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CCO05 - PURPURA TROMBOCITOPENICA TROMBOTICA INAUGURAL EM DOENTE COM SiNDROME DE
SJOGREN PRIMARIO E DOENCA DE KIKUCHI-FUJIMOTO

Bruno Tiago Carvalho®; Miguel Jesus™”; Naseelah Mussa®; J. Melo Cristino™; Fatima Carrico®
(1) CENTRO HOSPITALAR UNIVERSITARIO LISBOA NORTE, E.PE.

Introducdo: A Purpura trombocitopénica trombética (PTT) é uma patologia hematoldgica rara,
potencialmente fatal, causada por alteracao do funcionamento normal da enzima “a disintegrin and
metalloproteinase with a thrombospondin type 1 motif, member 13” (ADAMTS13), responsavel pela
clivagem do fator de von Willebrand, resultando num estado pro-trombético. Caracteriza-se pelo
desenvolvimento de anemia hemolitica microangiopatica, trombocitopenia, manifestagdes cutaneas,
gastrointestinais, renais e/ou neuroldgicas. Confirma-se a suspeita diagndstica com o doseamento de
ADAMTS13 que ajuda na diferenciagdo entre causa congénita, por deficiéncia enzimatica, ou autoimune
(com presencga de anticorpos inibidores).

Objetivo: Os autores apresentam o relato de um caso de PTT inaugural, num doente com Sindrome de
Sjogren primario (SSp) e Doenca de Kikuchi-Fujimoto (DKF).

Caso clinico e discussdo: Doente do sexo masculino, 27 anos, com antecedente pessoal de doenca de
Kikushi-Fujimoto diagnosticado aos 18 anos, confirmado por biépsia ganglionar. Foi admitido no Servico
de Urgéncia (SU) por quadro com 9 dias de evolucdo de palidez mucocutanea, diarreia e astenia,
complicado de cefaleias, desorientagdo e sinais neuroldgicos (parestesias, diminuigdo da forga muscular
e afasia de expressao).

A avaliagdo analitica no SU evidenciou anemia hemolitica [Hemoglobina 8.7 g/dL, Lactato Desidrogenase
(LDH) 1400 U/L, haptoglobina indetetavel (<10 mg/dL)], trombocitopenia (11.000 x1079/L), teste de
Coombs positivo e presenca de alguns esquizdcitos no esfregaco de sangue periférico. Foi colocada a
hipotese diagndstica de PTT inaugural, com internamento em Unidade de Cuidados Intensivos, dado
score Plasmic de alto risco (6), e realizacao de plasmaferese, corticoterapia e 4 ciclos de rituximab, com
obtenc¢do de resposta completa e resolu¢do do quadro neuroldgico e hematoldgico.

Durante o internamento realizou-se o estudo etiolégico: doseamento da ADAMTS13 (em laboratdrio
externo, com técnica de ELISA) com atividade muito reduzida (<1%) e pesquisa de anticorpos inibidores
com titulo muito elevado (>95 U/I); titulos aumentados de auto-anticorpos anti-SSA +++ (anti-Ro52 +++);
teste de Schirmer negativo; bidpsia de glandula salivar e sialometria ndo estimulada com valores
borderline, tendo sido considerado o diagnostico de PTT associada a SSp e a DKT.
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Apds alta para o domicilio, realizou novo doseamento de ADAMTS13 que mostrou valores de atividade
préximos da normalidade (49%) e diminuicdo dos titulos dos anticorpos inibidores (6 U/L). Manteve
monitorizacdo clinico-laboratorial regular da doenca, sem episédios de recidiva, com sucessivos
doseamentos de atividade de ADAMTS13 que retornaram para niveis normais (75.4-95.6%).

Conclusdo: A PTT é uma patologia grave e potencialmente fatal, que deve ser ponderada na presenca de
sintomatologia carateristica. O laboratério apresenta um papel fundamental no diagndstico e
monitorizacao da doenga, com recurso a diferentes parametros, incluindo o doseamento de ADAMTS13.

C YOO )
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CC07 - PURPURA TROMBOCITOPENICA TROMBOTICA CONGENITA OU ADQUIRIDA? UM DIAGNOSTICO
DESAFIANTE EM DOENCA RECIDIVANTE

Miguel Jesus™; Bruno Carvalho®; Naseelah Mussa®; J. Melo Cristino®; Fatima Carrico®; Ana Miranda®

(1) CENTRO HOSPITALAR UNIVERSITARIO LISBOA NORTE, E.PE.

Introducdo: A pulrpura trombocitopénica trombética (PTT) é uma doenga hematoldgica rara e
potencialmente grave, caracterizada pela presenca de microangiopatia trombdtica, resultando em
trombocitopenia, anemia hemolitica e lesdo de 6rgado-alvo. A PTT pode ser classificada em congénita ou
adquirida, sendo a primeira uma forma hereditaria da doenca causada por mutacdes genéticas que
afetam a enzima “A Disintegrin And Metalloprotease with a ThromboSpondin type 1 motif, member 13”
(ADAMTS13), responsavel pela clivagem dos multimeros do fator de von Willebrand, e a segunda
associada a autoanticorpos que inibem a atividade da enzima. O diagndstico laboratorial desempenha
um papel fundamental na diferenciacdo entre PTT congénita e adquirida, através da avaliacdo da
atividade da ADAMTS13 e da presenca de anticorpos inibidores, sendo essencial para uma abordagem
terapéutica adequada.

Objetivos: Apresentar um caso clinico de PTT congénita recidivante, destacando a importancia e desafios
do diagnostico laboratorial na diferenciagdo entre PTT congénita e adquirida.

Caso clinico: Doente do sexo masculino, de 41 anos de idade, diagnosticado com PTT congénita aos 19
anos de idade [atividade ADAMTS13 muito reduzida (16%), auséncia de anticorpos anti-ADAMTS13 (apds
plasmaférese) e estudo molecular com auséncia de variantes patogénicas no gene ADAMTS13], com
multiplos internamentos por recidiva com boa resposta terapéutica a plasma fresco congelado (PFC). Em
avaliagdo laboratorial pré-tratamento semanal com PFC, o doente apresentava anemia normocitica
normocréomica (concentragdo de hemoglobina de 11,5 g/dL, volume globular médio de 88,9 fL e
concentragdo média da hemoglobina globular de 34,9 g/dL), trombocitopenia (35 x 1079 plaquetas/L),
presenca de esquizocitos em esfregaco de sangue periférico, aumento das concentracOes séricas de
lactato desidrogenase (368 U/L) e de creatinina (1,34 mg/dL) e concentracdo sérica de haptoglobina
dentro dos valores de referéncia (50 mg/dL), admitindo-se nova recaida da doenca. Em regime de
internamento, e apo6s auséncia de resposta a terapéutica com PFC, o doente foi submetido a novo estudo
que revelou a presenca de anticorpos anti-ADAMTS13 (20 U/mL), resultado este sugestivo de PTT
adquirida, tendo iniciado corticoterapia e plasmaférese, com boa resposta clinico-laboratorial e atividade
de ADAMTS13 de 67% e 70% nos trés meses seguintes.
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Discussdo/Conclusdo: A PTT é uma doenca complexa e desafiante, com diferentes formas de
apresentacdo. O presente caso clinico enfatiza a importancia de um diagndstico laboratorial atempado,
incluindo o estudo da ADAMTS13, sempre que possivel antes de transfusdes de produtos sanguineos e/ou
inicio da plasmaférese, devido a possibilidade de interferéncia nos resultados. Para além disso, a revisdo
do diagndstico em doentes com histdria de recidivas e/ou evolugdo clinica atipica é essencial para uma
abordagem terapéutica adequada, com melhoria do progndstico nestes doentes.

C YOO )
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CCO09 - ERITROCITOSE CONGENITA : ASSOCIAQKO DE UMA VARIANTE NAO DESCRITA NO GENE PIEZO1
Inés Damasio™; Jodo Silva Gomes®?; Luis Relvas?; Janet Pereira®; Celeste Bento?;

Tabita Magalhdes Maia®

(1) CENTRO HOSPITALAR DE TONDELA-VISEU (2) CENTRO HOSPITALAR E UNIVERSITARIO DE COIMBRA

Introducao: Os termos “eritrocitose” ou “poliglobulia” referem-se ao aumento absoluto ou relativo do
hematocrito (Htc) e/ou hemoglobina (Hb). As eritrocitoses classificam-se em primarias ou secundarias,
quando surgem na dependéncia de um defeito intrinseco dos progenitores eritroides ou pela presenca de
uma causa secundaria extrinseca/defeito na via da sensibilidade do oxigénio, respetivamente.
Subdividem-se em adquiridas e congénitas (tendencialmente em idades mais jovens) e caracterizam-se
por grande heterogeneidade fenotipica. Mutagbes patogénicas no gene PIEZO1 tém sido recentemente
descritas em pacientes com eritrocitose idiopatica, em associagdo com manifestacées de Xerocitose
Hereditaria (XH).

Objetivo: Descricdo de um caso clinico de eritrocitose congénita por provavel mutacdo ndo descrita no
gene PIEZO1.

Material e métodos: A informac3o foi obtida a partir do processo clinico.

Caso Clinico: Sexo feminino, 11 anos, seguida desde os 2 anos em consulta de Patologia do Glébulo
Vermelho por poliglobulia (Hb 14,8 g/dL e Htc 43% [N:11,1-14,1 g/dL e 34-40%, respetivamente]).
Antecedentes de artrite sética da anca ao ano de idade, asma e défice de FVII da coagulacdo. Ao exame
objetivo, anictérica, sem sinais de cianose central/periférica ou esplenomegalia. Pais ndo consanguineos,
com o pai a apresentar valores de Hb 16,8 g/dL, Htc 49,2% e ferritina de 609 (30-300 ng/mL). Do estudo
inicialmente realizado, confirmada poliglobulia e doseamentos de Eritropoietina (EPO) discrepantes
(3,4-16,9 mUI/mL). Foram excluidas causas de eritrocitose secundaria adquirida, com ecocardiograma,
ecografia abdominal, ecoDoppler renal, RMN cerebral e estudo polissonografico normais. Excluiram-se
também causas relacionadas com aumento da afinidade da Hb, ndo se identificando défice de
bifosfogliceratomutase (BPGM) nem variantes de Hb por HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) ou por sequenciagao dos genes HBB, HBA1 e HBA2 (exdes |, 11 e Ill). Nao foram detetadas
mutacdes nos genes JAK2 (V617F e exao 12-20), VHL (exdes 1-3), EGLN1 (exdes 1-5), HIF2a (exdo 12) e
EPOR. Apds excluidas varias causas de eritrocitose congénita e adquirida, realizado painel NGS
(Next-Generation Sequencing) de Eritrocitoses que identificou a variante PIEZO1l: ¢.6214A>G
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(p.1le2072Val) em heterozigotia, ndo descrita previamente, mas que pelas suas caracteristicas e analise in
silico devera ser patogénica. A doente mantém vigilancia periddica em consulta, tendo iniciado esquema
de flebotomias manuais on-demand aos 4 anos, em contexto de aumento do Htc e queixas de cefaleias.

Conclusoes: A associacdo de mutacoes no gene PIEZO1 estad mais bem estabelecida com casos de XH e, s
muito recentemente foi identificada com casos de eritrocitose secundaria congénita. O estudo dos pais,
na presenca de poliglobulia e/ou achados de hemdlise compensada com identificacdo da mesma
variante, podera contribuir para a definicdo de patogenicidade da variante encontrada ndo previamente
descrita, embora ndo se possa excluir a causalidade no caso de o estudo molecular dos progenitores ser
negativo, dada a possibilidade de ocorréncia de mutag¢des de novo.

C YOO )
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PO04 - EFEITO DE WARBURG: UMA MANIFESTACAO RARA DE TRANSFORMAGCAO DE UM LINFOMA
INDOLENTE EM ALTO GRAU

Inés Damasio™; Ménica Santos'; Helena Matos Silva®
(1) CENTRO HOSPITALAR DE TONDELA-VISEU

Introducao: O Efeito de Warburg (EW) é uma complicagdo metabdlica rara, potencialmente fatal, que se
caracteriza por acidose latica e hipoglicemias recorrentes. Resulta da capacidade das células neoplasicas
utilizarem a via glicolitica em vez da fosforilagdo oxidativa na produc¢do de energia, mesmo em condicdes
de aerobiose, metabolizando a glicose em acido latico. Tem sido associado a vantagem na sobrevivéncia
das células tumorais e, mais recentemente, a implicages na eficacia terapéutica e desenvolvimento de
novos tratamentos antineoplasicos com base na melhor compreensao do microambiente tumoral.

Objetivo: Descricdo de um caso clinico de apresentacdo atipica de transformacdo de um linfoma
indolente em alto grau.

Material e métodos: A informac3o foi obtida a partir da consulta do processo clinico.

Caso clinico: Mulher de 75 anos, com o diagnéstico de Linfoma Folicular (LF) Grau 2, estadio IV-A, FLIPI de
risco intermédio desde 2018, sem critérios de tratamento. Em margo/2021 apresenta-se com astenia,
anorexia, diarreia e perda ponderal, ndo quantificada, com uma semana de evolugdo. Analiticamente,
com anemia (hemoglobina 10,2 g/dL) e lactato desidrogenase 726 UI/L (N:120-246 Ul/L). Adicionalmente,
com acidose latica (pH 7,29, lactato 11,3 mg/dL) e hipoglicemias frequentes, inicialmente enquadradas no
diagnoéstico de MALA (Metformin Associated Lactic Acidosis), hipdtese que veio a tornar-se menos
provavel, pelo agravamento da acidose metabdlica e hipoglicemias recorrentes, refratarias a suspensdo
da metformina. Realizou ecografia abdominal que revelou alteragGes sugestivas de envolvimento gastrico
por neoplasia e posterior tomografia computorizada com a presenga de extensas massas abdominais e
elevada carga tumoral com sinal de “omental cake”. Perante a possibilidade de progressdao de doenga
linfoproliferativa ou neoplasia sélida, foi colocada a hipdtese de as alteragdes metabdlicas se
enquadrarem no EW. O resultado histoldgico das bidpsias gastricas e da massa abdominal, confirmaram
o diagnéstico de transformagdo em Linfoma Difuso de Grandes Células B (LDGCB). Iniciou
imunoquimioterapia com R-CHOP com melhoria clinica e resolugdo das alteragées metabdlicas.
Atualmente, em progressao de doencga, com bidpsia de adenopatia cervical a mostrar envolvimento por
LF e LDGCB, proposta para imunoquimioterapia com R-GDP.
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Conclusdao: O EW é mais comum em neoplasias sélidas com elevada carga tumoral e, raramente
observado em neoplasias hematoldgicas (mais frequentemente LDGCB). A presenca de acidose latica
associada a doenca neoplasica, deve levantar a suspeita de EW que, apesar de raro, quando ndo
reconhecido precocemente pode ser potencialmente fatal. Esta condicao, associa-se a um pior
prognostico, sendo fundamental a introducdo precoce de terapéutica antineoplasica.

C YOO )
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PO06 - PIROPOIQUILOCITOSE HEREDITARIA - CASO CLiNICO DE ANEMIA HEMOLITICA CONGENITA
Aleksandra Maslowska™; Alicia Rodrigues™¥; Maria Rosario Sobreira®; Paula Kjollerstrom®; Carlos Flores™
(1) CENTRO HOSPITALAR UNIVERSITARIO LISBOA CENTRAL E.PE.

Introducdo: A piropoiquilocitose hereditaria (PPH) é uma patologia congénita rara, da membrana
eritrocitaria, causada por mutagdo autossémica recessiva da espectrina - proteina de citoesqueleto
eritrocitario responsavel por manter a estrutura e flexibilidade da membrana celular. A espectrina é
composta por duas cadeias alfa e beta. A muta¢do do gene da cadeia alfa (SPTAL) provoca alteragoes da
forma eritrocitaria como: esferocitose, eliptocitose e piropoiquilocitose. Estas anomalias podem resultar
em hemdlise e anemia grave em recém-nascidos (RN).

Objetivos: Apresentacdo de caso clinico de uma crianga com anemia severa ao nascer e poiquilocitose
marcada no esfregago de sangue periférico (ESP), onde o estudo citomorfologico do sangue periférico
(EMSP) foi determinante na suspeita e orientacdo diagndstica, com posterior diagndstico definitivo por
estudo genético PPH.

Material e Métodos: Crianca, sexo masculino, de nacionalidade Porto-riquense, pais ndo consanguineos,
gravidez vigiada e sem intercorréncias, parto eutdcico. Ao nascer, apesar de palidez cutanea e
necessidade de suporte com oxigénio, por sindrome de desconforto respiratério, encontrava-se
assintomatica e teve boa evolugdo psicomotora. Internado 3 vezes, no 1°, 30° dia e durante o 1° més da
vida, por anemia grave, respetivamente Hb 9,4g/dL ao nascer, 6,5g/dL e 5,9g/dL nos internamentos
subsequentes, com necessidade de terapéutica transfusional. Achados do ESP: anemia microcitica,
anisocromia, poiquilocitose marcada com eliptdcitos, dacridcitos, esquizocitos e poiquilocitos
inespecificos. Parametos analiticos a destacar ainda: trombocitose (1351 109/L), reticuldcitos 3-5%, 84,9
109/L; bilirrubina total -2.86mg/dL, bilirrubina conjugada 0.23 mg/dL, AST 35U/L, ALT 35U/L, LDH 336 U/L,
haptoglobina <8mg/dL, teste Coombs negativo; glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) 29Ul/gHb (7.9 -
16.3), piruvatoquinase eritrocitaria (PK) 236U/gHb.

Doseamento das Hemoglobinas por cromatografia ao nascer: HbA 12.4%, HbF 80.3%, Hb C 7,3%.
Antecedentes familiares: Mae - ORh+, Hb 12,4g/dL anisocitose com microcitose, doseamento das
hemoglobinas: HbA - 62.2%; HbA2 -2.9%, HbC 34,9% - Heterozigotia AC; Pai - Hb 13.6g/dL, microcitose,
hipocromia, eliptocitos, doseamento das hemoglobinas: HbA- 98,1%, HbA2 -1,9%.

Resultados: Heterozigotia composta SPTAL: c.779T>C; p.Leu260Arg / polimorfismo alfa Lely
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Discussdo: A variante SPTAL: c.779T>C; p.Leu260Arg esta associada a eliptocitose hereditaria (EH), por
défice das cadeias a-espectrina e variante benigna SPTAL:p.Leu1858Val é conhecida como polimorfismo
alfa Lelly, que pode agravar o fenétipo quando esta associado (em trans) com variantes patogénicas.
Mutacdo heterozigdtica composta estd associada com fenotipo de PPH. A EH e a PPH s&o causas comuns
de anemia hemolitica grave e ictericia no periodo neonatal, mas na maioria dos casos sdo assintomaticos.
A morfologia dos eritrocitos na PPH parece semelhante a dos doentes com queimaduras térmicas. Ndo ha
terapéutica eficaz, sendo necessario monitorizacdo e eventual suporte transfusional.

Conclus6es: A PPH é uma doenca rara, e possivel causa de anemia hemolitica grave e ictericia em RN e
criangas. O EMSP com os achados descritos é de extrema importancia, sendo esta primeira avaliagdo
determinante na suspeita e orientacdo diagndstica, com posterior confirmagdo com estudo genético.
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PO10-UMA APRESENTAQﬂO RARA DE UM LINFOMA COMUM

Ana Iglesias Ferreira™; Alexandre Carvalho'?; Diana Lopes'?; Sara Marques?; Rita Matos Sousa'®; Francisco
SimGes(2); Juliana Andrade®; Teresa Ribeiro®; Marco Dias®?

(1) CENTRO HOSPITALAR VILA NOVA DE GAIA / ESPINHO E.P.E. (2) HOSPITAL DE BRAGA

O linfoma B de alto grau, NOS, é uma entidade rara e agressiva, que se apresenta, na maioria dos casos,
em estadios avancados com envolvimento extraganglionar comum.O envolvimento primario cardiaco é
uma entidade rara, constituindo apenas 1% dos tumores cardiacos primarios e 0.5% dos linfomas com
envolvimento extra-ganglionar.

Doente de 70 anos e sexo feminino, com fatores de risco cardiovasculares, patologia osteoarticular e
sindrome depressivo, seguida previamente em consulta de medicina interna para estudo de derrame
pericardico mas com agravamento do estado geral motivando internamento. Apresentava quadro clinico
com um més de evolugdo de dispneia para esforgos progressivamente menores, ortopneia, dor toracica
anterior com caracteristicas pleuriticas e tosse seca. Ao exame objetivo apresentava palidez
mucocutadnea, sinais congestivos evidentes, nomeadamente, diminuicdio do murmdurio vesicular e
crepitacoes bibasais, edema bimaleolar e TVJ a 45°. A destacar ainda a presenca de adenopatia axilar com
cercade2cm.

Nos MCDT da admissdo, apresentava anemia grave (Hb 6.6g/dL) e subida de marcadores inflamatérios.
Realizou TAC-térax que evidenciou derrame pericardico, derrame pleural bilateral de médio volume e
multiplas adenomegalias localizadas no abddémen superior, na axila direita e toracicos, o maior em
topografia intrapericardica, com efeito de massa sob as camaras cardiacas direitas, medindo 76 x 71 mm.
E presenca de sinais de TEP segmentar no LID.

No Eco-TT, a destacar a presenca de uma estrutura ecodensa de grandes dimensoes, com infiltragdo da
parede lateral da auricula e parede livre do ventriculo direito condicionando colapso parcial do seu lGmen.

Durante o internamento apresentou IR tipo | grave, de instalacao progressiva, com necessidade de suporte
ventilatério ndo invasivo continuo por quadro de IC descompensada e TEP. Realizou toracocentese
diagndstica e evacuadora com caracterizagao de exsudado e predominio de populacdo linféide polimorfica,
com nucleos hipercromaticos e irregulares. Realizou bidpsia excisional do ganglio axilar, cuja analise
revelou proliferacdo de células linféides grandes com morfologia de centroblastos e de imunoblastos, com
um ki67 de ~ 80%, compativel com Linfoma B de alto grau triple-expressor.Nao realizou BMO, por ndo reunir
condigdes clinicas. A IFT realizada ainda durante o internamento era compativel com LBDGC.
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Prosseguiu estudo com PET-CT, que demonstrou captagdo aumentada no pericardico, mais intensa em
topografia adjacente a auricula direita e a artéria pulmonar e derrame pleural a esquerda. A RMN cardiaca
revelou uma massa volumosa, com 84x48mm, localizada no sulco AV direito com prolongamento para a
auricula direita, de contornos irregulares e sem plano de clivagem com o pericardio, deformando a parede
livre das camaras cardiacas direitas.

Iniciou terapéutica com esquema CHOP, apresentando melhoria clinica progressiva apds o primeiro ciclo,
com redugdo dos sinais de IC descompensada,permitindo desmame ventilatério e de oxigenoterapia em
12 dias.A doente teve alta estando atualmente totalmente assintomatica, com ECOG 2, mantendo
seguimento por Hemato-Oncologia.

O envolvimento cardiaco é uma forma de apresentacgdo rara em doentes com diagndstico inaugural de
Linfoma B de Alto Grau.Tal como no caso apresentado, a evolucgao clinica pode ser rapida, condicionada
pelo crescimento tumoral acelerado e compromisso da fun¢do cardiaca. Desta forma, a suspeicao clinica
e diagndstico precoce nestes doentes é fundamental.

C YOO )
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PO11 - CICLOSPORINA NA TERAPEUTICA SALVAGE DO LINFOMA T ANGIOIMUNOBLASTICO:

A EXPERIENCIA DE UM CENTRO

Catia de Almeida™; Adriana Roque™; José Pedro Carda™; Telma Nascimento™; Raquel Guilherme®;
Maria Carolina Afonso®; Lenka Ruzickova; Luis Francisco®; Catarina Geraldes; Marilia Gomes®
(1) CENTRO HOSPITALAR E UNIVERSITARIO DE COIMBRA

Introdugao: O Linfoma T Angioimunoblastico (AITL) € um linfoma raro e agressivo caracterizado por uma
hiperativagdo imunoldgica de células T foliculares helper. As op¢des terapéuticas em doentes com doenga
em recidiva/refrataria sdo escassas e pouco eficazes.

A ciclosporina (CsA), um inibidor da calcineurina que inibe a ativagdo das células T, é comumente usada
quer no tratamento de doengas auto-imunes, quer na imunossupressao pos-transplante.

A evidéncia clinica, apesar de escassa e maioritariamente proveniente de casos clinicos ou pequenas
séries, sugere a CsA como uma opcao eficaz em terapéutica salvage de doentes com AITL.

Objetivos: Analise retrospetiva dos 5 doentes com AITL tratados com CsA num Unico centro.

Resultados:

Doente 1: Homem (H), 40 anos, AITL estadio IV-B. Doenga primariamente refrataria (DPR) apds mdltiplas
terapéuticas (CHOEPx3, DHAPx2 e Hyper-CVADx2). Iniciou CsA 3 mg/kg/dia (associada a prednisolona),
com resposta metabodlica completa (RMC) apds 2 meses de terapéutica. Manteve CsA (com redugdo
gradual da dose) por 2 anos, sem intercorréncias, tendo suspendido por opgdo propria e recusado
transplante alogénico de progenitores hematopoiéticos (PH). Mantém-se em RMC 4,5 anos apos o inicio
da CsA.

Doente 2: Mulher (M), 72 anos, AITL estadio IV-B. RMC apds CHOEPx8 e recidiva 6 meses apos términus
deste regime, tendo recebido terapéutica salvage com ESHAP (1 ciclo, interrompido por intercorréncias
infeciosas graves), PEP-C (4 meses) e Gemcitabina em monoterapia (6 meses). Iniciou CsA 3 mg/kg/dia,
com atingimento de resposta parcial; como complicagdes, retinite por CMV e lesdo renal, culminando na
sua suspensdo apos 10 meses. Terapéutica salvage com azacitidina (1 ciclo), tendo vindo a falecer apds
desenvolvimento de neoplasia mieloide relacionada com a terapéutica.

Doente 3: M, 51 anos, AITL estadio IV-B. DPR apds multiplas terapéuticas (CHOEPx1, ICEx1, ESHAPx1 e
Brentuximab/ESHAPx4). Iniciou CsA 3 mg/kg/dia, apresentando doenca francamente progressiva e
sindrome de lise tumoral 2 semanas apds o seu inicio. Terapéutica salvage com azacitidina, acabando por
falecer por progressao da doenga.
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Doente 4: H, 45 anos, AITL estadio IV-B. DPR ap6s CHOEPx6, com RMC apds DHAPx4, prosseguindo para
consolidagdo com transplante autélogo de PH. Doenca progressiva na avaliagdo do D+100, tendo iniciado
CsA 3 mg/kg/dia (associada a dexametasona em baixa dose). Resposta clinica inicial, com necessidade de
reducdo da dose por mialgias de dificil controlo e reativacdo de CMV e EBV. Progressdo clinica e
imagioldgica apds 4 meses de terapéutica. Terapéutica salvage com azacitidina, tendo falecido de doenca
progressiva apds o primeiro ciclo.

Doente 5: M, 66 anos, AITL estadio IV-B. DPR ap6s CHOEPx6 (resposta parcial na PET/CT intermédia).
Iniciou CsA 3 mg/kg/dia (associada a dexametasona em baixa dose), atingindo RMC 4 meses ap0s o inicio
da CsA. Mantém-se em terapéutica e resposta apds 9 meses, com boa tolerancia.

Conclusdo: O AITL é uma patologia rara de progndstico reservado. A terapéutica salvage com CsA
apresenta resultados promissores, mesmo em doentes submetidos a multiplas linhas terapéuticas, sendo
bem tolerada. S3o necessarios estudos mais robustos para corroborar estes resultados.

C YOO )
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PO13 - EXPERIENCIA DE VIDA REAL EM DOENTES COM LINFOMA DE HODGKIN CLASSICO EM
RECAiDA/REFRAT[\RIO TRATADOS COM INIBIDORES DO CHECKPOINT IMUNE

Rita Costa e Sousa™; Ricardo Roque®; Dulcelena Neves'V; Maria Carolina Afonso"; Adriana Roque'?;
Lenka Ruzickova; Catarina Geraldes™; Marilia Gomes®

(1) CENTRO HOSPITALAR E UNIVERSITARIO DE COIMBRA (2) INSTITUTO PORTUGUES DE ONCOLOGIA COIMBRA

Introducdo: O Linfoma de Hodgkin classico (LHc) é uma neoplasia de células B com taxas de cura
superiores a 80%, apds 17 linha terapéutica. No entanto, cerca de 5-10% apresentam doenca
primariamente refrataria e 10-30% recidivam apds remissdo completa (R/R), sendo que os doentes (dts)
que apresentam ma resposta a esquemas intensivos de quimioterapia e consolidagdo com transplante
autélogo de progenitores hematopoiéticos (TAPH), tém um prognoéstico adverso e representam um
desafio terapéutico. Neste subgrupo de doentes, a utilizacdo de inibidores do checkpoint imune (ICls),
nomeadamente do Nivolumab e do Pembrolizumab, anticorpos anti-Programmed Cell Death Protein-1
(anti-PD-1), demonstrou beneficio clinico em termos de taxas de resposta e perfil de toxicidade.

Objetivos: Avaliacao da experiéncia de um centro com o uso de ICls em dts com LHc R/R.

Métodos: Estudo retrospetivo e unicéntrico de dts com LHc R/R tratados com ICls entre novembro/2016 e
fevereiro/2022. A resposta a terapéutica foi avaliada por TC e/ou PET/TC, de acordo com os critérios de
Lugano.

Resultados: Foram incluidos 11 dts, 63% do sexo feminino, com idade mediana de 22 anos (17-73), a
totalidade subtipo esclerose nodular e 82% com estadio avancado ao diagndstico (classificagdo GHSG).
Do total de dts, 55% apresentavam doenca primariamente refrataria e 45% em recidiva. O tempo mediano
entre o diagndstico e o inicio de ICls foi de 36 meses (14-73). A mediana de linhas prévias foi 3 (2-6). A
terapéutica de 1°L foi ABVD em 91% dts; em 2°L foi ESHAP em 82% dts; Brentuximab vedotin foi realizado
em 45% dos dts e 27% realizaram TAPH. Seis dts (55%) realizaram Nivolumab durante uma mediana de 39
ciclos (5-91) e 5 dts realizaram Pembrolizumab durante uma mediana de 12 ciclos (7-31). Em termos de
melhor resposta atingida a terapéutica, verificou-se uma taxa de resposta global (TRG) de 45% - 27% com
remissdo completa (RC) (n=3); 9% com remissao parcial (n=1); 9% com doenga estavel (n=1) e 55% (n=6)
tiveram doenca progressiva. Nao foram reportados eventos adversos grau =3 (CTCAE v.6).

Apds um follow-up mediano de 22 meses, a sobrevivéncia livre de progressao (SLP) mediana apos inicio
de ICls foi de 43 meses e a sobrevivéncia global (SG) mediana foi de 44 meses. A data do ultimo follow-up,
4 dts mantinham-se sob terapéutica com ICls. O principal motivo de descontinuac¢do foi progressao (5
dts), seguido de consolidagdo com TAPH (1 dt) e o6bito (1 dt). Nenhum doente descontinuou por
toxicidade.
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Conclusdo: Os nossos dados de vida real evidenciam TRG e RC inferiores as reportadas em contexto de
ensaio clinico e outros estudos de vida real (grupo norte-americano e turco), embora corrobore um perfil
de toxicidade muito favoravel. A reduzida dimensdo da populacdo, tempo de follow-up e as dificuldades
na avaliagdo de resposta em dts tratados com ICls podem ter contribuido para estes resultados.

Apesar da evidéncia mostrar que se pode atingir um bom controlo da doenca com ICls, a maioria dos
doentes acaba por progredir e a auséncia de opgoes terapéuticas subsequentes permanece um desafio na
gestao dos dts com LHc R/R.

C YOO )
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PO14 - MULTIDISCIPLINARIDADE EM HEMATOLOGIA PERANTE O DESAFIO DIAGNOSTICO:
LINFOMA CUTANEO PRIMARIO OU ENVOLVIMENTO SECUNDARIO POR LINFOMA DE CELULAS B?
Mariana Baptista Ferreira®; Lenka Ruzickova®; Catarina Geraldes®

(1) CENTRO HOSPITALAR E UNIVERSITARIO DE COIMBRA

Linfoma cutdneo primario define-se como linfoma ndo-Hodgkin com apresentagdo cutdnea, sem
evidéncia de doenca extracutanea ao diagndstico. Inclui um grupo heterogéneo de linfomas cutaneos de
células T (LCCT) e de células B (LCCB). O linfoma de centro folicular primario cutdneo (LCFPC) de padrdo
difuso, pertence ao grupo de LCCB e apresenta-se, geralmente, como uma lesdo na pele da cabeca ou
tronco. A disseminagdo extracutanea é incomum, pelo que a radioterapia é frequentemente primeira
opgdo, com bom progndstico. Estes linfomas tém caracteristicas clinicas, histoldgicas e progndsticos
diferentes de outros linfomas B morfologicamente semelhantes com envolvimento secundario da pele e
que requerem tratamento diferente, pelo que o estudo clinico-imagioldgico é fundamental para o
diagndstico.

A propdsito desta patologia, os autores apresentam o seguinte caso clinico: Homem de 52 anos, sem
antecedentes pessoais de relevo, referenciado para consulta de Cirurgia Geral por lesao nodular do couro
cabeludo na regido frontal direita com 1 ano de evolugdo e nogao de aumento dimensional progressivo.
Ao exame objetivo, apresentava lesdo com cerca de 2cmx2cm, tendo realizado bidpsia excisional da lesdo.

Como resultado anatomo-patoldgico: “Infiltracdo dérmica por neoplasia linfoide de padrdo difuso,
maioritariamente constituida por células de tamanho intermédio a grande, com citoplasma eosindfilo, de
limites mal definidos e ndcleos hipercromaticos, por vezes com nucléolos proeminentes. Estudo
imuno-histoquimico: As células neoplasicas sdo CD20+, CD79a+, PAX5+, CD5-, CD30-, CD15-, CD10-, Bcl6
+/-,CD23 +, Bcl2- /+, MUML1 - e ciclina-D1-. CD3, CD5 e CD43 evidenciam populagdo abundante de células T
acompanhante. CD21 coloca em evidéncia trama de células reticulares dendriticas residual. indice
proliferativo avaliado pela técnica de Ki67, de aproximadamente 20% nas células neoplasicas. Cadeias
leves: sem restricio monoclonal. EBV por hibridagdo in situ: negativo. Os achados histopatoldgicos e
imunofenotipicos sdo compativeis com envolvimento cutdneo por linfoma de células B,
primario/secundario. E necesséria avaliacdo clinico-imagioldgica e posterior integracdo de todos os
resultados.” Foi entdo encaminhado para a Consulta de Hematologia Clinica. Nesta consulta, o doente
referia persisténcia da lesdao na regido frontal direita, com prurido ocasional, sem dor local. Apresentava
tumefacdo violacea na regido frontal direita com aproximadamente 3cm, sem adenopatias periféricas ou
organomegalias palpaveis. Realizou PET-CT que mostrou espessamento nodular sub-cutdneo
hipermetabdlico na regido frontal direita, com cerca de 40x15mm de maiores eixos axiais compativel com
a lesdo neoplasica maligna conhecida, sem outras alteragoes de relevo, e bidpsia 6ssea que mostrou
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auséncia de sinais de envolvimento por linfoma B. Apds correlagdo com o estudo clinico-imagiolégico
efetuado e com a bidpsia de medula dssea sem envolvimento por neoplasia, foi discutido o caso
novamente com o Servico de Anatomia Patoldgica e foi possivel concluir que os achados
histomorfoldgicos descritos e o perfil imuno-histoquimico da neoplasia eram compativeis com LCFPC, de
padrdo difuso. Na sequéncia, foi proposto para radioterapia, que realizou sem complicac¢des significativas.

Neste caso, a articulacdo entre especialidades, nomeadamente, com o Servico de Anatomia Patoldgica,
tornou-se imprescindivel para proporcionar a orientacdo mais adequada do doente. O caso apresentado
demonstra a importancia da multidisciplinaridade em Hematologia e a relevancia da discussao entre
equipas perante um diagndstico desafiante.

C YOO )
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PO15 - LMC: O PARADIGMA DA MEDICINA DE PRECISAO

Pedro Amorim Machado™; Barbara Marques”; Ana Teresa Sim&es™; Ana Catarina Oliveira®;
Margarida Coucelo®; Lenka Ruzichova®; José Carlos Almeida™; Marilia Gomes'V; Catarina Geraldes®
(1) CENTRO HOSPITALAR E UNIVERSITARIO DE COIMBRA

Introducdo: A Leucemia Mieloide Crénica (LMC) caracteriza-se pela presenca do transcrito BCR-ABL1, cuja
proteina tem atividade constitutiva tirosina cinase, promovendo proliferacdo celular. Os inibidores
tirosina cinase (TKI) mudaram o progndstico/tratamento da LMC. O Ponatinib foi aprovado na mutagao
BCR-ABL1: c.944C>T, p.T315l, contudo esta associado a eventos arteriais oclusivos (EAO) potencialmente
graves (até 30%).

Objetivo: Comparar a evolugdo da resposta terapéutica/efeitos secundarios em doentes com LMC em fase
crénica (LMC-FC) com mutagdo T3151 sob Ponatinib.

Casos Clinicos:

Caso 1: Homem, 59 anos. Sem antecedentes pessoais relevantes. Diagnostico de LMC-FC, ELTS risco
intermédio. Iniciou Imatinib, com resposta 6tima aos 3 e 6 meses, mas subdptima aos 12 meses. Aos 18
meses apresenta perda de resposta citogenética. Identificada mutagdo T315I. Realizou rastreio de fatores
de risco vasculares, com evidéncia de dislipidemia. Iniciou Ponatinib 45mg, atingindo Resposta Molecular
(RM) 4.0 aos 3 e 6 meses, tendo reduzido dose para 15mg, a fim de diminuir risco de EAO.

Caso 2: Mulher, 78 anos, com multiplos fatores de risco vasculares: diabetes mellitus, hipertens3o arterial
e dislipidemia. Diagndstico de LMC-FC, Sokal alto risco; Eutos baixo risco. Iniciou Imatinib, com resposta
6tima aos 3 e 6 meses, mas subo6tima aos 12 meses. Aos 18 meses, identificada mutagdo T315I. Pelas
comorbilidades, iniciou Ponatinib em dose reduzida 15mg, atingindo RM3.0 apds 1 més de tratamento.
Aumento da dose para 30mg atingindo RM4.0 aos 3 meses. Aos 9 meses, apresentou quadro de doenga
arterial periférica, iniciando anti-agregacdo dupla e reduzido Ponatinib para 15mg em dias alternados.
Encaminhada a consulta de Cardiologia onde foi submetida a angioplastia por estenose de 90% da artéria
coronaria direita. Avaliagdo 1 més depois com perda de resposta, tendo-se avaliado risco/beneficio e
aumentado dose para 30mg. Mantém-se com RM3.0 desde entdo até avaliagdo aos 18 meses.

Caso 3: Homem, 86 anos, com antecedentes de diabetes mellitus, hipertensdo arterial. Diagnostico de
LMC-FC, previamente seguido noutra instituicdo, tratado com Imatinib, com faléncia de resposta. Iniciou
Dasatinib mas 2 meses depois, quadro de queda, com movimentos involuntarios do membro superior,
sendo internado na Neurologia. Colocada hipdtese de toxicidade neuroldgica, tendo suspendido
Dasatinib. Apos reintroducado, internado novamente com o mesmo quadro neuroldgico, com nova
suspensdo. ldentificada mutacao T315l, iniciando Ponatinib 7,5mg, atingindo RM3.0 aos 3 meses. Por
quadro clinico de neuropatia periférica, suspendeu Ponatinib, iniciando Deflazacort com boa resposta.
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Reintroduziu Ponatinib 2 meses depois, 7,5mg em dias alternados. Necessidade de reducao da dose por
agravamento dos sintomas neuroldgicos. Incremento gradual conforme tolerancia, atingido RM3.0 aos 3
meses. 4 meses depois, agravamento neuroldgico. Realizou RMN-CE: multiplas lesdes vasculares. Dada a
situacdo clinica e intolerancia a doses superiores, manteve-se Ponatinib 7,5mg 3x/semana, com faléncia
de resposta.

Conclusao: A medicina de precisdo tem sido fundamental no diagndstico/tratamento da LMC, sendo o
Ponatinib o Gnico TKI disponivel para a mutacdo T315I, até ao momento. A avaliacdo cardioldgica é
importante para identificar possiveis fatores de risco que potenciam o risco de toxicidade com Ponatinib.
Aimplementacdo da consulta de Cardio-Oncologia é crucial para a discussdo multidisciplinar, permitindo
melhor acompanhamento dos doentes com terapéutica segura e eficaz.

C YOO )
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PO16 - ANEMIA HEMOLITICA CONGENITA NA INFANCIA POR DEFICE DE PROTEINAS DE MEMBRANA
ERITROCITARIA

Ana Jorge Pinto; Janet Pereira®; Luis Relvas”; Elizabete Cunha'; Jodo Gomes'¥;

Tabita Magalhdes Maia®; Paula Kjollerstrom®@; Carolina A. Gongalves®; Maria Jodo Palaré®;

Anabela Ferrdao®; Celeste Bento™

(1) CENTRO HOSPITALAR E UNIVERSITARIO DE COIMBRA (2) CENTRO HOSPITALAR UNIVERSITARIO LISBOA CENTRAL E.PE.
(3) CENTRO HOSPITALAR UNIVERSITARIO LISBOA NORTE, E.PE.

Introducao: A membrana eritrocitaria é responsavel pelas caracteristicas mecanicas, transporte iénico e
diversidade antigénica do glébulo vermelho (GV). E composta por aproximadamente 20 proteinas
principais e por, pelo menos, 850 proteinas menores. A manuten¢do da integridade estrutural da
membrana é essencial para que o eritrocito desempenhe as suas fun¢des sem ser prematuramente
destruido ou sequestrado pelo bago. As membranopatias (Esferocitose, Eliptocitose, Xerocitose e
Piropoiquilocitose) sdao a causa mais comum de anemia hemolitica congénita e sdo fenotipica e
genotipicamente muito heterogéneas. Existem variantes benignas no gene SPTA1 chamados de alelos de
baixa expressao (Lelly, Lepra e Prague), com alta frequéncia na populacdo, que condicionam uma
diminuicdo da proteina a-spectrina; a mais abundante do citoesqueleto da membrana do eritrécito.
Como esta proteina é produzida em excesso, é necessaria homozigotia, dupla heterozigotia ou outra
variante em trans para causar fenétipo. O estudo molecular é de grande importancia uma vez que os
critérios de transmissibilidade genética, bem como o impacto dos defeitos genéticos na integridade da
membrana, sdo ainda bastante desconhecidos.

Objetivos: Fazer a caracterizagdo molecular de doentes com anemia hemolitica e suspeita de defeito da
membrana do GV, utilizando um painel de Next Generation Sequencing (NGS) desenhado para anemias
hemoliticas e tragar uma relagdo gendtipo-fendtipo nestas patologias.

Material e métodos: Apds testes funcionais (ectacitometria e crioteste) realizados no nosso laboratério e
observacdo de esfregacos de sangue periférico, 6 doentes pediatricos (com 36 dias a 9 anos de idade) com
suspeita de defeito da membrana mas ainda sem diagndstico, foram selecionados para caracterizagao
molecular utilizando um painel de NGS concebido para anemias hemoliticas. A sequenciagdo de Sanger
foi utilizada para confirmar as variantes encontradas nos doentes e para os estudos familiares. Foram
também pesquisados os polimorfismos de baixa expressdo num paciente e familiares com variante no
gene SPTAL.
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Resultados e discussdo: Foram identificadas 7 variantes provavelmente patogénicas, em 6 genes
diferentes, sendo 4 ainda nao descritas. Uma grande dele¢dao do SPTA1 com polimorfismo Lepra em trans,
uma nonsense no gene SPTB, uma insercao no gene ANK1 com stop codao e uma dele¢do SLC4A1; com
diferentes manifestacGes clinicas, mas todas associadas a esferocitose hereditaria. Identificamos também
uma variante PIEZO1:c.7483_7488dup associada a Xerocitose e uma KCNN4:c.1018C>A descrita como
associada a Estomatocitose ndo desidratada.

Conclusdes: Num estudo com uma populagao tao pequena, encontrar uma percentagem tao elevada de
variantes ndo descritas e, adicionalmente, a caracterizagdo molecular revelar grande heterogeneidade
para pacientes com fenotipos semelhantes, torna evidente a importancia de uma avaliagdo genética mais
abrangente. A utilizacdo de painéis de NGS nestas patologias ira trazer maior conhecimento dos padrées
genéticos e do espectro de variantes genéticas, para ajudar no diagndstico de membranopatias do GV.
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PO17 - INIBIQKO DO NRF2 COMO NOVA ABORDAGEM TERAPEUTICA EM NEOPLASIAS LINFOIDES
SENSIVEIS E RESISTENTE AO BORTEZOMIB - ESTUDO PRELIMINAR

Maria Rui Lopes™; Joana Jorge®; Raquel Alves'?; Catarina Geraldes®®; Ana Cristina Gongalves®;

Ana Bela Sarmento Ribeiro®

(1) Laboratdrio de Oncobiologia e Hematologia, Faculdade de Medicina Universidade de Coimbra (FMUC)

2) Laboratdrio de Oncobiologia e Hematologia, Clinicas Universitdrias de Hematologia e Oncologia, Faculdade de
Medicina Universidade de Coimbra (FMUC); Instituto de Investigagdo Clinica e Biomédica de Coimbra (iCBR)-CIMAGO;
CIBB; CACC.

(3) Servico de Hematologia Clinica, CHUC; Laboratério de Oncobiologia e Hematologia, Clinicas Universitdrias de
Hematologia e Oncologia, Faculdade de Medicina Universidade de Coimbra (FMUC); Instituto de Investigagdo Clinica e
Biomédica de Coimbra (iCBR)-CIMAGO, FMUC; CIBB; CACC.

Introducao: O stress oxidativo (SO) desempenha um papel fundamental na carcinogénese, e resulta do
desequilibrio entre a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e a capacidade das defesas
antioxidantes. O NRF2 [nuclear factor erythroid 2-related factor 2] é um fator de transcricdo regulador do
equilibrio redox celular, regulando a expressdo de varios genes importantes por exemplo na
destoxificacdo e na inflamacdo. Durante a leucemogénese, o NRF2 protege as células tumorais do SO
levando a sobrevivéncia e resisténcia a terapéutica, tendo a sua desregulacdo ja sido associada a
neoplasias linfoides como o mieloma multiplo e o linfoma difuso de grandes células B. Desta forma, a sua
inibicdo farmacoldgica poderd fornecer novas abordagens terapéuticas em doentes sensiveis e
resistentes as terapéuticas ja aprovadas nestas patologias.

Objetivo: O objetivo deste trabalho consiste em avaliar o potencial terapéutico do Brusatol, um inibidor
do NRF2, em linhas celulares de neoplasias linfoides, sensiveis e resistentes ao bortezomib.

Materiais e Métodos: As linhas celulares Farage (GCB-DLBCL) e H929 sensiveis e resistentes (H929-BTZ) ao
bortezomib foram incubadas na auséncia e na presenca de diferentes concentracdes de brusatol
(1nM-100nM) durante 72h. A atividade metabdlica foi avaliada pelo ensaio da resazurina. A morte celular
foi avaliada por citometria de fluxo (CF), recorrendo a dupla marcagdo anexina V e 7-AAD, e por
microscopia o6tica (May-Griinwald-Giemsa). O ciclo celular foi avaliado por CF através da marcagdo com
iodeto de propidio(PI)/RNase. A analise estatistica foi efetuada, considerando um nivel de significancia de
95% (p<0,05).
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Resultados e Discussdo: Nas células tratadas com brusatol observou-se reducéo da atividade metabdlica
de forma dependente da dose, do tempo e da linha celular. A linha celular Farage demonstrou uma maior
sensibilidade ao brusatol (IC50=5,6nM, 72h) comparativamente a linha H929 (IC50=26,6nM). Também a
linha celular de mieloma multiplo resistente ao bortezomib demonstrou ser mais sensivel ao brusatol
(H929-BTZ 1C50=16,8nM), que as respetivas células sensiveis (IC50=26,6nM). O brusatol teve efeito
citotoxico induzindo morte celular por apoptose, comprovado pela presenca de caracteristicas
morfoldgicas de apoptose. Além disso, o brusatol demonstrou ter um efeito citostatico induzindo
bloqueio do ciclo celular na fase G0/G1.

Conclus6es: Os nossos resultados sugerem que a inibicdo do NRF2 pelo brusatol podera constituir uma
nova estratégia terapéutica no tratamento do mieloma multiplo e do linfoma difuso de grandes células B,
particularmente do centro germinativo. Esta abordagem poderd ser particularmente relevante no
tratamento de mieloma multiplo em casos de resisténcia ao bortezomib.
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PO18 - MODULAGCAO DO NF-KB EM MODELOS DE MIELOMA MULTIPLO RESISTENTES A INIBIDORES DE
PROTEASOMA

Joana Jorge!; Inés Oliveira®; Raquel Alves™; Beatriz Lapa™; Maria Inés Costa'¥; Ana Cristina Gongalves®,
Catarina Geraldes®; Ana Bela Sarmento Ribeiro®
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CIBB; CACC.

(2) Laboratdrio de Oncobiologia e Hematologia, Clinicas Universitdrias de Hematologia e Oncologia, Faculdade de
Medicina Universidade de Coimbra (FMUC);
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Introdugado: Apesar do sucesso alcancado no tratamento do mieloma multiplo (MM) com os inibidores do
proteasoma (IPs), bortezomib (BTZ), carfilzomib (CFZ) e ixazomib (IXZ), que aumentam a esperanca média
de vida destes doentes e melhoraram a sua qualidade de vida, muitos doentes desenvolvem resisténcia a
estes farmacos. Por este motivo, novos agentes terapéuticos, como o partenolide (PTL), um inibidor do
NF-kB, poderdo ser uteis para ultrapassar a resisténcia aos IPs. O NF-KB é um fator de transcricdo que ativa
a proliferacdo e diferenciacdo celulares e inibe a apoptose. Estes efeitos sdo alcancados através da
transcricao de genes mediada pelo NF-KB, como o BCL2 e o MYC.

Objetivo: O principal objetivo do presente trabalho é avaliar o potencial terapéutico do PTL em modelos
in vitro de mieloma multiplo resistentes ao BTZ, CFZ e IXZ.

Materiais e Métodos: Foram utilizadas linhas celulares de MM sensiveis (H929) e resistentes aos 3 IPs
(células H929-BTZ, H929-CFZ e H929-IXZ). As linhas celulares foram incubadas na auséncia e na presenca
de PTL e o seu efeito na atividade metabdlica foi avaliado com o ensaio da resazurina. O tipo de morte
celular induzida pelo PTL foi analisado por citometria de fluxo (CF), utilizando a dupla marcagdao com
anexina-V e 7-AAD, e por microscopia ética, coloragdo May-Griinwald Giemsa. O efeito do PTL no ciclo
celular foi avaliado por CF, recorrendo a solucdo de iodeto de propidio/RNase. Também por CF foram
ainda avaliados os niveis de peroxidos intracelulares e o potencial de membrana mitocondrial (AYm),
utilizando as sondas DCFH2-DA e JC-1, respectivamente. O efeito do PTL na expressao génica dos genes
MYC e BCL2 foi avaliado por gPCR. Os resultados foram analisados estatisticamente, tendo sido
considerado um nivel de significancia de 95% (p<0,05).
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Resultados e Discussdo: O PTL reduziu a atividade metabdlica de todas as linhas celulares de forma
dependente do tempo, da dose e da linha celular, sendo as células H929-IXZ as menos sensiveis (IC50 as
72h: TuM) e as H929-BTZ as mais sensiveis (IC50 as 72h: 1uM) comparativamente as restantes linhas (1C50:
H929 e H929-CFZ 2uM). O PTL aumentou a percentagem de células apoptdticas. Os niveis intracelulares de
perdxidos aumentaram, quer nas células sensiveis aos IPs quer na resistentes, de cerca de 1,4x, 1,2x, 1,1x
e 1,3x nas células H929, H929-BTZ, H929-CFZ e H929-IXZ respetivamente. Além disso, nas células H929,
H929-BTZ, H929-CFZ e H929-IXZ tratadas com PTL observou-se aumento da razdo M/A de JC-1 em cerca de
1,4x, 1,8x, 2,6x € 4,7x, respetivamente. Estes resultados sugerem diminuicao do potencial de membrana
mitocondrial (A¥Ym) em todas as linhas celulares, compativel disfun¢do mitocondrial e indugdo de
apoptose. No entanto, na presenca de PTL nado se verificou alteracdo significativa dos niveis de expressao
dos genes MYC e BCL2.

Conclusdes: Este estudo sugere que o PTL induz citotoxicidade em células sensiveis e resistentes aos
inibidores do proteasoma, podendo constituir uma nova abordagem terapéutica no MM resistente a estes
farmacos, em particular no MM resistente ao bortezomib.
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PO19 - INFLUENCIA DAS VARIANTES GENETICAS DO NFE2L2 NA RESPOSTA A TERAPEUTICA NA
LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA
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(3) Servico de Patologia Clinica, Centro Hospitalar Universitdrio de Coimbra (CHUC), Portugal
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(5) Laboratdrio de Hemato-Oncologia, Instituto Portugués de Oncologia de Lisboa; Portugal.

(6) Servico de Hematologia Clinica, CHUC, Portugal;

(7) Hospital da Luz e CIIS (Centro de Investiga¢do Interdisciplinar em Sadde), Universidade Catdlica Portuguesa de
Lisboa, Portugal.

Introdugdo: Na leucemia mieloide crénica (LMC), os mecanismos associados a aquisi¢do de resisténcia
aos inibidores tirosina cinase (TKIs) mais relevantes sdo os dependentes do alvo terapéutico. No entanto,
o stresse oxidativo, que resulta do desequilibrio dentre a producao de espécies reativas de oxigénio (ROS)
e a sua eliminacdo pelas defesas antioxidantes, esta também envolvido nos mecanismos de resisténcia a
diversos farmacos. O gene do fator nuclear (derivado dos eritrdcitos) - 2 tipo 2 (NFE2L2) desempenham um
papel central no equilibrio das ROS. AlteragGes nestes genes, quer devidas a mutages somaticas quer a
variantes genéticas (SNV), estdo associadas ao desenvolvimento e resposta terapéutica em neoplasias
hematoldgicas.

Objetivo: Avaliar o papel de dois SNVs no gene NFE2L2 na resposta a terapéutica em doentes LMC e
correlacionar com as caracteristicas clinico-laboratorias dos doentes.

Métodos: As variantes genéticas rs6721961 e rs4893819 do gene NFE2L2 foram genotipadas, por
tetra-primers-AMRS-PCR, em 197 doentes com LMC [idade mediana de 54 anos (15-86); homens n=118
(67%), mulheres n=79 (33%)]. Destes doentes, 187 foram diagnosticados em fase cronica (95,0%), 5 em
fase acelerada (2,5%) e 5 em crise blastica (2,5%). Deste doentes cerca de 26% ndo necessitou de alterar a
terapéutica de primeira linha (Imatinib) e 20% dos doentes desenvolveram mutagdo no gene BCR-ABL1
(22; sem mutagdo=109; ndo avaliado=89). A associacdo destas variantes genéticas com as caracteristicas
clinico-laboratorias foi avaliada por analise de teste exato de Fisher. A influéncia na evolucdo da doenca e
na sobrevivéncia foi realizada através de curvas de Kaplan-Meier (teste Mantel-Cox).
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Resultados: Oitenta e cinco porcento dos doentes com LMC apresentaram o gendtipo GG, 14% GT e 1% TT
(rs6721961). Relativamente ao rs4893819, 27% apresentavam o gendtipo TT, 46% CT e 27% CC. Os
resultados revelaram que os doentes com gendtipo TT (rs6721961) responderam melhor ao tratamento
com Imatinib ndo requerendo alteracdo da terapéutica de primeira linha (p<0,001). Além disso, os doentes
com o gendtipo CT (rs4893819) apresentam 4,2x menos probabilidade de desenvolver mutacdes no
dominio cinasico do gene BCR-ABL1 [odds ratio: 0,240, intervalo de confianca (IC) 95%: 0,109-0,529;
p<0,001]. Por fim, os doentes com o genoétipo CT (rs4893819) tém 7,4x mais probabilidade de evoluir para
fase acelerada ou crise blastica que os doentes com os outros genétipos (hazard ratio: 7,4;1C95%: 1,8-29,9;
p<0,001).

Conclusdo: Este estudo sugere que as variantes genéticas rs6721961 e rs4893819 do gene NFE2L2
influenciam a resposta ao tratamento com inibidores tirosina cinase, assim como a progressao dos
doentes com LMC.
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PO20 - BUPARLISIB COMO NOVA ABORDAGEM TERAPEUTICA NA RESISTENCIA AO IMATINIB NA
LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA

Raquel Alves!; Inés Silva?; Joana Jorge™; Beatriz Lapa'; Maria Inés Costa'¥; Ana Cristina Gongalves™;
Ana Bela Sarmento-Ribeiro®

(1) Laboratdrio de Oncobiologia e Hematologia, Clinicas Universitdrias de Hematologia e Oncologia, Faculdade de
Medicina Universidade de Coimbra (FMUC); Instituto de Investigagdo Clinica e Biomédica de Coimbra (iCBR)—CIMAGO;
CIBB; CACC. (2) Laboratério de Oncobiologia e Hematologia, Clinicas Universitdrias de Hematologia e Oncologia,
Faculdade de Medicina Universidade de Coimbra (FMUC) (3) Servico de Hematologia Clinica, CHUC; Laboratdrio de
Oncobiologia e Hematologia, Clinicas Universitdrias de Hematologia e Oncologia, Faculdade de Medicina Universidade
de Coimbra (FMUC); Instituto de Investigagdo Clinica e Biomédica de Coimbra (iCBR)-CIMAGO, FMUC; CIBB; CACC.

Introdugdo: A Leucemia Mieloide Crénica (LMC) é uma neoplasia mieloproliferativa caracterizada pela
altpela presenca do gene de fusdo BCR-ABL. Este gene codifica a oncoproteina BCR-ABL1, que possui
atividade tirosina cinase (TK) desregulada e que constitui o principal alvo terapéutico da LMC. Apesar da
elevada taxa de resposta aos inibidores de tirosina cinase (TKls), como o Imatinib (IMA), alguns doentes
desenvolvem resisténcia ao tratamento. Varios mecanismos estdo envolvidos na resisténcia aos TKis,
entre os quais a activagcdo de multiplas vias de sinalizacdo pela oncoproteina BCR-ABL, tais como a via
PI3K/AKT/mTOR, uma via associada ao aumento da sobrevivéncia celular e resisténcia a apoptose.
Torna-se assim necessaria a identificacdo de novas alternativas terapéuticas para o tratamento da LMC
resistente aos TKils.

Objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial terapéutico do Buparlisib, um inibidor do PI3K,
em monoterapia e em associacdo terapéutica com o Imatinib, em modelos in vitro de LMC sensiveis e
resistentes ao Imatinib.

Materiais e Métodos: Neste sentido, as linhas celulares sensiveis (K-562) e resistentes (K-562 RC e K-562
RD) foram incubadas durante 72 horas na auséncia e presenca de doses crescentes de BKM-120 e o0 ensaio
da resazurina usado para analisar a atividade metabdlica. Avaliou-se o potencial terapéutico de dois
esquemas de administragdo em monoterapia (toma Unica e fracionada) e um esquema de combinacdo
terapéutica com o Imatinib. A citometria de fluxo foi utilizada para avaliar o ciclo celular usando a
marca¢do com iodeto de propidio (PI)/RNase. A morte celular foi avaliada por citometria de fluxo
recorrendo a da dupla marcacdo das células com anexina V e 7-aminoactinomicina D (7-AAD) e por
microscopia de Otica através da coloracdo de May Griinwald-Giemsa. Os dados foram analisados
estatisticamente, considerando-se um nivel de significancia de 95%.
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Resultados e Discussdo: Os resultados do estudo da administra¢do Unica do farmaco mostraram que o
Buparlisib reduziu a atividade metabdlica de forma dependente do tempo e da dose e independente da
linha celular. De facto, apds 72 horas de incubacgdo, o IC50 das K-562 foi de 1,08 uM, 1,18 uM para as K-562
RC e 1,04 uM para as K-562 RD. Apds o estudo da administracdo fracionada, foi possivel entender que este
esquema constitui uma boa estratégia terapéutica nas trés linhas celulares, na medida em que os valores
de atividade metabdlica foram muito inferiores aos da administragdo Unica. A associa¢do de Buparlisib
com Imatinib também demonstrou ter um impacto significativo na reducdo da atividade metabdlica
comparativamente aos farmacos em monoterapia, independentemente da linha celular. Além disso, o
BKM-120 induziu morte celular significativa, maioritariamente por apoptose. Além do efeito citotdxico, o
BKM-120 induziu também efeito citostatico, bloqueando as células na fase G2/M do ciclo celular.

Conclusao: Assim, podemos concluir que o Buparlisib é um agente terapéutico eficaz, principalmente
quando administrado em regime fracionado e em associacao com o Imatinib, podendo representar uma
boa abordagem terapéutica no tratamento da Leucemia Mieldide Cronica, sensivel e resistente ao
imatinib.
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Introdugao: A resposta a lesdo do DNA (DDR) é fundamental na prevencdo da instabilidade gendmica,
sendo o zinco (Zn) um dos seus reguladores. Na leucemia mieloblastica aguda (LMA) os niveis plasmaticos
de Zn estdo frequentemente diminuidos e observam-se alteragdes da DDR. No entanto, os efeitos do Zn na
modulacdo da DDR na LMA e o potencial terapéutico da suplementa¢do ndo sao ainda compreendidos.

Objetivos: Avaliar os efeitos do Zn na modulacdo da DDR e investigar o seu potencial terapéutico em
combinacao com citarabina (terapéutica convencional) e olaparib (inibidor da DDR) na LMA.

Material e métodos: As células HEL (LMA) e IMC (linfécitos normais) foram mantidas em condicdes
normais de Zn, deplecdo e suplementacdo de Zn (40uM de ZnS0O4) durante 2, 7 e 15 dias. As células foram
depois expostas a H202 e radiagdo UV. A lesdo cromossomica foi avaliada pelo teste do micronucleo; a
lesdo gendmica e cinética de reparacdo pela expressdo de yH2AX (Oh, 1h e 24h), por citometria de fluxo
(CF). Para avaliar o potencial da suplementa¢do na modulacdo da terapéutica, células HEL, NB-4 e K-562
(LMA) foram incubadas (72h) com concentra¢des crescentes de olaparib e citarabina (monoterapia e
combinagdao com ZnS0O4). Avaliou-se a densidade e viabilidade celulares pelo teste do azul de tripano. O
tipo de morte e o ciclo celular foram avaliados pela marcacao com anexina V/7-AAD e PI/RNAse, por CF.
Avaliaram-se marcadores de proliferacdo (incorporacao de BrdU), apoptose (caspase-3 ativada, PARP
clivada), e lesao (yH2AX) por CF. A expressao de genes (CDK12, CDKN1B, CDKN1C, CHEK1, CHEK2, INPP5D,
FEN1, PARP1,XRCC1, DDB2, XPA, PMS2, MSH2, MSH6, PRKDC, XRCC6,PALB2, RAD51) foi avaliada por qPCR.
Os resultados foram analisados estatisticamente considerando um nivel de significancia de 95% (p<0,05).
Resultados e Discussdo: Nas células HEL, a suplementagdo com Zn potenciou a genotoxicidade do H202 e
da radiacdo UV, aumentando a lesdo gendmica e cromossdmica (p<0,05). A cinética de reparagdo nestas
células foi também significativamente comprometida (p<0,01). Contrariamente, nos linfocitos normais, o
Zn melhorou a reparacdo. O ZnS04 potenciou os efeitos antiproliferativos e citotoxicos do olaparib e
citarabina (p<0,05). A combinagdo com ZnS04 diminuiu 2,7-8,7x o IC50 do olaparib as 48h, e 5,9-19,3x o
IC50 da citarabina (dependendo da linha celular). As combinagdes terapéuticas aumentaram
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significativamente a indugdo de apoptose, observando-se aumento dos niveis dos marcadores de
apoptose e lesdo do DNA (p<0,05). Verificou-se também diminuicdo da incorporacdo de BrdU nas
combinacGes terapéuticas e modificacdo do efeito citostatico do olaparib (G2/M) e citarabina (S), por
blogqueio em G0/G1 (p<0,05). Diferentes genes da DDR foram também modulados pelas combinacdes
terapéuticas (p<0,05).

Conclusdes: O Zn apresentou um duplo papel na modulagdo da DDR, prevenindo a instabilidade
gendmica em células normais e potenciando a genotoxicidade em células de LMA. Os efeitos terapéuticos
do olaparib e citarabina foram potenciados pela combinagdo com Zn, através da reducdo da proliferacao,
indu¢do de morte celular e lesdo gendmica, e modulagdo de genes de DDR. O Zn reduziu
consideravelmente os IC50 dos compostos, o que podera resultar em regimes terapéuticos mais eficientes
e com menor toxicidade secundaria.
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PO22 - VALIDA(;I\O DE UM PAINEL DE NEXT GENERATION SEQUENCING (NGS) DE GENES DE FUSAO DE
LINHAGEM MIELOIDE - EXPERIENCIA DE UM CENTRO

Mariana Santos!; Ana Teresa Simoes!; Ana Catarina Oliveiral¥; Teresa Fidalgo™; Margarida Coucelo®

(1) Centro Hospitalar e Universitdrio de Coimbra

Introdugao: A tecnologia de Next Generation Sequencing (NGS) veio revolucionar o estudo genético das
neoplasias hematoldgicas 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 a identificacdo de translocagbes menos frequentes, por vezes, cripticas e ndo identificaveis por
citogenética convencional.

Objetivo: Avaliar um painel de NGS para 29 genes de fusdo de linhagem mieldide num laboratério de
diagndstico 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 transloca¢des recorrentes
conhecidas: BCR::ABL1 p190, RUNX1::RUNX1T1, CBFB::MYH11; PML::RARA; KMT2A-MLLT3; 7 Leucemia
Mieloide 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 fusdes identificou correctamente as 5 amostras com translocacdes
recorrentes conhecidas e permitiu identificar os seus pontos de quebra. Numa LMA sem altera¢des
genéticas recorrentes foi identificado o gene de fusdo ETV6:MECOM que resulta da translocagdo
t(3;12)(g26;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 alteracdes genéticas
recorrentes conhecidas BCR::ABL1 p190, RUNX1::RUNX1T1, CBFB::MYH11; PML::RARA; KMT2A-MLLT3. A
identificacdo do gene de fusdo ETV6:MECOM numa LMA sem alteracGes recorrentes, permitiu a
re-classificacdo em “LMA com rearranjo MECOM” de acordo a classificagdo WHO 2022 e no grupo de
prognostico adverso de acordo com a classificagdo da ELN AML 2022.

Conclusao: A utilizagdo do painel de fusdes de linhagem mieldide na rotina laboratorial permite num sé
estudo a identificacao de genes de fusdo menos frequentes, contribuindo para uma melhor classificacdao
das neoplasias hematoldgicas de acordo com as recomendagbes da WHO 2022, bem como na
estratificacdo de risco ELN AML 2022.
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PO23 - O POTENCIAL TERAPEUTICO DO AZD-7648, UM INIBIDOR DA DNA-PK, NA LEUCEMIA
MIELOBLASTICA AGUDA - UM ESTUDO IN VITRO
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CIBB; CACC. (2) Laboratério de Oncobiologia e Hematologia e Clinicas Universitdrias de Hematologia e Oncologia,
Faculdade de Medicina (FMUC), Universidade de Coimbra, Coimbra, Portugal; (3) IAP-PM - Instituto de Anatomia
Patoldgica & Patologia Molecular, FMUC, Universidade de Coimbra, Coimbra, Portugal; Servico de Anatomia
Patoldgica, Centro Hospitalar e Universitdrio de Coimbra (CHUC), Coimbra, Portugal (4) Servico de Hematologia Clinica,
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FMUC; CIBB; CACC.

Introducdo: A reparacdo da lesdo do DNA (DDR) é fundamental para a manutencdo da integridade do
genoma e da viabilidade celular. A DNA-PK (cinase dependente do DNA) é uma proteina nuclear cuja
principal funcdo é reparar quebras de cadeia dupla do DNA através da via de reparacdo da junc¢do de
extremidades ndo homoélogas. A alteracdo dos mecanismos de reparagdo do DNA tem sido implicada na
patogénese de varias neoplasias hematoldgicas, como é o caso da leucemia mieloblastica aguda (LMA), e
podera constituir um novo alvo terapéutico para o tratamento desta patologia.

Objetivo: Avaliar o potencial terapéutico de um inibidor da DNA-PK, o AZD-7648, em monoterapia, em
modelos in vitro de LMA.

Materiais e Métodos: Neste estudo foram usadas trés linhas celulares de LMA (as células HEL, K-562 e
LAMA-84). As mutagdes em genes envolvidos na DDR foram obtidas do banco de dados “COSMIC”. Os
niveis de lesdo cromossémica e a cinética da DDR foram medidos pelo ensaio do microntcleo com
blogueio da citocinese. Os niveis de expressao de seis genes relacionados com a DDR e o comprimento
dos teldmeros foram avaliados por qPCR. As células foram incubadas na auséncia ou presenca de
concentragdes crescentes de AZD-7648. A densidade e a viabilidade celulares foram analisadas, por 72
horas, pelo ensaio de azul de tripano. A morte celular (dupla marcagdo com Anexina V/7-AAD), os niveis de
PARP clivada e de caspase-3 ativada, o ciclo celular (iodeto de propidio/RNAse), a proliferacdo celular
(incorporacao de BrdU) e a lesdo do DNA (yH2AX) foram avaliados por citometria de fluxo. Os resultados
foram analisados estatisticamente, considerando um nivel de significancia de 95%.
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Resultados e Discussado: As linhas celulares testadas apresentaram mutacdes e niveis de lesdo distintos.
A linha celular HEL apresentou os niveis mais elevados de yH2AX e a linha LAMA-84 de lesdo
cromossomica. O menor comprimento dos telémeros foi encontrado nas células K-562 e a linha celular
LAMA-84 apresentou os niveis de expressdo mais elevados dos genes estudados. Todas as linhas celulares
demonstraram possuir uma reparacao eficiente. O AZD-7648 reduziu a proliferacdo e a viabilidade
celulares de uma forma dependente da dose, do tempo e da linha celular. As células HEL foram as mais
sensiveis, com um IC50 de aproximadamente 150uM, as 24h, e as K-562 as mais resistentes com um
IC50>200uM, em todos os tempos estudados. Este inibidor aumentou a percentagem de células em
apoptose assim como os niveis de PARP clivada e caspase-3 ativada, induziu bloqueio do ciclo celular na
fase GO/G1 e reduziu a proliferacdo celular. Os niveis de lesdo cromossémica e do DNA aumentaram apds
aincubac¢do com AZD-7648.

Conclusdo: Estes resultados demonstraram a eficacia do AZD-7648 em modelos in vitro de LMA,
dependendo to subtipo celular e/ou das alteragGes genéticas, apoiando assim uma investigacdo mais
aprofundada do potencial deste inibidor como uma nova terapéutica neste tipo de leucemias o que
podera, em Ultima analise, melhorar o resultado dos doentes com LMA.
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PO24 - INIBI(;KO DA GLUTAMINOLISE COM TELAGLENASTAT NA LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA
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Introdugdo: Uma das caracteristicas fundamentais das células tumorais é a capacidade de
reprogramacdo metabdlica. De forma a sustentar as elevadas necessidades biossintéticas e proliferativas,
as células neoplasicas adaptam o seu metabolismo promovendo ativagdo de vias metabdlicas
compensatorias, como a glutamindlise. Esta consiste numa reacdo anaplerética através da qual a
glutamina reabastece o ciclo dos acidos tricarboxilicos, podendo ainda ser utilizada para a sintese de novo
de aminoacidos, nucledtidos e acidos gordos. Apesar do enorme sucesso terapéutico dos inibidores
tirosina cinase (TKIs), como o imatinib, na leucemia mieloide crénica (LMC), cerca de 25 a 30% dos
doentes desenvolvem resisténcia ao tratamento. Diversos mecanismos de resisténcia tém sido
identificados como a presencga de mutagdes pontuais, alteragdes na concentragao intracelular do TKl e a
ativacdo de vias alternativas, como a reprogramagado metabdlica, entre outras. Assim a reprogramagao
metabdlica assume um papel relevante ndo sé no desenvolvimento de neoplasias, mas também na
aquisicdo de resisténcia a multiplos farmacos. Neste sentido, o potencial terapéutico de inibidores do
metabolismo da glutamina, como o Telaglenastat (CB-839), tém sido avaliados em diferentes neoplasias.
Contudo, o seu papel na LMC resistente ao imatinib ndo esta ainda clarificado.

Objetivo: Este estudo teve como objetivo avaliar o potencial terapéutico do Telaglenastat em modelos in
vitro de LMC sensiveis e resistentes ao Imatinib.

Materiais e Métodos: Neste contexto, utilizdmos trés linhas celulares de LMC: as células K562 (sensiveis
ao imatinib) e as células K562-RC e K562-RD (resistentes ao imatinib). As células foram incubadas na
auséncia e na presenca de concentracoes crescentes de Telaglenastat durante 72 horas. As curvas
dose-resposta foram determinadas pelo ensaio metabdlico da resazurina a cada 24h de incubagdo. A
morte celular foi analisada por microscopia 6ptica (coloragdo May-Grunwald Giemsa) e citometria de
fluxo, recorrendo a dupla marcagdo com anexina V e 7-aminoactinomicina D (7-AAD). O ciclo celular foi
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avaliado por citometria de fluxo, usando a marcacdo com iodeto de propidio (Pl)/RNase. Foi efetuada a
analise estatistica adequada considerando-se um nivel de significancia de 95%.

Resultados: Os resultados mostram que o Telaglenastat induz redugdo da atividade metabdlica de forma
dependente do tempo, da dose e da linha celular. As linhas celulares resistentes ao imatinib foram as mais
sensiveis ao Telaglenastat, com IC50 as 48h de 50nM nas K562-RD e 1uM nas K562-RC, comparativamente
com a linha parental sensivel K562 (IC50 as 48h de 100uM). Este inibidor induz morte celular por apoptose
comprovada por citometria de fluxo e pela analise da morfologia celular por microscopia optica. O
Telaglenastat ndo demonstrou efeitos citostaticos significativos.

Conclusdo: Os nossos resultados preliminares sugerem o potencial terapéutico do Telaglenastat na
leucemia mieldide crénica, em particular em casos de resisténcia ao imatinib.
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PO25 - O PODER DO CAPLACIZUMAB - UM CASO DE PURPURA TROMBOTICA TROMBOCITOPENICA
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Introducdo: A purpura trombotica trombocitopénica aquirida (PTTa), sendo definida por anemia
hemolitica microangiopatica e trombocitopenia, com o défice imunomediado da atividade de ADAMTS13
(protease de clivagem do fator von Willebrand). Muitas vezes associada a complicacBes renais e
neuroldgicas, podendo ser fatal sem tratamento eficaz. O Caplacizumab é um nanocorpo humanizado
bivalente que inibe a adesdo plaquetaria excessiva mediada pelo fator von Willebrand.

Objetivos: Descrever principais diferengas evolugdo da PTT aquando de tratamento com Caplacizumab.
Materiais: Descricdo clinica e laboratorial de um caso clinico.

Resultados/discussao: Mulher de 54 anos, recorreu ao servico de urgéncia em outubro 2022 por quadro
de astenia e cefaleia temporal bilateral. Sem medicagdo habitual e sem alergias conhecidas. Como
antecedentes pessoais, teve diagndstico PTT em outubro de 2014, com internamento com 1 més de
duragdo, com intercorréncia trombotica apds plasmaferese (enfarte agudo miocardio). Durante o
internamento iniciou Rituximab e realizou um total de 29 sessGes de plasmaferese, com remissao
completa.

No 2° episddio, apresentava equimoses e petéquias nos membros inferiores bilateralmente, sem outras
alteragdes relevantes ao exame objetivo. Laboratorialmente apresentava anemia (Hb 9,6 g/dL) e
trombocitopenia (plaquetas 17 x109/L), com reticuléticos normais; LDH aumentada (610 U/L) mas
bilirrubina total normal e teste antiglobulina direto negativo. No esfregaco de sangue periférico
encontravam-se alguns esquizocitos, sem outras alteracdes morfoldgicas aparentes.

Iniciou Prednisolona e plasmaferese (com um total de 5 sessoes), e posteriormente Caplacizumab em D3
e Rituximab em D8 de internamento. Normalizacao da contagem plaquetar em D5 e da atividade
ADAMTS13 em D7, com um total de 9 dias de internamento, sem intercorréncias. Atualmente em remissao
completa ha 7 meses.

Conclusdo: O tratamento com Caplacizumab reduziu o nimero médio de sessoes de plasmaferese, o

tempo até resposta plaquetaria e o tempo médio de internamento hospitalar, assim como descrito na
literatura, reduzindo assim a probabilidade de complicagdes.

C YOO )




 Sabatina 13.14!0 2023

POSTERS de Hematologia

Auditério da Sub-unidade Ill da Faculdade de Medicina
Universidade de Coimbra

P0O26 - TERAPEUTICA DIRIGIDA NA LMA - A NOSSA EXPERIENCIA COM GILTERITINIB
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Introducao: No ensaio de fase 3 ADMIRAL, a terapéutica com Gilteritinib , inibidor da tirosina-quinase 3
FMS-like (FLT3), demonstrou um aumento na sobrevida global (OS) nos doentes da leucemia mieldide
aguda (LMA) em recidiva/refractaria (R/R) com mutagdo FLT3 em comparagdo com quimioterapia de
resgate.

Objetivos: Avaliar a eficacia da terapéutica com Giletritinib (resposta completa (RC), sobrevida livre de
progressao (PFS) e OS e a tolerabilidade desta terapéutica na coorte de doentes do nosso centro.

Métodos: Estudo unicéntrico e retrospectivo em doentes com LMA R/R e FLT3 mutado, tratados com
gilteritinib entre abril/2021 e margo/2023. Realizada caracterizagdo diagndstica (WHO 2016),
estratificacdo de risco (ELN 2017/2022), avaliagdo da resposta e perfil de toxicidade.

Resultados: Os 9 doentes que realizaram terapéutica com giltritinib tinham uma idade mediana de 53,3
anos e 55,6% (n=5) eram do género masculino (55,6%).

33,3% (n=3) tinham diagndstico de LMA-ARM (alteragGes relacionadas com mielodisplasia), 33,3% (n=3)
LMA, NOS, 22,2% (n=2) LMA com muta¢do RUNX1 e 11,1% (n=1) LMA com muta¢ao NPM1.

De acordo com a classificacao de risco ELN 2022, 88,9% (n=8) apresentavam risco adverso e 11,1% (n=1)
apresentava risco intermédio.

O Gilteritinib foi utilizado em 22 linha em 66,7% (n=6) dos doentes, nos restantes em 32 linha. 2 doentes
(22,2%) ndo completaram 1 ciclo, apresentando progressao de doenca.

33,3% (n=3) dos doentes tinha realizado terapéutica prévia com Midostaurina na 1? linha, (sendo
primariamente refratarios) e nenhum deles apresentou resposta ao Gilteritinib.

22,2% (n=2) apresentaram RC, permitindo em 1 deles avancar para consolidagdo com transplante
alogénico. No que concerne as toxicidades, 4 (44,4%) doentes apresentaram toxicidade cardiaca, 11,1%
(n=1) hepatica (n=1) e 22,2% (n=2) neutropenia febril.

Apenas 1 doente ainda se encontra a fazer terapéutica.

Tempo mediano do diagndstico até inicio de Gilteritinib foi de 6,6 (2,3-23,3) meses.

A PFS mediana apés inicio foi de 2,5 (0,0-6,6) meses e a OS mediana de 4,8 (0,6-9,0) meses.
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Discussao: Em compara¢ao com o estudo AMIRAL: a OS dos nossos doentes foi inferior (4,8 vs 9,3 meses),
a PFS também inferior (2,5 vs 2,8) e a percentagem de resposta completa foi comparavel (22,2% vs 21.1%).
Contudo, a nossa populacdo apresentava pior prognostico (risco adverso ao diagndstico 88,9% vs 26%) e
maior proporcdo de doentes FLT3+ ad inicium (FLT3 ao diagndstico 33,3% vs 6,2%). VerificiAmos menos
episddios de neutropenia febril (22,2% vs 45,9%), mas mais hepatotoxicidade.

Contudo, esta comparac¢do tem valor limitado dado o pequeno niimero de doentes.

Os doentes que apresentaram refratoriedade a terapéutica com associacdo de Midostaurina em 1° linha
também apresentaram doenca progressiva apos tratamento com Gilteritinib.

Conclusio: A nossa populacio de doentes sob Gilteritinib apresentou OS e PFS inferior ao esperado. E
pertinente no futuro o estudo da terapéutica com Gilteritinib em maiores coortes de doentes que
apresentem risco adverso ao diagndstico.

A resposta ao Gilteritinib em doentes ja previamente tratados com terapéutica com associa¢do de
Midostaurinaem 1°linha e que apresentam refratoriedade neste contexto devera ser melhor caracterizada
(nomeadamente a reducdo da eficacia na obtencdo de resposta).
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P0O27 - SINDROME HEMOFAGOCITICA SECUNDARIA A FiSTULA ENTEROVESICAL.
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(1) CENTRO HOSPITALAR UNIVERSITARIO DE COIMBRA

Introducdo: A Sindrome Hemofagocitica (SHF) é um quadro potencialmente fatal caracterizado por
hiperinflamagdo descontrolada causada por disfuncdo auto-imune primaria (genética) ou adquirida
(secundaria a infecOes, neoplasias e patologias autoimunes ou auto-inflamatérias), sendo esta ultima
muito mais frequente. Apresenta-se com um espectro de sintomas inespecificos que incluem febre
persistente, hepatoesplenomegdlia, exantema petequial, citopenias progressivas, elevacdo das
transaminases, aumento da proteina C reativa com diminui¢do paradoxal da velocidade de sedimentagao
eritrocitaria, hipertrigliceridémia, hipofibrinogenémia e hiperferritinémia severa, frequentemente
associados a disfuncdo multiorganica.

Caso Clinico: Descrevemos o caso de uma mulher, 66 anos, sem antecedentes pessoais de relevo, que
recorre ao servigo de urgéncia da area de residéncia por tonturas, perda de forca nos membros inferiores
e vertigem com 2 dias de evolucgado, precedido de edema dos membros inferiores com 3 meses de evolugao
em agravamento. Referia hipersudorese nocturna frequente, sensa¢do de calor, indisposicao e
palpita¢des que agravavam em decubito, com meses de evolugao.

Foi internada por pielonefrite ndo obstrutiva sem gérmen identificado (com imagem de dilatagdo
pielocalicial em rim Unico funcionante), apresentando ainda anemia com necessidade de suporte
transfusional, trombocitopenia, hepatoesplenomegalia, hiperferritinémia e hipertrigliceridémia, CD25
4063.1pg/ml, elevagdo das enzimas hepaticas e dos parametros inflamatérios, e emagrecimento de 15%
do peso corporal durante o més de internamento. Por suspeita de SHF realizou avaliacdo medular
(compativel com hemofagocitose), iniciou dexametasona e foi transferida para o Servico de Hematologia
de um hospital terciario para continuacdo de cuidados.

O internamento foi complicado de uma Sindrome Confusional Aguda, com e pungdo lombar, TC e RM
cranioencefalicas sem alterages, e eletroencefalograma com Encefalopatia inespecifica. Sendo
assumida uma alteragdo de estado de consciéncia associada a sindrome hemofagocitica, fez
administracdo intratecal de dexametasona e metotrexato, com evolugdo clinica favoravel, e escalamento
para protocolo HLH-94, com dexametasona e etoposido sistémico. A doente teve alta clinica, melhorada,
na quarta semana de internamento, com manutencdo da terapéutica em ambulatério.
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Trés semanas apos a alta (e com seguimento em consulta, assintomatica), recorre ao Servico de Urgéncia
por quadro de disuria, dor suprapubica, e febre com 3 dias de evolugdo. Os exames complementares
revelaram novamente dilatagdo pielocalicial, elevacdo dos pardmetros inflamatdrios, com urocultura com
E. coli ESBL+ e E. faecium, sendo internada com diagndstico de pielonefrite. Durante o internamento, foi
evidenciada eliminacdo de conteldo fecaloide franco pela sonda vesical, com perdas extra-algilia,
levantando suspeita de fistula enterovesical. Realizou TC pélvica que revelou formacédo abcedada com
trajectos fistulosos estabelecendo ligacdo entre o sigmdide e o tecto vesical, em relacdo com diverticulite
complicada perfurada, e corpos estranhos a nivel ileal e cecal (espinhas de peixe). Foi proposta
electivamente para sigmoidectomia com cistectomia parcial e recessdo do trajecto fistuloso. A reavaliacdo
hematoldgica, encontrava-se estavel do ponto de vista da SHF, sem evidéncia de recidiva, e sem
terapéutica dirigida a mesma, assumindo-se o abcesso intra-abdominal como causa primaria.

Conclusdes: A SHF é um quadro clinico subdiagnosticado de alta morbilidade e mortalidade. E essencial
a pesquisa activa e exclusdo de causas secundarias ocultas e corre¢cdo das mesmas para resolucdo do
quadro.
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PO28 - HIGH-DIMENSIONAL SPECTRAL CYTOMETRY CHARACTERIZATION OF THE CIRCULATING
IMMUNE CELL PROFILE IN ASYMPTOMATIC AND SYMPTOMATIC MYELOMA PATIENTS

Joana CaetanoW; Filipa Barahona; Manuel Neves™”; Bruna Velosa Ferreira®; Sonia Leocadio';

Ana Queirds®; Paulo Lucio®; Cristina Jodo®

(1) FUNDAC/TO CHAMPALIMAUD

Background: Immune system dysfunction is a hallmark of multiple myeloma (MM), contributing to
disease progression and therapy resistance. Efforts to understand the immune landscape are essential but
most studies detail the immune bone marrow niche, implying an invasive approach. The use of liquid
biopsies to assess patients' peripheral immune populations with high sensitivity is currently possible due
to novel multi-parameter, single-cell analysis such as full-spectrum flow cytometry. This research may
enlighten situations of immune suppression while revealing alterations associated with prognosis.

Aim: The objective of this study is to widely characterize the profile of peripheral immune cells enabling
the detection of relevant variations throughout myeloma disease stages.

Methods: The cohort is composed of 5 healthy donors (HD 2 female; median age 70), 22 monoclonal
gammopathy of undetermined significance (MGUS; 12 female; median age 68), 7 smoldering myeloma
(SMM; 2 female; median age 70) and 12 MM (6 female; median age 63) patient. Peripheral blood samples
were evaluated in a 5-laser Aurora spectral flow cytometer (Cytek) using a 25-antibody panel. Data and
statistical analyses were performed in FCS Express 7 (De Novo Software).

Results: Distribution and functional state of the circulating immune populations were different across
myeloma disease stages. MGUS patients showed higher levels of naive and central memory CD4 T cells
compared to SMM and MM. These cell subsets showed lower levels of CD127 and PD1, and higher of CD38.
Overall, the expression of PD1 in effector cell subsets was higher in MM patients compared to HD and
MGUS (1.5x and 2x, respectively). In both active and indolent MM there was a higher frequency of
regulatory T cells (1.5x) with higher levels of PD1 and lower of CD38. Central memory CD8 T cells were
lower in MM patients compared to other groups. MGUS showed higher frequencies of naive, early-like and
early effector CD8 T cells than MM. MM patients showed higher levels (1.5x) of terminal effector cells with
CD28 expression. The naive B cell subpopulation was increased in MGUS compared to SMM (1.5x) and
overt MM (1.5x). Memory B cells were mostly IgD- in all patients, with the frequency of plasmablasts being
higherin MM. Higher levels of NK and NKT cells were identified in MM compared to SMM or MGUS, with less




Sabatina 3.MA10 2023

POSTERS de Hematologia

Auditério da Sub-unidade Ill da Faculdade de Medicina
Universidade de Coimbra

differentiated phenotype. Gamma-delta T cells were also increased (1.5x) in MM. Higher levels of dendritic
cells were found in MM with the CD11¢+CD16- subpopulation being more frequent. Classical monocytes
were increased in MM, with lower expression of CD38. In general, the differences in the various immune
cell populations’ abundance and activation status seem to indicate higher exhaustion and less naiveness
phenotype in active MM, reflecting the immunocompromised state of these patients.

Summary/Conclusions: These results suggest the potential application in routine practice of
high-dimensional spectral immune profile as a biomarker for clinical monitoring. Further investigation is
ongoing to increase the study cohort and address the clinical benefit of its use in a combined liquid biopsy
approach and as a tool to informed- treatment selection.
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PO29 - INSIGHTS ON HOW MULTIPLE MYELOMA-DERIVED EXTRACELLULAR VESICLES MODULATE THE
BONE MARROW IMMUNE NICHE
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Ana C. Queirés®; Rune Matthiesen™; Emilie Arnault Carneiro™; Karine Serre"; Cristina Jodo®
(1) FUNDAC/TO CHAMPALIMAUD, LISBOA

Background: Multiple myeloma (MM) is a plasma cell cancer mainly occuring in the bone marrow (BM)
that affects 176 thousand people per year woldwide. Cell-to-cell communication between myeloma and
immune cells plays a role in myelomagenesis. In this context, MM-derived extracellular vesicles (EVs) have
emerged as key mediators of this communication.

Aim: To decipher the immune alterations induced by MM-derived EVs.

Methods: The MM mouse cell line MOPC315.BM was transfected to express green fluorescent protein
(GFP) and intraveneously injected into immunocompetent BALB/c mice. When paralysis of hind limbs
occurred, BM infiltration was assessed by histology, magnetic resonance imaging (MRI), multiparametric
flow cytometry, RT-qPCR and SORT-Seq. MOPC315.BM-derived EVs were isolated, fluorescently labelled
and retro-orbitally injected into mice three times a week, for three consecutive weeks. Proteomic analysis
was performed by mass spectrometry.

Results: This MM cell line induced paralysis in a median of 25 days post-injection due to spinal cord
compression, as shown by histology and MRI techniques. Upon tumor-induced symptoms, BM analysis of
MM-bearing mice revealed a dual phenotype: decrease in the expression of SIRP, NDUFC2 and an increase
of IL-1b in macrophages; lower expression of CD27 and higher expression of CD44 by gd T cells; and an
increase of PD-1+ NK cells. We found also a decrease of CD4+CD25+; CD4+CD62L+ and CD4+TCF7+ and an
increase of CD4+IFN-g+, CD4+Granzyme b+, CD4+Perforin+, CD4+0X40+, CD4+CD27+, CD4+CTLA-4+,
CD4+Lag3+, CD4+Tim3+, CD4+PD-1+ or CD4+IL-10+. Regarding CD8+T cells, we found a decrease of CD27+
expression together with an increase of IFN-g+Granzyme b+Perforin+CD44+CTLA-4+Lag3+PD-1+
IL-10+NDUFC2+ and TOX+. Even with this anti-tumor signature there was no prevention of MM
development. To test whether MM-derived EVs would change disease manifestation, mice were
retro-orbitally injected with MM-derived EVs before tumor cells implantation. The kinetics of paralysis was
similar; nonetheless, the surfaceome of lymphoid T cells in the treated cohort of mice revealed an increase
in the expression of CD25 by gd T cells, decreased expression of PD-1 by NK cells, a decrease in the
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expression of CD27 with an increase of CD25 by CD4+T cells; and a decrease of CD27+CD44+ CD8+T cells,
compared with MM-bearing mice. By exploring the proteomic content of EVs from the MOPC315.BM cell
line and also the EVs from the BM of MM-bearing mice by mass spectometry, we found upregulated
proteins involved in ribossomal function, namely SDCBP, NCL or the RPLS5, compared to controls. By
contrast, downregulated proteins in the EVs were associated to metabolic function and immune response,
such as the ASNS, STAT3, or the APRT.

Conclusion: Overall, our results suggest the involvement of MM-derived EVs protein content as drivers of
BM immune niche modulation. This strenghthens the prospect of MM-derived EVs as a resource to
understand MM pathophysiology and possible therapeutic target.
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PO30 - MULTIPLE MYELOMA AND ADJACENT NK CELLS EXPRESS THE MACHINERY TO INTEGRATE
NEURONAL SIGNALS
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Joana Caetano; Bruna Velosa Ferreira®”; Ana Queirds®; Cristina Jodo®
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Introduction: Multiple Myeloma (MM) is characterised by the accumulation of monoclonal plasma cells in
a dynamic and permissive bone marrow (BM) microenvironment. Most immune cells express neuronal
receptors and neurotransmitters, allowing the crosstalk between these multicellular networks.
Neuronal-immune cells interactions have been reported to regulate organ physiology and contribute to
cancer. NK cells are important players in MM, and adrenergic signals were shown to directly influence NK
function. Retrospective studies show that MM patients under B-adrenergic receptor blockers have
significantly improved prognosis and overall survival. However, MM-neuronal interaction, in the
suppressive tumour microenvironment, remains poorly understood.

Objectives: To unravel how neuronal innervation is altered in MM BM microenvironment and how
neuronal interactions directly influence MM function and immune cells infiltration in the tumour
microenvironment.

Methods: Immunohistochemistry was used to characterise and quantify neuronal fibres in BM biopsies of
newly diagnosed MM patients and controls (n=5+5). Expression of pan-neuronal marker (TUBB3), and
specific markers for adrenergic (TH) and cholinergic (VAChT) neurons were scored. BM patients’ biopsies
without disease infiltration were used as controls.

Publicly available scRNAseq datasets of MM-infiltrating immune cells and controls were used to determine
the transcription of genes encoding the machinery to integrate neuronal signals. NK cells from BM of
newly diagnosed MM and control patients (n=13+7) were identified using R software and transcribed
neuronal receptors were determined.

Results: We observed a 2-fold increase in neuronal fibres in MM patients compared to controls. Like in BM
from controls, MM BM was mainly innervated by adrenergic (TH+) fibres (Figl).

Interestingly, 1.2% of MM cells transcribed ADRB2 receptor for adrenaline, the main sympathetic
neurotransmitter, in contrast to 0% in BM control plasma cells. Furthermore, MM cells extensively
transcribed GRIK4, a major excitatory neurotransmitter, described to induce B cell proliferation and Ig
production: 3.9% (19.5-fold) compared to normal plasma cells from controls.,
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NK cells were the main population expressing neuronal adrenergic receptors. ADRB1 and ADRB2 were
present in 2.1% vs 4.5% respectively, of total NK cells within the BM of MM patients in comparison to
controls (0.8% vs 3.4%). MM patients have a 2.6-fold ADRB1 and ADRB2 1.3-fold increase compared to
control, supporting the idea that adrenalin influences NK cells function via adrenergic receptors in MM BM
niche. In addition, CD38neg NK cells, a residual NK subpopulation displaying high proliferative potential
and functional antitumor activity, was slightly more abundant in control BM (48.7% of total NK cells vs
42.2% in MM BM). ADRB2 transcription in this subset was higher in MM patients vs control (10.1% vs 7.7%).
Results suggest that BM from MM patients have a disadvantageous NK profile and are more susceptible to
influence of adrenergic activity.

Conclusions: MM Patients’ BM is more innervated than controls due to sympathetic contribution. A higher
number of sympathetic fibres and a consequent increase of adrenaline/noradrenaline production may
trigger the transcription of adrenergic receptors in MM and NK cells.

These discrete but important results may reflect differences in the spatial distribution of MM and adjacent
and remote immune and neuronal cells in the MO.
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