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Dedico este trabalho aqueles que carregam, em
seus genes € em sua jornada, os desafios dos
canceres hereditdrios. Que a ciéncia siga
abrindo caminhos, e que esta contribuicdo
académica represente um passo, ainda que
modesto, em direcao a avangos no diagnostico

precoce, tratamento personalizado e amparo.
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RESUMO

Introducao: O cancer colorretal (CCR) esta entre os de maior mortalidade, sendo o terceiro
mais incidente na populacao brasileira e mundial. A alta prevaléncia o torna uma condicao de
grande relevancia para a satde publica. Cerca de 5% dos casos tém origem hereditaria, sendo
classificados como Sindromes de Predisposi¢ao Hereditaria ao Cancer Colorretal (SPHCCR).
Variantes Patogénicas Germinativas (VPG) em genes como o APC, MUTYH, MLHI, MSH?,
MSH6, entre outros, estdo associadas a essas sindromes e podem desencadear alteragdes
fisiologicas precursoras do CCR. Um dos principais desafios no manejo clinico ¢ a sobreposi¢ao
fenotipica entre as diferentes SPHCCR. A identificacdo de VPG ¢ essencial para aprimorar a
assisténcia aos individuos afetados e familiares sob risco, contribuindo para estratégias de
prevencdo primaria e diagnostico precoce. Objetivo: Descrever os aspectos genéticos em
pacientes com alto risco para SPHCCR atendidos no Hospital Universitario Professor Alberto
Antunes da Universidade Federal de Alagoas (HUPAA/UFAL). Metodologia: O rastreamento
de VPG em genes associados as SPHCCR foi realizado por meio de Sequenciamento de Nova
Geracao (NGS). A validagao dos achados foi realizada no Laboratorio de Genética Molecular
Humana (LGMH/HUPAA/UFAL), utilizando a técnica de reagdo em cadeia da polimerase
alelo-especifica (PCR-AE). A relagdo gendtipo-fendtipo foi estabelecida com base em bancos
de dados publicos e revisdo da literatura. Resultados: Foram analisadas 14 familias com alto
risco de SPHCCR. Em seis participantes foram identificadas seis VPG e uma Variante de
Significado Incerto (VUS, do inglés Variant of Uncertain Significance) nos genes APC
(c.3927 3931delAAAGA; c.847C>T e c.1315_1316dup), MUTYH (c.452A>G e ¢.1063delC),
SMAD4 (c.1139+3A>G) e BRCAI (c.1687C>T). A correlacio genotipo-fendtipo foi
estabelecida em 28,6% dos participantes. Todos receberam aconselhamento genético pos-teste
e os testes diagndsticos por PCR—AE foram implementados no LGMH/HUPAA/UFAL,
estando disponiveis para futura incorporagao ao SUS. Conclusdes: Estes resultados corroboram
a literatura ao evidenciar a associagdo entre diferentes VPG e fenotipos sobrepostos e ampliam
o conhecimento sobre a correlacdo genodtipo-fendtipo, especialmente nos genes BRCAI e
SMADA4. O estudo reforga a importancia de rastreamento de VPG em SPHCCR e destaca a sua
aplicabilidade clinica. A investigacdo de familiares sob risco, mediante aconselhamento

genético pré-teste, representou uma oportunidade valiosa para agdes de prevencdo primaria.

Palavras-chave: Sindromes Neopldsicas Hereditarias; Neoplasias Colorretais; Polipose

Intestinal; Testes Genéticos.



ABSTRACT

Introduction: Colorectal cancer (CRC) is among the most lethal cancers and ranks as the third
most common in both the Brazilian and global populations. Its high prevalence makes it a
significant public health concern. Approximately 5% of CRC cases have a hereditary origin and
are classified as Hereditary Colorectal Cancer Predisposition Syndromes (HCCPS). Germline
Pathogenic Variants (GPVs) in genes such as APC, MUTYH, MLHI, MSH2, MSH6, among
others, are associated with these syndromes and may trigger physiological changes that precede
CRC. One of the main challenges in clinical management is the phenotypic overlap among
different HCCPS. Identifying GPV is essential to improve care for affected individuals and at-
risk family members, contributing to primary prevention and early diagnosis strategies.
Objective: To describe the genetic aspects of patients at high risk for HCCPS treated at the
Professor Alberto Antunes University Hospital of the Federal University of Alagoas
(HUPAA/UFAL). Methods: GPV screening in genes associated with HCCPS was performed
using Next-Generation Sequencing (NGS). Variant validation was conducted at the Human
Molecular Genetics Laboratory (LGMH/HUPAA/UFAL) using the allele-specific polymerase
chain reaction (AS-PCR) technique. Genotype-phenotype correlations were established based
on public databases and literature review. Results: Fourteen families at high risk for HCCPS
were analyzed. In six participants, six GPVs and one Variant of Uncertain Significance (VUS)
were identified in the following genes: APC (c.3927 3931delAAAGA; c¢.847C>T;
c.1315 1316dup), MUTYH (c.452A>G; ¢.1063delC), SMAD4 (c.1139+3A>G), and BRCAI
(c.1687C>T). Genotype-phenotype correlation was established in 28.6% of participants. All
individuals received post-test genetic counseling, and diagnostic tests using AS-PCR were
implemented at LGMH/HUPAA/UFAL and are available for future incorporation into the
Brazilian Unified Health System (SUS). Conclusions: These findings support the literature by
demonstrating the association between different GPVs and overlapping phenotypes, and they
expand knowledge on genotype-phenotype correlations, particularly involving BRCAI and
SMAD4. The study reinforces the importance of GPV screening in HCCPS and highlights its
clinical applicability. The investigation of at-risk relatives through pre-test genetic counseling

represented a valuable opportunity for primary prevention actions.

Keywords: Hereditary Neoplastic Syndromes; Colorectal Neoplasms; Intestinal Polyposis;

Genetic Testing.
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1. INTRODUCAO

O cancer colorretal (CCR) ¢ a terceira neoplasia mais comum em incidéncia e a segunda
em mortalidade na populacdo mundial, sendo responséavel por 9,3% das mortes por cancer
(Global Cancer Observatory - GCO, International Agency for Research on Cancer - IARC e
World Health Organization - WHO, 2022). No Brasil, estima-se que mais de 45 mil novos
casos sejam diagnosticados no triénio 2023-2025 (Instituto Nacional do Cancer — INCA, 2023).

O CCR ¢ uma doenga heterogénea. A maioria dos casos tem origem multifatorial,
podendo estar associados a fatores como idade avangada, estilo de vida sedentario, obesidade,
consumo excessivo de alcool e tabaco, além de uma dieta rica em carne vermelha e alimentos
ultraprocessados, e pobre em fibras, célcio e vitamina D. Estes fatores ambientais e
comportamentais aumentam a chance de surgimento de variantes patogénicas somaticas em

genes relacionados a predisposi¢do ao CCR (Sawicki et al., 2021).

Entretanto, segundo a American Cancer Society (2024), cerca de 5-10% dos casos de
CCR surgem em decorréncia de Variantes Patogénicas Germinativas (VPG) em genes
associados a predisposicao ao CCR. Esses casos apresentam transmissao hereditaria de padrao
mendeliano e s3o denominados Sindromes de Predisposi¢do Hereditaria ao Cancer Colorretal
(SPHCCR). Suspeita-se da existéncia de SPHCCR frente aos seguintes achados: 1. Diagndstico
de CCR anterior aos 50 anos; 2. 10 ou mais polipos cumulativos ao longo da vida; 3. Histérico

familiar de polipos e/ou canceres (National Comprehensive Cancer Network — NCCN, 2025).

As SPHCCR sao doencas raras e atualmente cerca de 20 genes ja foram associados a elas.
Do ponto de vista macroscopico se subdividem em dois grandes grupos: SPHCCR sem polipose
e SPHCCR poliposas (Seppild et al., 2023). As SPHCCR sem polipose, caracterizadas pela
auséncia de poélipos no colon e reto, tém como principais genes associados MLHI, MSH?,
MSH6, PMS2 e EPCAM. Neste grupo estdo a Sindrome de Lynch (SL) e o CCR familial do
tipo X (CCR-X) (Peltoméki, 2005; Daca-Alvarez et al., 2021; Seppala et al., 2023).

As SPHCCR poliposas sao causadas por alteracdes em genes que resultam no
desenvolvimento de dezenas a milhares de polipos intestinais, precursores do CCR (Shussman;
Wexner, 2014). Os principais genes associados as SPHCCR poliposas sao 4PC, MUTYH,
BMPRI1A4, SMAD4, POLE, POLDI, NTHLI, STKI11 e PTEN. Estes genes estao relacionados a
polipose adenomatosa familiar (4PC), polipose intestinal associada ao gene MUTYH, polipose

juvenil (BMPRIA e SMAD4), polipose associada a deficiéncias nas polimerases de revisao do
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DNA (POLE e POLDI), polipose associada ao gene NTHLI, sindrome de Peutz-Jeghers e
Sindrome do tumor hamartomatoso PTEN (Howe et al., 1998; Hearle et al., 2006; Cleary et al.,
2009; Lagarde et al., 2010; Tan et al., 2012; Weren et al., 2015; Wimmer et al., 2017; Daniell
et al., 2018; Weren et al., 2018; Dinarvand et al., 2019; Daca-Alvarez et al., 2021).

Devido a grande sobreposi¢ao dos fenotipos, a identificagdo de VPG em genes associados
as SPHCCR através de testes moleculares ¢ essencial para o aconselhamento genético e
adequacdo do manejo clinico. Ambas as a¢des de saude t€ém impacto ndo s6 sobre o individuo
em que foi identificada a VPG, mas em familiares sob risco de apresenta-la (Provenzale et al.,
2020, NCCN, 2025). Considerando a sobreposi¢ao dos fendtipos das SPHCCR e a vasta
quantidade de genes associados, o Sequenciamento de Nova Geracao (NGS, do inglés Next
Generation Sequencing) mostra-se como a op¢do mais eficaz para o rastreio de VPG em
individuos com alto risco para SPHCCR. Essa técnica permite analisar diversos genes
simultaneamente, em um curto periodo, e possibilita a identificacdo desde substituigdes de

nucleotideos até delegdes e insercdes nos genes analisados (Behjati; Tarpey, 2013).

Uma vez identificada uma VPG ¢ possivel rastrea-la em familiares sob risco pela reagcdo
em cadeia da polimerase alelo-especifica (PCR—AE), técnica simples de amplificagdo de alelos
com baixo custo de manutencdo. A identificacdo da VPG possibilita, portanto, o diagndstico de
familiares antes do aparecimento dos sintomas e, desta forma, a preven¢do primaria do CCR.
Atualmente o teste molecular para o rastreio de VPG em individuos com alto risco para
SPHCCR nio esta disponivel no Sistema Unico de Saude (SUS) de Alagoas. O custo elevado

destes exames dificulta o acesso dos pacientes e seus familiares a investigagdo molecular.

Desde a implantacdo da linha de pesquisa “Sindromes de Predisposi¢do Hereditaria ao
Cancer” em 2021, o grupo de pesquisa “Estudos Interdisciplinares em Anomalias Congénitas e
Doengas Raras” (CARDIS, do inglés Congenital Anomalies and Rare Disease Interdisciplinary
Studies) da Universidade Federal de Alagoas (UFAL), tem realizado busca ativa no Hospital
Universitario Professor Alberto Antunes (HUPAA/UFAL) de pacientes que preenchem
critérios para SPHCCR.

No presente estudo foi realizado o rastreamento de VPG que possam justificar o fendtipo
observado em casos selecionados a partir da mencionada busca ativa. As variantes identificadas
foram confirmadas por PCR—AE no Laboratério de Genética Molecular Humana (LGMH) do
HUPAA/UFAL, o que possibilitou a investigacdo molecular de familiares igualmente

considerados sob risco, por meio de teste em cascata.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cancer

r

O corpo humano ¢ composto por trilhdes de células, cada uma com funcdes e
caracteristicas diversas. Em condigdes tipicas, essas células seguem o ciclo celular, no qual
crescem, se multiplicam pela divisdo celular (formando novas células idénticas) e, devido ao
envelhecimento ou a danos, podem sofrer apoptose, um processo de morte celular programada.
Durante o ciclo celular, células de qualquer parte do corpo podem sofrer alteragdes em seu

DNA, o que pode levar a consequéncias clinicas importantes (National Cancer Institute, 2021).

A classificacdo de risco dessas alteragdoes genéticas ¢ realizada com base nos padroes e
diretrizes definidos pela American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) em
cinco categorias: variante benigna, provavelmente benigna, Variante de Significado Incerto
(VUS, do inglés Variant of Uncertain Significance), provavelmente patogénica e patogénica.
Variantes cujo efeito no organismo ainda nao ¢ completamente compreendido sao classificadas
como VUS. Esta classificacdo pode ser atualizada a medida que novos individuos sao
identificados como portadores e a medida que o efeito destas variantes ¢ estudado em andlises

clinicas e laboratoriais (Richards et al., 2015).

Quando variantes patogénicas ocorrem em genes do tipo proto-oncogenes (envolvidos na
regulacao do crescimento e proliferagao celular), genes supressores de tumor (responsaveis pela
regulacao e prevencao do crescimento celular descontrolado) ou genes de reparo do DNA, as
células podem crescer e se dividir de forma descontrolada. O conjunto dessas células ¢
denominado tumor. Os tumores sdo classificados em benignos (ndo cancerigenos) ou malignos
(cancerigenos). Tumores benignos nao t€ém a capacidade de se espalhar e invadir tecidos
adjacentes e, normalmente, ndo voltam a crescer apds a sua remoc¢ao. Contudo, mesmo sendo
benignos, podem representar um risco significativo para a saude, dependendo de seu tamanho
e localizagdo, podendo ser fatais se situados em d&reas criticas. Além disso, um tumor

originalmente benigno pode sofrer transformacgao maligna (National Cancer Institute, 2021).

Por outro lado, tumores malignos, também denominados canceres, possuem a capacidade
de invadir tecidos adjacentes e, por meio da corrente sanguinea ou linfatica, se espalhar para
outras partes do corpo, formando novos tumores. Esse processo ¢ denominado de metastase.

Embora todos os canceres tenham origem genética, eles podem ser classificados em esporadicos
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ou hereditarios, a depender da origem da variante patogénica (Figura 1) (National Cancer

Institute, 2021).

Figura 1. Comparagdo entre a origem do cancer esporadico e do cancer hereditario de heranca

monogénica autossomica dominante.
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Legenda: VPG — Variante Patogénica Germinativa; Wild-type — alelo selvagem/ndo mutado. Fonte: Elaborado
pelo autor (2025), adaptado de Blog Mendelics, 2024.

2.1.1. Cancer Esporadico

O cancer esporadico, responsavel por 90% dos casos no mundo, resulta de alteragdes
genéticas que ocorrem ao longo da vida nas células somdticas do individuo (Coleman;

Tsongalis, 2016). Essas alteracdes sdo causadas por fatores ndao hereditarios, como o
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envelhecimento (que diminui a eficicia dos mecanismos celulares de reparo ao DNA),
exposicao a radiacdo, alimentagdo inadequada, tabagismo e alcoolismo, entre outros (IARC,
2020). Embora a populagdo geral tenha um risco natural ao longo da vida de desenvolver cancer,
especialmente com a exposicao aos fatores mencionados, ¢ possivel que familias inteiras
apresentem casos de cancer sem origem hereditaria, dado que esta doenga esta frequentemente

associada ao estilo de vida (Sandhu et al., 2024).
2.1.2 Cancer hereditario

Em 5-10% dos casos de céncer, alteragdes genéticas nas células germinativas do
individuo sdo responsaveis pelo fenotipo, configurando um céancer hereditario. Nesse caso,
VPG sdo herdadas de um ou ambos os genitores, resultando em uma Sindrome de Predisposi¢ao
Hereditaria ao Cancer (SPHC). Dependendo do gene afetado, as SPHC podem apresentar
padrao de heranga autossomico dominante, quando apenas um alelo alterado ¢ suficiente para
causar o fenotipo, ou recessivo, quando o fenotipo se manifesta apenas quando ambos os alelos
apresentam VPG, seja em homozigose (mesma alteragdo herdada de ambos os genitores,
comum em unides consanguineas) ou heterozigose composta (altera¢des diferentes, cada uma
herdada de um genitor). Os canceres hereditarios possuem caracteristicas importantes para a
sua suspeicdo, sendo as principais o surgimento precoce da doenga e multiplos casos familiares
de cancer em mesmo sitio ou em sitios com origem comum no desenvolvimento (Knudson,

1985; Turnbull; Hodgson, 2005; Majithia ef al., 2023).

2.2 Cancer Colorretal

O CCR ¢ o terceiro mais incidente no Brasil e no mundo, abrangendo neoplasias do colon
aoreto (GCO, 2022; INCA, 2023). O rastreamento de CCR ¢ realizado por colonoscopia, exame
no qual a identificacdo de tumores e lesdes, associada a andlise histopatologica, permite o
diagnostico clinico. Quando detectado precocemente, seu tratamento, que pode incluir

abordagens farmacoldgicas e cirurgias redutoras de risco, apresenta alta eficacia.

A maioria dos casos de CCR té€m origem somatica, contudo cerca de 5-10% dos casos sdo
hereditarios, decorrendo de VPG em genes associados as SPHCCR. Suspeita-se da existéncia
de SPHCCR frente aos seguintes achados: 1. Diagnostico de CCR anterior aos 50 anos; 2. 10
ou mais polipos cumulativos ao longo da vida; 3. Historico familiar de polipos e/ou canceres

(NCCN, 2025). As SPHCCR sao subdivididas em: sem polipose e poliposas (Figura 2).
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Figura 2. Classificacdao das Sindromes de Predisposi¢cao Hereditaria ao Cancer Colorretal por

fendtipos, sindromes e genes associados.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025), adaptado de Valle et al. (2019), Daca-Alvarez et al. (2021) e Seppéili et al.
(2023).

Legenda: MMR — genes de reparo ao DNA do tipo mismatch; CCR — cancer colorretal; PAF — Polipose
Adenomatosa Familiar; PAFa — PAF atenuada; PPAP — polipose associada a deficiéncias nas polimerases de
revisdo do DNA; MAP — Polipose associada ao gene MUTYH; NTHL1 — Polipose associada ao gene NTHLI;
CMMRD - Sindrome da deficiéncia completa dos genes de reparo do tipo mismatch; PJS — Sindrome de Peutz—
Jeghers; JPS — Polipose Juvenil; PHTS — Sindrome do tumor hamartomatoso PTEN; RNF43 — Polipose Serrilhada
associada ao gene RNF43; GREM1 — Polipose Mista associada ao gene GREM .
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2.2.1. Sindromes de predisposicao hereditaria ao cancer colorretal sem polipose

As SPHCCR sem polipose sdo caracterizadas pela auséncia de polipos no trato
gastrointestinal e sdo subdivididas em SL e CCR familiar do tipo X, de acordo com a deficiéncia
ou proficiéncia dos genes de reparo ao DNA do tipo mismatch (genes MMR, do inglés mismatch

repair genes) (Marra; Boland, 1995).
a. Sindrome de Lynch

A SL ¢ causada por VPG nos genes MMR, como MLHI, MSH2, MSH6 ¢ PMS?2. Esses
genes apresentam padrao de heranca autossomico dominante e atuam na reparacao de erros de
pareamento das bases do DNA durante a replicacao celular, corrigindo alteragdes que poderiam,

de outra forma, se acumular (Marra; Boland, 1995; Valle, 2023).

VPG nestes genes resultam na deficiéncia deste mecanismo de reparo, levando ao
acimulo de erros genéticos nas células. Isso causa instabilidade genética, que pode
comprometer o controle do ciclo celular e da apoptose, promovendo o crescimento celular
descontrolado. Esse fendmeno ¢ um dos principais mecanismos responsaveis pelo
desenvolvimento de cancer, especialmente CCR e outros tipos associados a SL (Lynch; Smyrk,

1996; Valle, 2023).
b. CCR familial do tipo X

O CCR-X ¢ caracterizado por um historico familial de CCR em multiplos membros da
familia, sem a presenga de VPG nos genes MMR, indicando que estes genes sdo proficientes.
Os principais genes estudados na tentativa de se elucidar a etiologia do CCR-X foram CHEK?2,
OGGI, FANI, ATR, ASXLI, PARK2, SLX4, TREXI, RPS20 e BMPRIA, contudo, até o
momento, nenhum foi consistentemente associado a esta sindrome. Dessa forma o CCR-X
representa um tipo de cancer hereditario com uma base genética ainda desconhecida, sendo
diferenciado molecularmente da SL por ndo apresentar instabilidade de microssatélites.
Portadores de CCR-X possuem tumores diagnosticados em idades mais avangadas que
portadores com SL, incidéncia inferior de tumores extra-colonicos e apresentam um risco maior

de morte por cancer (Nieminen et al., 2014; Nejadtaghi et al., 2017; Garcia et al., 2022).
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2.2.2 Sindromes de predisposi¢ao hereditaria ao cancer colorretal poliposas

As SPHCCR poliposas sao caracterizadas pela presenca de multiplos polipos no colon e
reto, que sdo precursores do CCR (Aretz, 2010). Polipos sdo formagdes que se projetam no
limen de uma viscera oca, podendo ser classificados macroscopicamente como sésseis (planos,
surgindo da camada mucosa) ou pedunculados (presos um pedinculo fibrovascular).
Histologicamente, os polipos podem ser adenomatosos, hamartomatosos, serrilhados ou mistos.
Essa classificacdo histologica ¢ fundamental para a subdivisdo das SPHCCR poliposas. Embora
a maioria dos pélipos ndo evolua para cancer, muitos casos de CCR se desenvolvem a partir de

polipos adenomatosos (Shussman; Wexner, 2014; Calvifio; Gonzalez, 2022).

a. Polipose adenomatosa

Polipos adenomatosos sdo tumores benignos epiteliais caracterizados por células que
formam estruturas glandulares (ou derivadas do epitélio glandular) anormais (Figura 3),
podendo estes polipos variar em tamanho e quantidade (Kovari et al., 2021) As poliposes
adenomatosas sdo divididas em: Polipose Adenomatosa Familiar (PAF), Polipose associada a
correcdo da polimerase (PPAP), Polipose associada ao gene MUTYH (MAP), Polipose
associada ao gene NTHLI (NTHL1) e Sindrome de deficiéncia constitucional da reparagdo dos

erros de emparelhamento (CMMRD), que serdo brevemente abordadas a seguir.

Figura 3. Polipo adenomatoso visualizado através de colonoscopia.

Fonte: Levine; Ahnen (2006)
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a.1. Polipose Adenomatosa Familiar (PAF)

A PAF ¢ causada por VPG no gene APC, um supressor tumoral com padrao de heranga
autossomica dominante. Cerca de 1% de todos os casos de CCR sao devidos a esta condigao
(Mork et al., 2015) A presenga de pelo menos uma VPG no gene APC ¢ responsavel pelo
surgimento de dezenas a milhares de polipos adenomatosos no colon e reto do portador, sendo
o risco de desenvolvimento de CCR ao longo da vida de aproximadamente 100% se ndo tratada
(Waller et al., 2016). Manifestacdes extra colonicas podem ser ocorrer, como polipos e cancer
no duodeno, hipertrofia congénita do epitélio pigmentar da retina, hepatoblastoma, tumor
desmoide, osteomas, cancer de tireoide, cancer gastrico € no pancreas (Dinarvand et al., 2019).
A PAF ¢ classificada em PAF atenuada (PAFa) e PAF cléssica, de acordo com o numero de
polipos e gravidade do fendtipo, estando correlacionada diretamente a localizagdo molecular da
VPG no gene APC (Nieuwenhuis; Vasen, 2007). PAF classica ¢ ainda subdividida em duas
subcategorias: PAF intermediaria e PAF profusa (Figura 4).

Figura 4. Gene APC, seus dominios proteicos e a associagdo do fenotipo de Polipose
Adenomatosa Familiar (PAF) e PAF atenuada em relagdo a localizagdo génica da Variante

Patogénica Germinativa.

Repeticbes Ligagdoa Ligagdo Repetigdes Ligagdo 3

heptidicas B-catenina aoDNA  SAMP omEnohsico £B1

|
Cédon 157 g1z
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Legenda: SAMP: locais de ligagdo da proteina Axina; EB1: proteina EB1; HCEPR: hipertrofia congénita do
epitélio pigmentar da retina; PAFa: Polipose Adenomatosa Familiar atenuada; PAF: Polipose Adenomatosa

Familiar. Fonte: traduzido de Nieuwenhuis; Vasen (2007).
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O fendtipo de PAFa ocorre quando a VPG esta localizada anterior ao codon 157, depois
do cddon 1.595 e na regido de splicing do éxon 9 e ¢ caracterizado por menos de 100 polipos e

CCR entre 40 e 59 anos quando ndo hd intervengao.

A PAF cléssica ¢ dividida em duas subcategorias: PAF intermediaria e PAF profusa. A
PAF intermediaria ocorre quando a VPG esta localizada entre os cddons 412 e 1.248 e entre os
codons 1464 e 1595, sendo caracterizada por centenas a milhares de polipos entre 20 e 39 anos,
CCR aos 40 quando nao hé intervengdo e as manifestagdes extra colonicas sdo frequentes. J4 a
PAF profusa ocorre quando o VPG esté localizada entre os cddons 1.250 e 1.464, causando
milhares de polipos entre 0 e 19 anos e desenvolvimento de CCR precoce, anterior aos 40 anos,

quando nao ha intervencao (Nieuwenhuis; Vasen, 2007; Newton et al., 2011).

a.2. Polipose associada a deficiéncias nas polimerases de revisdo do

DNA (PPAP)

A PPAP apresenta padrdo de heranca autossdmica dominante e ¢ causada por VPG nos
genes POLE e POLDI, responsaveis por codificar enzimas da DNA polimerase. Seu fendtipo
¢ caracterizado pelo surgimento de pélipos colorretais e CCR, assim como cancer endométrio,
mama ¢ ovario. Outros polipos e tumores também podem ser encontrados no trato

gastrointestinal, assim como tumores no cérebro (Wimmer et al., 2017; Lindsay et al., 2019).

a.3. Polipose associada ao gene MUTYH (MAP)

A MAP, assim como explicitada em seu nome, ¢ causada por VPG em homozigose ou
heterozigose composta no gene MUTYH. Este gene codifica uma enzima reparadora de DNA e
apresenta padrao de heranga autossdmica recessiva. Seu fenotipo ¢ semelhante ao da PAFa,
com ocorréncia de cerca de 100 pdlipos ao longo da vida do portador. A MAP também esta
associada ao cancer gastrico e de mama (Cleary et al., 2009; Lubbe et al., 2009; Van Leerdam

et al., 2019; Patel et al., 2020).

a.4. Polipose associada ao gene NTHLI (NTHL1)

A polipose associada ao gene NTHLI possui padrao de heranga autossomica recessiva e
¢ causada por VPG em homozigose ou heterozigose composta no gene NTHLI, responsavel
pela codificacdo de uma glicosilase de DNA bifuncional essencial para manutencdo da
integridade gendmica e prevenc¢ao de danos oxidativos no DNA. Alteracdes bialélicas no gene

NTHLI causam o surgimento de poélipos adenomatosos, trazendo suscetibilidade ao CCR,
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estando também associadas ao cancer de mama (Weren et al, 2015; Nurmi et al., 2023;

Masannat et al., 2024).

a.5. Sindrome da deficiéncia completa dos genes de reparo do tipo

mismatch (CMMRD)

A semelhante a SL, a CMMRD ¢ causada por VPG nos genes de reparo do DNA do tipo
mismatch (MLHI, MSH2, MSH6 ¢ PMS?2), contudo quando apresentadas em homozigose ou
heterozigose composta. Individuos afetados por CMMRD, além de apresentarem polipose
adenomatosa e risco aumentado para CCR, podem desenvolver neoplasias hematologicas,
leucemia linfoide, tumores cerebrais e em outras regides do sistema nervoso central. O
surgimento das manifestagoes clinicas € precoce, sendo o rastreamento através da colonoscopia
recomendado a partir dos 8 anos de idade (Wimmer et al., 2014; Valle et al., 2017; Daca-
Alvarez et al., 2021).

b. Polipose hamartomatosa

Polipos hamartomatosos sdo proliferagdes excessivas e desorganizadas de células
subepiteliais do tecido de origem, podendo apresentar componentes celulares das trés camadas
germinativas do intestino (Figura 5). As poliposes hamartomatosas sao divididas em: Sindrome
de Peutz-Jeghers, Polipose Juvenil e Sindrome do tumor hamartomatoso PTEN (Gammon et

al., 2009), que serdo brevemente abordadas a seguir.

Figura 5. Polipo hamartomatoso visualizado através de colonoscopia.

Fonte:Webpathology WEBPATHOLOGY (s.d.).
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b.1. Sindrome de Peutz-Jeghers (PJS)

A PJS ¢ causada por VPG no gene STK/! (anteriormente denominado LKBI), um
supressor tumoral com padrdo de heranga autossomica dominante. Os sintomas surgem ainda
na infancia ou inicio da adolescéncia, com a presenca de polipos hamartomatosos no trato
gastrointestinal e hiperpigmentacdo mucocutanea em 95% dos casos, assim como alto risco ao
desenvolvimento de canceres, como de pancreas, mama, Utero, ovario e testiculos (Hearle et
al., 2006; Papp et al., 2010; Ishida et al., 2016; Latchford et al., 2019; Daca-Alvarez et al.,
2021).

b.2. Polipose juvenil (JPS)

VPG em dois genes estdo associados a JPS, sendo eles SMAD4, um supressor tumoral, e
BMPRIA, um receptor de proteinas morfogenéticas Osseas, ambos com padrdo de heranga
autossomica dominante. Assim como em PJS, o inicio do desenvolvimento de polipos
harmartomatosos no trato gastrointestinal ¢ precoce, afetando principalmente criangas e jovens,
onde os afetados tém risco aumentado ao desenvolvimento de CCR, anemia, sangramento retal
e telangiectasia hemorragica hereditéria, sendo a ultima mais associada 8 VPG no gene SMADA4.
Os polipos hamartomatosos em JPS se diferenciam pela caracteristica de frequente inflamagao
e glandulas cisticamente dilatadas (Haidle; Howe, 1993; Brosens ef al., 2011; Tan et al., 2012;
Kidambi et al., 2019; Daca-Alvarez et al., 2021).

b.3. Sindrome do tumor hamartomatoso PTEN (PHTS)

A PHTS ¢ causada por VPG no gene PTEN, um importante supressor tumoral com padrao
de heranca autossdmica dominante. O fenotipo apresentado por individuos com PHTS esté
associado ao desenvolvimento de hamartomas em qualquer 6rgao, aumentando o risco em até
89% ao desenvolvimento de canceres, como CCR, de mama, endométrio, tirecoide, melanoma
e renal. Atraso no desenvolvimento, macrocefalia ¢ lesdes cutaneas também estdo associadas

ao fen6tipo de PHTS (Tan et al., 2012; Tischkowitz et al., 2020; Daca-Alvarez et al., 2021).

c. Polipose serrilhada

A Polipose Serrilhada ¢ caracterizada por pdlipos hiperplasicos e de arquitetura epitelial

serrilhada (Figura 6). Dentre as SPHCCR poliposas com manifestagdo de polipos serrilhados,
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atualmente, apenas a Polipose Serrilhada associada ao gene RNF43 (RNF43) foi descrita (Gala
et al., 2014; Carballal et al., 2016; Ijspeert et al., 2017; Rodriguez-Alcalde et al., 2019,
Mankaney et al., 2020; Bleijenberg, 2020; Daca-Alvarez et al., 2021).

Figura 6. Polipo serrilhado com displasia visualizado através de colonoscopia.

Fonte: Rosty ef al. (2013).

c.1. Polipose Serrilhada associada ao gene RNF43 (RNF43)

A RNF43 ¢ causada por VPG no gene RNF43, um supressor tumoral com padrao de
heranga autossomica dominante. A polipose serrilhada € a principal caracteristica ligada ao
fenotipo de individuos afetados por esta sindrome, com ntimero de pdlipos variando entre 2 e
menos de 100. Apesar da associacdo ao gene RNF43, a porcentagem de individuos afetados
com polipose serrilhada em que uma VPG ¢ identificada no gene RNF43 ¢ inferior a 3%,
tornando esta associacao questionavel. Entretanto, a associacdo do gene a RNF43 deve ser
considerada pois a maioria dos painéis multigénicos para SPHCCR ndo o incluem o que
dificulta novos achados que relacionem alteragdes no gene ao fendtipo (Gala et al., 2014;

Mankaney et al., 2020; Daca-Alvarez et al., 2021, Brinch et al., 2025).

d. Polipose mista

A Polipose Mista ¢ uma condigdo rara causada pelo desenvolvimento de multiplos tipos
de polipos de forma sincrona, como os polipos adenomatosos, hamartomatosos e serrilhados,

podendo também apresentar polipos individuais com varias caracteristicas histologicas. O
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principal gene associado a polipose mista € o gene GREM1 (Whitelaw et al., 1997, Jaeger et
al., 2012; Daca-Alvarez et al., 2021).

d.1. Polipose Mista associada ao gene GREM1 (GREM1)

A GREMI ¢ causada por VPG no gene GREM 1, que codifica uma proteina envolvida na
regulacao de vias de sinalizacdo do desenvolvimento e homeostase tecidual, contudo em
individuos com GREM1, ha a expressdo ectopica no epitélio do intestino grosso, onde sua
superexpressdo reduz a atividade desta proteina reguladora. Nestes casos hd um padriao de
heranga autossdmica dominante, onde o desenvolvimento destes polipos mistos aumenta o risco
ao desenvolvimento de CCR (Whitelaw et al., 1997; Jaeger et al., 2012; Daca-Alvarez et al.,
2021).

2.2.3 Sobreposicao dos fendtipos e diagnostico molecular

As SPHCCR apresentam um complexo cenario ¢ um desafio ao diagndstico clinico
devido a sobreposi¢do de fenotipos. Geralmente as SPHCCR compartilham caracteristicas
clinicas, como a quantidade de poélipos e suas caracteristicas histopatologicas, dificultando a
precisdao do diagnodstico e do tratamento. A correta identificagdo da sindrome, a partir do
diagnostico molecular, impacta diretamente na abordagem de intervencdes cirurgicas e
farmacoldgicas, além de permitir o rastreamento precoce em familiares sob risco (Duck-Woo,

2010; Hans et al., 2015; Aoun; Kalady, 2024).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Descrever os aspectos genéticos em pacientes com alto risco para SPHCCR atendidos no

HUPAA.

3.2 Objetivos especificos
3.2.1 Rastrear VPG em genes associados as SPHCCR;

3.2.2 Padronizar a técnica de PCR-AE para validacao de VPG identificadas por
NGS;

3.2.3 Estabelecer a correlagdao gendtipo-fenodtipo.
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4. PARTICIPANTES E METODOS

4.1 Delineamento e aspectos éticos

Pesquisa descritiva, observacional, com amostra de conveniéncia. Realizada no HUPAA
da UFAL (HUPAA/UFAL), teve aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Alagoas (CAAE 45607621.3.0000.5013, versdo 2, parecer 4.787.720). A coleta de
dados foi condicionada a assinatura do Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE)

e/ou Termo de Assentimento Livre Esclarecido (TALE).

4.2 Recrutamento dos participantes e coleta de dados e material bioldgico

Pacientes provindos de busca ativa realizada anteriormente por este grupo de pesquisa em
arquivos de colonoscopia do HUPAA/UFAL e por demanda espontanea ao Servigo de Genética
Clinica (SGC) do HUPAA/UFAL, triados com alto risco para SPHCCR seguindo os parametros
indicados pela NCCN (1 — Diagnostico de CCR anterior aos 50 anos; 2 — 10 ou mais polipos
cumulativos ao longo da vida; 3 — Histoérico familiar de polipos e/ou cénceres) e, portanto,
indicacdo de realizagdo de teste genético, foram convidados a participar da pesquisa e
compuseram a amostra. Para a andlise do padrio de segregacdo do fenotipo foram
confeccionados heredogramas contendo, no minimo, trés geragdes da familia. Para o rastreio
de VPG em genes associados as SPHCCR e validagao por PCR—AE foram coletadas amostras
biologicas do participante indice e quando possivel de seus genitores e/ou prole (células da

mucosa bucal e sangue periférico, respectivamente).

4.3 Rastreamento de VPG

As amostras de células da mucosa bucal foram enviadas a laboratorio terceirizado para
realizac¢ao do painel de NGS para o rastreamento de VPG em 42 genes associados as SPHCCR,
SPHC em geral e nao fortemente associados as SPHCCR, contudo com recentes achados
relevantes que podem trazer uma associagdo. Sdo eles: APC; ATM; AXIN2; BARDI; BLM;
BMPRIA; BRCAI; BRCA2; BRIPI; CDHI; CDK4; CDKN2A; CHEK2; EGFR; EPCAM;
FANCC, IPMK; MBD4; MEN1; MET; MLHI; MSH2; MSH3; MSH6; MUTYH,; NBN; NTHLI,
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PALB2; PMS2; POLDI1; POLE; PTEN; RABL3; RAD51C; RAD51D; RECQL,; RET, RNF43;
RPS20; SMAD4; STK11 e TP53.

4.4 Validacao por PCR-AE

No LGMH/HUPAA/UFAL foi realizada a extragcdo de DNA a partir de sangue total
periférico utilizando o método organico por digestdo com proteinase K e posterior purificacdo
com fenol-cloroférmio (Sambrook et al., 1989). Para a verificacio da integridade e

concentracdo do DNA genomico obtido foi utilizado o espectrofotdmetro - Biodrop Ulite PC

80-3006-50.

Para a padronizacao da técnica de PCR—AE (Figura 7), foram desenhados trés primers
para cada variante: um primer ancora localizado em uma regido conservada do gene; um primer
selvagem para sele¢do do alelo selvagem (wild-type) no local da altera¢do de interesse; e um
primer alterado para a sele¢do da variante desejada. A reacdo para o rastreio do alelo selvagem
foi realizada utilizando o conjunto: “primer ancora” + “primer selvagem”. Ja a reagdo para o
rastreio do alelo com a VPG foi realizada utilizando o conjunto: “primer ancora” + “primer
alterado”. As condicdes das reacdes e dos ciclos utilizados variaram de acordo com o fragmento

a ser amplificado.

Para a verificagdo da presenga e/ou auséncia dos alelos rastreados, a replicacdo especifica
se deu em duas reagdes para cada individuo, uma para o rastreio do alelo selvagem (primer
ancora e primer selvagem) e outra para o rastreio do alelo com a VPG (primer ancora e primer

com a VPG).

Os amplicons obtidos ap6s a PCR-AE foram observados em transluminador de luz UV —
UVP ap6s a eletroforese em gel de agarose (1%) e coloragdo do gel em solucdo de brometo de
etidio (10mg/mL). A interpretagdo dos resultados e confirmagao da presenga/auséncia da VPG,
bem como da sua zigosidade, foi realizada através da observagdo da presenca ou auséncia do

amplicon em cada reagdo (Figura 8).
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Figura 7. Esquematizacdo da técnica de reacdo em cadeia da polimerase alelo especifica (PCR—
AE). Inicialmente ha a desnaturagdo das fitas de DNA (rompimento das ligagdes de hidrogénio)
(A), seguindo com queda na temperatura até o ideal estabelecido pelos primers utilizados,
ocorrendo assim o anelamento dos primers (B), tornando possivel a extensdo dos fragmentos
de interesse (C). O ciclo se repete de acordo com o protocolo, onde o resultado final da PCR—
AE sdo duas amostras distintas, ambas com incontdveis copias do alelo selvagem ou alterado

de interesse.
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Figura 8. Confirmagdo da presenca/auséncia de Variantes Patogénicas Germinativas (VPG)

através de eletroforese em gel de agarose (1%) (A e B) observada em transluminador de luz UV

~UVP (CeD).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

4.5 Caracterizacio de VPG e correlacio genotipo-fenotipo

As VPG identificadas e confirmadas foram analisadas utilizando bancos de dados de
acesso publico (ClinVar, The Human Gene Mutation, Ensembl e VarSome) e revisdo da

literatura, em busca de se estabelecer a correlagcdo genotipo-fenotipo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao da amostra

A amostra final foi composta por 14 casos indices e 8 familiares, totalizando 22
participantes. As idades dos participantes indices variaram de 19 a 81 anos (média de 49,1 anos)
e predominaram participantes do sexo masculino (64,3%). Todas as familias tiveram seus
heredogramas construidos (Figuras 9 a 22). Conforme observado nas Figuras 9 a 14, a andlise
dos heredogramas de cinco familias (CH02, CH03, CH08, CH09 e CH15) sugere padrao de
heranga autossdmica dominante; a analise de quatro familias (CHO7, CH10, CH11 e CH12)
sugere padrao de heranca autossomica recessiva e a andlise de cinco familias (CH04, CHOS,

CHO06, CH13 e CH16), ndo revela um padrao reconhecivel de heranca.

O rastreamento de variantes nos 42 genes associados as SPHCCR incluidos no painel
comercial contratado identificou nos seis participantes-indice seis VPG e uma VUS fortemente
associada ao fenotipo. A Tabela 1 apresenta o sumario das caracteristicas genotipicas,

fenotipicas e correlacdo gendtipo-fenotipo destes participantes.
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Figura 9. Heredograma da familia CHO2, estando o caso indice indicado através do simbolo de seta. Os individuos III-16, IV-18 ¢ IV-19
apresentaram a heterozigose da Variante Patogénica Germinativa ¢.3927 3931delAAAGA no gene APC. O heredograma confirma o padrao de

heranca autossomica dominante.
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Figura 10. Heredograma da familia CHO3, estando o caso indice indicado através do simbolo de seta. O individuo III-11 apresentou a heterozigose
da Variante Patogénica Germinativa ¢.847C>T no gene APC, ndo herdada da genitora (II-7). O heredograma confirma o padrdo de heranga

autossdmica dominante.
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Legenda: Wild-type — alelo selvagem/nao mutado. Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Figura 11. Heredograma da familia CHO4, estando o caso indice indicado através do simbolo de seta. O individuo IV-8 apresentou a Variante
Patogénica Germinativa (VPG) ¢.1687C>T em heterozigose no gene BRCAI, com padrdo de heranga autossdmica dominante. A VPG nao foi

herdada da genitora (III-5) e ndo foi identificada na meia-irma materna (IV-7). O heredograma nao apresenta um padrao claro de heranga.
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Legenda: Wild-type — alelo selvagem/nao mutado. Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Figura 12. Heredograma da familia CHOS5, estando o caso indice indicado através do simbolo de seta. Nao foram identificadas Variantes Patogénicas
Germinativas ou Variantes de Significado Incerto fortemente associadas ao fenoétipo de Sindromes de Predisposi¢do Hereditaria ao Cancer

Colorretal nos 42 genes analisados por painel de Sequenciamento de Nova Geragdo. O heredograma ndo apresenta um padrao claro de heranga.
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Legenda: Wild-type — alelo selvagem/nao mutado. Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Figura 13. Heredograma da familia CHO6, estando o caso indice indicado através do simbolo de seta. Nao foram identificadas Variantes Patogénicas
Germinativas ou Variantes de Significado Incerto fortemente associadas ao fenoétipo de Sindromes de Predisposi¢do Hereditaria ao Cancer

Colorretal nos 42 genes analisados por painel de Sequenciamento de Nova Geragdo. O heredograma ndo apresenta um padrao claro de heranga.
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Legenda: Wild-type — alelo selvagem/nao mutado. Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Figura 14. Heredograma da familia CHO7, estando o caso indice indicado através do simbolo de seta. O individuo IV-4 apresentou a heterozigose

composta das Variantes Patogénicas Germinativas ¢.452A>G e ¢.1063delC no gene MUTYH, de heranca paterna (III-14) e materna (III-15),

respectivamente. O heredograma confirma o padrao de heranga autossomico recessivo.
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Figura 15. Heredograma da familia CHO8, estando o caso indice indicado através do simbolo de seta. O individuo III-2 apresenta a heterozigose

da Variante de Significado Incerto c.1139+3A>G no gene SMADA4.
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Legenda: Wild-type — alelo selvagem/nao mutado. Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Figura 16. Heredograma da familia CHO09, estando o caso indice indicado através do simbolo de seta. O individuo III-20 apresenta a heterozigose
da Variante Patogénica Germinativa (VPG) c.1315 1316dup no gene APC, com padrao de heranca autossdomica dominante. A VPG nao foi

identificada no individuo IV-18. Os demais individuos ndo estavam acessiveis para a confirma¢ao do padrao de heranga.
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Figura 17. Heredograma da familia CH10, estando o caso indice indicado através do simbolo de seta. Apesar da andlise do heredograma sugerir
um padrdo de heranca autossdmica recessivo, ndo foram identificadas Variantes Patogénicas Germinativas ou Variantes de Significado Incerto
fortemente associadas ao fendtipo de Sindromes de Predisposicdo Hereditaria ao Cancer Colorretal nos 42 genes analisados por painel de

Sequenciamento de Nova Geragao.
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Legenda: Wild-type — alelo selvagem/nao mutado. Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Figura 18. Heredograma da familia CH11, estando o caso indice indicado através do simbolo de seta. Apesar da andlise do heredograma sugerir
um padrdo de heranca autossdmica recessivo, ndo foram identificadas Variantes Patogénicas Germinativas ou Variantes de Significado Incerto
fortemente associadas ao fendtipo de Sindromes de Predisposicdo Hereditaria ao Cancer Colorretal nos 42 genes analisados por painel de

Sequenciamento de Nova Geragao.
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Legenda: Wild-type — alelo selvagem/nao mutado. Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Figura 19. Heredograma da familia CH12, estando o caso indice indicado através do simbolo de seta. Apesar da andlise do heredograma sugerir
um padrdo de heranca autossdmica recessivo, ndo foram identificadas Variantes Patogénicas Germinativas ou Variantes de Significado Incerto
fortemente associadas ao fendtipo de Sindromes de Predisposicdo Hereditaria ao Cancer Colorretal nos 42 genes analisados por painel de

Sequenciamento de Nova Geragao.
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Legenda: Wild-type — alelo selvagem/nao mutado. Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Figura 20. Heredograma da familia CH13, estando o caso indice indicado através do simbolo de seta. Nao foram identificadas Variantes Patogénicas
Germinativas ou Variantes de Significado Incerto fortemente associadas ao fenoétipo de Sindromes de Predisposi¢do Hereditaria ao Cancer

Colorretal nos 42 genes analisados por painel de Sequenciamento de Nova Geragdo. O heredograma ndo apresenta um padrao claro de heranga.
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Legenda: Wild-type — alelo selvagem/nao mutado. Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Figura 21. Heredograma da familia CH15, estando o caso indice indicado através do simbolo de seta. Apesar da andlise do heredograma sugerir
um padrao de heranca autossomica dominante, ndo foram identificadas Variantes Patogénicas Germinativas ou Variantes de Significado Incerto

fortemente associadas ao fendtipo de Sindromes de Predisposicdo Hereditaria ao Cancer Colorretal nos 42 genes analisados por painel de

Sequenciamento de Nova Geragao.

! 3 Q '6 8@9
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LEGENDA

. Cancer Colorretal . Polipose intestinal

Cancer gastrico mmm vild-type / wild-type

Legenda: Wild-type — alelo selvagem/nao mutado. Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Figura 22. Heredograma da familia CH16, estando o caso indice indicado através do simbolo de seta. Nao foram identificadas Variantes Patogénicas
Germinativas ou Variantes de Significado Incerto fortemente associadas ao fenoétipo de Sindromes de Predisposi¢do Hereditaria ao Cancer

Colorretal nos 42 genes analisados por painel de Sequenciamento de Nova Geragdo. O heredograma ndo apresenta um padrao claro de heranga.
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Legenda: Wild-type — alelo selvagem/nao mutado. Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Tabela 1: Caracteristicas genotipicas, fenotipicas e correlagdo genotipo fenotipo dos participantes com Variantes Patogénicas Germinativas

identificadas.
Classificacao da Correlagao geno6tipo-
Participante ~ Gene Gendtipo variante Fenotipo esperado fenotipo
¢.3927 3931delAAAGA (p.Glul309Aspfs*4) /
CHO02 APC Wild-type Patogénica PAF +
CHO3 APC c.847C>T (p.Arg283*) / Wild-type Patogénica PAF +
SPHC de mama e outros
CHO04 BRCAI c.1687C>T (p.GIn563%*) / Wild-type Patogénica do espectro -
c.452A>G (p.Tyr151Cys) /
CHO7 MUTYH ¢.1063delC (p.Ala357Profs*23) Patogénicas MAP +
CHO8 SMAD4 c.1139+3A>G / Wild-type VUS Polipose Juvenil -
c.1315 1316dup (p.Ala440GInfs*15) /
CHO9 APC Wild-type Patogénica PAF + *

Legenda: “Wild-type” — alelo selvagem/ndo alterado; PAF — Polipose Adenomatosa Familiar; SPHC — Sindrome de Predisposi¢do Hereditaria ao Cancer; MAP — Polipose
associada ao gene MUTYH; VUS — Variante de Significado Incerto; “+” — correlagdo genotipo-fenotipo positiva; “-” — correlagdo gendtipo-fendtipo negativa ou incerta; “*” —

variante ndo relatada na literatura, contudo considerada patogénica devido as alteragdes semelhantes em pacientes com PAF. Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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5.2 Validag¢ao por PCR-AE das variantes identificadas

Todas as variantes identificadas foram confirmadas internamente no
LGMH/SGC/HUPAA/UFAL pela técnica de PCR—AE. Foram obtidos amplicons especificos a
partir das reagdes com os conjuntos de primers desenhados: “primer ancora” + “primer
selvagem” para deteccdo do alelo Wild-type e “primer ancora” + “primer alterado” para
identificacdo da VPG. As condi¢des das reacdes e dos ciclos utilizados variaram conforme o

fragmento a ser amplificado.
5.2.1 Confirmacao das variantes no gene APC

Em trés familias (CH02, CHO3 e CHO09) foram identificadas trés VPG distintas no gene
APC (c.3927 3931delAAAGA; c.847C>T e c.1315_1316dup).

a. Variante ¢.3927 3931delAAAGA (p.Glul309Aspfs*4)

A sequéncia dos primers e as condi¢des das reagdes e dos ciclos utilizados para a
validagdo por PCR-AE da VPG ¢.3927 3931delAAAGA (p.Glul309Aspfs*4) no gene APC

estdo descritas nos Quadros 1 e 2, respectivamente.

Quadro 1: Sequéncia dos primers utilizados para a validagio por PCR-AE das VPG
c.3927 3931delAAAGA (p.Glul309Aspfs*4) no gene APC.

Primer Sequéncia (5’-3’) Sentido Localizacao TMA
no gene
ancora GCTTATAATGCCACTTAC antissense éxon 16 45,1°C
selvagem | GCAGAAATAAAAGAAAAGATT sense éxon 16 46,4°C
G
alterado | AATAGCAGAAATAAAAGA/TTG sense éxon 16 44,1°C

Legenda: TMA — Temperatura Média de Anelamento. Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Quadro 2: Condigdes e ciclo de padronizagdo da PCR-AE para a amplificacio do alelo

selvagem e do alelo com a VPG ¢.3927 3931delAAAGA no gene APC.

Reagentes Concentracao Ciclo | Temperatura (°C) | Tempo
Tampao (10x) - Invitrogen 1X 1x 94 4
MgCI2 (50uM) - Invitrogen 1,5 mM 94 30"
dNTP (10mM) - Invitrogen 0,2 mM cada 18x 52,5C(i-ci)c;)5 por 40"
Primer sense (20pmoles/pl) - 10pmoles 7 o
Exxtend
Primer antisense "
(20pmoles/ul) - Exxtend 10pmoles 4 30
Taq DNA Polimerase (5U) - U 16x 44,5 40"
Invitrogen
DNA 200-500ng 72 2'
H>O Ultrapura q.s.p- 30 ul Ix 72 10'
- 10 co

Legenda: q.s.p. — quantidade suficiente para; ' — minutos; " — segundos. Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Em ambas as reacdes, selvagem e alterada, eram esperados amplicons de 345 pares de

bases (pb). O resultado da eletroforese em gel de agarose das reagdes pode ser observado na

Figura 23. A presenca ou auséncia do amplicon em cada reagao nos indica a presenca de pelo

menos um alelo rastreado ou a auséncia deste no individuo. Sendo assim, esse resultado

confirmou a heterozigose da VPG ¢.3927 3931delAAAGA (p.Glul309Aspfs*4) na

participante CHO2 e a sua transmissao para ambas as filhas (Figura 15).
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Figura 23. Eletroforese em gel de agarose para verificacdo da presenca/auséncia do alelo

selvagem e do alelo com a VPG ¢.3927 3931delAAAGA (p.Glul309Aspfs*4) no gene APC.

REACAO SELVAGEM | REACAO ALTERADA

345 pb

L1 23 4B L1 23 48B

Legenda: L — Ladder 1KB (Invitrogen); 1 — Paciente indice (CHO2 - I1I-16); 2 — Filha 1 (CHO2 - IV-18); 3 — Filha
2 (CHO2 - 1V-19); 4 — Controle homozigoto selvagem; B — Branco (auséncia de DNA). Fonte: Elaborado pelo
autor (2025).

b. Variante ¢.847C>T (p.Arg283*)

A sequéncia dos primers e as condigdes das reagdes e dos ciclos utilizados para a da VPG

c.847C>T (p.Arg283*) no gene APC estdo descritas nos Quadros 3 e 4, respectivamente.

Quadro 3: Sequéncia dos primers utilizados para a validagdo por PCR—AE das VPG ¢.847C>T
(p.-Arg283*) no gene APC.

Primer Sequéncia (5°-3%) Sentido L‘;c:gz?f‘“ TMA
ancora | CAGCCTCTAATAGTCCCTATGC | sense intron 8 54.,4°C
selvagem | GGCTGTTTCATGGTCCATTCG | antisense éxon 9 56,6°C
alterado GGCTGTTTCATGGTCCATTCA antisense éxon 9 55,7°C

Legenda: TMA — Temperatura Média de Anelamento. Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Quadro 4: Condigdes e ciclo de padronizagdo da PCR-AE para a amplificacdo do alelo

selvagem e do alelo com a VPG ¢.847C>T no gene APC.

Reagentes Concentracao Ciclo | Temperatura (°C) | Tempo
Tampao (10x) - Invitrogen 1X 1x 94 4
MgCI2 (50uM) - Invitrogen 1,5 mM 94 30"
dNTP (10mM) - Invitrogen 0,2 mM cada 18x 62’5c-ié)l’05 por 40"
g;z;:ee; (ivense (20pmoles) - 10pmoles 7 o
e | oo I
;l;igtilgil Polimerase (5U) - U 16x 54.5 40"
DNA 200-500ng 72 2'
H>O Ultrapura q.s.p.- 25 ul Ix 72 10'

. 10 oo

Legenda: q.s.p. — quantidade suficiente para; ' — minutos; " — segundos. Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Em ambas as reagdes, selvagem e alterada, eram esperados amplicons de 608pb. O

resultado da eletroforese em gel de agarose das reagdes pode ser observado na Figura 16. Esse

resultado confirma a heterozigose da VPG ¢.847C>T (p.Arg283*) no participante CHO3 ¢ a

auséncia da VPG na genitora (Figura 24).
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Figura 24. Eletroforese em gel de agarose para verificacdo da presenca/auséncia do alelo

selvagem e do alelo com a VPG ¢.847C>T (p.Arg283*) no gene APC.

REACAO SELVAGEM | REACAO ALTERADA

L123BL1238B

Legenda: L — Ladder 1KB Invitrogen ; 1 — Paciente indice (CHO3 - III-11); 2 — Mae (CHO3 - II-7); 3 — Controle

homozigoto selvagem; B — Branco (auséncia de DNA). Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

c. Variante ¢.1315_1316dup (p.Ala440GInfs*15)

A sequéncia dos primers e as condicdes das reagdes e dos ciclos utilizados para a
validagdo por PCR—AE da VPG c.1315 1316dup (p.Ala440GInfs*15) no gene APC estio

descritas nos Quadros 5 e 6, respectivamente.

Quadro 5: Sequéncia dos primers utilizados para a validagio por PCR-AE das VPG
c.1315 _1316dup (p.Ala440GInfs*15) no gene APC.

Primer Sequéncia (5°-3’) Sentido Lonc:lgiz?lg;ﬁo TMA
ancora CTGGCACATATAGAGTCTA antisense intron 11 47,6°C
selvagem ATTTTATTTTTCAGTGCCAG sense éxon 11 46,7°C
alterado TATTTTTCAGTGCCCCAG sense éxon 11 49,7°C

Legenda: TMA — Temperatura Média de Anelamento. Fonte: Elaborado pelo autor (2025).



56

Quadro 6: Condigdes e ciclo de padronizagdo da PCR-AE para a amplificacdo do alelo

selvagem e do alelo com a VPG c.1315_1316dup no gene APC.

Reagentes Concentracao Ciclo | Temperatura (°C) | Tempo
Tampao (10x) - Invitrogen 1X 1x 94 5'
MgCI2 (50uM) - Invitrogen 1,5 mM 94 I'
dNTP (10mM) - Invitrogen | 0,2 mM cada 30 48 I

X
Primer sense / conservado ,
(20pmoles) - Exxtend 20pmoles 2 L.
Primer antisense 20pmoles 1x 7 10°
(20pmoles) - Exxtend p
Tagq. 'DNA Polimerase (5U) U i 10 o
- Invitrogen
DNA 200-500ng
H>O Ultrapura g.s.p. 25 ul

Legenda: q.s.p. — quantidade suficiente para; ' — minutos; " — segundos. Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Em ambas as reacgdes, selvagem e alterada, eram esperados amplicons de 428 pb. O

resultado da eletroforese em gel de agarose das reacdes pode ser observado na Figura 17. Esse

resultado confirma a heterozigose da VPG c.1315 1316dup (p.Ala440GInfs*15) no

participante CHO9 e sua auséncia em seu filho (Figura 25).
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Figura 25. Eletroforese em gel de agarose para verificacdo da presenca/auséncia do alelo

selvagem e do alelo com a VPG c.1315 _1316dup (p.Ala440GInfs*15) no gene APC.

REACAO SELVAGEM | REACAO ALTERADA

L1 23 B L 1 238B

Legenda: L — Ladder 1KB Invitrogen ; 1 — Paciente indice (CHO9 - I11-20); 2 — Filho (CHO09 - IV-18); 3 — Controle

homozigoto selvagem; B — Branco (auséncia de DNA). Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

5.2.2. Confirmacao das variantes no gene MUTYH

Em uma familia (CHO7) foram identificadas duas VPG distintas no gene MUTYH
(c.452A>G e c.1063delC).

a. Variante ¢.452A>G (p.Tyr151Cys)

A sequéncia dos primers e as condi¢des das reagdes e dos ciclos utilizados para a
validag¢ao por PCR—AE da VPG ¢.452A>G (p.Tyr151Cys) no gene MUTYH estao descritas nos

Quadros 7 e 8, respectivamente.

Quadro 7: Sequéncia dos primers utilizados para a valida¢ao por PCR—AE das VPG ¢.452A>G
(p.Tyr151Cys) no gene MUTYH.

Primer Sequéncia (5°-3”) Sentido L(:(?lgiziiﬁo TMA
ancora CTGGACAGGCGGGCATAT sense intron 3 57,5°C
selvagem GCCGGCCACGACAATAGT antisense éxon 7 57,6°C
alterado GCCGGCCACGAGAATAGC antisense éxon 7 59,1°C

Legenda: TMA — Temperatura Média de Anelamento. Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Quadro 8: Condigdes e ciclo de padronizagdo da PCR-AE para a amplificacdo do alelo

selvagem e do alelo com a VPG ¢.452A>G (p.Tyr151Cys) no gene MUTYH.

Reagentes Concentracao Ciclo | Temperatura (°C) | Tempo
Tampao (10x) - Invitrogen 1X Ix 94 4
MgCI2 (50uM) - Invitrogen 1,7 mM 94 30"
dNTP (10mM) - Invitrogen 0,2 mM cada 30x 60 I'
Primer sense / conservado '
(20pmoles) - Exxtend 20pmoles 2 2
Primer antisense 20omoles 1x 7 10
(20pmoles) - Exxtend P
BSA 1% 0,2 mM - 10 oo
Taq. DNA Polimerase (5U)

. 1U
- Invitrogen
DNA 200-500ng
H>O Ultrapura g.s.p. 25 ul

Legenda: g.s.p. — quantidade suficiente para; ' — minutos; " — segundos. Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Em ambas as reagdes, selvagem e alterada, eram esperados amplicons de 521 pb. O

resultado da eletroforese em gel de agarose das reacdes pode ser observado na Figura 18. Esse

resultado confirma a heterozigose da VPG ¢.452A>G (p.Tyr151Cys) no participante CHO7, de

heranga paterna (Figura 26).
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Figura 26. Eletroforese em gel de agarose para verificacdo da presenca/auséncia do alelo

selvagem e do alelo com a VPG ¢.452A>G (p.Tyr151Cys) no gene MUTYH.

REACAO SELVAGEM | REACAO ALTERADA

521 pb

L1234BL12348B

Legenda: L — Ladder 1KB Invitrogen ; 1 — Paciente indice (CHO7 - IV-4); 2 — Mae (CHO7 - I1I-15); 3 — Pai (CHO7
- [11-14); 4 — Controle homozigoto selvagem; B — Branco (auséncia de DNA). Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

b. Variante ¢.1063delC (p.Ala357Profs*23)

A sequéncia dos primers e as condicdes das reagdes e dos ciclos utilizados para a
validagdo por PCR-AE da VPG c¢.1063delC (p.Ala357Pro fs*23) no gene MUTYH estao

descritas nos Quadros 9, 10 e 11, respectivamente.

Quadro 9: Sequéncia dos primers utilizados para a validagao por PCR—AE das VPG ¢.1063delC
(p.Ala357Profs*23) no gene MUTYH.

Primer Sequéncia (5°-3%) Sentido L‘;c:gz?feﬁ" TMA
ancora | CTAAGGAGTGACTCTGCCCTA-3 |  sense intron 10 | 55,4°C
selvagem |  GAATTTGGGCCCCAAGGG antisense | éxon 10 56,8°C
alterado GAATTTGGGCCCCAAGG/C antisense |  éxon 10 57,3°C

Legenda: TMA — Temperatura Média de Anelamento. Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Quadro 10: Condigdes e ciclo de padronizagao da PCR-AE para a amplificacao do alelo

selvagem no gene MUTYH.
Reagentes Concentracao Ciclo | Temperatura (°C) | Tempo
Tampao (10x) - Invitrogen 1X 1x 94 5
MgCI2 (50uM) - Invitrogen 1,5 mM 94 I'
dNTP (10mM) - Invitrogen 0,2 mM cada 30x 53 I'
Primer sense / conservado ,
(20pmoles) - Exxtend 20pmoles 2 L5
Primer antisense 20pmoles Ix 7 10
(20pmoles) - Exxtend p
DMSO 0,2 mM - 10 oo
Taq. DNA Polimerase (5U)
. 1U
- Invitrogen
DNA 200-500ng
H>O Ultrapura g.s.p. 30 ul

Legenda: g.s.p. — quantidade suficiente para; ' — minutos; " — segundos. Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Quadro 11: Condigdes e ciclo de padronizagao da PCR-AE para a amplificagao do alelo com a

VPG ¢.1063delC no gene MUTYH.

Reagentes Concentracao Ciclo | Temperatura (°C) | Tempo
Tampao (10x) - Invitrogen 1X Ix 94 4
MgCI2 (50uM) - Invitrogen 1,5 mM 94 30"
dNTP (10mM) - Invitrogen | 0,2 mM cada 18x 62’5c-ié)l’05 por 40"
Primer sense / conservado '
(20pmoles) - Exxtend 20pmoles 2 2
Primer antisense 20pmoles 94 30"
(20pmoles) - Exxtend p
BSA 1% 0,2 mM 16x 54,5 40"
Tagq. .DNA Polimerase (5U) U 7 >
- Invitrogen
DNA 200-500ng - 10 S
H>O Ultrapura g.s.p. 30 ul

Legenda: q.s.p. — quantidade suficiente para; ' — minutos; " — segundos. Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Em ambas as reagdes, selvagem e alterada, eram esperados amplicons de 448pb. O
resultado da eletroforese em gel de agarose das reagdes pode ser observado na Figura 19. Esse
resultado confirma a heterozigose da VPG ¢.1063delC (p.Ala357Profs*23) no participante
CHO7, de heranca materna (Figura 27).
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Figura 27. Eletroforese em gel de agarose para verificacdo da presenca/auséncia do alelo

selvagem e do alelo com a VPG ¢.1063delC (p.Ala357Profs*23) no gene MUTYH.

REACAO SELVAGEM | REACAO ALTERADA

448 pb

L1 2 34B L 1 2 3 48B:

Legenda: L — Ladder 1KB Invitrogen ; 1 — Paciente indice (CHO7 - IV-4); 2 — Mae (CHO7 - I1I-15); 3 — Pai (CHO7
- I1I-14); 4 — Controle homozigoto selvagem; B — Branco (auséncia de DNA). Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

5.2.3. Confirmagao das variantes no gene SMAD4
Em uma familia (CHOS) foi identificada uma VUS no gene SMAD4 (c.1139+3A>QG).
a. Variante ¢.1139+3A>G

A sequéncia dos primers e as condi¢des das reagdes e dos ciclos utilizados para a
validagdo por PCR-AE da VUS ¢.1139+3A>G no gene SMAD4 estdo descritas nos Quadros

12, 13 e 14, respectivamente.

Quadro 12: Sequéncia dos primers utilizados para a validagdo por PCR-AE das VPG
c.1139+3A>G no gene SMADA.

Primer Sequéncia (5’-3’) Sentido L(;f:gzig;ﬁo TMA
ancora CCGCACCCAGCCTCATTATATAA | antisense | intron 9 56,7°C
selvagem [ GAAGCCATTGAGAGAGCAAGGTA | sense intron 9 56,8°C
alterado | GCCATTGAGAGAGCAAGGTG sense intron 9 56,1°C

Legenda: TMA — Temperatura Média de Anelamento.

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Quadro 13: Condigdes e ciclo de padronizagao da PCR-AE para a amplificacao do alelo

selvagem no gene SMADA4.
Reagentes Concentracao Ciclo | Temperatura (°C) | Tempo

Tampao (10x) - Invitrogen 1X 1x 94 4
MgCI2 (50uM) - Invitrogen 1,5 mM 94 30"
dNTP (10mM) - Invitrogen 0,2 mM cada 18x 61’5c-ié)l’05 por 40"
Primer sense / conservado .
(20pmoles) - Exxtend 20pmoles 2 2
Primer antisense 20pmoles 94 30"
(20pmoles) - Exxtend p
BSA 1% 0,2 mM 16x 54,5 40"
Tagq. .DNA Polimerase (5U) U 7 >
- Invitrogen
DNA 200-500ng 10 o
H>O Ultrapura g.s.p. 25 ul

Legenda: q.s.p. — quantidade suficiente para; ' — minutos; " — segundos. Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Quadro 14: Condigdes e ciclo de padronizagao da PCR-AE para a amplificagao do alelo com a

VPG ¢.1139+3A>G no gene SMADA.

Reagentes Concentracao Ciclo | Temperatura (°C) | Tempo
Tampao (10x) - Invitrogen 1X 1x 94 4
MgCI2 (50uM) - Invitrogen 1,5 mM 94 30"
dNTP (10mM) - Invitrogen 0,2 mM cada 18x 62 - 0,5 por ciclo 40"
Primer sense / conservado )
(20pmoles) - Exxtend 20pmoles 2 2
Primer antisense "
(20pmoles) - Exxtend 20pmoles o4 30
BSA 1% 0,2 mM 16x 54 40"
Taq. .DNA Polimerase (5U) U 7 o
- Invitrogen
DNA 200-500ng 10 o0
H>O Ultrapura g.s.p. 25 ul

Legenda: g.s.p. — quantidade suficiente para; ' — minutos; " — segundos. Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Em ambas as reagdes, selvagem e alterada, eram esperados amplicons de 495 pb. O

resultado da eletroforese em gel de agarose das reagdes pode ser observado na Figura 20. Esse

resultado confirma a heterozigose da VUS ¢.1139+3A>G no participante CHOS (Figura 28).
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Figura 28. Eletroforese em gel de agarose para verificacdo da presenca/auséncia do alelo

selvagem e do alelo com a VUS ¢.1139+3A>G no gene SMADA4.

REAGCAO SELVAGEM | REAGAO ALTERADA

Legenda: L — Ladder 1KB Invitrogen ; 1 — Paciente indice (CHO8 - III-2); 2 — Controle homozigoto selvagem; B
— Branco (auséncia de DNA). Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

5.2.4. Confirmacao das variantes no gene BRCA1
Em uma familia (CHO04) foi identificada uma VPG no gene BRCAI (c.1687C>T).
a. Variante ¢.1687C>T (p.GIn563*)

A sequéncia dos primers e as condi¢des das reagdes e dos ciclos utilizados para a
validagdo por PCR—-AE da VPG c.1687C>T (p.GIn563*) no gene BRCAI estao descritas nos

Quadros 15 e 16, respectivamente.

Quadro 15: Sequéncia dos primers utilizados para a validagdo por PCR-AE das VPG
c.1687C>T (p.GIn563*) no gene BRCAI.

Primer Sequéncia (5°-3%) Sentido | L0alizacao | pnyy
no gene
ancora TTAGTAAAAGAACCAGGTGCA | antisense éxon 10 51,7°C
TAAAACAAAAGGTGATTCTATT . o
selvagem C sense éxon 10 47,1°C
TAAAACAAAAGGTGATTCTATT
alterado

T sense éxon 10 46,6°C

Legenda: TMA — Temperatura Média de Anelamento. Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Quadro 16: Condigdes e ciclo de padronizagao da PCR-AE para a amplificacdo do alelo
selvagem e do alelo com a VPG ¢.1687C>T (p.GIn563*) no gene BRCAI.

Reagentes Concentracio Ciclo Teml()oe(l;;‘ tura Tempo
Tampdo (10x) - 1X Ix 94 5
Invitrogen
MgCI2 (50uM) - 1,5 mM 94 it
Invitrogen
?F;ifo( le(;lmM) i 0,2 mM cada 56,5 '

vItog 30x
Primer sense /
conservado ,
(20pmoles) - 20pmoles 72 1,5
Exxtend
Primer antisense
(20pmoles) - 20pmoles 1x 72 10'
Exxtend
BSA 1% 0,2 mM - 10 o
Tag. DNA
Polimerase (5U) - 1J
Invitrogen
DNA 200-500ng
H>O Ultrapura g.s.p. 25 ul

Legenda: g.s.p. — quantidade suficiente para; ' — minutos; " — segundos. Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Em ambas as reagdes, selvagem e alterada, eram esperados amplicons de 484 pb. O

resultado da eletroforese em gel de agarose das reagdes pode ser observado na Figura 21. Esse

resultado confirma a heterozigose da VPG c.1687C>T (p.GIn563*) no participante CHO4 ¢ a

auséncia desta em sua mae e meia-irma materna (Figura 29).
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Figura 29. Eletroforese em gel de agarose para verificacdo da presenca/auséncia do alelo

selvagem e do alelo com a VPG ¢.1687C>T (p.GIn563*) no gene BRCAI.

REACAO SELVAGEM | REACAO ALTERADA

L1 234BL12348B

Legenda: L — Ladder 1KB Invitrogen ; 1 — Paciente indice (CH04 - IV-8); 2 — Méae (CH04 - 111-5); 3 - Irma por
parte de mae (CHO4 - IV-7); 4 = Controle homozigoto selvagem; B — Branco (auséncia de DNA). Fonte:
Elaborado pelo autor (2025).

Todos os testes confirmatorios utilizando a técnica de PCR-AE encontram-se

padronizados no LGMH e disponiveis para familiares interessados igualmente sob risco.

5.3. Caracterizacio das VPG e correlacio gendtipo-fenotipo

5.3.1. Variantes identificadas no gene APC

O gene APC (adenomatous polyposis coli), situado na regido 2, banda 1 do braco longo
do cromossomo 5 (5g21), contém 20 éxons e ¢ responsavel pela sintese de uma proteina
homoénima com 2.843 aminoacidos. Este gene ¢ classificado como supressor de tumor,
antagonista da via de sinalizacdo Wnt. Esta via de sinalizacdo ¢ responsavel pela estabilizacao
de B-cateina na célula através da inibicdo da proteina glicogénio sintase-quinase 3 (GSK3). A
B-cateina ¢ transportada para o ntcleo, atuando na proliferacao celular. O complexo composto
pela proteina de mesmo nome APC, Axin, PP2A, CK1 e GSK3f atua na fosforilagao -cateina,
que por sua vez ¢ degradada, interrompendo a proliferacdo celular. O gene APC também
participa da ativacdo transcricional, migracdo e adesdo celular, apoptose, segregacdo

cromossdmica, montagem do fuso mitdtico e desenvolvimento neural. VPG no gene APC
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causam PAF, uma doenca autossdomica dominante responsavel pelo surgimento de dezenas a
milhares de polipos no intestino e trato gastrointestinal, que evoluem de adenomas para
carcinomas em 100% dos casos ndo tratados (Miyoshi ef al., 1992; Friedl; Aretz, 2005; Kerr et

al., 2013; Waller et al., 2016; UniProt, 2025; NCBI, 2025).

Os achados moleculares permitiram inferir a classificagdo esperada para os fenotipos
apresentados pelos participantes identificados como portadores destas VPG, sendo trés
alteragdes distintas, estando duas delas inferidas como PAF intermediaria (CHO3 e CHO09) e

uma como PAF profusa (CH02) (Figura 30).

Figura 30. Localizagdo molecular das Variantes Patogénicas Germinativas identificadas por

Sequenciamento de Nova Geragao no gene APC.

Repeticdes Ligagiod Ligacdo Repeticdes Ligagdo a

heptadicas B-catenina ao DNA SAMP Dominio basico EB1

(L

HCEPR Tumores desmoide

PAFa - PAF intermediaria - PAF profusa

|

|
Cédon157 g7 1250 1464 1595

CHO2

* €.3927_3931delAAAGA

(p.GIu1309Aspfs*4)

Legenda: SAMP: locais de ligacdo da proteina Axina; EB1: proteina EB1; HCEPR: hipertrofia congénita do
epitélio pigmentar da retina; PAFa: Polipose Adenomatosa Familiar atenuada; PAF: Polipose Adenomatosa

Familiar. Fonte: traduzido de Nieuwenhuis; Vasen (2007) e editado pelo autor.

a. Variante ¢.3927 3931delAAAGA (p.Glul309Aspfs*4)

No participante indice da familia CHO2 (individuo III-16) foi identificada pelo painel
NGS a heterozigose da alteragdo ¢.3927 3931delAAAGA no gene APC. Essa delecdo de 5
nucleotideos no éxon 16 promove a substitui¢ao do aminoacido glutamato no cédon 1.309 por
aspartato e, a partir deste ponto, mudanca na matriz de leitura da proteina com a criagao de um

c6don de parada prematuro ap6s 4 aminoacidos (p.Glu1309Aspfs*4), desta forma gerando uma
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proteina andmala com apenas 46,2% do seu tamanho original (1.312 de 2.843 aminoacidos).
Esta alteracdo foi previamente descrita na literatura em individuos diagnosticados com PAF e

¢ considerada patogénica (Miyoshi ef al., 1992; Friedl; Aretz, 2005; Kerr et al., 2013).

O gene APC esté relacionado ao fenodtipo de PAF, uma SPHCCR, que apresenta padrdo
de heranca autossomica dominante. Sendo assim, a heterozigose da VPG identificada justifica
o fenotipo de intmeros poélipos, tumor desmoide e cancer de tireoide apresentado pelo
participante. A participante tem duas filhas (Figura 9 - heredograma da familia CHO2;
individuos IV-18 e IV-19) que, de acordo com o padrao de heranca, apresentam risco de 50%
de terem herdado a VPG. O exame de colonoscopia de ambas indicou a presenca de inimeros
polipos, compativel com o inicio de manifestagao da PAF. A segregacao da VPG foi confirmada

por PCR-AE, todas realizaram aconselhamento genético pos-teste e estdo sendo acompanhadas.
b. Variante ¢.847C>T (p.Arg283*)

No participante indice da familia CHO3 (individuo III-11) foi identificada pelo painel
NGS a heterozigose da alteragao ¢.847C>T no gene APC. A substituicdo do nucleotideo
citosina por uma timina promove a troca do aminoécido arginina na posi¢ao 283 por um cddon
de parada prematuro (p.Arg283*), desta forma gerando uma proteina andémala com apenas 9,9%
do seu tamanho original (282 de 2.843 aminoacidos). Esta alteracdo foi previamente descrita na
literatura em individuos diagnosticados com PAF e ¢ considerada patogénica (Friedl; Aretz,

2005).

Semelhante ao caso anterior, a heterozigose da VPG no gene APC justifica o fendtipo de
inumeros polipos do participante e confirma o diagndstico clinico de PAF obtido anteriormente
a pesquisa. O teste molecular indicou que essa alteracdo ndo possui herangca materna,
corroborando o heredograma da familia (Figura 10 - heredograma da familia CHO3; individuo
II-7). A confirmacao da heranca paterna da VPG nao foi possivel devido ao falecimento paterno
por CCR aos 30 anos, anterior a pesquisa. O participante e sua mae realizaram o
aconselhamento genético pos-teste e estdo sendo acompanhados pela equipe multidisciplinar

do HUPAA.
c. Variante ¢.1315_1316dup (p.Ala440GInfs*15)

No participante indice da familia CHO9 (Figura 16 - heredograma da familia CHO9,
individuo III-20) foi identificada por painel NGS a heterozigose da alteragao ¢.1315 1316dup

no gene APC. Essa duplicacdo do nucleotideo citosina na posi¢ao nucleotidica 1.315 do éxon
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11 promove a substitui¢ao do aminoacido alanina no cddon 440 por glutamina e, a partir desse
ponto, mudang¢a da matriz de leitura, levando a criacdo de um codon de parada prematuro apos
15 aminodcidos (p.Ala440GInfs*15), desta forma gerando uma proteina anomala com apenas
16% do seu tamanho original (455 de 2.843 aminoécidos). Esta altera¢do ndo foi previamente
relatada na literatura, contudo alteragdes semelhantes foram descritas em pacientes com PAF e

¢ considerada patogénica (Friedl et al., 2001; Lagarde et al., 2010).

Semelhante aos participantes das familias CH02 e CHO3, a heterozigose desta VPG
justifica o fendtipo de inumeros polipos apresentado pelo participante, assim como o
diagnostico de CCR. A participante possui dois filhos sob risco de terem herdado a VPG.
Durante a realizacao deste trabalho um deles (individuo IV-18) realizou o teste genético, nao
sendo identificada a VPG. O resultado do teste genético (auséncia da VPG) neste filho trouxe
tanto beneficios clinicos, como a redugdo na vigilancia intensificada, quanto psicoldgico, como
redugdo da ansiedade e estigma familiar. Por residir em outro estado, o segundo filho ainda nao
compareceu para coleta bioldgica e realizacdo do teste. A participante permanece sendo

acompanhada pela equipe multidisciplinar do HUPAA/UFAL.

5.3.2. Variantes identificadas no gene MUTYH

O gene MUTYH (mutY DNA glycosylase) estd localizado na regido 3, banda 4 do braco
curto do cromossomo 1 (1p34.1), contém 22 éxons e sua proteina ¢ composta por 546
aminodcidos, codificando uma enzima envolvida na via de reparo por excisdo de base (BER),
tendo como principal funcio o reparo do DNA através da excisdo de adeninas mal incorporadas
ao lado da 8-oxoguanina (Curia et al., 2020). Além disso, esta envolvida em fungdes cognitivas
relacionadas a memoria (Abentung et al., 2024). Possui padrdo de heranga autossomico
recessivo, onde alteragdes patogénicas em homozigose ou heterozigose composta causam a
MAP, elevando o risco ao desenvolvimento de CCR através da polipose, estando também
associado aos canceres de mama e gastrico (Al-Tassan et al., 2002; Aretz et al., 2006; Poulsen;

Bisgaard, 2008; UniProt, 2025; NCBI, 2025).
a. Variante c.452A>G (p.Tyr151Cys)

No participante indice da familia CHO7 (IV-4) foi identificada por painel NGS a
heterozigose da alteracao ¢.452A>G no gene MUTYH. A substituicdo de uma adenina por uma

guanina no nucleotideo codificante 452 do éxon 7 resulta na substituicdo do aminoécido tirosina
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por cisteina na posigao proteica 151 (p.Tyr151Cys). Esta variante foi previamente relatada na
literatura em pacientes com polipose intestinal associada ao gene MUTYH, uma SPHCCR,
sendo classificada como patogénica quando em homozigose ou heterozigose composta (Al-

Tassan et al., 2002).
b. Variante ¢.1063delC (p.Ala357Profs*23)

Também no gene MUTYH do participante indice da familia CHO7 (IV-4) foi identificada
por painel NGS a heterozigose da alteracdo c.1063delC. A delecdo do nucleotideo citosina na
posig¢ao codificante 1063 do éxon 11 promove a substitui¢gdo do aminoacido alanina por prolina
na posicao 357 e, a partir desse ponto, ocorre a mudanca de matriz de leitura, levando a criagdo
de um codon de parada prematuro apds 23 aminoécidos (p.Ala357Profs*23), desta forma
gerando uma proteina anomala com apenas 69,6% do seu tamanho original (380 de 546
aminoacidos). Esta variante foi previamente descrita na literatura em pacientes com polipose
intestinal associada ao gene MUTYH, uma SPHCCR, sendo classificada como patogénica

quando em homozigose ou heterozigose composta (Aretz et al., 2006).

Uma vez que a polipose associada ao gene MUTYH apresenta padrdo de heranca
autossOmica recessiva, a identificacdo de duas alteragdes no gene MUTYH em associagcdo ao
fenotipo apresentado pelo individuo IV-4 (CHO7), nos permite inferir que estas VPG se
apresentam em heterozigose composta. Em doengas cujo fenotipo apresentam padrio de
heranga autossdmico recessivo a analise de segregacdo das VPG ¢ essencial para para se
estabelecer a correlagdo gendtipo-fenotipo. Por esta razdo, apds a padronizagdo da PCR-AE e
validagdo das VPG no participante, foi realizada a analise de segregacdo das variantes
identificadas nos genitores, o que nos permitiu afirmar a heranga materna (III-15) da VPG
c.1063delC e paterna (III-14) da VPG c.452A>G, confirmado a hipotese de heterozigose
composta e justificando os diversos pdlipos adenomatosos encontrados no trato gastrointestinal
do participante. Foi realizado o aconselhamento genético pos-teste e o participante estd sendo
acompanhado pela equipe multidisciplinar do HUPAA. Seus progenitores nao desejaram
realizar o aconselhamento pos-teste. Devido o padrdo de heranga autossdmico recessivo e a nao
consanguinidade do participante indice com o individuo IV-5, a prole resultante (V-5 e V-6)
nado corre risco de desenvolvimento de MAP em decorréncia das alteracdes portadas pelo

genitor, sendo individuos obrigatoriamente heterozigotos para uma das duas VPG identificadas.



72

5.3.3. Variantes identificadas no gene SMAD4

O gene SMAD4 (SMAD family member 4), situado na regido 2, banda 1 do braco longo
do cromossomo 18 (18g21.2), contém 14 éxons e sua proteina ¢ composta por 552 aminoacidos
e ¢ um supressor tumoral envolvido na via de sinalizagdo do TGF-beta, regulando a proliferacao
celular, diferenciacdo e estabilidade vascular. Este gene codifica uma proteina que-—atua
inibindo a proliferagdo de células epiteliais, também havendo efeito inibitério sobre os tumores,
reduzindo a angiogénese e aumentando a hiperpermeabilidade dos vasos sanguineos (Mafficini
et al., 2022; Banerjee et al., 2023). Possui padrdo de heranga autossomico dominante, onde
VPG neste gene causam a sindrome de JPS e sindrome de telangiectasia hemorragica
hereditaria, elevando os riscos ao desenvolvimento de CCR e pancreatico (Mafficini et al.,

2022; UniProt, 2025; NCBI, 2025).
a. Variante ¢.1139+3A>G

No participante indice da familia CHO8 (individuo III-2) foi identificada por painel NGS
a heterozigose da alteracdo ¢.1139+3A>G no gene SMADA4. Essa substituicdo do nucleotideo
adenina por guanina afeta a terceira base de um sitio doador de splicing. Esta alteracdo ¢
atualmente classificada como VUS por ndo haver dados na literatura que permitam confirmar
sua patogenicidade, contudo a variante foi relatada previamente na literatura em estudos que

sugerem que a variante esta associada a JPS, uma SPHCCR (Mafficini et al., 2022).

A identificacdo desta VUS nesta participante, em conjunto com o fendtipo apresentado
de polipose gastrica e intestinal, além das manifestacdes extra colOnicas de anemia e
enterorragia, sintomatologia ja descrita em associagdo com SPJ, corrobora a hipotese de que a

variante possa ser reclassificada como patogénica.

A participante realizou o aconselhamento genético pos-teste e estd sendo acompanhada

pela equipe multidisciplinar do HUPAA.

5.3.4. Variantes identificadas no gene BRCA 1

O gene BRCAI (Brest Cancer 1), situado na regidao 2, banda 1 do brago longo do
cromossomo 17 (17g21), contém 31 éxons e codifica uma proteina com 1.863 aminodacidos, ¢
um gene supressor de tumor relacionado com o reparo das quebras da fita dupla de DNA

induzidas por recombinagdo homdloga. A proteina codificada pelo gene interage diretamente
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com outras proteinas (RADS51; Ctlp e complexo MRN) responsaveis pela resposta aos danos no
DNA, regulagdo do ciclo celular, remodelacio da cromatina e regulacao da transcri¢do (Zhang;
Powell, 2005; Stecklein et al., 2012). Os fendtipos descritos seguem padrdo de heranga
autossomico dominante, ¢ VPG neste gene estao associadas a perda total ou parcial de fungao
do complexo de reparo do DNA, levando ao acimulo de alteracdes patogénicas e predisposi¢ao
ao desenvolvimento de canceres (Stefansson et al., 2012; Valle et al., 2017; UniProt, 2025;

NCBI, 2025).

a. Variante ¢.1687C>T (p.GIn563%*)

No participante indice da familia CHO04 (individuo IV-8) foi identificada pelo painel NGS
a heterozigose da alteracdo ¢.1687C>T no gene BRCAI. Essa substitui¢do do nucleotideo
citosina por uma adenina no éxon 10 promove a troca do aminoacido glutamina na posi¢do 563
por um codon de parada prematuro (p.GIn563*), desta forma gerando uma proteina anomala
com apenas 30,2% do seu tamanho original (562 de 1.863 aminoacidos). Esta alteracdo foi
previamente descrita na literatura associada a sindrome de predisposi¢ao hereditaria a canceres

e ¢ considerada patogénica (Shattuck-Eidens et al., 1995; Janavicius, 2010).

O gene BRCA esta relacionado ao desenvolvimento de canceres de mama e ovario (mais
frequentemente associados) até canceres de prostata, pancreas e colorretal (associagdes mais
raras) (Stefansson et al., 2012; Valle et al., 2017) e apresenta padrdo de heranca autossomica
dominante. Sendo assim, a heterozigose da VPG identificada no participante (CHO04 - IV-8)
pode justificar o fenétipo de CCR apresentado, entretanto sdo necessarios estudos adicionais
para uma melhor compreensdo de seu impacto clinico e funcional. Tanto o participante quanto
sua genitora (CHO04 - I1I-5) e sua meia-irma materna (IV-7) realizaram aconselhamento genético

pos-teste e estdo sendo acompanhados.

5.3.5. Participantes CHO5, CH06, CH10, CH11, CH12, CH13, CH15 e CH16

Nao foram identificadas VPG ou VUS fortemente associadas 8 SPHCCR nos 42 genes
analisados no painel de NGS, entretanto ndo se exclui a possibilidade dos participantes
possuirem alguma SPHCCR devido a alteragdes em genes tradicionalmente nao-associados as

predisposicoes ao CCR.

Com base nos resultados, a taxa de positividade nesta amostra foi de 42,8% (6/14) sendo

a correlacdo genotipo-fenotipo fortemente estabelecida em 28,6% da amostra (4/14).
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6. CONCLUSOES

Foram identificadas seis VPG e uma VUS em quatro genes distintos, em 6 das 14
familias analisadas. Trés genes (APC, MUTYH e SMAD4) estao fortemente associados as
SPHCCR, enquanto o BRCAI, tradicionalmente vinculado ao cancer de mama e ovario, foi

identificado em um caso de CCR nao poliposo, sugerindo possivel ampliagdo fenotipica.

O gene APC foi o mais representado entre as SPHCCR poliposas, em concordancia
com a literatura. A VUS identificada no SMAD4, associada ao fenotipo clinico, podera ser

reclassificada como patogénica.

A padronizagao da PCR-AE permitiu a validagao eficiente das variantes detectadas

por NGS.

A correlacdo genotipo-fenotipo foi estabelecida em 28,6% das familias analisadas.
Considerando-se apenas aquelas com variantes identificadas essa correlagdo foi de 66,7%,

refor¢ando a relevancia da analise molecular no contexto clinico das SPHCCR.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A padronizagdo da técnica de PCR-AE no LGMH/HUPAA/UFAL para validacao das
variantes genéticas identificadas representa um avango significativo na capacidade diagnostica
local. Essa metodologia, de menor custo e maior acessibilidade, viabiliza a testagem em cascata
de familiares sob risco, mediante aconselhamento genético pré-teste, com potencial de

incorporagio ao Sistema Unico de Satide (SUS), ampliando o acesso ao diagndstico genético

no contexto das SPHCCR.

Os achados deste estudo tém implicagdes diretas no manejo clinico personalizado,
incluindo estratégias de prevencdo, diagndstico precoce, intervengdes profilaticas e
aconselhamento genético. Além disso, o conhecimento das variantes por parte dos participantes
e seus familiares pode favorecer o planejamento reprodutivo, reduzir a ansiedade frente ao risco

genético e fortalecer o acesso a redes de apoio clinico especializado.

Do ponto de vista cientifico, os resultados reforcam a literatura ao evidenciar a
heterogeneidade fenotipica das SPHCCR e a sua sobreposicdo em diferentes sindromes. A
realizagdo deste estudo na populag@o alagoana, por meio de iniciativa cientifica gratuita, destaca
a importancia da implementacao de politicas publicas voltadas as doengas raras promovendo
equidade no acesso ao cuidado integral, conforme estabelecido pela Portaria GM/MS n.° 199,
de 30 de janeiro de 2014, que instituiu a Politica Nacional de Atencdo Integral as Pessoas com

Doengas Raras (Ministério da Saude, 2014).
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