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Resumo

Se recuarmos no tempo até ha cerca de cem anos, a doencga oncolégica ndo era tao
conhecida nem falada como € nos dias de hoje. No entanto, nas ultimas décadas, a sua
incidéncia tem vindo a aumentar de forma alarmante. Este aumento deveu-se,
sobretudo, ao facto de atualmente ser possivel diagnosticar lesdes em fase pré-invasiva
através de metodologias inovadoras, as mudancas no estilo de vida e habitos de

consumo, mas também ao aumento da esperanga média de vida da populagéo.

Desta forma, torna-se crucial o recurso a tecnologias de diagnostico clinico para
identificacdo e detecdo de mutacdes somaticas, em genes conhecidos pelo seu papel
no desenvolvimento de patologias oncoldgicas, com maior especificidade e no menor

espaco de tempo possivel.

Entre estas tecnologias de diagnostico podemos destacar a Sequenciagdo de Nova
Geracao, tecnologia esta que permite, numa Unica experiéncia, a determinagdo de
sequéncias de moléculas de DNA com tamanhos superiores a 1 milhdo de bases,

podendo até sequenciar o genoma total de um individuo.

Assim, o objetivo primordial deste trabalho prende-se com a analise, implementacéo e
validacdo da tecnologia de Sequenciacao de Nova Geracao de painéis somaticos de
cancro, com vista a identificacdo de mutacGes somaticas relevantes na terapéutica e

caracterizacao de tumores.

Este trabalho foi desenvolvido e realizado no laboratério da unidade de Biologia
Molecular, pertencente a Unilabs Portugal S.A., uma empresa lider no setor do

diagndstico clinico.

Com vista a alcangar os objetivos propostos, inicialmente foi analisado e estudado o

equipamento Genexus, comercializado pela Thermo Fisher Scientific ™.

Foi também definido um protocolo laboratorial a seguir, tendo em vista a utilizagdo do

eguipamento.

Em suma, podemos dizer que o diagnéstico clinico com base em técnicas de
Sequenciacdo de Nova Geracdo é uma area em constante evolucdo e que procura
proporcionar as melhores condicbes para, detetando lesdes pré malignas, evitar o
desenvolvimento da patologia oncoldgica ou deteta-la em fase mais precoce, e que
permite também um maior numero de opcdes de tratamento a todos aqueles que dela
sejam beneficiarios, pois oferece um diagnostico mais especifico e numa janela

temporal menor.


https://fsymbols.com/pt/signos/tm/
https://fsymbols.com/pt/signos/tm/
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Abstract

If we go back in time to about a hundred years ago, oncological diseases were not as
well known or talked about as they are today. However, in recent decades, its incidence
has increased alarmingly. This increase was mainly due to the fact that nowadays it is
currently possible to diagnose lesions in the pre-invasive phase through innovative
methodologies, to changes in lifestyle and consumption habits, but also to the increase

in the average life expectancy of the population.

Therefore, it is crucial to take advantage of clinical diagnostic technologies in order to
identify and detect somatic mutations in genes known for their role in the development

of oncological pathologies, with greater specificity and in the shortest time possible.

Among these diagnostic technologies, we can highlight Next Generation Sequencing, a
technology that allows, in a single assay, the determination of sequences of DNA
molecules with sizes bigger than 1 million bases, being able to sequence the entire

genome of an individual.

Thus, the main goal of this work was the analysis, implementation and validation of Next
Generation Sequencing technology in somatic cancer panels, in order to identify somatic

mutations relevant in the therapy and characterization of tumors.

This project was developed and processed in the laboratory of the Molecular Biology unit

of Unilabs Portugal S.A., a leading company in the clinical diagnosis sector.

In order to achieve the proposed goals, the Genexus equipment, commercialized by
Thermo Fisher Scientific ™, was initially analyzed and studied. In addition, a laboratory

protocol was also defined to be followed, for the use of the equipment.

In summary, we can say that clinical diagnosis based on New Generation Sequencing
techniques is an area in constant evolution and that aims to provide the best conditions
in order to detect pre-cancerous lesions avoiding the development of oncological
pathologies, and that also allows a greater number of treatment options, to all those who

benefit from it, as it offers a more specific diagnosis and in a shorter time frame.

Keywords: Next Generation Sequencing, Sequencing, Genexus, Cancer, Somatic

Panels
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Enquadramento Geral do Projeto

A concecgdo deste projeto, que tem por base a aquisicdo de um equipamento de
sequenciacdo de nova geracdo e o desenvolvimento do seu protocolo de aplicacéo
laboratorial, surge da necessidade de oferecer e estabelecer no mercado do diagndstico
clinico, um servico por parte de uma entidade privada, que permita a detecdo de
mutacfes somaticas que tenham contribuido ou venham a contribuir para o possivel
desenvolvimento de patologias oncoldgicas. Este servico terd como publico-alvo,
sobretudo, clinicas e hospitais publicos e privados que, na presenca de um doente de
risco, pré-sintomatico ou sintomatico, queiram efetuar e confirmar o seu diagndstico ou
avaliar a possibilidade de este vir a desenvolver algum tipo de neoplasia no futuro
préximo. Para além disso, este tipo de analise permitird também saber qual a terapéutica
mais indicada para cada tipo de mutag&o. Desta forma, poder&o ser utilizados farmacos
mais seletivos, que podem desacelerar o crescimento tumoral, preservando, desta

forma, uma grande parte das células saudaveis.

Assim, a existéncia deste exame permitirdA a eliminagcdo da necessidade de
subcontratacdo de outras entidades para a sua execug¢ao, assim como oferecer uma
alternativa ao setor publico para a sua realizagdo, uma vez que € neste setor que,

atualmente, se realizam a grande maioria deste tipo de analises e diagnésticos.
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1.Introducao
1.1. Unilabs

7

O Grupo Unilabs, com sede em Genebra, € uma empresa multinacional Suica que

possui uma area de atuacao a nivel internacional, cujo foco é o diagndstico clinico.

A Unilabs foi fundada em 1987 em Genebra, com filiais em Bern e St. Gallen. Em 1989,
0 grupo estabeleceu a sua presenca em Itélia e a expansao internacional continuou no
ano seguinte com a aquisicdo de trés laboratérios em Espanha. Como resultado, a
Unilabs continuou a expandir as suas atividades através de aquisi¢cdes de infraestruturas
ja existentes, e também através da abertura de novas instalagées. Nos anos seguintes,
cresceu rapidamente com uma estratégia de aquisi¢céo de laboratorios parceiros de alta

qualidade e exceléncia em todo o continente europeu.

Atualmente, a Unilabs encontra-se presente em 16 paises: Suica, Portugal, Espanha,
Franca, Suécia, Noruega, Finlandia, Dinamarca, Paises Baixos, Reino Unido,

Eslovaquia, Republica Checa, Russia, Peru, Emirados Arabes Unidos e Austrélia.

Neste momento, o Grupo Unilabs conta com mais de 200 laboratérios, 180 centros de
radiologia e um amplo catalogo de mais de 6.500 testes de diagnéstico tendo gerado
vendas anuais de mais de 1,4 mil milhBes de euros por ano, e sendo por isso
considerada uma empresa europeia lider ao nivel da realizagéo de testes laboratoriais

clinicos e de servicos de diagndstico clinico integrado. 12
1.1.1. Unilabs em Portugal

A Unilabs entrou no mercado de diagnéstico portugués em Janeiro de 2006, com a
aquisicdo do grupo Medicina Laboratorial Dr. Carlos Torres. A partir dai, a Unilabs
Portugal cresceu rapidamente adotando uma estratégia de aquisi¢cdo de laboratorios e
do estabelecimento de infraestruturas de elevada qualidade por todo o pais, tal como

representado na Figura 1.12



FCUP
Analise, implementacéo e validagdo da metodologia NGS em painéis somaticos de cancro

2006
Medicina La ori
borat le |
2007 ica
1 Dr.® Luc trac Cli ] rtus
Lat il de M 0
2008
2011 o
(V] Guimaraes 20]3
2014
1 ca (LAP 2015
abor iod I r
Paquirr rejeira
2017 aboratdrio de Anatomia Patolégica Dr.
cs (Genética Medica)
~edivet (Veterinaria) 2018
po Base Holdin, borat | i
Mediloul
nbralLab
2019 icTamega — Lz at le Analise
IMAG Medicina Laborat r. Luis Aguia
boest Srupo Imagem

Fig. 1 — Esquema resumo da expansdo da Unilabs Portugal ao longo do tempo.

(https://www.unilabs.pt/unilabs/sobre-n%C3%B3s)

Atualmente conta com diversas areas de atuacdo em Portugal, nomeadamente na area
de Cardiologia, Analises Clinicas, Radiologia, Anatomia Patoldgica, Medicina Nuclear,

Gastroenterologia e Genética Médica.

Em Julho de 2014, foi integrado na Unilabs o LAP — Laboratério de Anatomia Patoldgica.
Este laboratério estd também na vanguarda na implementacéo de testes de Anatomia
Patolégica e de Biologia Molecular, acompanhando os avancos tecnolégicos e
cientificos para realizar os exames e analises mais exigentes. Entre estes, podemos
destacar o diagnostico oncoldgico e o papel que a tecnologia de NGS desempenha na

detecao e analise de tumores.

Neste momento, a Unilabs Portugal conta também com mais de 1000 unidades de
atendimento, 10 laboratorios e realiza mais de 19,5 milhdes de atos médicos por ano,
assumindo-se como uma empresa lider na prestacdo de Meios Complementares de

Diagndstico e Terapéutica. 12

A reputacao e evolucdo da empresa assentam no seu forte compromisso com a saude

dos portugueses assegurado pela fiabilidade e empenho de todos os colaboradores nos


https://www.unilabs.pt/unilabs/sobre-n%C3%B3s
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servigos prestados diariamente. Com o objetivo de estar no centro das decisdes de
saude dos portugueses, a Unilabs Portugal assume como misséo dar as respostas que

ajudam a cuidar da salde dos seus clientes. 12

1.2. Cancro e a Patologia oncolégica

s

De uma forma geral, a carcinogénese é o termo utlizado para denominar um
crescimento anormal e descontrolado das células. O cancro é a principal causa de morte
em paises economicamente desenvolvidos e a segunda principal causa de morte em
paises em desenvolvimento. Entre a populagéo portuguesa, os tumores malignos, que
possuem a capacidade de metastizar, e as doencas do sistema circulatério sdo as

principais causas de morte na idade adulta.®

A existéncia de fatores de risco é algo que aumenta a probabilidade de uma pessoa vir
a desenvolver uma doenca. O envelhecimento € um fator de risco reconhecido para a
generalidade dos cancros. No entanto, fatores como a dieta alimentar, obesidade, o
alcool, a exposicao a agentes quimicos, radiacdes, infecdes virais e a falta de atividade
fisica podem, também, influenciar o desenvolvimento do cancro. De facto, a incidéncia
de cancro tem vindo a aumentar cada vez mais, como resultado do envelhecimento e
crescimento populacional, bem como, cada vez mais, com a ado¢ao de opg¢des de estilo
de vida que aumentam a sua probabilidade, como o tabagismo, o alcool, o sedentarismo

e as dietas “ocidentalizadas”. *

Atualmente, sabe-se que existe uma relagdo entre o aparecimento de cancro e a
informacdo genética do individuo. Esta informacdo genética, que esta presente nos
genes de um determinado individuo, regula o que acontece no corpo, tal como a cor dos
olhos, o tipo sanguineo, etc. Por vezes, estes genes podem sofrer alteracdes,
designadas por mutacdes genéticas. Acredita-se que o desenvolvimento de uma
patologia oncoldgica surge quando varios genes de um grupo de células sofrem
mutacdes. Se essa mutagdo ocorrer nas células reprodutivas, sera transmitida de pais
para filhos. Caso contrério, trata-se de uma mutagdo soméatica, que ocorre apenas no

individuo que a possui.®

De uma forma geral, cerca 30 mil milhdes de células normais habitam o corpo de um
individuo saudavel, interagindo entre si num complexo e interdependente processo, em

que a proliferacdo de células é regulada por outras células. E esta colaboracéo entre
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células que garante que cada tecido possui um tamanho e arquitetura adequados as
necessidades do corpo de um individuo. Ou seja, de uma forma geral, o normal é que
as células se reproduzam apenas quando séo instruidas a fazé-lo. Contudo, as células
cancerigenas, violam este esquema, deixam de reagir aos controlos habituais sobre a
proliferacdo e seguem a sua propria estratégia de reprodugdo, como demonstrado na
Figura 2. Estas possuem também uma propriedade ainda mais curiosa, a capacidade
de migracao do local onde se encontravam inicialmente, invadindo tecidos préximos e
formando massas em locais distantes do corpo (Figura 2). A este fenémeno da-se o
nome de metastizacdo. Tumores compostos por estas células malignas tornam-se cada
vez mais agressivos ao longo tempo, tornando-se letais quando afectam tecidos e
O6rgaos necessarios para a sobrevivéncia do organismo como um todo. Atualmente,
sabemos que as células de um tumor descendem de uma célula ancestral comum que,
num determinado ponto - geralmente décadas antes do tumor se considerar detetavel -
iniciou um programa de reproducéo inadequado. Esta transformacéo surge através da
acumulacdo de mutacdes em classes especificas de genes. E sdo esses genes que
fornecem a chave para compreender os processos que estdo na base do cancro em

seres humanos. &

GENETICALLY ALTERED CELL

HYPERPLASIA
DYSPLASIA

INVASIVE CANCER f(

N SITU CANCER

N
Fig. 2 — Fases de Desenvolvimento de um tumor

(Weinberg, Robert A. "How cancer arises." Scientific American 275.3 (1996): 62-70.)

A &rea oncoldgica tem sido alvo de cada vez mais estudos e investigacdes cientificas,

gue culminaram na descoberta de novos dados acerca da origem desta patologia e
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também de novas abordagens terapéuticas no seu tratamento. Desta forma, e estando
na presenca de novas descobertas e novas terapéuticas poderiamos inferir que existe
uma grande possibilidade de cura quando se trata de uma patologia oncoldgica, o que
nem sempre corresponde a realidade. Na verdade, a grande maioria dos cancros
poderiam ser curados se fossem detetados de forma bastante precoce. Esta é a
premissa que serve de base para a realizacdo de exames de rastreio (como
mamografias, colonoscopias, citologias, ...). Desta forma, quando os cancros sao
detetados precocemente, tendem a possuir menores dimensdes e menor volume.
Assim, sdo também mais faceis de remover cirurgicamente ou mais propensos a serem
eliminados em resposta a quimioterapia ou radioterapia. Contudo, muitos dos exames
de rastreio referidos anteriormente apenas permitem detetar o cancro ja numa fase
posterior e de forma visivel a nivel celular. Com a implementag&o da tecnologia de NGS,
esta veio colmatar lacunas que existiam no diagndéstico oncoldgico, permitindo a sua

detecdo quando este apenas se encontra presente a nivel genético.’

Em suma, a detegcdo precoce €, por isso, frequentemente a chave para sobreviver a
gualguer forma de cancro, sendo que o diagndstico clinico, a realizagdo de exames de
rastreio e a utilizacdo de meios complementares de diagnéstico e terapéutica

desempenham um papel indispensavel no sucesso do tratamento.

1.3. Sequenciacdo de Nova Geracéo

A Sequenciacao de Nova Geracdo pode ser definida como uma tecnologia de ponta que
revolucionou o estudo do genoma. Esta técnica permite, numa Unica experiéncia, a
determinacédo de sequéncias de moléculas de DNA com tamanhos superiores a 1 milhdo
de bases (1Mbp), podendo sequenciar o genoma total de um individuo (Whole Genome
Sequencing) num Unico dia, ou apenas regides especificas, como certos genes. Esta
técnica trouxe vantagens relativamente a técnica de Sanger, uma vez que esta apenas
permite sequenciar fragmentos de DNA com um maximo de 2Kbp (Figura 3). De uma
forma geral, a técnica de Sanger tem vindo a ser gradualmente substituida pela técnica

de NGS, quer a nivel de investigagdo, quer ao nivel do diagnéstico clinico.®
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Fig. 3 — Representagdo esquemdtica dos resultados obtidos através da andlise de células
tumorais recorrendo a tecnologia de NGS e Sanger, respetivamente, e da sua comparagéo

com células normais. (As setas pretas indicam o local onde ocorreu a mutagao)

(Behjati, S., & Tarpey, P. S. (2013). What is next generation sequencing?. Archives of Disease
in Childhood-Education and Practice, 98(6), 236-238.)

Existem diferentes plataformas de sequenciacdo de nova geragédo. Contudo, em todas
elas ocorre a sequenciagdo de pequenos fragmentos de DNA em paralelo. De seguida,
sdo utilizadas ferramentas bioinformaticas para juntar os fragmentos mapeando as

leituras individuais para o genoma de referéncia humano. Desta forma, cada um dos


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click%20on%20image%20to%20zoom&p=PMC3&id=3841808_edpract-2013-304340f01.jpg
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trés mil milhdes de bases no genoma humano é sequenciada varias vezes, fornecendo
dados precisos e uma visdo das variagbes no DNA face ao genoma de referéncia
(Figura 3). Esta técnica pode ser utilizada para sequenciar genomas inteiros ou apenas
areas especificas de interesse, incluindo os cerca de 22.000 genes codificantes (um

exoma inteiro) ou um pequeno nimero de genes individuais.®

Desde que o cancro é alvo de estudos cientificos, que tém sido desenvolvidos métodos
e ferramentas para que seja possivel a identificacdo celular e molecular dos fenbmenos

que levam a que esta condicdo se estabeleca.®

De facto, a aplicacao de tecnologias baseadas em NGS tem vindo a revolucionar a area
do diagnéstico clinico da patologia oncoldgica, promovendo uma maior compreensao

das alteragdes ao nivel dos genes que levam a que esta condicéo ocorra.'®

Em suma, a utilizacdo da tecnologia NGS com base em painéis de genes permite a
sequenciacdo simultanea de multiplos genes, 0 que representa uma mais-valia devido
a heterogeneidade dos genes que estdo envolvidos nos diversos cancros,

nomeadamente aqueles que sdo mais prevalentes na populagdo portuguesa. 8

Esta tecnologia permite ainda que sejam geradas milhdes de leituras de fragmentos de
DNA, com uma grande cobertura da sequéncia total. Todos estes fatores permitiram a
classificacdo da metodologia NGS como uma tecnologia de alto rendimento e que

apresenta um produto final preciso, com um tempo de resposta relativamente curto.®

Outro ponto que vale a pena salientar acerca deste método é a sua excelente relagédo
custo-beneficio, que se deve principalmente ao elevado aumento do numero de

amostras de DNA que é possivel analisar em cada reacdo de sequenciacéo. '

1.3.1 Potenciais UtilizacBes da Tecnologia NGS na Pratica Clinica

e Genética Clinica

Existem inUmeras vantagens em utilizar a tecnologia de NGS na pratica clinica tendo
em vista um diagnéstico mais eficiente e que permite apresentar respostas mais
precisas ao utente. A tecnologia de NGS permite analisar um espectro mais amplo de

mutacdes do que a sequencicdo de Sanger.'?
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De facto, o espectro de variagdes no DNA do genoma humano compreende pequenas
mudancas de bases (substituigdes), insercdes e delecdes de DNA, grandes delecbes
gendmicas de exdes ou genes inteiros e rearranjos como inversdes e translocagdes. A
sequenciacao tradicional de Sanger apenas permite identificar substituicdes e pequenas
insercdes e delegdes. Para as restantes mutacdes, sao realizados outro tipo de estudos,
como hibridizacdo in situ de fluorescéncia (FISH), o cariétipo convencional ou
microarrays de hibridizacdo gendmica comparativa (CGH) com vista a detetar alteracbes
no numero de copias cromossOmicas submicroscopicas, como as microdelecdes. No
entanto, estes dados também podem ser obtidos diretamente a partir da sequenciagéo
por NGS, eliminando a necessidade de varios ensaios através de técnicas diferentes,
pois é possivel alcangar todo o espectro de variagdo gendémica num Unico ensaio. As
Unicas limitagBes desta técnica residem no facto de poderem existir regides que foram
sequenciadas ou mapeadas de forma errada devido ao conteddo elevado de
guanina/citosina (GC) ou zonas repetitivas de bases, como por exemplo, as expansdes

repetidas subjacentes ao sindrome de X fragil ou & doenga de Huntington.*?

A comparacdao entre a técnica de Sanger e NGS encontra-se representada na Figura 4.
A sequenciacao capilar através do método de Sanger depende do conhecimento prévio
do gene ou locus sob investigagdo. No entanto, a técnica NGS néo é seletiva e pode
ser utilizada para analisar o genoma completo ou 0 exoma e descobrir mutacdes
inteiramente novas e novos genes que estdo na base do desenvolvimento de doengas
cuja causa até entdo era desconhecida. Assim, esta tecnologia poderia ser utilizada
para explorar e desvendar a base genética de sindromes raros e outras doencgas acerca

das quais ainda ndo existe muita informagao. 4

e Oncologia

A gendmica associada ao estudo do cancro assenta na premissa de que este € causado
por mutagBes somaticamente adquiridas. Apesar de a sequenciagdo através da técnica
de Sanger ja ser realizada h4 mais de uma década, estes estudos foram limitados a
relativamente poucas amostras e a um pequeno numero de genes analisados. Com a
implementacédo da técnica de NGS, passou a ser possivel estudar o genoma na sua
totalidade. Desta forma, a sequenciacéo de forma individual em casos de cancro passou
a permitir que fosse fornecida a base para o tratamento personalizado em oncologia.

Atualmente, estédo a ser desenvolvidos varios projetos-piloto utilizando a tecnologia de



10

FCUP
Analise, implementacéo e validagdo da metodologia NGS em painéis somaticos de cancro

NGS na pratica clinica oncoldgica, que visam identificar mutagcdes em tumores cujo

tratamento pode passar pela utilizacdo de farmacos especificos para essas mutagdes.®

1.3.2.LimitagOes da Tecnologia NGS

Como principais desvantagens da técnica de NGS na é&rea clinica podemos apontar o
facto de ser necessario investir em todas as infraestruturas necessarias, como a
capacidade e armazenamento informaticos, e também a experiéncia a nivel de recursos
humanos necesséria para analisar e interpretar de forma detalhada os dados obtidos.
Para além disso, o volume de dados gerados pelos equipamentos necessita de ser
analisado com recurso a plataformas e programas informaticos robustos tendo em vista
a obtencdo e selecdo de informacdes clinicamente relevantes. E importante também
referir que, de forma a tornar esta técnica rentavel, sera necessario realizar ensaios

utilizando grandes lotes de amostras, o que nem sempre podera ser possivel. 1718
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Fig. 4 — Esquema comparativo entre a técnica de Sanger e NGS

Disease in Childhood-Education and Practice 98.6 (2013): 236-238)
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(Behjati, Sam, and Patrick S. Tarpey. "What is next generation sequencing?." Archives of

11
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A tecnologia de NGS tem permitido cada vez mais avan¢os na investigagdo e
diagndstico clinico, sendo cada vez mais importante neste setor, pois possibilita a
obtencao de resultados fiaveis e especificos no menor tempo possivel. Tendo por base
esta premissa torna-se fundamental a aquisicdo e atualizagdo dos equipamentos de
NGS existentes, assim como a implementagdo de novos procedimentos laboratoriais
ajustados a estes equipamentos. Assim, os objetivos primordiais deste projeto prendem-
se com a aquisicdo de um novo equipamento de NGS, possibilitando a otimizacao e
automatizacao dos procedimentos laboratoriais existentes, assim como a elaboracédo de
processos e procedimentos para implementagéo do novo equipamento, a realizagédo de
um estudo de viabilidade do novo processo laboratorial no mercado atual e custos
associados, a elaboragdo e implementacdo de um novo processo de diagndstico
laboratorial de NGS com recurso a know-how técnico e a compreensao da importancia
da utilizacdo da metodologia NGS em contexto empresarial, com vista ao diagnoéstico

clinico.

2. Implementacdo do Método

Com vista a resolucéo do problema inicialmente proposto, que tem por base a aquisi¢cao
de um equipamento de sequenciacdo de nova geracdo e o desenvolvimento do seu
protocolo de aplicacao laboratorial, foi selecionado o equipamento Genexus System. A
escolha deste equipamento, por parte da equipa técnica e de gestao, recaiu, sobretudo,
nas suas principais funcionalidades, nas aplicagbes que permite no campo do
diagndstico clinico e nas principais vantagens que oferece face a outros equipamentos

ja existentes no mercado.

Ao longo deste capitulo estard presente a descricdo do equipamento e das suas

aplicacbes, assim como o protocolo de utilizacdo associado ao mesmo.

2.1. Genexus System

Genexus (Figura 5) € o nome comercial de um equipamento que incorpora a tecnologia
de NGS (Next Generation Sequencing) e que automatiza o fluxo de trabalho desde a
introducdo da amostra até a obtencéo do relatorio final, podendo gerar resultados em

um so6 dia, com apenas dois momentos de contacto com o utilizador, como representado
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na Figura 6. No anexo 1 encontra-se representado o flyer que resume todas as

funcionalidades do equipamento em questao.

®__ }\
@__
=) [ ) . (f
® I N - ©®
oS- e
®@ ®

Fig. 5 — Representagdo esquemética do equipamento Genexus (Genexus Integrated

Sequencer Manual, Thermo Fisher Website)

(1. Porta, 2. Botao de iniciacdo, 3. Garrafa 1 — Residuos quimicos, 4. Garrafas Conicas, 5.
Garrafa 2 — Solucéo de Sequenciagdo, 6. Garrafa 3 — Solugéo de Limpeza, 7. Contentor de
residuos, 8. Residuos de pontas de pipetas, 9. Cartridge, 10. Ecra Tatil, 11. Porta para acesso

a reagentes de sequenciacao)

Este sistema é altamente flexivel, uma vez que permite que um baixo niamero de
amostras sejam processadas (mesmo que seja apenas uma) de maneira econémica,
pois otimiza os gastos. Este € também um equipamento com uma experiéncia para o

utilizador simples e pratica que torna mais facil a sua utilizacdo e implementacdao na
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investigacao clinica ou laboratorios de andlises, independentemente do nivel atual de

experiéncia da equipa de laboratério em NGS. 1°

lon Torrent™ { s
Genexus™ System’ \

Total turnaround time: 1 day ———

L. Sat MO iNae MAL gt SaE At AE g e
lllumina™ JU
MiSeq™ System

Total turnaround time: 6-7 days >

Fig. 6 — Comparacéo entre o Sistema de Sequenciagdo Genexus e um sistema de
sequenciacao convencional (The Genexus System—the future of NGS is here, Flyer, Thermo
Fisher Website)

De uma forma geral, o equipamento Genexus consiste num sistema de purificagdo com
um sequenciador integrado, de forma a combinar e automatizar a extracéo e purificacao
de &cidos nucleicos, a preparacédo da biblioteca de dados, sequenciacao e relatérios de
analise, num unico software (Figura 7). Estas funcionalidades permitem reduzir o
ndamero de instrumentos e consumiveis necessarios, assim como o0 tempo necessario

para a realizacdo da técnica, aumentando a eficiéncia geral do trabalho laboratorial. 2°

lon Torrent™ Genexus™ Software

lon Torrent™ Genexus™ lon Torrent™ Genexus™
Purification System Integrated Sequencer

=
i

* Plasma Automated Automated
* Lysate from nucleic acid library preparation,
FFPE sample extraction, sequencing,
purification, and variant analysis,

quantification* and report*


https://www.thermofisher.com/document-connect/document-connect.html?url=https%3A%2F%2Fassets.thermofisher.com%2FTFS-Assets%2FCSD%2FFlyers%2Fgenexus-e2e-statement-flyer.pdf
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Fig. 7 — Representagdo esquemética do procedimento efetuado pelo sistema Genexus

(Rapid and Accurate Variant Calling of FFPE Samples with the Genexus System, Thermo
Fisher Website)

Assim, o facto de apenas existirem 2 pontos ao longo do processo em que é necessaria
a intervencdo do utilizador, permite reduzir a variabilidade introduzida por diferentes

utilizadores, aumentando a reprodutibilidade dos resultados nos varios ensaios.°

Para além disso, podem ser realizados varios ensaios simultaneamente pela mesma
versao do software, permitindo que os utilizadores retenham os planos de trabalho
previamente implementados enquanto otimizam novos ensaios. De facto, esta é uma
das principais vantagens que podemos apontar a este equipamento, pois desta forma,
as atualiza¢c@es do software sdo também menos frequentes, visto que 0s novos tipos de
ensaios podem ser definidos de forma independente dos existentes naquele momento.
Desta forma, o software do sistema Genexus oferece aos utilizadores a flexibilidade de
otimizar um novo ensaio enquanto outro ensaio € executado. Assim, 0 equipamento
permite efetuar uma reducdo dos custos de operacdo e maior rapidez de resposta,

aumentando a eficacia de todo o processo. Isto deve-se sobretudo a analise

bioinformatica, em que é utilizado o software associado ao equipamento Genexus. 202

7

De um modo geral, a utilizacdo do software é bastante user-friendly, desde a
programacédo do ensaio até a emissao do relatorio. Na Figura 8, podemos observar o
exemplo de um output emitido pelo equipamento e que se encontra disponivel na pagina

web da ThermoFisher Scientific™.


https://www.thermofisher.com/document-connect/document-connect.html?url=https%3A%2F%2Fassets.thermofisher.com%2FTFS-Assets%2FCSD%2Fposters%2FAACR_2021_2282_AccurateVariantCallingGenexus_poster.pdf
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Case Number: 1234 39 Sample Collected:

Sample Cancer Type: Non-Small Cell Lung Cancer

Relevant Non-Small Cell Lung Cancer Findings

Gene Finding Gene Finding
Not detected Not detected

Not detected

Relevant Biomarkers

Tier Genomic Alteration Annotations

A

Fig. 8 — Representagdo de um relatério emitido pelo sistema Genexus

(Thermo Fisher Website)

Em suma, podemos apontar como principais vantagens do sistema Genexus, o facto de
este permitir chegar rapidamente ao relatério final a partir da amostra num sé dia, de
simplificar o fluxo de trabalho automatizando todos 0s passos necessarios desde a
preparacdo da amostra até a analise e interpretagdo dos resultados, de possibilitar a
modulacdo da configuragdo da execucdo conforme o numero de amostras, com a
flexibilidade de realizar em simultdneo até 32 reacdes diferentes da biblioteca por cada
execucdao, o facto de reduzir os custos de utilizagdo da tecnologia NGS, utilizando uma
configuracdo automatica simplificada, com dois Unicos pontos de contacto com o
utilizador e dez minutos de tempo total de operagdo em que este € necessario, e por fim
por permitir a prevencdo de erros do utlizador, pois o sistema incorporado no

sequenciador Genexus verifica a colocacdo de reagentes e deteta erros em tempo real.
22

Por outro lado, relativamente as desvantagens desta tecnologia podemos referir os
custos de manutencdo, avarias e também o investimento inicial bastante elevado, a
rondar os 300 000 €.

Relativamente as possiveis aplicacdes no mercado deste equipamento, este destina-se

sobretudo a identificacdo de patologias oncolégicas, que se enquadra no objetivo deste
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projeto. Contudo, também € possivel recorrer a este equipamento para a detecdo de
estirpes de virus (como por exemplo o SARS Cov-2), realizar testes especificos para
doencas raras hereditarias associadas a um determinado gene ou a Vvarios genes e
ainda a realizacdo de testes de confirmacéo de andlises moleculares em larga escala

para as hepatites B e C e para o HIV, como representado na Figura 9.2

Oncology

T

Reproductive Inherited
health disease

Fig. 9 — Aplicacdes Gerais do Sistema Genexus no mercado (Genexus Brochure, Thermo

Fisher website)

Para que a identificagdo de patologias oncolégicas ocorra, este tipo de teste de
diagnostico podera ser solicitado por médicos de unidades de saude e especialistas
externos em genética médica, em programas de aconselhamento genético relativo a

genética preditiva e preventiva e para confirmacao de diagndsticos.?*

Assim, a abordagem deste equipamento sera sobretudo numa vertente B2B (Business
to Business), uma vez que os principais clientes deste tipo de testes serdo hospitais,

clinicas, etc. e ndo o consumidor final.

2.2. Tecnologia lon Torrent

O Sistema Genexus caracteriza-se pela utilizacdo da tecnologia de sequenciacdo lon

Torrent. Este tipo de sequenciagcdo, mediada por chips semicondutores e
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comercializada pela Thermo Fisher Scientifc, € considerada uma tecnologia

relativamente recente.

Nesta tecnologia, o procedimento de preparacdo do DNA inicia-se com a sua
fragmentacdo e com a ligacdo de adaptadores. Os fragmentos sdo entédo ligados a
beads e amplificados numa reacdo de PCR. De seguida, a biblioteca que contém os
fragmentos com os adaptadores é entéo “carregada” no chip de sequenciacdo. A cada

ciclo no sequenciador, uma base é adicionada pelo equipamento no interior do chip.?®

Como referido anteriormente, esta técnica de sequenciagao € realizada em chips. Estes
possuem na sua superficie micro-sensores de pH, que detetam 0 processo de
amplificacdo do DNA. Através da detecdo de alteracbes de pH provocadas pela
libertacdo de ides de hidrogénio (H+), ocorridas durante a polimerizacdo do DNA e
incorporacdo de bases, o sistema lon Torrent é capaz de determinar a sequéncia da
molécula em estudo, transformando o sinal quimico em sinal digital. A simplicidade do
sistema, que elimina a necessidade de utilizagdo de nucleotideos modificados, de
lasers, scanners e cameras, garante uma alta exatidao do sistema. Este sistema garante
ainda uma cobertura homogénea da sequéncia em estudo, até mesmo em regiées mais

desafiantes, como regides ricas em contetido GC e regides de homopolimeros.?

De uma forma geral, esta tecnologia de sequenciacéo tem sido utilizada, sobretudo, por
hospitais e outras instituices clinicas para sequenciar genes de amostras de tumores
de pacientes, tendo em vista a pesquisa de mutacdes que possam dar indicios de quais

as terapéuticas que poderao funcionar melhor.

2.3. Painéis Somaticos de Cancro

A maioria dos cancros tem como origem mutacdes somaticas. Algumas mutacdes
comuns no mesmo tipo de cancro podem formar uma espécie de "assinatura" para

prever especificamente o prognostico ou para distingui-lo de outros cancros.

Atualmente, com o avanco das tecnologias de sequenciacdo, melhorou-se a capacidade
para detetar mutacdes germinativas e somaticas num curto periodo de tempo. Tais
progressos devem-se a chegada da técnica ja anteriormente referida como
sequenciacdo de nova geracdo e que tem vindo gradualmente a substituir a

sequenciagao de Sanger. Este avango tem permitido a sequenciagéo de cada vez mais
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mutacBes em diferentes genes utilizando a tecnologia de NGS e recorrendo a painéis

de genes, com um custo cada vez menor. %’

Com a rpida introducao clinica dos painéis de genes levantaram-se algumas questdes.
Um dos aspetos mais importantes a ter em conta na inclusdo de genes num painel
genético é a relevancia clinica dos mesmos (se possuem oOu nao possuem
patogenicidade associada as variantes detetadas), pois a utilidade do teste diminui

quando ndo podemos associar estas alteracdes a um significado clinico.?®

Ter o cuidado de fazer uma inclusdo de genes com elevada especificidade aumenta a
utilidade do teste, incluindo genes que comprovadamente exercem um papel importante
na oncogénese do tipo de cancro em analise e que permitem com alguma seguranca

dar orientacdes precisas para 0s pacientes, quer seja a nivel preventivo ou terapéutico.
29

2.4. Procedimentos Laboratoriais

E importante salientar que por motivos de confidencialidade empresarial, este relatorio
de estagio nao especificara todos os procedimentos descritos, nem todos os materiais

e recursos utilizados nos mesmos.

O procedimento para utilizagdo do equipamento Genexus tem como objetivo a analise
de materiais biolégicos provenientes de bidpsias nas quais esta indicada a pesquisa de
mutacdes genéticas associadas ao desenvolvimento de cancro. Estas amostras seréo
inicialmente processadas no LAP — Laboratério de Anatomia Patol6gica, um laboratdrio
também pertencente ao grupo Unilabs, e de seguida serdo encaminhadas para o
Laboratério de Biologia Molecular, para que seja realizada a sua analise por NGS,

recorrendo ao sistema Genexus.

2.4.1 Procedimentos Laboratoriais no LAP — Laboratério de Anatomia Patolégica

Neste ponto sera brevemente descrito o procedimento prévio a analise de NGS,

realizado no LAP.

Rececédo das pecas e processamento administrativo/pré-analitico
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No inicio de cada dia, as pec¢as de érgaos/biopsias chegam ao LAP. Aquando da sua

chegada, é verificado se estas estdo preservadas em formol (fixador).

De seguida, na seccdo administrativa, € atribuido a cada peca recebida um cédigo
alfanumérico interno e a informacéo e historial clinico do paciente ¢é inserida no sistema

informatico, de forma a que esta esteja acessivel a todos.

Analise Macroscoépica das Pecas/Biopsia e Corte

Ap6s o processamento administrativo, o técnico(a) de anatomia patoldgica analisa o
material proveniente das bidpsias, ressaltando os aspetos macroscépicos da peca
anatémica, como a cor, o tamanho e aparéncia geral do 6rgao/bidpsia analisado. De

seguida, o técnico procede ao corte do material.

Processamento

O principio do processamento histologico consiste na difusdo de reagentes para o
interior dos tecidos e na remocéao do liquido tecidual. O processamento tecidual também
torna os fragmentos rigidos capazes de proporcionar o seu seccionamento ultrafino para

a observacdo ao microscopio.

Diversas substancias podem ser utilizadas como meio de inclusdo, porém, no

processamento convencional, normalmente utiliza-se a parafina.

Inclusdo em parafina e Microtomia

A inclusdo consiste em colocar, com o auxilio de uma pinga, os tecidos no interior de

um molde que contém parafina liquida.

Para permitir a analise dos tecidos ao microscopio de luz, estes devem ser seccionados
em cortes bem finos e uniformes. O equipamento utilizado para efetuar cortes com tal
precisao € o micrétomo. Apos o corte, estes sdo transferidos para uma lamina limpa e

adesivada e colocados numa estufa para aumentar a aderéncia do corte a lamina.
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Fig. 10 — Micrétomo

(Alpha Omega Eletronics Website)

Coloracao

A utilizacao de corantes é fundamental para visualizar os tecidos ao microscépio de luz.
Ap6s a microtomia, as células e o material extracelular sdo habitualmente transparentes

e os corantes melhoram a visualizagdo das estruturas teciduais.

Digitalizag&o das laminas

De seguida ocorre a digitalizacéo das laminas, para que a sua visualizacao seja possivel
em formato digital.

Andlise pelo médico patologista

Detecéo, identificacdo e descricdo da zona tumoral

Envio das amostras relevantes para o laboratério de Biologia Molecular
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De uma forma geral, as amostras que sejam consideradas relevantes para o estudo de
sequenciacao no laboratorio de Biologia Molecular, devem ser enviadas sob a forma de

cortes de tecido tumoral incluido em parafina e fixado com formol tamponado a 10 %.

Relativamente aos estudos de mutacdes para analise por NGS, o envio devera conter
4 laminas com cortes colados de 5 micron, e uma lamina de H&E, com indicacao da
percentagem tumoral, e com a zona tumoral devidamente assinalada por um

patologista.

2.4.2 Procedimento para Utilizacdo do Equipamento Genexus
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Criacdo de um
novo ensaio

Introdugao das
amostras

Planeamento
da corrida

Quantificacdo
e diluicdo

Inicio da
corrida

Monitorizagao
da corrida

Fig. 11 — Esquematizacéo do procedimento para utilizacdo do equipamento

Para a utilizacdo do equipamento Genexus, o procedimento inclui diversos passos
(Figura 11) que serao descritos ao longo deste ponto.

Apo6s toda a configuracao e instalacédo do equipamento, para proceder a analise de uma
amostra, 0 primeiro passo devera ser a criacdo de um novo ensaio. Para isso, poderdo
ser utilizados os ensaios que o sistema ja apresenta como pré-definidos, ou em
alternativa, o utilizador podera optar pela personalizacdo do ensaio, selecionando e

definindo os paradmetros de acordo com 0 ensaio que pretende realizar. De seguida,
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procede-se a introducdo das amostras que se pretende que sejam analisadas no
equipamento, realiza-se a sua identificagdo e também o preenchimento de diversas
informacgbes acerca das mesmas, tais como a data de colheita da amostra, género do
paciente, o tipo de amostra e qual o painel de genes / patologia que se pretende estudar.
Seguidamente, efetua-se o planeamento da corrida, recorrendo ao software Genexus,
que contém todas as definicbes relativas a preparacdo da biblioteca, analise e
sequenciacao, gue necessitam de ser ajustadas. Assim como as informacdes acerca
das amostras, tais como a sua localizacdo na placa, o planeamento do ensaio e também

os codigos de barras, associados a cada elemento/reagente do equipamento.

ApoOs a extracao de &cidos nucleicos recorrendo a um kit de extrag@o automatico e tendo
em vista a introducao das amostras no equipamento, procede-se a sua quantificacéo e
diluicdo, de acordo com a concentracao pretendida. Posteriormente, e apos a introducao
das amostras e de todos 0s consumiveis necessarios no equipamento Genexus (Figura
12), inicia-se a corrida. Em seguida, € apenas necessario monitorizar a corrida em
tempo real através do software integrado e por fim, rever e verificar os dados emitidos
pelo software e proceder a andlise de resultados. Para esta andlise € utilizado o
programa informatico Oncomine Precision Assay, um software que associa as mutacdes
encontradas a artigos cientificos que apresentam estudos e terapéuticas relevantes que

ja foram testadas e utilizadas para cada uma das mutacoes.

Com o objetivo de testar e validar o equipamento, foi realizado um ensaio-piloto que
seguiu todos os passos aqui descritos. Para este ensaio foram selecionadas varias
amostras de células de pacientes com cancro do pulmao e foi analisado um painel de
genes relevantes para o tipo de cancro em estudo. Este painel incluiu os genes ALK,
BRAF, EGFR, ERBB2, KRAS, MET, NTRK1, NTRK2, NTRK3, RET e ROS1.

Neste ensaio foram também testados diferentes kits de extracdo de DNA, tal como o kit

fornecido pela Thermo Fisher™ e o kit fornecido pela Promega™.
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Fig. 12 — Carregamento do Equipamento Genexus

(Thermo Fisher Website)

3. Resultados/Discussao

3.1. Analise de custos resultantes da instalacdo, utilizacdo do

equipamento e investimento inicial

O objetivo deste subcapitulo prende-se com o célculo do custo total da realizagdo da
técnica de NGS, utilizando o equipamento Genexus, na realizacdo de testes de

diagnostico de cancros de linhas somaéticas.

Desta forma, o custo total de producéo foi estimado recorrendo a um método de micro-
costing, utilizando informacbes fornecidas pela empresa que comercializa o
equipamento e dados recolhidos no laboratério. De uma forma geral, os custos foram
divididos de acordo com a etapa do processo (desde a fase pré-analitica até a emisséo
do relatério final) e também de acordo com o tipo de custos que representam
(consumiveis, mao-de-obra, equipamento, manutencdo, repeticdes/confirmacdes e
custos indiretos). Assim, as etapas do processo incluiram a fase pré-analitica (recegéo
de amostras e a extracdo de DNA), a preparacdo de bibliotecas, a sequenciacdo, a
andlise bioinformética e a validacgéo final. Relativamente aos custos de méo-de-obra,

estes foram calculados de acordo com o tempo necessério para a realizacdo de cada
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uma das tarefas inerentes a este procedimento e tendo em conta a categoria do

profissional que o realiza.

Por motivos de confidencialidade empresarial, os valores obtidos ndo poderdo ser
apresentados. No Anexo 2 encontra-se representada a tabela utilizada para o céalculo

dos custos referidos anteriormente.

Assim, tendo em conta os parametros considerados e analisados, foi possivel confirmar
gue a aquisicdo e a implementacéo de estudos de sequenciacdo por NGS recorrendo
ao equipamento Genexus permitiu a empresa reduzir os custos face ao servico de
subcontratacdo ao qual recorria. Esta reducdo de custos, deve-se sobretudo a
eliminagéo da taxa de lucro aplicada pela empresa subcontratada, assim como outros
custos relacionados com burocracias e protocolos. Esta mudanca permitira a empresa

ser mais eficiente economicamente e também diminuir o tempo de resposta aos utentes.

3.2. Ensaio-piloto

Com o objetivo de testar e validar o equipamento, foi realizado um ensaio-piloto que
seguiu todos os passos indicados ao longo do capitulo de implementacao do método.
Para este ensaio foram selecionadas varias amostras de células de pacientes com
cancro do pulm&o e foi analisado um painel de genes relevantes para o tipo de cancro
em estudo. Foi também validado o kit de extragdo utilizando kits provenientes de

fornecedores diferentes.

3.2.1. Validacao do Kit de Extracéo

Tendo em vista a validacao do kit de extracdo de acidos nucleicos foram testados dois
kits de extracdo automatica de DNA. Um deles comercializado pela Promega™ e outro
pela Thermo Fisher Scientifc™. Utilizando amostras de dois pacientes, foram extraidos
DNA e RNA, utilizando os diferentes kits. Os resultados obtidos encontram-se descritos

na Tabela 1 e no Gréfico 1.
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Tabela 1 — Resultados obtidos utilizando diferentes kits de extracao

_ DNA Thermo 1H771834 _
_ RNA Thermo 1H771834 _
_ DNA Thermo 1H771834 _
_ RNA Thermo 1H771834 _
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Gréfico 1 -

Resultados obtidos utilizando diferentes kits de extragéo
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3.2.2. Validagao dos Resultados Obtidos

Como ja foi referido anteriormente, foram selecionadas varias amostras de tecidos de

pacientes com cancro do pulmé&o e foi analisado um painel de genes relevantes para o

tipo de cancro em estudo. Este painel incluiu os genes representados na primeira coluna

da Tabela 2.

Tabela 2- Resultados obtidos através da tecnologia de NGS pelo laboratério independente

Gene

ALK
BRAF
EGFR
ERBB2
KRAS
MET
NTRK1
NTRK2
NTRK3
RET
ROS1

Resultado

N&o detetado
N&o detetado
Amplificacdo
N&o detetado
N&o detetado
Amplificacdo
N&o detetado
N&o detetado
N&o detetado
N&o detetado

Nao detetado
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Para a validagao dos resultados obtidos, as amostras testadas no laboratério de Biologia
Molecular da Unilabs, foram também testadas através da tecnologia NGS utilizando o
mesmo painel de genes por um laboratério independente, para comparagdo de
resultados e validacdo do equipamento. Os resultados obtidos por este laboratério para

a amostra 2H16141-2 encontram-se representados na Tabela 2.

No ensaio-piloto, realizado nas instalacBes da Unilabs, e cujos resultados obtidos
relativamente a amostra 2H16141-2 estdo representados na Figura 13, foi detetada
amplificacdo dos genes EGFR e MET. Desta forma, o resultado obtido no ensaio com o
painel Oncomine Precision Assay é concordante com o resultado obtido no laboratério
independente, no qual foi utilizado o painel Oncomine Focus Assay, e em que foi
detetada a variante ¢.2573T>G p.(Leu858Arg) no gene EGFR, com a mesma frequéncia
alélica nos dois resultados (55%). Foi também detetada a amplificacdo deste gene com
5 copias e a amplificacdo do gene MET com a mesma frequéncia alélica nos dois
resultados (10%). Assim, os resultados coincidem com os resultados obtidos pelo
laborat6rio independente, o que permite comprovar a reprodutibilidade dos ensaios e
validar o equipamento. Futuras abordagens poderao incluir a utilizacao de outros painéis
de genes e a realizacdo do mesmo ensaio por diferentes pessoas e em dias diferentes,
0 que podera reforcar a eficacia e a robustez dos resultados obtidos pelo equipamento

em guestao.

Sample Cancer Type: Non-Small Cell Lung Cancer
Relevant Non-Small Cell Lung Cancer Findings

Gene Finding Gene Finding

ALK None detected NTRK1 None detected
BRAF None detected NTRK2 None detected
EGFR EGFR L858R, EGFR amplification NTRK3 None detected
ERBB2 None detected RET None detected
KRAS None detected ROS1 None detected
MET MET amplification

Fig. 13 — Resultados obtidos através da utilizacéo do equipamento Genexus

De uma forma geral, os relatérios gerados pelo equipamento Genexus indicam quais 0s
genes amplificados e qual a terapéutica(s) mais indicada(s) para cada alteracao, a luz
da evidéncia cientifica atual. Os resultados obtidos para este ensaio-piloto encontram-
se representados na Figura 14. Para complementar esta informacdo, sdo também

apresentadas no relatério as referéncias dos artigos cientificos que sustentam estas
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terapéuticas, assim como o nimero de ensaios clinicos ja realizados. E também
importante referir que o ensaio-piloto realizado e a comparacgdo de resultados obtidos
devem ser novamente repetidos no periodo méaximo de 1 ano, uma vez que podem ser

encontradas novas terapéuticas para mutacfes que até entdo ndo as possuiam.

Relevant Biomarkers

Relevant Therapies Relevant Therapies
Genomic Alteration (In this cancer type) (In other cancer type) Clinical Trials
EGFR L858R afatinib 1.2 None 214

bevacizumab* + erlotinib 1
dacomitinib 1.2

erlotinib 1.2

erlotinib + ramucirumab 1.2
gefitinib* 1.2

osimertinib 1.2
atezolizumab + bevacizumab +
chemotherapy
bevacizumab + gefitinib
gefitinib + chemotherapy
osimertinib + chemotherapy

Allele Frequency: 53.41%

MET amplification capmatinib None 33
crizotinib
tepotinib
TP53 R249S None None 14
Allele Frequency: 62.10%
FGFR3 amplification None None 13
EGFR amplification None None 12
CDKN2A deletion None None 6
Public data included in rel ies: EMA1, FDAZ, ESMO, NCCN

* Includes biosimilars

Figura 14 - Relatério emitido pelo equipamento Genexus, indicando as terapéuticas mais

adequadas para cada uma das muta¢cfes encontradas
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4. Conclusao e Perspetivas Futuras

De uma forma geral, os objetivos propostos no inicio deste projeto foram atingidos.
Tendo em conta todos os resultados obtidos no &mbito deste trabalho, € possivel afirmar
que a aquisicdo e implementacdo de um equipamento que permitisse a analise de
alteracBes somaticas recorrendo a tecnologia de NGS foi alcancada com sucesso.
Tendo como ponto de partida a pesquisa realizada previamente, foi selecionado o
eguipamento Genexus, que permitiu colmatar a necessidade existente na empresa em
questdo. Foram também definidos, testados e implementados com sucesso fluxos de

rececéo, preparacao das amostras e de utilizacdo do equipamento.

Assim, os dados obtidos e a pesquisa realizada ao longo deste projeto permitem inferir
que o equipamento Genexus foi testado e é capaz de identificar alteracdes somaticas,
fornecendo um relatério que incluiu ndo sé os genes em que foram detetadas mutacoes,
mas também artigos cientificos atualizados que apresentam as terapéuticas mais
adequadas a cada mutagéo encontrada. Desta forma, este trabalho assume-se como o
ponto de partida para que outros projetos mais detalhados sejam desenvolvidos tendo
em vista a aquisicao de mais conhecimento acerca de outras funcionalidades e também
das limitagBes do equipamento. Futuros estudos poderéo incluir a utilizagdo de amostras
de células cancerigenas de outro tipo de patologias oncoldgicas, tais como, o cancro

colorretal, entre outros.
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Anexo 1

The future of NGS is here
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Anexo 2

[Produto

[Quantidade [Preco do produto

|Preco do consumo por pool|Preco do consumo por amostra

Sequencing Kit

Oncomine Focus Assay, AmpliSeq™ Library

Pipette Tips

Genexus™ Templating Stnps 3-GX5™ and 4

GX5™ Chip and Genexus™ Coupler

Genexus™ Barcodes 1-96 AS

Genexus™ Library Strips 1 and 2-AS

Mao de obra

|Laboraténio

|Andlise

Equipamento

[Mensalidade do leasing do equipamento

[Planos de manutencéio do equipamento

Repetiches & confirmacies

[Repetiches e confimacbes necessarias

Custo Direto

Custos Indiretos

[Custes indiretos (eletncidade, transportes, rendas)

Custo Total



