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RESUMO 

As RASopatias são um grupo de doenças cujos pacientes apresentam 
alterações constitucionais em genes que participam de uma mesma via de 
sinalização celular denominada Ras/MAPK, que desempenha um papel 
importante na proliferação, diferenciação, migração celular e apoptose, além de 
estar associada a processos carcinogênicos. Apesar dos avanços em métodos 
diagnósticos, cerca de 20 a 25% dos casos permanecem inconclusivos, o que 
impulsiona pesquisas que buscam alterações em outros níveis de regulação da 
via, como RNAs não codificantes e proteínas. O primeiro capítulo deste estudo, 
avalia um grupo de 6 pacientes diagnosticados clinicamente com RASopatia e 
com exomas sequenciados. Foram obtidos dados sobre mutações em seus 
miRNAs. O segundo capítulo relata o caso de um paciente com suspeita clínica 
de síndrome de Costello, mas sem mutações detectadas. Foram avaliados, in 
silico, dados sobre miRNAs reguladores do gene HRAS, bem como os diferentes 
tecidos nos quais o HRAS é expresso. Para o capítulo 3 foi realizado um estudo 
comparativo entre gêmeas com diagnóstico clínico de síndrome de Noonan, mas 
com fenótipo discordante. Foi realizado um array por RT-qPCR para diferentes 
RNAs reguladores e um estudo comparativo de proteoma com análise de vias 
biológicas, processos biológicos e genes alvo da regulação de fatores de 
transcrição putativos. No estudo de miRNAs foram encontradas mutações em 
heterozigose, que são de difícil avaliação em ensaios de expressão. No estudo 
de caso do paciente S4 (síndrome de Costello), não foram encontradas 
mutações nos miR-181d-5p, let-7a-5p, miR-143-3p, miR-181a-5p, miR-139-5p, 
miR-663a e let-7b-5p, descritos como reguladores do HRAS. Também não foram 
encontrados tecidos viáveis para coleta e análise da expressão do HRAS. Na 
expressão de RNAs reguladores nas gêmeas (S16 e S17) foram encontrados 
níveis de expressão aumentados em S17 para Lnc-C21orf33-1, 
ERBS3/SBNO2e, miR-200be, CTBP1-AS e Lnc_DC. Na análise do proteoma, 
foram encontradas diferenças de expressão em vias de integrinas, 
proteoglicanos e trombinas, além de diferenças em processos de transdução de 
sinal, crescimento e manutenção celular e metabolismo. Os genes com sítio de 
ligação para os fatores de transcrição como RREB1, ETS1, EGR1 e TBX5 
também possuíam expressão diferente entre as gêmeas. Os resultados aqui 
apresentados apontam novos caminhos para estudos moleculares das 
RASopatias que possam preencher as lacunas diagnósticas ainda pendentes. 
 
Palavras chave: 
Genética Médica; Rasopatia; Síndrome de Costello; Síndrome de Noonan; 
Neurofibromatose 1; Doenças em Gêmeos; Divergência Fenotípica em Gêmeos; 
RNAs Reguladores; MicroRNAs; Sequências Reguladoras de Ácido 
Ribonucleico; Proteoma.  
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ABSTRACT 

RASopathies are a group of diseases whose patients present 
constitutional changes in genes that participate in the same cellular signaling 
pathway called the Ras/MAPK, which plays an important role in proliferation, 
differentiation, cell migration and apoptosis, in addition to being associated with 
carcinogenic processes. Despite advances in diagnostic methods, about 20 to 
25% of cases remain inconclusive, which drives research that seeks changes in 
other levels of pathway regulation, such as non-coding RNAs and proteins. The 
first chapter of this study evaluates a group of 6 patients clinically diagnosed with 
RASopathy and sequenced exomes. Data were obtained on mutations in their 
miRNAs. The second chapter reports the case of a patient with clinical suspicion 
of Costello syndrome, but without mutations detected. Data on the miRNAs 
regulating the HRAS gene, as well as the different tissues in which HRAS is 
expressed, were evaluated in silico. For chapter 3 a comparative study was 
performed between twins with clinical diagnosis of Noonan syndrome, but with a 
discordant phenotype. An array was performed by RT-qPCR for different 
regulatory RNAs and a comparative proteome study with analysis of biological 
pathways, biological processes and genes targeting the regulation of putative 
transcription factors. In the study of miRNAs, mutations were found in 
heterozygosis, which are difficult to evaluate in expression assays. In the case 
study of S4 patient (Costello syndrome), no mutations were found in miR-181d-
5p, let-7a-5p, miR-143-3p, miR-181a-5p, miR-139-5p, miR-663a and let-7b -5p, 
described as HRAS regulators. No available tissues were also found for collection 
and analysis of HRAS expression. In expression of regulatory RNAs in the S16 
and S17 twins, increased levels of S17 expression were found for Lnc-C21orf33-
1, ERBS3 / SBNO2e, miR-200b, CTBP1-AS and Lnc_DC. In the proteome 
analysis, expression differences were found in integrins, proteoglycans and 
thrombin pathways, as well as differences in signal transduction processes, cell 
growth and maintenance, and metabolism. Genes with binding site for 
transcription factors such as RREB1, ETS1, EGR1 and TBX5 also had different 
expression between the twins. The results presented here point out new ways for 
molecular studies of RASopathies that may close the remaining diagnostic gaps. 
 
Keywords: 
Medical Genetics; Rasopathy; Costello Syndrome; Noonan Syndrome; 
Neurofibromatosis 1; Diseases in Twins; Phenotypic Divergence in Twins; 
Regulatory RNAs; MicroRNAs; Ribonucleic Acid Regulatory Sequences; 
Proteome. 
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1. INTRODUÇÃO: 

As RASopatias são doenças do desenvolvimento cujos pacientes 

apresentam alterações constitutivas em genes que participam de uma mesma 

via de sinalização celular denominada via Ras/MAPK (1). A via Ras/MAPK 

desempenha um papel crucial em todo o ciclo celular, controlando a proliferação, 

diferenciação e migração celular (2). Além disso, participa do processo de 

sinalização para a apoptose. Alterações nesta via de sinalização também estão 

associadas aos processos carcinogênicos (3,4). 

São seis as síndromes principais inclusas no grupo das RASopatias: 

síndrome de Noonan (SN, OMIM 163950) (5), síndrome de Costello (SC, OMIM 

218040) (5), síndrome de LEOPARD (LEOPARD, OMIM 151100) (5), também 

denominada como síndrome de Noonan com Múltiplos Lentigos (SNML), 

síndrome Cardiofaciocutânea (CFC, OMIM 115150) (5), Neurofibromatose tipo 1 

(NF1, OMIM 162200) (5) e síndrome de Legius (SL, OMIM 611431) (5). A 

sobreposição dos fenótipos tem sido um grande obstáculo para o diagnóstico 

clínico preciso dos pacientes. A expressão fenotípica variável também dificulta o 

diagnóstico e pode ser atribuída aos diferentes genes envolvidos, às interações 

entre eles, à variação epigenética e às alterações na regulação da expressão 

gênica em diversos níveis (6). 

Dentre os mais recentes mecanismos descritos para regulação da 

expressão gênica estão os miRNAs (microRNAs), que são pequenos RNAs 

(Ácido Ribonucleico, do inglês Ribonucleic Acid) não codificantes que 

apresentam um importante papel no processo biológico por meio da regulação 
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da expressão gênica através de interações com mRNA (RNA Mensageiro, do 

inglês messenger RNA) celular (7,8). Estão envolvidos na regulação de uma 

variedade de processos fisiológicos e celulares, dentre eles a carcinogênese (9–

11). 

Há ainda outras classes de RNAs reguladores como os lncRNA (RNA 

Longo Não Codificante, do inglês long noncoding RNAs) com tamanho superior 

a 200nt (nucleotídeos) capazes de regular a expressão gênica por diversos 

mecanismos, dentre eles: interação com proteínas, cromatina e mRNA e disputa 

por sítio de ligação com miRNAs. Tais processos podem inibir ou super 

expressar genes alvo (12). 

Todas essas interações pós transcricionais dos genes terão reflexo direto 

nos níveis de proteínas expressos no sangue do paciente, sendo esse também 

um parâmetro biológico de avaliação do quadro do mesmo por meio de técnicas 

de proteômica (13). 

Sendo assim, a hipótese deste trabalho é que pacientes com RASopatia 

possam apresentar mutações nos genes que codificam miRNAs, alterando, 

consequentemente, a expressão dos genes alvo regulados por eles (14,15). Ou 

ainda, que apresentem alterações nos níveis de expressão de RNAs reguladores 

e/ou proteínas que justifiquem a grande variabilidade fenotípica entre os casos. 

Tem sido descrito na literatura que cerca de 20-25% dos pacientes com 

características fenotípicas sugestivas de RASopatia (diagnóstico clínico) não 

apresentam mutações em nenhum dos genes causadores conhecidos (16), o 

que pode indicar que outras vias possam estar relacionadas, dada a 

complexidade da sinalização da via Ras/MAPK. Tais dados reforçam a 
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importância da análise molecular de indivíduos com suspeita clínica de 

RASopatia, para viabilizar o diagnóstico, o prognóstico e o entendimento de 

mecanismos moduladores de fenótipos para fins de aconselhamento genético e 

acompanhamento do paciente. 

 

Figura 1 - Fluxograma de Avaliação dos Pacientes 

 
Fluxograma de avaliação diagnóstica dos pacientes, apresentando desde a consulta médica, 
passando pela coleta de material biológico e a investigação laboratorial, até o retorno do médico 
ao paciente com o laudo diagnóstico.  
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2. COMENTÁRIOS INICIAIS: 

O Instituto Nacional de Saúde da Mulher, da Criança e do Adolescente 

Fernandes Figueira (IFF/Fiocruz), unidade materno-infantil da Fiocruz, é centro 

de referência para as doenças genéticas do desenvolvimento, defeitos 

congênitos e síndromes genéticas.  Com o auxílio do Centro de Genética Médica 

José Carlos Cabral de Almeida (CGM - Diretório de Pesquisa do CNPq 

dgp.cnpq.br/dgp/espelhogrupo/5465462022316329) (17), o  IFF/Fiocruz 

habilitou-se recentemente como Centro de Referência para Atendimento Integral 

a Indivíduos com uma Doença Rara (Portaria nº 09/003.725/2014) constituindo-

se em um centro de referência regional para diagnóstico etiológico e tratamento 

das doenças genéticas envolvendo déficit intelectual, doenças metabólicas e 

defeitos congênitos. 

Os defeitos congênitos são a segunda causa de mortalidade infantil no 

Brasil, mais especificamente as malformações congênitas; e, quando não levam 

ao óbito, constituem-se em patologias altamente debilitantes com consequências 

e sequelas físicas e psicológicas que trazem impacto desfavorável para a vida 

do indivíduo afetado e sua família, além de serem um problema de saúde pública 

(18). 

Neste contexto, o CGM juntamente com o Laboratório de Citogenética 

Clínica e o Laboratório de Medicina Genômica (LMG) têm a missão, junto ao 

Sistema Único de Saúde (SUS), de estabelecer protocolos de investigação 

assessorando a orientação clínica e o diagnóstico laboratorial dos indivíduos e 
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seus familiares com uma doença geneticamente determinada (18) que procuram 

atendimento no IFF/Fiocruz. 

As doenças de base genética são altamente complexas e heterogêneas 

em suas características. Neste sentido, aprofundar o estudo sobre alterações em 

genes que codificam miRNAs, expressão de seus genes alvo, expressão de 

RNAs reguladores e níveis de proteínas, pode auxiliar tanto no diagnóstico 

quanto no prognóstico de pacientes com RASopatia, uma vez que cada 

síndrome apresenta um grupo de comorbidades associadas. Moléculas que 

bloqueiam a via de sinalização Ras/MAPK e os mecanismos de ação desta via 

já estão sendo estudados em modelos animais como forma de tratamento para 

os sinais clínicos associados a essa classe de doenças (19). 

A investigação dos mecanismos de regulação da sinalização da via 

Ras/MAPK é de suma importância para a caracterização molecular das 

alterações de cada paciente, podendo proporcionar tratamento e 

acompanhamento individualizados e direcionados. 

Do ponto de vista molecular, as RASopatias não possuem um perfil de 

miRNAs, RNAs reguladores e proteínas caracterizado na população brasileira, 

reforçando a importância deste estudo que, juntamente com outros projetos 

desenvolvidos no LMG, leva a uma melhor orientação ao clínico e à equipe 

multidisciplinar no acompanhamento desses pacientes. 

Esta dissertação é um desdobramento do projeto de doutorado da aluna 

MSc Natana Chaves Rabelo que visa estudar mutações no exoma de pacientes 

diagnosticados com RASopatia, montando um painel de perfil desses pacientes 

atendidos pelo SUS. 
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O estudo da amplificação das sondas do exoma exibiu sequências de 

miRNAs com mutações, o que nos levou a indagar se essas variações não 

poderiam ser responsáveis pela grande variabilidade fenotípica do grupo de 

pacientes em estudo. 

O desenho inicial deste projeto visava confirmar as mutações encontradas 

no exoma e quantificar a expressão desses miRNAs por expressão gênica, 

buscando estabelecer uma relação entre as mutações, os níveis de expressão e 

as variantes de fenótipos dos pacientes. 
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3. OBJETIVO GERAL: 

Descrever as alterações em genes que codificam miRNAs, bem como a 

expressão diferencial de RNAs reguladores e o perfil proteico de pacientes com 

RASopatia. 

 

3.1.Objetivos Específicos: 

• Avaliar as mutações em genes que codificam miRNAs encontradas 

previamente pelo sequenciamento do exoma, selecionando as variantes 

de acordo com os dados de funcionalidade do miRTarBase; 

• Delinear estratégias para estudos in silico da expressão gênica do HRAS 

em caso suspeito de síndrome de Costello; 

• Realizar estudo comparativo da expressão de RNAs reguladores em caso 

de gêmeas com suspeita clínica de síndrome de Noonan e fenótipos 

discordantes; 

• Realizar análise de proteoma comparativo em gêmeas com fenótipos 

discordantes e suspeita clínica de síndrome de Noonan.
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CAPÍTULO 1 – Estudo de miRNAs 

4. REFERENCIAL TEÓRICO: 

4.1.Aspectos Gerais das RASopatias: 

As RASopatias são uma classe de distúrbios do desenvolvimento 

causados por mutações germinativas em genes que codificam componentes ou 

reguladores da via Ras/MAPK e afetam, aproximadamente, 1 em cada 1000-

2000 indivíduos (como exemplo da SN) (1). 

Todas as RASopatias originam-se de alterações na regulação de uma via 

em comum, o que faz com que os diferentes fenótipos apresentem 

características sobrepostas (Figura 2), dentre elas dismorfia craniofacial, 

malformações cardíacas, anormalidades cutâneas, músculo-esqueléticas e 

oculares, comprometimento neurocognitivo, hipotonia e risco aumentado para 

desenvolvimento de câncer (1). 
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Figura 2 - Sobreposição Clínica nas RASopatias e Tumores com Maior Incidência 

 
Esquema ilustrativo com as sobreposições das características clínicas das RASopatias. Em amarelo temos a Síndrome de Noonan; em rosa temos a 
Síndrome Cardiofaciocutânea; em azul claro temos a Síndrome de Costello; em verde água temos a Neurofibromatose do Tipo 1; em lilás temos a 
Síndrome de Legius. Os círculos correspondentes às características de cada síndrome apresentam as frequências populacionais destas. Abaixo do 
nome de cada síndrome temos os tipos de tumores mais frequentes em cada uma delas. Traduzido e adaptado de Jindal et al., 2015 (19). 
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Atualmente, o diagnóstico baseia-se na avaliação clínica dos pacientes. A 

partir da suspeita clínica é realizada a avaliação molecular, onde mutações no 

DNA do paciente são investigadas por técnicas de sequenciamento. A 

confirmação de mutação que corresponda à clínica conclui o diagnóstico do 

paciente. Caso não sejam encontradas mutações em um dado grupo de genes, 

o paciente é reavaliado clinicamente e um novo grupo de genes é investigado. 

Sendo encontradas mutações que divirjam da suspeita clínica, prevalece o 

diagnóstico molecular, com subsequente reclassificação diagnóstica. Ainda 

assim, cerca de 20-25% dos casos permanece sem descrição de mutações 

associadas devido à alta complexidade da via de sinalização envolvida (16). 

 

4.2.Aspectos Clínicos das RASopatias: 

São seis as principais síndromes que compõem esse grupo. As 

características clínicas variam de acordo com os genes mutados/associados a 

cada uma delas e as funções que exercem dentro da via Ras/MAPK (1,16). A 

Figura 3 apresenta a cascata de sinalização proteica da via Ras/MAPK e a 

associação de cada proteína com a síndrome desenvolvida (20). Um mesmo 

gene pode ser associado a diferentes síndromes através de mutações em 

regiões distintas de sua sequência (4).  
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Figura 3 - Via Ras/MAPK e seus Genes Associados às RASopatias 

 
Representação das associações entre genes e síndromes. Em rosa temos os genes associados 
à Síndrome de Noonan; em amarelo temos os genes associados à Síndrome 
Cardiofaciocutânea; em laranja temos os genes associados à Síndrome de Costello; em verde 
temos os genes associados à Neurofibromatose Tipo 1 e Síndrome de Legius; em azul estão os 
genes iniciadores ou efetores da via Ras/MAPK mas que ainda não foram descritos como 
associados à nenhuma das síndromes. * genes recentemente descobertos. Traduzido e 
adaptado de Aoki et al., 2016 (20). 

 

4.2.1.Síndrome de Noonan (SN, OMIM 163950): 

Distúrbio autossômico dominante com incidência estimada em cerca de 1 

a cada 1000-2500 nascidos vivos (5), tendo por características mais comuns 

baixa estatura, dismorfismo facial e defeitos cardíacos congênitos, presente em 

cerca de 90% dos pacientes (1,16). 

Com mutações descritas em PTPN11, SOS1, SOS2, RAF1, KRAS, 

NRAS, SHOC2, CBL e, mais recentemente, A2ML1 (20), as características 

craniofaciais mais descritas nos pacientes com SN são testa larga, 

hipertelorismo, fissuras palpebrais descendentes, palato alto e arqueado e 

orelhas baixas e rotacionadas posteriormente. Dentre os demais defeitos pode-
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se citar estenose pulmonar, cardiomiopatia hipertrófica, defeitos esqueléticos 

(deformidades torácicas e espinhais), pescoço alado, retardo mental, 

criptorquidia e diátese hemorrágica (5). 

 

Figura 4 - Paciente com Síndrome de Noonan 

 
Menina com SN com mutação identificada em PTPN11 (1). 

 

4.2.2.Síndrome de Costello (SC, OMIM 218040): 

Síndrome congênita rara associada a mutações no gene HRAS (20), com 

sobreposições fenotípicas com CFC e SN (1,16). 

Os pacientes apresentam face grosseira, baixa estatura, mãos 

características, dificuldade alimentar severa, déficit de crescimento e anomalias 

cardíacas. Uma característica comum durante a infância são as verrugas faciais, 

particularmente as nasolabiais (5). 
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Figura 5 - Características Clínicas da Síndrome de Costello 

 
Representação das características físicas da SC: (A) cabelos esparsos (21); (B) papilomas (22); 
redundância (excesso) de pele em (C) pés e (D) mãos (22). 

 

4.2.3.Síndrome de LEOPARD (LEOPARD, OMIM 151100): 

Caracterizada por mutações em PTPN11, BRAF e RAF1 (20), o próprio 

nome da síndrome é um acrônimo para suas manifestações clínicas:  lentigos 

múltiplos (do inglês multiple Lentigines), anormalidades da condução 

eletrocardiográfica (do inglês Electrocardiographic conduction abnormalities), 

hipertelorismo ocular (do inglês Ocular hypertelorism), estenose pulmonar (do 

inglês Pulmonic stenosis), genitália anormal (do inglês Abnormal genitalia), 

retardo do crescimento (do inglês Retardation of growth) e surdez 

neurossensorial (do inglês sensorineural Deafness) (5). 

 

Figura 6 - Paciente com Síndrome de LEOPARD 

 
Paciente com múltiplos lentigos (23). 
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4.2.4.Síndrome Cardiofaciocutânea (CFC, OMIM 115150): 

Seus pacientes possuem sobreposições fenotípicas com SN e SC, 

apresentando face característica, defeitos cardíacos (como estenose pulmonar, 

comunicação interatrial e cardiomiopatia hipertrófica) e retardo mental. 

Anormalidades ectodérmicas, como cabelos esparsos e friáveis e lesões 

cutâneas hiperceratóticas também estão presentes, bem como testa alta com 

constrição bitemporal, cristas supraorbitais hipoplásicas, fissuras palpebrais 

descendentes, ponte nasal deprimida e orelhas posteriormente anguladas com 

hélices proeminentes (1,5,16). As mutações associadas a esse quadro clínico 

foram descritas nos genes BRAF, MEK1, MEK2 e KRAS (20). 

 

Figura 7 - Paciente com Síndrome Cardiofaciocutânea 

 
Paciente com CFC e mutação identificada em MEK2 (1). 

 

4.2.5.Neurofibromatose Tipo 1 (NF1, OMIM 162200): 

Associada, até o momento, exclusivamente a alterações no gene NF1 

(20), a NF1 tem incidência de 1 em cada 2500-3000 nascidos vivos e os 

pacientes afetados apresentam manchas café com leite, nódulos de Lisch nos 
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olhos e tumores fibromatosos na pele (1,16). O diagnóstico diferencial se faz 

importante pois esses indivíduos possuem maior susceptibilidade ao 

desenvolvimento de tumores benignos e malignos (5). 

 

Figura 8 - Paciente com Neurofibromatose Tipo 1 

 
Paciente com manchas café-com-leite e pectus  excavatum (24). 

  

4.2.6.Síndrome de Legius (SL, OMIM 611431): 

Este distúrbio autossômico dominante é caracterizado por mutações no 

gene SPRED1 (20). Fenotipicamente, seus pacientes apresentam semelhanças 

com a NF1, tais como as múltiplas manchas café-com-leite mas sem a 

predisposição a formação de tumores. Outras características desta síndrome 

são: hipertelorismo ou macrocefalia, lipomas e dificuldades leves de aprendizado 

ou problemas de atenção (1,5,16). 
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Figura 9 - Paciente com Síndrome de Legius 

 
Característica de sobreposição entre a SL e a NF1: manchas café-com-leite (25). 

 

4.3.Aspectos Moleculares das RASopatias: 

4.3.1.Via Ras/MAPK: 

A via Ras/MAPK é uma das vias de transdução de sinal mais bem 

estudada e é crítica na regulação do ciclo celular, crescimento celular, 

diferenciação e senescência, processos essenciais para o desenvolvimento 

normal de mamíferos (1). Esta via é composta por diversas proteínas que sofrem 

fosforilações quando acionadas por fatores de crescimento extracelulares (1). 

As proteínas Ras são pequenas GTPases, codificadas por uma classe de 

genes que atuam como sinalizadores centrais (Ras/MAPK) para múltiplas vias 

de sinalização intracelulares (26). Estudos funcionais com mutações ativadoras, 

que levam a desregulação desta via, mostraram que este é um dos mecanismos 

patogênicos comum às RASopatias (1). 

A ativação de Ras inicia-se com a ligação de fatores de crescimento aos 

receptores do tipo tirosina cinase (RTK) ou aos receptores acoplados à proteína 

G, que ligados as GTP irão ativar as MAPKs até os efetores terminais da via, 

ERK1 e/ou ERK2. Esses, por sua vez, regulam um grande número de moléculas, 
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dentre elas fatores de transcrição, proteínas da membrana e proteínas cinases 

que controlam as funções celulares essenciais (27). 

Dada a alta complexidade da via, as alterações podem ocorrer não 

somente ao nível de mutação nos genes diretamente envolvidos nela, mas 

também ao nível de regulação da expressão destes genes. Dentre esses 

mecanismos podemos citar a metilação, o processamento alternativo do mRNA 

(splicing alternativo) e a regulação por RNAs não codificantes (dentre eles os 

miRNAs) (6). 

 

4.3.2.MicroRNAs (miRNAs): 

Os miRNAs são pequenas moléculas endógenas de ácido ribonucleico 

(RNA), não codificantes, com cerca de 22 nucleotídeos (nt), que apresentam um 

importante papel no processo biológico por meio da regulação da expressão 

gênica através de interações com mRNA celular. Exercem sua função principal 

através de regulação da expressão gênica tanto transcricional como pós-

transcricional (28). 

Estão envolvidos na regulação de uma variedade de processos 

fisiológicos e celulares por meio de dois mecanismos distintos: degradação do 

mRNA e interrupção do processo de tradução (29–31) (Figura 10). Segundo o 

banco de dados miRBase (32,33), já foram descritos 2588 miRNAs que são 

transcritos pelo genoma humano. Estes podem interferir na regulação de 

diversos mRNAs (9,30). 
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Figura 10 - Biogênese e Mecanismos de Regulação dos miRNAs 

 
Os miRNAs são transcritos no núcleo das células, onde são clivados e formam uma estrutura de 
grampo (pré-miRNA). A Exportina leva essas moléculas para o citoplasma onde a DICER irá 
clivá-las em sua forma de miRNA maduro. Esta estrutura ativa irá se ligar ao RNAm de seu gene 
alvo, recrutando uma maquinaria proteica que poderá degradá-lo ou reprimir sua tradução. 
Traduzido e adaptado de Hébert et al., 2009 (34). 

 

Os miRNAs já foram descritos como biomarcadores do desenvolvimento 

celular em diferentes tecidos e fluidos corporais (30,35–38). No tecido cardíaco 

normal, por exemplo, diferentes miRNAs têm sido relacionados à proliferação de 

cardiomiócitos, diferenciação de progenitores de células cardíacas, 

reprogramação desses tipos de células, entre outras funções (39). Em processos 

fisiopatológicos, como nas síndromes de Epidermólise Bolhosa (OMIM 226600) 

(5), Beckwith-Wiedeman (OMIM 130650) (5,40) e em alguns tipos de câncer, tais 

como leucemia mieloide, leucemia linfoblástica aguda e linfomas em geral 

(41,42), carcinoma hepatocelular (43), câncer coloretal (44,45), câncer de 

próstata (46), e mieloma múltiplo (47), foram descritas mutações ou alterações 

na expressão de miRNAs (48). 
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Nas RASopatias, mutações em miRNAs, já foram descritas em síndromes 

tais como SC e NF1 (14,15,49).  Os pacientes com a SC possuem mutações no 

gene HRAS, que produz as proteínas P19 e P21, reguladores do ciclo celular. 

Garcia-Cruz et al. (14) reportaram alterações na expressão dos miRNAs miR-

341, miR-206, miR330, mir138 e miR-99b em células contendo mutações no 

referido gene. Já na NF1, doença de característica proliferativa, alterações da 

expressão de uma série de miRNAs associados aos genes da via Ras/MAPK, 

aos processos carcinogênicos (transição epitélio-mesenquimal e proliferação 

celular) e ao gene supressor tumoral PTEN, foram reportadas em neurofibromas 

dérmicos, plexiformes e malignos (49). Entretanto, alterações de miRNAs em 

outras RASopatias ainda não foram descritas. 

 

4.3.3.Identificação das Mutações – Sequenciamento de DNA: 

São diversos os genes envolvidos nas RASopatias (1,16), com tamanhos 

variados, o que torna dispendiosa a investigação molecular (Tabela 1). O método 

padrão-ouro para este diagnóstico é o sequenciamento por Sanger (50). Porém, 

esse método possui uma restrição quanto ao tamanho dos fragmentos a serem 

amplificados e sequenciados, que não pode ultrapassar 1000 pares de bases 

(pb), o que representa uma limitação para doenças multigênicas. 

Desta forma, as técnicas de NGS (Sequenciamento de Nova Geração, do 

inglês Next-Generation Sequencing) surgiram para otimizar a identificação de 

alterações no DNA de pacientes com doenças complexas, uma vez que 

possibilitam até mesmo o sequenciamento do genoma inteiro de um paciente 

(51,52). 

https://www.thermofisher.com/us/en/home/life-science/sequencing/next-generation-sequencing.html
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O sequenciamento do exoma consiste na obtenção da sequência de 

nucleotídeos das regiões codificantes do DNA (éxons). 

 

Tabela 1 - Descrição dos genes envolvidos nas RASopatias 

Síndrome Genes Prevalência (%) 
Posição 

Cromossômica 

Tamanho 
do Gene 

(pb) 

Nº de 
Éxons 

SN 

PTPN11 50% 12q24 98.182 16 

SOS1 10-13% 2p22 145.915  23 

KRAS <5% 12p12 52.675 06 

RIT1 4-9% 1q21 20.595 06 

CRAF/RAF1 3-17% 3p25 87.571 17 

BRAF <2% 7q34 212.438 18 

NRAS <1% 1p13 19.438 07 

SHOC2 <1% 10q25.2 101.125 09 

CBL <1% 11q23.3 108.870 16 

LZTR1* <1% 22q11.21 23.769 21 

RASA2* <1% 3q22-q23 135.317 25 

MAP2K1/ 
MEK1 * 

<1% 5q22.1-q22.33 111.672 11 

A2ML1* <1% 12p13.31 61.312 36 

RRAS* <1% 19q13.33 11.852 6 

SOS2* <1% 14q21 114.751 26 

SC HRAS 90% 11p15.5 10.309 7 

LEOPARD 

PTPN11 90% 12q24 98.182 16 

CRAF/RAF1 5% 3p25 87.571 17 

BRAF 5% 7q34 212.438 18 

CFC 

BRAF 75% 7q34 212.438 18 

MAP2K1/ 
MEK1 

12% 5q22.1-q22.33 111.672 11 

MAP2K2 / 
MEK2 

12% 19p13.3 40.808 11 

KRAS <1% 12p12 52.675 06 

NF1 NF1 100% 17q11.2 289.701 58 

SL SPRED1 100% 15q13.2 107.324 7 
* Indica que tais genes foram recentemente descritos e ainda estão em fase de validação para 
que sejam incluídos na lista de genes associados à doença. (Fonte: http://www.omim.org (5)). 
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4.3.4.Avaliação Funcional – Alvos Validados dos miRNAs: 

Os miRNAs atuam reduzindo a expressão de seus alvos pela interação 

molecular com o mRNA (28–30,38,48). Estudos funcionais em nível celular e de 

predição molecular por bioinformática, realizados desde a descoberta dos 

miRNAs, foram capazes de gerar dados para a formação de bancos com 

predição de alvos. 

O banco de dados selecionado para este estudo (miRTarBase (53–56)) 

sobressai-se, quando comparado aos demais, por compilar resultados de 

bancos de predição in silico, bancos de associação com patologias e artigos 

indexados. A partir dos resultados apresentados por essa convergência de 

dados, são determinados os possíveis alvos regulados por cada miRNA e a força 

dessa predição, de acordo com a técnica usada para sugerí-la. 

A partir da identificação dos miRNAs mutados, são pesquisados os seus 

alvos e avaliados quais podem estar relacionados com a via de interesse. A 

expressão dos alvos pode ser quantificada através de RT-qPCR (57–60). 

  



Capítulo 1 – Estudo de miRNAs  44 
  

5. METODOLOGIA: 

5.1.Tipo e Local do Estudo: 

O estudo seguiu o modelo observacional, transversal e descritivo. O 

presente capítulo foi realizado no LMG do IFF/Fiocruz e no LNCC (Laboratório 

Nacional de Computação Científica – Petrópolis/RJ). 

Os pacientes foram recrutados e acompanhados no ambulatório do CGM 

- IFF/Fiocruz, supervisionado pelo Dr Juan Clinton Llerena Jr. 

 

5.2.Comitê de Ética em Pesquisa: 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa CEP/IFF 

(CAAE: 46884615.3.0000.5269; Parecer Consolidado nº 2.071.943) (Anexo I). 

 

5.3.Amostra e Critérios de Inclusão e Exclusão: 

A amostra se constituiu de pacientes diagnosticados clinicamente com 

RASopatia acompanhados pelo CMG - IFF/Fiocruz com idade entre 0 e 19 anos 

e resultados do exoma com mutações em miRNAs. 

 

5.4.Recrutamento dos Pacientes e Obtenção das Amostras: 

Durante a consulta no Ambulatório de Genética Médica do IFF/Fiocruz, os 

médicos avaliaram os pacientes. Quando confirmado o diagnóstico clínico, os 

pacientes foram convidados a participar do projeto através da aplicação dos 

termos de consentimento (Apêndice I), assentimento respectivo para sua idade 
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(Apêndices II e III) e autorização de uso de imagem (Anexo II). Durante a 

consulta foram fornecidas todas as explicações necessárias para que o paciente 

e sua família entendessem a pesquisa, seus objetivos e vantagens. 

Tendo o paciente concordado em participar, e após a assinatura dos 

termos em três vias (uma do paciente, uma da equipe de pesquisa e outra 

anexada ao prontuário médico), o mesmo foi encaminhado para o setor de coleta 

do IFF/Fiocruz onde foi colhido cerca de 5mL de sangue venoso periférico para 

obtenção das amostras de DNA e RNA. 

  

5.5.Seleção dos miRNAs e Predição in silico dos Alvos: 

 Este projeto avaliou parte dos resultados obtidos no piloto do 

sequenciamento do exoma de 06 pacientes com diagnóstico clínico de 

RASopatia, projeto desenvolvido pela aluna de doutorado MSc Natana Chaves 

Rabelo em colaboração com a equipe de bioinformática do LNCC, que forneceu 

dados sobre a sequência de uma lista de miRNAs. 

Neste projeto piloto, amostras de DNA isoladas do sangue periférico 

destes 06 pacientes tiveram seus éxons (parte codificante do DNA) 

sequenciados em uma plataforma de NGS e os dados obtidos foram avaliados 

em plataformas de bioinformática para estudo de mutações. 

As mutações nos genes que codificam miRNAs foram identificadas pelo 

grupo do LNCC (resultados obtidos a partir do projeto principal), a partir da 

análise do exoma. Os bancos de dados dbSNP (build 151) (61) e dbNSFP versão 

3.5 (62) foram utilizados para a predição do impacto funcional dessas mutações.  

Os resultados também foram filtrados a partir das associações conhecidas a 
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doenças presentes em pacientes com RASopatia, como problemas cardio-

cerebrovasculares e câncer, enfocando apenas em miRNAs com variantes na 

sequência madura, ou seja, a sequência que reconhece o gene alvo. Esta 

seleção foi realizada com base em um banco de dados públicos (miRTarBase – 

http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/ (53–56)) e de dados já reportados na 

literatura. 

A plataforma miRTarBase (53–56) reúne os dados de bancos de predição 

in silico e artigos publicados em revistas indexadas que realizaram validação 

funcional experimental da relação miRNA versus alvos. Os miRNAs 

selecionados foram analisados quanto a relação de seus alvos com a via 

Ras/MAPK, alterada nas RASopatias. 

 

5.6.Recursos Financeiros: 

Este trabalho é parte constituinte do Projeto “Estudo Molecular das 

Doenças Genéticas Crônicas: Defeitos Congênitos, Doença do Desenvolvimento 

e Câncer Infantil, a partir da Via das RASopatias”, aprovado no Edital 15/2015 - 

“Apoio às Instituições de Ensino Sediadas no Rio de Janeiro” através da 

Fundação Carlos Chagas Filho de Amparo à Pesquisa do Estado do Rio de 

Janeiro (FAPERJ), sob a matrícula 2000.08477.4. 

Esta dissertação foi realizada com investimentos da Fundação Oswaldo 

Cruz (Fiocruz) e da Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível 

Superior (CAPES). 
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Figura 11 - Fluxograma Metodológico do Capítulo 1 

  
Seguimento das análises dos pacientes para composição dos resultados do capítulo 1, desde a 
sua entrada (pelo projeto de doutorado da MSc Natana Chaves Rabelo) até todas as avaliações 
in silico realizadas.  

Paciente
Resultado do 

Exoma
Identificação das 

Mutações
Avaliação no 
miRTarBase

miRNAs 
Selecionados
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6. RESULTADOS: 

6.1.Pacientes Recrutados: 

6.1.1.Paciente S1:  

Paciente do sexo masculino, que se apresentou ao ambulatório de 

genética aos 3 meses de idade com laringomalácia, retardo de crescimento intra-

uterino, nevos e redundância de pele nas palmas das mãos e solas dos pés. Seu 

fenótipo era consistente com a SN; entretanto, o mosaicismo da trissomia 8 

também foi considerado devido a sulcos palmares e plantares profundos com 

pele frouxa, lábios carnudos e dismorfia facial grosseira. Foi observado cariótipo 

normal 46, XY em cultura de fibroblastos (dados não mostrados). O paciente 

apresentava atraso motor e adquiriu marcha independente apenas aos 3,8 anos. 

Com atraso na fala, vocabulário e capacidade de formação de frases muito 

reduzidos, refletindo claramente suas dificuldades de aprendizagem. O 

ecocardiograma revelou estenose pulmonar leve, não sendo necessária 

medicação ou cirurgia.  Desenvolveu epilepsia quando tinha 12 anos de idade, 

com uma crise generalizada, o que foi inicialmente controlado com hidantoína. 

O paciente apresentava hipertrofia gengival devido ao uso de anticonvulsivantes. 

Em uma avaliação clínica recente, aos 18 anos de idade, ele apresentou-se 

como um jovem muito tímido, com deficiência intelectual, baixa estatura (abaixo 

do segundo percentil), cabelos esparsos e crespos, dismorfia facial 

caracterizada por face grosseira, fissuras palpebrais com inclinação “anti-Down”, 

ptose palpebral bilateral, orelhas com implantação baixa, lábios carnudos, cúbito 

valgo, sulcos profundos das mãos e pés e hiperlaxidez dos ligamentos. Nenhum 
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papiloma ou quaisquer sinais clínicos sugestivos de SC estavam presentes, e 

nenhuma surdez foi identificada. A suspeita clínica inicial foi de SN. 

O paciente foi reclassificado como CFC pois em seu exoma foi detectada 

uma variante descrita como patogênica no gene BRAF.  

 

Figura 12 - Paciente S1 

 
Paciente S1 e suas características clínicas: à esquerda, cúbito valgo; à direita (de cima para 
baixo) face grosseira, implantação baixa das orelhas e sulcos profundos nas mãos. 

 

6.1.2.Paciente S2:  

Paciente do sexo masculino que se apresentou ao ambulatório de 

genética aos 1,5 anos de idade com tórax anormal, hipertelorismo ocular e atraso 

motor. Nascido a termo (38 semanas de gestação). Foram diagnosticadas 

estenose pulmonar e comunicação interventricular. O paciente conseguia andar 

com auxílio e tinha medidas antropométricas normais para sua idade. Estavam 

presentes ptose palpebral direita com fendas palpebrais oblíquas e epicanto 
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bilateral, bem como pescoço curto, pectus excavatum importante, proeminentes 

coxins digitais, criptorquidia bilateral e múltiplos lentigos pelo corpo. Uma 

reavaliação clínica do paciente aos 12,7 anos de idade revelou medidas 

antropométricas normais, múltiplos lentigos de pele, cúbito valgo, pterígio coli e 

proeminentes coxins digitais; adicionalmente, pectus excavatum com mamilos 

espaçados entre si e hipermobilidade articular. A ultrassonografia abdominal 

revelou um rim em ferradura. Também foi observado atraso intelectual. A 

suspeita clínica inicial foi de SN. 

Na análise do exoma encontrou-se a alteração no gene PTPN11, já 

descrita para a síndrome de LEOPARD, justificando sua reclassificação. 

 

Figura 13 - Paciente S2 

 
Paciente S2 e suas características clínicas: à esquerda, cúbito valgo e pectus excavatum; à 
direita, os múltiplos lentigos pelo corpo. 
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6.1.3.Paciente S3:  

Paciente do sexo feminino que apresentou uma translucência nucal de 

13,5 mm durante o pré-natal. Foi detectado um cariótipo normal 46, XX em 

cultura de células do âmnio (dados não mostrados). A paciente nasceu com 36 

semanas de gestação com um índice de Apgar de 3/7. Com 1 mês de idade foi 

detectado um defeito cardíaco complexo e caracterizado como uma válvula 

aórtica estenótica muito espessa, válvula mitral anormal com regurgitação e uma 

válvula pulmonar incompetente, estenótica e insuficiente. Através de 

ressonância magnética cerebral foi observado um corpo caloso fino com vermis 

cerebelar hipoplásico e uma anomalia de Dandy-Walker. O exame clínico aos 6 

meses de idade revelou uma face grosseira, choro rouco, hipertelorismo ocular, 

orelhas baixas, palato muito estreito e alto, importante redundância da pele 

nucal, pterígio coli e mamilos espaçados entre si. Também foram observados 

coxins digitais proeminentes com sulcos profundos e pele frouxa nas regiões 

palmar e plantar. Aos 10 meses de idade, a paciente era muito pequena (abaixo 

do percentil 3) e apresentava hipotonia, atraso motor e de desenvolvimento, 

choro rouco e pregas epicânticas proeminentes. Uma ultrassonografia 

abdominal revelou um rim direito vicariante e pélvico, enquanto um 

ecocardiograma não mostrou melhora dos defeitos cardíacos previamente 

detectados. A paciente também apresentava a doença de von Willebrand, 

transmitida por sua mãe e avó. A suspeita clínica inicial foi de SC. 

Foi detectada uma variante descrita como patogênica para a SN no gene 

PTPN11. Coincidentemente, a paciente também apresentava uma variante no 
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gene A2ML1 herdada do pai (não afetado). A paciente foi reclassificada como 

SN. 

 

Figura 14 - Paciente S3 

 
Paciente S3 e suas características clínicas: à esquerda, a face grosseira; à direita (acima), a 
redundância de pele nucal; à esquerda (abaixo) os sulcos palmares e plantares profundos. 

 

6.1.4.Paciente S4:  

Paciente do sexo masculino que se apresentou durante o pré-natal devido 

a uma translucência nucal anormal (2,9 mm) e rins assimétricos. Um cariótipo 

normal 46, XY foi observado em cultura de células do âmnio (dados não 

mostrados). O paciente nasceu com 38 semanas de gestação, com edema das 

mãos e pés e foi diagnosticada hidronefrose esquerda. Seu primeiro exame 

clínico aos 4 meses de idade mostrou características faciais grosseiras, com 

macrocefalia (P50 P75) em comparação com seus pais (<P50) e uma estatura 

normal. A redundância de pele estava presente na área da nuca, com proptose 
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ocular bilateral e esclera azul. Seu tórax era largo e a diástase dos músculos 

retos abdominais era evidente. O paciente apresenta uma grande mancha café-

com-leite na região abdominal direita, incluindo um ponto hiperpigmentado 

menor. Uma forma de unha muito peculiar semelhante a “garras de falcão” foi 

observada, particularmente nos pés. Era evidente uma região plantar 

hiperqueratótica, assim como sulcos profundos nas mãos. A área sacro-

coccígea apresentava uma forma pronunciada em V, com um seio cego. Uma 

criptorquidia direita também estava presente. Em reavaliação clínica aos 15 

meses de idade foi revelada uma disfunção motora importante, em que o 

paciente só conseguia ficar em pé com apoio e não apresentava coordenação 

motora fina. A ressonância magnética sacral revelou um lipoma do filum 

terminale em L2 - L5; e nenhuma anormalidade no ecocardiograma foi detectada. 

Aos 2 anos de idade, o paciente conseguia andar sem ajuda, porém, não falava. 

Sua aparência era a de um menino macrossômico, com queixo pontudo, mãos 

e pés grandes, hiperqueratose plantar e unhas de formato anormal. Apresentava 

grave atraso no desenvolvimento. A suspeita clínica inicial foi de SC. 

O exoma não apresentou nenhuma mutação para os genes da via 

Ras/MAPK. Está mantida a suspeita inicial de SC até que novos resultados 

moleculares possam ser analisados. 
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Figura 15 - Paciente S4 

 
Paciente S4 e suas características clínicas: acima, a mancha café-com-leite; abaixo, as unhas 
com formato anormal. 

 

6.1.5.Paciente S5:  

Paciente do sexo masculino, atendido em consulta genética aos 07 meses 

de idade devido a presença de manchas “café-com-leite” generalizadas. 

Associado a este quadro, também apresentou lesão tipo “plexiforme em sola” no 

pé direito. Perímetro cefálico dentro do P50 e estatura em P25, apresentando as 

mesmas medidas aos 2,3 anos. Nesta idade, foi observado déficit global do 

desenvolvimento: balbuciava palavras; apresentava dificuldade no andar, caindo 

com frequência e, por vezes, andava nas pontas dos pés. Associado a este 

quadro, também verificou-se um comportamento errático, sem interação e não 

atendimento aos chamados orais. A tomografia cerebral, ultrassom abdominal 

generalizado e raio-x do esqueleto se apresentaram normais. A suspeita clínica 

inicial foi de NF1. 
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Não foram encontradas mutações em genes da via Ras/MAPK na análise 

do exoma. Não foram encontradas mutações pontuais no gene NF1, como era 

de se esperar para um caso de NF1. A suspeita inicial está mantida e a amostra 

de DNA deste paciente foi enviada para avaliação de deleção/duplicação através 

da técnica de MLPA (do inglês Multiplex Ligation-dependent Probe 

Amplification), que ainda está processamento. 

 

Figura 16 - Paciente S5 

 
Paciente S5 e suas características clínicas: ao centro, as manchas café-com-leite; à direita, a 
lesão plexiforme no pé direito. 

 

6.1.6.Paciente S6:  

Paciente do sexo masculino atendido inicialmente pela pneumologia aos 

2 anos de idade devido a pneumonias de repetição e laringomalácea (estridor e 

dispneia), diagnosticado por videolaringoscopia. Após dois meses, realizou 

tomografia computadorizada da região cervical, sendo detectada massa 

hipodensa (semelhante às partes moles), infiltrante, pouco impregnada pelo 

contraste, desde a região infra-glótica à direita levando a compressão da epiglote 

e da laringe) que se estendia até o tórax, onde envolvia a traquéia, que estava 

http://www.applied-maths.com/applications/multiplex-ligation-dependent-probe-amplification-mlpa-analysis
http://www.applied-maths.com/applications/multiplex-ligation-dependent-probe-amplification-mlpa-analysis


Capítulo 1 – Estudo de miRNAs  56 
  

severamente comprimida. A massa comprimia a carótida e a veia jugular à 

direita. Ao ser encaminhado a um geneticista clínico, foram relatadas a presença 

de manchas café-com-leite disseminadas pelo corpo em diferentes tamanhos, 

fendas palpebrais de obliquidade inferior, pescoço curto, orelhas rodadas 

posteriormente e hélices muito dobradas. O ecocardiograma se apresentou 

normal. A suspeita clínica inicial foi de NF1 com neurofibroma plexiforme. 

Os resultados do exoma apresentaram uma mutação no éxons 18 do gene 

A2ML1 herdada da mãe. Este também é um caso de NF1 sem mutação no gene 

de mesmo nome. O DNA do paciente foi enviado para análise de 

deleção/duplicação pela técnica de MLPA que está em processamento. O 

paciente veio a óbito antes do fim das análises e sua classificação clínica foi 

mantida. 

 

Figura 17 - Paciente S6 

 
Paciente S6 e suas características clínicas: à esquerda, as manchas café-com-leite; à direita, as 
imagens do neurofibroma plexiforme. 
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6.2.Seleção dos miRNAs Resultantes do Exoma e Predição in 

silico dos Alvos: 

As sequências de miRNAs detectadas pelo exoma foram analisadas 

utilizando como base o genoma de referência para a detecção de mutações. Foi 

realizada uma primeira filtragem levando em consideração os miRNAs que 

regulavam genes da via Ras/MAPK. Na Tabela 2 temos o resultado dessa 

primeira filtragem. 

Dos miRNAs selecionados na primeira filtragem, apenas 1 estava predito 

como regulador de um gene da via Ras/MAPK, os demais não possuíam dados 

experimentais que comprovassem sua influência direta na via. Desta forma, 

optou-se por uma nova filtragem dos resultados do exoma, mostrada na Tabela 

3. 
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Tabela 2 - Resultados da Primeira Pesquisa de miRNAs Mutados 

ID Classificação 
Resultado do 

Exoma 
Reclassificação miRNA SNP ID Alvo 

S1 SN BRAF CFC - - - 

S2 SN PTPN11 LEOPARD 

hsa-miR-1304-3p rs2155248 A2ML1 

hsa-miR-608 rs4919510 

CD44 

CDC42 

FBXO32 

S3 SC 
PTPN11 

SN hsa-miR-1304-3p rs2155248 A2ML1 
A2ML1 

S4 SC 
sem mutação em 
HRAS 

SC 
hsa-miR-1304-3p rs2155248 A2ML1 

hsa-miR-646 rs6513497 NOB1 oncogene 

S5 NF1 sem mutação NF1 NF1 
hsa-miR-646 rs6513497 NOB1 oncogene 

hsa-miR-1304-3p rs2155248 A2ML1 

S6 NF1 
sem mutação NF1 NF1 com 

Neurofibroma 
Plexiforme 

hsa-miR-1304-3p rs2155248 A2ML1 
A2ML1 

 

 

 

 



Capítulo 1 – Estudo de miRNAs  59 
  

 

 

Tabela 3 - Resultados da Segunda Pesquisa de miRNAs Mutados 

ID Classificação 
Resultado do 

Exoma 
Reclassificação miRNA SNP ID Alvo 

S1 SN BRAF CFC hsa-miR-412-3p (ht) rs61992671 ACVR1C 

S2 SN PTPN11 LEOPARD hsa-miR-608 (hm) rs4919510 

CD44 

CDC42 

FBXO32 

TP53 

S3 SC 
PTPN11 

SN 
hsa-miR-412-3p (ht) rs61992671 ACVR1C 

A2ML1 hsa-miR-627-5p (ht) rs2620381 KDM3A 

S4 SC 
sem mutação em 
HRAS 

SC hsa-miR-646 (ht) rs6513497 NOB1 oncogene 

S5 NF1 sem mutação NF1 NF1 
hsa-miR-646 (ht) rs6513497 NOB1 oncogene 

hsa-miR-412-3p (hm) rs61992671 ACVR1C 

S6 NF1 
sem mutação NF1 NF1 com 

Neurofibroma 
Plexiforme 

hsa-miR-412-3p (ht) rs61992671 ACVR1C 
A2ML1 

(ht) – heterozigose; (hm) – homozigose. 



Capítulo 1 – Estudo de miRNAs  60 
  

Nesta segunda análise, a maioria das mutações em miRNAs foi 

encontrada em heterozigose, ou seja, um alelo estava mutado e o outro não. 

Como, no ensaio de expressão gênica, não se poderia precisar qual alelo estaria 

sendo expresso naquele momento (o mutado ou o selvagem), optou-se por uma 

nova filtragem.  

Decidiu-se realizar uma terceira filtragem dos dados, avaliando tanto os 

alvos regulados quanto os alelos mutados (Tabela 4). Novamente foram 

encontradas mutações em heterozigose. Encerrou-se a busca por miRNAs 

nesses pacientes. 

 

Tabela 4 - Resultados da Terceira Pesquisa de miRNAs Mutados 

miRNA SNP ID 
Troca de 

Bases 

Paciente com a 
Mutação 

Detectada 

hsa-miR-1231 rs116338160 G>A S1 (ht) 

hsa-miR-1231 rs112032363 C>A S1 (ht) 

hsa-miR-590-3p rs6971711 C>T S1 (ht) 

hsa-miR-6875-3p rs112975788 C>G S2 (ht) 

hsa-miR-6778-3p rs377036954 G>C S2 (ht) 

hsa-miR-4743-5p rs141766192 C>T S3 (ht) 

A – adenina; T – timina; G – guanina; C – citosina; > - troca da base à esquerda do sinal pela 
base à direita do sinal; (ht) – heterozigose; ND – Não determinado.
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7. DISCUSSÃO: 

As sondas usadas para o sequenciamento do exoma estendem-se para 

além dos éxons e, em alguns, casos incluem regiões de miRNAs em suas 

sequências. Tais amplificações podem ter número de leituras (reads) menor que 

os éxons, porém isso não impossibilita a análise de seus resultados. 

O miRTarBase (53–56,63) compila dados de diversos bancos de dados 

de miRNA, bem como dados de artigos publicados em revistas indexadas, e é a 

melhor base de dados para tais moléculas até o presente momento. A pesquisa 

nessa base de dados nos permite filtrar as predições dos alvos pela força da 

associação, sendo consideradas mais fortes as análises in vitro e menos fortes 

as in silico. Tal ferramenta nos permite visualizar se o miRNA em pesquisa tem 

forte predição para regular os genes de interesse, no caso os genes da via 

Ras/MAPK. Se os genes visados possuem predição fraca, pode-se excluir o 

miRNA da análise até que se encontrem provas experimentais desta relação. 

A localização das mutações no miRNA pode ter interferência direta em 

sua função. Mutações na região de grampo (hairpin) do pré-miRNA podem afetar 

a estabilidade da molécula e, por consequência sua expressão. Já as mutações 

na região de reconhecimento do mRNA alvo (seed) podem aumentar ou diminuir 

a afinidade do miRNA por seu alvo, afetando diretamente a expressão desses 

genes (Figura 18). 
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Figura 18 - Pareamento do miRNA e do mRNA por Reconhecimento do Seed 

 

Esquema de reconhecimento por complementariedade de bases, onde a região do seed do 
miRNA reconhece uma região do seu mRNA alvo e exerce sua função pelo estabelecimento de 
interações químicas. Em azul, a sequência do RNAm do gene alvo; em verde, a sequência do 
miRNA, com destaque em roxo na porção seed de reconhecimento do alvo; em rosa, o complexo 
proteico de recrutamento; em laranja, o complexo proteico RISC. 

 

A identificação da mutação no miRNA no exoma, com posterior 

confirmação pelo método de Sanger (50), não nos garante que esta molécula 

reguladora esteja alterando a expressão de seus alvos. Para tal, necessita-se 

investigar se a expressão dos alvos está alterada na amostra. Porém essa 

análise encontra um impeditivo quando a mutação do miRNA encontra-se em 

heterozigose. Durante os processos celulares, com a técnica de RT-q-PCR, não 

se pode precisar qual dos dois alelos está sendo expresso, a menos que fossem 

usadas sondas do tipo TaqMan (64). Tais sondas são capazes de permitir a 

distinção entre mutações diferentes, no mesmo poço, durante uma reação de 

RT-qPCR ao marcarem cada uma das mutações com um fluoróforo diferente. 

Tais reagentes são extremamente precisos, porém são caros, o que 

inviabilizou o uso dos mesmos neste estudo. Dessa forma, não poderíamos 

confirmar se a mutação estava modulando a expressão do alvo pois não 

teríamos como afirmar que o miRNA expresso era o mutado ou o selvagem. Daí 

a justificativa de exclusão das mutações em heterozigose. 
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Diante destas barreiras metodológicas, o prosseguimento das análises do 

miRNAs não nos traria segurança e poderia ser extremamente dispendiosa e 

cara. Optou-se por ampliar a investigação dos resultados do exoma dos 

pacientes a fim de definir o diagnóstico dos mesmos. Para seguimento deste 

trabalho, optou-se pela a análise de relatos de casos, descritos nos próximos 

capítulos. 
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CAPÍTULO 2 – Estudo de Caso – Paciente S4 

8. REFERENCIAL TEÓRICO: 

8.1.Descrição de Caso Clínico – Paciente S4: 

O caso clínico do paciente foi descrito no tópico 6.1.4. O mesmo foi 

inicialmente classificado como SC. As análises moleculares ainda não 

apresentaram resultados conclusivos para o diagnóstico, mas as avaliações 

seguem considerando a classificação clínica inicial. 

De acordo com os resultados prévios do doutorado (em andamento), da 

aluna MSc Natana Chaves Rabelo, não foram encontradas mutações nos genes 

da via Ras/MAPK avaliados no exoma e também foi descartada a possibilidade 

de mosaicismo somático através da análise por Sanger (50) de mutações em 

HRAS em diferentes tecidos (sangue e mucosa oral).  

 

8.2.Gene HRAS: 

Ras é uma família multigênica codificadora de pequenas GTPases, sendo 

as mais estudadas: o HRAS, o NRAS e o KRAS. Esta via de sinalização faz a 

transdução de estímulos extracelulares que resultam em uma rede intracelular 

complexa, altamente controlada e vital para a homeostase celular. A via Ras é 

utilizada por todas as células, o que justifica as consequências no 

desenvolvimento quando essa sinalização é perturbada (65). 
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O HRAS é um gene altamente conservado localizado em 11p15.5 (65), 

formado por seis éxons dos quais os éxons de 2 a 6 codificam uma proteína de 

189 aminoácidos com um peso molecular de 21 kd (p21). O processamento 

alternativo do mRNA, excluindo os resíduos 152 a 165, dá origem a uma proteína 

de 170 aminoácidos (21). Mutações recorrentes neste gene para SC encontram-

se nas bases que codificam as glicinas nas posições 12 e 13 (21,65,66), sendo 

responsáveis por cerca de 95% dos diagnósticos desta síndrome (66). Mutações 

que dão sentido trocado aos aminoácidos nessas posições levam ao aumento 

da atividade do produto gênico (21). As alterações mais comuns (G12S, G12A) 

resultam no fenótipo típico, enquanto casos mais leves podem ser devido a 

mutações que resultam em um comprometimento menos funcional do produto 

proteico anormal (66,67). 

A preocupação médica em indivíduos com SC é o aumento do risco de 

câncer (68). A identificação de mutações germinativas heterozigotas de ativação 

em HRAS em indivíduos com SC justifica o aumento do risco de malignidade. 

HRAS é um proto-oncogene bem conhecido e sua ativação aberrante é 

frequentemente encontrada em tumores somáticos esporádicos (21,69). Dentre 

as RASopatias, a SC apresenta o maior risco de malignidade, especialmente 

para o rabdomiossarcoma embrionário, levando ao estabelecimento de um 

protocolo de rastreamento de tumores (68–71). Apesar da existência de estudos 

que mostram que a malignidade do tumor está associada à posição da mutação 

no gene, ainda sugere-se que o rastreamento tumoral seja feito em todos os 

pacientes, independentemente da mutação identificada (68). 
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9. METODOLOGIA: 

9.1.Local do Estudo: 

Este capítulo foi realizado no LMG do IFF/Fiocruz. 

 

9.2.Amostra: 

Paciente sem mutações em genes da via Ras/MAPK pela análise do 

exoma e com diagnóstico inconclusivo. Decidiu-se investigar por outras 

abordagens possíveis alterações nesta via, com a finalidade de determinar o 

diagnóstico do paciente. 

 

9.3.Investigação de Mutações em miRNAs reguladores do Gene 

HRAS: 

Tendo em vista que a literatura, até o momento, apresenta apenas um 

gene relacionado à SC, decidiu-se investigar se os miRNAs reguladores do gene 

HRAS apresentavam alguma mutação no paciente S4. 

Foi realizada uma busca no banco de dados miRTarBase (53–56) para 

miRNAs reguladores do gene HRAS. Foi utilizado como filtro predição forte de 

relação entre miRNAs e gene. 

Os miRNAs relacionados tiveram suas sequências genômicas obtidas a 

partir dos dados do exoma do paciente. Foi realizado um estudo comparativo de 

similaridade com um genoma de referência (GRCh38) através da plataforma 

BLAST – Basic Local Alignment Search Tool (72–77). 
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9.4.Avaliação in silico da Expressão Tecidual do Gene HRAS: 

Foram utilizadas diversas plataformas de análise da expressão gênica 

tecidual in silico para buscas de tecidos viáveis para coleta e estudo da 

expressão do gene HRAS. Foram elas: 

• GTex: https://gtexportal.org/home/ (78); 

• Ensembl: https://www.ensembl.org/index.html (79,80); 

• The Humam Protein Atlas: https://www.proteinatlas.org/ (81); 

• GeneCards: https://www.genecards.org/ (82–85). 

 

Figura 19 - Fluxograma Metodológico do Capítulo 2 

 
Seguimento das análises do paciente S4 para composição dos resultados do capítulo 2, desde 
a sua entrada (pelo projeto de doutorado da MSc Natana Chaves Rabelo) até todas as avaliações 
in silico realizadas. 

  

Paciente S4
Amostra de 

Sangue

DNA Isolado
Sequenciamento 

por Sanger
Avaliação do 
Gene HRAS

RNA Isolado
Busca em 

Bancos de Dados 
de Expressão

Avaliação de 
Tecidos 
Viáveis



Capítulo 2 – Estudo de Caso – Paciente S4 69 
 

10.RESULTADOS: 

10.1.Investigação de Mutações em miRNAs reguladores do Gene 

HRAS: 

Após a análise, sem conclusão diagnóstica, dos resultados do exoma, a 

suspeita clínica de SC foi mantida. Até o momento, o único gene descrito para 

esta síndrome é o HRAS. Sendo assim, foi criada a hipótese de que a síndrome 

neste paciente pudesse ser causada por mecanismos reguladores da expressão 

do HRAS, mesmo que este não estivesse mutado. 

Decidiu-se realizar a busca inversa,  no miRTarBase (53–56,63), ou seja,  

procurar pelo próprio HRAS, a fim de relacionar os miRNAs que poderiam estar 

regulando este gene. Os resultados foram filtrados de acordo com a força do 

ensaio preditivo. Desta forma, foram encontrados 07 miRNAs que regulam, com 

predição forte o HRAS (Figura 20). 
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Figura 20 - Resultado da Busca no miRTarBase de miRNAs Reguladores do Gene HRAS 

 
Em vermelho, as análises com forte predição de interação do miRNA com HRAS; em verde, as análises com predição mais fraca. 
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Foi obtida a sequência de bases nitrogenadas dos miRNAs no próprio 

miRTarBase (53–56,63) (Figura 21). 

 

Figura 21 - Estrutura dos pré-miRNAs 

 
Estrutura dos pré-miRNAs. Em vermelho, temos destacada a sequência de nucleotídeos do 
miRNA maduro pós-clivagem (Adaptado do miRTarBase (53–56,63)). 

 

A sequência dos miRNAs foi revertida para a sequência do DNA que a 

codificou. Foi feita a busca desta sequência nos resultados do exoma do 
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paciente S4 (IGV) e também no genoma de referência (GRCh38) a fim de 

localizar a posição cromossômica das sequências de interesse (Tabelas 5 e 6). 

 

Tabela 5 - Posição dos miRNAs no Genoma de Referência 

miRNA Sequência Madura 
Posição 

Genômica 

hsa-miR-181d-5p AACAUUCAUUGUUGUCGGUGGGU 
19:13874875-
13875011 [+] 

hsa-let-7a-5p UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU 
9:94175957-
94176036 [+] 

hsa-miR-143-3p UGAGAUGAAGCACUGUAGCUC 
5:149428918-
149429023 [+] 

hsa-miR-181a-5p AACAUUCAACGCUGUCGGUGAGU 
1:198859044-
198859153 [-] 

hsa-miR-139-5p UCUACAGUGCACGUGUCUCCAGU 
11:72615063-
72615130 [-] 

hsa-miR-663a AGGCGGGGCGCCGCGGGACCGC 
20:26208186-
26208278 [-] 

hsa-let-7b-5p UGAGGUAGUAGGUUGUGUGGUU 
22:46113686-
46113768 [+] 

[+] fita senso; [-] fita anti-senso. 

 

Tabela 6 - Posição dos miRNAs no IGV (Exoma) 

Cobertura 
Exoma 

miRNA Posição Sequência IGV 

19 hsa-miR-181d-5p 19:13874625-13875261 
27 hsa-let-7a-5p 9:94175707-94176286 
15 hsa-miR-143-3p 5:149428668-149429273 
28 hsa-miR-181a-5p 1:198858794-198859403 
7 hsa-miR-139-5p 11:72614813-72615380 
10 hsa-miR-663a 20:26207936-26208528 
6 hsa-let-7b-5p 22:16113436-46114018 

Em verde estão os números de reads acima do corte considerado bom para análise do exoma; 
em vermelho, os que se encontravam abaixo. 

 

Em posse dessas informações, foram obtidas as sequências codificantes 

dos miRNAs no paciente, que foram alinhadas com o genoma de referência pela 

ferramenta BLAST – Basic Local Alignment Search Tool (72–77), apenas a 

sequência do hsa-let-7b-5p não pode ser obtida através dos dados dos exoma. 
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Todas as demais sequências do paciente encontraram 100% de 

correspondência com o GRCh38 (Figuras de 22 a 27), indicando que o paciente 

não possui mutações nos miRNAs reguladores do HRAS. 

 

Figura 22 - BLAST do hsa-miR-181d-5p 

 

 

Figura 23 - BLAST do hsa-let-7a-5p 

 

 



Capítulo 2 – Estudo de Caso – Paciente S4 74 
 

Figura 24 - BLAST do hsa-miR-143-3p 

 

 

Figura 25 - BLAST do hsa-miR-181a-5p 

 

 

Figura 26 - BLAST do hsa-miR-139-5p 
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Figura 27 - BLAST do hsa-miR-663a 

 

 

10.2.Avaliação in silico da Expressão Tecidual do Gene HRAS: 

Visando outra alternativa para avaliação de alterações que justifiquem o 

fenótipo do paciente, foi traçada a hipótese metodológica para análise da 

expressão do gene HRAS. Para tal, foram realizadas buscas em diversos bancos 

de expressão gênica com o objetivo de encontrar um tecido acessível que 

expressasse o gene de interesse (Figuras de 28 a 31). 

Os tecidos passíveis de coleta (sangue e mucosa oral) possuem baixa 

expressão em todos os bancos pesquisados. Coletas de biópsias de pele foram 

descartadas por serem mais invasivas e devido à dificuldade em coletar material 

de controles saudáveis pareados. 
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Figura 28 - Expressão de HRAS (GTex) 

 
Expressão tecidual do gene HRAS em diferentes tecidos de acordo com os experimentos do banco GTex. As setas em vermelho indicam os tecidos 
viáveis para a coleta no paciente S4. 
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Figura 29 - Expressão de HRAS (Ensembl) 

 

Expressão tecidual do HRAS em diferentes tecidos de segundo os experimentos do banco Ensembl. Foram utilizados filtros para exibição dos tecidos 
viáveis de serem coletados no paciente S4. As gradações dos tons de azul indicam, do mais fraco para o mais forte, o aumento dos níveis de expressão 
do gene de interesse. 
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Figura 30 - Expressão de HRAS (The Human Protein Atlas) 

 

               
Expressão tecidual do HRAS segundo os dados do banco The Human Protein Atlas. A coluna 
da esquerda apresenta a expressão de RNA do gene em diferentes tecidos, enquanto a coluna 
da direita apresenta os níveis da proteína HRAS em diferentes tecidos. O tamanho da barra é 
indicativo da expressão comparativa entre os tecidos. A seta vermelha indica o tecido viável de 
ser coletado no paciente S4. 
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Figura 31 - Expressão de HRAS (Gene Cards)  

 

 
Expressão tecidual do HRAS segundo os dados do banco Gene Cards. As colunas indicam a 
expressão do gene detectada nos tecidos por três diferentes técnicas. Os tamanhos das barras 
são indicativos da expressão comparativa entre os tecidos. As setas vermelhas indicam os 
tecidos viáveis de serem coletados no paciente S4. 
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11.DISCUSSÃO: 

Em se tratando de doenças genéticas, é comum associá-las a alterações 

na sequência de DNA de um gene. Porém, um conceito mais amplo engloba 

alterações em quaisquer níveis de regulação da expressão desse gene que irão 

afetar a conformação estrutural/funcional ou a quantidade do produto deste 

processo, ou seja, proteínas e enzimas. 

Sendo assim, pode-se pensar que uma doença até o momento associada 

a somente um gene, como é o caso da SC com o HRAS, pode ser identificada 

não só pelo sequenciamento deste gene como também por técnicas que avaliem 

mutações em moléculas reguladoras da expressão do alvo ou técnicas que 

mensurem a quantidade e a funcionalidade da molécula final do processo de 

tradução. 

Seguindo a linha de trabalho com miRNAs, optou-se por avaliar 

especificamente esta classe de reguladores através da base de dados 

miRTarBase. A busca realizada através do gene HRAS resultou em 07 miRNAs 

com forte predição de regulação. Porém estes não estavam mutados no DNA do 

paciente, indicando que não seria justificável realizar o estudo da expressão dos 

mesmos. 

Devido à baixa expressão do HRAS na mucosa e no sangue, optou-se por 

suspender esta etapa analítica e aprofundar a genotipagem do paciente através 

do sequenciamento do genoma (análise em andamento). O mais importante é 

fornecer um retorno à família e o correto acompanhamento do paciente, pois, se 
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confirmado o diagnóstico de SC, o mesmo deverá ter um melhor rastreio para 

câncer devido a maior incidência nesta síndrome (68).
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CAPÍTULO 3 
Estudo de Caso – Gêmeas com 

Fenótipos Discordantes
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CAPÍTULO 3 – Estudo de Caso – Gêmeas com 

Fenótipos Discordantes 

12.REFERENCIAL TEÓRICO: 

12.1.Descrição de Caso Clínico – Pacientes S16 e S17: 

Pacientes gêmeas, univitelinas, com fenótipos discordantes. Avaliação 

comparativa, visando descrever as possíveis alterações na expressão gênica 

que poderiam modular o fenótipo da doença. 

Nascidas em setembro de 2002, de gestação normal e não consanguínea. 

Apresentam certo atraso cognitivo. Aos 5 anos de idade foi descartada a suspeita 

de síndrome de Turner pela análise dos cariótipos que se apresentaram normais 

para ambas (46, XX). Possuem face característica de SN com pescoço alado e 

orelhas com baixa implantação. Em 2018 foram encaminhadas para o Hemorio 

para investigação de coagulopatias, comuns em SN (86), onde foi confirmada 

doença de von Willebrand em ambas. 

Em relatório escolar, foram descritas como alunas com dificuldades em 

acompanhar os conteúdos, precisando de mais tempo para entender a matéria. 

Frequentam atividades pedagógicas no contraturno. Possuem dificuldades com 

conceitos mais abstratos, na compreensão de narrativas, na produção de textos 

coesos, na interpretação de enunciados, com limitação no desenvolvimento de 

raciocínio lógico e dificuldade de autonomia nas avaliações. Ficam 

frequentemente de recuperação. 
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São diferenciadas entre si por características em três aspectos principais 

descritos a seguir: 

 

Tabela 7 - Diferenças Fenotípicas entre as Gêmeas S16 e S17 

 S16 S17 

Coração 
sem alterações 
cardiológicas 

submetida a uma cirurgia cardíaca 
aos 5 anos de idade para correção 
de defeito do septo atrioventricular 
(DASV) 

Coluna 
sem alterações 
osteoarticulares na coluna 

escoliose e lordose lombar 
acentuadas (Figura 33) que 
conferem a ela uma estatura 
menor em relação a outra gêmea 
(Figura 32) 

Cognição 
mais falante e participativa 
em aula, porém com maior 
dificuldade nos conteúdos 

mais centrada e, no geral, 
apresenta melhor desempenho 
nas avaliações 

 

Ambas tiveram seu material genético analisado no exoma. Não foram 

encontradas mutações nos genes da via Ras/MAPK e a análise dos resultados 

está sendo expandida para outros genes. 

 

Figura 32 - Pacientes S16 e S17 

 
Pacientes S16 e S17 e suas características clínicas: à esquerda, a diferença de estatura entre 
elas; à direita, ambas com o pescoço alado. 
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Figura 33 - Radiografia de Coluna da Paciente S17 

 
Exame de imagem da paciente S17, evidenciando a escoliose da paciente. 

 

12.2.Estudos com Gêmeos: 

Há duas classes de gêmeos. Os dizigóticos são originários de dois 

zigotos, ou seja, dois óvulos fertilizados por dois espermatozoides. Já os 

monozigóticos são originados da fertilização de um único óvulo por um único 

espermatozoide e são considerados geneticamente idênticos (87), embora 

diferenças físicas ocorram devido a influências ambientais (88). A prevalência de 

gêmeos monozigóticos em humanos é de 0,3 a 0,4%, não sofrendo variações 

entre os grupos étnicos (89). 

Diversos autores relataram casos de gêmeos discordantes 

fenotipicamente mesmo antes da definição de testes genéticos para RASopatias 

(90–93). O primeiro estudo clínico de gêmeos discordantes com SN realizou a 

definição de gemelaridade através de características e similaridades físicas, 

mesma placenta, mesmo sexo, mesmo tipo sanguíneo (94). Estes estudos de 
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relatos de caso reforçaram a evidência de influência genética nas RASopatias 

(90). 

Na literatura, a maioria dos estudos em RASopatia com resultados 

moleculares para gêmeos discordantes são nos casos de NF1 (89,95–99) devido 

a sua grande variabilidade fenotípica e ao interesse em encontrar marcadores 

para malignidade e fenótipos mais graves (99). Há também estudos com 

LEOPARD (100) e SN (101,102). 

Um importante estudo de 1993 mostrou que variações nas mutações em 

NF1 não são as únicas justificativas para expressão fenotípica variável, já que 

existem diferenças consideráveis entre membros da mesma família que variaram 

em maior grau com o aumento da distância de um probando. Tal estudo sugeriu 

a atuação de genes modificadores em tal variabilidade (103). Já um estudo em 

uma família com SN associou dados moleculares de humanos com resultados 

de pesquisa em modelos animais para gerar a teoria que uma possível 

hiperfunção de PTPN11 em humanos pode resultar em ovulação múltipla e um 

risco aumentado de gemelaridade dizigótica, uma vez que há três gêmeos 

dizigóticos nos filhos de duas mulheres afetadas nessa família (104). 

Acredita-se que a grande vantagem de estudos com gêmeos seja poder 

avaliar indivíduos pareados quanto a fatores genéticos e ambientais (105). 

Porém, a influência ambiental inicia-se ainda no útero, como por exemplo, na 

anastomose placentária. Neste mecanismo de transfusão de gêmeo para 

gêmeo, o sangue desoxigenado da artéria de um bebê entra na placenta e chega 

na veia do outro bebê, fazendo com que o segundo não tenha os nutrientes 
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necessários para seu desenvolvimento e que o excesso de sangue para o 

primeiro também possa acarretar problemas (88) (Figura 34). 

A nível molecular há ainda a ocorrência de eventos pós-zigóticos que 

levam a formação de indivíduos mosaicos, com mutações diferentes nos 

diversos tecidos e, consequentemente, expressão variável (89,98).  Além disso, 

estudos moleculares recentes mostram que há variações em genomas de 

gêmeos, sugerindo que eles não são 100% idênticos devido a retrotransposons 

e variações no número de cópias (106). Há ainda a evidência de que outros 

mecanismos devam ser estudados para entendimento de tais variações, dentre 

eles temos: padrões de metilação, genes reguladores, RNAs não traduzidos, 

DNA mitocondrial, variantes do número de cópias etc. (95,97). 

A era Genômica nos trouxe técnicas que permitem avaliar a influência 

destes mecanismos regulatórios no desenvolvimento de doenças, mudando a 

definição de “genótipo” (107). Desta forma, estudos com gêmeos ainda serão 

importantes para avaliar o impacto de tais regulações no desenvolvimento, 

diferenciação, malignidade e prognóstico de diversas patologias (87,108). 
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Figura 34 - Similaridades e Diferenças Entre Gêmeos ao Longo da Embriogênese e Após o 
Nascimento 

 
O esquema apresenta a fecundação de indivíduos gêmeos e não relacionados (podendo esses 
serem gêmeos di- ou multi-zigóticos), além das possíveis relações de partilha (ou não) de 
placenta e âmnio em gêmeos monozigóticos. Ao longo da imagem são apresentados os graus 
de similaridades e diferenças entre os indivíduos sob diversos aspectos. Traduzido e adaptado 
de Castillo-Fernandez et al., 2014 (108). 
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12.3.RNAs Não codificantes (RNAnc): 

RNAs não codificantes são a classe de moléculas transcritas a partir do 

DNA mas que não exercerão sua função como codificadoras para a tradução 

proteica (109,110). Existem diversas classes de moléculas englobadas neste 

grupo. Dentre elas, destacam-se os RNAs longos não codificantes (lncRNA – do 

inglês long noncoding RNA), os RNAs ribossomais, os RNAs transportadores 

(RNAt), os pequenos RNAs nucleares (RNAsn), os pequenos RNAs nucleolares 

(RNAsno), os RNAs associados a telômeros (TERC), os micro RNAs (miRNA) e 

os os RNAs de interferência (RNAi) (12). Tais moléculas reguladoras atuam de 

diversas formas em fenômenos biológicos, podendo participar de imprinting 

genômicos, auxiliando a conformação de cromossomos e regulando a atividade 

enzimática (110), como podemos ver na Figura 35. 

Um grande número de RNAs não codificantes segue sendo descrito, uma 

vez que as técnicas de sequenciamento massivo em paralelo tornam-se cada 

vez mais eficientes (12). Mesmo com muitas de suas funções ainda 

desconhecidas, sabe-se da importância destes RNAs para a coordenação da 

manutenção celular, bem como sua diferenciação. Desta forma, cresce o número 

de estudos que procuram investigar a causalidade existente entre mutações e 

diferentes níveis de expressão desse RNAs com o desenvolvimento de doenças 

(110).  
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Figura 35 - Mecanismos de Ação dos RNAs Não Codificantes 

 
Os RNAs Reguladores desempenham suas funções recrutando diversos tipos de proteínas. 
Traduzido e Adaptado de Kung et al., 2013 (12) 
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12.4.Avaliação Funcional – Proteoma: 

Os avanços nos estudos de biologia molecular apresentaram novas 

dúvidas a comunidade científica (111). Saber quais alterações um genoma 

carrega já não é suficiente para responder mecanismos que levam à doenças. 

Para melhor entender esses processos, iniciou-se o estudo dos produtos dos 

genes, RNAs codificantes (ou não) e proteínas. Ao grupo de proteínas expressas 

em uma célula, tecido ou organismo, em um dado momento, dá-se o nome de 

proteoma (112). Essa é uma abordagem mais sensível pois permite estudar 

modificações provenientes de estímulos internos e externos (113). 

A proteômica, técnicas para o estudo de proteínas, envolve mais 

dificuldades que o estudo de ácidos nucléicos uma vez que a estrutura das 

primeiras é mais diversa e complexa (111). Pelo conjunto de técnicas que a 

proteômica engloba pode-se ter resultados que a genômica não pode 

proporcionar, tais como processos pós-traducionais e processamento alternativo 

de RNA (splicing alternativo) (113). Tecendo um comparativo com estudos de 

expressão gênica, não necessariamente os níveis de mRNA refletem os níveis 

de proteína (molécula funcional), por conta da ação de RNAs reguladores, o que 

torna a proteômica mais precisa funcionalmente (111–113). 

As técnicas de proteômica baseiam-se na separação dos produtos 

proteicos para sua identificação. As primeiras técnicas realizavam essa 

separação em um gel bidimensional baseada no pH e na massa molecular (111). 

As técnicas mais modernas realizam a clivagem enzimática de tais proteínas, 

com separação ultrassensível por cromatografia líquida, ionização dos peptídeos 

em espectrômetro de massas e análise dos dados obtidos através de 
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bioinformática. O grande volume de dados gerados é comparado com bancos de 

dados para identificação e até mesmo quantificação das proteínas da amostra 

em questão. As técnicas mais modernas permitem identificar proteínas de baixo 

peso molecular e em baixas concentrações, sendo mais sensível que a 

eletroforese bidimensional (114). 

O proteoma tem se tornado uma grande ferramenta de estudo para 

doenças humanas. Capaz de refletir variações do metabolismo, tem sido útil na 

busca de biomarcadores para prognóstico, diagnóstico, monitoramento e 

direcionamento de tratamentos (112). O desenvolvimento de técnicas de 

proteômica auxilia no acompanhamento da evolução da doença, da resposta ao 

tratamento e na escolha do melhor tratamento (115), principalmente em tecidos 

corporais mais acessíveis, fazendo da espectrometria de massas uma 

ferramenta para a prática clínica de rotina (13,116). 

Grande parte dos estudos de proteoma avalia casos de câncer, doenças 

cardíacas e doenças neurológicas. Ainda não há publicações que abordem a 

proteômica em casos de RASopatia, tampouco em estudos de gêmeos com tais 

síndromes. 
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13.METODOLOGIA: 

13.1.Local do Estudo: 

Esta parte do estudo foi realizada no Laboratório de Biologia Molecular e 

Proteômica do Sangue (LABMOPS/UFRJ) e no LMG do IFF/Fiocruz. 

As pacientes foram recrutadas e acompanhadas no ambulatório do CGM 

- IFF/Fiocruz, supervisionado pelo Dr Juan Clinton Llerena Jr. E as amostras de 

sangue foram obtidas pelo setor de coleta do IFF/Fiocruz. 

 

13.2.Obtenção das Amostras de Sangue Venoso: 

Foram colhidos 4mL de sangue venoso de cada uma das gêmeas, em 

tubos revestidos com EDTA. As amostras foram imediatamente entregues ao 

LMG e divididas, em tubos de 15mL, em duas alíquotas de 2mL cada, sendo 

uma destinada para extração de RNAs e outra para a extração de proteínas. 

 

13.2.1.Obtenção de Células de Sangue Periférico:  

Os leucócitos foram obtidos através da técnica de lise de hemácias. As 

alíquotas foram centrifugadas a 300xg por 10 min para a separação do plasma, 

que foi transferido para tubos de 2,0mL e congelado a -80°C. 

À solução com as células, foi acrescentado 7,0mL (3,5mL para cada 

1,0mL de sangue venoso) de Tampão de Lise de Hemácias (TLH – 155mM de 

NH4Cl; pH 7,4; 10mM de KHCO3; 1mM de EDTA). As amostras foram 

vortexadas, incubadas em gelo por 30 min e centrifugadas por 15 min a 1500xg. 
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O sobrenadante foi descartado e foi novamente adicionado TLH (na proporção 

de 1:1 mL inicial de sangue), a amostra foi novamente vortexada e centrifugada, 

agora por 10 min a 1500xg. Uma nova lavagem do precipitado foi realizada, com 

TLH na mesma proporção da última, seguida de uma centrifugação por 5 min a 

1500xg. Todo o sobrenadante foi retirado com o auxílio de uma pipeta. 

A primeira alíquota de cada amostra foi destinada à extração de RNA, 

sendo adicionada à mesma 1,0mL do reagente Trizol® (Invitrogen), com 

posterior congelamento a -80°C até o momento do processamento das 

amostras. 

A segunda alíquota recebeu reagentes para a extração de proteínas: 

200µL de Tampão de Extração de Proteínas (TEP – KCl; MgCl2; DTT; EDTA; 

Glicerol; Hepes) e 12µL de Tampão cOmplete™ (Roche – 1 pastilha dissolvida 

em 2mL de água MiliQ). E também foi congelada a -80°C até a extração de 

proteínas totais da amostra. 

 

13.2.2.Expressão Gênica de RNAs Reguladores – Análise 

Comparativa: 

13.2.2.1.Extração de RNA Total de Células de Sangue 

Periférico: 

No LABMOPS, a alíquota para extração de RNAs totais em Trizol® 

(Invitrogen), foi incubada por 5 min a temperatura ambiente para completa 

dissociação das proteínas e em seguida foram adicionados 267µL de 

Clorofórmio (Tedia). A solução foi homogeneizada vigorosamente por inversão 



Capítulo 3 – Estudo de Caso – Gêmeas com Fenótipos Discordantes 95 
 

e após uma incubação por 2 min à temperatura ambiente, foi centrifugada a 

12.000xg por 15 min a 4ºC. 

Ao término da centrifugação, foi obtida uma mistura contendo 3 fases: 

uma inferior de coloração rosa (fenol-clorofórmio), uma interfase (proteínas) e 

uma superior, aquosa e incolor, a qual contém o RNA. 

A fase superior foi transferida para um novo tubo livre de RNase, onde 

foram adicionados 667µL de Isopropanol (Tedia). A solução foi homogeneizada 

e incubada por 10 min à temperatura ambiente e em seguida, submetida a 

centrifugação a 12.000xg por 10 min a 4ºC. Após a centrifugação, o 

sobrenadante foi descartado por inversão. O precipitado foi lavado com 1,0mL 

de Etanol 75% (Merck – RNase free) gelado e centrifugado a 7500xg por 5 min. 

Ao término da centrifugação, o sobrenadante foi cuidadosamente aspirado com 

uma pipeta e o precipitado ressuspenso em água destilada contendo 0,01% do 

inibidor de RNAse Dietilpirocarbonato (DEPC).  

Após a extração, o RNA foi quantificado pelos métodos 

espectrofométricos Nanodrop 2000 (Thermo Scientific) e Qubit (Thermo 

Scientific) e a qualidade do RNA foi analisada em gel de Agarose 0,8% dissolvida 

em TAE 1X (0,04M Tris-Acetato, 0,001M EDTA, água contendo 0,01% de DEPC, 

acrescido de 0,5μg/ml de Brometo de Etídeo (Invitrogen). A corrida eletroforética 

foi realizada a 5V/cm.  

 

13.2.2.2.Síntese de DNA Complementar (cDNA): 

Foi utilizado o kit de reagentes da placa de array para RNA Regulatory 

RNA qPCR Profiler (System Biosciences). Seguindo o protocolo do fabricante, 
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os seguintes reagentes foram adicionados em tubo de 0,2mL (usando um tubo 

para cada gêmea): 

 

Tabela 8 - Reagentes do STEP 1 

REAGENTE VOLUME (µL) 

RNA ± 500ng 
5X PolyA Buffer 2,0 
25mM MgCl2 1,0 
5mM ATPtp 1,5 
PolyA Polymerase 0,5 
Volume Total ± 10 

Reagentes para adição da cauda PoliA às moléculas de RNA (manual do fabricante do kit da 
placa). 

 

Os tubos foram incubados a 37°C por 30 min, com posterior adição de 

0,5µL de Oligo dT Adaptor. Nesse STEP 2, as amostras foram incubadas a 60°C 

por 5 min e depois ficaram por 2 min a temperatura ambiente. 

A síntese do cDNA ocorreu no STEP 3, com adição dos reagentes 

descritos abaixo: 

 

Tabela 9 - Reagentes do STEP 3 

REAGENTE VOLUME (µL) 

5X RT Buffer 4,0 
dNTP mix 2,0 
0,1M DTT 1,5 
Random Primer Mix 1,5 
Reverse Transcriptase  1,0 
Volume Total ± 20,5 

Reagentes adicionados para síntese do cDNA (manual do fabricante do kit da placa). 

 

Os tubos foram incubados a 42°C por 60 min e, posteriormente, a 95°C 

por 10 min. As ciclagens de temperatura foram realizadas no equipamento 
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Proflex System (Applied Biosystems). As reações foram utilizadas na etapa 

descrita a seguir. 

 

13.2.2.3.Análise de Expressão por PCR em Tempo Real: 

A técnica de PCR em tempo real foi realizada no equipamento 

QuantStudio 12K Flex (Applied Biosytems) visando quantificar a expressão de 

diferentes RNAs reguladores. Para tal, foram pipetados 2,0µL de cada par de 

inciadores (primers) contidos no kit da placa Regulatory RNA qPCR Profiler 

(System Biosciences). Cada iniciador foi pipetado em 1 dos 96 poços da placa, 

como mostra o esquema a seguir: 

 

Figura 36 - Iniciadores Utilizados para Array da Expressão de RNAs 

 
 RNAs reguladores avaliados neste experimento. Em azul, temos os eRNAs; em verde, temos 
os lncRNAs; em preto, temos os iniciadores dos normalizadores do cálculo de expressão relativa. 

 

O mix com reagentes e amostras foi preparado segundo a tabela a seguir: 
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Tabela 10 - Reagentes do Mix do RT-qPCR 

REAGENTE VOLUME (µL) 

2X SYBR Grenn qPCR Master Mix Buffer* 1810,0 
cDNA (recém-sintetizado) 20,0 
Água RNase free 1670,0 
Volume Total 3500,0 

Powerup™ SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems). 

 

Foram pipetados 28µL do mix em cada poço da placa. A placa foi selada 

com um adesivo plástico especial para análises de PCR em Tempo Real e 

submetida a um spin down em centrífuga. A termociclagem seguiu as indicações 

do fabricante: 2 min a 50ºC, 10 min a 95ºC, e 40 ciclos de duas etapas, sendo 

uma de 15 seg a 95ºC e uma de 1 min a 60ºC, com posterior Curva de 

Dissociação (Melting). 

Os experimentos foram realizados em duplicata para cada gêmea. Foram 

considerados apenas os RNAs expressos em pelo menos uma das corridas, 

tendo picos bem definidos, sem duplicações ou ruídos analíticos. E resultados 

de experimentos com boa amplificação de ao menos 2 iniciadores de 

normalizadores e sem amplificação do controle negativo. 

As curvas de dissociação dos produtos finais foram analisadas para 

avaliar a especificidade das amplificações. A quantificação das variações dos 

níveis de mRNA foram baseadas em Livak e Schmittgenb (117), sendo 

calculadas por 2-ΔΔCt. Testes estatísticos não foram realizados devido a 

quantidade reduzida de amostras. 
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13.2.3.Proteoma – Análise Comparativa: 

13.2.3.1.Preparo da Amostra: 

As amostras conservadas em tampões de inibição de proteases foram 

transportadas em gelo seco até o LABMOPS, onde foram descongeladas à 

temperatura ambiente para prosseguimento do protocolo de extração de 

proteínas. As amostras foram vortexadas por 1 min e centrifugadas por 30 min a 

14000xg e 4°C. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e quantificado 

no Qubit (Thermo Scientific) e o precipitado foi descartado. 

A amostra foi purificada usando a coluna Amicon® Ultra-2 mL Centrifugal 

Filters for DNA and Protein Purification and Concentration (Merck Millipore) que 

foi lavada 2 vezes com água Mili-Q, preenchida com 2,0mL de tampão 

NH4KHCO3 50mM (pH 8,0) e centrifugada por 10 min a 4000xg e 16°C. A solução 

filtrada pela coluna foi descartada para adição da amostra e do mesmo tampão 

até o volume final de 2,0mL. A coluna foi novamente centrifugada (45 min; 

4000xg; 16°C) e o filtrado foi colocado em um tubo novo de 2,0mL e congelado 

a -80°C. A coluna foi invertida e centrifugada por 2 min a 4000xg e 16°C e o 

concentrado de proteínas obtido foi transferido para um tubo novo de 1,5mL e 

quantificado no Qubit (Thermo Scientific). 

 

13.2.3.2.Digestão Proteica em Solução e Limpeza das 

Amostras: 

Foram utilizados 50µg de proteínas de cada paciente para a digestão. 

Foram adicionados 25µL de RapiGest SF Surfactant (Waters), com posterior 
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incubação de 15 min a 80°C. O tubo foi centrifugado no modo spin e a ele foi 

adicionado DTT – Ditiotreitol 100mM (Promega) a fim de atingir a concentração 

final 10mM. O tubo foi novamente incubado, agora a 60°C por 30 min. Um novo 

spin foi dado e adicionado ao tubo IAA – Iodoacetoamida 400mM (Biorad) para 

uma concentração final 40mM. A amostra foi incubada por 30 min, ao abrigo de 

luz, em temperatura ambiente. Após, foram adicionados 25µL de Tripsina – 

Sequencing Grade Modified Trypsin (Promega) (proporção de 0,5µg:50µg de 

proteína), com incubação da amostra por 20h, a 37°C a 1000rpm. A fim de parar 

a reação de tripsinisação, foi adicionado TFA – Ácido Trifluoracético em água 

Tedia 10%, para uma concentração final 1%. 

Para limpeza das amostras, foram montadas colunas C18 com resinas R2 

em ponteiras de 200µL. A amostra foi filtrada pelo sistema com o auxílio de uma 

seringa e a coluna passou por sucessivas lavagens com soluções com 

concentrações variadas de TFA e ACN (acetonitrila). Ao fim, o filtrado foi 

totalmente seco no Savant®DNA Speed Vac®Model 120 (Thermo Scientific), 

ressuspendido em ácido fórmico 0,1% e armazenado a -30°C até sua injeção no 

espectrômetro de massas. 

 

13.2.3.3.Espectrometria de Massas de Alta Resolução: 

As amostras foram ressuspendidas com Ácido Fórmico 0,1% de maneira 

que a concentração final fosse de 1µg/µL, ou seja, adicionando o volume de 

Ácido Fórmico 0,1% (50µL) igual à quantidade de proteínas digeridas (50µg). 

Neste passo, cada amostra foi bem vortexada (LP Vortex Mixer – Thermo 



Capítulo 3 – Estudo de Caso – Gêmeas com Fenótipos Discordantes 101 
 

Scientific). Por fim, o volume de amostra para injeção foi transferido para um 

novo vial, que foi vedado com parafillme para evitar a evaporação. 

As amostras foram analisadas em triplicata em um sistema de 

cromatografia líquida (Easy II-NanoLC 1000 – Thermo Scientific) acoplada à 

espectrometria de massas de alto desempenho e resolução (Q-Exactive Plus – 

Thermo Scientific) com analisador Q Exactive hybrid quadrupole-

Orbitrap (Thermo Scientific). 

Foi realizado anteriormente um teste com volume de injeção de 2µL, que 

não obteve qualidade aprovada, decidindo então aumentá-lo. O novo volume de 

injeção determinado foi de 4µL (totalizando 4µg de amostra por injeção), 

utilizando duplicatas técnicas. Para isso, o volume inserido no vial foi no mínimo 

10µL. A separação foi feita utilizando os solventes A (5% Acetonitrila / 0,1% 

Ácido Fórmico) e B (95% Acetonitrila / 0,1% Ácido Fórmico). O gradiente teve 

duração total de 180 min, tendo início com 2% de B aumentando gradualmente 

para 20% durante 133 min. O segundo passo teve duração de 34 min, 

aumentando o gradiente de 20% a 40% de B. O terceiro passo teve duração de 

5 min e aumentou de 40% a 95% de B. Por fim, o gradiente se manteve estável 

por 8 min, até completar os 180 min do método. Os dados foram analisados no 

programa Proteome Discoverer 2.1 (Thermo Scientific). 

 

13.2.3.4.Análise in silico dos Resultados: 

As proteínas foram identificadas utilizando o banco de dados UniProt 

(http://www.uniprot.org) (118). Os resultados obtidos foram tratados no programa 

Excel (Microsoft), para obtenção da lista de proteínas exclusivas e comuns de 

http://www.thermoscientific.com/en/product/q-exactive-hybrid-quadrupole-orbitrap-mass-spectrometer.html
http://www.thermoscientific.com/en/product/q-exactive-hybrid-quadrupole-orbitrap-mass-spectrometer.html
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cada paciente, com posterior análise no programa FunRich 

(http://www.funrich.org/) (119,120) das vias de sinalização, função, domínios 

proteicos e redes de interação, das proteínas detectadas. 

 

Figura 37 - Fluxograma Metodológico do Capítulo 3 

 
Seguimento das análises das pacientes S16 e S17 para composição dos resultados do capítulo 
3, desde a sua entrada (pelo projeto de doutorado da MSc Natana Chaves Rabelo) até todas as 
análises comparativas realizadas. 
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14.RESULTADOS: 

14.1.Expressão Gênica de RNAs Reguladores – Análise 

Comparativa: 

Os gráficos da expressão gênica foram analisados individualmente para 

cada RNA, em ambas as pacientes e separadamente nas duplicatas das 

corridas. O objetivo de tal análise minuciosa foi avaliar a qualidade da corrida, a 

qualidade dos gráficos de resultados gerados, a ausência de ruídos e 

interferentes. Foram desconsiderados gráficos com mais de um pico, picos 

alongados, picos ruidosos e sem amplificação (como os exemplos da Figura 38). 

Para o cálculo da expressão relativa (117) foram considerados apenas 

RNAs com ao menos um pico limpo em ambas as gêmeas. Os resultados foram 

obtidos utilizando S16 como controle, tendo em vista que S17 possui um fenótipo 

mais grave até o momento. Não foram usados controles saudáveis dada a 

dificuldade em se fazê-los de forma pareada com as gêmeas e partindo dos 

achados na literatura que consideram os estudos entre gêmeos os melhores 

pares possíveis tanto molecularmente, por terem uma genética praticamente 

idêntica, quanto por influência de fatores externos, por serem submetidos ao 

mesmo ambiente, alimentação etc. (108). 
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Figura 38 - Análise das Curvas de Dissociação (Melting) de RNAs 

 
Resultados da Gêmea S17 – Exemplos de curvas e suas análises: (A) pico limpo e único, 
considerado para o cálculo; (B) pico duplo, descartado; (C) pico prolongado, descartado; (D) 
poço sem amplificação, descartado.  

 

Considerou-se com uma expressão diferencial significativa apenas os 

RNAs com valor do cálculo igual ou superior a 2 (57) (Apêndice IV). Desta forma, 

somente os RNAs Lnc-C21orf33-1, ERBS3/SBNO2e, miR-200be, CTBP1-AS e 

Lnc_DC apresentavam expressão consideravelmente aumentada na S17 

(Figura 39). 
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Figura 39 - Resultados de Expressão Gênica Comparativa (S16 como Controle) 

 

 
Resultados da Expressão Gênica Comparativa entre as Gêmeas: O cálculo foi realizado utilizando a gêmea S16 como “controle”. Em laranja, temos 
marcados os RNAs com fold change igual ou superior a 2, ou seja, com expressão diferencial significativa; em verde, temos marcados os RNAs com 
fold change superior a 1,8 e inferior a 2,0.. 
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14.2.Proteoma – Análise Comparativa: 

A corrida das amostras foi realizada em triplicata para melhor avaliação 

da consistência dos resultados. Nas Figuras 40 e 41 pode-se ver que os gráficos 

apresentam resultado satisfatório para a avaliação. 

 

Figura 40 - Gráficos da Triplicata da Paciente S16 

 
Gráficos dos peptídeos ionizados em cada corrida da paciente S16, mostrando a similaridade de 
padrões nas diferentes corridas. 
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Figura 41 - Gráficos da Triplicata da Paciente S17 

 
Gráficos dos peptídeos ionizados em cada corrida da paciente S17, mostrando a similaridade de 
padrões nas diferentes corridas. 

 

A avaliação dos dados gerados apresentou a lista de proteínas de cada 

amostra de leucócitos (S16: 513 proteínas; S17: 648 proteínas), que foram 

identificadas através do banco de dados UniProt (118). Destas, 428 eram 

comuns a ambas as gêmeas. Visando a caracterização das diferenças entre 

elas, avaliou-se as proteínas exclusivas de cada uma: 85 para S16 e 220 para 

S17 (Figura 42). 
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Figura 42 - Diagrama de Venn para Resultado do Proteoma das Gêmeas 

 
O círculo em azul representa as 85 proteínas expressas somente na amostra da paciente S16. 
O círculo em rosa representa as 220 proteínas expressas somente na amostra da paciente S17. 
A interseção dos círculos representa as 428 proteínas expressas nas amostras de ambas as 
pacientes S16 e S17. 

 

Foram geradas listas com as proteínas exclusivas de cada uma das 

pacientes (Apêndice V para S16; Apêndice VI para S17) e as mesmas foram 

analisadas pelo programa FunRich (119,120), sendo agrupadas de acordo com: 

1) suas vias biológicas, 2) seus processos biológicos e 3) seus fatores de 

transcrição preditos. 

Para as vias biológicas, foi realizado um ponto de corte arbitrário de 30. 

O gráfico gerou 26 vias com diferença entre as pacientes. Dessas, 4 foram 

selecionadas por estarem potencialmente relacionadas a processos descritos na 

SN tais como coagulopatias (86), cardiopatias (121–123) desordens do 

aprendizado (124,125) e são apresentadas na Figura 43. 
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Figura 43 - Proteoma Comparativo por Vias Biológicas 

 
As barras em azul informam o percentual de proteínas da amostra da paciente S16 relacionadas 
a cada uma das vias biológicas listadas. As barras em laranja informam o percentual de proteínas 
da amostra da paciente S17 relacionadas a cada uma das vias biológicas listadas. 
 

 

Para os processos biológicos, foi realizado um ponto de corte arbitrário de 

30 que resultou em 20 processos com diferença entre as pacientes. Desses, 3 

foram selecionados de acordo com as alterações moleculares que possam estar 

relacionadas com a via Ras/MAPK (1,2,4,16,19,126) e são apresentadas na 

Figura 44. 

 

Figura 44 - Proteoma Comparativo por Processos Biológicos 

 
As colunas em azul informam o percentual de proteínas da amostra da paciente S16 relacionadas 
a cada um dos processos biológicos listados. As colunas em laranja informam o percentual de 
proteínas da amostra da paciente S17 relacionadas a cada um dos processos biológicos listados. 
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Foi realizado um ponto de corte aleatório de 30 para os fatores de 

transcrição preditos como ligantes em sítios dos genes codificadores das 

proteínas identificadas pelo proteoma. O gráfico também gerou uma lista de 20 

fatores de transcrição com diferença entre as pacientes. Foram selecionados 4 

fatores de transcrição de acordo com alguns dados já relatados na literatura para 

fisiopatologias das RASopatias (Figura 45). 

 

Figura 45 - Proteoma Comparativo por Fatores de Transcrição 

 
O gráfico de pizza representa, em cada fatia, o percentual do fator de transcrição atuante nos 
sítios de transcrição das proteínas encontradas nas amostras das gêmeas. O comparativo entre 
os gráficos das pacientes S16 e S17 evidencia a diferença entre as amostras. 
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15.DISCUSSÃO: 

Boa parte dos estudos com RNAs reguladores concentra-se em avaliar os 

níveis de expressão em doenças específicas (como câncer, por exemplo), não 

se tendo muitas informações sobre os alvos regulados por tais RNAs. 

Os RNAs que compõem a placa do kit Regulatory RNA qPCR Profiler 

(System Biosciences), usado nos experimentos deste trabalho, foram 

selecionados com base em publicações científicas, que demonstraram a relação 

dos RNAs com algum tipo celular ou patologia específicos. 

Dentre os RNAs com aumento de expressão na paciente S17 (fenótipo 

mais grave) em relação à paciente S16, temos que o Lnc-C21orf33-1 já foi 

descrito em monócitos primários (127) e o Lnc_DC desempenha um importante 

papel na diferenciação de células dendríticas (128), tendo sua transcrição 

regulada por insulina, podendo regular a expressão de genes ligados ao 

metabolismo (129). A detecção de tais moléculas neste experimento corrobora 

com a origem das amostras: o RNA total foi extraído a partir de leucócitos do 

sangue.  

Sabe-se que o ERBS3/SBNO2e age como potencializador dos sítios de 

ligação de receptores de estrogênio em células MCF7, uma linhagem celular de 

câncer mama humano (130). O miR-200be já teve sua expressão descrita como 

aumentada em células de câncer de mama humano (131), enquanto que o 

CTBP1-AS atua no núcleo, regulando a expressão de inúmeros genes, alguns 

deles envolvidos na progressão tumoral (132) e já foi associado ao câncer de 

próstata (133) e à síndrome do ovário policístico (134). 
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Quatro dos cinco RNAs reguladores apresentados neste trabalho já foram 

descritos em mecanismos de câncer e, tanto esta patologia quanto as 

RASopatias, resultam de alterações em vias essenciais para a progressão 

celular. As descrições apresentadas aqui podem servir de base para estudos 

posteriores que visem aprofundar as relações entre RASopatias e seus 

espectros fenotípicos com os RNAs reguladores. 

O uso de sangue periférico para as análises comparativas justifica-se pelo 

difícil acesso aos tecidos afetados de forma diferencial entre as gêmeas 

(coração, sistema nervoso central e coluna). Estudos para outras patologias, 

como Mal de Alzheimer (135), também utilizam da mesma estratégia para evitar 

coletas e procedimentos invasivos. 

O sangue, por ser um fluido que circula por todo o corpo, pode fornecer 

dados sistêmicos do estado geral de um dado organismo. Este ponto é relevante 

para o estudo de proteomas pois possibilita detectar mínimas alterações de 

expressão proteica. 

O filtro usado para selecionar as vias biológicas relevantes para este 

estudo foi baseado em dados da literatura para as diferenças fenotípicas entre 

as gêmeas. Nota-se que, mesmo apresentando grupos de proteínas distintos 

nessa análise, a paciente S17 possui um percentual mais elevado de proteínas 

para todas as vias em destaque. 

A via de trombina foi destacada neste estudo pois coagulopatias já foram 

descritas como comuns em pacientes com SN (86). Ambas as pacientes foram 

diagnosticadas pelo Hemorio com doença de von Willebrand, tal patologia se 

caracteriza pela redução de fatores de coagulação no sangue. 
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Diversos estudos apontam a relação entre alterações moleculares da via 

Ras/MAPK com os atrasos cognitivos de pacientes com RASopatia (124,136–

139). Há uma relação já determinada entre proteoglicanos e alterações 

cognitivas, com aumento da expressão dessas moléculas extracelulares em 

astrócitos de pacientes com SC (124,125). 

Já as integrinas, já foram amplamente descritas como participantes da 

morfogênese do coração (121–123,140). A diferença de expressão de proteínas 

desta via biológica pode explicar o porquê de umas das gêmeas ter desenvolvido 

uma cardiopatia. Para elucidação desta teoria, necessita-se da realização de 

ensaios funcionais para as proteínas desta via. 

Os processos biológicos aqui destacados (transdução de sinal; 

crescimento e manutenção celular; metabolismo) são diretamente relacionados 

às funções celulares desempenhadas pela via Ras/MAPK. Aprofundar o estudo 

da expressão de suas proteínas também pode levar a um maior entendimento 

das variações fenotípicas das RASopatias. 

Os resultados dos gráficos de fatores de transcrição não representam a 

porcentagem desses nas amostras, mas sim a porcentagem de genes que 

potencialmente sejam regulados por esses fatores e que foram detectados na 

forma de proteínas. Destacou-se o RREB1 que faz parte da via Ras/MAPK (141); 

o ETS1 já descrito em defeitos cardíacos (142,143) e atuando na diferenciação 

de astrócitos (144); o EGR1, associado ao desenvolvimento de neurônios (145); 

e o TBX5 que já foi associado a defeitos cardíacos (142,146). 

Além dessa análise descritiva e qualitativa que apresenta as proteínas 

exclusivamente presentes em uma gêmea versus a outra gêmea, também 
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poderiam ser feitas análises quantitativas para comprarar a expressão das 

proteínas comuns a ambas. Esta análise necessitaria de curvas padrões e 

programas mais robustos. 

Os resultados aqui apresentados são descritivos e necessitam de 

validação funcional em bancada para melhor entendimento do papel dessas 

proteínas e desses RNAs reguladores nas RASopatias e na modulação de seus 

fenótipos. 
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16.CONSIDERAÇÕES FINAIS: 

Doenças genéticas não são determinadas apenas por mutações em 

genes, mas por desregulações em qualquer ponto de sua via. Sendo assim, a 

ampliação da investigação de alterações para além dos genes pode fechar 

lacunas diagnósticas ainda pendentes. 

Para estudos com miRNAs, é de suma importância atentar-se para a 

predição de seus alvos, além da localização de suas mutações e presença em 

homozigose ou heterozigose nos pacientes. Todos esses pontos devem ser 

avaliados por conta das limitações técnicas que ainda existem para este modelo 

de estudo. 

As alterações genéticas podem ser avaliadas pelo efeito nos produtos da 

transcrição e da tradução. Para o primeiro caso, avalia-se os níveis de expressão 

do mRNA de um determinado gene. Neste caso, vale realizar estudos in silico 

prévios para escolher o tecido ideal para realização da investigação. Tecidos 

com baixa expressão do gene de interesse e/ou não passíveis de coleta por 

motivos éticos (para humanos) são empecilhos para o estudo. 

Ensaios de varredura geram um grande número de dados que podem ser 

úteis para indicar novos caminhos para ensaios funcionais. A escolha de uma 

placa comercial previamente montada para expressão de RNAs reguladores 

facilita as análises quanto a padronização dos iniciadores, porém pode conter 

RNAs que não são de interesse para a patologia que está sendo pesquisada. De 

qualquer forma, os resultados aqui apresentados indicam RNAs que podem ter 
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seus alvos e mecanismos de regulação estudados para tentar compreender 

melhor a variabilidade fenotípica da doença. 

Seguindo a linha de raciocínio descritiva que o presente trabalho propõe, 

as análises de proteoma também forneceram dados importantes para 

posteriores validações funcionais e quantitativas que possam justificar as 

diferenças encontradas entre as gêmeas. A busca por marcadores em sangue 

periférico é uma boa ferramenta para facilitar o diagnóstico dessa e de outras 

patologias. 

Os dados aqui descritos podem abrir novas vertentes de pesquisa, com 

estudos mais aprofundados, para diagnóstico das RASopatias. 
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17.CONCLUSÕES: 

Este trabalho apresentou dados descritivos a cerca de RNAs reguladores 

e proteínas expressas em pacientes com RASopatia. 

As variantes em miRNAs detectadas pelo exoma foram avaliadas pelo 

miRTarBase. Não se estabeleceu correlações com as RASopatias devido ao 

pequeno número da amostra e da presença de mutações em heterozigose. 

Foram apresentadas estratégias para avaliar a viabilidade in silico de 

estudos de expressão gênica antes de seu teste em bancada. Mas não foi 

possível realizar a análise de expressão do gene HRAS. 

Foram descritos estudos comparativos entre gêmeas com fenótipos 

discordantes para síndrome de Noonan. Os dados aqui apresentados sobre 

RNAs reguladores e proteoma não determinam o diagnóstico das pacientes, mas 

apresentam novas frentes de pesquisa para diagnóstico e entendimento dos 

moduladores de fenótipo das RASopatias. 

.
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APÊNDICE I – Termo de Consentimento Livre e 
Esclarecido 
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APÊNDICE II – Termo de Assentimento para 
Pacientes de 6 a 11 anos 
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APÊNDICE III – Termo de Assentimento para 
Pacientes de 12 a 17 anos 
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APÊNDICE IV – Tabela de Cálculo da Expressão 
Gênica 

 S16 S17 
Média dos 

Calibradores = 
30,649 

RNA CT CT 
Média 

Ct 
ΔCt CT CT 

Média 
Ct 

ΔCt ΔΔCt 
2^-

ΔΔCt 

ACSL1 e 28,786 28,322 28,554 -2,095 28,548 28,479 28,514 -2,135 -0,040 1,028 

AZIN1e 26,289 25,814 26,051 -4,597 26,457 26,465 26,461 -4,188 0,410 0,753 

CA12e 28,767 28,580 28,674 -1,975 28,249 28,323 28,286 -2,363 -0,387 1,308 

Lnc-KLF14-1 28,970 29,154 29,062 -1,587 29,628 29,399 29,514 -1,135 0,452 0,731 

Linc-LAMA4-3 28,380 27,949 28,164 -2,484 28,107 28,463 28,285 -2,364 0,121 0,920 

Lnc-LYZL2-1  28,985 29,152 29,069 -1,580 28,896 28,737 28,816 -1,832 -0,252 1,191 

Linc-LAMA4-2 28,514 28,473 28,493 -2,155 28,659 28,565 28,612 -2,037 0,119 0,921 

Lnc-LCP2-1:1 29,409 28,872 29,141 -1,508 28,958 28,813 28,885 -1,763 -0,255 1,193 

Lnc-FABP5-2:1   28,439 28,439 -2,210 29,045 28,877 28,961 -1,688 0,522 0,696 

Lnc-TMTC3-
6:2 

28,693 28,229 28,461 -2,188 28,699 28,652 28,675 -1,973 0,214 0,862 

Lnc-C21orf33-1 28,135   28,135 -2,514 26,766 26,792 26,779 -3,870 -1,356 2,560 

ERBS3/SBNO2 
e 

29,386 29,711 29,549 -1,100 28,552 28,233 28,392 -2,256 -1,156 2,228 

Epha4 e   27,814 27,814 -2,835 27,571   27,571 -3,078 -0,243 1,183 

FKBP5 e 28,585 28,656 28,620 -2,028 27,866 27,575 27,720 -2,928 -0,900 1,866 

FOXC1 e 29,337 28,377 28,857 -1,792 28,691 28,500 28,595 -2,053 -0,262 1,199 

IRS2 e 28,654   28,654 -1,995 27,958 27,784 27,871 -2,778 -0,783 1,721 

KLF6 e 29,218 28,583 28,901 -1,748 28,325 27,874 28,100 -2,549 -0,801 1,742 

KLK3 e  28,437 28,237 28,337 -2,312   27,529 27,529 -3,120 -0,808 1,751 

MARCKS e 36,145 35,299 35,722 5,073 35,575 35,395 35,485 4,836 -0,237 1,179 

miR-200b e 27,871 27,375 27,623 -3,026 26,265 26,011 26,138 -4,511 -1,485 2,799 

Nanog e 27,855 27,507 27,681 -2,968 28,203 27,531 27,867 -2,782 0,186 0,879 

NKX31e 28,557 27,837 28,197 -2,452 28,500 28,161 28,330 -2,318 0,134 0,912 

NRIP1e  28,317 27,914 28,115 -2,533 28,079 28,484 28,281 -2,367 0,166 0,891 

P2RY2 e 28,769 28,235 28,502 -2,147 27,643 27,495 27,569 -3,080 -0,933 1,909 

P53BER2 30,009 30,057 30,033 -0,616 31,007 30,229 30,618 -0,031 0,585 0,667 

PCBP1 e 30,135 29,976 30,056 -0,593 30,763   30,763 0,114 0,708 0,612 

PGRe 28,087 27,627 27,857 -2,792 28,764 28,348 28,556 -2,093 0,699 0,616 

SIAH2e1 28,763 28,379 28,571 -2,078 28,863 28,372 28,618 -2,031 0,047 0,968 

SLC30A4 e   29,183 29,183 -1,466 29,765   29,765 -0,884 0,582 0,668 

SMAD7 e 29,288 28,990 29,139 -1,510 28,720 28,313 28,516 -2,132 -0,623 1,540 

SOCS3 e   28,887 28,887 -1,762 28,953 28,066 28,509 -2,139 -0,377 1,299 

TFF1 e 29,159 28,651 28,905 -1,744 28,340 28,007 28,174 -2,475 -0,731 1,660 

TNFSF8e 28,995 29,070 29,033 -1,616 28,873 29,265 29,069 -1,580 0,036 0,975 

XBP1 e   28,186 28,186 -2,463 28,837   28,837 -1,812 0,651 0,637 

CBR3-AS1  29,575 29,188 29,382 -1,267 29,075 29,286 29,181 -1,468 -0,201 1,149 

http://www.lncipedia.org/db/gene/lnc-LYZL2-1
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 S16 S17 
Média dos 

Calibradores = 
30,649 

RNA CT CT 
Média 

Ct 
ΔCt CT CT 

Média 
Ct 

ΔCt ΔΔCt 
2^-

ΔΔCt 

CD48-AS- 29,192 28,935 29,063 -1,585 29,609 29,174 29,391 -1,257 0,328 0,797 

CTBP1-AS 28,189 27,874 28,031 -2,617 26,942 26,760 26,851 -3,798 -1,181 2,267 

ERIC 29,685 28,993 29,339 -1,310 29,199 28,750 28,974 -1,674 -0,365 1,287 

FIRRE 28,793 28,407 28,600 -2,049 28,556 28,263 28,410 -2,239 -0,190 1,141 

HAS2-AS1  28,558   28,558 -2,091 28,534 28,181 28,358 -2,291 -0,201 1,149 

HOTTIP 29,270 28,771 29,021 -1,628 29,193 28,973 29,083 -1,566 0,063 0,958 

iL7-mf-lncRNA 28,238 27,826 28,032 -2,617 28,459 28,302 28,380 -2,268 0,348 0,785 

Lnc_DC 28,450   28,450 -2,199 27,434   27,434 -3,215 -1,016 2,022 

lncRNA-
508851 

28,814   28,814 -1,835 27,910   27,910 -2,739 -0,904 1,871 

lncRNA-ATB 25,889 25,443 25,666 -4,983 25,900 25,631 25,766 -4,883 0,099 0,933 

MRUL 28,580   28,580 -2,069 29,046   29,046 -1,603 0,466 0,724 

ncRNA-a1-
same as FAl1 

25,206 26,189 25,697 -4,951 25,559 25,182 25,370 -5,278 -0,327 1,254 

ncRNA-a3 29,578 28,946 29,262 -1,387 28,887 28,708 28,797 -1,851 -0,464 1,380 

ncRNA-a6 29,543 29,218 29,380 -1,268 29,361 29,325 29,343 -1,306 -0,037 1,026 

NONCO2077  29,524 29,182 29,353 -1,296 28,698 28,408 28,553 -2,096 -0,800 1,741 

NONCO2807 29,691 29,236 29,464 -1,185 29,668 29,079 29,373 -1,275 -0,090 1,064 

NONCO2823  29,986 29,859 29,922 -0,726 29,735 29,988 29,862 -0,787 -0,061 1,043 

NONCO526 29,193 28,678 28,936 -1,713 28,907 28,665 28,786 -1,863 -0,149 1,109 

OIP5-mf 26,693 26,408 26,551 -4,098 26,579 26,335 26,457 -4,192 -0,094 1,067 

PAUPAR 29,273 28,621 28,947 -1,702 29,314 28,791 29,052 -1,596 0,105 0,929 

PCAT-1   27,985 27,985 -2,664 28,972 28,368 28,670 -1,979 0,685 0,622 

PCGEM1 27,888 27,276 27,582 -3,067 28,090   28,090 -2,559 0,508 0,703 

PCNA-AS1 28,974 28,338 28,656 -1,993 27,966 27,794 27,880 -2,769 -0,776 1,712 

RPLP0P2 28,959 27,916 28,438 -2,211 28,218 27,651 27,934 -2,714 -0,503 1,417 

SPRY4-IT1 29,101 28,168 28,634 -2,014 27,997 27,727 27,862 -2,787 -0,773 1,708 

T-ALL-R-
LncR1 

  27,862 27,862 -2,787 28,198 28,291 28,245 -2,404 0,383 0,767 

Thril 29,286 28,753 29,019 -1,629 28,235 28,218 28,227 -2,422 -0,793 1,733 

FOXO3 27,766 27,403 27,585 -3,064 27,537 27,299 27,418 -3,231 -0,167 1,122 

Actin 30,283 30,160 30,222 -0,427 29,715 29,158 29,437 -1,212 -0,785 1,723 

u6 35,313 34,766 35,039 4,391 34,193   34,193 3,544 -0,846 1,798 

* Células em amarelo: gráficos excluídos por não estarem dentro dos padrões de qualidade. 
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APÊNDICE V – Lista de Proteínas Exclusivas da 
Paciente S16 

Lista de Proteínas Exclusivas da Paciente S16 

Rho GTPase-activating protein 45 

Isoform 2 of Histone H2B type 2-F 

Protein ABHD14B 

Isoform 2 of GMP reductase 2 

Arginase-1 

Xaa-Pro dipeptidase 

40S ribosomal protein S9 

Isoform 2 of Programmed cell death 6-interacting protein 

Hermansky-Pudlak syndrome 1 protein 

Cytochrome P450 26B1 

Catalase 

Isoaspartyl peptidase/L-asparaginase 

Src kinase-associated phosphoprotein 2 

m7GpppX diphosphatase 

Caspase-6 

Serine/arginine-rich splicing factor 3 

Beta-1,4-mannosyl-glycoprotein 4-beta-N-acetylglucosaminyltransferase 

Isoform 3 of Protein MEMO1 

Coatomer subunit epsilon 

Isoform 2 of Delta-aminolevulinic acid dehydratase 

Isoform 7 of Interleukin enhancer-binding factor 3 

Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family member B 

Hemopexin 

Serine/arginine-rich splicing factor 7 

Isoform 2 of Actin-related protein 2/3 complex subunit 5 

Ribose-phosphate pyrophosphokinase 1 

Beta-2-glycoprotein 1 

Dihydropyrimidine dehydrogenase [NADP(+)] 

Dipeptidyl peptidase 2 

40S ribosomal protein S13 

Putative heat shock protein HSP 90-beta 2 

Isoform 5 of Protocadherin-15 

Proto-oncogene vav 

Proteoglycan 3 

Isoform 2 of Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein R 

Aldose 1-epimerase 

Immunoglobulin heavy constant alpha 1 
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Lista de Proteínas Exclusivas da Paciente S16 

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H 

Arachidonate 12-lipoxygenase, 12S-type 

Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 8 

Isoform 2 of Src substrate cortactin 

Isoform 3 of WAS/WASL-interacting protein family member 1 

Myomesin-3 

Immunoglobulin heavy variable 4-39 

Phostensin 

Protein S100-A4 

Protein phosphatase 1 regulatory subunit 14A 

Isoform B of Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 

U6 snRNA-associated Sm-like protein LSm6 

Thiosulfate sulfurtransferase 

Ras-related protein Rab-6A 

Arylsulfatase B 

Isoform 3 of UPF0696 protein C11orf68 

Alpha-1-antitrypsin 

Grancalcin 

ATP-citrate synthase 

Mitogen-activated protein kinase 1 

Actin, cytoplasmic 1 

Cystatin-A 

Platelet glycoprotein IX 

Beta-centractin 

Phosphomannomutase 2 

Isoform SM-B1 of Small nuclear ribonucleoprotein-associated proteins B and B' 

Glutathione S-transferase P 

Serine/threonine-protein phosphatase 2B catalytic subunit alpha isoform 

Isoform 2 of Thymidine phosphorylase 

GTPase Nras 

Galectin-10 

Isoform 2 of Creatine kinase U-type, mitochondrial 

Isoform 2 of Eukaryotic translation initiation factor 5A-1 

2'-deoxynucleoside 5'-phosphate N-hydrolase 1 

C-Jun-amino-terminal kinase-interacting protein 3 

Isoform 3 of Nucleoside diphosphate kinase B 

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP2 

Docking protein 3 

S-adenosylmethionine synthase isoform type-2 

Calcium-regulated heat-stable protein 1 

T-complex protein 1 subunit beta 
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Lista de Proteínas Exclusivas da Paciente S16 

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase F, mitochondrial 

D-dopachrome decarboxylase 

T-complex protein 1 subunit zeta 

Immunoglobulin heavy constant gamma 4 

Bifunctional purine biosynthesis protein PURH 

Isoform 2 of Calnexin 
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APÊNDICE VI – Lista de Proteínas Exclusivas da 
Paciente S17 

Lista de Proteínas Exclusivas da Paciente S17 

WAS/WASL-interacting protein family member 1 

Ras-related protein Rab-27B 

X-ray repair cross-complementing protein 6 

Isoform 4 of Kinesin-like protein KIF2A 

Beta-hexosaminidase subunit beta 

Peroxiredoxin-5, mitochondrial 

Prothrombin 

Translin 

40S ribosomal protein S6 

Bisphosphoglycerate mutase 

Vesicle-associated membrane protein-associated protein B/C 

Isoform 3 of Polypyrimidine tract-binding protein 1 

Alpha-centractin 

tRNA-splicing ligase RtcB homolog 

N-acetylgalactosamine-6-sulfatase 

Src substrate cortactin 

Glutamine-dependent NAD(+) synthetase 

Immunoglobulin lambda-1 light chain 

Isoform 2 of Protein LZIC 

Nuclear valosin-containing protein-like 

AMP deaminase 2 

Delta-aminolevulinic acid dehydratase 

Isoform 3 of Syntaxin-binding protein 2 

Plasminogen activator inhibitor 1 

Isoform 2 of Alanine--tRNA ligase, cytoplasmic 

Lamin-B receptor 

Isoform 2 of Nucleosome assembly protein 1-like 4 

N-acetylglucosamine-6-sulfatase 

Regulator of G-protein signaling 18 

Quinone oxidoreductase 

Protein kinase C and casein kinase substrate in neurons protein 2 

Isoform 2 of Phosphoribosyl pyrophosphate synthase-associated protein 1 

40S ribosomal protein S5 

Isoform 2 of 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 13 

Peroxiredoxin-4 

Isoform 2 of Eukaryotic translation initiation factor 4E 

Isoform 2 of Vacuolar protein sorting-associated protein 29 
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Lista de Proteínas Exclusivas da Paciente S17 

Hydroxyacylglutathione hydrolase, mitochondrial 

Tripeptidyl-peptidase 2 

Proteasome subunit beta type-10 

Isoform 7 of Tight junction protein ZO-2 

TP53-regulating kinase 

Hemoglobin subunit gamma-1 

Nuclear transport factor 2 

Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 2 

Importin subunit beta-1 

T-complex protein 1 subunit delta 

Isoform 2 of Neutral alpha-glucosidase AB 

Cysteine and glycine-rich protein 1 

Isoform 2 of Spectrin alpha chain, non-erythrocytic 1 

Isoform 2 of Septin-11 

DnaJ homolog subfamily C member 8 

Isoform 3 of NADH-cytochrome b5 reductase 3 

Immunoglobulin heavy constant gamma 2 

D-tyrosyl-tRNA(Tyr) deacylase 1 

Isoform 2 of AP-2 complex subunit alpha-2 

Septin-5 

Glycine--tRNA ligase 

U1 small nuclear ribonucleoprotein 70 kDa 

Actin-related protein 2/3 complex subunit 5 

POTE ankyrin domain family member F 

60S acidic ribosomal protein P2 

Obg-like ATPase 1 

Ras-related protein Rab-13 

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 

DNA damage-binding protein 1 

Latexin 

E3 SUMO-protein ligase RanBP2 

Cytosolic non-specific dipeptidase 

Actin, alpha skeletal muscle 

Trem-like transcript 1 protein 

Uncharacterized protein FLJ45252 

Lymphocyte cytosolic protein 2 

Coatomer subunit delta 

EH domain-containing protein 3 

Costars family protein ABRACL 

Platelet-activating factor acetylhydrolase IB subunit gamma 

Isocitrate dehydrogenase [NADP], mitochondrial 
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Lista de Proteínas Exclusivas da Paciente S17 

Dynein light chain 2, cytoplasmic 

4-trimethylaminobutyraldehyde dehydrogenase 

Erythrocyte band 7 integral membrane protein 

Actin-related protein 2/3 complex subunit 5-like protein 

Hypoxia up-regulated protein 1 

Isoform 3 of Drebrin-like protein 

Immunoglobulin alpha-2 heavy chain 

Isoform 2 of Endoplasmic reticulum aminopeptidase 1 

Isoform Non-brain of Clathrin light chain A 

Cathelicidin antimicrobial peptide 

ADP-dependent glucokinase 

WD repeat-containing protein 44 

Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter member 1 

Isochorismatase domain-containing protein 1 

Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit J 

Cytoplasmic protein NCK2 

Heme-binding protein 1 

Histidine triad nucleotide-binding protein 1 

High mobility group protein HMG-I/HMG-Y 

Transforming growth factor-beta-induced protein ig-h3 

Ras-related protein Rab-21 

26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 9 

Nidogen-2 

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U-like protein 1 

Proteasome subunit beta type-9 

HLA class I histocompatibility antigen, Cw-17 alpha chain 

Platelet glycoprotein 4 

Golgi-associated plant pathogenesis-related protein 1 

Isoform 2 of Rho GTPase-activating protein 4 

EH domain-containing protein 1 

Isoform 3 of Vitamin D-binding protein 

EMILIN-1 

Isoform 4 of Selenium-binding protein 1 

Immunoglobulin heavy variable 1-18 

Cathepsin Z 

Isoform 10 of Tropomyosin alpha-1 chain 

Disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 8 

Adenosine kinase 

14-3-3 protein beta/alpha 

Coronin-1B 

Bridging integrator 2 
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Lista de Proteínas Exclusivas da Paciente S17 

Osteoclast-stimulating factor 1 

Complement factor B 

D-dopachrome decarboxylase-like protein 

Keratin, type I cytoskeletal 10 

Isoform 2 of Peroxisomal multifunctional enzyme type 2 

40S ribosomal protein S12 

Isoform 2 of Interactor protein for cytohesin exchange factors 1 

Reticulon-4 

Isoform Long of Erythrocyte membrane protein band 4.2 

Isoform 2 of Protein-L-isoaspartate(D-aspartate) O-methyltransferase 

COP9 signalosome complex subunit 6 

Plectin 

Pyridoxal kinase 

UPF0587 protein C1orf123 

Wiskott-Aldrich syndrome protein 

Protein DEK 

Immunoglobulin kappa variable 2-40 

Vascular endothelial growth factor receptor 3 

Cytoplasmic dynein 1 intermediate chain 2 

Stromal interaction molecule 1 

Kalirin 

Isoform 2 of Inorganic pyrophosphatase 2, mitochondrial 

Amyloid beta A4 protein 

Isoform 2 of RNA 3'-terminal phosphate cyclase 

Spectrin alpha chain, erythrocytic 1 

Isoform 2 of Leucine-rich repeat flightless-interacting protein 1 

Ras-related protein Rab-44 

Glycogen [starch] synthase, muscle 

Complement C3 

Quinone oxidoreductase PIG3 

Cathepsin B 

Thymidine phosphorylase 

Isoform 2 of Arginase-1 

Receptor of activated protein C kinase 1 

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP1A 

Tubulin-folding cofactor B 

AP-3 complex subunit mu-1 

Acyl-protein thioesterase 1 

Isoform Er13 of Ankyrin-1 

Isoform 2 of Integrin alpha-M 

Actin, cytoplasmic 2 
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Proteasome activator complex subunit 2 

Malectin 

Guanine nucleotide-binding protein G(k) subunit alpha 

Glycogen debranching enzyme 

Ribose-5-phosphate isomerase 

Beta-galactosidase 

28 kDa heat- and acid-stable phosphoprotein 

Nucleoside diphosphate kinase B 

Ezrin 

Rho GTPase-activating protein 18 

Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(T) subunit beta-1 

Protein SETSIP 

Lysosomal alpha-mannosidase 

Alcohol dehydrogenase class-3 

Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial 

Isoform 3 of Interleukin-1 receptor antagonist protein 

Integrin-linked protein kinase 

Rho-associated protein kinase 2 

Small glutamine-rich tetratricopeptide repeat-containing protein alpha 

P-selectin 

Protein CDV3 homolog 

Dihydrolipoyllysine-residue succinyltransferase component of 2-oxoglutarate dehydrogenase 
complex, mitochondrial 

Isoform 2 of LIM and SH3 domain protein 1 

NAD(P)H-hydrate epimerase 

Isoform 6 of Zinc finger protein 185 

Coatomer subunit gamma-1 

Delta(3,5)-Delta(2,4)-dienoyl-CoA isomerase, mitochondrial 

Lysosome-associated membrane glycoprotein 5 

Nidogen-1 

Tryptophan--tRNA ligase, cytoplasmic 

Small nuclear ribonucleoprotein Sm D2 

Uroporphyrinogen decarboxylase 

Proline-serine-threonine phosphatase-interacting protein 1 

Copper chaperone for superoxide dismutase 

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Q 

Immunoglobulin heavy constant gamma 3 

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F 

Serine/arginine repetitive matrix protein 1 

Serum deprivation-response protein 

HLA class I histocompatibility antigen, B-7 alpha chain 
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Threonine--tRNA ligase, cytoplasmic 

Small nuclear ribonucleoprotein Sm D3 

Isoform 2 of Galactokinase 

60 kDa heat shock protein, mitochondrial 

Bleomycin hydrolase 

Tubulin polyglutamylase TTLL4 

Isoform 2 of Ribose-phosphate pyrophosphokinase 2 

Hexokinase-3 

Isoform 2 of 3'(2'),5'-bisphosphate nucleotidase 1 

NEDD8-conjugating enzyme Ubc12 

40S ribosomal protein S18 

Aconitate hydratase, mitochondrial 

Cyclin-dependent kinase 11B 

Isoform 8 of Protein transport protein Sec31A 

Dynein heavy chain 9, axonemal 

Probable ATP-dependent RNA helicase DDX17 

Beta-2-microglobulin 

Synaptotagmin-like protein 4 

Isoform 2 of Acid ceramidase 

Isoform 2 of Ras-related protein Rab-18 
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ANEXO I – Folha de Rosto de Aprovação do 
Comitê de Ética em Pesquisa 
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ANEXO II – Termo de Autorização de Uso de 
Imagem e de Voz (para Menores de Idade) 

 


