\w-—\v',‘

DIAGNOSTICO
EM GENETICA
MOLECULAR

00006
0059
0909 ®

Oncologia

HERMES







DIAGNOSTICO
EM GENETICA
MOLECULAR

Oncologia

HERMES
@ PARDINI



segunda maior causa de mortes por razoes
naturais no Brasil é o cancer. Contudo, os re-
centes e continuos avancos nos estudos das
bases genéticas da carcinogénese tém produzido co-
nhecimentos clinicos praticos, principalmente na for-
ma de testes genéticos preditivos. Estima-se que cerca
de 3.000 doencas decorram de mutacoes no genoma,
apresentando potencial de serem identificadas atra-

vés de exames laboratoriais.

Os recentes avancos da Genética Molecular tém per-
mitido definir o risco hereditario de determinados
tipos de cancer através de exames preventivos que

alcancam nessa doenca os melhores resultados.

Estes testes avaliam a suscetibilidade ao evento on-
colégico, uma vez que o desenvolvimento do cancér
depende da interacao de fatores genéticos e ambien-
tais. Atualmente, testes genéticos diretos permitem
identificar mutacoes em genes supressores de tumor
e protooncogenes, associados ao cancer hereditario de
mama, ovario e de cancer colorretal. Recomendacoes
sobre medidas de prevencao no cancer de mama e de

ovario tém sido sugeridas para pessoas com teste de
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predisposicao genética positivo (portadores da muta-
caoencontrada em parente com cancer) ou pertencen-
tes a familias com multiplos casos de cancer de mama

e ovario.

Dentre estes avancos, podemos contar também com o
auxilio no diagndstico da Leucemia Mieldide Cronica
(LMC), no monitoramento da doenca residual minima
e para futuras comparacoes com alteracoes das crises

blasticas.

A Genética Molecular do Hermes Pardini disponibiliza
aclasse médica e aos pacientes uma série de testes ge-
néticos que visam o diagnostico das leucemias e seu
acompanhamento terapéutico, como também a pre-
senca de eventos genéticos que predispoem a alguns
tipos de cancer de forma segura e confidvel. Estamos
ampliando o quadro de exames genéticos para diag-
nostico, prognéstico e acompanhamento terapéutico
em oncologia, no intuito de oferecer o que ha de mais
moderno e, principalmente, com embasamento cien-
tifico solido, a classe médica, aos pacientes e seus fa-

miliares.

Para informacodes adicionais e atualizacoes acerca

do menu completo de exames acesse o link

www.hermespardini.com.br/helpdeexames
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APC - Mutacoes I1307K E E13170 no gene
APC para Polipose adenomatosa familiar

A polipose adenomatosa familiar (FAP) é uma doenca
autossémica dominante caracterizada por predispo-
sicao a cancer. Os afetados desenvolvem numerosos
polipos adenomatosos no célon e no reto, sendo que al-
guns deles podem evoluir para carcinoma colorretal se
nao forem tratados cirurgicamente. Os polimorfismos
11307K e E1317Q no gene APC tém apresentado papel
importante na predisposicao a carcinomas e adenomas
colorretais. A inativacao do gene APC é geralmente um
dos eventos mais precoces na tumorigénese colorretal.
A alta frequéncia de perda na regiao do cromossomo 5
que inclui o gene APC (5g21) sugere que a perda da hete-
rozigose desse gene esteja envolvida na carcinogénese
do célon nos pacientes com FAP.

APC - Sequenciamento do
exon 15 do gene APC

LocALizAcAO: 5G21-G22
HEREDITARIEDADE: Autossdmica Dominante

INCIDENCIA: 2,5-3:100.000

APC - Sequenciamento completo

A polipose adenomatosa familiar (FAP) é uma doenca
autossomica dominante, caracterizada pelo desenvolvi-
mento de numerosos polipos adenomatosos e um gran-
de risco para o surgimento de tumores colorretais. Aina-
tivacao do gene APC € geralmente um dos eventos mais
precoces na tumorigénese colorretal. A alta frequéncia
de perda na regiao do cromossomo 5 que inclui o gene
APC (5g21) sugere que a perda da heterozigose desse
gene esteja envolvida na carcinogénese do célon nos
pacientes com FAP.
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MéTtopo
PCR + sequenciamento

CoNDICAO
Sangue Total em EDTA.

CONSERVACAO PARA ENVIO
Enviar em temperatura ambiente até 2 dias ou
refrigerado entre 2° e 8°C em até 7 dias.

TEMPO DE LIBERACAO
25 dias utéis

MEtopo
PCR e sequenciamento do exon 15 do gene APC

CoNDICAO
Sangue Total em EDTA

CONSERVACAO PARA ENVIO
Enviar em temperatura ambiente até 2 dias ou
refrigerado entre 2° e 8°C em até 7 dias.

TEMPO DE LIBERACAO
5o dias Uteis

Métopo
PCR + sequenciamento

CoNDICAO
Sangue Total em EDTA.
E obrigatorio o envio do questionario para APC,
disponivel no link:
Apoio a Laboratérios - Questionarios Obrigatorios.

CONSERVACAO PARA ENVIO
Enviar em temperatura ambiente até 2 dias ou
refrigerado entre 2° e 8°C em até 7 dias.

TEMPO DE LIBERACAO
60 dias utéis



BRCA1 - Sequenciamento génico

Existem inumeros fatores que aumentam o risco de mu-
lheres desenvolverem cancer de ovario ou mama. Den-
tre esses, a predisposicao genética é certamente um dos
mais significativos. Os genes BRCA1 e BRCA2 codificam
proteinas que participam do reparo das lesoes do DNA.
Mutacoes inativadoras destes genes levam a susceptibi-
lidade aos canceres de mama e ovario.

Apesar de serem descritas mais de 400 mutacdes no
gene BRCA, este estudo avalia as que sao encontradas
de forma recorrente e que parecem ter um efeito funda-
dor. A auséncia de mutacoes nos fragmentos avaliados
nao exclui a possibilidade de existirem outras mutacoes
relacionadas a predisposicao aos canceres de mama e
ovario.Nesse caso, um estudo mais detalhado dos genes
BRCA1 e BRCA2 pode ser necessario.

A amplificacao é realizada mediante primers especificos
para o gene BRCA1, para fragmentos de exons e sequén-
cias de introns flanqueadoras dos exons 1 a 20. Especifi-
camente para o exon 11 que corresponde a cerca de 60%

BRCA2 - Sequenciamento génico

Existem inumeros fatores que aumentam o risco de
mulheres desenvolverem cancer de ovario ou mama.
Dentre esses, a predisposicao genética € certamente um
dos mais significativos. Os genes BRCA1 e BRCA2 codifi-
cam proteinas que participam do reparo das lesoes do
DNA. Mutacoes inativadoras destes genes levam a sus-
ceptibilidade aos canceres de mama e ovario.

Apesar de serem descritas mais de 400 mutacdes no
gene BRCA, este estudo avalia as que sao encontradas
de forma recorrente e que parecem ter um efeito funda-
dor. A auséncia de mutacoes nos fragmentos avaliados
nao exclui a possibilidade de existirem outras mutacoes
relacionadas a predisposicao aos canceres de mama e
ovario.Nesse caso, um estudo mais detalhado dos genes
BRCA1 e BRCA2 pode ser necessario.

Aamplificacdo é realizada mediante primers especificos
para o gene BRCA2, para fragmentos de exons, incluindo
sequéncias de introns flanqueadoras dos exons 1 a 27.
Para os exons 10 e 11, que correspondem a cerca de 70%

do gene completo e onde se acumulam mais de 52% das
mutacdes observadas, sao amplificados 18 fragmentos
em separado para efetuar o sequenciamento. Esta téc-
nica tem sensibilidade de 100%. A analise € realizada
baseando-se nas sequéncias de referéncia do Breast
Cancer Information Core (BIC database).

MEtopo
Sequenciamento do gene BRCA1

ConbDIcAO
Sangue Total em EDTA.

CONSERVACAO PARA ENVIO
Enviar em temperatura ambiente até 2 dias ou
refrigerado entre 2° e 8°C em até 7 dias.

TEMPO DE LIBERACAO
40 dias uteis

do gene completo e onde se acumulam mais de 52% das
mutacoes observadas, sao amplificados 9 fragmentos
em separado para o exon 10 e 16 fragmentos em separa-
do para o exon 11, para efetuar o sequenciamento com-
pleto. Esta técnica tem sensibilidade de 100%. A analise
¢ realizada baseando-se nas sequéncias de referéncia
do Breast Cancer Information Core (BIC database).

MEtopo
Sequenciamento do gene BRCA2

ConbDIcAO
Sangue Total em EDTA.

CONSERVACAO PARA ENVIO
Enviar em temperatura ambiente até 2 dias ou
refrigerado entre 2° e 8°C em até 7 dias.

TEMPO DE LIBERACAO
40 dias uteis

HERMES
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BRCA1 e BRCA2, sequenciamento
génico completo

Estima-se que a prevaléncia de mutacoes nos genes
BRCA1 e BRCA2 na populacao em geral seja de 0.1% a
0.2%. A incidéncia destas mutacdes € maior em descen-
dentes de judeus Ashkenazi, chegando a 1% . Em cerca
de 10% a 16% dos casos de cancer de mama, mutacoes
nos genes BRCA1 e BRCA2 sao encontradas. Estas muta-
coes correspondem a 75% dos casos de cancer familiar.
No cancer de ovario, 10% dos casos sao portadores de
mutacoes do BRCA1 e BRCA2.

O principal objetivo dos testes genéticos é a identifica-
cao das mulheres com risco genético de desenvolver
cancer de mama e ovario. A American Society of Clinical
Oncology e o National Society of Genetic Counselors indi-
ca investigacao genética das mutacoes dos genes BRCA1
e BRCA2 nas seguintes situacoes:

« Mulheres com histéria pessoal de cancer ou parentes
préximos com cancer de mama.

« Familias com multiplos individuos com cancer de
mama ou ovario.

+ Mulher jovem com cancer de mama bilateral ou cancer
de ovario e mama.

« Homens com histéria pessoal ou familiar de cancer de
mama masculino.

« Mulheres com histdria pessoal ou familiar de cancer
de ovario.

+ Mulheres descendentes de judeus Ashkenazi.

A realizacao da pesquisa das mutacoes do BRCA1 e
BRCA2 em pacientes com histéria pessoal de cancer de
mama é justificada pela maior chance de recorréncia da
neoplasia na mama contra-lateral nas que sao portado-
ras dessas mutacoes.
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A amplificacao do gene BRCA1 € realizada mediante pri-
mers especificos direcionados aos fragmentos de exons
e incluem sequéncias de introns flanqueadoras dos
exons 1 a 20. Para o exon 11 do BRCA1, que corresponde
a cerca de 60% do gene completo e onde se acumulam
mais de 52% das mutacoes observadas, sao amplifica-
dos 18 fragmentos em separado, para efetuar o sequen-
ciamento completo deste exon. Para o gene BRCA2, a
amplificacao é realizada mediante primers especificos
para os fragmentos de exons, incluindo sequéncias de
introns flanqueadoras dos exons 1a 27.Para o exon 10 e
11 do BRCA2, que correspondem a cerca de 70% do gene
completo e onde se acumulam mais de 52% das mu-
tacoes observadas, sao amplificados 9 fragmentos em
separado para o exon 10 e 16 fragmentos em separado
para o exon 11, para efetuar o sequenciamento completo
destes exons. A técnica de sequenciamento tem sensi-
bilidade de 100%. A analise é realizada baseando-se nas
sequéncias de referéncia do Breast Cancer Information
Core (BIC database).

MEtopo
Sequenciamento dos genes BRCA1 e BRCA2.

CoNDICAO
Sangue Total em EDTA.

CONSERVACAO PARA ENVIO
Enviar em temperatura ambiente até 2 dias ou
refrigerado entre 2° e 8°C em até 7 dias.

TEMPO DE LIBERACAO
40 dias uteis



Cancer de colon - Sequenciamento

do gene MYH

A polipose adenomatosa familiar € uma sindrome de
predisposicao de cancer de colon no qual centenas de
milhares de polipos de colon pré- cancerosos se de-
senvolvem, comecando como média aos 16 anos (7-36
anos). Aos 35 anos 95% dos individuos com polipose
adenomatosa familiar tem pdlipos. Sem colectomia, o
cancer de célon é inevitavel. A idade média do diagnos-
tico de cancer de célon em individuos sem tratamento
esta entre os 39 anos (34-43 anos). As manifestacoes
sao: apresentar polipos no fundo gastrico e duodeno,
osteomas, anormalidades dentais, hipertrofia congénita
do epitélio de pigmentacao retinal, tumores em outros
tecidos e associacao a outros canceres.

MéTtopo
PCR e sequenciamento

ConDICAO
Sangue Total em EDTA

CONSERVACAO PARA ENVIO
Enviar em temperatura ambiente até 2 dias ou
refrigerado entre 2° e 8°C em até 7 dias.

TEMPO DE LIBERACAO
35 dias Uteis

Gene FLT3 - Prognostico molecular de LMA

FLT3 (FMS-like tyrosina kinase 3) € um receptor de tiro-
sina quinase, com funcao bem conhecida na sobrevida,
proliferacdo e diferenciacio celular. E expresso normal-
mente em células progenitoras hematopoiéticas, o que
nao ocorre nas células hematopoiéticas diferenciadas.
Por sua vez, a linhagem B e as leucemias mieldides agu-
das (LMA) apresentam super-expressao da proteina
FLT3.

As FLT3/ITD sao duplicacoes de 3 a 400 bp no exon 11,
sem mudanca de matriz de leitura, que afetam cerca de
23% dos pacientes LMA, principalmente quando ha con-
tagem alta de células brancas sanguineas e LMA tipo
FAB Mo e Ms. Sua presenca indica pior prognostico em
pacientes adultos e pediatricos e ha evidéncias que ITD
maiores representam maior desvantagem frente as ITD
menores.

A mutacao pontual FLT3/D83s, situada no exon 20, esta
presente em aproximadamente 8 a 12% dos pacientes
LMA. A menor sobrevida relacionada a FLT3/D835 ja foi
estimada em até 3 anos em comparacao a pacientes
LMA com genétipo FLT3/D835 selvagem.

As duas mutacoes sao consideradas instaveis, visto que
a porcentagem de alelos mutados do gene FLT3 varia
durante o curso da doenca, inclusive no tratamento e
na(s) recaida(s); além do préprio comprimento da ITD di-
ferirem um mesmo paciente, nas varias etapas da LMA.

Deve-se dar preferéncia para a pesquisa de amostras de
sangue de medula 6ssea em EDTA, a fim de aumentar a
sensibilidade do teste, uma vez que o sangue periférico
pode conter um numero muito baixo de blastos, prin-
cipalmente apds tratamento quimioterapico. Apesar
do risco de resultados falso negativos, o uso do sangue
periférico somente é recomendado em casos peculiares,
por exemplo, nos quais a puncao medular representa
risco ao paciente.

MEtopo
Mutacao FLT3-D835 - PCR - RFLP
Mutacao FLT3-ITD - PCR-Fluorescente e Genotipagem
em Sequenciador Automatico

ConbDIcAo
Preferencialmente sangue de medula 6ssea em EDTA
-3mL
Sangue Total em EDTA: Casos especiais apos consulta
com o setor - 3mL

CONSERVACAO PARA ENVIO
Enviar em temperatura ambiente até 2 dias ou
refrigerado entre 2° e 8°C em até 7 dias.

TEMPO DE LIBERACAO
10 dias Uteis
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HNPCC - Estudo molecular do gene MLH1

O cancer colorretal (CCR) é a 52 causa de morte por can-
cer mais frequente no Brasil, sendo que 10 % a 15 % dos
casos diagnosticados correspondem a CCR hereditario,
principalmente sob a forma de Cancer Colorretal Here-
ditario Nao Polipdide (HNPCC). A HNPCC é uma sindro-
me autossomica dominante de penetrancia incompleta,
ou seja, apenas parcela dos individuos portadores do
alelo mutante desenvolvera a doenca.

Os pacientes com HNPCC apresentam como principal
caracteristica genética uma perda de funcao dos genes
responsaveis pelo reparo do DNA: MLH1, MSH2, MSHS6,
PMS1 e PMS2. O resultado desta incapacidade de repa-
ro ¢ o acimulo de mutacoes genéticas no DNA, o qual
ira desencadear o processo de carcinogénese da HNPCC.
Dentre os genes de reparo, os genes MSH2 E MLH1 con-
tém a maioria das mutacoes atualmente conhecidas
responsaveis pela HNPCC, representando cerca de 9o%
dos casos.

Uma vez realizado o estudo de instabilidade de mi-
crossatélites dos pacientes com cancer colorretal e
este se apresentar RER(+), é recomendado prosseguir
a analise genética dos genes de reparo MLH1 e MSH2,

que sao predominantemente responsaveis pelos erros
de replicacao. Detectada uma mutacao patogénica em
um determinado segmento de um destes genes, € re-
comendado que os familiares de primeiro grau dos pa-
cientes com HNPCC também tenham os genes MLH1
e MSH2 analisados. Os individuos que apresentam a
mutacao patogénica causadora do erro de reparo de-
vem ter acompanhamento médico regular e adotar
medidas preventivas, visando uma maior sobrevida.

METODO
Electroforese em Gel de Gradiente Desnaturante
(DGGE)
ConbDIcAO

Sangue Total em EDTA

CONSERVACAO PARA ENVIO
« Até 2 dias a temperatura ambiente.
« Até 5 dias refrigerado de 2° a 8°C

TEMPO DE LIBERACAO
40 dias Uteis

HNPCC - Estudo molecular do gene MSH2

Os pacientes com HNPCC apresentam como principal
caracteristica genética uma perda de funcao dos genes
responsaveis pelo reparo do DNA: MLH1, MSH2, MSH6,
PMS1 e PMS2. O resultado desta incapacidade de repa-
ro € o acimulo de mutacoes genéticas no DNA, o qual
ird desencadear o processo de carcinogénese da HNPCC.
Dentre os genes de reparo, os genes MSH2 E MLH1 con-
tém a maioria das mutacoes atualmente conhecidas
responsaveis pela HNPCC, representando cerca de 9o%
dos casos.

Uma vez realizado o estudo de instabilidade de mi-
crossatélites dos pacientes com cancer colorretal e
este se apresentar RER(+), é recomendado prosseguir
a analise genética dos genes de reparo MLH1 e MSH2,
que sao predominantemente responsaveis pelos erros
de replicacao. Detectada uma mutacao patogénica em
um determinado segmento de um destes genes, é re-
comendado que os familiares de primeiro grau dos pa-
cientes com HNPCC também tenham os genes MLH1
e MSH2 analisados. Os individuos que apresentam a
mutacao patogénica causadora do erro de reparo de-
vem ter acompanhamento meédico regular e adotar
medidas preventivas, visando uma maior sobrevida.
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METoDO
Electroforese em Gel de Gradiente Desnaturante
(DGGE)
CoNDICAO

Sangue Total em EDTA

CONSERVACAO PARA ENVIO
+ Até 2 dias a temperatura ambiente.
- Até 5 dias refrigerado entre 2° a 8°C.

TEMPO DE LIBERACAO
40 dias uteis



Instabilidade de microssatélites

O cancer colorretal (CCR) é a 52 causa de morte por can-
cer mais frequente no Brasil, sendo que 10 % a 15 % dos
casos diagnosticados correspondem a CCR hereditario,
principalmente sob a forma de Cancer Colorretal He-
reditario Ndo Polipdide (HNPCC), também conhecido
como Sindrome de Linch. A HNPCC é uma sindrome
autossémica dominante de penetrancia incompleta, ou
seja, apenas parcela dos individuos portadores do alelo
mutante desenvolvera a doenca.

Apesar da penetrancia incompleta, a deteccao de muta-
cao nos genes de reparo, indiretamente através da MS,
¢é de fundamental importancia para o direcionamento
do tratamento e a prevencao da evolucao da HNPCC,
uma vez que pode oferecer informacdes para os indivi-
duos portadores e familiares sobre o risco de desenvol-
ver o cancer. Sendo diagnosticado o cancer em seu esta-
gio precoce, a possibilidade de cura é significativamente
maior. A adocao de medidas preventivas se baseia em
colonoscopia a partir dos 20-25 anos, ultra-som pélvico e
transvaginal, adequacao da dieta (rica de Ca++ e fibras),
colectomia profilatica, urina rotina e endoscopia diges-
tiva alta (EDA).

Enfim, os testes genéticos direcionam o paciente a pro-
curar acompanhamento clinico para si e seus familiares
e adotar medidas preventivas, o que contribui para uma
maior sobrevida.

O estudo é realizado comparando o perfil de microssa-
télites em DNA extraido de tumores com o DNA extrai-
do de tecido nao tumoral. Utilizado para prognéstico de
cancer colo-retal.

METODO
PCR fluorescente

ConbDIcAO
1amostra de tecido tumoral e 1amostra de tecido
normal para comparacao (obrigatério), sendo:

« Amostra de tecido normal:1tubo de Sangue Total
colhido em EDTA ou tecido fresco (3cm) em soro ou
agua.

« Amostra de tecido tumoral: tecido parafinado ou
tecido fresco em soro ou agua.

Tecidos frescos ndo devem ser armazenados em
formol, pois este degrada o material genético.

IMPORTANTE

O teste molecular Instabilidade de
Microssatélites esta dividido em 2 mneménicos
diferentes, visando a dimimuicao no tempo de
liberacao e no custo do exame:

1. Instabilidade de Microssatélites -
TECIDO FRESCO [IMS |DIV]

2. Instabilidade de Microssatélites -
PARAFINA [IMS-PA |DIV]

CONSERVAGAO PARA ENVIO
- Sangue e Tecido: Enviar em temperatura ambiente
até 2 dias ou refrigerado entre 2° e 8°C em até 7 dias.
- Bloco de Parafina: temperatura ambiente.

TEMPO DE LIBERACAO

Tecidos frescos: 21 dias Uteis
Bloco parafina: 30 dias Uteis




JAK2 V617F (Policitemia vera,

Trombocitemia e Mielofibrose idiopatica)

A associacao de JAK2 com desordens mielopro-
liferativas  (MPDS), incluem Policitemia Vera(PV),
Trombocitemia(ET) e Mielofibrose Idiopatica(IMF). PV
esta associada ao aumento do numero de precursores
eritroides (eritrécitos),causando um aumento no volu-
me sanguineo, tornando-o mais espesso, de modo que
o0 sangue passa a fluir com menor facilidade através dos
pequenos vasos sanguineos, podendo complicar para
eventos trombéticos. Na trombocitemia, os megacario-
citos tornam-se anormais e produzem plaquetas em ex-
cesso, levando a formacao espontanea de coagulos, que
provocam a obstrucao do fluxo sanguineo. Na mielofi-
brose ocorre um envolvimento dos fibroblastos (células
que produzem tecido fibroso ou conjuntivo), que pare-
cem ser estimulados por células precursoras anormais,
possivelmente megacariocitos (células que produzem
plaquetas).

A troca de um nucleotideo guanina por uma timina no
éxon 12 do gene Janus Quinase 2(JAK2) representa uma
mutacao que pode ser adquirida e esta presente na li-
nhagem mieléide. Ocorre uma substituicao do ami-

K-RAS - Sequenciamento
exon-intron do gene

Implicado em diversos tumores: pancreas (80-90%)*,
colon e reto (25-60%), pulmao (25-60%), prostata (o-
25%), pele (0-25%), tirdides (0-60%), figado (10-25%),
ovario (0-50%), endométrio (10-40%), rim (0-50%), cé-
rebro (0-15%), seminoma (10-45%), leucemia aguda nao
linfocitica e mielodisplasia (5-15%), bexiga (5%), cabeca e
pescoco (10%), mama (10%).

*Frequéncia de mutacao em K-RAS

DIAGNOSTICO EM GENETICA MOLECULAR - Oncologia

noacido fenilalanina por valina no cédon 617,causando
uma ativacao constitutiva da Tyrosina kinase, que &
responsavel por crescimento celular. Esta mutacao esta
presente em 66% dos casos de policitemia Vera, 23,6%
de trombocitemia essencial e 35,6% de mielofibrose
crénica, tornando-a um importante auxilio diagnostico.

MéTtopo
PCR Qualitativo em Tempo Real com Taq Man

CoNDICAO
Sangue Total em EDTA ou Medula Ossea em EDTA

CONSERVACAO PARA ENVIO
Enviar em temperatura ambiente até 2 dias ou
refrigerado entre 2° e 8°C em até 7 dias.

TEMPO DE LIBERACAO
7 dias Uteis

Métopo
PCR e sequenciamento

CoNDICAO
Sangue Total em EDTA

CONSERVACAO PARA ENVIO
Enviar em temperatura ambiente até 2 dias ou
refrigerado entre 2° e 8°C em até 7 dias.

TEMPO DE LIBERACAO
25 dias Uteis



Microquimerismo em
Transplante de Medula

Este exame € indicado para pacientes que se submete-
ram ao transplante de medula a fim de se verificar o qui-
merismo. A semelhanca do padrao genético observado
entre o swab bucal e o sangue/medula do paciente in-
dica que nao houve a formacao de quimerismo, ou seja,
o transplante nao foi eficiente. No entanto, uma vez ob-
tido diferente padrao entre o swab bucal e o sangue/
medula do paciente, hd indicacao da eficiéncia do trans-
plante. O encontro de 3 ou mais alelos para um mesmo
marcador indica a presenca simultanea de resquicios da
medula do paciente somada a nova medula recebida do
doador.

Neurofibromatose tipo 1
(Neurofibromatose de Von
Recklinghausen)

Neurofibromatose 1 (NF1) é caracterizada por manchas
café com leite, neurofibromas dérmicos multiplos e né-
dulos de Lisch na iris. E uma das doencas autossémicas
dominantes mais frequentes na espécie humana, com
incidéncia entre 1:3.000 e 1:5.000 nascidos vivos.

Mutacoes em heterozigose no gene NF1, localizado no
Cromossomo 17, sao responsaveis pela maior parte dos
casos. Mais de 500 mutacdes diferentes ja foram iden-
tificadas. Este gene codifica uma proteina denominada
neurofibromina que parece atuar como supressor tu-
moral.

O diagnostico da NF1 é basado principalmente nos
achados clinicos. Testes moleculares confirmatorios
podem ser necessarios em alguns pacientes que nao
preencham completamente os critérios clinicos. Cerca
de 50% dos casos sao atribuiveis a mutacdes novas, sem
que se identifique outros afetados nas familias.

O diagnostico pré-natal da NF1 podera ser realizado por
meio de analise direta de DNA quando uma mutacao
especifica for identificada na familia. O teste molecular
disponibilizado avalia a presenca de delecdes e duplica-
coes por meio de MLPA e de mutacoes via sequencia-
mento.

MEtopo
PCR STR Fluorescente e genotipagem em sequenciador
automatico
ConbDIcAO

Sangue Total em EDTA e Swab bucal. Se possivel enviar
uma amostra (sangue ou swab bucal) do doador

CONSERVACAO PARA ENVIO
Enviar em temperatura ambiente até 2 dias ou
refrigerado entre 2° e 8°C em até 7 dias.

TEMPO DE LIBERACAO
10 dias Uteis

Sao realizadas analises do gene NF1, com as seguintes
possibilidades de testes:

+ Analise do gene NF1 por MLPA em Sangue Total

« Analise do gene NF1 por sequenciamento em Sangue
Total

« Diagnostico pré-natal de neurofibromatose NF1 e NF2

Métopo
MLPA: delecdes e duplicacoes
Sequenciamento: mutacoes

ConbDIcAo
Sangue Total em EDTA ou swab bucal.

CONSERVACAO PARA ENVIO
Enviar em temperatura ambiente até 2 dias ou
refrigerado entre 2° e 8°C em até 7 dias.

TEMPO DE LIBERACAO
40 dias uteis

HERMES
PARDINI



Neurofibromatose tipo 2

A Neurofibromatose 2 (NF2) é uma doenca autossémica
dominante caracterizada por schwannoma vestibular
bilateral que se manifesta antes de 30 anos e outros tu-
mores (schwannomas de outros nervos cranianos e pe-
riféricos, meningiomas, ependimomas e astrocitomas).
A NF2 apresenta grande variabilidade de expressao cli-
nica e a penetrancia é completa. A incidéncia é de 1 caso
para cerca de 40 000 nascidos vivos.

A NF2 é causada pela inativacao ou perda dos dois ale-
los do gene supressor de tumor NF2, localizado no braco
longo do cromossomo 22. Cerca de 50% dos casos sao
hereditarios, enquanto os demais resultam de muta-
coes novas sendo que muitos deles representam mosai-
cismo somatico. O gene NF2 tem 110 kb e 17 exons e co-
difica a proteina merlina ou schwannomina. A merlina
mutante provavelmente inibe a adesao celular, havendo
correspondéncia entre o tipo de mutacao e a gravidade
da neurofibromatose.

Sao realizadas analises do gene NF2, com as seguintes
possibilidades de testes:

+ Analise do gene NF2 por MLPA em Sangue Total

+ Analise do gene NF2 por sequenciamento em Sangue
Total

+ Diagnéstico pré-natal de neurofibromatose NF1 e
NF2

« Screening para neurofibromatose tipo Il por MLPA.
Para estudo das grandes delecoes e duplicacoes
genéticas no cromossomo 22912, onde se situa o gene
NF2, utiliza-se a técnica de MLPA (multiplex ligation
dependent probe amplification), a qual permite a visu-
alizacdo de mutacoes em heterozigose e em homozi-
gose. O teste apresenta 95% de sensibilidade.

Métopo
MLPA: delecoes e duplicacoes
Sequenciamento: mutacoes

CoNDICAO
Sangue Total em EDTA ou swab bucal.

CONSERVACAO PARA ENVIO
Enviar em temperatura ambiente até 2 dias ou
refrigerado entre 2° e 8°C em até 7 dias.

TEMPO DE LIBERACAO

40 dias uteis
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P53 -Sequenciamento génico

Implicado em:

« Sindrome de Li-Fraumeni, esta sindrome se caracte-
riza pela aparicao de sarcoma e cancer de primeiro
grau antes dos 45 anos e apresenta heranca au-
tossomica dominante. As mutacoes germinais sao
variadas, mas a maioria se localiza nos éxons 4 a 10

do gene ps3.

Enfermidade hematolégica

-20-30% dos casos de CML

- 5% dos casos MDS e 15% de ANLL
-2% de ALL

-15% de CLL

- 5-10% de mielomas multiplos.

- 60-80% da enfermidade Hodgkin

« Cancer de pele: Mutacoes em TP53 se detectam em
40% dos carcinomas de células basais e escamo-
sas, enquanto que sao infrequentes em melanoma
maligno.

« Cancer de mama: 25% dos casos de cancer de mama
apresenta mutacoes em TP53.

- Cancer de cabeca e pescoco: 40-60% dos canceres de
cabeca e pescoco apresentam mutacdes em TPs3.

Rearranjo BCL1/JH t(11,14)

O gene codifica a ciclina D1; 295 aminoacidos; 36 kDa.

EXPRESSAO: N30 ha uma expressao normal em linfécitos;
expressao dependente de ciclo celular: maxima em G,
minima emS.

LocALizacAo: principalmente nuclear.

FuncgAo: Controle do ciclo celular: Progressao de G1 a
G@1/S; forma complexos com CDK4 e 6; fosforilacao de
RB1 pela ciclina D1/CDKg; inibida por P21, P15 e P16

ENTIDADE: t(11;14)(q13;G32)/B-cell . BCL1 - IgH.

PaToLoGIA: t(11;14) detecta-se principalmente no linfo-
ma de células do manto; também na leucemia promie-
locitica, linfoma esplénico; raro em leucemia linfocitica
crénica, mieloma multipla.

RESULTADO DA ANOMALIA CROMOSSOMICA: 5" BCL1 trans-
locado no cromossomo 14 cerca de JH (IigH) e Cem 3°.

PROTEINA ANORMAL: N3o existe proteina de fusdo, mas
troca de promotor; o enhancer do gene da imunoglobu-
lina estimula a expressao de bcl-1. Esta expressao acele-
ra o transito celular na fase Gn.

+ Cancer de pulmao: 40% dos canceres de pulmao
apresentam as mutacoes G>T no coddn 157,158, 245,
248,249 e 273 no gene TPs53.

+ Cancer de esofago: 45% dos canceres de esdfago
apresentan mutacoes no codon 175,176, 248, 273, 282
no gene TP53.

Cancer de figado: em 20-50% dos casos ha a perda de
1p, 49, 5p, 59, 89,139, 16p, 16q, y 17p. Também aparece
mutacao no codon 249 relacionado com a aflatoxina
B1 na zona de China e Africa.

« Cancer gastrico: 30% dos canceres gastricos apresen-
tan mutacoes em TP53.

Métopo
PCR e sequenciamento

ConbDpIcAO
Sangue Total em EDTA

CONSERVACAO PARA ENVIO
Enviar em temperatura ambiente até 2 dias ou
refrigerado entre 2° e 8°C em até 7 dias.

TEMPO DE LIBERACAO
22 dias uteis

DIAGNOsTICcO: A deteccao se faz mediante Nested PCR.

O teste é indicado para determinar a presenca ou ausén-
cia de rearranjo no gene BCL1 em casos recentemente
diagnosticados de linfoma de células do manto, linfo-
mas nao classificados ou para monitorizacao de doenca
residual minima. E realizada a pesquisa para fusdes IgH/
BCL1, presentes na maior regiao MCL2. Um resultado po-
sitivo indica a presenca de translocacao cromossomal
bcl-1/JH t(11;14). Um resultado negativo ndo exclui com-
pletamente a presenca desta translocacao.

Métopo
Reacao em cadeia da Polimerase

ConbDIcAO
Medula Ossea ou Sangue Total em EDTA

CONSERVACAO PARA ENVIO
Enviar refrigerado entre 2° e 8°C em até 7 dias.

TEMPO DE LIBERACAO
14 dias Uteis

HERMES
PARDINI



Rearranjo BCL2/JH t(14,18)

BCL2 apresenta 25 kDa; 205 aminoacidos (BCL2b) ou 239
aminoacidos (BCL2a que tem, além disso, uma termina-
cao hidrofébica aderida a membrana. Esta terminacao
tem atividade anti-apoptodtica. Contém dominios BH
(homo/heterodimerizacao) e NH.

ExPRESSAO: ampla;em B e T em particular.

LocALizacAo: Principalmente em membrana mitocon-
drial.

FuNcAo: antiapoptoses, mediante um processo com-
plexo; dimerizacao com BAX; papel antiapoptoético for-
mando complexos com caspase-9 e APAF1, prevenindo o
metabolismo de proteases (através de ativacao depen-
dente de caspase-3 citocromo C).

ENTIDADE: t(14;18)(q32;q21)/B-cell . IgH - BCL2
PATOLOGIA: B-cell NHL principalmente;

INCIDENCIA: Encontra-se em 80% - 90 % de linfomas foli-
culares, 30% de linfomas de células grandes difusas.

RESULTADO DA ANOMALIA CROMOSSOMICA: 5 BCL2 se
transloca no cromossomo 14 cerca de JH (igH) e Cem 3"

PROTEINA ANORMAL: N30 existe proteina de fusao, mas
troca de promotor; o enhancer do gene da imunoglobu-
lina estimula a expressao de BCL-2. Como BCL-2 é um

DIAGNOSTICO EM GENETICA MOLECULAR - Oncologia

inibidor apoptético, ha um atraso na morte celular e ha
um acumulo celular.

O exame genético € empregado para deteccao molecu-
lar da alteracao cromossémica ocasionada pela t(14;18)
(932;921), que caracteriza 90% dos casos de linfoma fo-
licular. O resultado da translocacdo é a transformacao
maligna das células afetadas e consequente alteracao
da expressao génica do BCL2, o que favorece a prolifera-
cao das células linfoides em relacao as células normais.

O rearranjo de BCL-2 é indicado para o diagnéstico de
linfomas difusos de células grandes e investigacao e
monitorizacao de Doenca Residual Minima (DRM) du-
rante e ao final do tratamento.

Métopo
Reacao em cadeia da Polimerase NESTED

CoNDICAO
- Medula Ossea ou Sangue Total em EDTA.

CONSERVACAO PARA ENVIO
Enviar refrigerado entre 2° e 8°C em até 7 dias.

TEMPO DE LIBERACAO
14 dias Uteis
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Rearranjo BCL6

PATOLOGIA: O maior nimero de translocacdes que afe-
tam o gene BCL-6 sao encontrados nos linfomas B no-
-Hodgkin

INcIDENCIA: Detecta-se de 15%-40% dos casos em linfo-
mas de células B grandes (DLBCL), 6%-15% de linfomas
foliculares e 50% dos casos de linfomas de Hodgkin no-
dulares.

ExpressAo: Na linha germinal de células B e T, outros te-
cidos linfoides, células musculares e queratindcitos.

LocALizagAo: Nuclear.

FuNcAo: A proteina se une a uma sequéncia especifica
de DNA e reprime sua transcricao. A uniao do DNA é me-
diada através da sequéncia TTCCT(A/C)GAA enquanto
as interacdes proteina-proteina se realizam mediante
dominios BTB/POZ inter-atuando com outras proteinas
através de dedos de zinco (incluindo Histone Deacetyla-
se 1(HDAC1) e Silencing Mediator of Retinoid and Thryoid
Receptor 1 (SMRT1)). O extremo carboxi-terminal, por
outra parte, é responsavel pela unido especifica do DNA
através de seus 6 dedos de zinco.

ENTIDADE: 3q27 /NHL (non Hodgkin linfomas).

CITOGENETICA: Os reordenamentos em 3q27 sao diversos
e incluem microdelecdes, mutacdes pontuais e hiper-
mutacdo. Em 50% destas translocacoes, sao afetados
os genes Ig em 14932 (IgH), 2p12 (IgK) e 22g12 (IgL) (e.g.
t(3;14)(927;932)). Menos da metade afetam a outras re-
gides cromossémicas (1921, 221, 4p11, 5931, 6p21, 7p12,

RET- Sequenciamento do
Protooncogene RET: exons 10, 11,
13,14, 15 e 16 individualizados

A recomendacao da analise genética do protooncogene
RET deve ser feita a todos individuos afetados pelo carci-
noma medular. Uma vez detectada uma mutacao espe-
cifica para uma determinada familia, é recomendada o
screening molecular desta alteracao genética nos ascen-
dentes e descendentes diretos do individuo portador.
Isso permite a identificacao de portadores de mutacoes
no proto-oncogene RET, previamente ao inicio da sinto-
matologia e da morbidade e relacionadas. Geralmente,
o progndstico de pacientes NEM 2 é melhor quando o
diagnostico € precoce e ha intervencao terapéutica em
tempo habil.

Visando maior acesso da populacao a avaliacao genéti-
ca, disponibilizamos o sequenciamento de cada exon de
forma individualizada, o que reduz o custo para os des-

8024,9p13,11913,11923,12q11,13q14-21,14411,15021; 16p11...).
Além dessas, ha alteracoes bialélicas.

Resultado da Anomalia Cromossémica: A substituicao
de promotor entre BCL-6 e suas diferentes partes dao
lugar a transcritos quiméricos com um extremo 5" do
gene participante fusionado ao local de splice do éxon
2 do BCL-6. Em alguns casos é possivel encontrar qui-
meras reciprocas com a regiao reguladora 5" do BCL-6
fusionada com regiao codificante do gene partner.

O gene BCL6, altamente expresso em células germina-
tivas tipo B, desempenha uma funcao central na modu-
lacao da transcricao dos genes envolvidos na ativacao
linfocitica, ciclo celular, apoptose e diferenciacdo. Ex-
pressao alterada de BCL6 em células B germinativas tem
funcao oncogénica, provavelmente por inibir a apoptose
e aumentar a proliferacdo celular. Sdo conhecidas mu-
tacoes na regiao 5’ nao codificante, relacionadas a estes
eventos.

Métopo
Reacao em cadeia da Polimerase MULTIPLEX

ConbDIcAo
Medula Ossea ou Sangue Total em EDTA.

CONSERVACAO PARA ENVIO
Enviar refrigerado entre 2° e 8°C em até 7 dias.

TEMPO DE LIBERACAO
30 dias uteis

cendentes e ascendentes dos afetados. Recomenda-se
enviar o resultado da analise genética do RET do indivi-
duo portador ja genotipado.

Métopo
PCR e sequenciamento

ConbDpIcAo
Sangue Total em EDTA

CONSERVACAO PARA ENVIO
Enviar em temperatura ambiente até 2 dias ou
refrigerado entre 2° e 8°C em até 7 dias.

TEMPO DE LIBERACAO
30 dias uteis

HERMES
PARDINI



Retinoblastoma - Estudo
molecular do gene RB1

O retinoblastoma & um tumor maligno que se desenvol-
ve na retina e ocorre antes dos 5 anos. O retinoblastoma
pode ser unifocal ou multifocal, cerca de 60% dos afeta-
dos apresentam a forma unilateral com uma idade ao
diagnostico de 24 meses e 40% tem um retinoblastoma
bilateral realizando o diagndstico com 15 meses de ida-
de.Aidentificacao de mutacdes pontuais ocorre em 70%
dos casos ao se realizar a sequenciamento do gene RB1.

LocALIzACAO: 13014.1-14.2
HEREDITARIEDADE: autossomica dominante

INCIDENCIA: 1:15,000 - 20,000

MéTtopo
PCR e sequenciamento/Multiplex Ligation-dependent
Probe Amplification-MLPA

CoNDICAO
Sangue Total em EDTA

CONSERVACAO PARA ENVIO
Enviar em temperatura ambiente até 2 dias ou
refrigerado entre 2° e 8°C em até 7 dias.

TEMPO DE LIBERACAO
22 dias uteis

Translocacao BCR-ABL - Qualitativo

A Leucemia Mieldide Cronica (LMC) é a doenca mielo-
proliferativa mais comum, representando cerca de 20%
a 25 % de todos os casos de leucemia e cerca de 3% das
leucemias infantis, sendo que sua incidéncia é de 1 caso
a cada 100.000 pessoas em paises ocidentais. Acomete
principalmente individuos entre 45 e 55 anos, sendo que
30% dos pacientes diagnosticados tém mais de 60 anos.

UGT1A1, polimorfismo do gene
- Toxicidade do irinotecan

O irinotecan, um inibidor de topoisomerase |, apresen-
ta funcdo antineoplasica. E indicado como terapia para
pacientes com carcinoma metastasico de colon ou reto,
com recorréncia ou progressao destes e com cancer de
colon metastasico avancado. Seu metabolismo envolve
numerosas enzimas, garantindo que a forma ativa, SN-
38, sofra eficaz eliminacao biliar ao se transformar em
SN-38G, a forma inativa. No entanto, muitos estudos
indicam que é comum a ocorréncia de neutropenia e
diarréia, até mesmo em 8 horas apés a administracao.
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METoDO
Reacao em Cadeia da Polimerase Reversa (RT-PCR)

CoNDICAO
Sangue de Medula Ossea em EDTA ou Sangue Total em
EDTA.

CONSERVACAO PARA ENVIO
Enviar refrigerado entre 2° e 8°C em até 2 dias.

TEMPO DE LIBERACAO

10 dias uteis.
MEtopo
PCR-STR Fluorescente e genotipagem em sequenciador
automatico
ConbDICAO

Sangue Total em EDTA.

CONSERVACAO PARA ENVIO
Enviar em temperatura ambiente até 2 dias ou
refrigerado entre 2° e 8°C em até 7 dias.

TEMPO DE LIBERACAO
15 dias Uteis
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