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Resumo

A sequéncia genOmica esteve, durante muitos anos, apenas associada a sua
capacidade de codificar proteinas fazendo com que as sequéncias intronicas fossem
consideradas néo funcionais. Os genes sdo compostos por exdes interrompidos por
intrdes. Os intrées sdo sequéncias nucleotidicas néo codificantes ndo sendo, portanto,
traduzidos, uma vez que s&o removidos num processo anterior, denominado splicing.
Foram identificadas diversas variantes de nucleotideos localizadas profundamente nos
intrdes com associacao significativa a doengas. Variantes intronicas profundas s&o

mutacdes que ocorrem a mais de 100 pares de bases dos limites exao-intréo.

O cancro representa a primeira causa de morte nos paises desenvolvidos e a
segunda causa de morte nos paises em desenvolvimento. Em 2019 o cancro colorretal
foi a sexta causa de morte em Portugal. Esta neoplasia € caracterizada por ser uma
doenca do genoma que evolui e progride por um acumular de mutagbes somaticas, e

alteracdes epigenéticas com ou sem hereditariedade.

Assim, o objetivo deste trabalho é realizar uma analise exaustiva de mutacdes
intrénicas profundas ja identificadas e prever o efeito funcional dessas mutagfes atraves
de uma analise in silico. Através do programa bioinformatico, foi possivel obter dados e
dividi-los em duas tabelas. A primeira tabela consiste nas variantes e genes ja
reportados clinicamente e a segunda tabela contém variantes que ainda ndo foram
reportadas clinicamente. Existem varias variantes envolvidas no CRR e seria importante
comecar a estudar essas mutagdes, especificamente para este tipo de cancro, de modo

a perceber se poderéo, por exemplo, ser um biomarcador deste cancro.

Palavras-Chave: Genética; Variantes; Cancro Colorretal; Intrdes profundos.
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Abstract

The genomic sequence was, for many years, only associated with its ability to
encode proteins causing the intronic sequences to be considered non-functional. Genes
are made of exons interrupted by introns. Introns are non-coding nucleotide sequences
and are therefore not translated, as they are removed in an earlier process called
splicing. Several nucleotide variants located deep in introns with significant disease
association have been identified. Deep intronic variants are mutations that occur more
than 100 base pairs from the exon-intron boundaries.

Cancer represents the leading cause of death in developed countries and the
second leading cause of death in developing countries. In 2019 colorectal cancer was
the sixth leading cause of death in Portugal. This neoplasm is characterized for being a
disease of the genome that evolves and progresses thought accumulation of somatic
mutations, and epigenetic alterations with or without heredity.

Thus, the purpose of this study is to carry out an exhaustive analysis of already
identified deep intronic mutations and to predict the functional effect of these mutations
through an in silico analysis. Through a bioinformatics program, it was possible to obtain
data and divide them into two tables. The first table consists of the variants and genes
that have already been clinically reported and the second table contains variants that
have not yet been clinically reported. There are several variants involved in CRR and it
would be important to start studying these mutations, specifically for this type of cancer,

in order to understand if they could, for example, be a biomarker of this cancer

keywords: Genetics; Variants; Colorectal Cancer; Deep Introns;
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Lista de abreviaturas

CCR- Cancro do colon e do reto;

ARN- Acido Ribonucleico:

OMS- Organizagdo Mundial de saude;

PAC- Polipose adenomatosa coli,

MSH2- MutS Homolog 2;

MLH1- mutL homolog 1,

ADN- Acido desoxirribonucleico:

SGI- Sistema gastrointestinal;

ARNmM- Acido ribonucleico mensageiro;

DGS- Direcao Geral da Saude;

TNM- (T) Tumor primario, (N) linfonodos, (M) metastase;
INC- Instabilidade cromossomal;

MSI- Microssatélites;

MiARNS- Micro ARNS;

snoARNSs- Subprodutos funcionais ndo codificantes de ARN nucleolar;
CCRHSP- Cancro colorretal hereditario sem polipose;
PAF- Polipose Adenomatosa familiar;

CCHNP- Cancro colorretal hereditario sem polipose;
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1. Introducao

1.1. Contextualizagao

A sequéncia gendmica esteve, durante muitos anos, apenas associada a
sua capacidade de codificar proteinas fazendo com que as sequéncias intrénicas
fossem consideradas néo funcionais. Os genes sdo compostos por exdes interrompidos
por intrdes. Os intrbes sdo sequéncias nucleotidicas ndo codificantes ndo sendo,
portanto, traduzidos, uma vez que sao removidos num processo anterior, denominado
splicing. No entanto, evidéncias recentes defendem a funcionalidade dos intrdes. Foram
identificadas diversas variantes de nucleotideos localizadas profundamente nos intrées
com associacao significativa a doencas. Variantes intrénicas profundas sdo mutacdes
que ocorrem a mais de 100 pares de bases dos limites ex&o-intrdo. Estas descobertas
estdo a promover uma nova Era de pesquisa focada na compreensdo de como a
variagdo na sequéncia intrénica profunda afeta e contribui para os fenétipos da doencga,
neste caso no CCR. Atualmente existem genes na qual € conhecido que a sua mutacao
esta associada ao desenvolvimento do cancro colorretal tais como o polipose
adenomatosa coli (PAC), MutS Homolog 2 (MSH2) e mutL homolog 1 (MLH1), mas
desconhece-se qual a frequéncia de mutagdes intronicas profundas nesses e noutros

genes envolvidos na carcinogénese do CCR.

O cancro representa a primeira causa de morte nos paises desenvolvidos e a
segunda causa de morte nos paises em desenvolvimento. O cancro do célon e reto
(CCR) é considerado atualmente um problema de saude publica a nivel mundial. Em
2019 este tipo de cancro foi a sexta causa de morte em Portugal. Esta neoplasia é
caracterizada por ser uma doenca do genoma que evolui e progride por um acumular

de mutacdes somaéticas, e alteracdes epigenéticas com ou sem hereditariedade.

Assim, o objetivo deste trabalho é realizar uma analise exaustiva de mutacdes
intronicas profundas ja identificadas e prever o efeito funcional dessas mutagdes através

de uma andlise in silico.

Este estudo é importante porque existem evidéncias experimentais onde
sugerem que alteragbes em regides ndo codificantes em ARNS codificantes reguladores
de proteinas séo relevantes na tumorigenese e esta descoberta pode ajudar em
potenciais diagndsticos, progndsticos e eficacia de tratamentos quimioterapicos, ou

mesmo como agentes terapéuticos.
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1.2. Objetivo Geral e Objetivos Especificos

1.2.1. Objetivo geral
O objetivo geral deste estudo serd a realizacdo de uma andlise exaustiva de
mutacdes intrénicas profundas ja identificadas e prever o efeito funcional dessas

mutacdes in silico em cancro colorretal.

1.2.2. Objetivos especificos

Os objetivos especificos sdo realizar uma pesquisa e analise exaustiva de
mutagdes intronicas profundas em cancro colorretal numa base de dados que sera a
Cancer Nacional Institute; prever o efeito funcional das mutacdes através de um
programa bioinformatico; criar uma lista de mutagdes intronicas profundas reportadas e
estudas até a atualidade e criar uma outra lista com mutagcées que ainda ndo tenham
sido estudadas e por fim realizar uma andlise das mutagfes, e dos seus efeitos

relativamente ao CCR.
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2.Enquadramento Tedrico — O Carcinoma do co6lon e do
reto

2.1. Cancro

A palavra cancro tem origem no latim “Karinoma” e tem como significado
caranguejo(1). Foi usada por Hipécrates na antiga Grécia, para indicar o aspeto de uma
massa central de onde partem prolongamentos que invadem tecidos adjacentes como
se fossem as patas de um caranguejo (1). Atualmente a palavra cancro é o termo
utiizado para designar um acontecimento maligno de células decorrentes da

degeneracao patoldgica das préprias células do corpo(2).

Segundo a Organizacao Mundial de Saude (OMS), o cancro é definido como um
crescimento descontrolado de células com posterior disseminacdo das mesmas,
podendo afetar quase todo o organismo(3). O desenvolvimento do cancro pode levar &
invasdo dos tecidos adjacentes, assim como ocorrer metastizagdo em outras partes do
corpo mais distantes (3), podendo ocorrer em qualquer lugar do corpo (4).

Os cancros com predominancia nos homens sdo o do pulmao, préstata, colo-
retal, estbmago e figado enquanto nas mulheres sdo o cancro da mama, colorretal,

pulmao, cervical e tiroide(5).

O cancro € uma consequéncia de alteracdes em genes que controlam a funcéao
celular, em particular o crescimento e a divisdo da célula. Este requer estratégias
diferentes de tratamento dependendo da sua localizacdo e disseminacao(5). Por outras
palavras, os tumores séo caraterizados por proliferacdo desregulada e por fenbmenos
de invasdo e metastizacdo(5). Assim é possivel diferenciar um tumor maligno de um
benigno, uma vez que os tumores benignos ndo metastizam, enquanto os tumores
malignos, por outro lado, ndo permanecem no seu local de origem e, apresentam
caracteristicas de invasdo e metastizacdo, ameacando assim o bem-estar e a propria
vida do hospedeiro (5). Estas células tem a capacidade de ignorar sinais para pararem
de se dividir ou para iniciar um processo conhecido como morte celular ou apoptose. As
células cancerigenas conseguem induzir as células normais préximas a produzir vasos
sanguineos, este fenébmeno é denominado de angiogénese (3,4).

As alteragBes que ocorrem no ADN celular podem ocorrer devido a transmissao
hereditaria ou a exposi¢cdo ambiental a agentes que danificam o ADN, tais como o fumo
do tabaco ou o stress. Estas mutagbes podem contribuir para o cancro quando ocorrem
em quatro tipos de genes: proto-oncogenes, genes supressores de tumores, genes

reguladores da apoptose ou genes responsaveis pela reparacdo do ADN (6).
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Em 2000, Douglas Hanahan e Robert A. Weinberg, definiram seis capacidades
biolégicas — “hallmarks of cancer” - que sdo adquiridas pelas células cancerigenas em
diferentes pontos do desenvolvimento do tumor e incluem: autonomia da sinalizacdo
proliferativa, evasao de supressores de crescimento, invasdo e metastase, potencial
replicativo ilimitado, angiogénese e resisténcia a morte celular(6). Alguns anos mais
tarde, 0s mesmos autores revisitaram este conceito e novas carateristicas das células
tumorais foram acrescentados a lista inicial(6). Assim, como novos “halmarks of cancer”,
surge os processos inflamatérios como fonte promotora de tumores, a capacidade das
células tumorais evitarem a destruicdo por parte do sistema imunitario do hospedeiro,
reprogramacado do metabolismo energético e a instabilidade e mutabilidade do

genoma(b).

Relativamente a instabilidade e mutabilidade do genoma, estes ocorrem devido
a uma sucessao de alterac6es no genoma das células neoplasicas que, conferem
vantagens seletivas nas células que permitem o seu crescimento e eventual dominio no
ambiente em que se encontra(6). A capacidade dos sistemas de manutencdo do
genoma para detetar e resolver defeitos do ADN, garante que as taxas de mutagdo
espontaneas sdo geralmente muito baixas. Existe uma variedade de efeitos que afetam

varios componentes do sistema de manutengdo de ADN(6).

Os avancos na andlise molecular-genética dos genomas das células neoplasicas
demonstraram mutacdes que alteram a funcdo e a instabilidade gendmica continua
durante a progressdo do tumor(6). Embora as especificidades da alteracdo do genoma
variem entre os varios tipos de cancro, podemos concluir que os defeitos de manutencao
e reparacdo do genoma que ja foram documentados séo seletivamente vantajosos e
levam & progressao do tumor. Estes defeitos de reparagcdo e manutencdo do genoma

sao inerentes a grande maioria das células neoplasicas(6).

Na Figura 2.1, podemos observar as seis carateristicas de referéncia das células
tumorais inicialmente propostas por Hanahah e Weinberg, em 2000, e as restantes

quatro “hallmarks of cancer” apresentadas posteriormente (6).
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Emerging Hallmarks

Deregulating cellular Avoiding immune
energetics destruction

Genome instability iy Tumor-promoting
and mutation Inflammation

Enabling Characteristics

Figura 2.1- Esquema proposto por Hanahan e Weinberg atualizado com as quatro novas referéncias, duas
de emergéncia e outras duas de referéncia, apresentadas posteriormente. (6).

Existem mais de 100 tipos de cancros que sao, normalmente, denominados de
acordo com o 6rgao ou tecido em que se formaram. Assim, 0 cancro que tem inicio no
c6lon, chama-se “cancro do célon” e o cancro que tem inicio no reto, chama-se “cancro
retal”. Contudo, ambos os cancros mencionados anteriormente podem ser denominados

de cancro colorretal (7).

2.2. Cancro colorretal

O cancro, como referido anteriormente € uma doenca caracterizada pela divisao
e disseminagdo ndo controlada de células anormais. O célon e reto (colorectum),
juntamente com o anus, compdem o intestino grosso, o segmento final do sistema
gastrointestinal (SGI)(8,9).

2.2.1. Epidemiologia
No mundo

O cancro colorretal CCR € o terceiro cancro com maior incidéncia no sexo
masculino correspondendo a uma taxa de 10,6% da totalidade de casos de cancro
(Figura 2.2A), j& no sexo feminino, € a segunda forma de cancro em termos de
incidéncia, apresentando uma taxa de 9,4% (Figura 2.2.B). O CCR é terceiro cancro
mais comuns em todo o mundo com 19 292 789 casos estimados em 2020 (Figura 2.3)

(10,11).
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O CCR era bastante raro, mas tornou-se um cancro predominante nos paises

desenvolvidos em comparacdo com 0s paises em vias de desenvolvimento. Este
aumento esta relacionado com o aumento do indice de envelhecimento da populagéo,

0s maus habitos alimentares, tabagismo, baixa atividade fisica e obesidade(12). No
entanto, é de realcar que a mortalidade tém uma taxa muito maior nos paises em vias

de desenvolvimento em comparacdo com os paises desenvolvidos, refletindo a baixa
sobrevivéncia em regibes menos desenvolvidas e menos acesso a cuidados de
saude(8). Na maioria das populacdes, o risco médio do desenvolvimento de CCR, ao

longo da vida, estd num intervalo de 3-5%. O CCR apresenta uma incidéncia e
mortalidade que aumentam com a idade do individuo e sdo maiores para 0 Sexo

masculino, o que parece refletir as diferencas na exposicdo a hormonas e a fatores de

risco(8,12).
A Pulmao B
1435943 (14,3%)
Peito
2261419 (24.5%)
Outros canceres gzg:;;fsa ?;: rse;’)
3938 086 (39,1%) Préstata ’
1414259 (14,1¢
Colorectum
Colorectum Estémago 865 630 (9.4%)
1065960 (10,6% 369 580 (4%)
Esdfago Estdmago Corpus uteri Pulmdo
418 350 (4,2%) 719523 (7,1%) 417 367 (4.5%) 770 828 (8.4%)
Bexiga Figado Tiredide Utero de colo uterino
440 864 (4,4%) 632 320 (6,3%) 448915 (4.9%) 604 127 (6.5%)

Total : 10 065 305 Total : 9227 484

Figura.2.2 - Namero estimado de novos casos em 2020 em todo o mundo de homens (A) e Mulheres (B) em todas as idades.

Mama
2261419 (11,7%)

Pulmao
2206771 (11,4%)

Outros canceres
8879 843 (46%)

Colorectum
1931590 (10%)
Prostata
1414259 (7,3%)
Estémago
1089 103 (5,6%)
Cervix uteri Figado
604 127 (3.1%) 905 677 (4,7%)

Total : 19 292 789
Figura 2.3- Nimero estimado de novos casos em 2020, em todo o mundo,

ambos 0s sexos em todas as idades
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Em Portugal

O CCR é o terceiro cancro com maior incidéncia no sexo masculino
correspondendo a uma taxa de 19% da totalidade de casos de cancro em 2020 (Figura
2.4 A)(8). No sexo feminino, é a segunda forma de cancro em termos de incidéncia,
apresentando uma taxa de 15.3% (Figura 2.4 B). Relativamente a taxa de mortalidade,
nos homens em 2020 houve cerca de 14,1% (Figura 2.4C) de mortalidade enquanto nas
mulheres foi de 9,5% (Figura 2.4D)(8).

A R

Peito
7 041 (26.4%)

6759 (20%)

Outros canceres

Outros canceres
10 749 (31.8%)

9273 (34.8%)

1 142(3 4%)

Colorectum
Nhi Colorectum

N 50 6418 (19%) 950 (3.6%) / 4083 (15.3%)

Estdmago Estémago Pulmao

1742 (5.2%) 1208 (4.5%) 1482 (5.6%)
Bexiga Pulmao Corpus uteri Tire6ide
1 903 (5.6%) 3933 (11.6%) 1238 (4.6%) 1398 (5.2%)
Total : 33 794 Total : 26 673
Mama
Pulmao 684 996 (15,5%)
3620 (19.9%)
Outros canceres
5737 (31.6%)
Outros canceres
1637 669 (37%)
Pulmaa
607 465 (13,7%)
Colorectum
2561 (14.1%)
Colorectum
asw [4 8%) 419 536 (9,5%)
Péncreas Préstata Péancreas Cervix uteri
929 (5.1%) 191 (10.5%) 219163 (4,9%) 341831 (7,7%)
Figado Estdmago Flgado Estﬂmago
1122(6.2%) 1407 (7.7%) 252 658 (5,7%) 266 005 (6%)
Total : 18 174 Total : 4 429 323

Figura 2.4- NUumero estimado de incidéncias em homens (A) e Mulheres (B) e o nimero de mortes em
homens(C) e mulheres (D), em 2020, em Portugal; todas as idades.

2.2.2. Anatomia e Fisiopatologia

Anatomia e Fisiologia

Conhecer a fisiologia de uma doenca € essencial para a compreender e poder
atuar no tratamento da mesmaf(9).

O colon e o reto sao elementos do intestino grosso, e fazem parte do aparelho
digestivo, participando na absorcéo de nutrientes dos alimentos digeridos provenientes

do intestino delgado e expulsao do desperdicio do organismo(9).
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O processo digestivo inicia quando o alimento € colocado na boca. Os nutrientes
sdo absorvidos no intestino delgado e no duodeno. No c6lon ou intestino grosso, existem
microrganismos que constituem a chamada flora intestinal que decompdem certas
substancias por fermentacdo, tornando-as mais faceis de processar(l,2). As
substancias que ndo sdo decompostas por enzimas digestivas no intestino delgado e,
ndo estdo sujeitas a fermentacdo por microrganismos no coélon, sdo excretadas
inalteradas pelo reto. O célon e o reto ndo sédo 6rgaos digestivos essenciais para um

processo de digestéo(1,2).

O célon, e o reto estdo localizados no final do trato digestivo. O célon tem cerca
de 1,5 metros de comprimento e esta dividido em quatro partes. A primeira é o célon
ascendente comeca na parte superior do ceco e sobe pelo lado direito até a superficie
inferior do figado, onde curva para a esquerda(l1,2). De seguida encontra-se o célon
transverso que tem cerca de 40 a 45cm de comprimento, sendo 0 segmento mais largo
e de maior mobilidade do intestino grosso forma um arco de comprimento variavel da
direita para a esquerda terminando na zona inferior ao baco designada de regido
hipogastrica. E nesta zona que se inicia o c6lon descendente, com cerca de 20 a 25cm
de comprimento e é considerada a regido mais estreita do célon. Esta desce ao longo
do lado esquerdo até a zona pélvica. Nesta zona existe uma unido ao coélon sigmoide,
que na sua parte inferior se une ao reto(1,2). O reto tem cerca de 15 a 16cm e é divido
em trés segmentos sendo eles o tergo superior, o terco médio e o terco inferior. Esta
divisdo em tercos é de relevancia clinica uma vez que o tratamento dos tumores difere
de acordo com o terco do reto em que eles estéo localizados e € a zona que se une ao

anus através do canal anal (1,2).

Além disso, é constituido por Cinco camadas: do interior para o exterior, a
mucosa, a muscular da mucosa, a submucosa, a muscular, a sub-serosa e a serosa
(Figura 2.5)

~ . {

A,
Apéndice

vermiforme

Figura 2.5- Representagdo do final do trato digestivo, o

colon e reto
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Patologia

O CCR é uma neoplasia localizada no célon ou no reto. A perda da estabilidade
gendmica foi observada na maioria das lesdes neoplasicas iniciais no célon e é
provavelmente um evento molecular e fisiopatoldgico central na iniciacao e formacao de
CCR. A perda de estabilidade acelera a acumulacdo de mutacBes e alteracBes
epigenéticas em proto oncogenes, genes que regulam a apoptose ou a regeneracao do
ADN ou genes supressores de tumor, que levam a formacédo de células malignas do
célon selecionando as células mais agressivas e malignas (4,12,13).

Os protos oncogenes estao envolvidos no crescimento e divisdo celular e quando
estes sofrem mutacdes, podem alterar o seu funcionamento, tornando-os mais ativos
que o normal. Desta forma, os protos oncogenes sdo convertidos em oncogenes,
estimulando o crescimento e a sobrevivéncia das células, mesmo quando estas deviam
sofrer apoptose e ser eliminadas pelo sistema imunitario(4).

Os genes supressores de tumores também estdo envolvidos no controlo do
crescimento e divisdo das células. Quando ocorrem certas mutacdes nestes genes,
pode ocorrer uma inativacdo dos mesmos, levando a uma divisdo descontrolada de
células(4).

Os genes de reparacdo de ADN estdo envolvidos, como o nome indica, na
reparagdo dos danos que ocorrem no genoma. Caso adquira mutacado nestes genes,
isto pode levar a que os outros tenham uma menor probabilidade de reparar lesdes no
material genético, aumentando a probabilidade do surgimento de células
cancerigenas(4).

Os genes reguladores da apoptose estdo envolvidos na morte celular
programada. Quando ocorre uma mutacdo num destes genes, a morte celular ndo é
bem conduzida, levando a que células anormais continuem a sua diviséo. Tal vai originar
uma anomalia exponencial com possibilidade de formacéo de neoplasia(4).

A carcinogénese que é o processo onde uma célula mutada pode multiplicar-se
e originar um crescimento de células com autonomia e que ndo respondem a sinalizacao
de crescimento e a mecanismos de apoptose, adquirindo a capacidade de proliferar
ilimitadamente e de invadir outros 6rgdos e tecidos, ou seja, metastizar-se(14). A
metastizacdo ocorre quando as células cancerigenas circulam para fora do tumor inicial,
neste caso, do célon ou do reto, através do sistema linfatico ou circulatério (9).

As células cancerigenas atravessam as cinco camadas do célon para depois
invadir outros tecidos através do sistema circulatério. Quando ocorre metastizacdo, as
células sao usualmente encontradas nos géanglios linfaticos. Se as células cancerigenas
ja tiverem atingido estes ganglios, é provavel que também se tenham disseminado para

outros ganglios linfaticos, ou mesmo para outros 6rgaos(9).
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Alguns estudos mostram que 70% dos CCR desenvolvem-se de poélipos
adenomatosos esporadicos(14). Os pdlipos sao formacdes que se desenvolvem na
mucosa do intestino, mais frequentemente no cdélon. Existem varios tipos de pdlipos, a
maioria dos quais é benigna(15). No entanto, o pdlipo adenomatoso, que corresponde
a cerca de dois tercos de todos os pélipos, encontra-se associado a mutacdes do ADN
das células que o constituem, formando uma situacdo de displasia, o que pode
facilmente evoluir para carcinoma. Os adenomas planos, que correspondem a cerca de
10% de todos os polipos, sdo os mais dificeis de detetar na endoscopia, e podem ter
uma elevada taxa de se tornarem malignos ou podem predispor para um fendtipo

cancerigeno mais agressivo (15).

Sistema circulatério

— l Metastizagao para
— outros 6rgaos

Figura 2.6- Processo de formacéo do tumor, invasédo dos tecidos e metastizacdo

2.2.3. Estadio da Doenca

O estadio da doenca é o processo pelo qual sdo avaliadas se as células
disseminaram para outros locais do corpo ou tecidos vizinhos. E a inclusdo de um
cancro numa de véarias fases de evolugdo previamente definidas. O cancro €
diagnosticado e é necessario saber em que estadio se encontra o cancro para que seja
feito um tratamento adequado(16). Para determinar o estadio da doenca devem ser

realizados alguns procedimentos tais como:

< Colonoscopia: caso a mesma nédo tenha sido efetuada na fase de diagndstico; é

executada para detetar sinais de outro(s) cancro(s) em todo o 6rgao;

< Tomografia computorizada do térax e abdémen: permite verificar se o cancro
metastizou para o figado, os pulmdes ou outros 6rgéos.

< Ressonancia Magnética do reto: permite avaliar a profundidade do cancro nas

diferentes camadas da parede do reto, e se os ganglios linfaticos na vizinhanca

do reto ja foram, ou ndo, invadidos pelo cancro.
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Y
0.0

ecografia endoretal: consiste na introdu¢cdo de uma sonda pelo anus e permite,

se necessario, complementar a informacdo da RM do reto: avaliar a
profundidade do cancro nas diferentes camadas da parede do reto, e o0 estado

dos géanglios linfaticos loco-regionais(7,17).

Apesar dos testes disponiveis, muitas vezes o estadiamento sO € determinado

de uma forma inequivoca apds a cirurgia para remocéo do tumor(17).

De acordo com os exames de diagndstico referidos, o estadiamento pode

classificar o cancro CCR em varios estagios, sendo eles:

Estadio 0: o tumor encontra-se, apenas, no revestimento interior do cdélon e do
reto. Pode ser também denominado carcinoma in situ. (7,17)

Estadio |: o tumor desenvolveu-se para dentro da parede do c6lon e do reto, ou
seja, 0 cancro invadiu a submucosa ou a muscular. No entanto, ainda néo se
espalhou para o exterior do célon. (7,17)

Estadio |I: o tumor desenvolveu-se mais profundamente na parede do colon e do
reto. Pode ter invadido tecidos vizinhos, no entanto, as células cancerigenas nao
chegaram aos ganglios linfaticos. (7,17)

Estadio lll: o tumor ja atingiu os ganglios linfaticos vizinhos, mas ndo chegou a
outras partes do corpo. (7,17)

Estédio IV: o tumor ja apresenta metastases noutras partes do corpo(7,17).

O CCR pode ser classificado com um método baseado no sistema TNM,

proposto pela American Joint Comittee on Cancer (18).

A taxa de sobrevivéncia do CCR depende, do estadio em que o tumor se

encontra. Assim, a probabilidade de sobrevivéncia num individuo com CCR no estadio

IV vai ser muito menor que a probabilidade de um individuo no estadio | (Tabela ) (18).

Tabela 2.1- Estadios do cancro colorretal e correspondente taxa de sobrevivéncia.

Estadio Taxa de sobrevivéncia
Estadio 0 100%

Estadio | 90-100%
Estadio Il 75-85%
Estadio IlI 30-40%
Estadio IV <5%

11
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2.2.4. Sintomas

Existem varios sintomas associados ao CCR que nao séo especificos deste tipo
de cancro e que quando presentes, podem ser indicadores de outras doencas como
tumores benignos, por isso, 0 médico representa um papel essencial no diagnéstico da
doenca. O CCR precoce muitas vezes ndo tem sintomas, 0 que € uma das razfes para
o rastreio ser tdo importante. A medida que um tumor cresce, pode sangrar ou bloquear
o intestino (8,16,19).

Em estadios mais avangcados os sintomas apresentam-se geralmente como:
Alteracdo de habitos intestinais, como obstipacdo, diarreia ou, mais frequentemente,
uma alternancia das duas (8,16,19);

« Sensacado de que o intestino ndo esvazia completamente;
« Perda de sangue pelo anus, misturado ou ndo com as fezes e de cor vermelho

Vivo, castanho-escuro ou mesmo preto, que pode levar a anemia,

« Fezes menores que o habitual;
% Dor abdominal, constante ou em cdlica;
« Emissado de muco pelo &nus misturado ou ndo com as fezes
% Perda de peso inexplicada;
% Cansaco constante;
% Nauseas e vomitos(8,16,19).

A avaliagdo oportuna dos sintomas consistentes com CCR é essencial para

todos os individuos, independentemente da idade, dada a incidéncia crescente em

adultos jovens(8).

2.2.5. Fatores de risco
Os fatores de risco € qualquer comportamento ou condicdo que aumente 0 risco

de ter uma doencga(7).

O aumento da incidéncia de CCR € considerado um marcador de mudanca
economica. Varios estudos mostraram que pessoas com habitos de vida saudaveis
apresentam risco 27% a 52% menor de CCR comparando com aquelas que ndo tém
esses comportamentos. Os fatores de risco hereditarios ou historial médico pessoal ou
familiar de CCR ou doencas benignas por exemplo poélipos, tém um risco aumentado e

devem comecar um rastreio de CCR antes dos 45 anos(8,14).

Conhecer os fatores de risco pode ser uma forma de prevenir a doenga, uma vez
que os fatores comportamentais podem ser evitados. Alguns dos riscos associados ao
CCR séo:

12
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Idade: o risco de CCR aumenta com a idade. Alias, é conhecido que 90% dos
casos e 93% das mortes ocorrem em pessoas com mais de 50 anos. A idade
média de aparecimento desta neoplasia € entre os 65 e os 72 anos (7,8).

Etnia: as taxas da presenca deste cancro sdo maiores em pessoas de etnia
africanas e mais baixas em pessoas de etnia asiatica. A incidéncia em individuos
de etnia africana foi 25% maior que nos de etnia caucasiana e 50% maior que a
asiatica (8).

Sedentarismo: um dos principais fatores de risco comportamentais € a
inatividade fisica. As pessoas ativas tém 25% menos risco de sofrer desta
patologia e a taxa de sobrevivéncia é maior (8).

Dieta: estudos sugerem que uma dieta pobre em frutas e vegetais, calcio, fibra,
calcio e folatos mas rica em gorduras, especialmente gordura animal,
carboidratos, acgucar processado, pode aumentar o risco de CCR. Sugerem
ainda que pessoas com uma dieta muito pobre em fruta e vegetais, podem ter
risco aumentado para esta doenca (7,8,20).

Medicacgdo: existe a evidéncia de que os anti-inflamatérios ndo esteroides
reduzem o risco do aparecimento do CCR, no entanto, ndo é aconselhado a
toma como prevencgdo, uma vez que estes induzem hemorragias. Além disso,
também foi demonstrado que a medicacdo hormonal para a p6s-menopausa e
gue os contracetivos diminuem o risco do aparecimento da doencga(8).
Tabagismo: uma pessoa fumadora, pode ter risco aumentado de desenvolver
polipos e CCR. E atribuido ao tabagismo ativo ou anterior, um risco de CCR
cerca de 50% maior do que ndo fumadores. O tabagismo também esta
associado a uma menor sobrevivéncia ao CCR, particularmente para o0s
fumantes ativos(8,20).

Alcool: O consumo de &lcool leve a moderado (até duas bebidas por dia) foi
associado a um risco ligeiramente menor (8%) do que nenhum consumo /
consumo ocasional, enquanto beber em excesso foi associado a um risco 25%
maior. O homens tém o risco mais elevado do que as mulheres devido aos
héabitos de alcoolismo ou as diferencas hormonais no metabolismo do alcool (8).
Doenca de Crohn ou colite ulcerosa: sdo doencas cronicas que provocam a
inflamac&o do célon, o que leva a um risco aumentado de desenvolver CCR. E
estimado que 18% dos doentes com colite ulcerosa durante 30 anos
desenvolvem esta neoplasia (8,20).

Histéria Familiar e hereditaria: Doentes com um familiar de primeiro grau com
histéria de CCR tém uma probabilidade duas a trés vezes maior de também

desenvolver a doenga, especialmente se o familiar teve a doencga ainda jovem
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(8,20). Caso um individuo tenha mais do que um familiar direto com a patologia,
0 risco aumenta trés a seis vezes quando comparado com o resto da populacao.
No entanto, a taxa de sobrevivéncia nestes casos € maior, uma vez que a
atencdo com a doenca é maior e o diagnostico precoce € maior (8,20). Um
estudo recente descobriu que 5% dos pacientes com CCR tém uma mutacao da
linha germinativa herdada associada a uma condicdo hereditaria de alto risco
conhecida, e outros 5% tém mutacdes associadas a risco moderadamente
elevado. Cerca de 30% dos pacientes com CCR tém histéria familiar da doenca,
tornando este um dos fatores de risco mais importantes(8,21). As sindromes
hereditarias que predispdem para o CCR sao a Polipose Adenomatosa Familiar
(PAF) onde pessoas com esta condicdo tém uma mutagdo ou perda do gene
PAC, que leva ao aparecimento de centenas ou milhares de pdlipos no intestino
grosso em idade jovem(8,21). O A sindrome de Lynch, ou CCR Hereditario sem
Polipose (HNPCC) em que pessoas com esta condicéo tém certas mutacdes nos
genes que provocam uma falha nos mecanismos de reparagcdo do ADN. A
consequéncia € que um tumor colorretal benigno pode evoluir para cancro a um
ritmo mais rapido (em média, 2 a 3 anos) do que nos individuos que ndo tenham

a sindrome de Lynch (8,21).

Alteracdes genéticas: certas mutacdes em genes como 0s proto oncogenes ou
genes supressores de tumores aumentam o risco do aparecimento da patologia
(20).

Pdlipos colorretais: os pdélipos sdo comuns em pessoas com idade superior a
50 anos. A maioria dos pdélipos é benigna; no entanto, alguns polipos, como 0s
adenomas, podem tornar-se cancerigenos; detetar e remover os pélipos é um

modo de prevenc¢do do CCR (20).

Existem fatores que podem ajudar contra o desenvolvimento do CCR como uma

dieta rica em vegetais, frutas e produtos integrais. O aumento da atividade fisica pode

ajudar também a reduzir este risco de CCR. Foi comprovado que a aspirina reduz o

risco de CCR em pessoas com a sindrome de Lynch (21).

2.2.6.

Rastreio e Diagndéstico

Os rastreios sdo essenciais para a detecdo da doenca mesmo antes desta

apresentar quaisquer sinais ou sintomas porque normalmente os sintomas surgem

apenas num estadio mais avancado. Existem varios exames para a detecdo das
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doencas sendo eles a pesquisa de sangue oculto nas fezes, a sigmoidoscopia,
colonoscopia e a detecdo de marcadores tumorais (7,21,22).

Se apresentar quaisquer sinais ou sintomas de um possivel CCR, o médico
devera confirmar se sdo provocados por um tumor ou por qualguer outra causa ou
patologia. Num doente com histéria clinica e exame clinico com suspeita de cancro do
célon e reto, devem ser pedidos alguns exames para confirmar ou despistar essa
suspeita e, caso estes exames detetem algo suspeito deve proceder-se & biopsia onde

normalmente o tecido andmalo é removido (7,21,22).

O diagndstico efetivo do cancro do célon e reto sO é possivel pela analise ao
microscopio, pela Anatomia Patoldgica, de pdélipos ou amostras de lesdes resultantes
da colheita dos mesmos através de uma colonoscopia(7,21,22).

Os polipos sdao um dos principais fatores de risco do CCR. O seu lento
crescimento de, aproximadamente, 10 anos fornece a oportunidade de prevencao ou
mesmo a dete¢do do cancro em estagios iniciais, diminuindo a taxa de mortalidade,
tanto pela diminuicdo da incidéncia da doenga como por proporcionar um tratamento
mais eficaz.

Estima-se que 20% da populagédo desenvolve pdélipos adenomatosos durante a
vida, mas apenas 5 a 6% da populacdo desenvolve CCR(14). No entanto, 0s rastreios
por colonoscopia geralmente tém tendéncia a encontrar CCR prevalente em 0,5-0,9%
das pessoas na mesma faixa etaria.

Os rastreios também séo importante nesta neoplasia uma vez gue os adenomas

€ 0S cancros iniciais sao detetaveis e trataveis (7,21,22).

Pesquisa de sangue oculto nas fezes

O CCR pode produzir sangue e outros componentes que podem ser detetados
nas fezes, mesmo antes de aparecerem sintomas da doenca. Os exames de pesquisa
de sangue nas fezes sdo um método de rastreio mais usado para CCR. E utilizado
preferencialmente o método imunolégico em comparagdo com o método pela resina de
guaiaco, porque produz menos falsos positivos. Caso este método dé positivo passa-se
para outro método de rastreio para uma confirmac¢do, como as colonoscopias e
sigmoidoscopia. A sensibilidade desta andlise para neoplasia colorretal é de apenas 50-
60%, embora sua especificidade seja alta (8,14,23,24).

Em Portugal, a norma da DGS 003/2014 recomenda a utilizagdo anual deste
método, como forma de rastreio. Este € utilizado em pacientes assintomaticos com
idades compreendidas entre 50 e 74 anos, exceto em casos de antecedentes pessoais

de adenomas ou CCR, doencga inflamatoria intestinal ou antecedentes familiares de
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adenomas de primeiro grau ou CCR ou sindromes hereditarios de cancro do célon e
reto(8,14,23,24).

Colonoscopia

A colonoscopia é um exame realizado ao célon e reto, que tem o objetivo de
detetar polipos, regides anormais ou cancro.

Segundo a norma da DGS 003/2014, a colonoscopia € utilizada quando o teste
imunoldgico para pesquisa de sangue nas fezes dé positivo ou para as excecgdes a
pesquisa de sangue oculto nas fezes. Caso a colonoscopia total se apresente normal,
este procedimento apenas deve ser repetido passado 10 anos. (8,14,24)

Estudos observacionais sugerem que a colonoscopia pode ajudar a reduzir a

incidéncia de CCR em cerca de 40% e a mortalidade em cerca de 60%.
Este método tem algumas limita¢des tais como um maior risco de complicagbes em
comparagdo com outros exames de rastreio, como laceragfes intestinais e
sangramento, especialmente quando um poélipo € removido ou os pacientes sdo de
faixas etarias mais avancadas”. A qualidade da colonoscopia, é varidvel e esta
associada a lesdes ndo encontradas, que as vezes progridem para CCR antes do
préximo exame agendado. A colonoscopia de baixa qualidade esta associada a uma
maior probabilidade de morte de CCR(8,14,24).

Sigmoidoscopia

A sigmoidoscopia € um exame idéntico & colonoscopia, a diferenca é que analisa
apenas o célon sigmoide e reto com o intuito de detetar regiées anormais ou cancro.
Dados de ensaios clinicos realizados mostram uma reducéo de cerca de 20% a 25% na
incidéncia de CCR e uma reducéo de 25% a 30% na mortalidade por CCR, com maiores

redugcdes em homens de que em mulheres (8,14).

Marcadores Tumorais

Para que haja um diagnéstico precoce e consecutivamente um melhor
tratamento é necessario os realizar analises aos marcadores tumorais (25,26).

Os marcadores tumorais sdo macromoléculas presentes no tumor, no sangue ou
em outros liquidos biol6gicos, cujo aparecimento e ou alteragbes em suas
concentracdes estdo relacionados com a génese e o crescimento de células neoplasicas
que secretadas pelo tecido como resposta ao tumor. Estes sdo normalmente utilizados

para o rastreio, diagnostico e classificagdo dos tumores, como também para o
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prognostico e a monitorizagdo de recorréncia do tumor ou de metastases nos casos de
cancro (25,26). Estes podem ser hormonas, acidos nucleicos, poliaminas, antigénios,
enzimas, proteinas e lipidos especificos da membrana celular. Estes limitam-se a
determinar o estadiamento, o prognostico e uma possivel resposta terapéutica. O
antigénio carcino-embrionario (CEA) e o antigénio carbohidrato 19-9 (CA 19-9) séo os
marcadores tumorais mais estudados que tém sido utilizados para o controlo dos

cancros gastrointestinais (25,26)

2.3. Genéticavs. Cancro Colorretal

Em média em cada gene tem entre 8 a 10 pequenos fragmentos de codificagdo
denominados exdes interrompidos por sequéncias ndo codificantes extensas, na forma
de intres aproximadamente 20 vezes maiores. Os intrées sdo uma marca da evolugao
eucarittica. Durante a transcricdo, toda a informacdo da sequéncia de um gene é
copiada para ARN mensageiro (ARNm) precursor (pré-ARNm), que inclui exdes e
intrdes (27).

Os genes sao constituidos por uma regido reguladora que é composta pelo
promotor (onde se liga a ARN-polimerase) a montante da regido codificadora, e uma
regido terminadora. As regides intrGnicas sdo transcritas para o pré-ARNm, e sao
removidas do ARNm através do processo denominado splicing de ARN (28). A remocao

s

eficiente e precisa de intr6es é catalisada por uma ribonucleoproteina altamente
sofisticada chamada spliceossoma (27). O spliceossoma é composto por cinco
pequenas ribonucleoproteinas, sendo elas o U1, U2, U4, U5, e U6 snARNs snRNP, e
por um conjunto de fatores proteicos associados. Dentro do spliceossoma, as
sequéncias de splicing no pré-ARNm séo forgcadas a rearranjos tridimensionais que
permitem a ativagdo de um centro catalitico de ARN e desencadeiam a reacao de
splicing (27). A grande maioria dos intres séo processados pelo complexo U1, U2, U4,
U5, e U6 snRNP, conhecido como o spliceossoma maior. No entanto, o splicing de uma
minoria de intrdes é realizada por um complexo snRNP chamado spliceossoma menor.
Em geral, os splicing maiores e menores partilham muitas caracteristicas comuns e o
mecanismo é quase idéntico. O spliceossoma menor é composto por quatro sSnARNs

distintos denominados como U11, U12, U4atac e U6atac (27).

Depois do splicing, os intres séo excisados e na maioria dos casos degradados.
No entanto, alguns dos intrbes ndo sdo degradados e d&do origem a subprodutos
funcionais ndo codificantes de ARN nucleolar (SnoARNs). Alguns genes nao tém

capacidade de codificacdo de proteinas e a sua fung¢do priméaria pode ser a de gerar
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SnoARNSs a partir dos seus intrdes. Para além dos snoARNs, uma classe de micro ARNs
ndo convencionais (MiARNSs) é também produzida a partir de intrdes (27).

O splicing alternativo aumenta a variedade do transcriptoma e do proteoma ao
gerar multiplas isoformas de ARNm a partir de um Unico gene (27). A retencdo do intréo,
em ARNms maduros era considerada uma consequéncia de splicing errada porque, 0s
ARNmMms que contém intrbes sdo frequentemente alvo de degradagéo pelo exossoma no
ndcleo. Um estudo recente mostrou que, muitos intrées sdo ativamente retidos em
transcricfes poliadeniladas e contribuem para a desregulacédo da expressao genética.
O termo intrdes retidos foi proposto para descrever a classe de intrdes que sao
transitoriamente retidos em transcri¢cdes nucleares, e que podem sofrer splicing e ainda

afetar a expressao genética por outros mecanismos (27).

Os limites intrdo-exao sdo delimitados por curtas sequéncias nos locais de
splicing (ss) 5 'UTR (dador) e 3 'UTR (aceitador) que medeiam o reconhecimento pelo

spliceossoma.

As sequéncias intrénicas foram inicialmente consideradas ndo funcionais. Os
elementos conservados nos intrées incluem as sequéncias de aceitagdo do local de
splicing, os locais de ligagdo para proteinas reguladoras, as sequéncias de genes de
ARN ndao codificantes, bem como regifes adicionais. Varios estudos revelaram que os
primeiros intrdes (ou seja, na extremidade 5 'dos genes) sdo normalmente os mais
longos e mais conservados. A conservacdo do primeiro intrdo estd provavelmente
relacionada com a presenca de elementos reguladores e a um padréo especifico de

organizacdo da cromatina (27).

Em humanos 94% dos genes sao interrompidos, em média, por sete intrées(29).
As sequéncias intrénicas podem melhorar ou inibir o splicing e podem ser associadas a
mutacdes causadoras de doencas. Entre outras doencas, as mutacdes intrénicas tém
sido bastante estudadas em cancro estando associadas ao cancro da bexiga, faringe e
pulméo (30) Existem mutacbes que afetam intensificadores de splicing intrénico ou
silenciadores que tém o potencial de resultar em splicing mal regulado (27). A recente
introducdo de abordagens de sequenciamento do genoma completo resultou na
identificacdo de um numero crescente de variantes patogénicas localizadas
profundamente nos intrées. Variantes intrénicas profundas sdo mutacfes que ocorrem
a mais de 100 pares de bases dos limites do exdo-intrédo (27). Estas descobertas estado
a promover uma pesquisa focada na compreensdo em como a variacao na sequéncia
intrénica profunda afeta o splicing pré-ARNm e contribui para os fenétipos da doencga.

Existem pacientes portadores de alteracdes de ADN consideradas variantes genéticas
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de significado desconhecido. Estes casos costumam ser 0 caso de variantes sindnimas,
missense e intrénicas (27). Quanto mais longo for um gene, mais provavel é que seja
afetado por mutacdes patogénicas. Nao é, portanto, surpreendente que numerosas
mutacdes intrénicas profundas tenham sido descritas em genes particularmente longos
como os associados a neurofiboromatose. Mutacgées intrénicas profundas que promovem
a inclusdo de um pseudo-exao tém sido descritas em varias sindromes tumorais
hereditarias (27). Estas incluem neurofibromatose dos tipos 1 e 2, melanoma, ataxia-
telangiectasia, retinoblastoma, sindrome de Lynch, cancro da mama, e polipose
adenomatosa familiar. Possivelmente, a ligacdo independente de splicing de U1 snRNP
a regides intrénicas suprime tanto a inclusdo de pseudo-exfes como a clivagem
prematura e a poliadenilacdo a partir de sinais de poliadenilacdo localizados em intrbes.
Em alguns casos, a mutagao intrénica profunda leva ao aparecimento de mais do que

uma isoforma de ARNm pelo splicing aberrante (31).

A grande parte das mutag@es intrénicas profundas ndo tem qualquer efeito nos
sitios de splicing candnicos. No entanto, existe mutagées que criam um novo sitio de
splicing, que por consequéncia, interferem com o reconhecimento de sitios de splicing
naturais (31). O enfraguecimento dos sitios de splicing candnico é frequentemente
observado quando as mutacdes intronicas profundas estdo a menos de 150 pb das
juncbes exdo- intrdo naturais. Outras formas de mutacao intrénica profunda séo as que
perturbam os zonas reguladoras de transcricdo. Foram relatadas variantes genéticas

gue causam doencas através da inativacdo de genes ARN codificados por intrdo (31).

Os rearranjos cromossémicos que resultam em fusdes genéticas sao
frequentemente detetados em células cancerigenas. Os rearranjos que envolvem as
regibes intrénicas profundas foram descritos, em associagcdo com doencas
monogénicas. Existem evidéncias a indicar que a perda de expressédo destes contribui
para o fendtipo da doenca (27). Outros estudos sugerem um papel dos snoARNs no
cancro. Em particular, os SNORD50A e SNORD50B ARNSs, que séo codificados por
genes localizados dentro dos intrdes 4 e 5 do longo gene néo-proteico codificador
SNHG5, séo recorrentes perdas em muitos tipos de cancro (27). Os SNORDS50A e
SNORD50B ARNSs ligam-se diretamente ao K-Ras e a sua perda desencadeia a hiper
ativacdo da sinalizagdo de Ras-ERK1/ERK2 contribuindo para a oncogénese (27).

Os carcinomas colorretais podem ser classificados como esporadicos, onde
ocorrem mutagdes pontuais que afetam células individuais e as descendentes. Este tipo
de cancro é heterogéneo, onde existem varios genes mutados. Normalmente este tipo
de cancro tem uma sequéncia de acontecimentos tendo inicio na formacdo de um

adenoma e termina num estado de carcinoma (10). A primeira mutacdo ocorre na
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polipose adenomatosa do colo (PAC), um gene supressor de tumor, desencadeando a
formacdo de adenomas ndo malignos, também chamados de polipos. Estima-se que
aproximadamente 15% desses adenomas tém uma evolu¢cdo para o estado de
carcinoma em dez anos (10). No CCR hereditario um dos alelos esta mutado, fazendo
com que uma mutacao pontual no outro alelo desencadeie o aparecimento da célula
tumoral e, posteriormente, o carcinoma (10). Dentro das formas hereditarias, o CCR
hereditario sem polipose (CCHSP) que esta relacionado a muta¢cdes nos mecanismos
de reparo do ADN, ou Sindrome de Lynch, o mais prevalente, que é causada por
mutacfes herdadas num dos alelos que codificam para proteinas de reparo de ADN,
como MSH2, MLH1, MLH6, PMS1 e PMS2 (32). A mutacdo nos genes referidos
anteriormente vao fazer com que se acumule mutacbes de ADN, que ocorrem em
fragmentos de ADN de microssatélites (MSI) com sequéncias de nucledétidos repetidas.
Este tipo de cancro também é causado por mutacfes hereditarias, embora nao sejam
classificados como cancro hereditario (32). No entanto, outras formas hereditarias
podem conduzir a neoplasia como a polipose adenomatosa familiar (PAF) que
apresentam instabilidade cromossomal (INC) e que tem como caracteristica formagéao
de multiplos pdlipos potencialmente malignos no colon e que aparece associada a
mutagcdo no gene responsavel pela reparacdo do ADN, designadamente, o
Adenomatous Poliposis Coli (PAC) que tem a funcdo de controlar a via de sinalizacdo
do WNT (32,33). A mutagédo no gene PAC é seguida por mutagcdes em KRAS, TP53. A
maioria dos pacientes com esta sindrome tem idades mais jovens e desenvolve um

grande numero de adenomas colorretais (32,33).

O CCR pode também ser classificado por familiar. Deve ser feito um
aconselhamento genético para familias com histérico de cancro. E importante realgar
gue para as familias, por mais extensa que seja a histéria familiar de cancro (a menos
gue esteja presente em ambos 0s lados), uma pessoa tera mais de 50% de hipétese de

nao desenvolver aguele tumor especifico (32,33).
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3. Metodologia
3.1. Desenho do Estudo

Este € um estudo cientifico, tipo descritivo-correlacional, onde é feita uma
guestao de partida e apresentadas algumas hipoteses de investigacao, no qual foram
coletadas informacdes e descri¢cdes de pesquisa, com vista a identificacdo de relacdes
entre variaveis. A recolha dos dados teve inicio em fevereiro de 2021 e término em maio

do mesmo ano.

3.2. Questao de Partida e Hipoteses de Investigacao

3.2.1. Questao de partida
Existiram mutagfes intronicas profundas em genes associados ao cancro

colorretal?

3.2.2. Hipoteses de investigacao
Para responder a esta questdo de partida, foram formuladas 2 hipéteses de

investigacao:

= Ha mutaces intronicas profundas associadas ao CCR;
= Ha mutagbes intronicas profundas estudadas consideraveis Driver mutations no
CCR;

3.3. Recolhados dados

As variantes intrénicas profundas foram recolhidas da base de dados Nacional

Cancer Institute.

Foi selecionado o cancro primario em cancro do célon e do reto e mutacdes que
ocorreram apenas em intrées e zonas de splicing. Seguidamente recolhi em 91 mil
mutacdes que me foram apresentadas apenas 10mil mutacées intronicas profundas. As
mutagdes recolhidas foram entdo utilizadas num programa bioinformatico tal como

descrito abaixo.
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Figura 3.1- P4gina do Nacional Cancer Institute com as condi¢Bes de pesquisa selecionadas.

3.4. Analisein silico

Para prever os efeitos das variantes in Silico foi utilizada uma ferramenta
bioinformatica chamada VETA que faz uma previsdo precisa de variantes e possiveis
consequéncias das mesmas a partir de uma sequéncia primaria usando um spliceAl, um
bloco residual, que consiste em camadas de lotes, unidades lineares retificadas (ReLU),
e unidades organizadas de uma forma especifica que prevé se cada posicdo numa
transcricdo pré-ARNm leva a criacdo ou destruicdo de um dador de splicing, aceitador
de splicing, ou nenhum, usando apenas a sequéncia genémica da transcricdo pré-
ARNmM (34).

O score é obtido numa escala de 0 a 100 sendo que apenas os valores que séo
maiores que 0,2 tém um efeito relevante. Quanto maior for o valor mais significativo é o
resultado, ou seja, que a variante tem uma grande probabilidade de realizar o efeito

obtido bio informaticamente.

Através do programa podemos obter quatro efeitos possiveis sendo eles:
Variante que leva a criacdo de um splice acceptor (DS_AG), variante que leva & criacao
destruicdo de um splice acceptor (DS_AL), variante que leva & criacdo de um splice

donor (DS_DG) e variante que leva & criacdo de um splice acceptor (DS_DL).

Na tabela 4.1 podemos observar os dados obtidos da ferramenta bioinformética
utilizada para a previsédo de variantes e possiveis consequéncias. Podemos também
observar nesta tabela quais as variantes ja foram estudadas e as que nunca foram

estudadas ou que néo existe informagdes a falar delas.
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4. Resultados

Com os dados obtidos na tabela 4.1, foi possivel dividir informacdo em duas
tabelas. A tabela 4.2 contém variantes que ndo se encontram estudadas ou que néo
tem quaisquer informacdes online, e o respetivo efeito previsto pelo programa
bioinformatico. A tabela 4.3 apresenta variantes, 0os genes a qual correspondem,

significado clinico previsto e por fim o que se encontra descrito na literatura.

Como referido anteriormente, o score obtido é mostrado numa escala de 0 a 100
sendo que apenas os valores que sdo maiores que 0,2 tém um efeito relevante. Quanto
maior o valor mais significativo é o resultado, ou seja, a variante tem uma grande

probabilidade de realizar o efeito obtido bio informaticamente.

Com esta previsao pode observar-se que a maioria das variantes provoca uma
destruicdo de um aceitador de splicing sendo que o valor maximo obtido nestas

variantes foi de 0.86.

Tabela 4.1- Resultados obtidos pela ferramenta bioinformatica utilizada para a previsdo de variantes e possiveis efeitos.

#CHROM POS _ REFALT HGVSc NM Gene Protein HGVSg gnomADg AF Existing_variation DS_AGDS ALDS DGDS_DY
1 36444026 T C_ENSTO0000356637.9:c121A>G___NM_0013304932 0SCP1 NP_859484.4 1.9 36444025T>C None 000 027 000 007
1 160801902 C T _ENST00000263285.11:c.454+1820C> NM_002348 4 7] NP_002339 19.160801902C>T 6.9773000177519866-06_rs7720384558COSV54431226 000 000 050 0.00
1 172553332 G T ENST000003677238:c.762+1706G>T NM_014283 5 suco _NP_055098.1 1,9.172663332G>T COSV55263092 000 000 003 063
1 174800474 C T ENST00000251507.8 'NM_001366446.1 RABGAPIL NP_0013633761 1.9 174800474C>T r37619824328COSV62293653 000 000 001 023
10 171562074 ___C__A_ENST00000377799 8:c.1075+1433G> NM_004412.7 TROMT1 NP_004403 1 10.9.17162074C>A None 000 035 000 000
10 32007089 C T ENST00000396033 6.c 2331+1279G> NM_002211.4 1TGB1 NP_0022022 10.g 32907089C>T 0.00013281000428833067 5200899694 000 001 000 021
10 113160663 _C T ENST000000627217.2 NM_001146274.1 TCF7L2 NP_001139746  10.5.113160663C>T COSV533363756COSV533396° 000 014 000 024
10 133272063 T _C_ENST00000445355 8:c 968-100A>G _NM_001109.6 ADAMS NP_001100.3 10.g.1332720637>C None 000 028 005 000
11 68179470 C A ENST00000304363 9.c 377+662G>T NM_017635 6 KMTSB NP_060105.3 11, 68179470C>A 6.9818001975363590-06_rs1242113446 000 000 014 037
11 78121191 G T ENST00000299626.10:¢c.369-17C>A NM_024079.5 ALGS NP_076984.2 11.978121191G>T None 000 028 000 000
1 83212003 GT_G_ENSGO0000137494 NM_001300972.1 ANKRD42 NP_001287901.1, _ 11.9.83212914del 8018800144782200-05 8537626867 047 048 000 000
1 84316823 A G ENST000005318955 NM_001142699.3 DLG2 NP_001674.1 11:9 84316823A>G COSV54675308 000 000 000 057
1 125086382 G T ENSTO0000308074 4:c"29+122G>T NM_0011452802 SLCI7A2 NP_0011387621 11,9 125086382G>T None 004 024 000 000
13 49265956 G A ENSGO000102543 NM_030911.4 CDADC1 NP_1121731 13,9 49265956G>A 6 97809991834219550-06 31456271345 000 000 000 023
14 35820815 G T None 14:9 35829815G>T None 000 027 000 000
14 67562310 C T ENST00000216452 9.c 474+325G>A NM_004569 5 PIGH NP_004560.1 14:9 67562310C>T None 001000 000 030
16 66609796 G T ENST000004240116:c 400-87G>T NM_1815534 cMTM3 NP_853531.1 16.g.66609796G>T None 000 024 000 000
18 88850593 TG T None 16.9.88859594del ) None 081019 000 001
17 44317616 C T ENST00000426726.8:c.1199-681C>T NM_0011448252 RUNDC3A NP_001138207.1 __ 17..44317515C>T 27915000828215852¢-05 3764379763 000 026 000 000
17 50088228 G A None NM_002204.4 ITA3 NP_002195.1 17.g.50088228G>A 279239993687951940-05 31276437993 090 000 000 000
19 54219876 G A ENST00000448962.5.c 221-11866G>/NM_001013.4 RPS9 NP_001004.2 19.g.54219875G>A None 000 024 000 015
19 57814533 C T None 19,9.67814533C>T None 000 000 001 054
2 46958547 G T _ENST00000394850 6:c 517+1540G>T NM_020458.4 TTC7A NP_065191.2 2.9 46958547G>T 13543740098 000 000 022 000
2 113756048 T A None 29 113756048T>A None 000 001 000 058
2 160282308 T G None ~ 2.9 160282306T>G None 001 088 000 020
2 197420192 G A ENST00000335508.11'c 416+236C>T NM_012433 4 SFa81 NP_0365652 2.197420192G>A None 000 021 000 018

20 63941521 C T ENST000000369908.9 NM_017859.4 UCKL1 NP_080329.2 20,9 63941621C>T 0.0013744999887421727 rs564676949 041000 000 000
3 57864842 G T None 3.9 57864842G>T None 000 033 000 034
3 138188400 G GT ENST00000538260.5 NM_001363941.2 ARMC8 NP_001350870.1 __ 3.9.138188407dup 7.0834998041391370-05 81446739040 037 057 000 000
4 157361112__A G _ENST00000296526.12:c 2202-426A>CNM_001083619.3 GRIA2 NP_0010770882 4.9 157361112A>G None 000 000 002 039
6 97270208 A G _ENST00000275053 8:c 607-216T>C_ NM_001350599.2 MMS22L NP_0013375281 __ 6:9.07270208A>G None 000 025 000 002
6 102064049 G _C ENST00000421544 6:c 2563-4298G>(NM_021956.5 GRIK2 NP_068775 1 6:9.102084049G>C None 000 000 000 043
0 128008069 T C ENST000005323315:c 2333+1061A> NM_002844.4 PTPRK NP_0028352 6.9 128008089T>C 2 11129990930203350-06 181450222112 000 016 000 021
8 167893861 G A ENSGO00000130396 NM_001386888 1 AFON NP_001373817.1 6.5 167893861G>A COSV80043856 032 080 000 000
7 27803133 G T ENST000000265393.10 NM_006024.7 TAX18P1 NP_006015.4 7..27803133G>T 6.980400030442679¢-06_rs9964997468COSV556281745 000 027 000 026
s 4656088 A G ENSTO0000475086.6:c 177+5811T>C NM_0013534862 SPATASL NP_001340415.1 __ 9.9.4656088A>G None 000 032 000 023
9 125335222 G T _ENSTO00003941056:c 2479G>T __NM_015635.4 GAPVD1 NP_001269609.1 9.9 125335222G>T None 000 005 000 025
X 53279565 T C None X9 63279565T>C None 000 005 000 025
X 72274437 T __C None X9 722744377T>C None 004 024 000 000
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Tabela 4.2- Resultados obtidos através da ferramenta bioinformatica. S&o apresentadas abaixo apenas as variantes sem

estudos realizados sobre as mesmas e o efeito previsto pelo programa bioinformatico

#CHROM POS __ REFALT HGVSC NM, Gene Protein HGVSg gnomADg_AF Existing_variation DS_AGDS_ALDS_DGDS_Dl]
1 36444025 T C _ ENS 79:¢121A>G NM_001330483.2 0SCP1 NP_650484.4 1,9.36444025T>C None 000 027 000 007
10 17162074 C A ENSTO0000377799.8:c.1076+1433G>1 __ NM_004412.7 TROMT1 NP_004403.1 10.9.17162074C>A None 000 035 000 000
10 133272083 T _C_ENSTOO! NM_001109.5 ADAMS NP_0011003 None 000 028 005 000
1" 78121191 G T ENSTOOO L __NM_024078.5 __ _ALGS _ _NP,_076684.2 A1y L None 000 028 000 000
1 G_ T _ENST 4c294122G>T __NM_001145280.2 SLC3TA2 NP_0011387621 __11:9.126086382G>T None 004 024 000 000
14 35820815 G T None 14:9.35820815G>T None 000 027 000 000
14 67502310 C T ENST00000216452.0:c.474+325G>A NM_004569.5 PIGH NP_004560.1 14,9 67692310C>T 001000 000 030
16 66609796 G T ENST 11.6:c 400-87G>T NM_181653.4 cMTM3 NP_853531.1 16:9 66609796G>T 000 024 000 000
16 88859593 TG T 16.9.88859594del 081019 000 001
19 54219876 G A ENSTOO000448962.5:¢221-11866G>A  NM_0010134 RPSY NP_001004.2 19.9.54219875G>A 000 024 000 015
19 67814533 _C T None 19.9.67814533C>T 000 000 001 054
2 113766048 T A None 2.9.113756048T>A 000 001 000 058
2 160282306 T G None 29.160282306T>G_ 001 088 000 020
2 197420192 G A ENSTO0000335508.11:c415+236C>T  NM_0124334 SF3B1 NP_036565 2 29.197420192G>A 000 021 000 018
3 57864842 G T None 3,9.67864842G>T 000 033 000 034
4 167361112 A G ENSTO0000206526.12¢2292-426A>G__ NM_001083619.3 GRIAZ NP_0010770882  4.157361112A5G 000 000 002 039
8 97270208 A G ENST00000275053 8:c 607-216T>C___NM_001350599.2 MMS22L NP_001337528.1 6. 97270208A>G 000 025 000 002
8 102084049 G C ENST00000421544 6:c 2563-4208G>C__ NM_021956.5 GRIK2 NP_068775.1 6.9.102084049G>C 000 000 000 043
9 4656088 A G ENSTO0000475086 5:c177+5811T>C  NM_001353486.2 SPATASL NP_001340415.1 9.9 4856088A>G 000 032 000 023
9 126336222 G T ENSTO0000394105 6:c 2479G>T NM_015635.4 GAPVD1 NP_001269609.1 _ 9.9.126335222G>T 000 005 000 025
X 63279565 T C None X:g 63276565T>C 000 005 000 025
X 72274437 1 C None X9 72274437T>C 004 024 000 000

Das variantes

referidas acima no quadro podemos observar que apenas

existem trés variantes com elevada probabilidade de realizar o efeito obtido. com valores

significativos acima dos 0.5.

Abaixo encontra-se na tabela 4.3 pode-se visualizar todos o0s genes ja

estudados juntamente com o resultado obtido bioinformaticamente e o que se encontra

descrito na literatura.

Tabela 4.3- Resultados obtidos através da ferramenta bioinformatica. Sdo apresentadas abaixo apenas as variantes ja

estudadas, o efeito previsto pelo programa bioinformatico e o que se encontra descrito sobre as mesmas na literatura

POS REFALT

HGVSc

Protein

GromADg AF Existing_variation 5S_AGDS_ALDS_0GDS bl

24

#CHROM NM. Gene
1 172653332 G T _ENSTOD000367723 8:c 762+1706G>T NM_014283.5 _suco NP_OS5008.1 _ 1g172663332G>T _COSV55263002 _ 000 000 003 063
1 174800474 C T ENST00000251507.8 NM_001366446.1 RABGAPIL NP_001353375.1 1.9.174800474C>T rs7619824328COSV52293653 000 000 001 023
10 32907089 C T ENST00000396033.6:c.2331+1279G> NM_002211.4 ITGB1 NP_0022022 10:g.32907089C>T 0.00013281000428833067 rs200899694 000 001 000 021
10 113160663 C T ENST000000827217.2 NM_001146274.1 TCF7L2 . NP_001139746 10:9.113160663C>T COSV533363758COSV533385° 000 014 000 024
1 68179470 C A ENST00000304363.9.c.377+662G>T NM_017635.5 KMTS8 NP_060105.3 11:9.68179470C>A 6.981800197536359¢-06 rs1242113446 000 000 014 037
1" 83212903 GT G 137484 NM_001300972.1 ANKRD42 NP_001287901.1 11:9.83212914del 8.01880014478229¢-05 rs537626867 047 048 000 000
1 84318823 A G ENST000005318955 NM_001142699.3 DLG2 _ NP_001674.1 11.g.84316823A>G -  COSV54675309 000 000 000 057
13 49265956 G A 102543 NM_030911.4 CDADC1 NP_112173.1 13:9 49265956G>A 6.9780999183421955¢-06 rs 1456271345 000 000 000 023
17 44317515 C T ENST00000426726.8:c.1199-581C>T NM_0011448252 RUNDC3A NP_001138297.1 17:9.44317515C>T 2.7915000828215852¢-05 rs764379763 000 026 000 000
17 50088228 G A None NM_002204 4 ITA3 NP_002185.1 179 2.7923999368795194e-05 rs 1276437993 080 000 000 0.00
2 46958547 G T ENSTO00000394850.6:c 517+1540G>T NM_020458. 4 TTC7A NP_0651981.2 2.9 46958547G>T rs543740098 000 000 022 000
20 63941521 cC T 9 NM_017859.4 UCKL1 NP_060329.2 20.g 63841521C>T 0.0013744999887421727 041 000 000 000
3 138188400 G __GT ENST00000538260.5 NM_001363841.2 ARMCS NP_001350870.1 3:9.138188407dup 7.083499804139137¢-05 rs1446739040 037 057 000 000
) 128008089 T C ENST00000532331.5:c.2333+1061A>'NM_002844 4 PTPRK NP_002835.2 6.9.128008069T>C 2.1112999093020335¢-05 rs 1450222112 000 016 000 021
] 167893861 G A 130396 NM_001386888.1 AFDN NP_001373817.1 6.9 167893861G>A 032 0S50 000 000
7 27803133 G T ENST000000265393.10 NM_006024.7 TAX18P1 NP_006015.4 7:9.27803133G>T 6.980400030442979¢-08 rs9964997468COSV55201745 000 027 000 028
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5. Discussao de resultados

s

O objetivo geral deste estudo é a realizacdo de uma andlise exaustiva de
mutacdes intrénicas profundas ja identificadas e prever o efeito funcional dessas

mutacdes in silico no CCR.

Apbs serem obtidos dados do programa bioinformético, foi possivel dividir
informacdo em duas tabelas. A primeira tabela consiste nas variantes e genes ja
reportados clinicamente e a segunda tabela contém variantes que ainda ndo foram
reportadas clinicamente. Todos os genes referidos anteriormente tém, de alguma forma,

ligacdo ao CCR.

A variante C.121A>G provoca uma alteragdo do transcrito na posi¢cdo 50 da
proteina OSCP1 (35). Na figura 5.1 podemos observar a sequéncia de aminoacidos da
proteina e abaixo a codificacdo com a respetiva mutagéo. De acordo com o resultado
bioinformatico obtido, a variante provoca uma destruigcdo de um aceitador de splicing, o
gue pode levar a uma transcricdo do ADN incorreta e por consequéncia a proteina deixar
de ter a sua fungdo de transporte transmembranar(35). A proteina OSCP1 tem como
fungéo bioldgica a atividade de transporte transmembranar de xenobidticos (35). Esta
proteina pode também estar envolvida no desenvolvimento e/ou progressédo do
carcinoma nasofaringeo. Pode estar altamente expresso na placenta e em linhas
celulares derivadas de tumores como as do Utero, testiculo e segmentos olfativos e
mucosa nasal e em menor quantidade o timo e intestino delgado (35). Esta variante ndo

tem significado clinico reportado no clinvar.(36)

Proteina de referéncia

1 MSVRTLPLLF LNLGGEMLYI LDQRLRAQNI PGDKARKDEW TEVDRKRVLN DIISTMFNRK
61  FMEELFKPQE LYSKKALRTV YERLAHASIM KLNQASMDKL YDLMTMAFKY QVLLCPRPKD
121  VLLVTFNHLD TIKGFIRDSP TILQQVDETL RQLTEIYGGL SAGEFQLIRQ TLLIFFQDLH
181 TIRVSMFLKDK VQNNNGRFVL PVSGPVPWGT EVPGLIRMFN NKGEEVKRIE FKHGGNYVPA
241 PKEGSFELYG DRVLKLGTNM YSVNQPVETH VSGSSKNLAS WTQESIAPNP LAKEELNFLA
301 RLMGGMEIKK PSGPEPGFRL NLFTTDEEEE QAALTRPEEL SYEVINIQAT QDQQRSEELA
361 RIMGEFEITE QPRLSTSKGD DLLAMMDEL*

Proteina prevista a partir de sequéncia de codificagao variante

1 MSVRTLPLLF LNLGGEMLYI LDQRLRAQNI PGDKARKDEW AEVDRKRVLN DIISTMFNRK
61  FMEELFKPQE LYSKKALRTV YERLAHASIM KLNQASMDKL YDLMTMAFKY QVLLCPRPKD
121  VLLVTFNHLD TIKGFIRDSP TILQQVDETL RQLTEIYGGL SAGEFQLIRQ TLLIFFQDLH
181 IRVSMFLKDK VQNNNGRFVL PVSGPVPWGT EVPGLIRMFN NKGEEVKRIE FKHGGNYVPA
241 PKEGSFELYG DRVLKLGTNM YSVNQPVETH VSGSSKNLAS WTQESTAPNP LAKEELNFLA
301 RLMGGMEIKK PSGPEPGFRL NLFTTDEEEE QAALTRPEEL SYEVINIQAT QDQQRSEELA
361 RIMGEFEITE QPRLSTSKGD DLLAMMDEL*

Figura 5.1- Resultados obtidos pela ferramenta bioinformatica utilizada

para a previsdo de variantes e possiveis efeitos.
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A variante ¢.454+1820C>T de acordo com o programa bioinformético provoca a
criacdo de um dador de splicing no gene LY9. Esta variante pode levar ao splicing de
uma sequéncia adicional e, por consequéncia, a diminuicdo do tamanho da proteina. A
proteina LY9 € um recetor SLAM, ou seja, € uma molécula sinalizacdo de ativacéo
linfocitica (37,38) Estes recetores sdo desencadeados por interacbes célula-célula
provocam a ativacdo e diferenciacdo de uma grande variedade de células imunes.
Encontra-se envolvida na regulacdo e interconexdo da resposta imune inata e
adaptativa (37,38). Participa em reacdes de adesdo entre linfécitos T e células
secundarias por interacdes homofilicas. Promove a diferenciacdo de células T para
células T especificas que levam a secrecao do IL-17 (37,38) Esta proteina pode também
ser um regulador negativo da resposta imune e desativar respostas a autoanticorpos e

inibir a secrecao de IFN-gama por células CD4*T (37,38).

A variante ¢.762+1706G>T de acordo com a analise in silico provoca uma
criacdo de um aceitador de splicing no gene SUCO. Esta variante pode levar ao splicing
de uma sequéncia adicional e, por consequéncia, a diminuigdo do tamanho da proteina.
O gene SUCO codifica uma proteina de desenvolvimento necesséaria na modelagem
O6ssea durante a embriogénese tardia e regula a sintese de colagénio tipo | em
osteoblastos durante a maturacdo pos-natal, participa na sintese proteica, promove a
proliferacdo do osteoblasto, esta envolvido no ciclo celular e metabolismo celular. (39).
E uma proteina altamente expressa no pancreas e testiculos e em menor grau na
prostata, ovarios, coragao, timo, intestino delgado e bago (40,41). Um estudo publicado
sobre SUCO mostra uma superexpressdo nos tecidos do carcinoma hepatocelular
(HCC), e que a alta expressao do gene estava significativamente relacionada a baixa
taxa de sobrevivéncia dos pacientes com HCC e pode ser um potencial biomarcador
diagnostico para este cancro.(39) Outros estudos demonstraram que a falta deste gene
levou ao desenvolvimento neuronal anormal relacionado com a epilepsia e que este
gene foi encontrado expresso em cancro retal(39). Sendo um gene ligado & codificagédo

do fator de ossificagdo, presumo que ndo seja uma mutacédo driver para o CCR(39).

A proteina ativadora rab GTPase 1-like (RABGAPLL) faz parte da familia Ras.
As Rab tém como funcdo mediar a formacao de vesiculas e o seu transporte, juntamente
com actina e tubulina, e fusdo de membrana(42). O sistema de transporte de membrana
intracelular rege a secrecdo proteica durante a exocitose e a absorcao de nutrientes
extracelulares durante a endocitose em células eucaridticas. (42). Quando recrutada
pela ANK2 e levada para PI3P, inativa a RAB22A e promove o transporte para a
extremidade principal das células migratérias. Esta proteina é encontrada na medula

O0ssea em células que produzem neutréfilos, basofilos, eosindfilos e mondcitos
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desencadeando leucemias mieloides agudas. Esta mutacdo ainda néo foi reportada no
clinvar (43,44). As Rab GTPases também tém um papel importante na progressao do
cancro, sendo que ja foi estudado que existe mutacBes nas vias de sinalizacdo deste
gene. A expressao do rab25 é diminuida no cancro do célon(42). Outro estudo mostrou
que o rab25 pode funcionar como um supressor de tumor em células intestinais, levando
ao adenocarcinoma colorretal humano. A perda de Rab25 leva ao aumento da
tumorigenese por alteracdo na regulacdo do trafico de proteinas para a superficie
celular(42). A deficiéncia de rab25 promove significativamente o desenvolvimento da
neoplasia. Outros estudos também ja associaram as GTPases a migracdo e invasao do
cancro (45). Sdo anormalmente expressos em diferentes tecidos cancerigenos. Quase
70 proteinas rabs e rab-like séo codificadas pelo genoma humano(46). Sendo um gene
supressor de tumor podemos afirmar tratar-se de uma mutacdo que pode desencadear
0 processo de tumorigenese. A variante ¢.1075+1433G>T de acordo com a andlise in
silico provoca uma destruicdo de um aceitador de splicing no gene Rab GTPase no gene
TRDMT, o que pode provocar a retencdo de um intrdo e, por consequéncia a proteina

fica maior.

A proteina tRNA (citosina(38)-C(5))-metiltransferase tem uma atividade catalitica
especificamente citosinas metiladas citosina no anti c6dao de tRNA (Asp). Tem uma
maior expressao nos testiculos, ovario e timo e em niveis mais baixos no baco, prostata,
célon, intestino delgado e leucdcitos sanguineos periféricos. Esta proteina ainda nao foi

reportada na base de dados.

A variante ¢.2331+1279G>A de acordo com a andlise in silico provoca uma
criacdo de um aceitador de splicing no gene ITGB1(47). Esta variante pode levar ao
splicing de uma sequéncia adicional e, por consequéncia, a diminuicdo do tamanho da
proteina(47). A beta integrina 1 (ITGB1) é uma proteina heterométrica que contém
subunidades alfa e beta(47). Sao recetores de membrana envolvidos em varios
processos como adesdo celular e reconhecimento em varios processos como a
embriogénese, hemostasia, reparacao de tecidos, resposta imune e difusdo metastética
de células tumorais (47). Dependendo do tipo das subunidades alfa e beta, esta proteina
pode ser um recetor para o coldgeno, para fibronetina, reconhece um ou mais dominios
dentro das regifes de CS-1 e CS-5, é um receptor para fibrinogénio, para a VCAM1 e
para a lamimina, esta presente nos odécitos e estd envolvido na fusdo espermatozoides-
Ovulos(48). Estimula a migracdo de células endoteliais e esta envolvido na promocéo da
motilidade celular endotelial e angiogénese(48). O ITGA5:ITGB1 atua como receptor de

fibrillina-1 (FBN1) e media a adesdo celular dependente de R-G-D ao FBN1 ja o
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ITGAS:ITGB1 é um receptor para IL1B e a vinculagdo € essencial para a sinalizacdo
IL1B e Reduz ligeiramente a interagdo com o ACAP1(48).

O fator de transcricdo 7 like 2 (TCFL2), participa ha homeostase da glicose no
sangue e do tecido intestinal (49)(50). Codifica um fator de transcricdo de alta
mobilidade (HMG) que desempenha um papel fundamental na via de sinalizagcdo Wnt.
Atua como repressor na auséncia de CTNNB1 e como ativador na presenca do
mesmo(49). E uma proteina necessaria para a manutencdo do compartimento epitelial
de células-tronco do intestino delgado. Mutacdes neste gene estdo associadas a um
risco aumentado de desenvolver diabetes tipo 2. Existe expressdo deste gene por
exemplo em gordura e no coélon(49). E um gene com uma grande frequéncia de
mutacdes em CCR e normalmente encontra-se subexpresso no cancro retal primario
resistente & quimioterapia(50). A grande maioria dos tumores colorretais tém mutacdes
na via Wnt/B-Catenin que por consequéncia afetam a proliferacdo, migragdo, invasao e
a capacidade de iniciagdo tumoral das células do CCR (50). Com esta afirmagéo
podemos dizer que esta mutagdo serd uma mutacao driver. Estudos demonstram que a
necessidade vital deste gene em células intestinais saudaveis é amplamente perdida no
curso da carcinogénese colorretal. As células do CCR deficientes de TCF7L2 aumentam

a motilidade e a invasao do cancro(50).

A proteina Disintegrina e metaloprotease que contém o dominio 8 (ADAMS) é
uma proteina de membrana estruturalmente relacionada a desintegrinas de veneno de
cobra(51). Esta envolvida em vérios processos tais como intera¢des célula- célula e
matrizes celulares como fertilizacdo, desenvolvimento muscular e neurogénese(51). O
splicing alternativo resulta em varias variantes de transcricao(52). Através do programa
bioinfomatico, a variante ¢.958-109A>G vai provocar uma destruicdo e um aceitador de
splicing no gene ADAMS. Por consequéncia da variante pode provocar a retencéo de

um intrdo e, por consequéncia a proteina fica maior(52).

A Histona-lysina N-metiltransferase (KMT5B) codifica uma proteina que contém
0 dominio SET que sdo dominios de interacdo proteina-proteina que medeiam
interacbes com proteinas semelhantes as fosfatases(53). Varias variantes de
transcricdo que codificam diferentes isoformas foram encontradas para este gene(53).
E uma proteina que regula a transcricdo e manutencdo da integridade do genoma(54).
Também tem a fungcdo na miogénese regulando a expressao de genes-alvo, como o
EID3.Facilita a formacdo de focos apés danos no ADN e a reparacao do ADN néao
homologo(54). Quando ocorre mutacbes neste gene pode haver formacdo de um

retardo mental autossémico dominante 51(54). A variante ¢.377+662G>T de acordo
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com o programa bioinformatico leva & criagdo de um aceitador de splicing no gene
KMT5B(54). Esta variante pode provocar alteracdes na fungéo da proteina por exemplo
no reparo do ADN. A variante pode levar ao splicing de uma sequéncia adicional e, por

consequéncia, a diminuicdo do tamanho da proteina(54).

A ALGS8 alfa-1,3-glucosyltransferase (ALG8) catalisa a adicdo do segundo
residuo de glicose ao percursor de oligossacarideo ligado ao lipido(55). Esta proteina
também é necesséria para a maturacdo do pkdl/ policistina 1 e localizacao para a
membrana plasméatica(55). Mutacdes neste gene tém sido associadas a desordem
congénita da glicosylation tipo |h (CDG-Ih) e doenca hepética policistica 3(56). A
mutacao ¢.369-17C>A de acordo com o resultado obtido in silico, leva & destruicdo de
um aceitador de splicing no gene ALG8(56). Esta variante pode provocar a retencao de

um intrdo e, por consequéncia a proteina fica maior(56).

A Discos grandes homologos 2 (DLG2) € uma proteina utilizada na percecao da
dor crénica através de um recetor NMDA(57). Regula a expressao de recetores NMDA
em neurdnios, interage com a cauda do citoplasma das subunidades recetoras
NMD(58). Interage com a cauda citoplasmatica das subunidades recetoras NMDA, bem
como com canais de potassio. Regula também a estabilidade sinaptica em sinapses
colinérgicas. Existe uma alta expressdo desta proteina no cérebro e glandula
adrenal(57,58).

A proteina da familia transportadora solute 37 membro 2 (SLC37A2) é um anti
transportador da glicose 6-fosfato(59). Transporta a glicose citoplasmatica no limem do
reticulo endoplasmatico e transportar o fosfato inorgéanico na direcdo oposta(59). Pode
ndo desempenhar um papel na regulacdo homeostatica dos niveis de glicose no
sangue(59). E expressa me varios locais tais como na glandula adrenal e glandula
salivar. Expressdo ampla na glandula adrenal (RPKM 13.0), glandula salivar(60). A
variante ¢.*29+122G>T de acordo com a andlise in silico vai criar um aceitador de
splicing. Esta variante pode levar ao splicing de uma sequéncia adicional e, por
consequéncia, a diminuicdo do tamanho da proteina. Esta variante pode também fazer

alteracdes na estrutura ou fungéo da proteina. SLC37A2.(60)

O gene CDADC1 tem a funcdo de catalisar a deaminacdo da citidina e
desoxicytidina em uridina e desoxiuridina, respectivamente e desempenha um papel

importante no desenvolvimento testicular e espermatogénese(61).
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Fosphatidylinositol glicano ancora biossintese classe H (PIGH) € uma proteina
que codifica uma proteina associada ao ritlume endoplasmatico que esta envolvida na
biossintese de glicosylphosphatidylinoll (GPI1)(62) Esta proteina € encontra-se em
células sanguineas a superficie celular(63). A proteina codificada por este gene é uma
subunidade do GPI N-acetylglucosaminyl (GIcNAc) transferase que transfere GICNAc
para fosphatidylinositol (PI) no reticulo endoplasmatico(63). A variante.474+325G>A no
gene acima referido levou a criacdo de um aceitador de splicing de acordo com o
resultado bioinformatico. Esta variante pode levar ao splicing de uma sequéncia

adicional e, por consequéncia, a diminuicdo do tamanho da proteina

A proteina CKLF como dominio transmembranar marvel 3 pertence a uma familia
de quimiocina sendo proteinas de sinalizacdo. Estes encontram-se localizados no
cromossoma 16(64). A variante encontrada neste gene, ¢.400-87G>T, de acordo com o
programa bioinformatico, leva a destruicdo de um aceitador de splicing(64). Com esta
variante a proteina pode provocar a retengdo de um intrdo e, por consequéncia a
proteina fica maior(64). Ja foram descobertas variantes neste gene com diferentes 5’

UTRs mas que acabavam por codificar a mesma proteina(64).

Dominio RUN com 3A é uma proteina que tem efeito de RAP2A em células
neuronais com funcdo reguladora de GTPases, regulacdo positiva na sinalizagdo
mediada pelo CGMP e transducdo de sinal mediado pela GTPase(65,66). Esta é
encontrada em varios tecidos sendo em maior percentagem no cérebro e na glandula
adrenal. A variante encontrada neste gene foi ¢.1199-581C>T, e tem como efeito a
destruicdo de um aceitador de splicing(65,66). Esta variante pode provocar a retencao

de um intrdo e, por consequéncia a proteina fica maior(65,66).

A Integrina alfa-3/beta-1 (ITA3) é uma proteina recetora para fibronectina,
laminina, colagénio, epiligrina, trombospondina e CSPG4(67,68). Esta proteina participa
em processos de adeséo, formacao de processos de degradacao e matriz, promovendo
assim a invasdo celular. Ndo tem ainda significancia clinica comprovada no
clinvar(67,68).

O gene ribossémico S9 (RPS9) codifica um componente da subunidade 40S(69).
Os ribossomas contém uma subunidade 40S e outra 60S que, juntas contém 4 espécies
de ARN e aproximadamente 80 proteinas estruturalmente distintas(69). Esta proteina
pertence & familia S4P e esta localizada no citoplasma(69). Foi observado diferentes
expressdes deste gene nos cancros colorretais quando comparadas com os tecidos
normais adjacentes, mas ainda ndo foi demonstrado que a elevada expressdo deste

gene induza a uma maior gravidade da doenca(69). A variante encontrada neste gene
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foi €.221-11866G>A, e tem como efeito a destruicdo de um aceitador de splicing. Esta
variante pode provocar a retencdo de um intrdo e, por consequéncia a proteina fica

maior.

O gene TTC7A é Tetratricopeptida com repeticdo na proteina 7. Faz parte de
Varios processos bioldgicos, tais como ciclo celular, transporte de proteinas, secrecao e
controlo de proteinas (70). E um componente necesséario para a localizacdo do
fosfattidylinositol 4-quinase (PI4K) na membrana plasmatica. Esta proteina atua como
um regulador da sintese do fosfatilinositol 4-fosfato(71). Existe variantes neste gene que
interrompem o desenvolvimento intestinal causando uma doenca inflamatéria intestinal
precoce e atresia intestinal(72). A variante encontrada neste gene, ¢.517+1540G>T, de
acordo com o programa bioinformético, ira levar & criagdo de um dador de splicing. Esta
variante pode levar ao splicing de uma sequéncia adicional e, por consequéncia, a
diminuicdo do tamanho da proteina(72). O splicing alternativo resulta em varias
variantes de transcricdo(72).A caracteristica marcante da deficiéncia TTC7A a variagéo

de mutacgdes intestinais(73). Assim sendo podera ser uma mutacao driver em CCR.

A proteina do fator splicing com subunidade 3B é um componente do complexo
de splicing no pré-mARN do gene SF3B. E uma proteina necessaria para montar o
complexo(74). A ligacdo estavel do U2 snRNP a sequéncia do ponto de ramificagdo
(BPS) no pré-mRNA. Poderd também estar envolvido na ligacdo do complexo E e no
splicing de intrdes nucleares pré-mARN(74). A variante encontrada, ¢.415+236C>T, e
apos andlise bioinforméatica vai provocar uma destruicdo de um aceitador de splicing.
pode provocar a retengdo de um intréo e, por consequéncia a proteina fica maior. Existe
formacao de vérias variantes de transcricao a codificar diferentes isoformas através do
splicing alternativo. Podera ser uma das consequéncias da variantes encontrada(75).

Este gene é encontrado no linfonodo, medula dssea, entre outros tecidos(75).

A proteina Uridine-cytidine quinase-like 1 codificada pelo gene UCKL1 é uma
guinase uridina(76). Tem uma atividade catalitica como a uridina- citidina quinase(76).
A quinase uridina esté envolvida numa sintese aprimorada do ARN, ou seja, é regulado
em células cancerigenas(77). Tem a funcao de ligante ao antigénio nuclear Epstein-Barr
3 e a NK(78). Esta envolvida no primeiro passo da subcamada que sintetiza o CTP a
partir da citidina. Este processo faz parte do metabolismo da pirimidina(76,78). Esta
também pode ajudar no acumular de UTP para a transformacéo e proliferacdo. As
moléculas NK estdo associadas a degradacado da proteina UCKL1, quando em contato
com elas(78). O splicing alternativo resulta em varias variantes de transcrigdo. Esta

proteina pode estar expressa em varios tecidos tais como baco, ovarios e célon(78). A
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atividade catalitica das quinases uridinas € aumentada de 5 a 13 vezes em Varios
tumores como no do célon, por exemplo. A baixa regulagdo do UCKL1 faz com que haja
uma proliferacéo celular mais lenta e acabam por sofrer apoptose(77). As células com
baixa quantidade de UCKL1 sdo mais propensas ao reconhecimento de células NK.
(77). Um estudo procurou averiguar se UCKL-1 desempenhava um papel importante na
sobrevivéncia das células tumorais. No entanto, o estudo demonstrou que havia uma
maior expressdo deste gene em pacientes de HCC mas que ndo aumenta

significativamente a probabilidade de desenvolver cancro(77).

ARMCS8 é uma proteina que contém repeticdes de tatu 8 e tem como funcgéo a
regulagéo da migragéo celular, proliferagéo, manutencgéo tecidual, transducgéo de sinais
e tumorigenese(79,80). Esta proteina esta presente em varios tecidos mas tem maior
expressao na medula éssea e tiroide. Também € expressa no c6lon, mas em menor
percentagem(81). Em estudos recentes mostram que armc8 estd envolvido na
degradagédo da e-Catherine e cateninas associadas a tumores malignos(79). Ja foi
mostrado em estudos anteriores que o nivel de expressao do armc8 é maior no cancro
do célon quando comparado com os tecidos normais do célon e por consequéncia esta

associado a um pior estagio, e prognéstico(79,82).

O gene Gria 2 codifica o receptor inotropico de glutamato AMPA subunidade tipo
2 que funciona como um canal de ides com ligacdo ao sistema nervoso central(83). E
uma proteina importante na transmisséo sinaptica excitatoria L- glutamato e atua como
neurotransmissor excitatorio em sinapses no sistema nervoso central, predominante no
cérebro dos mamiferos e sdo ativados em uma variedade de processos
neurofisioldgicos normais(83). Quando entra em contato com o L-glutamato o canal de
calcio abre e converte o sinal quimico em impulso elétrico(83). Vérios estudos sugerem
gue a edicdo do pré- mARN ¢é essencial para a funcéo cerebral e a edigédo defeituosa do
ARN pode ser relevante para etiologia lateral amiotréfica(84). A variante ¢.2292-426A>G
encontrada neste gene, de acordo com o programa bioinformético leva & criacdo de um
aceitador de splicing(84). Esta variante pode levar ao splicing de uma sequéncia
adicional e, por consequéncia, a diminuicdo do tamanho da proteina. O Splicing

alternativo leva a variantes de transcrigdo codificando diferentes isoformas(84).

O gene MMS22 codifica a proteina de reparacdo de ADN. E uma proteina
necessaria para manter a integridade do genoma durante a replicacdo do ADN,
reconhecendo e reparando o ADN(85). Esta proteina também se pode ligar & proteina
associada & histona NFKBIL2 e ajuda a regular o estado da cromatina. Este gene esta

subre expresso no cancro do pulmao e es6fago(86). A variante ¢.607-216T>C no gene
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MMS22, de acordo com o programa bioinformético, leva a destruicdo de um aceitador
de splicing. Esta variante pode provocar uma disfuncdo da proteina ou a nivel de
estrutura, pode provocar a retencdo de um intréo e, por consequéncia a proteina fica

maior.

O gene GRIK2 codifica a proteina que € um receptor ionotropico de L-glutamato
pertencente & familia kainate da subunidade 2(87). Estes sdo recetores
neurotransmissores excitatérios em muitas sinapses do sistema nervoso central que
existem predominantemente em mamiferos e s&o ativados em processos
neurofisioldgicos(87,88). A subunidade codificada por este gene esta sujeita a
alteracGes de ARN para alterar a estrutura e funcdo do complexo do recetor. Variantes
de splicing na transcricdo ja foram descobertas e estdo associadas a incapacidade
cognitiva autossdmica recessiva. Este gene é expresso no cérebro, coracao e outros 5
tecidos(88).

O gene PTPRK codifica o recetor tyrosina phosphatase tipo K. E uma proteina
pertencente a uma subfamilia de fosfatos de proteina ligada & membrana(89,90). Os
PTP sé@o moléculas de sinalizagdo que regulam varios processos celulares tais como o
crescimento celular, diferenciacdo e transformacgéo oncogénica(91). Possui uma regido
extracelular, uma regidao transmembranar e dois dominios cataliticos(91). Estudos
demonstraram que o PTPRK tem desfosforilado o receptor de fator de crescimento
epidérmico (EGFR) e, posteriormente, proibe a proliferacdo de células epidérmicas
(EGF)-mediadas de células epiteliais e queratinécitos(89). Este gene encontra-se em
varios tecidos como por exemplo no célon(91). Outros estudos mostram que este gene
age como um supressor de tumor em tumores enddécrinos esporadicos e carcinoma
intestinal juvenil(89). A desregulacdo do PTPRK aumenta a suscetibilidade as lesbes
intestinais, incluindo neoplasia intraepitenélial, adenoma e adenocarcinoma(92). A
variante ¢.2333+1061A>G encontrada no gene acima referido, de acordo com o
programa bioinformatico leva a criagcdo de um aceitador de splicing ou seja, esta variante
levou ao splicing de uma sequéncia adicional e, por consequéncia, a diminuicdo do

tamanho da proteina.

O gene AFDN codifica a proteina afadin que estd evolvida na sinalizagdo e
organizacao de juncdes celulares durante a embriogénese(93). Também foi descrito
como proteina de fusdo do gene de leucemia linfoblastica aguda e leucemias mieloides
agudas(94). Foram descritas varias variantes de splicing de transcricdo onde
codificaram diferentes isoformas do gene. Este gene encontra-se expresso no eséfago,

pulm&o, célon, entre outros(94).
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O gene TAX1BP1 codifica a proteina vinculante taxl 1 que tem como funcgéo

inibir apoptose induzida pelo TNF mediando a atividade anti-apopt6dtica TNFAIP3. Pode

desempenhar um papel de sinalizagcdo de citocina pro-inflamatéria(95). Foram

encontradas variantes de splicing de transcricdo codificando diferentes isoformas para

0 gene. Este gene encontra-se expresso em varios tecidos tais como na glandula
adrenal, tiroide, colon, entre outros(96).

A variante ¢.2479G>T de acordo com o programa bioinformatico leva a criacédo
de um aceitador de splicing. Os efeitos desta variante podem ser observados na figura
5.2 onde se verifica uma dele¢éo a partir do nucleétido 827 na proteina GAPVD1, ou
seja, esta variante levou ao splicing de uma sequéncia adicional e, por consequéncia, a
diminuicdo do tamanho do transcrito (97). A proteina GAPVD1 participa em processos
de endocitose, internalizagédo do recetor de insulina e no transporte de LC2A4/GLUT4 e
ativa as GTPases quando existe troca de nucleétidos de guanina para a proteina rab31
relacionada com a ras(98,99). Na auséncia de insulina o rab31 é mantido ativo e
promove ciclos entre vesiculas de armazenamento. Com a estimulacdo da insulina, a
proteina é translocada para a membrana plasmatica libertando LC2A4/GLUT4. Também
tém funcdo de transporte e degradacdo do EGFR(98). Encontra-se localizada no

citoplasma, endossomas e membrana plasmatica(99).

Proteina de referéncia Proteina prevista a partir de sequéncia de codificagdo variante

1 MVKLDIHTLA HHLKQERLYV NSEKQLIQRL NADVLKTAEK LYRTAWIAKQ QRINLDRLII 1 MVKLDIHTLA HHLKQERLYV NSEKQLIQRL NADVLKTAEK LYRTAWIAKQ QRINLDRLII
61 TSAEASPAEC CQHAKILEDT QFVDGYKQLG FQETAYGEFL SRLRENPRLI ASSLVAGEKL 61 TSAEASPAEC CQHAKILEDT QFVDGYKQLG FQETAYGEFL SRLRENPRLI ASSLVAGEKL
121 NQENTQSVIY TVFTSLYGNC IMQEDESYLL QVLRYLIEFE LKESDNPRRL LRRGTCAFSI 121 NQENTQSVIY TVFTSLYGNC IMQEDESYLL QVLRYLIEFE LKESDNPRRL LRRGTCAFSI
181 LFKLFSEGLF SAKLFLTATL HEPIMQLLVE DEDHLETDPN KLIERFSPSQ QEKLFGEKGS 181 LFKLFSEGLF SAKLFLTATL HEPIMQLLVE DEDHLETDPN KLIERFSPSQ QEKLFGEKGS
241 DRFRQKVQEM VESNEAKLVA LVNKFIGYLK QNTYCFPHSL RWIVSQMYKT LSCVDRLEVG 241 DRFRQKVQEM VESNEAKLVA LVNKFIGYLK QNTYCFPHSL RWIVSQMYKT LSCVDRLEVG
301 EVRAMCTDLL LACFICPAVV NPEQYGIISD APINEVARFN LMQVGRLLQQ LAMTGSEEGD 301 EVRAMCTDLL LACFICPAWW NPEQYGIISD APINEVARFN LMQVGRLLQQ LAMTGSEEGD
361 PRTKSSLGKF DKSCVAAFLD WWIGGRAVET PPLSSVNLLE GLSRTVWYIT YSQLITLVNF 361 PRTKSSLGKF DKSCVAAFLD WWIGGRAVET PPLSSVNLLE GLSRTVVYIT YSQLITLVNF
421 MKSVMSGDQL REDRMALDNL LANLPPAKPG KSSSLEMTPY NTPQLSPATT PANKKNRLPI 421 MKSVMSGDQL REDRMALDNL LANLPPAKPG KSSSLEMTPY NTPQLSPATT PANKKNRLPI
481 ATRSRSRTNM LMDLHMDHEG SSQETIQEVQ PEEVLVISLG TGPQLTPGMM SENEVLNMQL 481 ATRSRSRTNM LMDLHMDHEG SSQETIQEVQ PEEVLVISLG TGPQLTPGMM SENEVLNMQL
541 SDGGQGDVPY DENKLHGKPD KTLRFSLCSD NLEGISEGPS NRSNSVSSLD LEGESVSELG 541  SDGGQGDVPV DENKLHGKPD KTLRFSLCSD NLEGISEGPS NRSNSVSSLD LEGESVSELG
601 AGPSGSNGVE ALQLLEHEQA TTQDNLDDKL RKFETRDMMG LTDDRDISET VSETWSTDVL 601 AGPSGSNGVE ALQLLEHEQA TTQDNLDDKL RKFEIRDMMG LTDDRDISET VSETWSTDVL
661 GSDFDPNIDE DRLQETAGAA AENMLGSLLC LPGSGSVLLD PCTGSTISET TSEAWSVEVL 461 GSDFDPNIDE DRLQEIAGAA AENMLGSLLC LPGSGSVLLD PCTGSTISET TSEAWSVEVL
721 PSDSEAPDLK QEERLQELES CSGLGSTSDD TDVREVSSRP STPGLSVVSG ISATSEDIPN 721 PSDSEAPDLK QEERLQELES CSGLGSTSDD TDVREVSSRP STPGLSVVSG ISATSEDIPN
781 KIEDLRSECS SDFGGKDSVT SPDMDEITHD FLYILQPKQH FQHIEAEADM RIQLSSSAHQ 781 KIEDLRSECS SDFGGKDSVT SPDMDEITHD FLYILQPKQH FQHIEA*

841 LTSPPSQSES LLAMFDPLSS HEGASAVVRP KVHYARPSHP PPDPPILEGA VGGNEARLPN
901 FGSHVLTPAE MEAFKQRHSY PERLVRSRSS DIVSSVRRPM SDPSWNRRPG NEERELPPAA
961 AIGATSLVAA PHSSSSSPSK DSSRGETEER KDSDDEKSDR NRPWWRKRFV SAMPKAPIPF
1021 RKKEKQEKDK DDLGPDRFST LTDDPSPRLS AQAQVAEDIL DKYRNAIKRT SPSDGAMANY
108 ESTEVMGDGE SAHDSPRDEA LQNISADDLP DSASQAAHPQ DSAFSYRDAK KKLRLALCSA
1141 DSVAFPVLTH STRNGLPDHT DPEDNEIVCF LKVQIAEAIN LQDKNLMAQL QETMRCVCRF
1201 DNRTCRKLLA SIAEDYRKRA PYIAYLTRCR QGLQTTQAHL ERLLQRVLRD KEVANRYFTT
1261 VCVRLLLESK EKKTREFIQD FQKLTAADDK TAQVEDFLQF LYGAMAQDVI WQNASEEQLQ

1321 DAQLAIERSV MNRIFKLAFY PNQDGDILRD QVLHEHIQRL SKVVTANHRA LQIPEVYLRE
1381 APWPSAQSEI RTISAYKTPR DKVQCILRMC STIMNLLSLA NEDSVPGADD FVPVLVFVLI
1441 KANPPCLLST VQYISSFYAS CLSGEESYWW MQFTAAVEFI KTIDDRK*

Figura 5.2 Codificagdo da proteina normal a esquerda e codificagdo da proteina mutada a direita
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6. Conclusbes e Perspetivas Futuras

6.1. Conclusbes do presente estudo

O objetivo deste trabalho era realizar uma andlise exaustiva de mutacdes
intronicas profundas ja identificadas e prever o efeito funcional dessas mutagdes através
de uma analise in silico. Através do programa bioinformatico, foi possivel obter dados e
dividi-los em dois grupos. O primeiro grupo sdo as variantes que ainda nao foram
reportadas clinicamente onde esta inserida a variante intrénica ¢.221-11866G>A que
corresponde ao gene RPS9. Este gene ja foi observado em CCR, mas nao existe ainda

confirmacéo que a sua elevada expressao induz uma maior gravidade da doenca.

O segundo grupo € constituido por variantes e genes que ja foram reportados
clinicamente. Neste grupo esta incluida a variante ¢.2333+1061A>G correspondente ao
gene PTPRK que regula varios processos celulares tais como o crescimento celular,
diferenciagéo e transformacao oncogénica e ja foi encontrado no colon. Outros estudos
mostraram que este gene age como um supressor de tumor em tumores enddcrinos
esporadicos e carcinoma intestinal juvenil e que a desregulacdo do PTPRK aumenta a
suscetibilidade as les@es intestinais, incluindo adenoma e adenocarcinoma. Outra
variante que pertence a este grupo é a c.2331+1279G>A que corresponde ao gene
ITGB1, que é um recetor de membrana envolvido em varios processos, como a adesao
celular e reconhecimento em varios processos como a embriogénese, hemostasia,
reparacdo de tecidos, resposta imune e difusdo metastatica de células tumorais. Foi
demonstrado que estimula também a migragéo de células endoteliais e esta envolvido

na motilidade celular endotelial e angiogénese.

Existem diversas variantes envolvidas no CCR mas, para a maioria das variantes
ainda ndo existem informacfes ou estudos realizados neste tipo de cancro em
especifico, demonstrando-se assim importante estudar mais aprofundadamente estas
mutacdes e direcionar o estudo para o CCR, de modo a perceber se, por exemplo,
poderdo ser um biomarcador deste tipo de cancro ou que caracteristicas e funcdes

podera ter neste cancro.

6.2. Perspetivas futuras

Realizacao de estudos a nivel laboratorial para confirmagédo dos dados obtidos
in silico das variantes. Seria também interessante estudar as variantes que ainda nao
tém significado clinico reportado de modo a perceber melhor as suas caracteristicas e

0 que realmente as relaciona com o cancro colorretal.
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