRM) [4].

Atualmente, as técnicas de biologia molecular e a sua aplicagdo sao

indispensaveis para o estudo das neoplasias hematolégicas [5].



A atividade do Laboratério de Hemato-Oncologia da UFHM é maioritariamente
dedicada ao estudo de neoplasias mieldides crénicas (LMC) e sindromes
mielodisplasicos (SMD), leucemia mieldide aguda (LMA), leucemia linféide aguda (LLA),
leucemia linfocitica crénica (LLC), sindromes de faléncia medular congénitos/sindromes
de predisposicdo. Sdo estudadas amostras de sangue periférico, medula dssea, ganglios
e outros liquidos biolégicos onde sdo efetuados os estudo genéticos. Por vezes, é
necessario o estudo genético em células de linha ndo-hematopoiética, sendo utilizado,
preferencialmente, cabelo ou esfregaco bucal (swab).

Dada o vasto numero de neoplasias hematoldgicas estudadas, o estagio foi
maioritariamente dedicado aos algoritmos de diagndstico genético de neoplasias

mieloproliferativas crénicas e leucemia mieldide aguda.

2.1. Neoplasias Mieloproliferativas

As neoplasias mieloproliferativas sdao neoplasias hematopoiéticas clonais com
origem nas células percursoras hematopoiéticas, que se distinguem pela proliferacao
excessiva de uma ou mais linhagens mieléides. Estas neoplasias caracterizam-se por
alterac¢Oes genéticas adquiridas (somaticas), que promovem a ativacdo constitutiva das
vias de transducdo de sinal da hematopoiese, resultando numa proliferacdo anormal e
acumulacdo de células maduras de uma ou mais linhagens hematopoiéticas. Estas
doencas sdo mais frequentes em idade adulta [6], [7].

As neoplasias mieloproliferativas sdao divididas em dois grupos: as BCR::ABL1
positivo — Leucemia Mieldide Crdnica (LMC), e BCR::ABL1 negativo, onde se enquadram

a Policitémia Vera (PV), Trombocitémia Essencial (TE) e Mielofibrose Primaria (MF) [7].

2.1.1. Leucemia Mieldide Crénica (LMC)

A Leucemia Mieldide Crénica (LMC) foi a primeira neoplasia mieloproliferativa a
ser associada a uma alteracdo genética, havendo, atualmente, um conhecimento muito
vasto a nivel molecular sobre a doenca e seus tratamentos [8].

A LMC é caracterizada pela presenca da translocacdo t(9;22)(q34;q11), que
origina o oncogene BCR::ABL1 pela fusdo do protooncogene da tirosina cinase (ABL1),

no cromossoma 9, com o gene BCR no cromossoma 22, denominado cromossoma
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Filadélfia (Ph) [8] (Figura 2). O resultado desta fusdo é a formag¢dao de uma oncoproteina
que, ao estar constantemente ativa, altera a atividade da tirosina cinase, levando a
desregulacdo da proliferacao da linhagem mieldide [9], [10].

Atualmente, a LMC é uma leucemia tratavel com farmacos inibidores de tirosina
cinase (TKIs). Existem varios inibidores aprovados para o tratamento da LMC: inibidores
de 12 geragdo (Imatinib), inibidores de 22 geragao (Dasatinib, Nilotinib e Bosutinib) e

inibidores de 32 geracdo (Ponatinib) [11].

Cromossomas Normais Translocagao

Cromossoma 9
Cromossoma 9 Cromossoma 9 modificado

Cromossoma 22 Cromossoma 22 Cromossoma 22 modificado:
cromossoma Ph

—]-BCR —
—j- ABL = J

s BCR::ABL1

Figura 2 - Formagdo do oncogene BCR::ABL1, originado da translocagao
1(9;22)(q34;911). Adaptado de [12].

O gene BCR possui varios pontos de quebra, sendo os mais comuns: M-BCR
(Major breakpoint cluster region), m-BCR (Minor breakpoint cluster region) e u-BCR
(Micro breakpoint cluster region) (Figura 3) [8], [9]. No gene ABL1, o local de quebra

frequentemente envolvido na translocagdao ocorre no exao 2.
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Figura 3 — Transcritos originados da fusdo dos genes BCR e ABLI1: el3a2, elda2, ela2.
Adaptado de [13].



M-BCR é o ponto de quebra mais comum que se localiza entre o exdo 12 e 16,
sendo mais frequente a quebra nos exdes 13 e 14, originando os transcritos el13a2 e
elda2, respetivamente. Estes codificam uma proteina de 210 kDa (p210) [8], [14]. O
ponto de quebra minor do BCR (m-BCR) ocorre entre os exdes 1 e 2, resultando no
transcrito ela2 e na proteina p190 (190 kDa). O pu-BCR é o menos frequente, ocorre
entre os exdes 19 e 20 com a formacgdo da proteina p230 (230 kDa) e do transcrito e19a2
[9].

Ao diagnéstico é essencial identificar o transcrito do gene BCR::ABL1, uma vez
gue a avaliacdo da eficacia do tratamento com inibidores de tirosina cinase (TKls) é
realizada por monitorizacdo de resposta a nivel molecular por PCR em Tempo Real
Quantitativo (gold-standard). Esta avaliacdo tem um papel importante no seguimento
dos doentes com LMC, sendo realizada de 3 em 3 meses até atingimento de resposta
molecular major (RMM, RM3) e, posteriormente, de 6 em 6 meses de acordo com as
recomendacdes estabelecidas pela European Leukemia Net (ELN) de 2020 [11], tal como
representado na Tabela I. Deve ser tido em conta o transcrito associado a LMC em cada
doente e a resposta molecular tem de ser reportada a Escala Internacional (IS) no caso

dos transcritos da p210 [10].

Tabela I - Recomendag&es da ELN 2020 e niveis de resposta molecular na Escala Internacional (IS).

OTIMO FALHA
Time- Nio Alto risco de ACA - -
, sz N3o aplicavel
points aplicavel e ELTS
RM3-%: BCR::ABL15<0,1%
>10%se RM*: BCR::ABL1S <0,01% ou
3 meses <10% >10% confirmado dentro indetetavel com 10000-31999 cépias
de 1-3 meses ABL1
RM*5: BCR::ABL1%<0,0032% ou
6 meses £1% >1-10% >10% indetetavel com >32000-99999 cépias
ABL1
RM5-%: BCR::ABL1<0,001% ou
12 meses <0.1% >0.1-1% >1% indetetavel com >100000 copias ABL1
g > 1%, mutacgdes
>12 <0.1% >i'3 i:;pfgdf;e de resisténcia,
meses P s alto risco de ACA

ACA - Additional chromosome abnormalities; ELTS — EUTOS long term survival score; IS = International
scale; RM — Resposta molecular



Quando, nos time-points preconizados para avalia¢cdo de resposta, ndo é atingida
uma resposta Otima, podera estar subjacente um mecanismo de resisténcia ao
tratamento dependente ou independente do BCR::ABL1 [8], [10], sendo os mais comuns
a aquisicdo de mutagdes no dominio tirosina cinase do ABL1 e a adesdo a terapéutica,
respetivamente.

Estdo descritas inUmeras mutagdes pontuais identificadas no dominio tirosina
cinase do ABL1 do gene de fusdo (BCR::ABL1 KD) (Figura 4), que conferem diferentes
graus de resisténcia aos TKIs, pelo que a escolha de um novo inibidor depende do local
e tipo de variante presente [15].

ABL1
BCR i KINASE DOMAIN

[ P-LOOP I C-helix M SH2 contact |Substrate Binding Region

(Drug contact site) (Drug contact site)

K245R Y257H F281K E292G T3151 E334E 1360T T392T P439L
G2495 Y264C E286E 1293T F317L V335V D363D H396P L451L
G250R L266P A288T L298pP T319A N336D A366A 14037 R460R
Q252stop E275E V289A V304l Y326Y A337A R367stop W405C Q477stop
Y253Y R307Q L327L Y342Y K378E A4OTA N479S
G254E A344T A3B0A L411P A487V

C345stop L3B4P

E352G/K T389T

Y353Y

Figura 4 — Distribuicdo das mutag¢Ges no dominio tirosina cinase do gene ABL1. Retirado de [16].

2.1.2. Policitémia Vera, Trombocitémia Essencial e Mielofibrose Primaria

A Policitémia Vera (PV), Trombocitémia Essencial (TE) e a Mielofibrose Primaria
(MF) s3ao neoplasias mieloproliferativas crénicas Ph-negativas caracterizadas pela
ativacdo constitutiva da via de sinalizacdo JAK-STAT, que promove a expansao
clonal/proliferagdo descontrolada de células maduras de uma ou mais linhagens
mieldides no sangue periférico [6], [17]. Estas patologias partilham caracteristicas
genéticas comuns e todas apresentam risco de progressdo para leucemia aguda, em
particular a MF. Atualmente, estdo identificados trés genes driver (JAK2, CALR e MPL)
gue sdo capazes de iniciar este processo apds mutacao somatica, e que constituem
critérios de diagndstico major destas patologias [6]. Na Tabela Il esta representada uma

visdo geral dos 3 tipos de neoplasias mieloproliferativas crdonicas Ph-negativas.



Tabela Il - Caracterizagdo das neoplasias mieloproliferativas crénicas Ph-negativas (PV, TE, MF).

Manifestagdes clinicas e

e Genes driver Relagido gendtipo-fendtipo
* Eritrocitose combinada com
Policitémia trombocitose e/ou leucocitose * JAK2 (V617F) em 96% dos doentes * Aumento do risco de trombose
Vera » Associada a supress3o da * JAKZ (Exdo 12) em 4% dos doentes * Progressdo para MF

produgdo de eritropoietina

JAK2 (V617F) em 60-65% dos doentes

* Trombocitose * Aumento do risco de trombose
Trombocitémia * CALR (Ex3o 9) em 25-30% dos doentes
* Medula éssea com proliferagdo e hemorragia
Essencial * MPL (Exdo 10) em 4-5% dos doentes
de megacaridcitos * Progressdo para PV ou MF

* Cercade 10% sdo triplo negativos

* Proliferacdo de granuldcitos e
* JAK2 (V617F) em 60-65% dos doentes

megacariocitos na medula dssea * Pior prognostico (varia
Mielofibrose * CALR (Ex30 9) em 20-25% dos doentes
* Varios graus de fibrose na conforme a mutacio presente)
Primaria * MPL (Exdo 10) em 4-5% dos doentes
medula dssea * Risco de progressdo para LMA

+ Entre 5-10% s3o triplo negativos
* Esplenomegalia

MF — Mielofibrose Primaria; PV — Policitémia Vera; LMA — Leucemia Mieldide Aguda

A Policitémia Vera caracteriza-se por uma pan-mielose, isto é, o aumento dos
niveis de eritrdcitos, leucdcitos e plaquetas com uma produgao excessiva de eritrdcitos
gue ocorre independentemente dos mecanismos que normalmente regulam a
eritropoiese. A detecdo da mutacao JAK2 V617F (c.1849G>T, p.Val617Phe) ou no exdo
12 do JAK2 sdo critérios major ao diagnéstico de uma PV [6], [7].

Na Trombocitémia Essencial estd envolvida a linhagem megacariocitica,
ocorrendo, no sangue periférico, um aumento do nimero de plaquetas acima do valor
de referéncia. Na medula dssea, os megacariocitos apresentam um ndmero mais
elevado que o normal. A mutacado JAK2 V617F, mutagdes no CALR ou MPL sdo critérios
major de diagndstico, sendo necessario excluir a presenca de BCR::ABL1 [7].

A Mielofibrose Primaria é a neoplasia mieldide crénica Ph-negativa mais
agressiva, caracterizada por uma proliferacdo de megacaridocitos e granuldcitos
anormais na medula dssea, deposi¢cdo de tecido conjuntivo fibroso e hematopoiese
extramedular [7]. Mutac¢des no JAK2 (JAK2 V617F), CALR ou MPL sdo critérios major ao
diagndstico, sendo necessario excluir a presenca de BCR::ABL1. Cerca de 80% dos
doentes com MF apresentam alteracdes genéticas adicionais, sendo que mutac¢des nos
genes ASXL1, SRSF2, EZH2, IDH1, IDH2, U2AF1 e TP53 sao consideradas de alto risco

molecular [7]. Atualmente as alteracdes genéticas estdo incorporadas em scores



moleculares que predizem a sobrevivéncia livre de progressdo e sobrevivéncia global.
Atualmente, o Unico tratamento curativo na MF é o transplante alogénico.

Nas neoplasias mieloproliferativas crénicas Ph-negativas, a estratégia de
tratamento passa pela citoredugdao com Hidroxiureia ou na redugdo da superativagao da
via JAK-STAT com o uso de inibidores de JAK2, que visam atenuar os sintomas

constitucionais, maioritariamente na Mielofibrose Primaria [17].

2.1.2.1. GenesJAK2, CALR e MPL

O gene JAK2 pertence a familia janus cinases e é um dos sinalizadores
intermediarios da hematopoiese. Este associa-se ao dominio citoplasmatico de
recetores nao-cinase (recetores de eritropoietina e trombopoietina), direcionando as
células para a producdo da proteina JAK2 [17], constituida por dois dominios (JH1 e JH2),
em que JH1 tem atividade cinase e o JH2 inibe a atividade do JH1 [6], [17]. A mutacdo
JAK2 V617F ocorre no dominio JH2 do gene JAK2, impedindo a fungado inibitdria, levando
a um ganho de fun¢do por parte do dominio JH2 e ativando constitutivamente a via JAK-
STAT (Figura 5). As células hematopoiéticas ficam mais sensiveis a fatores de
crescimento (eritropoietina e trombopoietina), o que desregula a hematopoiese e
provoca a producdo descontrolada das células sanguineas [6], [18].

O gene CALR codifica a proteina calreticulina, responsavel pela homeostase do
calcio no reticulo endoplasmatico, e tem fungbes de apoptose, fagocitose e proliferacdo
[6]. Em neoplasias mieloproliferativas, mutacdes no exao 9 do gene CALR eliminam o
dominio C-terminal KDEL, responsdvel pela recuperacao da calreticulina do aparelho de
Golgi para o reticulo endoplasmatico, e introduzem uma nova sequéncia que termina
em 36 aminodcidos comuns. A proteina CALR mutante liberta-se do reticulo
endoplasmatico e forma complexos estaveis com o recetor da trombopoietina, ativando
a via JAK-STAT de forma independente da citocina trombopoietina, levando a
proliferacdo clonal anormal [6], [17], [19].

O gene MPL codifica o recetor da trombopoietina, que regula a producdo de
plaquetas. Muta¢Ges no dominio transmembranar que envolvem o exdo 10 afetam a
conformacdo do recetor, o que leva a ativacao permanente da via JAK-STAT mesmo na

auséncia da ligacdo com a trombopoietina, tornando-o constitutivamente ativo [6], [17].
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Figura 5 — Via de sinalizacdo JAK-STAT. Apds a ligacdo do JAK aos
recetores de eritropoietina e trombopoietina, é desencadeada uma
cascata de reagOes de fosforilagdo e dimerizagdao dos STAT até ao
nucleo, onde atuam como fatores de transcri¢cdao. Adaptado de [20].

2.2. Leucemia Mieldide Aguda (LMA)

A Leucemia Mieldide Aguda (LMA) é uma doenga hematoldgica que resulta da
acumulacao de células malignas precursoras (blastos) na medula éssea com expressao
no sangue periférico [21]. E uma doenca clinica e biologicamente heterogénea, com uma
arquitetura clonal dindmica caracterizada pela aquisicdo de diferentes alteragGes
genéticas que promovem o bloqueio da diferenciagao e expansao clonal [22].

A LMA apresenta uma variedade de caracteristicas morfoldgicas,
imunofenotipicas, citogenéticas e moleculares que, no seu conjunto, sdo essenciais ao
diagnodstico [23]. As alteragBes genéticas na LMA sdo translocagbes, rearranjos e
mutagdes que servem de base a sua classificagdo, estratificagdo de risco e decisao
terapéutica. Os critérios de classificacdo da LMA estdo definidos na WHO 2022 [3]
(Tabela I11).
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Tabela lll - Classificagdo genética da LMA.
LMA com alteracoes genéticas definidoras
Leucemia Promielocitica Aguda com translocagao PML::RARA
LMA com translocagdo RUNX1::RUNX1T1
LMA com translocagdo CBFB::MYH11
LMA com translocagdo DEK::NUP214
LMA com translocagdo RBM15::MRTFA
LMA com translocacdo BCR::ABL1
LMA com rearranjo KMT2A
LMA com rearranjo MECOM
LMA com rearranjo NUP98
LMA com mutagao NPM1
LMA com mutagao CEBPA
LMA com mutacgdes relacionadas com mielodisplasia*
LMA com outras alteragGes genéticas definidas**
* ASXL1, BCOR, EZH2, SF3B1, SRSF2, STAG2, U2AF1, ZRSR2
** Novas entidades emergentes com alteragdes genéticas menos frequentes

A abordagem ao estudo genético da LMA compreende a utilizacdo de vdrias
técnicas para a identificacdo das alteracdes genéticas, nomeadamente o caridtipo
convencional, FISH e biologia molecular. No conjunto, estas técnicas permitem a
avaliacdo global da LMA, sendo o cariétipo e o FISH técnicas particularmente Uteis ao
diagndstico, nomeadamente na identificacdo de translocacbes e rearranjos, enquanto
as técnicas de biologia molecular tém também um papel essencial na monitoriza¢do da
resposta ao tratamento.

Dado o numero de altera¢gbes genéticas necessarias para a classificacdo,
estratificacdo de risco e decisdo terapéutica, o NGS é cada vez mais utilizado na
abordagem ao estudo genético da LMA através da utilizacdo de painéis de genes
dirigidos em DNA. Mais recentemente, a abordagem de RNA-Seq para identificacdo de
translocacdes, em particular das menos frequentes, tem vindo a ser implementada
neste grupo de doentes [24].

As alteracGes genéticas, para além de permitirem a correta classificacdo da LMA,
sdo essenciais para a estratificacdo de risco molecular e influenciam a abordagem
terapéutica. O consorcio da European Leukemia Net (ELN) para a LMA reviu
recentemente a estratificacdo de risco molecular (ELN AML 2022 [25]) onde, para além
das alteracoes que classificam a LMA, sdo incluidas outras alteracdes genéticas que
estabelecem progndstico, nomeadamente mutagdes no gene TP53 e FLT3 (duplicacbes

internas em tandem, ITD) (Tabela IV).
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Com o aparecimento de terapias direcionadas, em particular do tratamento com

inibidores FLT3, é essencial a identificacdao de mutac¢des FLT3-ITD e no dominio tirosina

cinase (FLT3-TKD) numa fase precoce do diagnéstico [24].

Tabela IV - Estratificagdo de risco molecular da LMA.

Risco Favoravel

© (8;21)(q22;922.1);
RUNX1::RUNX1T1

* inv(16)(p13.1922) ou
t(16;16)(p13.1;q22);
CBFB::MYH11

¢ NPM1 mutado sem
FLT3-ITD

* CEBPA mutado

Risco Intermédio

NPM1 mutado com FLT3-ITD

NPM1 wild-type com FLT3-ITD (sem
alteracGes genéticas de risco adverso)
(9;11)(p21.3;q23.3); MLLT3::KMT2A
AlteragGes citogenéticas e/ou
moleculares ndo classificadas como

favoraveis ou adversas

Risco Adverso

t(6;9)(p23.3;034.1); DEK::NUP214

t(v;11923.3); rearranjo KMT2A
(9;22)(a34.1;q11.2); BCR::ABL1
t(8;16)(p11.2;p13.3); KAT6A :CREBBP
inv(3)(g21.3926.2) ou t(3;3)(q21.3;q26.2); GATAZ,
MECOM(EVI1)

t(3926.2;v); rearranjo MECOM(EVI1)

-5 ou del(5q); -7; -17/abn(17p)

Caridtipo complexo

Mutagdes nos genes ASXL1, BCOR, EZH2, RUNX1,
SF3B1, SRSF2, STAG2, U2AF1 efou ZRSR2

TP53 mutado
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3. Metodologias executadas no laboratério de Hemato-
Oncologia

3.1. Extracdo de dcidos nucleicos: DNA e RNA

A extracdo e purificacdo de dacidos nucleicos em amostras biolégicas é um
procedimento laboratorial fundamental a realizagao dos estudos moleculares. A escolha
do método de extracdo é crucial e passa por uma analise critica do tipo e volume de
amostra a extrair, quantidade e qualidade do acido nucleico, reprodutibilidade da
técnica e custo-beneficio [26], [27]. Um dos maiores desafios é o ajuste dos protocolos,
de modo a que seja sempre garantido o maior rendimento.

Na extracdo de DNA, uma molécula de cadeia dupla estavel, a captura do acido
nucleico pode ser feita diretamente da amostra bioldgica, seja esta sangue periférico ou
medula dssea. Os contaminantes desta extracdo sdo as proteinas, pelo que o uso de
uma protease ird digeri-las [28], [29].

No RNA, e sendo o 4cido nucleico de cadeia simples e instavel, ha necessidade
de uma estabilizacdo pré-extracdo para evitar a degradacdao com RNAses, que sdo muito
estdveis e ativas. Esta preparacdo tem por base o isolamento dos leucécitos, apos lise
dos eritrécitos com Red Blood Cell Lysis Buffer (RBCL), que sdao armazenados num
tampdo estabilizador (RLT, GTC, Trizol) com agentes redutores que desnaturam
irreversivelmente as RNAses [30]. Este procedimento deve ser feito no maximo até 48h
apos a colheita, de modo a minimizar a perda de sensibilidade, em particular para
estudos de monitorizacao da doenca residual minima. O processo é realizado em camara
de fluxo laminar e o técnico que executa devera exercer boas praticas laboratoriais,
como o uso de luvas e material esterilizado e RNA free. Em relacdo a eliminagao de
contaminantes durante a extracdao de RNA, a enzima utilizada € uma DNAse, para que o
DNA seja degradado, e inibidores de RNAses [28], [31]. Existem, também,
comercializados tubos de colheita para amostras bioldgicas que contém estabilizantes
do RNA, que permitem aumentar o tempo entre a colheita e o processamento pré-
extracdo (por exemplo, PAXgene® Blood RNA Tube).

No final da extracdo de RNA é realizada a transcri¢do reversa (RT-PCR), em que o
RNA servird de molde a sintese de uma cadeia de DNA complementar (cDNA). Sendo

uma estrutura de cadeia dupla, € mais estavel do que o RNA e ndo possui os intrées,
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sendo uma vantagem, por exemplo, na pesquisa de genes de fusdo. Para tal, é utilizado
um kit composto por um buffer, dNTPs, random primers, enzima transcriptase reversa e
inibidores de RNAses, juntamente com agua e o RNA molde. A finalidade desta reacao
é gerar uma pool de cDNA que sera utilizada posteriormente [32]. A principal
preocupacado neste processo é, novamente, a eliminacdao de qualquer possibilidade de
contaminacgao, pelo que, mais uma vez, todas as precau¢des devem partir do técnico

que realiza a tarefa, como o uso de componentes livres de RNAses [33].

No laboratdrio de Hemato-Oncologia, 0 método de extracdo de DNA e/ou RNA
depende do tipo de estudo genético a realizar. A pesquisa de mutagdes somdticas é
realizada maioritariamente a partir de DNA, todavia, em casos que se pretende
identificar genes de fusdo ou avaliar a expressao génica, recorre-se a extracdo de RNA.
Outra particularidade da extracdo sdo estudos que envolvem populagdes especificas de
células, das quais sdo enviadas amostras de cell sorting ou é efetuado, no laboratério,
um gradiente de densidade (Figura 6), que permite o isolamento de granuldcitos, células
mononucleares, plagquetas e também de adipécitos (apenas em medula éssea) por

centrifugacao.

&€& Plasma

€ Células mononucleares

€& Ficoll

€& Eritrocitos e Granuldcitos

Figura 6 - Produto final de um gradiente de
densidade. E utilizado um meio de gradiente de
densidade (por exemplo, Ficoll) que, apds a adi¢do da
amostra bioldgica sob o mesmo e centrifugacéo,
obtém-se as camadas de interesse. Adaptado de [34].

Em situacBes em que ha necessidade de confirmar se uma variante previamente
identificada é de origem germinativa ou somatica, é extraido DNA de amostra de tecido
ndao-hematopoiético, normalmente raiz cabelo.
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Os métodos de extracao utilizados no laboratério baseiam-se na extragdao em
coluna de silica ou com particulas magnéticas. Em ambos, a extracao engloba 5 passos
fundamentais: destruicdo das estruturas celulares, isolamento do acido nucleico, ligacao
do 4cido nucleico a uma matriz de purificagdo, lavagem e eluigdo. Anualmente, sdo

realizadas, em média, 4400 extracdes de DNA e 1400 extracdes de RNA.

3.1.1. Extragao em Coluna

A extragdo em coluna (Figura 7) utiliza membranas de silica que promovem a
extracdo de acidos nucleicos de alta pureza, pois apresentam propriedades que lhes
conferem elevada afinidade com os mesmos. A membrana, ao estar carregada
positivamente, faz com que tanto o DNA como o RNA se liguem, pois tém carga negativa

[26].

A T B+

Coluna

Tubo de . = o
microcentrifuga Ligacao Lavagem Eluicdo

Figura 7 — Etapas da extracdo em coluna com membrana de silica. Processo inicia
com a adicdo da enzima e o buffer para a lise celular. De seguida ocorre a ligacdo
a membrana, sdo efetuadas 2 etapas de lavagem e, por ultimo, é adicionado o
buffer para a eluicdo. Adaptado de [35].

Na rotina do laboratério de Hemato-Oncologia, a extragdo em coluna de silica
por método manual é realizada sempre que é necessdrio extrair DNA ou RNA para um
estudo genético urgente, amostras de raiz de cabelo, massas tumorais pequenas e

perante amostras com baixa celularidade.

3.1.2. Extragdao com particulas magnéticas

A extracdo com esferas paramagnéticas (Figura 8) procede do mesmo modo que
a extracdo em coluna. Aqui, em vez de ser usada uma membrana de silica, a captura dos
acidos nucleicos é feita através de beads e utiliza um iman que faz a captura das beads
e posterior separacdo dos acidos nucleicos. Todas as condicGes e etapas sdo

semelhantes a extracdo anteriormente descrita [36], [37].

16



Haste
magnética

=

Amostra

Ligacdo Lavagem Eluicdo Eluato

% Acidos nucleicos ® Beads magnéticas ~ Proteinas e outros

Figura 8 — Workflow da extragdo com beads. Adaptado de [38].

O QIAsymphony é o instrumento de extragdao de DNA e RNA utilizado na rotina
do laboratério e que tem a capacidade de extrair até 96 amostras simultaneamente. Ao
ser um processo automatizado, tem também a vantagem de eliminar o erro humano

[37].

3.2. Quantificagdo dos acidos nucleicos

3.2.1. Espectrofotometria UV

A espectrofotometria UV permite determinar a pureza e concentracdo de DNA
ou RNA através da medicdo da absorcdo de luz UV em 3 comprimentos de onda

diferentes: 230 nm, 260 nm e 280 nm (Figura 9) [26], [39].

Absorvancia (A)

220 280 340

Comprimento de onda (nm)
Figura 9 — Curva caracteristica dos acidos nucleicos, com

absorgdo mdaxima aos 260 nm. A concentragao é calculada
aplicando a lei de Lambert-Beer. Adaptado de [40].

A pureza dos acidos nucleicos é avaliada pelas proporgdes Azso/A2s0 € Azs0/A230.

No DNA, a proporc¢ado Azeo/Azso € cerca de 1,8 e Axo/A230 € 2,0. No RNA, os valores de
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ambas as proporgdes devem ser cerca de 2 [39], [40]. Uma vez que a absor¢ao da luz UV
nao é restrita aos acidos nucleicos, esta metodologia ndo é muito especifica, pois as

concentragdes obtidas poderdo ndo refletir a concentracdo real de DNA/RNA [41].

3.2.2. Fluorimetria

A fluorimetria utiliza um corante fluorogénico que se liga, seletivamente, ao DNA
ou RNA, permitindo que seja medida, apenas, a intensidade do sinal se os corantes
estiverem ligados aos acidos nucleicos [27], [40], [41]. O fluorimetro gera uma curva de
calibragdo a partir de amostras padrdao com concentragdes conhecidas, permitindo,
através das unidades relativas de fluorescéncia (RFU), determinar a concentracdo de

amostras desconhecidas (Figura 10) [27], [41].

14,000

12,000
10,000

8,000

RFU

6,000
4,000

2,000

0 2 4 6 8 10
Concentragdo da amostra
Figura 10 — Curva padrdo de fluorescéncia.
Adaptado de [42].
A grande vantagem da fluorimetria é o elevado grau de sensibilidade e
especificidade, uma vez que a fluorescéncia emitida corresponde, somente, aos acidos

nucleicos, eliminando interferéncias de possiveis contaminantes [40], [41].

3.3. Polymerase Chain Reaction (PCR)

A PCR é um método in vitro baseado no processo de amplificacdo de sequéncias
de interesse do DNA por meio de uma sintese enzimatica [43]. Esta estratégia permite
obter milhdes de cdpias de uma regiao alvo a partir de uma quantidade reduzida de DNA
[44]. Para que a amplificacdo ocorra, sdo essenciais os componentes descritos na Tabela

V, bem como 4gua e a amostra que servirda como molde a reacdo [45], [46].
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Tabela V — Componentes essenciais a técnica de PCR.

Componente Funcdo/Caracteristicas principais
. Mantem as condicdes quimicas ideais a atividade da enzima
Buffer . Composto por: Tris-Cl, MgCl,, KCl ou (NH,),S0,
. Mg?* - Cofator da DNA polimerase

. Quantidades equimolares de dATP, dCTP, dTTP, dGTP

dNTP's . Formam as novas cadeias de DNA
. Oligonucledtidos que flangueiam a regido alvo
primers *  Sequéncia complementar a cadeia molde
. Local de partida para a DNA polimerase
. Dois primers: primer foward e primer reverse
DNA . Enzima termoestavel, isolada da bactéria Thermus aquaticus
. . Estende os primers na dire¢cdo 5= 3°
Polimerase

. Mais usada: Taq Polimerase

A PCR é composta por 3 etapas: desnaturacdo, hibridizacdo (annealing) e

extensdo (Figura 11) [46].

Desnaturagéao Annealing Extensdo
(90-98°C) (50-65°C) (72°C)
—_—> —_— —

Figura 11 — Etapas da PCR. Adaptado de [47].

A desnaturacdo corresponde a separacdo da cadeia dupla do DNA/cDNA molde
em duas cadeias simples, em que a temperatura varia entre 90-98°C. Segue-se a
hibridizacdo, onde os primers flanqueiam a regido de interesse nas cadeias simples, com
as temperaturas a variar entre 50-65°C conforme a temperatura de annealing dos
primers [46].

Por ultimo, na etapa de extensao, a DNA polimerase inicia a ligacdo dos dNTP’s a
cadeia, a uma temperatura de aproximadamente 72°C. A cada ciclo, o numero de cépias
do alvo duplica, pelo que o numero total de cépias pode ser definido pela exponencial

2", onde n corresponde ao numero de ciclos. Quando as novas cadeias estdo formadas,
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0 processo ocorre até que a concentragdo dos primers ou dNTP’s se torne limitante [43],
[45], [46]. No final da reacdo é esperada a existéncia de varias cdpias da regido alvo.
Numa reacdo de PCR, o design dos primers é de extrema importancia e deve ter
em conta caracteristicas como o tamanho, conteddo em GC, ndo complementaridade,
temperaturas de melting e annealing [48], [49]. O contelddo GC estd diretamente
relacionado com a temperatura de annealing (temperatura em que o primer se liga a
cadeia molde), pois quanto maior o conteudo em GC na sequéncia, maior serd a
temperatura de annealing. Assim, o conteldo GC deve ser semelhante, com um valor
percentual entre 40-60% [48]. A temperatura de melting (Tm) é a temperatura na qual
metade da cadeia se encontra na forma desnaturada. Deve estar entre 55-70°C e é

calculada a partir da férmula [46], [50]:

Tm (°C)=2(A+T) +4(C+G)

O uso de softwares, como por exemplo o Primer3 e Primer-BLAST, facilita a

escolha dos primers.

3.3.1. PCR Multiplex

A PCR Multiplex caracteriza-se pela amplificacao simultanea de varias sequéncias
alvo numa so reacdo através do uso de mais do que um par de primers [46], [51]. Ao
contrdrio da PCR convencional, esta permite a amplificacdo de varios fragmentos do
mesmo gene ou de varios genes em simultaneo, o que gera uma maior quantidade de
informagao numa sé reagao [50], [52].

A otimizacao de uma estratégia de PCR Multiplex pode ser desafiante, uma vez
gue tem de garantir que todos os pares amplificam as respetivas regides sem que haja
competicdao de amplificacdo, ndo sejam homélogos entre sim, tenham temperaturas de
melting semelhantes e geram fragmentos com tamanhos diferentes o suficiente para
gue seja possivel distingui-los [46]. Existem, no mercado, kits com especificacdes que

facilitam a amplificacdo de reacdes de PCR Multiplex.

No laboratério é utilizado o Multiplex PCR kit (QIAGEN) que contém agua, master
mix e Q Solution [53]. A master mix contém buffer, dNTP’s, MgCl, e uma DNA polimerase
(HotStarTaq DNA Polimerase) modificada da Taq Polimerase e que exige, no inicio da
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reagdo, um tempo de incubagdo maior (15 min). Isto evita a hibridizagdo inespecifica
dos primers e a formagdo de dimeros entre si, 0 que melhora a eficiéncia da reagao [53].
A Q Solution facilita a amplificacdo de amostras de DNA que tenham tendéncia a formar
estruturas secunddarias e que possuam um elevado conteudo de GC, o que, em
condi¢cbes normais, pode tornar dificil a amplificacdo das regides alvo [53].

A estratégia de PCR Multiplex é utilizada no laboratério, por exemplo, na
identificacdo dos principais tipos de transcritos do gene BCR::ABL1 e na pesquisa da

mutagdo JAK2 V617F.

3.3.2. PCR Allele Specific (ASO)

A estratégia de PCR especifico de alelo utiliza primers especificos para a(s)
variante(s) que se pretende identificar. Para além de ser especifico e dirigido, é bastante
sensivel, sendo uma vantagem na identificacdo de variantes somaticas num background
de células normais [54], com uma sensibilidade de 103/10.

O ASO-PCR é muitas vezes utilizado em estratégia multiplex, utilizando um primer
especifico para o nucleétido wild-type e outro para a mutagao pontual, em conjunto

com um primer comum, permitindo discriminacdo alélica numa so reacdo [50], [54].

No laboratério, esta estratégia é utilizada para pesquisa de mutac¢Ges pontuais,

nomeadamente JAK2 V617F, BRAF V600OE e BCR::ABL1 T315I.

3.3.3. PCR Nested

Em situagOes onde é necessario aumentar a sensibilidade da reagao, recorre-se
ao PCR Nested. A técnica envolve duas reacdes sequenciais, onde cada uma,
normalmente, utiliza um par de primers diferente [55].

A primeira reacdo é semelhante a PCR convencional, em que um par de primers
flanqueia uma regido alvo e amplifica-a. A segunda reacao utiliza como molde o produto
do primeiro PCR e, com o segundo par de primers, amplifica o fragmento de interesse
dentro da regido alvo. O segundo par de primers é, normalmente, mais interno em

relacdo ao primeiro, ou seja, vai amplificar uma sub-regido [50], [55].
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No laboratodrio, a estratégia de PCR Nested é utilizada na pesquisa de mutagdes
no dominio tirosina cinase do ABL1, identificacdo do gene de fusdo FIP1L1::PDGFRa e

para a avaliacdo de genes de fusdo em contexto de doenca residual minima.

3.3.4. Uso de controlos

Nas reacdes de PCR Multiplex, ASO-PCR e PCR Nested, sdo incorporados na
reagao controlos positivos e negativos.

O controlo positivo é usado, sobretudo, para excluir erros na preparacao da mix
da reacgao e garantir que a reagao amplificou corretamente o alvo. O controlo negativo
e o branco sdo utilizados para excluir falsos positivos, contaminacdo dos primers e dos
reagentes [50]. Estes controlos sdo, essencialmente, amostras em que ja é conhecido o

diagnodstico da variante em estudo.

3.4. Eletroforese em Gel de Agarose

A avaliacdo dos produtos de PCR é uma etapa necessdria em todas as reacoes,
uma vez que a partir dessa avaliagao é possivel dar um resultado ou prosseguir estudos
com a certeza de que a regido de interesse esta amplificada. Um dos métodos utilizados
para este fim é a eletroforese em gel de agarose [56].

A eletroforese em gel de agarose consiste na separacdo e identificacdo de
fragmentos de DNA/cDNA com base nos respetivos tamanhos. A agarose consiste num
polissacarideo que, apds ser dissolvida num tampao (TAE ou TBE), forma um conjunto
de cadeias poliméricas que funcionam como uma malha [50]. Com a aplicacdo de
corrente elétrica, os fragmentos migram ao longo de uma matriz de agarose e sao
separados de acordo com o seu tamanho [56], [57].

A escolha da concentracao de agarose é um fator importante, pois determina a
gama de resolucdo e porosidade do gel. Quanto maior a concentracdo de agarose,
menor serd o tamanho dos poros da malha (rede polimérica), o que dificulta a migracao

de fragmentos de maior comprimento, aumentando a resolucdo [50], [57].
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3.5. PCR em Tempo Real

O PCR em Tempo Real permite a quantificacdo relativa ou absoluta de um
DNA/cDNA alvo durante a fase exponencial da amplificacdo, ao contrdrio do que
acontece nos restantes PCRs. A cada ciclo em que ocorre amplificagdo, é emitida
fluorescéncia, seja através da utilizagcdo de corantes intercalantes de DNA, como o SYBR
Green, ou sondas de hidrodlise, por exemplo a TagMan [58], [59]. O SYBR Green é um dos
corantes mais utilizado que se liga a todo o DNA de cadeia dupla. Ao intercalar-se entre
pares de bases adjacentes durante a extensao dos primers, leva a emissao e dete¢ao de
fluorescéncia. Contudo, o uso destes corantes tem a desvantagem de ndo serem
especificos, sendo aconselhada a analise de uma curva de melting (HRM) [58], [60]. A
sonda TagMan corresponde a um oligonucleétido marcado com fluorescéncia na
extremidade 5 (reporter) e contém um supressor de fluorescéncia na extremidade 3’
(quencher). A sonda liga-se juntamente com os primers e, na fase de extensdo, a
atividade da DNA polimerase cliva a sonda, fazendo com que a emissao de fluorescéncia
do reporter ndo ocorra mais para o quencher e o sinal seja detetado pelo aparelho [59]-
[61].

A monitorizacdo da reacdo é feita através de uma curva sigmoide e contém 3

fases distintas: exponencial, linear e plateau (Figura 12).
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Numero de ciclos

Figura 12 - Curva caracteristica do PCR em Tempo Real
Quantitativo. Adaptado de [62].

O sinal de fluorescéncia capturado permite a monitorizacao da reacdao em tempo

real. O ciclo de amplificacdo na qual o sinal de fluorescéncia atinge o threshold é

23



denominado valor de C: (Cycle Threshold), que ¢ inversamente proporcional a
quantidade de sequéncia alvo presente na amostra [60], [63].

A eficiéncia da reacdo é obtida através de calibradores ou dilui¢des seriadas de
uma amostra, que formam uma reta de calibragdo em que o declive corresponde a
eficiéncia e deve estar entre 90-110% [58], [63].

A utilizagdo do PCR em tempo real permite uma quantificacdo relativa ou
absoluta de um determinado alvo na amostra.

A quantificacdo relativa compara a expressao do gene alvo de uma amostra com
um gene de referéncia. E um método de C: comparativo e os resultados s3o expressos
em ordem de grandeza [58], [60]. A expressao relativa é calculada através das seguintes

equacodes:
(1) AC: (amostra A) = C:(alvo A) - Ct(referéncia A)
(2) AC: (amostra B) = Ct(alvo B) - C:(referéncia B)

(3) AAC:= AC: (amostra A) — AC:(amostra B)

(4) Expressdo Relativa = 2-(8ACt)

No caso da quantificacdo absoluta, esta possibilita a determinacdo do nimero
exato de copias do gene/sequéncia alvo em estudo a partir de uma curva padrdo. A
curva é uma regressao linear conseguida através da amplificacdo de calibradores com
concentragdes conhecidas (Figura 13). O nimero de copias é calculado de acordo com

os valores da regressdo linear [59], [60].

30— -
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X = n° capias
104 — . ; o
4 5 6 7

N° copias Log10

Figura 13 — Representacdo da regressao linear. Adaptado de [61].
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Por ser uma técnica mais sensivel e especifica, é a técnica recomendada e
utilizada no laboratdrio para monitorizacdo da doencga residual minima [64],
nomeadamente para quantificacdo de transcritos do gene BCR::ABL1, NPM1,

PML::RARA, RUNX1::RUNX1T1 e CBFB::MYH11.

3.6. HRM (High Resolution Melting)

A metodologia de High Resolution Melting baseia-se nas caracteristicas de
dissociacdo do DNA de cadeia dupla com o aumento da temperatura. A temperatura de
melting (temperatura na qual metade da cadeia se encontra na forma desnaturada)
depende do conteddo em GC e da distribuicdo das bases no DNA [65]. Alteracdes
genéticas num segmento de DNA vao influenciar a sua dissociacdo e Tm, permitindo
distinguir perfis de dissociacao diferentes em relagdo a amostras controlo [66].

Esta metodologia requer a utilizacdo de agentes intercalantes da dupla cadeia de
DNA (SYBR Green, EvaGreen), sendo os produtos amplificados de tamanho ~100 pb.
Posteriormente, o produto de PCR é submetido a um aumento gradual de temperatura
com detecdo de fluorescéncia. Assim, a medida que a temperatura aumenta, a
fluorescéncia diminui até que deixe de existir DNA de cadeia dupla [65], [67]. Na analise
de dados é feita a comparacao dos perfis de melting das amostras desconhecidas com

amostras controlos (Figura 14).
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Figura 14 — Representacdo de curvas de melting. Adaptado de [68].

No laboratdrio, esta estratégia é utilizada para o screening de mutagdes no

dominio tirosina cinase do gene FLT3 (FLT3-TKD).
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3.7. Andlise de Fragmentos

A andlise de fragmentos ou Gene Scann combina a amplificacdo de fragmentos
de DNA/cDNA marcados com fluorescéncia com a separag¢do por eletroforese capilar.
Esta técnica tem uma ampla variedade de aplicacdes devido a sua capacidade de separar
fragmentos com alta resolucdo (1 base) e permite uma quantificacao relativa [69].

A técnica compreende 4 etapas: extracdo de DNA, amplificacdo por PCR,

eletroforese capilar e analise de dados (Figura 15).

Extracao PCR Eletroforese Capilar Analise de dados
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Figura 15 — Etapas da Analise de Fragmentos. Adaptado de [69].

Na etapa de PCR, um dos primers esta marcado com fluorescéncia, podendo ser
também utilizada uma estratégia multiplex com diferentes fluorocromos.
Posteriormente a amostra é submetida a uma eletroforese capilar, juntamente com um
marcador de peso molecular (adicionado a cada produto de PCR) e formamida. Os
fragmentos migram por ordem crescente de tamanho no capilar e passam por um laser

gue deteta fluorescéncia [69].

Esta técnica é utilizada na rotina do laboratério para pesquisa de mutagdes no
gene NPM1 e FLT3-ITD, bem como no estudo da hipermutacdo somatica da cadeia

pesada da imunoglobulina (IGHV para identificacdo de rearranjos clonais).

3.8. MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification)

MLPA é um método de PCR multiplex que, com um Unico par de primers
universal, amplifica um conjunto de sondas, em que cada uma deteta uma sequéncia
especifica de DNA. Esta técnica permite a detecdo simultanea de variacdo do nimero
de copias (CNVs) de até 50 sequéncias diferentes de DNA gendmico [70]-[72].

O procedimento de MLPA (Figura 16) contém uma mistura de sondas, em que
cada uma é constituida por duas hemi-sondas para regides alvo. Apresentam, na sua
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constituicdo, uma sequéncia universal para a ligagdo dos primers e uma sequéncia
stuffer que confere diferencas de tamanho, dando a cada sonda comprimentos Unicos

[71], [73].

Desnaturagdo e Hibridizagdo

l Ligagdo

\ / \ P

Analise de \

resultados [EEEVABERIN «—  Separacdode
fragmentos

Figura 16 — Procedimento do MLPA, dividido em cinco etapas: desnaturagdo e hibridiza¢do, ligacdo das
sondas, amplificagao, separa¢do dos fragmentos e analise de resultados. Adaptado de [74].

As hemi-sondas hibridizam com as sequéncias de DNA alvo imediatamente
adjacentes [70]. Apds a ligacdo das hemi-sondas, o numero de sondas ligadas
corresponde ao numero de sequéncias alvo na amostra [71]. Segue-se a amplificacdo e
somente as sondas ligadas anteriormente sdo amplificadas [73].

A separacgdo ocorre por eletroforese capilar, onde os fragmentos de cada sonda,
em conjunto com um marcador de peso molecular e formamida, sdo separados de
acordo com o tamanho, produzindo um eletroferograma especifico com um padrao de
picos [75], [76].

O software de andlise é o Coffalyser e, sendo o MLPA uma técnica semi-
guantitativa, a andlise é realizada pela comparacdao das amostras em estudo com
amostras controlo, indicando o nimero de cépias relativo da sequéncia de DNA alvo
[71], [73]. Outra representacao grafica dos resultados é a normalizacdo dos racios das
sondas das amostras em estudo em relacdo as amostras de referéncia [75].

Os kits de MLPA contém um controlo interno para a avaliacdo da qualidade do
processo. Esta avaliacdo fornece informacOes sobre a desnaturacdo e quantidade de

DNA e estd representada pelos fragmentos D e Q, respetivamente [71], [76]. Existem,
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também, fragmentos X e Y e um fragmento de referéncia, que é comparado com os

restantes fragmentos de controlo de qualidade [75], [76].

Em Hemato-Oncologia, o MLPA é utilizado como metodologia complementar ao
estudo de Sindromes de Faléncia Medular congénitos e na Leucemia Linfoblastica Aguda

(LLA) B.

3.9. Sequenciagdo de Sanger

A Sequenciagdo de Sanger (Figura 17) baseia-se no principio de replicacdo de
DNA e fornece informacGes relativamente a ordem das bases (adenina, guanina,
citosina, timina) numa sequéncia de DNA/cDNA. E utilizada na identificagdo e
caracterizacdo de variantes genéticas (substituicGes, insercées e pequenas delecdes),

através da comparacao da sequéncia lida com uma sequéncia de referéncia [77].
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we % e i
AL 2 >

) o \
‘tq‘% ° \
o

Figura 17 — Workflow da Sequenciacdo de Sanger. Adaptado de [78].

A sequenciacdo de uma regido alvo é conseguida através da incorporacdo na
reacdo de didesoxirribonucleotideos (ddNTP’s) que, ao contrarios dos dNTP’s, sdo
modificados de modo a ndo possuirem o grupo hidroxilo na posicdo 3°. Quando estes
sdo adicionados a sequéncia, a extensao da cadeia termina [79]. Outra caracteristica dos
ddNTP’s é que apresentam fluordforos de cores diferentes para cada nucleotideo [77].

A sequenciacdo de uma regiao de interesse requer um PCR convencional onde é
amplificada a regido a sequenciar. Apds visualizacdo em gel de agarose, o produto de
PCR é submetido a uma purificacdo dos produtos com uma enzima ExoSAP-IT
(ThermoFisher), de forma a eliminar todos os componentes da reacdo de PCR que

interfiram com a sequenciacao [80].

28



A PCR de sequencia¢do é uma reac¢do unidirecional, sendo apenas utilizado um
primer, ddNTP’s, dNTP’s e uma enzima [80].

Na eletroforese capilar, a detecdo de fluorescéncia ocorre devido a excita¢do dos
fluoréforos dos ddNTP’s. Em relagdo aos resultados, estes sdao apresentados, com a
ajuda de um software (por exemplo, Chromas), na forma de um eletroferograma [79],
[81].

Uma primeira abordagem na analise de dados é a visualizacdo geral das
sequéncias quanto a sua qualidade. Posto isto, as sequéncias sdao comparadas com as
respetivas sequéncias de referéncia. S3o utilizadas bases de dados como o Ensembl
genome browser e NCBI, que contém as sequéncias de referéncia, e programas de
alinhamento, como por exemplo o Clustal Omega [80].

Na presencga de uma variante, a mesma pode ser visualizada no eletroferograma
ou no alinhamento com a sequéncia de referéncia e a sua identificacdo passa pela
pesquisa da posicdo desta na sequéncia de referéncia, nomenclatura e classificacdo de
acordo com as guidelines da American College of Medical Genetics (ACMG) [82], [83].

E uma técnica de facil otimizacdo, porém, apresenta um limite de detecdo de 15-
20%, o que significa que, por vezes, mutagdes somaticas ou mosaicos podem nado ser
detetados. Em Hemato-Oncologia, por exemplo, se o clone de células malignas for muito
pequeno ou a variante apresentar uma frequéncia alélica menor que 15%, a
probabilidade de a detetar por Sequenciacdo de Sanger é baixa, optando-se por técnicas
mais sensiveis.

Ainda assim, é uma técnica muito utilizada no laboratério devido ao seu custo-
beneficio. Exemplos da sua aplicacdo é a pesquisa de mutacdes nos genes JAK2, CALR e

MPL.

3.10. NGS (Next Generation Sequencing)

Next Generation Sequencing, também denominada Sequenciacdo de Segunda
Geracdo, é uma técnica que permite a sequenciacdo de multiplos fragmentos em
simultdaneo numa sé corrida, tendo a capacidade de gerar milhdes de sequéncias (até

~400 pb) de DNA e RNA, atingindo um alto rendimento e sensibilidade [84], [85].
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Esta técnica, dependendo da capacidade do equipamento, permite sequenciar
todo o genoma (Whole Genome Sequencing), exoma (Whole Exome Sequencing) ou
genes alvo (Target Sequencing).

WGS corresponde a sequenciagdo de todo o genoma, o que inclui regides
codificantes e ndo codificantes, enquanto que o WES abrange apenas a regido
codificante (~23000 genes), que corresponde a 1-2% do genoma humano. Num exoma
clinico, é realizada a sequenciacdo de aproximadamente 6000 genes associados a
doengas, normalmente doengas raras [84], [86]. A abordagem por genes alvo (Target
Sequencing) é dirigida a um conjunto de genes associados a uma patologia,
frequentemente utilizada em laboratdérios de diagndstico. A utilizacdo de painéis de
genes permite aumentar a profundidade de leitura, possibilitando a detecdo de
variantes com frequéncias alélicas baixas [86], [87].

O workflow do NGS é constituido por 4 etapas: preparacao das bibliotecas,

amplificacdo clonal, sequenciacao e analise dos dados (Figura 18).

1. Preparacao das bibliotecas 2. Amplificacao Clonal
DNA/cDNA
l Fragmentagdo lPCR y '.
Fragmentos Amplicons |/ »
& °
Ligagdo Adaptadores r -- ¥ ‘ %
Adaptadores 3\_} \ @
Bibliotecas
3. Sequenciagao 4. Analise de dados
., Alinhamento . Interpretacdo J—f~
[Fasta] =™ [B8am | 7™ | ver

Figura 18 — Workflow do NGS. Adaptado de [88].

A principal caracteristica do processo de NGS, e que permite a sequenciacdo
simultadnea de varios fragmentos de diferentes amostras, é a utilizacdo de barcodes
moleculares, que se ligam nas extremidades dos amplicons durante a preparacdo das

bibliotecas e, ao terem sequéncias especificas, permitem a identificacdo das amostras
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individualmente [87], [89]. A ligacdo de adaptadores é igualmente importante para a
etapa de amplificagdo clonal.

A quimica de sequencia¢do na etapa de amplificacao clonal difere de acordo com
a tecnologia utilizada (Figura 19). Plataformas lon Torrent (ThermoFisher) utilizam PCR
de emulsdo, em que as bibliotecas sdo capturadas numa gota de dleo (micela) e em cada
micela ocorre a amplificagdo independente de uma biblioteca num micropoco.
Posteriormente, as micelas sdo carregadas num chip e, no passo de sequenciacao, a
incorporagdo das bases é detetada por mudangas de pH, em que por cada nucleotideo
adicionado a cadeia é libertada uma molécula de H* [85], [89].

Outra plataforma comumente utilizada é a /llumina. Esta apresenta uma
abordagem de bridge PCR, em que as extremidades dos amplicons ligam-se a
adaptadores fixos na superficie sélida da célula de fluxo, seguindo-se a amplificacdo e a
formacdao de clusters. Na sequenciacdo, a adicdo de ddNTP’s marcados com

fluorescéncia faz com que estes libertem um sinal que é detetado pelo aparelho [85],

[89].
( X \
s library i, ., B /NN oV NXOODOUX
Plataformas lon Torrent ¢ DUAE— 8 - Ed Y+ mmd —_— 0000
- I ¥ ]
(PCR de emulsao) beaq CRMix
kMiceIa de dleo Desnaturagao Extensao Repeti¢do do processo )

7

Plataformas lllumina | n n [m ll I l
(Bridge PCR) I I — —_

Superficie da célula

Qe fluxo

Ligagdo Amplificagdo Repeti¢do do processo

Figura 19 — Quimica de sequenciag¢do nas plataformas lon Torrent e lllumina. Adaptado de [90].

Posteriormente a sequencia¢do ocorre a analise bioinformatica dos dados, que
se divide em andlise primaria, andlise secunddria e andlise terciaria.

A analise primaria é realizada pelo software do instrumento de sequenciacao,
gue gera um ficheiro FASTQ com as sequéncias de leitura e os scores de qualidade. Ja a
analise secundaria inclui um ficheiro BAM com os resultados do alinhamento das

sequéncias com a respetiva sequéncia de referéncia e a call das variantes. Por fim, numa
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ultima analise, é realizada a anotagdo e interpretacdao das variantes, seguindo as

guidelines da ACMG [83], [89].

No laboratdrio da UFHM, os estudos moleculares por NGS sdo realizados por

painéis de genes direcionados, utilizando a tecnologia lon Torrent (ThermoFisher).
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4. Algoritmos de estudo em Hemato-Oncologia
4.1. Neoplasias Mieloproliferativas

4.1.1. Leucemia Mieléide Crénica (LMC)

Para o estudo molecular da LMC é essencial a pesquisa de transcritos do gene
BCR::ABL1 ao diagndstico. Sendo um gene de fusdo, o estudo é realizado em cDNA apds
a extracdo de RNA e RT-PCR. Posteriormente é realizado um PCR multiplex para a
amplificacdo dos transcritos mais frequentes —e13a2, el4a2, ela2, juntamente com um
fragmento de controlo interno (Figura 20). No laboratdrio sao realizadas, em média, 260

pesquisas de transcritos BCR::ABL1 por ano.

BCR
all
ABL ]
T :: zz all
bi3a2 (I [T T T TTT 1
BCR-C B2B | CA3-
p210 > > 310 bp <
BCR-ABL B .
. 8§ 8 << all
b14a2 ot o o ]
BCR-C B2B . CA3-
> 385 bp <
[ q2 all
p190 .
BCR-ABL 1 B T ]

BCR-C CA3-
> 481bp <

Figura 20 — Desenho da reag¢dao de PCR multiplex para pesquisa de transcritos
BCR::ABL1. Os primers foward (laranja) e os primers reverse (verde) amplificam
o gene BCR para a banda controlo e os transcritos BCR::ABL1. Adaptado de [91].

O resultado é visualizado em gel de agarose (2%), juntamente com amostras

controlo, e na presenca de translocacdo é possivel identificar o transcrito pelo tamanho

do fragmento (Figura 21).

33



7485 7488 7489 7491 7494 749 e13a2 el4a2 ela2 B

Controlo
interno

Figura 21 - Visualizagdo do PCR multiplex para pesquisa de transcritos BCR::ABL1.

A identificacdo do tipo de transcrito é essencial para posterior monitorizagao do
tratamento com inibidores (TKIs). A monitoriza¢ao dos transcritos BCR::ABL1 é realizada
por PCR em Tempo Real Quantitativo, de acordo com as recomendacdes da EAC [92] e
os critérios da ELN 2020 [11]. S3o realizadas no laboratorio, em média, 850

monitorizagdes dos transcritos BCR::ABL1 por ano.

Para a quantificacdo dos transcritos BCR::ABL1 por PCR em Tempo Real
Quantitativo sdao utilizadas reagdes diferentes consoante o tipo de transcrito. Além

disso, é realizada, em paralelo, a reacdo para o gene controlo ABL1 (Figura 22).

BCR::ABL1 p210 BCR::ABL1 p190
el4a2 $ 11 | 12 [ 13 Jwa] 2 | 3 [ 42 BCR (22q11) ABL (9934)
3015 309131963270227 401 697 ela2 2 L |2 ¥ - ¥ LIS
el3a2gn | 2 [w}—| 2 ] 3 [ 1767 227 401 697
I 1 3'195 I 1 T ENFa02 P> [l <@= ENRS61

ENPS41
ENFS01eD> [ <= EenRset
ENPS541

Legenda: ENF501 — Primer foward (M-
ABL (9q34) BCR); ENF402 — Primer foward (m-BCR);
: { - I = I - ENRS561 — Primer reverse; ENP541 — Sonda
01 FAM-TAMRA; ENF1003 — Primer foward
evriosup [ @ evaross ) . (ABL1); ENR1063 — Primer reverse (ABL1);

G 100tp ENPr1043 —Sonda FAM-TAMRA

Figura 22 — Representacdo dos primers e sonda para a reagdo de PCR em Tempo Real Quantitativo do
BCR::ABL1. Adaptado de [92], [93].

Sendo um PCR quantitativo é essencial a utilizacdo de calibradores (ipsogen
Standards — QIAGEN) para o gene ABL1 (10°, 10°, 10* e 10° cépias) e do transcrito
BCR::ABL1 (10°, 10°, 103, 10? e 10! cdpias), gerando curvas padrdo com base em
guantidades conhecidas.

Para cada amostra sdo efetuadas rea¢cdes em duplicado para o ABL1 e em
triplicado para o BCR::ABL1 (Figura 23).
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Figura 23 — Exemplo do desenho da placa para a monitorizagdo do
transcrito p210.

A partir das médias de C: do BCR::ABL1 e ABL1 é calculada, para cada amostra, o
numero de cépias a partir da respetiva reta de calibragdo. Os resultados sdo dados em

percentagem de acordo com:

N° cépias BCR::ABL1 / N° cépias ABL1 x IS* X 100

*|S — o valor da escala internacional é especifico de cada laboratério

Abaixo estdo apresentados 2 casos de monitorizacao da doenca residual minima
(Tabela VI) em que, de acordo com os critérios estabelecidos pela ELN 2020 [11], os
doentes ndo mantiveram uma resposta molecular étima para os time-points
estabelecidos. Nestas situacdes, é efetuada a pesquisa de muta¢des no dominio tirosina

cinase do gene ABL1 (BCR::ABL1 KD) antes da alteragdo do inibidor.

Tabela VI - Exemplos da monitorizagdo da doenga residual minima na LMC.

3 Meses 7.60 Otima
Caso 1 6 Meses 1.15 Otima/Alerta

12 Meses 2.32 Falha

3 Meses 14.9 Alerta
Caso 2 6 Meses 0.94 Otima

12 Meses 1.15 Alerta

IS — International Scale; ELN — European Leukemia Net
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A pesquisa de mutagdes BCR::ABL1 KD é efetuada em cDNA, sendo utilizada uma
estratégia de PCR Nested (Figura 24). A primeira reagdo tem como objetivo amplificar o
transcrito BCR::ABL1, com um primer a 5" no gene BCR e outro a 3’ no gene ABL1, e a

segunda rea¢dao amplifica apenas o dominio tirosina cinase do gene ABL1.

BCR ABL1

— ' ! -

Figura 24 - Representacdo da localizagdo dos primers
utilizados no PCR Nested. Os primers externos (setas
verdes) sdo colocados nos genes BCR e ABL1 do gene de
fusdo e os primers internos (setas vermelhas) amplificam
o dominio tirosina cinase do gene ABL1. Adaptado de [94].

Os produtos de PCR sdo visualizados em gel de agarose (2%) para posterior
Sequenciac¢do de Sanger. O produto de PCR é submetido a uma purificagdo com a enzima
ExoSAP-IT (ThermoFisher) e sdo realizadas duas reacdes de sequenciacdo utilizando o
BigDye™ Terminator v1.1 Sequencing Kit (ThermoFisher), de modo a cobrir todo o
dominio tirosina cinase. Apds a sequenciacao, as sequéncias sdo analisadas no Chromas
e alinhadas com a sequéncia de referéncia em cDNA do gene ABL1.

Na Figura 25 estdo representados parte dos eletroferogramas dos casos 1 e 2

(Tabela VI), em que no caso 2 foi identificada a mutacdo BCR::ABL1 T315I (c.944C>T,
p.Thr315lle).

A. B.

— -

|
—n

(7] |

l A | “

' : ’I"l |‘ | ] \“ ' \ |
AL A i ARSI Aol s
IH\ H\ |“ | ,‘I‘ (i Al | | | \Hll | | |
OOV VAN L v VWAV VAL

Figura 25 - Eletroferogramas da Sequencia¢do de Sanger para pesquisa de mutag¢des BCR::ABL1
KD. (A) Caso 1 sem mutacgao; (B) Caso 2 com a mutacgdo BCR::ABL1 T315l.

Estdo descritas mais de 80 mutacGes BCR::ABL1 que conferem diferentes graus

de resisténcia aos inibidores (Figura 26), sendo que a mutacdo BCR::ABL1 T315I, em
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particular, confere resisténcia a todos os TKIs com a exce¢ao do Ponatinib. Por este
motivo, e sendo a mutacdo mais “agressiva”’, é realizada, em paralelo com a
Sequenciacdo de Sanger, uma estratégia de ASO-PCR para a detecdo da mutacao
pontual BCR::ABL1 T315l. Esta estratégia permite uma dete¢dao mais precoce da
mutacdo, uma vez que apresenta maior sensibilidade em comparacdo com
Sequencia¢ao de Sanger. Um exemplo desta situagdo é o caso 1, onde por ASO-PCR foi
identificada a mutacdo BCR::ABL1 T315| (Figura 27), tendo sido negativa na

Sequencia¢do de Sanger (Figura 25A).

IC50-fold increase (WT = 1)

Imatinib Bosutinib Dasatinib Nilotinib Ponatinib

Parental 10.8 38.3 568.3 38.4 570.0
WT 1 1 1
P-loop M244V
L248R
L248v
G250E
Q252H
Y253F
Y253H
E255K
E255V
C-helix D276G
E279K
E292L
V299L
T315A

ATP binding region

SH2-contact
Substrate binding region

A-loop

C-terminal lobe
Sensitive
Moderately resistant

Resistant 4.1-10
Highly resistant

Figura 26 — Atividade dos inibidores TKI contra muta¢bes BCR::ABL1 KD. Adaptado de
[95].

CASO 1 CASO 2 CNEG CPOS

Legenda:

CNEG - controlo negativo
CPOS - controlo positivo

B —branco

Figura 27 - Resultados do ASO-PCR para a mutagdo
BCR::ABL1 T315I.

Em ambos os casos foi identificada a mutacdo BCR::ABL1 T351l, pelo que foi

recomendada a mudanca da terapéutica para o inibidor Ponatinib.
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4.1.2. Policitémia Vera, Trombocitémia Essencial e Mielofibrose Primaria

O diagndstico molecular das neoplasias mieloproliferativas Ph-negativa é
realizado em DNA de sangue periférico ou medula dssea. E utilizado um algoritmo de
estudo para a identificacdo das alteracdes genéticas que tem em conta a suspeita do
diagnodstico e as mutagdes mais frequentes (Figura 28). Anualmente, sdo estudadas, em

média, 1270 amostras para diagndstico molecular destas neoplasias.

e e /A K2 V617F

Suspeita de MF

Suspeita de PV

Suspeita de TE

JAKZ Exéo 12
(49%)

Figura 28 — Algoritmo de estudo das neoplasias mieloproliferativas Ph-negativas.

A mutacdo JAK2 V617F (c.1849G>T, p.Val617Phe) é a mais frequente nestas
neoplasias, sendo realizada em todos os doentes por ASO-PCR multiplex. A reacdo esta
desenhada para que ambos os alelos (alelo wild-type e alelo com mutag¢do) amplifiquem

na mesma reacao (Figura 29).

Intréo 13 Exao 14 E Intrdo 14
IR i) Legenda:
| g a:
G0 FO — primer forward
Rmt RO — primer reverse

Fwt — primer forward
(alelo wild-type)

Rmt — primer reverse
Banda controlo: 463 pb (alelo mutado)

Banda alelo normal: 229 pb

Banda alelo mutado:279 pb

Figura 29 — Desenho da reagdo ASO-PCR multiplex para
a mutagao JAK2 V617F.
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Os resultados sdo visualizados em eletroforese em gel de agarose (2%). Amostras
positivas para a mutacdo JAK2 V617F tém duas bandas, a de menor tamanho

corresponde ao alelo wild-type e a mais pesada ao alelo com a mutacdo (Figura 30). A

z

banda de controlo interno da reacao deve estar presente em todas as amostras. E
utilizado um controlo positivo (com frequéncia alélica de 1%) e negativo para a mutacao

JAK2 V617F.

Legenda:

<+—— Controlo interno
1534 0758 6463 9678 9934 0761 0764 0768 CNEG <—— Mutacio
—“" D WD G G e Ty Ty W & Wild-type
CNEG - controlo negativo
= == CPOS - controlo positivo
B —branco

Figura 30 — ASO-PCR multiplex para pesquisa da mutagdo JAK2 V617F.

O resultado é dado como nao detetado ou positivo. Nos casos em que na regiao
da banda do alelo mutado parece existir uma amplificacdo de baixa intensidade,
recorre-se ao PCR em Tempo Real para a confirmacao do resultado. Em alguns doentes
com mutacao JAK2 V617F é monitorizada a frequéncia alélica por PCR em Tempo Real.

Para a quantificacdo da mutacdo JAK2 V617F sdo realizadas duas reacdes em
separado: uma para o alelo wild-type e outra para o alelo mutado. Os constituintes das
reacdes encontram-se na Tabela VIl e para cada amostra e controlos (positivo e

negativo) sdo efetuadas rea¢ées em duplicado (Figura 31).

Tabela VII - Constituintes das reagdes.

Constituintes s o7 ¢ 9w ow ow

- Mo Y423 UdcH 41

Master Mix
| 46 2000 2% 463
= 3| 2wt
HZO ‘Vr:_-_.g» —B-

Primer foward i j

|%64s _ [Yaeal _ Jaged] [swail]
Primer reverse (wt ou mut) 6| e Nﬁ ot
Sonda FAM-TAMRA 3, L
Amostra de DNA e " \ \
wt — wild-type; mut — mutado Figura 31 — Exemplo do desenho da placa para a

quantificagdo da mutac¢do JAK2 V617F.

A quantificacdo é baseada no método do 2*AAC: e os resultados sdo dados em

percentagem de acordo com:
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N° copias alelo mutado / (N° cépias alelo wild-type + N° copias alelo mutado) X 100

Resultados com um valor superior a 1% sao dados como positivos, o que é
sugestivo de uma neoplasia mieloproliferativa. No entanto, é necessaria a correlacao

com outros dados clinico-laboratoriais para o diagndstico diferencial de PV, TE ou MF.

Nas amostras em que ndo foi detetada a mutagao JAK2 V617F, e de acordo com
a informacao clinica, sdo pesquisadas mutacdes no JAK2 (Exdo 12), CALR (Exao 9) e MPL
(Exdao 10) conforme o algoritmo de estudo da Figura 28. A estratégia utilizada no
laboratério para a pesquisa destas mutacdes é a Sequenciacdo de Sanger, uma vez que
as mutag¢des podem ocorrer em diferentes posi¢des e, na sua maioria, sdao do tipo
insercdes e delegbes, a excecao do MPL (Figura 32). Uma vez que se trata de mutagdes
somaticas clonais, é essencial ter uma sequéncia limpa de background.
Excecionalmente, poderdo ocorrer mutagbes de baixa frequéncia alélica que ndo sao

detetadas por Sequenciacdo de Sanger e sdo posteriormente identificadas por NGS.

am
.

am
.
"

@l

Figura 32 — Exemplos de mutag¢des no JAK2 (Exao 12), CALR (Exdo 9) e MPL (Exdo 10).

(A) NM_004972.4(JAK2):c.1624_1629del, p.Asn542_Glu543del;

(B) NM_004343.4(CALR):c.1099_1150del, p.Leu367Thrfs*46 — mutacgdo CALR Tipo 1;

(C) NM_004343.4(CALR):c.1154_1155insTTGTC, p.Lys385Asnfs*47 — mutacgdo CALR Tipo 2;
(D) NM_005373.3(MPL):c.1544G>T, p.Trp515Leu;

(E) NM_005373.3(MPL):c.1543T>C, p.Trp515Arg.
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As mutacdes no gene CALR, em neoplasias mieloproliferativas, tém a

particularidade de alterar o dominio C-terminal da proteina mutante, tornando-o mais

longo. Consoante a proteina mutante mantém determinados dominios, as mutagdes sao

classificadas em mutag¢des CALR Tipo 1, Tipo 2 ou Outro tipo (Figura 33).
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aa change Protein

E364G+L367fs*46 ARERKQOMKDKJDEGJRTRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMS PARP! REA GWTEA-

E364fs*55 EKQMKDKYDEDAKRRRRORTRRMMRTKI TRRKI 'ARPR' REACLOGWTEA-

Q365£fs5*50 EKOMKDKYDEEHRORTRRMMRT RTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLOGWTEA-

L367£s*46 EKOMKDKPDEE(JRTRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMS PARPRTSCREACLOGWTEA -

L3e7£s*48 EKOMKDKPDEE(JRORTRRMMRT. RTRRKMRRKMS PARPRTSCREACLOGWTEA-

L367£s*52 AREKOMKDKPDEE(RORRRORTRRMMRTKI TRRKI SPARPRTSCREACLOGWTEA-

K368£s*45 EKOMKDKPDEE(JRLRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMS PARPR'

K368fs*51 EKOMKDEPDEE(JRL.ORRORTRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKM.

K368fs*51 EKQMKDK@DEE (JRLRRROQRTRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKM

E369fs*44 EKQMKDK$DEE(RL.KRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMS PARPR!

E369fs*50 EKOMKDKPDEE(JRLKRRORTRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKM.

E369fs*50 EKOMKDKPDEE(JRLKRROWTRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMS

K368fs*51 AAEKQMKDKEDEE]ELRRRERIRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPR SCREACLOGWTEA-

E371fs*47 AREKOMKDKPDEEQRLKEERT. TKMRMRRMRRTRRKMRRKMS PARPRTSCREACLOGWTEA-

E372fs*48 EKOMKDKPDEEQRLKEEEQRFRRMMRT: RTRRKMRRKMS PARPRTSCREACLOGWTEA-

D373fs*47 EKQMKDK)DEEQRLKEEEER'RRMMRT:

D373fs*47 AAEKOMKDKPDEEQRLKEEEEKJRRMMRT! RTRRKMRRKMS PARPRTSCREACLQGWTEA-

D373£s*50 EKOMKDKPDEEQRLKEEEEA FKRTRRMMRTKMRMRRMRRT] SPARPRT ACLOGWTEA-

D373£s*51 EKOMKDKPDEEQRLKEEEEGRRORTRRMMRTKI RTRRK SPARPR! REACLOGWTEA-

K374fs*55 AAEKQMKDKPDEEQRLKEEEEDJIAKRRRRORTRRMMRT! RTRRK PARPRTSCREACLQGWTEA-

K375€fs*55 EKQMKDKPDEE(QRLKEEEEDKNAKRRRRORTRRMMR! TRRKMRRKMSPARPRTSCREACLQGWTEA-

E371D+K375fs*49 AREKQMKDK{PDEEQRLKEEDEDKRORTRRMMRTKI RTRRK] SPARPRTSCREACLOGWTER-

E378fs*45 AREKOMKDKPDEEQRLKEEEEDKKRKRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMS PARPRTSCREACLOGWTEA-

E381fs*49 AREKOMKDK[DEED 0y

E383fs*48 EKQOMKDKPDEEQRLKEEEEDKKRKEEEEADH

K385fs*46 ERKOMKDKPDEEORLKEEEEDKKRK] ED

K385£fs*47 EKQMKDKPDEEQRLKEEEEDKKRK EDNC: 0

K385£fs%47 EKQMKDKPDEE ORLKEEEEDKKRKEEEEAEOMCRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMS PARPRTSCREACLOGWTEA-

E386fs*46 EKOMKDKPDEEQRLKEEEEDKKRK] EDKCRRMMRTKMRMRRMRRTRREKMRRKMS PARPRTSCREACLOGWTEA -

K385£fs%47 EKOMKDKPDEEQRLKEEEEDKKRKEEEEAEQTCRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMS PARPRTSCREACLOGWTEA -

K385fs*47 AREKOMKDKPDEEQRLKEEEEDKKRK! ENI CRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMS PARPRTSCREACLQGWTEA -

E386fs*46 AREKOMKDKPDEEORLKEEEEDKKRKEEEEAEOKCRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRREMS PARPRTSCREACLOGWTEA - _
AAEKQMKDK!EEEQRLKEEEEDKKRKEEEEAEEKEDDEDKDEDEEDEEDKEEDEEEDVPGQAKDEL

Wildtype sequence

Negatively charged amino acid stretches

Figura 33 — Tipo de mutagdes no gene CALR. Retirado de [96].

Type 1-like mutations
(stretch Il and Il
deleted)

Other types
(stretch Il deleted)

Type 2-like mutations
(stretch I, Il and Il
maintained)

Perante uma mutacdo no gene CALR, e com recurso ao software Mutalyzer, para

além de confirmar a nomenclatura, é determinada a sequéncia aminoacidica, de modo

a classificar o tipo de mutac¢do. Na Figura 34 estdo representados exemplos de mutacgdes

CALR com a respetiva proteina mutante.

NM_604343.4(NP_004334.1):p. (Leu367Thrfs*46)

AFFECTED PROTEIN PREDICTED SEQUENCE

MLLSVPLLLGLLGLAVAEPAVYFKEQF LDGDGWTSRWIESKHKSDFGKFVLSSGKFYGDEEKDKGLQTSQDARFYALSASFEPFSNKGQTL
VVQF TVKHEQNIDCGGGYVKLFPNSLDQTDMHGDSEYNIMFGPDICGPGTKKVHVIFNYKGKNVLINKDIRCKDDEF THLYTLIVRPONTY
EVKIDNSQVESGSLEDDWOFLPPKKIKDPDASKPEDWDERAKIDDPTDSKPEDWOKPEHIPDPDAKKPEDWDEEMDGEWEPPVIQNPEYKG
EWKPRQIDNPDYKGTWIHPEIDNPEYSPDPSIYAYDNFGVLGLDLWQVKSGTIFONFLITNDEAYAEEFGNE TWGVTKAAEKQMKDKQDEE
QRTRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLQGWTEA*®

NM_004343.4(NP_004334.1):p.(Lys385Asnfs*47)

AFFECTED PROTEIN PREDICTED SEQUENCE

MLLSVPLLLGLLGLAVAEPAVYFKEQFLDGDGWTSRWIESKHKSDFGKFVLSSGKFYGDEEKDKGLQTSQDARFYALSASFEPFSNKGQTL

VVQF TVKHEQNIDCGGGYVKLFPNSLDQTDMHGDSEYNIMFGPDICGPGTKKVHVIFNYKGKNVLINKDIRCKDDEF THLYTLIVRPDNTY

EVKIDNSQVESGSLEDDWDF LPPKKIKDPDASKPEDWDERAKIDDPTDSKPEDWDKPEHIPDPDAKKPEDWDEEMDGEWEPPVIQNPEYKG

EWKPRQIDNPDYKGTWIHPEIDNPEYSPDPSIYAYDNFGVLGLOLWQUKSGTIFDNFLITNDEAYAEEF GNETWGVTKAAEKQHKDK
QRLKEEEEDKKREEEEAEDNCRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLQGHTEA®

Figura 34 — Exemplos de mutag¢des CALR Tipo 1 e Tipo 2.
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Em doentes com Mielofibrose Primdria, a caracterizagdo molecular vai além da
identificacdo da mutacdo driver (JAK2, CALR, MPL), uma vez que mutagdes adicionais
nos genes ASXL1, SRSF2, EZH2, IDH1, IDH2, U2AF1 e TP53 sao integradas em scores
moleculares com impacto progndstico e decisdo terapéutica. A avaliagdo destas

mutacdes é efetuada por NGS com o Painel Mieldide.

4.2. LMA - Pesquisa de mutagdes nos genes NPM1 e FLT3 (ITD e TKD)

No laboratério, o diagndstico molecular de uma LMA inicia-se com a pesquisa de
mutagdes nos genes NPM1 e FLT3 em DNA.

As mutagdes no gene NPM1 s3o inser¢des de 4 pares de bases, sendo a mais
frequente a insercdo TCTG (Tipo A), seguida da insercdo CATG (Tipo B) e da insercdao
CCTG (Tipo D) (Figura 35). O conhecimento do tipo de inser¢dao é fundamental para
definir a reacdo de PCR em Tempo Real Quantitativo para posterior avaliagdao da doenca

residual minima.

Type
A GCTATTCRAGATCTCTG
B GCTATTCAAGATCTCTG C
D  GCTATTCAAGATCTCTG CI

G GCAGTGGAGGAAGTCTCTTTAAGARAMTAG
G GCAGTGGAGGAAGTCTCTTTAAGARAATAG
G GCAGTGGAGGAAGTCTCTTTAAGARAATAG

GCTATTCAAGATCTCTG GCAGTGGAGGAAGTCTCTTTAAGARARTAG
GCTATTCRAGATCTCTG TATG GCAGTGGAGGAAGTCTCTTTAAGARARTAG
GCTATTCAAGATCTCTG GCAGTGGAGGAAGTCTCTTTAAGARANTAG
GCTATTCAAGATCTCTG GCAGTGGAGGAAGTCTCTTTAAGARAATAG
GCTATTCAAGATCTCTG TAAGC GCAGTGGAGGAAGTCTCTTTAAGARARTAG

Figura 35 — Exemplos de inser¢des identificadas no gene NPM1.
Adaptado de [97].

As mutacdes no gene FLT3 podem ser duplicagdes internas em tandem (FLT3-
ITD), mais frequentes, ou muta¢bes pontuais no dominio tirosina cinase (FLT3-TKD).
Estas mutagdes constituem um alvo terapéutico com inibidores FLT3. Adicionalmente,
a mutacdo FLT3-ITD é também considerada para a estratificacdo de risco da ELN AML
2022 [25].

A pesquisa de mutacbes no gene NPM1 e FLT3-ITD é realizada por PCR/Andlise

de fragmentos e o screening de mutacdes FLT3-TKD por HRM. Os resultados do FLT3
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(ITD e TKD) deverdo estar disponiveis até 48-72h apds o diagndstico, uma vez que é

critério para introdugdo de inibidores FLT3 ao esquema de quimioterapia.

LMA-CASO 3 e LMA-CASO 4: Pesquisa de mutagdes nos genes NPM1 e FLT3 (FLT3-ITD e
FLT3-TKD)

Quando ddo entrada no laboratério amostras com diagndstico de LMA, é
imediatamente extraido o DNA e realiza-se, em simultaneo, a pesquisa de mutag¢des nos
genes NPM1 e FLT3-ITD por PCR/Anélise de fragmentos, com o primer foward marcado
com fluorescéncia. A eletroforese capilar é realizada no ABI 3130 Genetic Analyzer ou
no SeqStudio Genetic Analyzer na presenca de marcador de peso molecular (GeneScan™
500 LIZ™ Size Standard — ThermoFisher) e formamida e os resultados analisados no

GeneMapper (Figura 36).
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; Pico Tamanho
(pb)
Caso 4 1 199 8
Lkl Caso 3
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Figura 36 — Resultados da andlise de fragmentos para pesquisa de mutag¢Ges no gene NPM1 (A) e FLT3-
ITD (B) nos casos 3 e 4, em conjunto com dois controlos (CPos — controlo positivo; CNeg — controlo
negativo).

Os resultados da andlise de fragmentos permitiram identificar no caso 3 uma
insercao de 4 pares de bases no NPM1 (Figura 36A) e a pesquisa de mutagées FLT3-ITD
revelou uma insercdo de 63 pares de bases (Figura 36B). O caso 4 foi negativo para as
mutagdes NPM1 e FLT3-ITD.

Posteriormente, no caso 3, a mutacao NPM1 foi caracterizada por Sequenciagao
de Sanger de modo a determinar o tipo de insercdo para a avaliacdo da doenca residual
minima por PCR em Tempo Real Quantitativo. Neste caso foi identificada a mutacao

NPM1 c.863_864insCCTG, p.Trp288fs, denominada mutacdo do Tipo D (Figura 37).

Figura 37 — Eletroferograma da Sequenciacdo de Sanger do caso 3. Foi
identificada a mutagdo NM_002520.7(NPM1):c.863_864insCCTG, p.Trp288fs,
denominada mutagdo do Tipo D.
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Paralelamente é também realizado o screening de mutagdes FLT3-TKD por HRM,

em que sao incluidos 3 controlos negativos e 1 controlo positivo (Figura 38).

Tempsn.tnmes B s

[e——r—

Figura 38 — Resultados do screening de mutagdes no dominio tirosina cinase do gene FLT3. As curvas
vermelhas correspondem aos controlos negativos e na curva verde esta o controlo positivo. A amostra do
caso 3 tem um perfil de melting sobreponivel aos controlos negativos, enquanto que a amostra do caso
4 tem um perfil diferente e sobreponivel ao controlo positivo.

Através da comparacdo do perfil de melting observou-se que, no caso 4, o perfil
de melting é diferente dos controlos negativos, o que é indicativo da presenca de uma
mutagdo FLT3-TKD. O resultado do HRM foi negativo para FLT3-TKD no caso 3.

No caso 4, a mutacdo FLT3-TKD foi caracterizada por Sequenciacdo de Sanger,

que revelou a presenca da mutacdo pontual FLT3 c.2503G>T, p.Asp835Tyr (Figura 39).

AT TGGC T CGAK ATAT CA TG AG T

Figura 39 — Eletroferograma da Sequencia¢cdo de Sanger do
caso 4. Foi identificada a mutagdo pontual NM_004119.3(FLT3):
€.2503G>T, p.Asp835Tyr.
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Resultados LMA-CASO 3: NPM1 positivo e FLT3-ITD positivo

No caso 3, a identificacdo da mutagcdo NPM1 permitiu a classificacdo da LMA de
acordo com os critérios da WHO 2022 [3], em LMA com mutagdao NPM1 (Tipo D). A
presenca de mutacdo FLT3-ITD confere um alvo terapéutico para inibidor FLT3 e
estratifica este doente em risco intermédio de acordo com a ELN AML 2022 [25]. Nas
LMAs-NPM1 esta recomendada a monitorizacdo da doenca residual minima por PCR em

Tempo Real Quantitativo.

Resultados LMA-CASO 4: NPM1 negativo e FLT3-TKD positivo

O caso 4 foi negativo para as mutacdes NPM1 e FLT3-ITD, tendo sido identificada,
por HRM, uma mutacdo FLT3-TKD que constitui um alvo terapéutico para inibidores
FLT3, posteriormente caracterizada por Sequenciacdo de Sanger (FLT3 c.2503G>T,
p.Asp835Tyr).

Para a classificagdo da LMA do caso 4 foi necessdria a pesquisa de
translocagBes/rearranjos por cariétipo, FISH e/ou biologia molecular e de mutag&es por
painel de NGS Mieldide.

Em ambos os casos, é necessario o estudo por painel de NGS Mieldide para
complementar o estudo genético recomendado na estratificagcao de risco da ELN AML

2022 [25].

4.3. Aplicagbes MLPA

No laboratdrio, o MLPA é utilizado como metodologia complementar ao estudo
de Sindromes de Faléncia Medular congénitos e na Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA)
B da crianca para estratificacdo de risco. A aplicacdo do MLPA na LLA-B ou noutras
leucemias requer uma infiltracao por células leucémicas >35%.

Sao utilizadas as Probemix SALSA MLPA Probemix P437 Familiar MDS-AML e
SALSA MLPA Probemix P335 ALL-IKZF1, comercializadas pela MRC Holland e os
procedimentos realizados de acordo com as instrucdes do fornecedor. Adicionalmente
as amostras em estudo sdo incluidas 3 amostras controlo.

Os resultados do MLPA s3o analisados no Coffalyser (Figura 40). Em relagdo ao

eletroferograma, a presenga de uma CNV é visualizada por diferengas na altura dos picos
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e, no caso da normalizagdo dos racios, o valor destes poderd revelar CNVs em

heterozigotia ou homozigotia.

COFFALYSER
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Figura 40 — Exemplo da representa¢do dos resultados do MLPA para o SALSA MLPA Probemix P437
Familiar MDS-AML no Coffalyser.

Anualmente, em média, sdo estudadas 30 amostras para o SALSA MLPA Probemix

P437 Familiar MDS-AML e 10 amostras do SALSA MLPA Probemix P335 ALL-IKZF1.

4.4. Aplicagcbes NGS

A abordagem por painel de genes de NGS permite, num sé estudo, uma
caracterizagdo genética mais completa e menos morosa quando comparada com uma
abordagem sequencial gene a gene.

A UFHM utiliza a quimica AmpliSeq e dispde de um equipamento de NGS ION S5
(ThermoFisher). No sector de Hemato-Oncologia sdao utilizados 2 painéis de genes
customizados — Painel Mieldide e Painel de Sindromes de Faléncia Medular (Tabela VIII)
e 2 painéis comerciais para o gene TP53 e para o estudo da hipermutag¢ao somatica da
cadeia pesada da imunoglobulina (IGHV).

Para a visualizacdo e anotacdo de variantes sdo utilizados os softwares IGV e

lonReporter (ThermoFisher). Sao, também, consultadas bases de dados como o
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Varsome, ClinVar, COSMIC e gnomAD para pesquisa de informac¢do adicional, sendo a
classificacdo de variantes realizada de acordo com os critérios da ACMG [83].

O elevado numero de variantes genéticas identificadas por NGS levou a
necessidade de estabelecer recomendagdes para a interpretacdo e a forma como as
variantes sdo reportadas. As guidelines da American College of Medical Genetics (ACMG)
estabelecem 5 niveis de patogenecidade de acordo com a probabilidade de uma
variante estar associada a doenca: benigna, provavelmente benigna, significado incerto
(VUS), provavelmente patogénica e patogénica. Variantes benignas e provavelmente

benignas ndo sdo reportadas [83].

Tabela VIII - Genes dos painéis customizados de Hemato-Oncologia.

Painel Genes

ASXL1 (ex.12), BCOR (full), BRAF (ex.15), CALR (ex.9), CBL (ex. 8,9,12), CEBPA (full), CSF3R (ex. 14-17),
CUX (full), ETNK1 (ex.3), ETV6 (full), EZH2 (full), FLT3 (ex. 14,16,21), GATAI (full), GATA2 (full), IDH1
(ex. 4), IDH2 (ex.4), JAK1 (full), JAK2 (full), JAK3 (full), KDMBA (full), KIT (ex. 8,10,11,13,17), KMT2A
Mieldide (full), KRAS (ex. 2-3), MPL (full), NPM1 (ex.1), NRAS (ex. 2-3), PDGFRA (ex. 12-21), PHF6 (full), PTEN (ex.
5-8), PTPN11 (ex. 3, 13), RAD2 (full), RUNX1 (full), SETBP1 (ex. 4), SF381 (full), SH283 (full), SMC3 (full),
SRSF2 (full), STAG2 (full), TET2 (full), THPO (full), TP53 (full), U2AF1 (full), WT1 (ex. 7,9), ZRSR2 (full)

ACD, AK2, ANKRD26 5UTR, AP3B1, ATG28, CDAOLG, CEBPA, CECR1 (ADA2), CSF3R, CTC1, CTLA4,
CXCR2, CXCR4, DDX41, DKC1, DNAJC21 (HSP40), EFL1, ELANE, ERCC612, ETV6, G6PC3, GATA1, GATA2
(+intréo 5), GFI1, GSKIP, HAX1, HLTF (SMARCA3), HOXA11, IKZF1, JAGN1, KLF1, LAMTOR2, LIG4, LYST,
MECOM (EVi1), MPL, MYSM1, NAF1, NF1, NHP2, NOP10, OBFC1 (STN1), PARN, POT1, RAB27A, RAC2,

Sindromes de | RBBPS, RBMSA (+UTR+ Introl), RMRP (+UTR), RPA1, RPL11, RPL15, RPL17, RPL18, RPL19, RPL26,

Faléncia Medular | pp) 7 rpi31 RPL35, RPL35A, RPLS, RPLY, RPS10, RPS14, RPS17, RPS19, RPS20, RPS24, RPS26, RPS27,

RPS28, RPS29, RPS7, RPS8, RRAS, RTEL1, RUNX1, SAMDI, SAMDSL, SBDS, SLC37A4, SMARCA2,
SMARCD2, SRP54, SRP72, STK4, TAZ, TCIRG1, TERC(+UTR), TERT{+UTR), THPO, TINF2, TP53, TPP1,
TSR2, USB1 (C160rf57), VPS13B, VPS45, WAS, WIPF1, WRAP53 (TCAB1)

O Painel Mieldide é utilizado desde 2015 para caracterizacdo de alteracdes
genéticas somaticas em Neoplasias Mieloproliferativas, SMD, LMC atipica, Leucemia
Mielomonocitica e LMA. O uso do painel tem como objetivo a classificacao,
estratificacdo de risco e identificacdo de alvos terapéuticos. A analise dos resultados tem
em consideracdo a cobertura média vertical, que devera ser >2000x, uniformidade >95%
e um cut-off de 5% para reportar as mutacdes. Anualmente, sdo realizados, em média,

270 painéis.
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O painel de Sindromes de Faléncia Medular foi desenhado em 2019 de modo a
melhorar a abordagem ao estudo destas patologias caracterizadas por insuficiéncia
medular congénita/sindromes de predisposicdo e distingui-las das formas adquiridas. A
analise dos resultados tem em consideragao a cobertura média vertical, que devera ser
>500x, uniformidade >95%, cobertura média horizontal 20x >99%. Em média sdo
estudados 96 painéis/ano.

Tanto o Painel Mieldide como o Painel de Sindromes de Faléncia Medular
incluem genes onde estado descritas variantes germinativas e somaticas, nomeadamente
nos genes RUNX1, ETV6, GATA2, CEBPA e TP53. Nestas situacdes, sempre que é
identificada uma variante com uma VAF (Variant Allele Frequency) entre 40-60% ¢é
necessdria a confirmagao da variante em amostra de linha ndao-hematopoiética, sendo

solicitado amostra de raiz de cabelo ou swab.

Durante o estagio tive oportunidade de acompanhar todo o processo de
execucdo de NGS até a andlise e integracdo dos resultados, tendo sido introduzido um
novo painel de NGS para genes de fusao — RNA Oncomine Myeloid Research Assay, que
inclui 29 genes-driver essencialmente de linhagem mieldide (Figura 41) [98]. Tive a
oportunidade de acompanhar casos em que foi necessaria a confirmagdo em linha nao-

hematopoiética ou a realizagao de estudos familiares.

ABL1, ALK, BCL2, BRAF, CCND1, CREBBP, EGFR, ETV6,
FGFR1, FGFR2, FUS, HMGA2, JAK2, KMT2A, (MLL),
MECOM, MET, MLLT10, MLLT3, MYBL1, MYH11,
NTRK3, NUP214, PDGFRA, PDGFRB, RARA, RBM15,
RUNX1, TCF3, TFE3

Genes-driver
de fusdo

Figura 41 — Genes-driver de fusdo do painel de NGS de RNA.

4.4.1. Painel de RNA-Seq para genes de fusdo (Oncomine Myeloid Research
Assay)

O painel é composto, apenas, por 1 pool de primers, tendo a vantagem de utilizar

o mesmo workflow de NGS dos painéis de DNA, permitindo a sua combinacdo com os
restantes painéis.

Num primeiro ensaio foram estudadas 13 amostras de cDNA, das quais 5

amostras tinham translocacbes recorrentes conhecidas: BCR::ABL1 p190,
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RUNX1::RUNX1T1, CBFB::MYH11, PML::RARA, KMT2A::MLLT3, que foram identificadas
corretamente juntamente com os seus pontos de quebra (Tabela IX), tal como
representado no exemplo da Figura 42 para o gene de fusdo BCR::ABL1, identificando

os locais de quebra bla2 (ela2).

Tabela IX — Representagdo das translocagdes conhecidas vs. Painel RNA
Oncomine Myeloid Research Assay.

Translocagdes conhecidas Painel
t(9;22) BCR::ABL p190 BCR(1)::ABL1(2)
t(8:21) RUNX1::RUNX1T1 RUNX1(3)::RUNX1T1(3)
inv(16) CBFB::MYH11 CBFB::MYH11.C5M33
t(15;17) PML::RARA (bcr3) PML(3)::RARA(3)

KMT2A::MLLT3.KSM6

((5,11) KMT2A::MLLT3 KMT2A::MLLT3.K10M6

Figura 42 — Representacgdo do alinhamento do gene de fusdo BCR::ABL1 no IGV do software lonReporter.

Nas restantes amostras estudadas sem alteracdo conhecida, numa LMA que nao
apresentava alteracbes genéticas recorrentes foi identificado o gene de fusdo
ETV6::MECOM (Figura 43). Neste caso, a identificacdo desta translocacdo permitiu a
classificacdo da LMA em LMA com rearranjo MECOM e a correta estratificacdo de risco

desfavordvel de acordo com ELN AML 2022 [25].
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Figura 43 — Representacdo do alinhamento do gene de fusdo ETV6::MECOM no IGV do software
lonReporter.

A aplicagdo de uma estratégia RNA-Seq por NGS para genes de fusdao é um
método complementar para a identificacdo de translocac¢des e rearranjos, em particular
dos menos frequentes ou ndo identificaveis por citogenética convencional.
Relativamente ao FISH tem a vantagem de, num sé estudo, incluir varios genes e
identificar o parceiro, podendo, nestes casos, ser desenhada uma estratégia para

avaliacdo da doenca residual minima.

4.5. Estudos em linhagem ndo-hematopoiética/Estudos Familiares

Por vezes, ao efetuar o estudo genético por NGS ou Sequenciacdo de Sanger, sao
identificadas variantes em genes onde podem ocorrer muta¢des somaticas ou
germinativas. Nestas situacOes, perante uma VAF de 40-60% por NGS ou uma
“heterozigotia” equilibrada no eletroferograma, é necessario realizar o estudo genético
dessa variante numa amostra de DNA de tecido ndo-hematopoiético. O facto da variante
ser somatica ou germinativa tem influéncia no diagndstico, caracterizacdo e
acompanhamento/aconselhamento da doenca.

No estagio, tive oportunidade de acompanhar o estudo de casos onde foi
necessaria a confirmacdao de variantes em linha nao-hematopoiética, tendo sido

utilizadas amostras de raiz de cabelo ou swab.

CASO 5 — 35 anos, masculino, diagndstico de LMA, histéria familiar de doenca

hematoldgica

O estudo do Painel Mieldide para caracterizacdo da LMA identificou trés

variantes no gene RUNX1 (NM_001754.5):
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- €.608C>G, p.Pro203Arg, VAF 78%;
- ¢.328A>C, p.Lys110GIn, VAF 54%;
- €.610C>T, p.Arg204Ter, VAF 9%.

O RUNX1 é um fator de transcri¢do critico na regulacao da hematopoiese e estao
descritas variantes patogénicas da linha germinativa associadas a trombocitopenia e
sindrome predisposi¢cdo para neoplasia mieldide [99], sendo também frequentemente
adquiridas/somaticas no contexto de uma neoplasia hematoldgica.

Neste doente, e no contexto de uma LMA, pela frequéncia alélica das variantes
RUNX1 (c.608C>G, p.Pro203Arg e ¢.328A>C, p.Lys110GIn) n3o é possivel determinar se
sdao adquiridas ou germinativas, tendo sido solicitada uma amostra de swab para
confirmagdo da natureza das variantes. No caso da variante RUNX1 c.610C>T,

p.Arg204Ter, pela frequéncia alélica de 9% podemos assumir que é somatica.

Foi estudada uma amostra de swab para determinar a natureza das variantes
RUNX1 (c.608C>G, p.Pro203Arg e c.328A>C, p.Lys110GIn) por PCR e Sequenciacao de
Sanger. No laboratério estava disponivel a reacdo para o estudo da variante RUNX1
€.608C>G, p.Pro203Arg, tendo sido necessario desenhar primers e otimizar a reagao
para o estudo da variante RUNX1 ¢.328A>C, p.Lys110GIn.

O desenho dos primers foi realizado com recurso aos softwares Primer3Plus e

Primer-BLAST, tendo sido escolhidos os primers representados na Figura 44.

Sequence (5'>3') Length Tm GC% Self . Self 3 .
complementarity complementarity
Forward primer AGCTGTTTGCAGGGTCCTAA 20 59.23 50.00 4.00 1.00
Reverse primer GTCCTCCCACCACCCTCT 18 59.88 66.67 2.00 0.00

>NC_000021.9 Homo sapiens chromosome 21, GRCh38.p14 Primary Assembly

product length = 338
Features associated with this product:

runt-related transcription factor 1 isoform x6

runt-related transcription factor 1 isoform x6
Forward primer 1 AGCTGTTTGCAGGGTCCTAA 20
Template 34887150 .. ..t ii it 34887131
Reverse primer 1 GTCCTCCCACCACCCTCT 18
Template 34886813 ... ... ... 34886830

Figura 44 — Primers para a pesquisa da variante RUNX1 c.328A>C, p.Lys110GIn.
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Para a otimiza¢dao do PCR foi realizado um gradiente de temperaturas — 56°C,
58°C e 60°C, de modo a definir as condi¢des 6timas de amplificagdo. Através da
visualizacdo dos resultados em gel de agarose (2%), verificou-se que as temperaturas de

58°C e 60°C amplificavam um Unico fragmento com o tamanho desejado, tendo sido

escolhida a temperatura de 60°C.

Foi entdo realizada a extracdo de DNA da amostra de swab com o kit QI Aamp®
DNA Investigator (QIAGEN) e realizados os PCRs e Sequenciacdo de Sanger para as

variantes RUNX1 (c.608C>G, p.Pro203Arg e c.328A>C, p.Lys110GIn).
Os resultados da Sequenciacdo de Sanger permitiram identificar a variante

RUNX1 c.608C>G, p.Pro203Arg na amostra de swab, ndo tendo sido detetada a variante

RUNX1 c.328A>C, p.Lys110GIn (Figura 45).

(7]

Figura 45 — Eletroferogramas da amostra de swab para pesquisa das variantes

RUNX1 c.608C>G, p.Pro203Arg (A) e RUNX1 c.328A>C, p.Lys110GIn (B).

Os resultados obtidos permitiram demonstrar que a variante RUNX1 ¢.608C>G,
p.Pro203Arg ocorre na linha germinativa e a variante RUNX1 ¢.328A>C, p.Lys110GIn é
adquirida. O facto da variante RUNX1 c.608C>G, p.Pro203Arg ser detetada numa
frequéncia alélica de 78% ¢é sugestivo de perda de heterozigotia do alelo normal, cujo
mecanismos mais frequentes sao a delecdo do alelo normal ou unidissomia parental do
cromossoma 21 [100].

Em resumo, trata-se de um doente com um sindrome de predisposicdao para
neoplasia mieldide com mutacdo germinativa RUNX1 c.328A>C, p.Lys110GIn que

progrediu para LMA, tendo adquirido duas novas mutacdes no gene RUNX1 (c.608C>G,

p.Pro203Arg e c.610C>T, p.Arg204Ter).
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CASO 6 — 7 meses, masculino, microcefalia e pancitopenia, sem histéria familiar de

doenga hematoldgica. Suspeita de Sindrome de Faléncia Medular congénito

Foi realizado o painel NGS de Sindromes de Faléncia Medular que identificou
duas variantes no gene RTEL1 (NM_032957.5):

- €.298A>G, p.lle100Val, VAF 48%, ocorre num local moderadamente
conservado, ndo esta descrita em bases de dados populacionais (gnomAD=0) e
as ferramentas in silico ndo predizem um impacto funcional na proteina, pelo que
a variante é classificada de VUS

- ¢.1918G>A, p.Gly640Ser, VAF 50%, ocorre num local altamente
conservado, tem um gnomAD=0.000807%, ndo descrita em bases de dados de
patologias, os estudos in silico sdo concordantes no impacto funcional deletério

desta variante, pelo que a variante é classificada de VUS

O gene RTEL1 estd envolvido na reparacdo, replicagdo e transcricdo do DNA e
manutencdo do comprimento dos teldmeros. Variantes patogénicas no RTEL1 estdo
associadas a um rapido encurtamento dos teldmeros e descritas associadas a
Disqueratose Congénita [101] de hereditariedade maioritariamente autossémica
recessiva com manifestacdes clinicas variadveis.

Tendo sido identificadas duas variantes de significado incerto no gene RTEL1, foi
sugerido o estudo familiar para determinar a hereditariedade destas variantes, sendo

solicitadas amostras de sangue periférico dos pais.

Para o estudo familiar foi necessario o desenho de primers com o auxilio do

Primer3Plus e Primer-BLAST e otimizacao das reacées (Figura 46).
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Sequence (5'->3") Length Tm GC%
Forward primer GTAACCCTTGCTCCGAACTC 20 58.28 55.00
Reverse primer CAACCATCCCCACAGGAG 18 56.93 61.11

Products on target templates

>NC_000020.11 Homo sapiens chromosome 20, GRCh38.p14 Primary Assembly
product length = 273
Features associated with this product:

regulator of telomere elongation helicase 1 isoform 3

regulator of telomere elongation helicase 1 isoform 2

Forward primer 1 GTAACCCTTGCTCCGAACTC 20
Template 636612711, oo o o W aRAEEEERGS 63661290
Reverse primer 1 CAACCATCCCCACAGGAG 18
Template 6366TBED; e wie sue o szereeisnehereinm 63661526
B.

Sequence (5'->3") Length Tm GC%
Forward primer GCTCAGCCTCACCAACTTTC 20 59.12 55.00
Reverse primer ATAAGCACCCACCAGGGAAC 20 59.67 55.00

>NC_000020.11 Homo sapiens chromosome 20, GRCh38.p14 Primary Assembly

product length = 164
Features associated with this product:
regulator of telomere elongation helicase 1 isoform 3

regulator of telomere elongation helicase 1 isoform 2

Forward primer 1 GCTCAGCCTCACCAACTTTC 20
Template 63689028 ...l 63689047
Reverse primer 1 ATAAGCACCCACCAGGGAAC 20
Template 63689191 ... 636809172

Figura 46 — Primers selecionados para o estudo familiar. (A) Primers
para a variante RTEL1 c.298A>G, p.lle100Val (B) Primers para a
variante RTEL1 c.1918G>A, p.Gly640Ser

Para a otimizacdo dos PCRs foi realizado um gradiente de temperaturas — 56°C,
58°C e 60°C, de modo a definir as condi¢des 6timas de amplificacdo. Através da
visualizacdo dos resultados em gel de agarose (2%), verificou-se que as trés
temperaturas amplificavam um Unico fragmento com o tamanho desejado, tendo sido
escolhida a temperatura de 60°C.

Foi extraido DNA das amostras dos pais e efetuou-se o PCR e Sequenciacdo de

Sanger (Figura 47).
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Figura 47 — Eletroferogramas das amostras dos pais.

(A) Amostra da mae para pesquisa da variante RTEL1 c.298A>G, p.lle100Val;
(B) Amostra da mae para pesquisa da variante RTELI c.1918G>A, p.Gly640Ser;
(C) Amostra do pai para pesquisa da variante RTEL1 c.298A>G, p.lle100Val;
(D) Amostra do pai para pesquisa da variante RTEL1 ¢.1918G>A, p.Gly640Ser.

A andlise dos resultados revelou que a variante RTEL1 c.1918G>A, p.Gly640Ser
foi herdada da mae e a variante RTEL1 ¢c.298A>G, p.lle100Val foi herdada do pai, o que
permite determinar que o propdsito apresenta uma heterozigotia composta no gene

RTEL1 (Figura 48).
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1.1 1.2

RTEL1 c.298A>G, p.lle100Val RTEL1 c.1918G>A, p.Gly640Ser

1.1

RTEL1 c.298A>G, p.lle100Val
RTEL1 c.1918G>A, p.Gly640Ser

/

Figura 48 — Heredograma do estudo familiar descrito.

O estudo genético é sugestivo de Disqueratose Congénita, tendo sido sugerido o

estudo complementar do comprimento dos telémeros.
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5. Estudo dos Teldmeros

Os teldmeros correspondem a complexos de DNA repetitivo (repeti¢cGes curtas
de DNA em tandem) e proteinas. Encontram-se nas extremidades dos cromossomas e
desempenham um papel importante na manutencdo da integridade do genoma ao
protegerem os cromossomas da degradacdo e perda de informacdo genética [102],
[103]. Com o avanco da idade, células diploides normais perdem telémeros a cada ciclo
celular, levando ao encurtamento dos mesmos.

As telomeropatias envolvem um conjunto de doencgas raras causadas por
alteragGes em genes envolvidos na manutengao dos telémeros e no sistema de resposta
a danos no DNA, sendo a mais frequente a Disqueratose Congénita e as formas mais
severas incluem o Sindrome de Hoyeraal-Hreidarsson e Sindrome de Revesz. Variantes
identificadas nestas patologias estdo normalmente associadas a diminuicao da atividade
da telomerase, o que leva ao encurtamento precoce dos telémeros [104], [105].

A avaliacdo do comprimento dos telémeros por flow-FISH (gold-standard) ou por
biologia molecular é utilizada como técnica complementar a investigacdo destas
patologias, no entanto, dada a dificuldade de estandardizacdo e a necessidade de
controlos ajustados a idade, ndao estda implementada em Portugal, sendo poucos os

centros na Europa que aceitam amostras no contexto de diagndstico.

No laboratdrio, durante o estagio, tive oportunidade de testar um kit comercial
para a avaliacdo do comprimento dos telémeros (AHTLQ — Absolute Human Telomere
Length Quantification gPCR Assay Kit) baseado em PCR em Tempo Real [106], [107].

O kit é constituido por primers desenhados para amplificar as sequéncias dos
teldmeros e primers de referéncia que amplificam uma regido de cépia unica (SCR) no
cromossoma 17 para a normalizacdo dos resultados. Contém, também, uma master mix
com um corante intercalante (SYBR Green) e uma amostra de DNA gendmico com o
comprimento dos teldmeros conhecido (1,23 + 0,09 Mb por célula dipldide), que é
utilizada como referéncia para calcular o comprimento dos teldmeros das amostras

alvo.
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Uma vez que o comprimento dos telémeros varia com a idade (diminui), foram
selecionadas 44 amostras controlos de diferentes faixas etarias (desde os 7 meses a 75
anos).

Foram testadas amostras de doentes com telomeropatia confirmada. Para cada
amostra foram realizadas duas reacdes de PCR quantitativo: para a amplificacdo do SCR
e para a amplificacdao dos teldmeros. A avaliagao dos resultados foi feita pelo método
comparativo AAC:.

O comprimento total dos teldémeros da amostra por célula dipléide foi calculado
multiplicando o valor do comprimento dos teldmeros da amostra de referéncia por
2°88¢t Como existem 92 extremidades cromossémicas numa célula dipldide, o
comprimento médio dos telémeros em cada extremidade é dividido por 92.

Para cada amostra foi determinado o comprimento dos telémeros (kb/92). As

amostras controlo foram agrupadas por faixas etdrias e calculado o percentil de

tamanho dos telémeros para servir de referéncias as amostras em estudo.

No grafico abaixo estdo representados os resultados das amostras controlo, os
percentis e os resultados dos doentes com telomeropatias conhecida (Figura 49), onde
se pode observar que os doentes com telomeropatias conhecida apresentavam-se

abaixo do percentil 1 ajustado a idade.

kb/92 —1 10 50 90 99 ®|  doentes com telomeropatia
16,000
14,000
12,000
10,000
Kbfo2 8,000
6,000
4,000
- 5
a |}
2,000 ™ a "
] = L
0,000
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Idade

Figura 49 — Representa¢do dos resultados obtidos para a avaliagdo do
comprimento dos teldmeros. As linhas representam os diferentes percentis.

59



Ainda que sejam resultados muito preliminares, com necessidade de aumentar o
tamanho da amostra controlo, existe uma concordancia entre os resultados obtidos e o
fenétipo dos doentes. Reconhecendo que esta metodologia esta pouco estandardizada,
a sua implementacdo no laboratério podera trazer informacgdo adicional, em particular

nos doentes em que sao identificadas variantes de significado incerto associadas a

telomeropatias.
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6. Competéncias adquiridas no estagio

Ao longo do estagio desenvolvi competéncias nas técnicas mencionadas neste
relatério, realizando-as de forma auténoma.

Executei as técnicas de extragdo de DNA e RNA de forma manual (extragdo em
coluna) e automatizada (Q/Asymphony) a partir de sangue periférico, medula éssea, raiz
de cabelo e populacdes celulares isoladas por gradiente de densidade. Compreendi que,
por vezes, é necessario o ajuste do protocolo a celularidade e especificidade da amostra,
bem como do estudo genético a realizar (DNA vs. RNA).

Adquiri conhecimentos na execucdo de diferentes PCRs (convencional, multiplex,
ASO-PCR, nested, andlise de fragmentos) e das suas aplicagbes atendendo as
caracteristicas de cada estudo molecular. Tive, também oportunidade de aprender
estratégias de otimizacdo de PCRs. Das metodologias que executei, o PCR em Tempo
Real Quantitativo foi a técnica mais desafiante devido a necessidade da
reprodutibilidade de resultados no limite de sensibilidade da técnica.

Realizei, também, todo o processo de Sequenciacdo de Sanger, HRM e MLPA,
bem como a analise e interpretacdo de resultados com recurso a diferentes softwares e
bases de dados.

Tive oportunidade de acompanhar o workflow de execucdo de painéis de NGS e
da andlise e integracdo dos resultados.

Tendo em conta que no laboratdrio de Hemato-Oncologia sdo estudados varios
tipos de amostras com diferentes especificidades, bem como executadas diferentes
técnicas de biologia molecular, este estdgio permitiu-me desenvolver competéncias a
nivel técnico e a reconhecer a importancia da intera¢do clinico-laboratorial para um

melhor diagndstico e seguimento destas patologias.
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7. Participacdo em reunides/atividades multidisciplinares

Durante o periodo de estagio participei na discussdo dos resultados da equipa de
Hemato-Oncologia e nas reunides do laboratério da UFHM para discussao de resultados
de controlos de qualidade de classificacdo de variantes germinativas e somaticas
(GENQA).

Participei no trabalho “Validacdo de um painel de Next Generation Sequencing
(NGS) de genes de fusdo de linhagem mieldide — experiéncia de um centro” que foi
selecionado para comunicag¢ao oral na 312 Sabatina de Hematologia.

Tive oportunidade de acompanhar a realizacdo de ensaios-teste no equipamento
de PCR Digital (QuantStudio Absolute Q Digital PCR System — ThermoFisher) para a
quantificacdo da mutagao MYD88 L265P, c-KIT D816V, JAK2 V617F e BCR::ABL p210.

Acompanhei a integra¢do de uma aluna de mestrado no laboratério na execugao
das técnicas de extragdo de DNA, PCR/Andlise de Fragmentos e Sequenciagdo de Sanger.

Participei ainda nas seguintes reunides/curso (certificados em anexo):

- “Perspetivas em Hematologia”, organizada pelo Centro Hospitalar
Universitario do Porto de 23 a 25 de fevereiro no Porto;

- Curso tedrico-pratico de Biologia Molecular em Hematologia, organizado
pela UFHM de 10 a 12 de maio com a duragdo de 21h;

- 312 Sabatina de Hematologia do Servico de Hematologia do Centro
Hospitalar da Unversidade de Coimbra, que decorreu na Faculdade de
Medicina da Universidade de Coimbra no dia 13 de maio com a duragao
de 6h;

- Formacao sobre PCR Digital, organizada pela ThermoFisher no dia 12

abril no laboratério da UFHM (sem certificado).
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Conclusao

O estagio na UFHM permitiu consolidar e colocar em pratica todos os
conhecimentos tedricos adquiridos no primeiro ano do Mestrado em Genética Clinica
Laboratorial, bem como contactar com a rotina de um laboratério clinico.

Além disso, toda a experiéncia deste estagio demonstrou como é de extrema
importancia o conhecimento de todas as etapas do ciclo laboratorial, desde a chegada
de amostras até ao envio do relatério, assim como o controlo de qualidade interno e
externo, que garante a obtencdo de resultados mais precisos, confidveis e a
comunicacdo destes atempadamente. Demonstrou, também, como é fundamental a
organizacao de uma equipa de técnicos dentro de um laboratério.

Em relacdo a area de Hemato-Oncologia, este estdgio revelou que técnicas de
biologia molecular sdo uma mais-valia no diagndstico, classificacao, estratificacdo de
risco, adequacao terapéutica e monitorizacdo da doenca, possibilitando a caracterizacdo
do espectro mutacional das neoplasias hematoldgicas.

Em suma, o estagio foi um processo de aprendizagem a nivel pessoal e
profissional e, no final, considero ter cumprido com os objetivos aos quais me propus

com a cooperacao e sob supervisdao dos técnicos que fazem parte deste laboratério.
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Anexo IV — Resumo submetido para a 312 Sabatina de Hematologia

Abstract N° 22 Validacao de um painel de Next Generation Sequencing (NGS) de genes de fusédo de linhagem
mieloide — experiéncia de um centro

Mariana Santos(1); Ana Teresa Simdes(1); Ana Catarina Oliveira(1); Teresa Fidalgo(1); Margarida Coucelo(1)

(1) Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra

Introdugdo: A tecnologia de Next Generation Sequencing (NGS) veio revolucionar o estudo genético das neoplasias hematolégicas na rotina
laboratorial. A abordagem por painel de genes de DNA veio permitir num sé estudo a caracterizagdo do espectro mutacional e mais
recentemente a abordagem por painel de RNA aidentificagdo de translocagdes menos frequentes, por vezes, cripticas e ndo identificaveis por
citogenética convencional.

Objectivo: Avaliar um painel de NGS para 29 genes de fusdo de linhagem mieléide num laboratério de diagnéstico molecular.

Métodos: Foram estudadas 13 amostras por painel NGS de RNA que inclui 29 genes-driver de fusdo (Oncomine Myeloid Research Assay,
ThermoFisher). Destas, 5 tinham translocacdes recorrentes conhecidas: BCR::ABLI p190, RUNX1::RUNX1T1, CBFB::MYH11; PML::RARA; KMT2A-

MLLT3; 7 Leucemia Mieldide Aguda (LMA) com estudo genético completo e sem alteragdes moleculares classificadoras de doenga e 1 com
Eosinofilia Persistente. A analise dos dados foi realizada no software lonReporter (ThermoFisher).

Resultados: O estudo por painel de fusées identificou correctamente as 5 amostras com translocagdes recorrentes conhecidas e permitiu
identificar os seus pontos de quebra. Numa LMA sem altera¢Ges genéticas recorrentes foi identificado o gene de fusdo ETV6::MECOM que
resulta da translocagdo t(3;12)(q26;p13). Nas restantes 7 o estudo por painel de fusdes de NGS foi negativo.

Discussdo: Nas 5 amostras testadas o painel de genes de fusdo identificou as alteragdes genéticas recorrentes conhecidas BCR::ABL1 p190,
RUNX1::RUNXIT1, CBFB::MYH11; PML::RARA; KMT2A-MLLT3.A identificagdo do gene de fusdo ETV6::MECOMhuma LMA sem alteragdes
recorrentes, permitiu a re-classificagdo em “LMA com rearranjo MECOM"” de acordo a classificagdo WHO 2022 e no grupo de prognéstico
adverso de acordo com a classificacdo da ELN AML 2022.

Conclusdo: A utilizagdo do painel de fuses de linhagem mieldide na rotina laboratorial permite num sé estudo a identificagdo de genes de

fusdo menos frequentes, contribuindo para uma melhor classificagdo das neoplasias hematoldgicas de acordo com as recomendagbes da WHO
2022, bem como na estratificagdo de risco ELN AML 2022.
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