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1. INTRODUCAO



1. Introducao

A compreensdo das doencas de supercrescimento segmentar avangou
significativamente nos ultimas anos, impulsionada pelo progresso da genética molecular
e pelo advento da medicina de precisdo. (1)) Entre essas condigdes, destaca-se o espectro
de supercrescimento relacionado a PIK3CA (PROS, do inglés PIK3CA-Related
Overgrowth Spectrum), uma entidade caracterizada pela presenga de mutagdes somaticas
em mosaico no gene PIK3CA que causa ativagdo desregulada da via intracelular PI3K-
AKT-mTOR.* % Essas alteracdes geram um conjunto heterogéneo de fendmenos
clinicos, que incluem malformagdes vasculares, crescimento segmentar anormal de
tecidos, anomalias musculoesqueléticas e envolvimento neurolégico variavel .7

As doencgas que fazem parte do espectro PROS sdo consideradas raras e tem uma
incidéncia de 5 em 100.000 habitantes. Seu reconhecimento e a classificagdo sdo
relativamente recentes, ¢ refletem a integragio entre dados fenotipicos e moleculares.
3 Entretanto, o diagndstico ainda é desafiador. A natureza em mosaico das mutagdes, sua
baixa carga em muitos tecidos, a variabilidade fenotipica e as limitagdes técnicas dos
métodos moleculares dificultam a confirmag¢do genética em varios casos, tornando
fundamental a anélise clinica criteriosa.* %9

Além do espectro PROS, outras sindromes genéticas também estdo associadas a
desregulagdo da via PI3K-AKT-mTOR, e compartilham manifestacdes clinicas
semelhantes, como supercrescimento segmentar, malformacdes vasculares e anomalias
do desenvolvimento. Essas condi¢des incluem doengas causadas por mutagdes somaticas
ou germinativas em genes distintos, mas convergentes na mesma via de sinalizagado, e
representam diagnodsticos diferenciais importantes diante de quadros fenotipicos
superponiveis.>7- 10

Neste contexto, o presente estudo visa investigar o desempenho da bidpsia
molecular na deteccdo de mutagdes em pacientes com fendtipo clinico de sindrome de
supercrescimento, analisando a sensibilidade e especificidade do método, e discutindo
suas limitagdes frente 4 medicina de precisdo.”> ' 12 A seguir, serdo abordados os
principais conceitos que embasam o tema, a classificacdo das sindromes relacionadas, os

desafios diagnodsticos e as perspectivas terapéuticas emergentes.

1.1 Sindrome relacionadas a via PIK3CA/AKT/mTOR




A via de sinalizagdo celular PI3K-AKT-mTOR desempenha papel central na
regulacio do crescimento, proliferacdo, metabolismo e sobrevivéncia celular. > 13
Alteragdes genéticas que hiperativam essa cascata sinalizadora sdo responsaveis nao
apenas pelo espectro de supercrescimento relacionado a PIK3CA (PROS), mas também
por diversas outras sindromes de supercrescimento e malformagdes, algumas

pertencentes a0 PROS e outras consideradas condigdes distintas.(1?

1.2 Sindrome relacionadas a via PIK3CA/AKT/mTOR no Espectro PROS

1.2.1 Aspectos Genéticos

O espectro de supercrescimento relacionado a PIK3CA (PROS) compreende um
grupo de condicdes genéticas caracterizadas por supercrescimento segmentar de tecidos,
malformagdes vasculares e anomalias musculoesqueléticas, causadas por mutagdes
soméaticas em mosaico no gene PIK3CA.? ' Estas muta¢des ocorrem pos-zigoticamente,
levando a um mosaico de células normais e células mutadas no organismo, o que confere

variabilidade significativa de apresentacdo clinica entre os pacientes (figura 1).
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Figura 1: Mosaico de células normais e mutadas no organismo apos a formagao do

zigoto, conferindo variabilidade significativa na apresentacao clinica.



O gene PIK3CA esta localizado no nucleo das células humanas, pois integra o
DNA gendmico, mais precisamente na posi¢ao 3q26.32 do braco longo do cromossomo
3. Como todos os genes codificadores de proteinas, sua localizacdo ¢ nuclear, sendo
transcrito em RNA mensageiro (RNAm) por mecanismos celulares proprios da
transcricdo. Apds a transcrigdo, 0 RNAm do PIK3CA ¢ transportado para o citoplasma,
onde ¢ traduzido nos ribossomos para a producdo da proteina p110a, que corresponde a
subunidade catalitica da enzima fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K). Essa proteina atua
em conjunto com a subunidade regulatéria p85, formando o complexo funcional PI3K. A
localizagdo funcional da enzima PI3K ¢ predominantemente no citoplasma, onde se
associa a face interna da membrana plasmatica. Essa localizacdo ¢ essencial, pois € nesse
compartimento que ocorre a conversao de PIP2 (fosfatidilinositol-4,5-bifosfato) em PIP3
(fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato), passo inicial da via de sinalizacdo intracelular
PI3K/AKT/mTOR, responsavel por processos como crescimento celular, metabolismo,
proliferagio e sobrevivéncia.(!¥

Na sindrome PROS, as mutagdes somaticas no gene PIK3CA ocorrem em células
pos-zigoticas, durante o desenvolvimento embrionario, resultando em mosaicismo
somatico. Isso significa que apenas uma fracdo das células do organismo carrega a
mutacdo, levando ao surgimento de areas localizadas de crescimento anormal. Essas
mutagdes se manifestam clinicamente em tecidos derivados do mesoderma e do
ectoderma, como pele, tecido adiposo, vasos sanguineos, musculo e osso, de forma
assimétrica e segmentar.'> Em condi¢des normais, a ativacdo de receptores de tirosina
quinase na superficie celular, em resposta a fatores de crescimento, desencadeia a ativagao
da PI3K, que converte PIP2 (fosfatidilinositol-4,5-bifosfato) em PIP3 (fosfatidilinositol-
3.,4,5-trifosfato). O PIP3 atua como segundo mensageiro, recrutando e ativando a proteina
quinase AKT, que por sua vez ativa o complexo mTOR (mTORCI e mTORC2),
promovendo crescimento celular, sintese proteica, proliferagdo e sobrevivéncia. 7

Para facilitar a compreensdo da via de sinalizagdo implicada, apresenta-se abaixo

um esquema simplificado, também representado na figura 2:
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Figura 2: Ativagdo da via PI3K-AKT-mTOR mediada pelo gene PIK3CA.

Nas sindromes PROS, mutagdes ativadoras em PIK3CA levam a ativacao
constitutiva da via PI3K-AKT-mTOR, ou seja, a via esta permanentemente “ligada”,
fazendo com que as células crescam, se multipliquem e sobrevivam de forma anormal,
mesmo sem sinal externo (como um fator de crescimento). Essa ativagdo ininterrupta
resulta em proliferacdo celular descontrolada, crescimento desorganizado dos tecidos e
formagdo de malformagdes vasculares e lipomatosas.(> 7 As mutagdes mais comuns
identificadas em pacientes com PROS sdo aquelas localizadas nos chamados "hotspots",
notadamente as variantes ¢.3140A>G (p.His1047Arg), ¢.3140A>T (p.His1047Leu),
¢.1624G>A (p.Glu542Lys) e ¢.1633G>A (p.Glu545Lys).(L ¥

O mosaicismo, conceito central na fisiopatologia do PROS, implica que apenas
uma fracdo das células do individuo carrega a mutagdo. A propor¢do de células mutadas
¢ a sua distribuicdo tecidual determinam a gravidade e a extensdo do fenétipo clinico.®
Quando a mutacdo ocorre em fases precoces do desenvolvimento embrionario, mais

tecidos serdo acometidos; mutagdes tardias resultam em manifestagdes mais localizadas



(Chang, 2017). Essa distribuicdo heterogénea dificulta o diagndstico molecular, ja que
amostras como sangue periférico podem ndo conter quantidade suficiente de células
mutadas para detecgdo.(®

Este eixo de sinalizagdo ¢ crucial na fisiologia celular normal. Quando
desregulado por mutacdes como aquelas observadas no PROS, gera-se uma cascata de
alteracdes teciduais que culminam nas manifestagdes clinicas de supercrescimento
segmentar e malformagdes vasculares.(!”

Assim, a sindrome PROS ¢ essencialmente uma doenca de desenvolvimento, na
qual um erro molecular na regula¢do do crescimento celular resulta em manifestacdes

clinicas variaveis, dependendo da localizagdo € extensdo do mosaicismo.®
1.2.2  Aspectos Fendtipos

O espectro PROS inclui uma variedade de sindromes causadas por mutagdes
somaticas em mosaico no gene PIK3CA, todas caracterizadas pela ativagdo continua da
PI3K e consequente supercrescimento segmentar, frequentemente acompanhado de
malformagdes vasculares e alteragdes esqueléticas.* 9 As principais entidades clinicas

reconhecidas dentro desse espectro sio:

a) Sindrome de CLOVES (Congenital Lipomatous Overgrowth, Vascular
malformations, Epidermal nevi, Skeletal anomalies): caracteriza-se por lipomatose
congénita assimétrica, frequentemente infiltrativa, malformacdes vasculares complexas,
nevos epidérmicos e alteracdes musculoesqueléticas, como escoliose, assimetrias dsseas
e displasias vertebrais. E uma das formas mais amplamente reconhecidas dentro do
PROS, com comprometimento multissistémico variavel. (¥

b) Sindrome MCAP (Megalencephaly-Capillary Malformation Syndrome):
apresenta-se com macrocefalia cerebral significativa (megalencefalia), malformacdes
capilares cutaneas (com distribuicdo em rede ou manchas rdseas), hipotonia, anomalias
do corpo caloso e, em muitos casos, déficit cognitivo. Pode haver ainda polimicrogiria,
hidrocefalia e epilepsia refratéria, refletindo o envolvimento cerebral difuso.('”

C) Sindrome de Klippel-Trénaunay (KTS): marcada pela triade de malformagao
venosa capilar (geralmente mancha vinho do porto), varizes displasicas e hipertrofia de
tecidos moles e ossos, geralmente limitada a um membro inferior. A assimetria de
membros e a presenca de linfedema sdo frequentes, assim como complicagdes vasculares

como trombose e sangramento.?)



d) Supercrescimento Fibroadiposo (FAO - Fibroadipose Overgrowth),
Hemihipertrofia com Lipomatose Multipla (HHML - Hemihyperplasia—Multiple
Lipomatosis), Anomalia Vascular Fibroadiposa (FAVA - Fibro-adipose Vascular
Anomaly) : apresentam-se com hipertrofia assimétrica de partes moles,
predominantemente de padrdo fibroadiposo, com distribuicdo segmentar. Pode haver
multiplos lipomas ndo encapsulados, além de assimetria esquelética discreta. Sdo formas

fenotipicas mais limitadas dentro do espectro.!

e) Megalencefalia Displasica (DMEG - Dysplastic Megalencephaly): caracterizada
por aumento do volume cerebral associado a alteragdes arquitetdnicas do cortex, como
polimicrogiria e heterotopia. Os pacientes apresentam retardo no desenvolvimento
neuropsicomotor, epilepsia e, em alguns casos, macrocefalia progressiva com
hidrocefalia.*?

Essas entidades, embora distintas em sua apresentacdo clinica, compartilham uma
base molecular comum e foram reunidas sob a designacdo PROS para refletir sua
etiologia compartilhada, associada a mutagdes somadticas em PIK3CA e ativagdo
patologica da via PI3K-AKT-mTOR. A variacdo fenotipica reflete o momento e o local
onde a mutacdo ocorre durante o desenvolvimento embriondrio, o que determina o grau
de mosaicismo e, por consequéncia, a extensdo e a gravidade das manifestacdes

clinicas.®

1.3 Outras sindromes relacionadas a via PI3K-AKT-mTOR

1.3.1 Aspectos Genéticos

Além do espectro PROS, outras sindromes de supercrescimento compartilham
alteracdes genéticas que resultam na ativagdo anormal da via PI3K-AKT-mTOR, embora
envolvam genes diferentes daquele afetado no PROS. Essas sindromes também cursam
com manifestacdes de crescimento desproporcional, malforma¢des vasculares ou
displasias complexas, sendo fundamentais no diagndstico diferencial. Entre as principais
condi¢des geneticamente relacionadas a essa via, destacam-se: sindrome de Proteus,
sindromes relacionadas ao gene PTEN (PHTS), esclerose tuberosa complexa (TSC) e a

sindrome MPPH.



A sindrome de Proteus ¢ causada por mutacdes somaticas em mosaico no gene
AKT1, localizado no brago longo do cromossomo 14 (14q32.33). O gene AKT]1 codifica
uma proteina quinase central na cascata intracelular PI3K-AKT-mTOR. A mutagdo mais
comum associada a Proteus ¢ a c.49G>A (p.Glul7Lys), que resulta em ativacao da
proteina  AKTI1. Essa ativacdo continua, independente da presenca de sinais
extracelulares, leva a proliferacao celular exagerada e desorganizada em tecidos afetados.
Assim como nas sindromes PROS, essas mutagdes ocorrem de forma pos-zigética, em
mosaicismo, sendo a distribuicdo do clone mutado um fator determinante do fenotipo
clinico.(1%:23

Nas sindromes associadas ao gene PTEN, reunidas sob o termo PTEN
Hamartoma Tumor Syndrome (PHTYS), as alteragdes genéticas sdo mutagdes germinativas
inativadoras no gene PTEN, situado em 10g23.31. O produto desse gene atua como
regulador negativo da via PI3K-AKT-mTOR, convertendo PIP3 de volta a PIP2 e, assim,
limitando a ativacdo da AKT. A perda de funcdo do PTEN remove esse freio fisiologico,
promovendo hiperativacdo da via, com consequéncias sobre o crescimento celular e a
diferenciagdo tecidual. Ao contrario do PROS e da Proteus, o padrdo de heranca ¢
autossOmico dominante germinativo, € os pacientes apresentam risco aumentado de
tumores benignos e malignos, além de caracteristicas como macrocefalia, hamartomas
multiplos e, em alguns casos, comprometimento cognitivo. )

A esclerose tuberosa complexa (TSC) ¢ uma doenga genética causada por
mutagdes inativadoras nos genes TSC1 (9q34) ou TSC2 (16p13.3). Essas mutagdes
podem ser germinativas ou, em menor propor¢ao, somaticas em mosaico, e resultam na
disfunc¢do do complexo TSC1-TSC2, que normalmente inibe a ativacdo do mTORCI1. A
perda de funcdo de qualquer um desses genes leva a ativacao constitutiva do mTORCI,
promovendo crescimento celular desregulado e forma¢do de hamartomas
multissistémicos, caracteristicos da sindrome. A TSC representa um modelo classico de
desregulacdo do mTOR por mecanismo indireto, e sua fisiopatologia exemplifica como a
ativagdo descontrolada dessa via contribui para lesdes proliferativas ndo neoplasicas.: 10

A sindrome MPPH (Megalencephaly-Polymicrogyria-Polydactyly-
Hydrocephalus), por sua vez, esta associada a mutagdes em genes como AKT3, PIK3R2
e CCND2, todos envolvidos em diferentes niveis da via PI3K-AKT-mTOR. As mutagdes
em AKT3 e PIK3R2 levam a ativacdo direta do eixo PI3K-AKT, enquanto as alteracdes
em CCND?2 interferem na regulacdo do ciclo celular. A maioria das mutagdes ocorre de

forma somatica em mosaicismo, embora casos germinativos tenham sido descritos. Esses



pacientes geralmente apresentam megalencefalia, malformagdes corticais como
polimicrogiria, hidrocefalia e dismorfismos craniofaciais, resultantes da ativagdo precoce
e localizada da via em tecidos neurais em desenvolvimento.*%

Apesar das diferengas entre essas sindromes, todas compartilham um ponto em
comum: a desregulagdo da via PI3K-AKT-mTOR como evento central na sua
fisiopatologia molecular. Seja por mutagdes ativadoras (como em AKT1 ou CCND?2),
seja por perda de funcdo de reguladores inibitérios (como PTEN, TSC1 ou TSC2), o
resultado € uma ativagdo anormal e sustentada da via de crescimento celular, levando as
manifestagdes clinicas de sobrecrescimento, malformagdes ¢ alteragdes teciduais,

conforme a Tabela 1.

Tabela 1 - Aspectos genéticos das sindromes relacionadas a via PI3K-AKT-mTOR

Sindrome Gene(s) envolvido(s) Tipo de mutagao Localizagdo cromossémica Mecanismo na via PI3K-AKT-mTOR

PROS PIK3CA Somatica em mosaico 3q26.32 Ativacdo direta da PI3K — aumento de PIP3 — ativagdo de
(ativadora) AKT — ativagdo de mTOR

Proteus AKTT Somatica em mosaico 14932.33 Ativacdo direta da AKT1 — ativagdo constitutiva de mTOR
(ativadora)

PHTS (Sindrome PTEN Germinativa 10g23.31 Perda da func¢do de PTEN — acimulo de PIP3 — ativacdo

relacionada ao PTEN) (inativadora) excessiva de AKT e mTOR

Esclerose Tuberosa TSC1, 1SC2 Germinativa ou 9q34 (TSCT7), 16p13.3 (TSC2) Perda da fun¢do do complexo TSC1/TSC2 — desinibicdo

Complexa (TSC) somaética (inativadora) do mTORC1 — proliferagdo celular aumentada

MPPH AKT3, PIK3R2, Somatica em mosaico 1943-q44 (AKT3), 19p13.11 Ativacdo direta de AKT3 ou PIK3R2 — ativagdo de AKT;

CCND2 (ativadora) (PIK3R2), 12p13.32 (CCND2) CCND2 afeta controle do ciclo celular e proliferagido neural

aberrante

1.3.1 Aspectos Fendtipos

Algumas sindromes de supercrescimento compartilham manifestagdes clinicas
com o espectro PROS, sobretudo no que se refere ao padrao segmentar ou assimétrico de
hipertrofia e a presenga de alteracdes vasculares e cutaneas. Embora tenham base
molecular distinta, essas condi¢des apresentam fenotipo superponivel em muitos casos,

sendo relevantes no diagnostico diferencial clinico. Seguem seus aspectos:

a) Sindrome de Proteus: caracteriza-se por supercrescimento assimétrico,

progressivo e desproporcional, frequentemente envolvendo multiplos tecidos, como pele,
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osso e partes moles. Apresenta lesdes tipicas como verrucas cerebriformes
palmoplantares, além de lipomatoses, nevos epidérmicos, assimetrias 6sseas importantes
e malformagdes vasculares complexas. O padrao de evolugdo ¢ muitas vezes deformante,
com complicacdes ortopédicas e vasculares. A distribuicao das lesdes ¢ variavel e pode
comprometer segmentos unicos ou multiplos do corpo, com curso progressivo desde a
infancia.®>
b) Sindrome relacionada ao espectro PTEN (Cowden): manifesta-se clinicamente
por macrocefalia, assimetria corporal discreta, presenga de lesdes cutaneas
hamartomatosas (como triquilemomas faciais), manchas hipopigmentadas, além de nevos
orais e papilomas mucosos. A hipertrofia de segmentos corporais pode estar presente de
forma sutil, geralmente acompanhada de multiplos hamartomas em diversos 6rgaos. A
associacdo com disfunc¢ao tireoidiana, polipos intestinais e cistos mamarios pode compor
o quadro clinico mais amplo.?®
c) Sindrome da Tuberose (TSC): apresenta manifestagdes multissistémicas, com
predominio de alteracdes cutaneas, neurologicas e renais. Entre os achados
dermatoldgicos destacam-se manchas hipocromicas em folha de freixo, angiofibromas
faciais, placa de couro cabeludo e fibromas ungueais. A hipertrofia segmentar pode
ocorrer em decorréncia de hamartomas volumosos, especialmente em rins
(angiomiolipomas), coragdo (rabdomiomas) e encéfalo (nddulos subependimarios e
tuberes corticais), frequentemente acompanhados de epilepsia de inicio precoce e atraso
no desenvolvimento.?”
d) Sindrome MPPH (Megalencefalia—Polimicrogiria—Polineuropatia—
Hidrocefalia): apresenta-se com megalencefalia congénita, associada a alteragdes
estruturais do cortex cerebral, como polimicrogiria extensa, ventriculomegalia ou
hidrocefalia e, em alguns casos, anomalias de substancia branca. A presenga de hipotonia
generalizada, retardo no desenvolvimento neuropsicomotor e sinais de neuropatia
periférica pode compor o quadro clinico. Ao contrario de outras sindromes de
supercrescimento, o envolvimento ¢ predominantemente neurolégico, com macrocefalia
como principal achado externo evidente.

Essas entidades, embora ndo fagam parte do espectro PROS, compartilham com
ele a caracteristica de crescimento segmentar e desorganizado de tecidos, podendo
mimetizar ou sobrepor-se fenotipicamente as manifestacdes relacionadas a mutagdes em

PIK3CA.%
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1.4 Consideracoes sobre diferenciacdo clinica e molecular das sindromes de

supercrescimento segmentar

O correto reconhecimento da sindrome envolvida ¢ crucial, pois existem
diferengas significativas em termos de evolucdo clinica, risco tumoral e resposta a
terapias-alvo. Por exemplo, enquanto o PROS raramente se associa a malignidades, a
sindrome de Proteus e o complexo de esclerose tuberosa possuem riscos oncoldgicos
documentados.!'? 28 O diagnostico preciso, portanto, requer ndo apenas a identificagdo
da mutacdo, mas também a compreensao do contexto clinico e radioldgico associado, o

que fundamenta a abordagem individualizada proposta pela medicina de precisdo.

1.4.1 Diagndstico fenotipico e de imagem das sindromes de supercrescimento

segmentar

A suspeita clinica das sindromes de supercrescimento segmentar ¢ geralmente
levantada a partir da observacao de alteragdes morfoldgicas segmentares, presentes desde
o nascimento ou surgindo nos primeiros meses de vida. Entre os achados mais comuns
destacam-se: malformagdes vasculares combinadas (capilares, venosas, linfaticas ou
arteriais), lipomatose infiltrativa, assimetria de membros, crescimento Osseo
desproporcional e, em subtipos neuroldgicos, macrocefalia com displasia cortical e
hiperintensidade de substancia branca. 1%-24.2%)

A avaliagdo clinica requer exame fisico detalhado, documentacdo fotografica
longitudinal e uso de escalas funcionais, como o Karnofsky Performance Scale e 0o ECOG,
conforme sugerido em estudos que associam fendtipo a progressdo funcional. © D A
ressonancia magnética (RM) com contraste € o principal exame de imagem para delimitar
a extensao das lesdes, especialmente nos casos com envolvimento profundo, neuroldgico
ou musculoesquelético. O ultrassom com Doppler auxilia na caracterizagdo das ectasias

venosas e do padrio circulatério periférico.* 7

1.4.2 Diagndstico molecular das sindromes de supercrescimento segmentar
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A confirmagdo genética das sindromes de supercrescimento ¢ dificultada pela
natureza mosaica e somatica das mutagdes, que estdo presentes apenas em parte das
células do organismo. Como consequéncia, a analise de sangue periférico frequentemente
resulta negativa, mesmo em pacientes com quadro clinico compativel.® ' 12 Para
contornar essa limitagdo, recomenda-se que a analise genética seja realizada em amostras
de tecido afetado, obtidas por biopsia dirigida, aumentando substancialmente a chance de
deteccao da mutagao.

A técnica mais empregada ¢ o sequenciamento de nova geragao (Next Generation
Sequencing — NGS) com sensibilidade aumentada para variantes de baixa frequéncia. Em
plataformas com cobertura profunda, ¢ possivel detectar mutacdes em PIK3CA com
frequéncia alélica inferior a 5%, o que tem se mostrado fundamental em pacientes com
mosaicismo de baixa carga. 729

Os principais pontos de interesse identificados incluem as variantes
p.-His1047Arg, p.His1047Leu, p.Glu542Lys e p.Glu545Lys, todas associadas a ativa¢ao
persistente da via PI3K-AKT-mTOR e fendtipo clinico compativel com o PROS.10:22.24)
Entretanto, mesmo em centros especializados, a taxa de detec¢do varia de 60% a 70%,
indicando que um resultado negativo ndo exclui o diagnostico clinico — especialmente
quando a amostra é limitada ou de baixa representatividade.®: 'V

Estudos recentes ressaltam também o papel do painel multigénico em NGS, que
permite a exclusdo de outras sindromes do crescimento relacionadas a genes como PTEN
(sindrome de Cowden), AKT! (sindrome de Proteus) e PIK3R2 (MPPH), melhorando a
especificidade diagnodstica. No entanto, o custo, a disponibilidade e a complexidade

interpretativa ainda limitam sua aplicagdo em larga escala. (1219

1.5 Justificativa do Estudo

O avanco da genética molecular e o crescente acesso a tecnologias de
sequenciamento de nova geracdo permitiram a redefinicdo diagnéstica de diversas
sindromes de supercrescimento, entre elas o espectro de supercrescimento relacionado a

mutagdo no gene PIK3CA (PROS). O reconhecimento do papel central do mosaicismo
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nesse grupo de doengas complexas implicou em novos desafios diagnosticos, uma vez
que a distribui¢do heterogénea das células mutadas compromete a sensibilidade dos
exames realizados a partir de tecidos de facil acesso, como sangue periférico.

Neste contexto, a bidpsia molecular de tecidos acometidos emergiu como uma
estratégia alternativa promissora para aumentar a taxa de deteccdo das variantes,
especialmente em pacientes com manifestagdes clinicas tipicas, mas teste molecular
negativo prévio. Apesar disso, a acuracia diagnostica da biopsia dirigida ainda ndo ¢é
amplamente validada, e ha escassez de dados sistematizados sobre sua sensibilidade,
especificidade e limitagdes técnicas no contexto real de ambulatdrios especializados.

O presente estudo propde-se a preencher essa lacuna, oferecendo uma analise
estruturada da utilidade diagndstica da bidpsia molecular em pacientes com hipdtese

clinica de sindrome de supercrescimento segmentar.
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2. OBJETIVOS

a. Objetivo Primario

Avaliar a acuracia diagndstica da bidpsia molecular de tecido acometido na

deteccdo de mutagdes em genes da via PI3K-AKT-mTOR, em pacientes com suspeita

clinica de sindrome de supercrescimento segmentar, considerando a avaliagdo fenotipica.

b. Objetivos Secunddrios

1.

ii.

1il.

1v.

Determinar a sensibilidade e especificidade da bidpsia molecular

em contextos de mosaicismo genético de baixo nivel.

Analisar a correlagdo entre as manifestagdes clinicas e os achados
moleculares, identificando padrdes fenotipicos mais associados a

positividade genética.

Avaliar a qualidade e viabilidade das amostras submetidas a
analise molecular, considerando limita¢des técnicas associadas a

extracdo de DNA em tecido displasico.

Discutir o potencial impacto clinico da confirmagdo molecular na
defini¢do de conduta terapéutica, incluindo elegibilidade para

terapias-alvo no contexto da medicina de precisao.



3. CASUISTICA E METODO
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3. Casuistica e Método

Trata-se de um estudo prospectivo, observacional e descritivo, desenvolvido com
o objetivo de avaliar a acurdcia da bidpsia tecidual na deteccdo de mutagdes em genes da
via PI3K-AKT-mTOR, em pacientes com fendtipo compativel com sindrome de
supercrescimento. O estudo foi conduzido no Ambulatorio de Cirurgia Vascular da Santa
Casa de Sao Paulo, com coleta de dados realizada entre janeiro de 2023 e junho de 2024.

Foram incluidos 16 pacientes, avaliados sequencialmente no ambulatério por um
unico examinador, que conduziu todas as etapas do protocolo. A sele¢do ocorreu por meio
de procura ativa de prontudrios clinicos de pacientes previamente atendidos no servico, a
partir dos quais foram identificados aqueles com manifestagdes compativeis com
supercrescimento segmentar. Os pacientes foram convocados para consulta, onde foram
examinados com o objetivo de verificar se apresentavam fenotipo compativel com
sindromes relacionadas ao supercrescimento. Aqueles que preenchiam os critérios
clinicos iniciais foram convidados a participar do estudo, sendo fornecido o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), assinado por eles ou por seus responsaveis

legais.

3.1 Critério de Inclusdao e Exclusdo

Foram incluidos neste estudo os pacientes que apresentavam diagnoéstico clinico
compativel com sindromes de supercrescimento segmentar, identificados por meio de
procura ativa de prontudrios no ambulatorio de Cirurgia Vascular da Santa Casa de Sdo
Paulo. O critério para inclusdo foi a presenca de manifestacdes fenotipicas compativeis
com o espectro PROS, conforme julgamento clinico do examinador, com disponibilidade
de area acometida que permitisse a realizagao da bidpsia incisional.

Foram excluidos os pacientes que, apds a avaliacdo clinica, ndo apresentaram
fenotipo compativel com as sindromes do espectro de supercrescimento, ou que nao
autorizaram a participag@o no estudo por meio do TCLE. Também foram excluidos os

casos em que ndo havia area clinicamente adequada para coleta de bidpsia incisional.
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3.2 Procedimentos Clinicos

Ap6s a inclusdo no estudo, cada paciente foi submetido a exame fisico detalhado,

realizado pelo mesmo examinador responsavel pelo recrutamento. As éareas com

supercrescimento segmentar foram inspecionadas, palpadas e documentadas por meio de

fotografia clinica padronizada.

Na mesma ocasido, foi aplicado um questiondrio clinico epidemiologico,

preenchido pelo examinador, contendo os seguintes itens:

Nome, sexo, idade, procedéncia;

Diagnéstico clinico presumido;

Dados obstétricos (intercorréncias gestacionais, peso ao nascimento);
Inicio dos sintomas, principais queixas;

Histéria familiar e numero de irmaos;

Presenca de neoplasias ou outras doencgas associadas.

Além da avaliagao clinica morfologica, os pacientes foram classificados de acordo

com duas escalas funcionais:

A escala de desempenho de Karnofsky, que varia de 0 (6bito) a 100 (atividade
plena), permitindo estimar o impacto funcional das manifestacdes clinicas na
autonomia do paciente;

A escala ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group), que varia de 0
(totalmente ativo) a 5 (6bito), amplamente utilizada na estratificacdo funcional em

estudos de medicina de precisao.

3.3 Exames Complementares

Foram analisados exames de imagem previamente realizados e disponiveis nos

prontuarios dos pacientes, em especial a Angiorressondncia Magnética (MRA); e o

Ultrassonografia Doppler. Tais exames auxiliaram na defini¢do do padrdo fenotipico,

planejamento da biopsia e documentagdo das lesdes.
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3.4 Procedimento de Bidpsia, Processamento do Material, Envio e Transporte

Internacional de Material Bioldgico

Foi realizada bidpsia incisional da regido hiper crescida, de forma eletiva e sob
condigdes assépticas. O fragmento coletado foi armazenado em tubo apropriado, enviado
ao laboratorio para inclusdo em parafina, e armazenado localmente até a finalizagdo das
coletas de todos os casos. Concluido tal processamento, os blocos de parafina foram
encaminhados em uma tnica leva ao servigo de Anatomie Pathologique do Hopital
Necker — Enfants Malades, em Paris, Franga.

O envio internacional seguiu os seguintes tramites:

e Peticdo formal de anuéncia junto a ANVISA para exportacio de material
bioldgico;

e Assinatura da Declaragdo de Transporte de Material Bioldgico, conforme os
termos da Resolugdo ANTT n° 5.947, de 1° de junho de 2021, assegurando

integridade, biosseguranga e rastreabilidade da amostra.

3.5 Analise Molecular

As amostras foram submetidas a sequenciamento de nova geracao (NGS), a partir
de DNA genomico extraido diretamente do tecido supercrescido. A anélise foi direcionada
a detecc@o de mutagdes somaticas em PIK3CA, com énfase na capacidade da técnica de
identificar variantes genéticas em mosaicismo de baixo nivel alélico.

A qualidade do DNA extraido, a quantidade de material viavel e a integridade da
amostra foram avaliadas para cada bloco. Casos com limitagdes técnicas foram
documentados para posterior analise da viabilidade metodoldgica da bidpsia molecular

nesse contexto.

3.6 Variaveis Analisadas

3.6.1 Analise descritiva das amotras

3.6.2 Classificagdo fenotipica do paciente com sindrome de supercrescimento,
3.6.3 Gravidade funcional (Karnofsky / ECOG);

3.6.4 Condicdao do material na analise laboratorial.

3.6.5 Presen¢a ou auséncia de mutag¢do em genes da via PI3K—AKT-mTOR;
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3.6.6 Calculo da acuracia
Verdadeiro positivo (VP): fendtipo compativel + mutac¢do detectada
Falso negativo (FN): fenotipo compativel + mutagdo ndo detectada
Falso positivo (FP): fenotipo ndo compativel + mutagdo detectada
Verdadeiro negativo (VN): fenotipo ndo compativel + sem muta¢do
Sensibilidade = VP / (VP + FN)
Especificidade = VN / (VN + FP)
Acuracia geral = (VP + VN) / total de casos

3.7 Analise Estatistica

As variaveis estudadas foram analisadas por estatisticas descritivas (médias,
desvios padrdes, medianas, minimos, maximos e frequéncias).®? Para a anélise do teste
diagnodstico, considerados os casos de pacientes com a condigdo fenotipica e
presenga/auséncia de mutacdo, foi empregada a metodologia cldssica apresentada na
epidemiologia em que a sensibilidade ¢ a propor¢do de exames verdadeiros positivos do
total de casos da doenga (A / A+C), ja a especificidade ¢ dada pela propor¢do de exames
verdadeiros negativos do total de auséncias da doenga (D/C+D) (figura 3).%D Como o
delineamento do presente estudo analisou somente pacientes ja com a doenga, o calculo
da especificidade ndo foi possivel de ser desenvolvido, 0 mesmo vale para o calculo da
acuracia global — dada pela propor¢do de acertos (verdadeiros positivo + verdadeiro

negativo) do total de pacientes estudados (com e sem a doenga), figura 3.

Doenga (condi¢do fenotipica)

Presenca Auséncia TOTAL

Presente A B A+B

Ausente C D C+D

Teste diagnéstico
(mutacdo molecular)

TOTAL A+C B+D

Figura 3 — Quadro conceitual indicando o método de estruturagdo para o calculo de sensibilidade e
especificidade. Adaptado de JEKEL, 2005.

As andlises estatisticas foram desenvolvidas nos programas GRAPHPAD PRISM.
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4. RESULTADOS

4. Resultados

4.1 Analise descritiva da amostra

No estudo foram avaliados 16 pacientes, sendo 50% do sexo masculino e 50% do

sexo feminino (fig. 4). A média de idade dos pacientes foi de 30,7 anos (desvio padrdo de

10,1 anos), com idade minima de 15 e maxima de 45 anos (fig. 5).

m Feminino

®= Masculino

Figura 4: Proporc¢ao dos sexos dos 16 pacientes estudados.
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Figura 5: Idade dos 16 pacientes estudados. Topo da coluna indica média e whiskers

representam o desvio padrao.

Em relagdo a gestagdo e parto, foi observado que 75% ndo apresentou
intercorréncias durante a gestagdo (fig. 6), e somente 1 apresentou baixo peso ao nascer
(o mesmo paciente que nasceu prematuro), enquanto grupo, a média de peso ao nascer

foi de 3.451,43 gramas (com desvio padrdo de 736,43 gramas) (fig. 7).

o

m Nao m Diabete gestacional m Pré-eclampsia

Prematuridade ® Sangramento

Figura 6 — Intercorréncias durante a gestacao dos 16 pacientes avaliados no
estudo.
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Figura 7 — Peso ao nascer dos 16 pacientes estudados. Topo da coluna indica
média e whiskers representam o desvio padrao.

A maioria dos pacientes (62,5%) apresentou os sintomas logo no nascimento, com

surgimento maximo de 5 anos para um dos pacientes (tab. 2, fig. 8).

Tabela 2 — Momento de inicio dos sintomas dos 16 pacientes avaliados no estudo.

Inicio dos sintomas Frequéncia %
Ao Nascer 10 63%
1 més 1 6%
6 meses 1 6%
18 meses 1 6%
2 anos 1 6%
5 anos 1 6%
Sem informagao 1 6%
- 80
E 60—4 -
2
g 40
w
§ 20- 6
c

el

Figura 8 — Inicio dos sintomas (em meses) dos 16 pacientes estudados. Topo da coluna

o

indica média e whiskers representam o desvio padrao.
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Em relacdo a fatores hereditarios, foram observados somente 3 pacientes (18,8%)
com historico familiar (fig. 9) e a média de irmaos/irmas foi de 2,6 (com desvio padrdo

de 2,1) (fig. 10).

®m N3o = Sim

Figura 9 — Propor¢ao de historico familiar nos 16 pacientes avaliados no estudo.

Figura 10 — Numero de irmaos/irmas dos 16 pacientes estudados. Topo da coluna

indica média e whiskers representam o desvio padrio.
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Dos 16 pacientes estudados 9 (56,3%) ndo relataram outros agravos, dos 7
restantes, 4 (25%) indicaram possuir depressdo associada, ou ndo, a outros agravos, sendo
que nenhum indicou associa¢dao com cancer. Os outros agravos citados estdo presentes na

tab. 3 e fig. 11.

Tabela 3 — Outros agravos associados aos 16 pacientes avaliados no estudo.

Agravo Frequéncia* %*

Nao 9 56,3%
Depressao 4 25,0%
Ansiedade 1 6,3%
Rinite 1 6,3%
Epilepsia 1 6,3%
Esquizofrenia 1 6,3%
Escoliose 1 6,3%
Dislipidemia 1 6,3%
Hemorragia recorrente de bexiga 1 6,3%
TVP recorrente 1 6,3%
Hemorragia digestiva alta 1 6,3%
Tromboflebite de repeticdo 1 6,3%
HAS 1 6,3%
Asma 1 6,3%

* valores associados a quantidade de pacientes que relatou determinado agravo
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Figura 11 — Outros agravos associados aos 16 pacientes avaliados no estudo.

4.2 Classificagdo fenotipica do paciente com sindrome de supercrescimento
4.2.1 Inspecgdo dos pacientes que compuseram a amostra.
Seguem os registros fenotipicos dos 16 pacientes incluidos na amostra,
acompanhados de imagens clinicas, descri¢oes objetivas do exame fisico dirigido e

hipotese diagnostica atribuida.

4.2.1.1 Paciente 1.

Figura 12 - Inspecgdo de 1. Presenca de hipertrofia segmentar maior para o membro
inferior direito, com aumento de volume de coxa, perna, pé e gluteo. Ha espessamento
cutaneo difuso, lesdes verrucosas e angiomatosas dispersas. Nota-se assimetria glutea,

alargamento plantar e presenga de veias superficiais dilatadas na face medial da coxa e

perna.
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Diagnéstico Fenotipico: Anomalia vascular fibroadiposa (FAVA).

4.2.1.2 Paciente 2.

Figura 13 - Inspecgdo de 2. Presenga de assimetria de membros inferiores com aumento
de volume no membro inferior direito, acometendo principalmente a parede abdominal
baixa lateral e regido inguinoescrotal homolateral, com presenca de volumosa ectasia

venosa superficial e aparente malformagdo venosa.

Diagnostico Fenotipico: Sindrome de Klippel-Trénaunay.



