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RESUMO 

 

Introdução: As doenças monogênicas neurofibromatose tipo 1 (NF1) e esclerose 

Tuberosa (ET) são consideradas síndromes genéticas raras com malignidade 

associada. Trata-se das duas genodermatoses mais frequentes, que apresentam 

como sintomas em comum as lesões cutâneas, ocorrência de tumores no Sistema 

Nervoso Central, deficiência cognitiva e/ou de desenvolvimento. Com uma gama 

variada de alterações genéticas envolvidas e sintomas em diferentes graus de 

comprometimento, caracterizar essas doenças, bem como investigar as 

alterações genéticas encontradas em subgrupos clínicos é um desafio. 

Objetivos: O objetivo dos trabalhos reunidos nesta tese foi caracterizar, do ponto 

de vista evolutivo, clínico e molecular, pacientes com NF1 e ET diagnosticados 

com rearranjos gênicos, realizar caracterização molecular adicional por análise de 

transcritos em pacientes com diagnóstico clínico de ET, bem como explorar o 

mecanismo de autofagia envolvido nesta doença. Resultados: Através de uma 

abordagem evolutiva foram avaliadas microdeleções encontradas em pacientes 

com NF1 envolvendo quatorze genes co-deletados. Destes, dez genes mostraram 

seleção purificadora e quatro genes mostraram seleção positiva, sendo um deles, 

RNF135, apresentando também seleção positiva de aminoácidos específicos, 

reforçando sua importância e contribuição para a doença e possível correlação da 

sua deleção com o fenótipo mais grave desses pacientes. Adicionalmente, foi 

apresentado relato de caso de um paciente com ET e rearranjo gênico, 

descrevendo manifestações clínicas não habitualmente relacionadas com a 

doença e sugerindo, através de revisão de todas as evidências existentes, a 

inclusão destas manifestações no fenótipo da síndrome. Como resultados 

preliminares, apresentamos o recrutamento de pacientes com ET e variantes de 

significado incerto ou ausência de variante patogênica na região codificadora dos 

genes TSC1 e TSC2, bem como o desenho de primers que serão utilizados para 

a investigação de exon-skipping no RNA mensageiro desses pacientes. Por fim, 

uma revisão bibliográfica apresenta o paradoxo da via de autofagia e potenciais 

estratégias terapêuticas envolvidas com essa via para pacientes acometidos com 

ET e resultados preliminares apresentam o estabelecimento de fibroblastos de 
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paciente ET com mutação em TSC2 e de fibroblastos de indivíduo sem ET, a fim 

de realizar avaliação do impacto de moduladores de autofagia no fluxo autofágico 

e nos mecanismos de mitofagia, apoptose e necrose celular. Discussão e 

conclusões: A NF1 e a ET são genodermatoses bem caracterizadas do ponto de 

vista clínico e molecular. No entanto, ainda existem lacunas importantes acerca 

destas síndromes, como o entendimento completo de relações genótipo-fenótipo 

(em especial de rearranjos gênicos), da ausência de identificação da lesão 

molecular em todos os casos com diagnóstico clínico, e dos mecanismos 

relacionados à patogênese destas doenças. Essa tese foi desenvolvida para 

contribuir no entendimento de alguns destes aspectos. Esforços voltados para 

uma melhor compreensão destas lacunas poderão resultar na inclusão dos 

achados desta tese no diagnóstico molecular dessas doenças e no 

aprimoramento do manejo dos pacientes e familiares, com impactos tanto no 

aconselhamento genético quanto para desenvolvimento de potenciais alternativas 

terapêuticas.  

 

Palavras-chave: Genodermatoses; Esclerose Tuberosa, Neurofibromatose tipo 1. 
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ABSTRACT 

 

Introduction: Neurofibromatosis type 1 (NF1) and tuberous sclerosis complex 

(TSC) are the most common genodermatoses. They are monogenic, autosomal 

dominant disorders associated with skin abnormalities, increased risk for 

developing certain tumors, mainly of the peripheral and central nervous system, 

cognitive and/or developmental disabilities and other findings. The disorders are 

characterized by complete penetrance but variable expressivity and significant 

molecular heterogeneity, which result in challenges in terms of the clinical and 

molecular diagnosis of the affected patients. Objectives: The main goal of this 

thesis was to characterize, from an evolutionary, clinical, and molecular point of 

view, patients with NF1 and TSC diagnosed with gene rearrangements, perform 

additional molecular investigations in patients with the clinical diagnosis of ET, as 

well as exploring the autophagy mechanism involved in this disease. Results: 

Through an evolutionary approach, microdeletions identified in NF1 patients and 

involving fourteen co-deleted genes were characterized. Of these, 10 genes 

showed purifying selection and 4 genes showed positive selection, with one of 

them, RNF135, also presenting positive selection of specific amino acids. These 

findings related to RNF135 suggest its importance and contribution to the disease 

and a possible correlation of its deletion with a more severe phenotype in affected 

patients. Additionally, a case report of a patient with TSC and a gene 

rearrangement is presented. It describes clinical manifestations not usually 

observed in TSC and suggests, through a review of all the existing evidence, the 

inclusion of these manifestations in the syndrome’s phenotype. In addition, the 

thesis contains preliminary results of the additional molecular investigation, 

focused on mRNA/exon skipping analyses, of TSC patients with variants of 

uncertain significance (VUS) or absence of pathogenic variants in the coding 

region of the TSC1 or TSC2 genes. Finally, a comprehensive review on the 

paradox of autophagy in TS and of potential novel therapeutic strategies related to 

autophagy for TS patients is presented as well as preliminary results on an 

investigation of autophagy modulators in fibroblast of TSC patients.  Discussion 

and conclusions: NF1 and TSC are well characterized genodermatoses from a 
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clinical and molecular point of view. However, there are still important gaps about 

these syndromes, such as an incomplete understanding of genotype-phenotype 

relationships (especially related to gene rearrangements), absence of a specific 

disease-causing molecular lesion in some patients, and uncertainties related to the 

exact mechanisms that lead to these disorders and their complications. This thesis 

aims to contribute to the understanding of some of these aspects, ultimately 

leading to improved diagnosis and management of patients and their family 

members, with impacts both on genetic counseling and on development of 

potential novel therapeutic interventions. 

 

Keywords: Genodermatoses; Neurofibromatosis type 1, Tuberous Sclerosis 

Complex. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

  

1.1 Genodermatoses 

 

As genodermatoses são um grande grupo que engloba cerca de 560 

doenças hereditárias e heterogêneas com manifestações cutâneas e frequente 

acometimento de outros órgãos. Embora as genodermatoses sejam raras, com 

uma taxa de prevalência de menos de 1 em 50.000 a 200.000 pessoas, elas 

geralmente são doenças crônicas, graves e podem ser fatais (Gerstenblith et al. 

2010; Aşkın et al. 2020). 

 

As características elementares mais comuns das doenças genéticas da 

pele incluem problemas de erosão na camada mais externa da epiderme, erros no 

processo de cornificação, de pigmentação, de vascularidade e/ou a presença 

bolhas cutâneas. Porém, apenas uma pequena parcela das genodermatoses que 

acometem a pele apresenta unicamente sintomas relacionados a problemas de 

pele em si (Silverberg and Sidbury 2020). A grande maioria apresenta também 

envolvimento sistêmico e os sistemas mais frequentemente envolvidos são os 

sistemas neurológico, ocular, musculoesquelético e ósseo (Feramisco et al. 

2009). A predisposição aumentada a diversas neoplasias na infância e na vida 

adulta também é observada (Frommherz et al. 2021).  

 

Algumas genodermatoses são altamente incapacitantes, representando um 

enorme impacto na qualidade de vida dos doentes e também de seus familiares, 

devido a exclusão social, dificuldade na inserção profissional, vulnerabilidade a 

nível psicológico e cultural, bem como redução da expectativa de vida (Silverman, 

2008). São doenças congênitas que frequentemente cursam com sintomas a o 

nascimento ou no início da vida, mas em alguns casos podem ser reconhecidas 

somente anos após.  

 

As genodermatoses são classificadas em distúrbios de queratinizarão 

(ictiose, hiperqueratose palmo-plantar, epidermólise bolhosa), desordens 
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relacionadas com a produção de colágeno (síndrome de Ehlers-Danlos, 

pseudoxantoma elástico) e síndromes de pré-disposição a câncer 

(neurofibromatoses e esclerose tuberosa) (Silverberg 2020). As manifestações 

cutâneas das genodermatoses estão descritas no Quadro 1 (Aşkın et al., 2020). 
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Quadro 1. Manifestações cutâneas de genodermatoses (adaptado de Aşkın et al., 2020) 

Ictiose 

Xerose 

Membrana de colódio 

Fenótipo arlequim 

Hiperpigmentação 

Hipopigmentação 

Despigmentação 

Poiquiloderma 

Desordens vasculares 

Ectasia 

Esteira telangiectática 

Marcas vasculares congênitas 

Malformações vasculares 

Defeitos do tecido conjuntivo 

Hamartomas 

Aplasia cutis 

Epidermólise bolhosa 

Transtornos de fotossensibilidade / metabolismo da porfirina 

Porfirias 

Distúrbios metabólicos heme 

Envelhecimento avançado 

Transtornos mediados por metabolismo 

Ocronose 

Acrodermatite enteropática 
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1.1.1 Bases genéticas e moleculares das genodermatoses 

Análises usando o banco de dados online do catálogo OMIM (Online 

Mendelian Inheritance in Man) da Universidade Johns Hopkins, publicadas no 

estudo de Feramisco e colaboradores (2009), identificaram 560 doenças de pele 

genéticas distintas. Dessas 560, apenas 60 são consideradas ‘‘genodermatoses 

puras’’, exibindo apenas fenótipos de pele, sem manifestações sistêmicas. Uma 

explicação para isso é que são poucos genes que regulam as características da 

pele de uma forma restrita, sem codificar produtos que atuem em diferentes rotas 

metabólicas. Cerca de 80% das genodermatoses identificadas no catálogo OMIM 

apresentam um único gene identificado como a causa do fenótipo, 9% têm dois 

diferentes genes associados, e cerca de 4% têm três ou mais genes relacionados 

à causa da doença. A maioria dos genes (81,6%) se relaciona apenas com uma 

doença; 11,6%, 4% e 2,8% estão associados a duas, três e quatro ou mais 

doenças, respectivamente (Feramisco et al. 2009).  

O modo de herança também é variado entre as genodermatoses, sendo as 

mutações autossômicas recessivas e dominantes as mais frequentes. A 

assinatura genética das genodermatoses encontradas no OMIM pode ser vista na 

Figura 1, adaptada de Feramisco e colaboradores (2009). Diferentes mutações 

nos 501 genes codificantes de proteínas únicas podem causar distúrbios com 

fenótipos de pele distintos. O gene encontrado mutado com mais frequência foi o 

gene alfa-1 (COL7A1) que codifica o colágeno do tipo VII, ocorrendo em 9 

genodermatoses distintas, mas relacionadas (Feramisco et al. 2009). Outras 

alterações moleculares comumente encontradas nas genodermatoses incluem 

mutações em genes estruturais da epiderme que codificam proteínas como a 

filagrina, uma proteína estrutural fundamental no desenvolvimento e manutenção 

da barreira cutânea ou diferentes tipos de queratinas, que subsequentemente 

causam ictioses, alterações na epiderme que causam extremo ressecamento e 

descamação; mutações em genes que codificam componentes integrais dos 

complexos de adesão supramolecular das células (por exemplo, os 

desmossomos), relacionadas à doenças de pele com a presença bolhas; ou 

ainda, mutações em genes envolvidos nas vias de reparo de DNA, como por 
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exemplo, na doença rara xeroderma pigmentoso (XP) e em genes supressores de 

tumor (Lehmann et al. 2017). 

 

 

Uma proteína 

Duas proteínas 

Três proteínas 

Quatro proteínas  

Desconhecido 
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Figura 1. Análise genotípica de genodermatoses registradas no catálogo OMIM (a) 

Número de proteínas mutadas associadas à ocorrência das genodermatoses (b) Número 

de doenças causadas pelos diferentes genes associados às genodermatoses (c) Formas 

de herança descritas nas genodermatoses. Adaptado de Feramisco (2009). 

 

1.1.2 Identificando uma genodermatose 

Devido à variabilidade de sintomas, diagnosticar uma genodermatose 

apenas com investigação clínica pode ser um desafio. Para um diagnóstico clínico 

completo, o exame dermatológico deve avaliar a pele, cabelos, unhas, dentes e 

membranas mucosas do paciente, sendo complementado com análise através de 

uma lâmpada de Wood para detecção de manchas hipocrômicas invisíveis à 

inspeção ocular. As manifestações extra cutâneas podem ser identificadas 

através de exames laboratoriais ou de imagem. A avaliação da história médica do 

paciente e testes laboratoriais de histopatologia, microscopia eletrônica, 

imunofluorescência, bioquímicos e moleculares podem ajudar a confirmar o 

diagnóstico (Tantcheva-Poór et al. 2016). 

O diagnóstico molecular é importante no diagnóstico diferencial das 

genodermatoses e é um importante complemento mesmo naquelas doenças com 

diagnóstico clínico consagrado para fins de aconselhamento genético. Os testes 

moleculares tornam-se fundamentais para detectar alterações genéticas 

associados com a causa da maioria das doenças (Tantcheva-Poór et al. 2016) e 

devem incluir a investigação das regiões codificadoras e flanqueadoras, com 

análise de sequência e de rearranjos gênicos. Os testes de escolha atualmente 

envolvem painéis multigênicos e sequenciamento de nova geração (NGS, Next 

Generation Sequencing), ficando o sequenciamento bidirecional de Sanger 

reservado para análise preditiva de variantes específicas pré-identificadas em 

uma família. A análise de rearranjos gênicos pode ser realizada pelo NGS ou por 

técnicas específicas para detecção de variações no número de cópias (do inglês 

Copy Number Variation - CNV) como o Multiplex Ligation-dependent Probe 

Amplification (MLPA) (Aşkın et al. 2020). Além disso, eventualmente, o 

sequenciamento do exoma ou genoma completo podem ser utilizados para uma 
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análise mais ampla nos casos com manifestações clínicas atípicas ou naqueles 

em que não se identificam variantes causais nos genes canônicos (Schaffer 

2016).  

Diversas genodermatoses exibem, além dos achados cutâneos e extra 

cutâneos, predisposição aumentada para o desenvolvimento de múltiplos 

tumores. A suspeita e o diagnóstico precoce de uma genodermatoses são 

fundamentais para que as medidas corretas de manejo do paciente e 

posteriormente de seus familiares em risco possam ser implementadas, 

aumentando as chances de prevenção de diversas neoplasias (Aşkın et al. 2020). 

Em um estudo de revisão recente, Ladd e colaboradores descrevem 34 

genodermatoses que cursam com maior predisposição a tumores, incluindo as 

RASopatias, ataxia telangiectasia, xeroderma pigmentoso, neurofibromatose tipo 

1 e esclerose tuberosa (Ladd et al. 2020).  

 Dentre as genodermatoses associadas a malignidade, duas das mais 

frequentes são associadas a genes supressores de tumor e são o foco deste 

estudo: a neurofibromatose tipo 1 (NF1 OMIM #162200), que afeta 1 em 3.000 

indivíduos (Uhlmann and Plotkin 2012) e a esclerose tuberosa (ET OMIM 

#191100), que ocorre na frequência de 1 em 6.000 nascidos vivos, de ambos os 

sexos (Henske et al. 2016). 

 

1.2 Neurofibromatose tipo 1 

 

As neurofibromatoses são reconhecidas como um grupo heterogêneo de 

desordens herdáveis, caracterizadas por alterações pigmentares cutâneas, 

tumores da bainha neural na pele e nos nervos espinhais, predisposição a 

neoplasias e outras alterações em múltiplos órgãos/tecidos. De fato, as 

neurofibromatoses são doenças multisistêmicas e se dividem em dois principais 

tipos, neurofibromatoses tipo 1 e tipo 2 (Uhlmann and Plotkin 2012). A 

neurofibromatose tipo 1 (NF1) é o tipo mais comum, também conhecida como 

doença de Von Recklinghausen, é caracterizada por neurofibromas cutâneos 

benignos da bainha do nervo periférico (células de Schwann) e por neurofibromas 
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plexiformes, que acometem cerca de 50% dos pacientes (Rosser and Packer 

2002). Outros achados comuns são as anormalidades pigmentares cutâneas, 

incluindo manchas café-com-leite e efélides axilares e inguinais, presentes na 

maioria das crianças (Ferner 2007). Os pacientes também podem apresentar 

nódulos de Lisch na íris, xantogranulomas, observados ainda na primeira infância 

e possivelmente relacionados a fenótipo de leucemia mieloide crônica em 

crianças e hiperpigmentação difusa. Outra característica clínica importante da 

NF1 é a dificuldade de aprendizagem por déficit cognitivo que acomete pelo 

menos 50% dos portadores de NF1 (Eoli et al. 2019). 

 

1.2.1 Sintomatologia e Diagnóstico da Neurofibromatose tipo 1 

 

As manchas café-com-leite podem ser observadas na grande maioria dos 

pacientes com NF1 ainda em idade jovem e algumas podem ser congênitas, 

enquanto os neurofibromas cutâneos são de aparecimento mais tardio, entre a 

adolescência e a vida adulta (Friedman and Birch 1997; Rasmussen and 

Friedman 2000). Neurofibromas dérmicos, espinhais e plexiformes podem causar 

sintomas importantes, dependendo da sua localização, compressão mecânica, 

neural e/ou vascular (Rosser and Packer 2002).  

 

Alterações esqueléticas frequentemente observadas são escoliose, 

pseudoartrose/displasia tibial e displasia da asa do esfenoide, macrocefalia e em 

alguns casos baixa estatura (Ferner 2007; Ladd et al. 2020). Anormalidades 

vasculares estão associadas a mortalidade significativa nos pacientes e incluem 

hipertensão grave, geralmente secundária à estenose da artéria renal; doença 

cerebrovascular, possivelmente levando a hemorragia cerebral; e hipertensão 

arterial pulmonar (Stewart et al. 2007).  

 

Neurofibromas dérmicos e plexiformes associados às alterações 

pigmentares da NF1 podem levar a deformidades com impacto significativo na 

autoestima (Teles et al. 2012). Os neurofibromas plexiformes podem evoluir para 

tumores malignos da bainha de nervo periférico (MPNST), com capacidade de 
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metastatizar extensivamente. O risco de desenvolvimento de MPNST ao longo da 

vida para pacientes com NF1 é cerca de 10% (Karajannis and Ferner 2015).  

 

Em geral, os pacientes com NF1 tem um risco 2,7 vezes maior de 

desenvolver câncer, com um risco cumulativo de 20% em pacientes com mais de 

50 anos de idade (Friedman and Birch 1997). O risco cumulativo vital de câncer 

nestes pacientes varia de 4% e 52% (Walker et al. 2006; Gerstenblith et al. 2010). 

Entre os tumores que acometem os pacientes com NF1 estão os MPNSTs, 

gliomas (especialmente no nervo óptico) e outros tumores do Sistema Nervoso 

Central (SNC). Os gliomas da via óptica são astrocitomas pilocíticos de baixo grau 

capazes de envolver o nervo óptico, quiasma, trato e/ou hipotálamo, que podem 

ocasionar perda visual e/ou desregulação endócrina (Savar and Cestari 2008). 

Nos adultos, tumores de mama (mulheres jovens, antes dos 50 anos), tumores 

renais (feocromocitoma) e outros tumores sólidos não são incomuns, assim como 

tumores endócrinos pancreáticos, tumores glômicos, rabdomiossarcomas e 

somatostatinomas duodenais (Ratner and Miller 2015).  

 

Os critérios para o diagnóstico clínico de NF1 foram estabelecidos 

inicialmente em 1987 pela National Institutes of Health (NIH) Consensus 

Conference (EUA), sendo constantemente revisados (última revisão em 2019). 

Segundo estes critérios, o diagnóstico clínico definitivo de NF1 pode ser realizado 

em uma criança de quatro anos de idade, se dois ou mais dos critérios descritos 

estiverem presentes, já que aproximadamente 85% dos pacientes apresentam 

manifestações clínicas típicas da doença até esta idade. As crianças que herdam 

NF1 de um dos pais geralmente são diagnosticadas no primeiro ano de vida, 

principalmente pelas múltiplas manchas café-com-leite, que se desenvolvem na 

infância precoce em mais de 95% desses casos (Nunley et al. 2009). Os critérios 

estabelecidos pelo consenso do NIH são presença de: 1) seis ou mais manchas 

“café-com-leite”, com mais de 0,5 cm no maior diâmetro em indivíduos pré-

puberais, ou mais de 1,5 cm no maior diâmetro em indíviduos pós-puberais; 2) 

dois ou mais neurofibromas de qualquer tipo ou um neurofibroma plexiforme; 3) 

efélides nas regiões axilares ou inguinais; 4) glioma óptico; 5) dois ou mais 
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hamartomas na íris; 6) uma lesão óssea típica, como displasia esfenoide ou 

pseudartrose tibial; 7) um familiar de primeiro grau (pai, irmão ou filho) com NF1 

definido conforme critérios acima. O número de complicações possíveis e o 

padrão da doença variam bastante entre os indivíduos, mesmo dentro de uma 

família, atestando que nesta doença há expressividade variável (Friedman 1998) 

[Atualizado em 06 Jan 2019]). 

 

1.2.2 O gene NF1 e a proteína neurofibromina 

 

A neurofibromatose tipo 1 é causada por um número aproximadamente igual 

de variantes germinativas espontâneas e autossômicas dominantes herdadas, no 

gene supressor tumoral NF1. Trata-se de um grande gene localizado no 

cromossomo 17q11.2, com 58 éxons e 350kb, que codifica a proteína hidrofílica 

neurofibromina de 2818 aminoácidos e 250 kiloDaltons (kDa) (Ars et al. 2003). A 

inativação do gene NF1 ocasiona a ativação constitutiva de sistemas envolvidos 

no aumento da proliferação celular e, consequentemente, na chance de 

desenvolvimento de tumores (Garcia-Linares et al. 2011). 

 

Semelhante ao surgimento dos carcinomas basocelulares na síndrome de 

Gorlin, acredita-se que os neurofibromas da NF1 surjam após um "segundo 

evento" mutacional no gene NF1, levando à perda de heterozigosidade (Colman 

et al. 1995). Diversos mecanismos de perda do segundo alelo do gene NF1 são 

possíveis eventos de inativação somática, como variantes adquiridas de perda de 

função, metilação do promotor do gene, alteração no número de cópias, 

silenciamento epigenético ou mediado por micro-RNAs (Garcia-Linares et al. 

2010). 

 

A proteína neurofibromina (NF1) é principalmente expressa em células da 

crista neural, incluindo neurônios, células de Schwann, melanócitos, 

oligodendrócitos e leucócitos (Moles et al. 2012).  Trata-se de uma grande 

proteína citoplasmática com muitos domínios, que ainda não tem sua função 

completamente elucidada, mas que atua no controle da via Ras (rat sarcoma), 
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uma das vias de proliferação celular e ativação de outros genes supressores 

tumorais (Barbacid 1987; Sherekar et al. 2020). Até o momento, as informações 

estruturais detalhadas sobre neurofibromina são limitadas a estruturas 

cristalizadas de alta resolução dos domínios GAP (Scheffzek et al. 1998), do 

domínio Sec-PH e o complexo ternário entre KRAS4b (Welti et al. 2011), e do 

domínio EVH1 de interação com SPRED1 (outra proteína relacionada a 

genodermatoses) e o GRD de NF1. Não existe informação detalhada sobre a 

estrutura ou função dos restantes 80% da proteína, mas atualmente foi 

demonstrado que sua estrutura depende de dímeros de alta afinidade que podem 

se formar e ser estabilizados dentro da célula (Sherekar et al. 2020). 

 

A neurofibromina possui importante região de 360 aminoácidos 

(compreendendo os éxons 21-27) que mostra homologia com o domínio catalítico 

da GTPase ativadora de proteína (GAP) de mamíferos (Xu et al. 1990).  A ligação 

do nucleotídeo guanina à proteína Ras media a transdução de sinais que regulam 

o crescimento celular. A ligação de GTP (guanina tri-fosfatada) à Ras ativa a 

sinalização, enquanto a hidrólise para GDP (guanina di-fosfatada) cessa o sinal, 

inibindo o crescimento celular (Barbacid et al. 1987). O domínio relacionado à 

GAP da neurofibromina também hidrolisa GTP (guanina tri-fosfatada), bem como 

possui propriedades consistentes com regulação negativa dos múltiplos efetores 

ativados por Ras, como PI3K (Phosphatidylinositide 3-kinase) e MAPK (mitogen-

activated kinase), que estão envolvidos na proliferação celular, síntese de DNA e 

apoptose. Resumidamente, a neurofibromina regula a atividade da Ras GTP, 

convertendo-a em sua forma inativa e suprimindo o crescimento celular 

(Gerstenblith et al. 2010). Uma outra importante proteína ativada por Ras e 

envolvida nos processos de proliferação celular, síntese de proteínas e autofagia 

é a proteína alvo de rapamicina (mTOR) (Figura 2). 
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Figura 2: Envolvimento da proteína neurofibromina (NF1) nas vias de proliferação celular. 

Adaptado de Le and Parada 2007. 

 

Estudos recentes tem se dedicado a determinar o mecanismo exato de 

funcionamento da neurofibromina. Devido a variabilidade de fenótipos 

encontrados na doença NF1, é possível que outros domínios desta proteína, além 

do GAP, tenham algum um papel importante na patogênese. Por ser uma 

proteína grande e de múltiplos domínios, a neurofibromina tem interação com 

várias outras proteínas intracelulares: proteínas da família SPRED, tubulina, 

cinesina-1, proteína quinase A, proteína quinase C, caveolina e proteína 

precursora de amilóide (revisado por Sherekar et al. 2020). Curiosamente, 

SPRED1 inibe a proteína Raf, e variantes no gene SPRED1 são responsáveis por 

uma síndrome fenotipicamente muito semelhante a NF1 que consiste em 

múltiplas máculas café com leite, efélides axilares e macrocefalia chamada 

Síndrome de Legius (Brems et al. 2007). 
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1.2.3 Variantes no gene NF1 

 

A NF1 é um distúrbio autossômico dominante com penetrância completa, e 

cerca de 50% dos casos apresentam variantes germinativas 

patogênicas/potencialmente patogênicas (P/LP) de novo. Nos casos familiais se 

observa que o fenótipo da doença é muito variável e a origem dessa variabilidade 

ainda não está completamente elucidada. Há relatos de variabilidade até mesmo 

em gêmeos monozigóticos, sugerindo inclusive um papel de alterações 

epigenéticas nessa expressividade variável (Vogt et al. 2011). Sendo assim, 

conclui-se que eventuais correlações genótipo-fenótipo não podem ser explicadas 

apenas pelo alelo mutante em questão, e que outras variantes constitutivas, 

variantes somáticas e alterações epigenéticas podem estar resultando na grande 

variabilidade de expressão (Dunning-Davies and Parker 2016). 

 

Mais de 3200 variantes germinativas P/LP diferentes do gene NF1 foram 

identificadas até hoje (The Human Gene Mutation Database - HGMD, 2021), 

envolvendo deleções, duplicações, variantes em sítios de processamento, de 

perda de sentido, de sentido trocado, translocações e alterações da região 3’ não-

traduzida do gene. Não existe um único hot spot mutacional em NF1 e sabe-se 

que variantes somáticas nesse gene são importantes na aquisição de resistência 

a drogas, como por exemplo aos inibidores de BRAF e de EGFR, ao tamoxifeno e 

ao ácido retinóico em melanoma, câncer de pulmão e mama e neuroblastoma, 

respectivamente (Friedman 1998) [Atualizado em 06 Jan 2019]). Da mesma 

forma, são observadas altas taxas de mutação somática em NF1 no melanoma 

cutâneo, câncer de pulmão, carcinoma de ovário e glioblastoma, que geralmente 

não resultam no fenótipo de NF1, que é causada por variantes germinativas no 

gene. A identificação de uma alta frequência de mutações somáticas no gene NF1 

encontrada em tumores esporádicos indica que a neurofibromina provavelmente 

desempenha um papel crítico no desenvolvimento destes tumores, muito além do 

papel já evidente na NF1 (Philpott et al. 2017). 
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A maioria das variantes P/LP germinativas no gene NF1 são únicas, ou 

seja, encontradas em uma ou poucas famílias e mais de 80% resultam em uma 

proteína truncada, geralmente pela alteração do processamento de RNA 

mensageiro (Rasmussen and Friedman 2000; Ars et al. 2003). Com o 

desenvolvimento de tecnologias cada vez mais precisas e robustas, diversas 

novas variantes vêm sendo identificadas em diferentes populações nos últimos 

anos. Um percentual significativo dessas variantes é classificado como de novo 

(Rosset et al. 2018; Chen et al. 2019; Yao et al. 2019; Koczkowska et al. 2020). 

 

1.2.4 Rearranjos genômicos e grandes deleções em NF1 

 

A maioria das variantes já descritas em NF1 (∼85% a 90%) são 

substituições, inserções ou deleções de uma única base. Outras mutações 

encontradas no gene são deleções ou duplicações simples ou multi exon (∼2%) e 

grandes rearranjos em diferentes regiões no braço longo (q) do cromossomo 17 

chamados de microdeleções, abrangendo NF1 e um número variável de genes 

adjacentes (∼5% a 10%) (Kluwe et al. 2004; Valero et al. 2011). A análise de 

rearranjos pela técnica de MLPA constitui a primeira etapa de investigação nos 

protocolos para identificação de NF1, permitindo identificar múltiplas deleções e 

duplicações de éxons únicos ou múltiplos (Ishida and Gupta, 2021). De uma 

forma geral a análise molecular na NF1 tem sido considerada complexa pelo 

grande tamanho do gene NF1, presença de pseudogenes e grande variedade de 

possíveis anormalidades. As estratégias de diagnóstico recomendam que a 

pesquisa de grandes deleções seja feita como investigação inicial pela 

prevalência destas alterações, seguida de estratégias para detecção de mutações 

de ponto em pacientes sem rearranjos detectados (Kluwe et al. 2004). 

 

As microdeleções são alterações importantes, observadas em cerca de 5% 

a 15% dos pacientes com NF1 (Clementi et al. 1996) em que além do gene NF1, 

vários outros genes estão co-deletados. As microdeleções mais frequentes (tipos 

1, 2 e 3) variam em tamanho, sendo a maior delas (tipo 1) com tamanho 

aproximado de 1.4 Mb, envolvendo a região inteira do gene NF1 e outros 13 
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genes, 5 pseudogenes e 2 genes de microRNA no seu entorno (Dorschner et al. 

2000; López Correa et al. 2000) (Figura 2). A maioria dos genes co-deletados 

nesses grandes rearranjos não possuem função totalmente conhecida (De Raedt 

et al. 2003). Essas microdeleções são causadas por recombinação homóloga não 

alélica entre sequências parálogas localizadas a montante (NF1-REPa) e a 

jusante (NF1-REPc) do gene NF1 (Dorchner et al. 2000; Jenne et al. 2003). Essas 

sequências, também presentes na região NF1-REPb, são compostas por cópias 

do pseudogene LRRC37BP, pequenos fragmentos do pseudogene SMURF2 e 

por sequências parálogas derivadas do gene LPHN1, localizado no cromossomo 

19 (Jenne et al. 2003).  

 

A microdeleção tipo 2 é menor (1.2 Mb) e tem seus pontos de quebra 

localizados no gene SUZ12 e em seu pseudogene SUZ12P (Petek et al. 2003; 

Kehrer-Sawatzki et al. 2004). Por último, a microdeleção tipo 3, de 1.0 Mb de 

comprimento, apresenta os pontos de quebra dentro de repetições de pequenas 

cópias, denominadas NF1-REPb e NF1-REPc (Bengesser et al. 2010) (Figura 3). 

 

 

Figura 3: Representação de microdeleções (tipos 1, 2 e 3) em pacientes com NF1.  

Triângulos cinza representam as regiões de ponto de interrupção NF1REPa, NF1REPb e 

NF1REPc. Os retângulos azuis indicam genes funcionais. Adaptado de (Kehrer-Sawatzki 

and Cooper 2012). 
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1.2.5 Correlação genótipo-fenótipo e análises evolutivas em microdeleções 

 

Embora existam múltiplas alterações genéticas diferentes envolvidas na 

causa das NF1, ainda não há muitos estudos que investigam grandes rearranjos e 

os associam com o fenótipo. Três correlações genótipo-fenótipo claras já foram 

observadas: (a) a deleção de todo o gene NF1 associada ao aparecimento 

precoce e numeroso de neurofibromas cutâneos, anormalidades cognitivas mais 

frequentes e mais graves do que na NF1 causada por variantes pontuais, mãos e 

pés grandes e dismorfia facial (Mautner et al. 2010); (b) a deleção de 3pb na 

extremidade do éxon 17, que confere menor risco de desenvolvimento de 

neurofibromas cutâneos ou plexiformes (Upadhyaya et al. 2007) e (c) indivíduos 

com todo o locus NF1 duplicado não tem o fenótipo característico de NF1, mas 

sim, deficiência mental e convulsões (Grisart et al. 2008). Em relação as 

microdeleções, um artigo publicado recentemente apresenta dois casos de duas 

meninas de 2 e 4 anos de idade não-relacionadas. A primeira apresentou uma 

deleção na posição 17q11.2, com de cerca de 1 Mb (pontos de interrupção nas 

posições 29.124.299 e 30.151.654), que envolveu os genes NF1, CRLF3, ATAD5, 

TEFM, ADAP2, RNF135, OMG, EVI2B, EVI2A e RAB11FIP4 como sintomas 

manchas café com leite e efélides axilares, nódulos de Lisch, estrabismo, palato 

arqueado alto, má oclusão, cifoescoliose grave, pé calcâneo valgo bilateral, 

hipotonia generalizada leve, hiperatividade e déficits de fala e habilidades 

relacionadas. A segunda menina apresentou uma deleção heterozigótica de NF1, 

com as posições 29.124.299 e 30.326.958 como seus pontos de quebra, e que 

incluiu além dos genes deletados na primeira paciente, além dos genes COPRS, 

UTP6 e SUZ12 parcialmente. Seus sintomas incluíam atraso no crescimento e 

desenvolvimento, estenose pulmonar supravalvar, manchas café com leite, 

efélides axilares, características dismórficas craniofaciais, pescoço curto com 

pterígio, anormalidades nos membros e focos de displasia neural. A análise nos 

pais demonstrou uma origem de novo das deleções em ambos os casos (Serra et 

al. 2019). 
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Determinar as funções dos genes frequentemente deletados nas 

microdeleções pode facilitar o entendimento dos diferentes fenótipos entre os 

pacientes que apresentam esse tipo de grande rearranjo. A maioria dos genes 

está relacionada com o desenvolvimento e com o controle do ciclo celular, porém 

os genes RNF135, SUZ12, ADAP2, UTP6 e OMG merecem um foco maior 

quando se trata de relação genótipo-fenótipo. A haploinsuficiência do gene 

RNF135 parece estar relacionada com alta estatura, macrocefalia, bem como com 

dismorfias faciais em pacientes com microdeleção, com a primeira e a última 

característica tornando-se menos aparentes na vida adulta, reforçando a 

importância da investigação durante a infância (Spiegel et al. 2005; Douglas et al. 

2007).  

 

A melhor compreensão dos efeitos das microdeleções que envolvem o 

gene NF1 e de outros genes co-deletados pode contribuir para o entendimento 

dos mecanismos de doença e do desenvolvimento dos fenótipos associados. 

Historicamente, a maneira mais utilizada para investigar biomoléculas era 

centrada na caracterização de moléculas individuais para entender seu papel no 

desenvolvimento de um fenótipo. Entretanto, essa estratégia não é efetiva para 

elucidar a evolução de uma doença complexa (Murray et al. 2007). Neste 

contexto, análises moleculares in silico têm sido cada vez mais utilizadas como 

método de rastreamento de potenciais alvos terapêuticos, ainda mais quando 

levamos em consideração a crescente disponibilidade de dados genômicos. A 

filogenia molecular e a análise comparativa da estrutura gênica são ferramentas 

interessantes para melhorar a compreensão das relações evolutivas e funcionais 

de genes estudados (Wang et al. 2013). Um exemplo disso é a inferência de que 

a conservação de uma sequência proteica está frequentemente relacionada a um 

papel funcional crítico dessa macromolécula na célula (Siepel et al. 2005). 
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1.3 Esclerose tuberosa 

 

Semelhante a NF1, a esclerose tuberosa (ET) também é uma doença 

neurocutânea que afeta vários sistemas. Relatada pela primeira vez por 

Bourneville em 1880, a esclerose tuberosa foi nomeada após a caracterização de 

lesões corticais cerebrais que se assemelham a tubérculos e a calcificação 

periventricular em pacientes com a doença (Gómez 1995; Henske et al. 2016). 

 

A esclerose tuberosa (ET) é uma desordem autossômica dominante e 

multissistêmica (ORPHA:805) que afeta crianças e adultos, e apresenta 

manifestações neurológicas que incluem epilepsia, deficiência intelectual e 

autismo (Kingswood et al. 2017). É causada por variantes germinativas P/LP de 

perda de função em um dos genes supressores de tumor relacionados: TSC1 

(OMIM #605284) ou TSC2 (OMIM #191092) (Henske et al. 2016). Trata-se de 

uma doença com penetrância parcial e expressividade variável que tem o 

potencial de afetar praticamente qualquer órgão do corpo, com manifestações 

clínicas identificadas em diferentes fases do desenvolvimento (Northrup et al. 

2013). É caracterizada também pela ocorrência de tumores benignos 

(hamartomas) em diversos órgãos, sendo a pele, cérebro, rins, pulmões e 

coração os sítios mais comuns. Esses hamartomas podem causar disfunções nos 

órgãos em quem se desenvolvem, do ponto de vista funcional ou estrutural, 

levando, por exemplo, a complicações secundárias a compressão de estruturas 

nobres adjacentes ou perda de parênquima funcional em alguns órgãos (Northrup 

et al. 2013). A prevalência de ET na população é de aproximadamente 1 a cada 

20.000 indivíduos, sem predileção sexual ou racial (Ebrahimi-Fakhari et al. 

2017a). 

 

1.3.1 Aspectos clínicos da esclerose tuberosa 

 

As manifestações clínicas da ET vão desde o surgimento dos hamartomas 

até sintomas secundários como acometimento neurológico que incluem 

convulsões, transtornos do desenvolvimento relacionados a espectro autista e 
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prejuízos cognitivos, além do comprometimento de pele e mucosas que estão 

envolvidos em cerca de 70% dos casos (Henske et al. 2016). Alguns sintomas 

podem estar presentes desde o nascimento e a maioria dos sintomas é 

observada até os quatro anos de idade, como é o caso, por exemplo, das 

máculas hipomelanóticas ou hipopigmentadas (MH) congênitas que geralmente 

são os primeiros sinais visíveis, muitas vezes precedendo a epilepsia. Além das 

MH, outras características causam menor comprometimento, como angiofibromas 

faciais e fibromas subungueais (Ebrahimi-Fakhari et al. 2017a). No início da 

terceira década de vida, MH, nódulos subependimais e angiomiolipomas renais 

são vistos em mais de 80% dos pacientes, enquanto a epilepsia e angiofibromas 

faciais são observados em mais de 70% dos pacientes (Ladd et al. 2020). 

 

Os critérios de diagnóstico para ET endossados pela organização 

Tuberous Sclerosis Alliance incluem categorias principais e secundárias. O 

diagnóstico é feito com a observação de duas características principais (excluindo 

linfangioleiomiomatose e angiomiolipoma renal isoladamente) ou uma 

característica principal e duas secundárias  (Roach et al. 1998; Gerstenblith et al. 

2010). A Tabela 1 resume todos os critérios de diagnóstico clínico e genético 

revisados e atualizados para ET (com base nas referências Northrup et al. 2013; 

Ebrahimi-Fakhari et al. 2017b). 



 

Tabela 1. Critérios para diagnóstico clínico e genético da esclerose tuberosa 

Critérios diagnóstico genético 

A identificação de qualquer variante patogênica nos genes TSC1 ou TSC2 no DNA de um tecido normal é 
um critério independente e suficiente para o diagnóstico, independente dos achados clínicos. Variantes 
patogênicas são definidas como: 

(1) Variantes que inativam a função das proteínas TSC1 ou TSC2; 

(2) Variantes que impedem a síntese de proteínas: grandes deleções genômicas; 

(3) Variantes silenciosas cujos efeitos na função da proteína podem ser determinados por ensaio 
funcional; 

Critérios diagnóstico clínico 

Características dermatológicas e odontológicas 

Características principais Frequência Início dos sintomas 

 ≥3 Máculas hipomelanocíticas, com 
pelo menos 5 mm de diâmetro 

observadas em cerca de 90% dos pacientes 
nascimento ou 
infância 

≥3 angiofibromas ou placas fibrosas 
cefálicas 

angiofibromas ocorrem em cerca de 75% dos 
pacientes, placas fibrosas em cerca de 25% 

entre 2 a 5 anos de 
idade 

 ≥2 fibromas ungueais em adultos chega a 80% 
adolescência e vida 
adulta 

Nevo de tecido conjuntivo 
(Shagreen patch) 

observadas em cerca de 50% dos pacientes 
primeira década de 
vida 

Características secundárias Frequência Início dos sintomas 

Lesões confetti na pele, de 1 a 3 
mm de diâmetro 

frequências variam de 3% a 58% dos 
pacientes 

variado 

≥3 cavidades no esmalte dental 
Mlynarczyk G et al. Reportou em todos os 50 
adultos analisados 

adolescência e vida 
adulta 

≥2 fibromas intraorais 
ocorre em cerca de 20% a 50% dos 
pacientes 

variado 

Características oftalmológicas 

Características principais Frequência Início dos sintomas 

Hamartomas múltiplo de retina 
são encontrados em cerca de 30% a 50% 
dos pacientes, não é comum encontrar 
múltiplas lesões no mesmo paciente 

infância 

Características secundárias Frequência Início dos sintomas 

Máculas acrômicas na retina cerca de 39% dos pacientes variado 

Características do Sistema Nevoso Central 

Características principais Frequência Início dos sintomas 

Displasia cortical 
tubérculos corticais ocorrem em cerca de 
90% dos pacientes 

desenvolvimento 
fetal 

Nódulos subependimais (SEM) e 
astrocitoma de células gigantes 
(SEGA) 

SEM é observado em 80% dos pacientes; 
SEGA em 5% a 15% dos pacientes 

infância e 
adolescência 

Características pulmonares 

Características principais Frequência Início dos sintomas 

Linfangioleiomiomatose (LAM) 
observado em 30% a 40% das pacientes 
mulheres; alcançando cerca de 80% de 
mulheres afetadas após os 40 anos de idade 

adolescência e vida 
adulta 

Características renais 

Características principais Frequência Início dos sintomas 

≥2 angiomiolipomas observado em cerca de 80% dos pacientes infância e vida adulta 

Características secundárias Frequência Início dos sintomas 

Cistos múltilplos renais muito variada 
adolescência e vida 
adulta 

Características endócrinas 

Características principais Frequência Início dos sintomas 

Angiomiolipoma adrenal presente em 1/4 dos pacientes variado 

 



 

Alguns dos principais sintomas da ET abrangem o SNC, resultando em 

epilepsia, déficit cognitivo, transtorno do espectro autista e déficit de atenção e 

hiperatividade, causando prejuízos que se manifestam desde a primeira infância 

(Grabole et al. 2016). A epilepsia é o sintoma mais comum, acometendo até 90% 

dos pacientes e costuma representar o primeiro sinal da doença, visto que mais 

de dois terços dos pacientes apresentam epilepsia antes do segundo ano de vida 

(Kingswood et al. 2017). Mais tarde, diferentes tipos de crises convulsivas podem 

surgir, com episódios focais ou generalizados. A deficiência intelectutal que pode 

acometer cerca de 60 a 70% dos pacientes é frequentemente ligado a convulsões 

com grande variabilidade na gravidade, e em alguns pacientes ainda são 

presentes outras anomalias de comportamento, como esquizofrenia (Northrup et 

al. 2019a). A gravidade dos sintomas no SNC se relaciona com a presença de 

alterações do desenvolvimento do SNC, localização, número e tamanho de 

hamartomas cerebrais – os chamados “tubérculos corticais” e presença de outros 

tumores como astrocitomas. As três principais lesões intracranianas associadas à 

ET são os tubérculos corticais, nódulos subependimais e astrocitomas 

subependimais de células gigantes (do inglês subependymal giant cell 

astrocytomas - SEGA) (Altermatt et al. 1991). Tipicamente, os SEGAs são 

tumores glioneuronais de crescimento lento. As apresentações clínicas mais 

comuns dos pacientes com SEGAs incluem convulsões, deficiência intelectual, 

déficit cognitivo, distúrbios visuais, dores de cabeça e vômitos. SEGAs são 

encontrados em 5-20% dos pacientes com ET e constituem mais de 90% dos 

tumores intracranianos associados a doença, sendo responsáveis por 25% da 

mortalidade atribuída a ET (Jansen et al. 2006; Jansen et al. 2019; de Vries et al. 

2020). 

 

Além do comprometimento do SNC, no coração, rabdomiomas 

intracardíacos podem comprometer funções ventriculares e resultar em obstrução 

do fluxo sanguíneo. Esses tumores são observados em indivíduos afetados por 

ET durante a vida fetal, no entanto, geralmente regridem ao longo dos primeiros 

meses ou anos de vida. Cerca de 80% dos pacientes com rabdomiomas 
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cardíacos ao nascimento são posteriormente diagnosticados com ET (Northrup et 

al. 2013; Henske et al. 2016). 

As manifestações renais são uma importante fonte de morbidade e 

mortalidade em ET, tendo sido apontados como a segunda causa de morte 

prematura na ET (Feliciano 2020). Em adultos com ET, a doença renal é a causa 

da morte mais comum. Mais de 70% dos pacientes de ET desenvolvem 

angiomiolipomas, tumores benignos compostos de tecido vascular, muscular liso 

e adiposo que são geralmente encontrados nos rins, sendo múltiplos e bilaterais e 

podendo alcançar grandes dimensões (Henske et al. 2016). A frequência e o 

tamanho dos angiomiolipomas (observado em 80% dos pacientes) aumenta com 

a idade. À medida que se expandem, pode ocorrer aneurisma vascular resultando 

em hemorragia maciça ou insuficiência renal devido ao efeito mecânico da massa 

tumoral (Ladd et al. 2020). 

 

A principal manifestação pulmonar de ET é a linfangioleiomiomatose 

(LAM), associada com expansão intersticial do pulmão com células musculares 

lisas benignas que conseguem se infiltrar em todas as estruturas pulmonares 

(Carsillo et al. 2000; Sato et al. 2004). Essa é uma das manifestações que podem 

ocorrer mais tardiamente, com pacientes apresentando sintomas na terceira a 

quarta década de vida. Alterações parenquimatosas pulmonares císticas 

compatíveis com LAM são observadas em 30 a 40% das mulheres com ET. As 

mesmas alterações são observadas em cerca de 10 a 12% dos homens com ET, 

porém alterações sintomáticas são bastante raras (Carsillo et al. 2000). A 

manifestação oral mais comum da esclerose tuberosa inclui alargamento 

gengival, que geralmente se associa com pequenos nódulos fibrosos. Os fibromas 

orais na esclerose tuberosa podem aparecer na mucosa bucal e no dorso da 

língua. Além disso, defeitos de esmalte dentário podem ser observados em 

pacientes com esclerose tuberosa (Gosnell et al. 2021). 

 

Como mencionado anteriormente, há significativa variabilidade na 

expressão do fenótipo, mesmo entre os membros acometidos em uma mesma 

família. Por fim, em diferentes séries de caso, a proporção de casos familiais e 
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esporádicos (casos isolados) de ET tem sido descrita como sendo de 40% e 60%, 

respectivamente (Henske et al. 2016). 

1.3.2 Os genes TSC1 e TSC2 e as proteínas hamartina e tuberina 

 

O gene TSC1 (NM_000368.4, NG_012386.1), localizado no cromossomo 

9q34, abrange cerca de 53kb de DNA genômico, com 23 éxons que codificam a 

proteína hamartina, uma proteína hidrofílica de 1164 aminoácidos e 130 kDa. O 

éxon 23 é o maior éxon de TSC1 (5.407 pb), contribuindo para o grande 

comprimento da região 3’UTR não-traduzida dos transcritos. O maior íntron é o 

primeiro (9.447 pb). A média de tamanho dos éxons é de 374 pb, enquanto dos 

íntrons é de 798 pb. A proteína hamartina interage e estabiliza a proteína 

ativadora de GTPase, tuberina, codificada pelo gene TSC2 (van Slegtenhorst et 

al. 1998). 

 

O gene TSC2 (NM_000548.3, NG_005895.1), localizado no cromossomo 

16p13.3, compreende cerca de 40kb de DNA genômico e possui 41 éxons que 

codificam a proteína tuberina, com 1807 aminoácidos e 180 kDa, a qual 

possivelmente atua como uma chaperona para a hamartina. O maior éxon de 

TSC2 tem o tamanho de 488 pb (éxon 34) e o maior íntron tem 4.820 pb (íntron 

16). A média de tamanho entre os éxons é de 133 pb, enquanto a média de 

tamanho dos íntrons é de 798 pb (Dabora et al. 2001; Nellist et al. 2015). 

 

A proteína hidrofílica hamartina (TSC1, NP_000359.1) possui uma região 

de 266 resíduos de aminoácidos próximo das porções C-terminal e N-terminal que 

é necessária para a interação com a tuberina (TSC2), com a qual forma um 

homodímero. Na ausência de TSC2, o gene TSC1 produz hamartina insolúvel, 

apresentando distribuição citoplasmática pontual, visualizada por análises de 

imunofluorescência. Se ambas as proteínas estão sendo co-expressas, TSC1 

passa a ser solúvel e é possível visualizar uma distribuição citoplasmática mais 

homogênea das duas proteínas (van Slegtenhorst et al. 1998). 
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A proteina tuberina (TSC2, NP_000539.2) contém um domínio N-terminal 

relativamente hidrofílico (Maheshwar et al. 1996) e uma região conservada de 183 

aminoácidos próxima à porção C-terminal, que possui homologia com as 

proteínas da superfamília Ras GTPases rap1GAP e mSpa1 (Maheshwar et al. 

1997). O domínio C-terminal é codificado pelos éxons de 31 a 38 e atua como um 

GAP para a via Ras GTPase enriquecida no cérebro (RHEB), catalizando a 

hidrólise de GTP para GDP dependente de RHEB.  A porção N-terminal da 

tuberina é necessária para a interação com a hamartina, permitindo que as duas 

proteínas formem um complexo estável e funcional (van Slegtenhorst et al. 1998). 

 

O complexo harmatina-tuberina, também chamado de complexo TSC1-

TSC2 ou complexo TSC, regula negativamente a sinalização do complexo 1 de 

alvo da rapamicina em mamíferos, chamado de complexo mTORC1 (Northrup et 

al. 2018). O complexo TSC interage fisicamente no aparelho de Golgi e regula 

negativamente o crescimento e proliferação celular (van Slegtenhorst et al. 1998) 

além de modular a sinalização dependente de PI3K através de mTOR (Tee et al. 

2002). 

 

O desenvolvimento da maioria dos hamartomas na ET, assim como dos 

tumores associados a NF1, segue a teoria de dois eventos proposta por Knudson 

em 1970 para explicar a oncogênese em retinoblastoma. O primeiro evento 

corresponde à mutação germinativa, que inativa um dos alelos de TSC1 ou de 

TSC2, e o segundo evento, chamado perda de heterozigosidade, pode ser uma 

mutação somática que inativa o segundo alelo do mesmo gene (Garcia-Linares et 

al. 2011; Polchi et al. 2018) (Figura 4). Muitos relatos têm demonstrado que a 

inativação pós-traducional do complexo TSC surge através da ativação da 

proteína Akt (Zhang et al. 2015), um efetor de PI3K, que é conhecido por ativar a 

tradução de mTOR. Outro mecanismo de tumorigênese em ET é a inativação do 

complexo hamartina-tuberina depois da fosforilação por várias quinases, como a 

quinase regulada por sinal extracelular (ERK) (Jozwiak et al. 2008).   
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Figura 4: Hipótese de aquisição de segundo evento mutacional para o surgimento dos 

hamartomas e malignidades em esclerose tuberosa. Figura original. 

 

1.3.3 Variantes nos genes TSC1 e TSC2 

 

Similar a NF1, a ET exibe penetrância completa com ampla variabilidade 

fenotípica, mesmo dentro de famílias que compartilham a mesma variante 

patogênica (Schwartz et al. 2007; Napolioni and Curatolo 2008). Em estudos com 

grandes famílias e várias gerações de pacientes acometidos com esclerose 

tuberosa, as variantes patogênicas nos genes TSC1 e TSC2 ocorrem na 

proporção de 1: 1. No entanto, as mutações em TSC2 são responsáveis pela 

maioria dos casos isolados (não familiais), aparentemente devido a uma taxa 

aumentada de eventos de novo. Da mesma forma, há relatos de maior gravidade 

de sintomas em portadores(as) de variantes patogênicas em TSC2 e isso talvez 

se deva a ocorrência mais precoce do segundo evento mutacional que já foi 

descrita para esse gene (Dabora et al. 2001; Sancak et al. 2005). Assim, 

indivíduos com variantes em TSC2 apresentam, em comparação com aqueles 

que tem variantes em TSC1, déficit cognitivo mais acentuado, maior número de 
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tubérculos corticais, hamartomas retinais e angiofibromas faciais (Dabora et al. 

2001; Lendvay and Marshall 2003). 

 

Dezenas de mutações em TSC1 e TSC2 estão descritas na literatura, a 

maioria delas mutações pontuais no DNA, seguidas das grandes deleções e 

duplicações de éxons inteiros. Deleções genômicas nos dois genes 

correspondem a aproximadamente 7% de todas as variantes P/LP de esclerose 

tuberosa e 17% das alterações descritas são de sentido-trocado (HGMD, 2021). 

Variantes P/LP germinativas nas regiões codificadoras e intrônicas adjacentes de 

TSC1 e TSC2 são identificadas em cerca de 80% a 95% dos pacientes com 

diagnóstico clínico definido e variantes P/LP de novo são responsáveis por cerca 

de 65% a 75% dos casos de esclerose tuberosa. Essas variantes levam a uma 

ativação da via de sinalização PI3AKT, que resulta em estímulo à proliferação 

celular (Ladd et al. 2020). 

 

  As variantes P/LP no gene TSC1 são geralmente pequenas deleções e 

inserções, além de mutações sem sentido. Já as variantes P/LP no gene TSC2 

compreendem, além dessas já citadas, grandes deleções e rearranjos. As 

variantes em TSC2 são responsáveis pela maioria dos casos, embora mutações 

em ambos os genes possam produzir fenótipos alterados (Gerstenblith et al. 

2010). As grandes deleções de TSC2 também podem resultar em deleções do 

gene adjacente PKD1, responsável pela doença renal policística, o que resulta em 

indivíduos com ET e múltiplos cistos renais identificados desde a infância (Brook-

Carter et al. 1994). 

 

 Algumas variantes de sentido trocado em TSC2 já foram associadas a um 

fenótipo mais leve da ET, embora não seja possível estabelecer uma previsão de 

gravidade pelo tipo e localização da mutação (Jansen et al. 2006; Napolioni and 

Curatolo 2008; Northrup et al. 2019a).  
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1.3.4 Impacto de variantes de perda de função em TSC1 e TSC2 nas vias de 

sinalização intracelular envolvidas na Esclerose Tuberosa 

 

O complexo mTORC1 é um importante regulador de crescimento, 

proliferação celular, autofagia e tradução de RNA mensageiro, sensível a 

nutrientes e formado por diferentes subunidades. A principal delas, a subunidade 

catalítica mTOR, é uma proteína quinase altamente conservada em vertebrados 

(Hay and Sonenberg 2004) que se encontra associada a outras proteínas, como a 

proteína regulatória Raptor, o alvo da subunidade do complexo alvo da 

rapamicina LST8 (MLST8) e as subunidades mais recentemente identificadas: o 

substrato AKT rico em prolina de 40kDa (PRAS40) e a proteína de interação 

mTOR contendo domínio DEP (DEPTOR). Todas essas estruturas associadas 

formam o complexo mTORC1 (Wullschleger et al. 2006). 

 

Quando ativado, através de recursos energéticos adequados, 

disponibilidade de oxigênio e fatores de crescimento, este complexo é capaz de 

estimular a tradução de proteínas nas células, bem como a biogênese ribossomal 

e a importação de nutrientes. Em contrapartida, com a disponibilidade do 

composto rapamicina (principal inibidor do complexo) e componentes estressores, 

os mecanismos de autofagia e transcrição responsiva a fatores de estresse são 

inibidos (Hahn-Windgassen et al. 2005) (Figura 5).  A via de mTOR integra vários 

sinais para regulação de crescimento celular, e os três principais efetores da via 

são os fatores de crescimento, os nutrientes disponíveis e a energia. 
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Figura 5: Esquema representativo do complexo mTORC1, suas subunidades e os 

principais estímulos e respostas da via na qual está inserido, em mamíferos. Estímulos 

que regulam positivamente a ativação do complexo são demonstrados com setas verdes. 

Estímulos que regulam negativamente são apresentados como barras vermelhas. Figura 

adaptada de (Hay and Sonenberg 2004; Wullschleger et al. 2006).  

 

 Nutrientes, especialmente aminoácidos, também regulam a sinalização de 

mTORC1. A pouca disponibilidade de aminoácidos, principalmente a ausência de 

leucina, resulta na rápida defosforilação dos efetores da via de mTOR: proteína 

ribossomal S6 quinase beta-1 (S6K1) e fator eucariótico de iniciação de tradução 

ligador de proteína 4E (4E-BP1), enquanto a adição de aminoácidos restaura a 

fosforilação dos mesmos alvos de maneira dependente de mTORC1 (Hay and 

Sonenberg 2004). É proposto que a regulação de mTORC1 por aminoácidos 

ocorra através da inibição do complexo TSC (Gao et al. 2002)  ou, de maneira 

alternativa, independente de mTORC1 pela estimulação de Rheb, que permite a 

sinalização de mTORC1 na ausência de aminoácidos (Harputlugil et al. 2014). 

 

Além disso, a ligação de Rheb e mTOR é regulada pela presença de 

aminoácidos, enquanto a carga de GTP em Rheb é independente de aminoácidos 
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(Longa et al. 2001) (Figura 6). Em relação aos altos níveis energéticos 

necessários para a síntese de proteínas, crescimento e proliferação das células 

que ocorrem com a ativação de mTORC1, o complexo é sensível ao status 

energético da célula através da proteína quinase ativada por AMP (AMPK), que é 

ativada em resposta a baixa energia na célula (alto nível de AMP por ATP). AMPK 

ativada é capaz de fosforilar diretamente a tuberina (TSC2) e assim aumentar a 

sua atividade GAP, levando à inibição de mTORC1 (Huang et al. 2009). A 

regulação do suprimento de energia celular também pode ser um mecanismo 

para ativar o mTORC1. De acordo com o modelo proposto por Hahn-Windgassen 

e colaboradores, a AKT ativa mTORC1 não apenas pela fosforilação direta de 

tuberina, mas também pela manutenção de altos níveis de ATP, através da 

manutenção da absorção de nutrientes, que causam a diminuição da taxa 

AMP/ATP e consequentemente essa proporção diminuída seria a responsável por 

inibir a fosforilação e ativação de tuberina (Hahn-Windgassen et al. 2005) (Figura 

6).   
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Figura 6: Sinalização da via de mTOR, seus principais estímulos (insulina, fatores de 

crescimento, nutrientes, stress e hipóxia), reguladores (Akt, complexo TSC, Rheb, AMPK, 

mTORC1 e mTORC2) e respostas (alvos SK6 e 4E-BP, biogênese ribossomal, 

transcrição e autofagia). A via de mTORC1 responde a fatores de crescimento através da 

PI3K. Trata-se de uma família de enzimas envolvidas em funções celulares, tais como 

crescimento, diferenciação, proliferação, motilidade, sobrevivência e tráfego intracelular. 

A ligação de insulina ou de fatores de crescimento semelhantes à insulina (IGFs) a seus 

receptores leva ao recrutamento e à fosforilação do substrato do receptor de insulina 

(IRS), e ao subsequente recrutamento de PI3K. PI3K se liga a IRS e converte 

fosfatidilinositol-4,5-fosfato (PIP2), presente na membrana celular para fosfatidilinositol-

3,4,5-fosfato (PIP3). O acúmulo de PIP3 é antagonizado pela fosfatase lipídica PTEN. 

PIP3 co-recruta PDK1 e Akt para a membrana, resultando na fosforilação e ativação de 

Akt por PKD1. O complexo mTORC1 é ligado à via PI3K através das proteínas hamartin 

e tuberina do complexo TSC, que regula negativamente a sinalização mTOR. Em 

resposta a presença de insulina, a tuberina é fosforilada e funcionalmente inativada pela 

Akt, permitindo que mTORC1 realize suas funções. Por funcionar como uma proteína 

ativadora de GTPase (GAP) para a pequena GTPase Rheb (proteína homóloga a Ras 

enriquecida no cérebro), a tuberina é capaz de regular mTORC1. Rheb liga-se 
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diretamente ao domínio quinase de mTOR, ativando a via de maneira dependente de 

GTP. Adaptada de (Wullschleger et al. 2006). 

 

1.3.5 O mecanismo de autofagia e a sua relação com a ET 

 A autofagia é um mecanismo natural, bem regulado e destrutivo que 

elimina componentes disfuncionais ou não necessários nas células (Yu et al. 

2010). É um processo que permite a degradação de componentes celulares 

“velhos” e danificados e a reciclagem de componentes úteis, com a captura de 

frações do citoplasma e organelas pelas próprias células e o consumo dessas nos 

seus lisossomos (Yu et al. 2010; Galluzzi et al. 2015). O resultado dos produtos 

consumidos é utilizado no metabolismo celular, para gerar energia e construir 

novas proteínas e membranas. Em condições de restrição de nutrientes, a 

autofagia garante uma fonte interna de nutrientes para a geração de energia e 

consequentemente a sobrevivência das células e é um poderoso promotor da 

homeostase metabólica tanto em nível celular quanto em nível de organismo 

completo (Rabinowitz and White 2010). 

Existem três formas de autofagia: a macroautofagia, a microautofagia e a 

autofagia mediada por chaperonas, além da mitofagia, um tipo de autofagia 

direcionada para mitocôndrias. As vias de autofagia são mediadas por genes 

relacionados, chamados de genes ATG (autophagy-related genes) e suas 

enzimas associadas (Jung and Lee 2010).  

 A macroautofagia é a via principal, usada primariamente para erradicar 

organelas celulares com dano ou proteínas que não estão sendo usadas no 

momento. Em linhas gerais, envolve a formação de dupla membrana conhecida 

como autofagossomo, ao redor do componente marcado para degradação. O 

autofagossomo se desloca através do citoplasma da célula até o lisossomo, e as 

duas organelas se fundem. Dentro do lisossomo, o conteúdo do autofagossomo é 

degradado através das hidrolases lisossomais ácidas (Jung and Lee 2010) 

(Figura 7).   
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Figura 7: Autofagia depende da formação de autofagossomos que se fusionam com os 

lisossomos, formando os autofagolisossomos. Após a indução da autofagia, uma 

estrutura inicial de membrana dupla começa a se formar ao redor do material a ser 

degradado. Essa estrutura cresce e engloba o conteúdo citosólico, formando um 

autofagossomo maduro. A fusão entre autofagossomo e lisossomo produz um 

autofagolisossomo, onde ocorre a degradação ativa do material citosólico necessário 

para a célula. Adaptado de (Novus Biologicals 2017). 

Em leveduras e mamíferos, a formação do complexo Atg1/ULK1 é essencial 

para a formação dos autofagossomos, além do complexo mTORC1 que 

desempenha um papel crítico, acoplando a sensibilidade aos níveis de nutrientes 

aos processos anabólicos e catabólicos. Quando os nutrientes estão disponíveis, 

mTORC1 é ativado e fosforila ULK1 que regula negativamente a autofagia, 

enquanto a biogênese ribossomal e a síntese proteica são estimulados 

(Rabinowitz and White 2010; Amaravadi et al. 2019). De modo inverso, a limitação 

de nutrientes desacopla a ligação mTORC1/ULK1, libertado ULK1 para se ligar a 

Atg1, aumentando a nucleação e o alongamento dos autofagossomos. Esse 

processo inativa mTORC1, inibindo o crescimento celular e estimulando a 

autofagia (Novus Biologicals 2017). Outro importante regulador da atividade de 

mTORC1, e consequentemente da autofagia é o complexo TSC, conforme 
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demonstrado na Figura 6. A etapa de expansão das membranas de 

autofagossomos envolve a indução da proteína citosólica Atg8, também chamada 

de LC3. Após formadas, as membranas encapsulam o conteúdo a ser degradado 

por proteases, lipases, nucleases e glicosidases. As permeases lisossomais 

liberam os produtos da degradação no citosol, tais como aminoácidos, lipídeos, 

nucleosídeos e carboidratos, onde estarão disponíveis novamente para as vias 

sintéticas e metabólicas (Rabinowitz and White 2010; Klionsky et al. 2021).  

Defeitos na via de autofagia podem contribuir para a tumorigênese por 

permitirem o acúmulo de proteínas e compostos defeituosos nas mitocôndrias das 

células, que podem levar a instabilidade genética. Em contraste com as células 

nos tecidos normais, os ambientes tumorais são privados de nutrientes, fatores de 

crescimento e oxigênio, como um resultado da vascularização anormal desses 

locais (Yu et al. 2010; Yu et al. 2011). Nesse sentido, o efeito da autofagia nos 

tumores é paradoxal. Embora possa prevenir o início de alguns tumores, ela 

também pode dar suporte ao seu crescimento, garantindo aporte nutricional nas 

regiões tumorais com hipóxia, distantes dos vasos sanguíneos e assim 

sustentando o crescimento tumoral nessas regiões (Rabinowitz and White 2010). 

Portanto, o papel metabólico da autofagia pode contribuir para garantir 

disponibilidade consistente de nutrientes internos, permitindo a sobrevivência das 

células neoplásicas em períodos de escassa nutrição externa. Corroborando essa 

observação é fato que muitas das vias que regulam a autofagia se encontram 

desreguladas em câncer e alguns compostos terapêuticos buscam ativar essas 

vias. Alguns fazem isso diretamente, por inibição de mTORC1, enquanto outros 

inibem suporte nutricional ou vias de sinalização em fluxo ascendente (Yu et al. 

2010). 

1.3.6 Tratamentos para esclerose tuberosa: inibidores de mTOR 

 

As variantes germinativas P/LP encontradas nos pacientes com ET tornam 

as proteínas que compõem o complexo TSC incapazes de bloquear a sinalização 

de mTOR, tornando-a constitutivamente ativa e descontrolada. Esse desequilíbrio 

pode levar ao estabelecimento dos tumores observados na síndrome, em especial 
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hamartomas, comumente localizados em regiões de difícil acesso e possibilidade 

remota de dissecção (Galluzzi et al. 2015).  

 

Recentemente, como uma alternativa para as cirurgias, o tratamento com 

inibidores seletivos de mTORC1 tem sido proposto (Li et al. 2019). Embora esses 

inibidores sejam efetivos, possuem um grande custo financeiro. Além disso, 

pacientes com ET tratados com o inibidor mais comum, a rapamicina, por longos 

períodos de tempo, desenvolvem uma série de efeitos colaterais indesejados que 

em alguns casos até os fazem abandonar o tratamento (Canpolat et al. 2018). Os 

principais efeitos colaterais ocorrem devido à falta de especificidade da 

rapamicina, que acaba por bloquear além da sinalização de mTOR hiperativa nos 

tumores, a via mTOR de outras populações de células que desempenham 

funções fundamentais no organismo, como por exemplo a estabilização dos níveis 

glicêmicos (Boutouja et al. 2019). 

 

Diversos estudos clínicos já demonstram a eficácia dos fármacos inibidores 

da via de mTOR rapamicina e seus análogos, especialmente para o tratamento de 

tumores em pacientes com ET (Verhoef et al. 1999; Peron et al. 2016). Sabendo 

que mTORC1 é um inibidor chave da autofagia através da fosforilação direta de 

ULK1, a disfunção que ocorre no complexo TSC de pacientes com esclerose 

tuberosa pode promover uma oportunidade única de investigar as implicações da 

desregulação da autofagia em doença humana, com apenas “três degraus” de 

separação entre as proteínas TSC e a regulação da via (Yu et al. 2011) (Figura 8).  
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Figura 8: Sinalização de autofagia com nutrientes disponíveis ou na doença ET e com 

limitação de nutrientes ou presença de inibidores de mTOR. Neste primeiro cenário, o 

complexo TSC é incapaz de evitar a conversão de Rheb-GDP em Rheb-GTP causando a 

ativação de mTORC1. O mTORC1 ativado causa a inativação do complexo ULK1 através 

da fosforilação de ULK1 e ATG13, suprimindo assim a autofagia e permitindo a síntese 

de proteínas e biogênese do ribossomo. Por outro lado, no segundo cenário, sob 

limitações de nutrientes ou com a presença de inibidores de mTOR, mTORC1 é 

inativado, o que permite que o complexo ULK1 seja ativado junto com proteínas Atg que 

desencadeiam a formação de vesícula de autofagossomos em torno do conteúdo celular 

que precisa ser degradado. O autofagossomo se funde com o lisossoma formando 

autolisossomo que degrada o conteúdo interno da célula da vesícula. Paralelamente à 

indução da autofagia, a inativação do mTORC1 inibe o crescimento celular. Figura 

original. 

 

Através de ensaios genéticos e farmacológicos de inibição da autofagia, foi 

possível verificar que células TSC2-deficientes são altamente dependentes do 

processo de autofagia para sobreviver. Os inibidores de mTOR induzem a 
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autofagia, que pode promover vantagens adaptativas para as células tumorais 

presentes nos harmatomas. Eles podem levar as células a um tipo de 

“dormência”, onde a proliferação é bloqueada devido a inibição da tradução de 

proteínas mediada por mTORC1 mas a sobrevivência ao longo do tempo é 

possível devido a ativação da autofagia mediada pela mesma molécula (Yu et al. 

2011). 

 

Nesse sentido, investigar a condição da via de autofagia na ET e o seu 

estímulo e resposta a outros compostos que atuem nessa via tem sido proposto. 

A metformina é um agente anti-hiperglicêmico utilizado para o tratamento de 

diabetes mellitus não dependente de insulina. O exato mecanismo de ação da 

metformina não é bem elucidado, mas sabe-se que ela pode exercer um efeito 

inibitório na via de sinalização mTOR (Amin et al. 2019). 

A inibição de mTORC1 por metformina pode ocorrer diretamente via AMPK 

através da fosforilação e inibição de Raptor, que é a proteína adaptativa e 

reguladora no complexo mTORC1 e pela ativação dos genes TSC1 e TSC2 

(Howell et al. 2017) (Figura 6). Evidências em modelo animal demonstram que a 

metformina atua na mTOR, porém os possíveis benefícios terapêuticos para 

pacientes com ET ainda são controversos. Kalender e colaboradores (2010) 

demonstraram que em fibroblastos embrionários de camundongos (MEFs) 

normais e sem o gene TSC2 (TsC2 -/-) tratados com metformina houve inibição de 

mTORC1 (Kalender et al. 2010). 

Em modelo tumoral de camundongos com mutação heterozigota em TSC2 

(TsC2 +/) não foi verificada redução no tamanho tumoral quando comparado ao 

uso da rapamicina, sugerindo benefícios terapêuticos limitados do uso da 

metformina em harmatomas (Auricchio et al. 2012). Por outro lado, em tumores 

renais de modelo murino TsC2 +/- a metformina foi capaz de reduzir a sinalização 

mTOR apenas nos tecidos normais e não nos tumores dos animais (Dowling et al. 

2016). Em células hepáticas desse mesmo modelo a metformina inibiu a 

sinalização de mTOR através de um mecanismo dose-dependente envolvendo a 

via AMPK e o complexo TSC (Howell et al. 2017). Alguns estudos apontam para o 
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potencial da metformina em controlar a inibição de mTOR e de atuar na 

prevenção, evitando a recorrência dos tumores associados a ET. As vantagens 

dessa potencial intervenção, além de ter potencialmente poucos efeitos colaterais, 

é o custo que é bem inferior ao de outros inibidores de mTOR (Amin et al. 2019). 

1.4 Fluxograma geral  

 

 Na Figura 9 está representado graficamente um fluxograma geral com a 

temática desta tese de doutorado e os capítulos que a compõem a tese. 
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Figura 9: Esquema geral dos assuntos abordados na Tese. Figura original. 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

O ambulatório de Oncogenética do Hospital de Clínicas de Porto Alegre 

iniciou as atividades em 2006. Em apenas dois anos, o número de atendimentos 

de pacientes com diversas síndromes de predisposição ao câncer já havia 

aumentado consideravelmente. Em 2019, mais de 300 famílias com 

genodermatoses foram atendidas no ambulatório. Esse número vem aumentando 

a cada ano, o que incentivou o grupo de Oncogenética a iniciar as pesquisas 

nesta área, visando melhorar o atendimento e acompanhamento desses 

pacientes.  

As genodermatoses podem ter importante repercussão na qualidade de 

vida dos pacientes e de suas famílias, especialmente nos casos que tem 

fenótipos mais graves. A exclusão social, a deficiência os múltiplos sintomas que 

podem estar associados a comorbidades secundárias e em alguns casos redução 

da expectativa de vida são alguns dos fatores que tornam os pacientes mais 

gravemente acometidos especialmente vulneráveis. Além disso, apenas 

tratamentos sintomáticos estão disponíveis para a maioria dos pacientes e o 

atendimento clínico pode ser complexo, envolvendo além da genética médica 

diversas especialidades médicas, como dermatologia, neurologia, pediatria, 

nefrologia e urologia, oftalmologia, oncologia, cirurgia, cardiologia, radiologia além 

das áreas de apoio psicologia e serviço social. Nesse sentido, existem ainda 

lacunas importantes no nosso entendimento acerca de questões relacionadas 

com o mecanismo de doença, predição de risco de morbidades associadas e 

manejo/tratamento farmacológico das genodermatoses. 

A NF1, com manifestações e gravidade que variam em cada paciente, 

podem tornar o diagnóstico e o acompanhamento clínico dos pacientes afetados 

um desafio para as várias especialidades envolvidas. Nossa compreensão é 

particularmente incompleta sobre correlações genótipo-fenótipo e capacidade de 

predição de evolução clínica nos pacientes com alterações complexas, como os 

rearranjos gênicos. Estas alterações podem ocorrer em até 5% a 10% dos casos 

e como poucas informações estão disponíveis sobre a sua repercussão, em 
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especial sobre o impacto de genes co-deletados nas microdeleções, estudos de 

caracterização in silico podem trazer informações adicional sobre a importância 

funcional destes genes, facilitando a escolha de genes alvo para estudos 

posteriores e a identificação de correlações genótipo-fenótipo. Assim, mais 

informações acerca do papel dos genes co-deletados podem contribuir para 

predição das morbidades associadas, talvez ajudando a identificar grupos de 

pacientes de maior risco que se beneficiariam com programas de prevenção e 

acompanhamento clínico, por exemplo, programas de detecção precoce de 

neoplasias.  

 Em relação à ET, embora uma parcela importante se estabeleça 

claramente a partir de variantes P/LP germinativas em genes claramente 

associados, uma parcela significativa de pacientes apresenta variantes de 

significado incerto (do inglês Variant Uncertanly Significance – VUS) ou até 

mesmo nenhuma variante detectável em TSC1/TSC2. O mesmo ocorre em 

pacientes com o quadro clínico de NF1. Assim, torna-se necessário avaliar outros 

potenciais mecanismos de doença como alterações em sítios de processamento 

de RNA. Em termos de tratamento, as terapias utilizadas hoje para a doença são 

os inibidores da via de mTOR. Por fim, embora promissores, os tratamentos 

farmacológicos de pacientes com ET com rapamicina e seus análogos são de alto 

custo, podem apresentar efeitos colaterais importantes e podem não ser efetivos 

no controle e na erradicação dos tumores dos pacientes com ET. Ademais, no 

SUS a rapamicina é o único medicamento da classe hoje disponível. Tratamentos 

com compostos alternativos como metformina e soro de baixa glicose que são 

conhecidos como indutores de autofagia podem ser testados quanto à sua 

eficácia no controle das manifestações neoplásicas em pacientes com esclerose 

tuberosa.  

 A presente tese de Doutorado pretende contribuir para aprimorar o 

entendimento acerca de lacunas existentes em subgrupos clínicos específicos de 

NF1 e ET, além da patogênese de ET e da relação das alterações moleculares 

subjacentes com manifestações clínicas e potenciais estratégias terapêuticas. 
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3 OBJETIVOS 

 

Caracterizar a patogênese da NF1 e ET utilizando abordagens evolutivas e 

moleculares. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

3.2.1 Realizar análises filogenéticas in silico que auxiliem na compreensão do 

impacto de grandes rearranjos patogênicos envolvendo 14 genes co-deletados 

em pacientes com NF1 e microdeleções, bem como avaliar correlações genótipo-

fenótipo específicas para o fenótipo mais grave desses pacientes; 

 

3.2.2 Descrever um paciente com alteração no gene TSC2 e polipose 

gastrointestinal e tumor neuroendócrino pancreático, alterações ainda não 

descritas em pacientes com esclerose tuberosa; 

 

3.2.3 Avaliar possíveis alterações em sítios de processamento de RNA nos genes 

TSC1 e TSC2, em pacientes com ET portadores de VUS ou sem variante 

identificada na sequência de DNA; 

 

3.2.4 Revisar a participação dos genes TSC1 e TSC2 como reguladores da macro 

autofagia, o papel das rotas alternativas de autofagia, como privação de 

nutrientes e fatores de crescimento, e de compostos moduladores de autofagia 

em ET, além do papel paradoxal da autofagia na formação de tumores da 

síndrome; 

 

3.2.6 Avaliar os níveis de macro autofagia e de fluxo autofágico em linhagens de 

fibroblastos de pacientes com ET, que apresentam mutação germinativa em 

heterozigose, comparando com linhagens controle, com e sem tratamento com 

potenciais agentes terapêuticos. 
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Caracterização de possível exon skipping em pacientes com esclerose tuberosa 

com variantes de significado incerto ou sem mutação de DNA nos genes TSC1 e 
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Caracterização de exon skipping em pacientes com esclerose tuberosa com 

variantes de significado incerto ou sem variantes patogênicas identificadas 

nos genes TSC1 e TSC2 

Introdução e justificativa 

Esclerose Tuberosa (ET) é uma genodermatose causada por variantes 

patogênicas nos genes supressores de tumor TSC1 (OMIM #605284, localização 

cromossômica 9q34.13 ou TSC2 (OMIM #191092, localização cromossômica 

16p13.3) (Lendvay and Marshall 2003; Northrup et al. 2019b). Exibe um modo de 

herança autossômica dominante com uma incidência que varia de 1/6.000 a 

1/10.000 nascimentos. Trata-se de uma desordem caracterizada pelo surgimento 

de harmatomas (tumores benignos de crescimento lento) multisistêmicos, que 

afetam comumente o cérebro, coração, rins, pulmões, retina e pele (Napolioni and 

Curatolo 2008; Henske et al. 2016). Outras características comuns incluem 

desordens envolvendo Sistema Nervoso Central e se manifestam através de 

sintomas como epilepsia, comprometimento intelectual e transtorno do espectro 

autista (Henske et al. 2016; Kingswood et al. 2017). 

 

Northrup e colaboradores (2013) apresentaram uma classificação 

atualizada dos sintomas para o diagnóstico clínico da doença, incluindo 

características principais e secundárias. Devido a variabilidade dos sintomas, o 

mesmo grupo implementou o critério de diagnóstico genético, com a detecção de 

variante patogênica nos genes TSC1 ou TSC2 como suficiente para o diagnóstico 

molecular de ET (Northrup et al. 2013), seguindo os critérios do American College 

of Medical Genetics and Genomics (ACMG) para variantes patogênicas 

reportadas no DNA. 

 

Cerca de 90% dos pacientes com critérios clínicos claros para ET 

apresentam alguma variante genética patogênica nos genes TSC1 ou TSC2 

(Peron et al., 2018). Existem atualmente mais de 2000 variantes patogênicas em 

TSC1/TSC2 descritas no Leiden Open Variation Database (LOVD 

www.lovd.nl/TSC1 e www.lovd.nl/TSC2) (Fokkema et al. 2011). Dessas variantes, 

http://www.lovd.nl/TSC2
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21–26% estão localizados em TSC1 e 69–79% em TSC2. No entanto, em 

aproximadamente 5% a 25% dos casos com diagnóstico clínico bem definido, não 

é identificada nenhuma variante patogênica de DNA em TSC1 ou TSC2 através 

das técnicas moleculares convencionais, tais como sequenciamento direto de 

Sanger (SS), amplificação de sonda dependente de ligação multiplex (MLPA) e 

sequenciamento de nova  geração (NGS) (Camposano et al. 2009; Nellist et al. 

2015; Tyburczy et al. 2015).  

 

Mosaicismo somático e variantes intrônicas funcionais nos genes 

envolvidos foram reportados recentemente em pacientes sem mutação 

identificada nas regiões codificantes (Nellist et al. 2015; Tyburczy et al. 2015). Um 

grande estudo com 325 indivíduos com diagnóstico definitivo de complexo de 

esclerose tuberosa, reunindo casos familiais e isolados identificou 4% dos 

pacientes com variantes de significado incerto e 29% sem mutação identificada 

(Au et al. 2007a). Já um estudo em uma amostra de 66 pacientes mexicanos com 

ET demonstrou variantes intrônicas em TSC1 ou TSC2 em 7% e 10% dos casos, 

respectivamente, e três pacientes sem mutação identificada nas regiões 

codificantes (Reyna-Fabián et al. 2020). Por fim, Nellist e colaboradores (2015), 

identificaram variantes de significado clínico incerto em 4 de 7 pacientes com ET. 

As variantes identificadas incluíram alterações em mosaico, alterações 

localizadas profundamente nas sequências intrônicas e alterações que afetam as 

regiões promotoras que não teriam sido identificadas usando análises baseadas 

apenas em regiões codificantes. 

 

Os genes TSC1 e TSC2, como a maioria dos genes eucarióticos contém 

sequências não codificantes em proteínas (íntrons) e regiões codificantes (éxons) 

que devem ser removidos e unidos, respectivamente, no processo de Splicing 

(processamento) de RNA mensageiro precursor (chamado pré-mRNA), que 

resulta no RNA mensageiro maduro, que posteriormente será traduzido nas 

proteínas correspondentes (Au et al. 2007b). A interrupção deste processo por 

variantes de sequência consenso nas junções éxon/íntron pode levar ao 

processamento aberrante de éxons (Carsillo et al. 2000; Kaufmann et al. 2002).  
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Splicing é o processo de maturação de um pré-RNA mensageiro (RNA 

precursor). Nesse processo, as regiões não codificantes (íntrons) são retiradas do 

pré-mRNA, que passa a conter somente as regiões codificantes(éxons). O 

splicing pode ocorrer durante e/ou após a transcrição do pré-mRNA, tornando-o 

RNA mensageiro maduro para ser traduzido. Esse processo está diretamente 

relacionado a diversidade proteica dos organismos. Por ser um processo 

complexo e com regulação fina, uma variante em um sítio de reconhecimento da 

junção éxon/íntron ou em um elemento regulador pode causar um erro no 

processo, gerando um produto aberrante, que pode, muitas vezes, inativar um 

gene, com graves consequências. Estima-se atualmente que erros no processo 

de splicing causem cerca de 10% das doenças genéticas (Chen and Manley 

2009; Matera and Wang 2014). 

Objetivo do estudo: Investigar o RNA mensageiro em indivíduos com critérios 

clínicos de ET e sem variantes patogênicas identificadas nos genes TSC1 ou 

TSC2 identificados por Rosset et al. 2017b. 

Metodologia 

Recrutamento 

Foram selecionados sete pacientes com diagnóstico clínico de ET, três 

deles com diagnóstico molecular de VUS e quatro sem variante identificada por 

NGS e MPLA nos genes TSC1 e TSC2. As características dos pacientes 

recrutados estão resumidas na Tabela 1. 

 

Aspectos éticos 

Este projeto foi aprovado pelo CEP HCPA sob o número 2015-0049. Foi 

aplicado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido a todos os pacientes 

convidados a participar do estudo.  

 

Preparo das amostras 

Extração de RNA total, obtido a partir da fração leucocitária de amostra de 

sangue dos pacientes, utilizando o kit PureLink RNA mini kit (Thermo Fisher 

https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%8Dntrons
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ex%C3%A3o
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Scientific, USA), seguido de etapa de conversão para cDNA utilizando GoScript™ 

Reverse Transcriptase cDNA Synthesis (Promega) através da transcrição reversa. 

 

Avaliação do cDNA 

Para verificar se há alteração a nível de RNA, especialmente alterações 

afetando os sítios de processamento foram desenhados primers específicos para 

os éxons correspondentes, incluindo junções éxon-íntron. Os amplicons foram 

submetidos à amplificação por PCR e visualizados por eletroforese em gel de 

agarose, tendo seus tamanhos comparados a um marcador de peso molecular. 

Amostras sem alteração no éxon correspondente também foram incluídas na 

mesma eletroforese como controles. Nos casos com potenciais alterações de 

splicing, para confirmação, análise ortogonal por sequenciamento de Sanger será 

realizada. 

 

Resultados parciais  

 

Até o momento foram recrutados 7 pacientes e suas características clínicas 

e moleculares estão apresentadas na Tabela 1. Já foi obtido o consentimento 

para o estudo, a coleta de sangue, a extração de RNA, a quantificação e a 

conversão para cDNA de todas as amostras, que no momento se encontram 

congeladas a -80°C.  

 

Adicionalmente, foram desenhados e obtidos pares de primers 

contemplando todos os éxons codificantes dos genes TSC1 e TSC2 em blocos, 

conforme a Tabelas 2. Encontram-se padronizadas as reações de amplificação de 

dezoito pares de primers (realizado utilizando cDNA comercial). 
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Tabela 1. Características clínicas e moleculares de pacientes ET com variantes 

de significado incerto ou sem variante patogênica identificada na região 

codificadora de TSC1 e TSC2. 

 

 

 

Caso familial ou 
isolado 

Gênero Sintomas Genótipo Gene Posição Classificação 
MLPA 

TSC1/TSC2 

1 Isolado M 
tubérculos corticais 

e máculas 
hipomelanóticas 

WT/c.664-10 T>C TSC1 íntron 7 VUS Negativo 

2 Isolado M 

máculas 
hipomelanocíticas, 

tubérculos corticais, 
angiomiolipoma 

renal, rabdomioma 
cardíaco múltiplo, 
fibroma gengival, 

convulsões 

WT/c.2011G>T TSC2 éxon 19 VUS 

Deleção 
dos éxons 
41, 42 em 
TSC2 e do 
éxon 1 em 

PKD1 

3 Familial F 

angiofibromas, 
angiomiolipoma 
renal, fibromas 
ungueais, cisto 

hepático, máculas 
hipomelanocíticas 

WT/c.975+8G>A TSC2 íntron 10 VUS Negativo 

4 Isolado M 

máculas 
hipomelanocíticas, 

angiomiolipoma 
renal 

Não detectada por 
NGS e MLPA 

   Negativo 

5 Desconhecido M 

tubérculos corticais, 
rabdomioma 

cardíaco único, 
spams, máculas 

hipomelanocíticas 

Não detectada por 
NGS e MLPA 

   Negativo 

6 Desconhecido F 

angiofibromas, 
angiomiolipoma 

renal, convulsões, 
limfangioleiomiomat

ose, catarata 
bilateral 

nódulos calcificados 
do parênquima 

cerebral bilateral, 
labirintite 

Não detectada por 
NGS e MLPA; 

Variante adicional no 
gene GATA  

   Negativo 

7 Desconhecido M 

máculas 
hipomelanocíticas, 

angiomiolipoma 
renal, convulsões 

Não detectada por 
NGS e MLPA 

   Negativo 
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Tabela 2. Sequências de primers do gene TSC1 e TSC2. 

 
Gene TSC1 

 

Região Sequência de Primers  Tamanho de Fragmento (bp) 

Bloco 1: éxons 1-3 F: GGGGAGGTGCTGTACG 
R: CCACGGTCAGAATTGAGG 

341 

Bloco 2: éxons 4-6 F: AGAGAACCTCAATTCTGACC 
R: ACGTGGCCTGGTTTCT 

426 

Bloco 3: éxons 7-10 F: GAAGAAACCAGGCCACG 
R: GCTCCAAAGAGTAGCTTGTG 

547 

Bloco 4: éxons 11-14 F: TGAACCACCACAAGCTACTC 
R: CTAGATATTGCAGCTTCTTCTTTAT 

436 

Bloco 5: éxons 15-16 F: AAAGATAAAGAAGAAGCTGCAAT 
R: AGCCTCCAAAGTGGGTC 

622 

Bloco 6: éxons 17-19 F: GACCCACTTTGGAGGCT 
R: TTGAGAGCTTTTGGGAAACC 

482 

Bloco 7: éxons 20-22 F: GTTTCCCAAAAGCTCTCAAAC 
R: CCGTCATTACAACAGTCAAGC 

506 

 
Gene TSC2 

 

Região Sequência de Primers Tamanho do Fragmento (bp) 

Bloco 1: éxons 1-3 F: GCCACGGTCAGAATTGAG 
R: AGAACCTCAATTCTGACCGT 

344 

Bloco 2: éxons 4-5 F: AGAACCTCAATTCTGACCGT 
R: GTCCATCTTGAGACATTTTAGT 

278 

Bloco 3: éxons 6-10 F: GAAGAGCTGGCTGACTTTG 
R: CATGGCCTGGTAAAATGATG 

510 

Bloco 4: éxons 11-15 F: CCATCATTTTACCAGGCCA 
R: ATCACCTTCTCGATGATGTC 

644 

Bloco 5: éxons 16-18 F: GACATCATCGAGAAGGTGAT 
R: CTCTCTCTGGCTCCATGT 

376 

Bloco 6: éxons 19-22 F: TACATGGAGCCAGAGAGAG 
R: GCCAGAGTGGACAGGAA 

611 

Bloco 7: éxons 23-27 F: TGGAGTTCCTGTCCACTC 
R: CAGGAGACCTCTTCGGG 

609 

Bloco 8: éxons 28-30 F: CCGAAGAGGTCTCCTGTG 
R: TTGATGTCCGAGGAGAAAGG 

548 

Bloco 9: éxons 31-33 F: GAGGCCCACAGGGAAC 
R: CTGGAGACTGAGGACGAC 

423 

Bloco 10: éxon 34 F: GGTCGTCCTCAGTCTCC 
R: GCAGGAACACGAAACTGG 

504 

Bloco 11: éxons 35 -39 F: AACCCCAGTTTCGTGTTC 
R: CTCCATGTCTTTCCTGCAC 

591 

Bloco 12: éxons 40 -41 F: CAGGAAAGACATGGAGGG 
R: GGCTTCCTCGCAGATCC 

214 
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Genetics and Molecular Biology, 2021, 44, 2, doi: 10.1590/1678-4685-GBM-2020-

0014 

Capítulo V 

 

 

 

 

 

 

 



90 

 

 



91 

 

 



92 

 

 



93 

 

 



94 

 



 
 



96 

 
 



97 

 



 

 

 



99 

 

 



100 

 

 



101 

 

 



102 

 

 



103 

 

 



104 

 

 



105 

 

 



106 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resultados parciais:  

Fluxo autofágico em fibroblastos de pacientes com esclerose tuberosa e variante 

germinativa patogênica em TSC2 após tratamentos com compostos moduladores 

da autofagia 

Capítulo VI 

 

 

 

 

 

 

 



107 

 

Introdução 

A doença esclerose tuberosa é a segunda genodermatose mais incidente 

no Brasil e no mundo, acometendo cerca de 1 em cada 6.000 nascidos-vivos de 

ambos os sexos (Northrup et al. 2018). Trata-se de uma condição genética 

autossômica dominante causada por mutações nos genes supressores tumorais 

TSC1 ou TSC2, que acomete múltiplos sistemas, que vão desde o surgimento de 

tumores (hamartomas) no sistema nervoso central, pulmões e rins, até 

incapacidades cognitivas, deficiência intelectual e autismo e que não tem cura e 

possui poucas opções de tratamento, utilizados apenas para a tentativa de 

controle dos sintomas Northrup et al. 2013).  

As terapias utilizadas hoje para a doença são os inibidores da via de mTOR 

(Cabrera-López et al., 2012). Embora promissor, o tratamento com rapamicina e 

seus análogos possui alto custo, pode apresentar efeitos colaterais e não ser 

efetivo no controle e na erradicação dos tumores dos pacientes (Bissler et al. 

2013). Os análogos da rapamicina ainda não estão amplamente consolidados 

nem liberados para uso dos pacientes atendidos pelo SUS, com uma série de 

questões em aberto relacionadas principalmente a variabilidade da resposta 

terapêutica. De maneira geral, esses inibidores atuam na supressão da via de 

mTOR, que se encontra hiperativada, e na indução do processo de autofagia nas 

células dos pacientes. A autofagia regula os níveis de nutrientes na célula, sendo 

capaz de estacionar ou estimular o desenvolvimento tumoral (Rabinowitz e White 

2010).  O uso de bafilomicina A1, que atua como um inibidor da fusão entre o 

autofagossomo e o lisossomo, permite avaliar o fluxo autofágico das células. 

Combinado com a rapamicina, permite verificar a indução de autofagia pela 

droga, além da detecção da presença de etapas finais da autofagia por vias 

alternativas (Klionsky et al. 2021). 

O composto metformina (antidiabético de uso oral) é capaz de diminuir o 

influxo de nutrientes na célula, e, consequentemente, estimular a autofagia (Liu et 

al. 2018; Amin et al. 2019). O soro com baixa glicose (HBSS), por possuir menor 

quantidade de nutrientes, pode simular um efeito de dieta hipocalórica nas 

células, e, consequentemente estimular a autofagia. Devido a esse potencial, 
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metformina e uma simulação de dieta hipocalórica podem ser testados como 

tratamentos alternativos para a esclerose tuberosa, com menor custo e menos 

efeitos colaterais em comparação com os inibidores de mTOR. Por esse motivo, 

verificar a resposta da indução da autofagia em fibroblastos de pacientes com 

esclerose tuberosa (que possuem variante patogênica nos genes supressores 

tumorais TSC1 ou TSC2) pode ser uma boa alternativa para a avaliação desses 

compostos no sentido de prevenção de surgimento e recorrência de tumores na 

doença. Além disso, pode diminuir os custos com ressecções cirúrgicas e exames 

de avaliação de tumores, melhorando a qualidade de vida dos pacientes. 

Objetivos do estudo: Explorar o fluxo autofágico e a indução da autofagia, além 

dos níveis de mitofagia, apoptose e necrose em células de paciente ET e variante 

patogênica em heterozigose no gene TSC2 e um indivíduo controle sem ET, com 

e sem o tratamento padrão de controle da doença (rapamicina) e comparar com o 

uso de compostos alternativos conhecidos por estimular a autofagia, como 

metformina e soro com baixa glicose. 

Metodologia 

Amostra 

Para as investigações foram utilizadas uma linhagem de fibroblastos de 

indivíduo com ET e variante patogênica germinativa em TSC2 (c.4375C>T p. 

Arg1459Ter) e uma linhagem de individuo sem ET, que se encontram 

estabilizadas em cultivo.  

Aspectos éticos 

Este projeto foi aprovado no CEP HCPA sob o número 2019-0153. 

Tratamentos moduladores da autofagia 

Os fibroblastos do caso e do controle foram tratados com: rapamicina a 

200nM; ou com rapamicina a 200nM mais bafilomicina a 100nM; ou com 

bafilomicina a 100nM; ou com metformina a 20mM; ou com 1uL de HBSS; ou 

apenas com veículo DMSO. 
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Investigação fluxo autofágico por imunocitoquímica e anticorpo LC3 

Foi realizada a investigação de fluxo autofágico nas células com a técnica 

de imunocitoquímica utilizando o anticorpo marcador da proteína autofágica LC3 

para avaliar importantes aspectos da autofagia, tais como a quantidade, o 

tamanho e a localização subcelular dos autofagossomos, moléculas fundamentais 

para o início do processo e dos autofagolisossomos, marcadores da fase final da 

autofagia.  

Preparo das placas de cultivo celular 

Foram preparadas placas com lamínulas tratada previamente com poli-l-

lisina. As lamínulas foram esterilizadas por 12 horas em álcool 70%, secaram por 

2 horas na luz ultravioleta, foram alocadas no fundo de placas de cultivo de 

células com 6 poços. Foi adicionado 1000uL e cima de cada lamínula por uma 

hora. Depois disso, garrafas de cultivo contendo as células do paciente e do 

controle foram tripsinizadas, e foram plaqueadas 1x104 células por poço, em cima 

da lamínula. Após oito dias e 75% de confluência nos poços, as células 

receberam os tratamentos conforme o esquema abaixo: 

1 placa por paciente; 1 poço por condição: 

 

 
 

       Controle DMSO 

       Rapamicina 

       Rapamicina + Bafilomicina 

       Bafilomicina 

       Metformina 

       HBSS 

Após os tempos de cada tratamento as células foram fixadas em álcool 

absoluto gelado. As lamínulas foram preparadas para a imunocitoquímica com 

1uL de anticorpo em 400uL diluente para cada 4 poços, e foram visualizadas e 
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fotografadas em microscópio de fluorescência para análises posteriores da 

presença, número e tamanho dos autofagossomos e autofagolisossomos após 

cada tratamento. 

 

Citometria  

 

Análises de citometria foram utilizadas para caracterizar autofagia total, 

mitofagia, apoptose e necrose nas células do paciente e controle. As células do 

paciente com ET e do controle foram cultivadas em placas de 12 poços, na 

quantidade de 3.5x104 células por poço. Após atingir a confluência de 75% a 80% 

as células foram tratadas conforme o esquema abaixo: 

 

 

                                            

 

                                            

 

 

 

 

        

        

      

 
 
 
 
 
                                            

 

Controle DMSO 

Rapamicina 6h 

Rapamicina 6h + Bafilomicina 2h 

Bafilomicina 2h 

Metformina 12h 

 HBSS 12h 

Desfecho de Autofagia, marcação 

com Laranja de acridina, Mitotracker 

(200nM, 20min a 37°C) 

Desfecho de viabilidade e morte celular 

por Apoptose, marcação com Iodeto de 

propídeo e Anexina V + FITC (1,5 ug/mL, 

15min, temperatura ambiente) 
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Resultados parciais 

 Até o momento foi possível realizar todos os experimentos com as duas 

linhagens celulares: fibroblastos de paciente com ET e a variante patogênica do 

tipo SNV (c.4375C>T p. Arg1459Ter) no gene TSC2 e fibroblastos de indivíduo 

sem ET (controle). Os resultados estão sendo avaliados e o manuscrito está em 

preparação. 

Controle DMSO 

Rapamicina 24h 

Rapamicina 24h + Bafilomicina 2h 

Bafilomicina 2h 

Metformina 24h 

 HBSS 24h 
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DISCUSSÃO GERAL  

As genodermatoses NF1 e ET podem ser consideradas síndromes de 

predisposição hereditária ao câncer pois são as síndromes com maior risco 

associado para desenvolvimento de certos tumores, como os MPTNMs. Nessas 

síndromes, a caracterização molecular mais completa possível dos acometidos 

tem importância crucial para o manejo e prognóstico do paciente, assim como 

para o aconselhamento genético de suas famílias (Gerstenblith et al. 2010; Ladd 

et al. 2020). 

Como os sinais e sintomas mais precoces das genodermatoses são 

manifestações cutâneas típicas, a suspeita destes diagnósticos geralmente é 

levantada por um médico dermatologista. O diagnóstico precoce de pacientes 

com NF1 e ET é de fundamental importância para garantir o correto 

acompanhamento e para reduzir o risco e/ou aumentar as chances de diagnóstico 

precoce de tumores, impactando assim o prognóstico (Gerstenblith et al. 2010). 

Embora o diagnóstico geralmente possa ser feito pelo exame clínico e alguns 

exames adicionais (em especial de imagem), o diagnóstico molecular pode ser de 

grande auxílio na confirmação da suspeita clínica em especial nos casos com 

sinais e sintomas menos óbvios (Frommherz et al. 2021).  

Uma vez feito o diagnóstico completo de uma genodermatose, a conduta é 

centrada fundamentalmente no acompanhamento multidisciplinar seguindo 

diretrizes clínicas específicas para a faixa etária do(a) paciente. No entanto, não é 

infrequente que pacientes com manifestações típicas sejam diagnosticados 

apenas na vida adulta, quando já apresentam complicações mais acentuadas das 

doenças (Frommherz et al. 2021). No Brasil, a indisponibilidade do diagnóstico 

molecular no SUS, limitações de acesso ao aconselhamento genético e também a 

alguns tratamentos, são fatores que podem levar ao diagnóstico e manejo sub-

ótimo das genodermatoses.   

NF1 é causada, na maioria dos pacientes, por variantes germinativas 

patogênicas na região codificadora do gene NF1. No entanto, uma parcela 

importante de pacientes não tem nenhuma alteração molecular identificada com 

análises convencionais do gene. Além disso, além da heterogeneidade molecular 
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no caso de pacientes com variantes identificadas em NF1, a expressividade 

variável da síndrome pode estar relacionada a outros genes os quais podem atuar 

como modificadores de fenótipo (Sabbagh et al. 2009; Vogt et al. 2011; Pasmant 

et al. 2012; Kowalski et al. 2020). 

O cromossomo 17, onde o gene NF1 está localizado, tem o segundo maior 

conteúdo gênico entre todos os cromossomos. Ele contém vários genes, incluindo 

PMP22, PAFAH1B1, YWHAE, RAI1, que estão relacionados a doenças genéticas 

em humanos (Zody et al. 2006). Flanqueados por duplicação segmental (SD), 

alternativamente denominados repetições com baixo número de cópias (LCRs), 

esses genes são frequentemente afetados por duplicações ou deleções 

recorrentes, implicadas em uma série de distúrbios genômicos em humanos, 

incluindo neurofibromatose tipo 1 (Lupski and Stankiewicz 2005). Cerca de 4,7%-

11% dos pacientes com NF1, apresentam grandes deleções abrangendo o gene 

NF1 e outros genes adjacentes, na região cromossômica 17q11.2. Essas grandes 

deleções são denominadas 'microdeleções de NF1' (Cnossen et al. 1997; 

Rasmussen and Friedman 2000; Kluwe et al. 2004).  

Desde a primeira identificação de pacientes com microdeleções NF1, se 

observou que a maioria desses pacientes costuma apresentar fenótipo mais grave 

e características atípicas. Entre estas destacam-se dismorfias faciais, deficiências 

severas de aprendizagem, grande número de neurofibromas, alta estatura, mãos 

e pés grandes com tecido mole redundante, hiperflexibilidade das articulações e 

anomalias cardíacas congênitas (Venturin et al. 2004; Spiegel et al. 2005; Zhang 

et al. 2015; Kehrer-Sawatzki et al. 2020; Scala et al. 2021). Outro ponto 

importante é que os indivíduos com microdeleções NF1 têm um risco aumentado 

de desenvolvimento de MPNST com diagnósticos em idade mais jovem (Evans et 

al. 2002; De Raedt et al. 2003; Mautner et al. 2010; Evans et al. 2012). No 

capítulo II desta tese apresentamos uma descrição de quatro pacientes com 

microdeleções envolvendo NF1 e que também apresentam fenótipo mais grave, 

incluindo presença de MPNST em idade jovem (paciente com 26 anos), 

macrocefalia, escoliose e características dismórficas menos frequentes como 

fissuras palpebrais oblíquas, orelhas proeminentes, estatura alta e 
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hipogonadismo. Apenas um desses pacientes apresentou microdeleção típica 

(tipo 1), enquanto os demais rearranjos apresentaram tamanhos atípicos. Foi 

realizado uma abordagem de conservação evolutiva dos genes co-deletados 

envolvidos nos diferentes tamanhos de microdeleções encontrados nos pacientes, 

com o objetivo de acessar a relação ortóloga e paráloga desses genes em 

primatas e outras espécies de mamíferos. Além disso, foi possível verificar o tipo 

de seleção agindo sobre esses genes e seus aminoácidos, buscando contribuir 

para o estabelecimento da importância desses genes para o fenótipo agravado.  

A detecção e caracterização precisa das microdeleções NF1 é de grande 

importância clínica, principalmente por causa da sobreposição fenotípica que 

pode existir entre NF1 e outras Rasopatias (por exemplo, síndrome de Legius). O 

entendimento do espectro das diferentes deleções, e do papel de outros genes 

co-deletados no fenótipo é de importância para o entendimento da história natural 

e para aconselhamento genético dos pacientes (Kluwe et al. 2004; Wimmer et al. 

2006; Etzler et al. 2008). É provável que a variabilidade clínica de NF1 resulte de 

uma combinação de fatores genéticos, ambientais e estocásticos. Tal 

complexidade e a diversidade de variantes moleculares que ocorrem nesta 

doença tornam, difícil o estabelecimento de  correlações genótipo-fenótipo.  

 

Os grandes primatas possuem um grau elevado de duplicons, sendo os 

duplicons centrais os mais abundantes e frequentemente relacionados com o 

surgimento de novos genes, apresentando diferenças drásticas de expressão 

gênica e de variação estrutural (Jin et al., 2004; Johnson et al., 2001). A presença 

de um duplicon central ao longo do braço q do cromossomo 17 acabou levando 

ao surgimento da família gênica LRRC37 durante a evolução dos primatas, por 

exemplo (Jin et al., 2004). No artigo, são descritos quatorze genes co-deletados 

que foram analisados em oito espécies de primatas. As análises filogenéticas 

apresentadas demonstram que alguns desses genes não estão em concordância 

em todas as árvores filogenéticas das espécies analisadas, sugerindo distinta 

restrição evolutiva entre eles (Reis et al. 2019). Essa constituição pode ser 

esperada para genes que apresentam divergência de função durante a evolução 

das espécies e estão sob distintas pressões de seleção e reforçando que a 
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presença desses genes em humanos é fundamental para a constituição de um 

organismo saudável. 

Dos quatorze genes analisados, dez genes apresentaram evidências de 

estarem sob seleção purificadora (CRLF3, ATAD5, TEFM, ADAP2, NF1, OMG, 

EVI2A, RAB11FIP4, COPRS e SUZ12) e quatro genes apresentaram evidências 

de estarem sob seleção positiva (RNF135, UTP6, LRRC37B e EVI2B), o que 

possivelmente aumentou seus valores adaptativos.  

De Raedt e colaboradores estimaram que o risco ao longo da vida de 

MPNST em pacientes com microdeleções NF1 é quase o dobro do observado na 

população geral de NF1. O risco aumentado de malignidade pode ser explicado 

por variações na expressão de um ou vários genes (genes supressores de tumor 

em vez de oncogenes) localizados na região da microdeleção de 1,4 Mb (tipo 1) 

(De Raedt et al. 2003).  

A perda funcional de SUZ12, associada à perda funcional de NF1, foi 

considerada um dos fatores para o desenvolvimento de tumores malignos da 

bainha do nervo periférico (Zhang et al. 2014). Ao mesmo tempo, essa perda 

funcional acaba ativando um interruptor epigenético que sensibiliza tumores ao 

tratamento de inibidores de bromodomínios, uma estratégia terapêutica 

promissora (De Raedt et al. 2014). Devido à elevada expressão de SUZ12 e 

ADAP2 nos tecidos cardíacos, esses genes são fortes candidatos a estarem 

relacionados com má formação cardiovascular (Venturin et al. 2004). Quanto aos 

demais genes, o gene OMG apresenta envolvimento com dificuldade de 

aprendizagem em pacientes com NF1 (Terzi et al. 2011), além de regular o 

crescimento celular (Vourc’h et al. 2003). Já a haploinsuficiência de UTP6 parece 

conferir às células de pacientes com a microdeleção uma menor suscetibilidade a 

apoptose, aumentando o risco de desenvolvimento de tumores (Piddubnyak et al. 

2007). 

 

Análises de expressão gênica de amostras de 23 neurofibromas dérmicos, 

13 neurofibromas plexiformes e 13 MPNSTs de pacientes com NF1 

demonstraram cinco genes regulados positivamente: OMG e SUZ12 em 
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neurofibromas plexiformes e ATAD5, EVI2A e COPRS em MPNSTs. Esses 

resultados são consistentes com um modelo no qual os genes superexpressos 

agem como oncogenes. No entanto, é possível também que na região das 

microdeleções NF1 contenha um regulador negativo desconhecido que seria 

inativado pela deleção e essa inativação regularia positivamente oncogenes 

vizinhos (Pasmant et al. 2011). Em nosso estudo, esses genes demonstraram 

evidências de estarem sob seleção purificadora, o que está relacionado à 

importância de manter sua função durante a evolução dos organismos.  

Os resultados encontrados em nosso estudo apoiam a hipótese de que a 

haploinsuficiência de RNF135 contribui para a ocorrência de doenças em 

humanos. Além disso, a proteína RNF135 apresentou vinte e sete sítios sob 

seleção positiva, sendo três deles localizados no domínio de dedo RING da 

proteína, que podem ter sido selecionados para aumentar a eficiência nas rotas 

de ubiquitinação em primatas (Reis et al. 2019). Outros trabalhos também 

demonstram correlações genótipo-fenótipo envolvendo a haploinsuficiência de 

RNF135 resultando em crescimento excessivo (Ferrari et al. 2017), dificuldade de 

aprendizagem e características dimórficas (Stewart et al. 2007; Serra et al. 2019). 

O gene RNF135, especificamente, apareceu hipoexpresso (regulado 

negativamente) nas amostras MPNST investigadas por Pasmant e colaboradores 

(2011), apontando para o seu envolvimento na predisposição a tumores 

observada em pacientes com microdeleção NF1 (Pasmant et al. 2011). Sabendo 

que a inativação do gene RNF135 pode ocorrer por diversas alterações e não só 

pela sua deleção, os achados do nosso estudo pretendem contribuir para a 

inclusão de investigação molecular no gene RNF135, além do gene NF1 para 

pacientes com suspeita de NF1. 

 

Assim como NF1, a esclerose tuberosa é condição genética autossômica 

dominante ainda sem cura e com poucas opções de tratamento (Kingswood et al. 

2017; Rosset et al. 2017a). Variantes nos genes supressores tumorais TSC1 e 

TSC2 são as responsáveis por essa genodermatose (van Slegtenhorst et al. 

1998). O gene TSC1 (NG_012386.1) possui 23 éxons, sendo que os éxons 1, 2 e 
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os primeiros 80 pares de bases do éxon 3 compreendem a região 5’ não traduzida 

do gene. Seu RNA mensageiro canônico (NM_000368.4) possui 8626 

nucleotídeos no total e é expresso em quase todos os tecidos. Já o gene TSC2 

(NG_005895.1) possui 42 éxons, sendo que o éxon 1 e os primeiros 29 pares de 

bases do éxon 2 fazem parte da região 5’ não traduzida do gene, e a região 3’ 

não traduzida compreende os últimos 102 pares de bases do éxon 42. O RNA 

mensageiro canônico desse gene (NM_000548.3) consiste em 5675 nucleotídeos, 

e similar ao TSC1, é expresso na maioria dos tecidos, com as maiores 

quantidades de expressão no cerebelo (Gutmann et al. 2000) 

O banco de dados ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) registra 

2593 alterações no gene TSC1, sendo 2067 nucleotídeos de única base (SNPs), 

282 deleções, 153 duplicações, 173 inserções e 25 do tipo indel (inserção seguida 

de deleção). Para o gene TSC2 o mesmo banco de dados registra 6030 

alterações, divididas em: 4964 alterações tipo SNP, 612 deleções, 385 inserções, 

321 duplicações e 66 alterações do tipo indel (Landrum et al. 2018; ClinVar, 

2021). Embora a grande maioria das alterações descritas nesses sejam SNPs, 

existe uma parcela significativa de rearranjos, que incluem deleções, inserções, 

duplicações e alterações indel.  

O estudo de Longa e colaboradores (2001) analisou as diferenças de 

rearranjos entre os genes TSC1 e TSC2 de pacientes com ET e identificou 19 

deleções parciais ou completas, três envolvendo TSC1 e dezesseis envolvendo 

TSC2. Resumidamente, três características principais parecem distinguir as 

deleções entre os genes: (1) tamanho de exclusão: todas as deleções de TSC1 

detectadas estavam dentro da unidade de transcrição, enquanto 12 das 16 

deleções de TSC2 tinham pelo menos um ponto de interrupção externo; (2) a 

localização dentro do gene: todas as deleções de TSC1 estavam confinadas à 

extremidade 3’ não traduzida do gene, resultando na mesma mutação de 

mudança de quadro de leitura após o aminoácido K875, enquanto os pontos de 

interrupção internos de TSC2 mostraram-se espalhados ao longo do gene; (3) 

preferência por sequências recombinatórias: seis de oito pontos de interrupção de 
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TSC2 internos mapeiam dentro de repetições Alu, enquanto nenhuma das três 

deleções de TSC1 parecem ser mediadas por repetições Alu (Longa et al. 2001).  

No capítulo III desta tese é apresentado o relato de caso de um paciente 

jovem com fenótipos que não são comumente relacionados à ET: pólipos 

gastrointestinais e tumor neuroendócrino pancreático. O paciente apresentava 

uma grande deleção no gene TSC2, englobando éxons 2 a 16, e incluindo códon 

de iniciação (Reis et al. 2020). Os rearranjos gênicos correspondem a 

aproximadamente 15% das variantes patogênicas encontradas no gene TSC2 

(Padma Priya and Dalal 2012) e a alteração observada no paciente relatado 

resultou na completa remoção do domínio de ligação TSC1 (T1BD) na porção N-

terminal da proteína TSC2. Esse domínio é fundamental para a interação de 

TSC1-TSC2 e formação do complexo TSC, que quando ausente resulta na 

ubiquitinação e degradação da proteína TSC2 e hiperativação da via de mTORC1 

(Hodges et al. 2001; Huang and Manning 2008).  

Estudos recentes envolvendo caracterização de alterações genéticas em 

ET demonstram a ocorrência de deleções envolvendo mais de um éxon de TSC2. 

Em uma amostra de 21 pacientes chineses, foram encontradas duas deleções de 

códon único e uma grande deleção envolvendo os éxons 10 a 16 (He et al. 2020). 

Em uma amostra ainda maior de chineses, foram encontradas grandes deleções 

apenas no gene TSC2, em 5 de 19 pacientes sem mutação identificada por 

investigação na sequência de DNA, que corresponderam a 7,9% de todas as 

mutações encontradas no estudo. Destas, uma envolveu os éxons 1 ao 37, uma 

foi identificada como deleção do éxon 16 e três foram deleções completas de 

TSC2 combinadas com a deleção do último éxon do gene adjacente PKD1, 

causador da doença renal policística autossômica dominante tipo 1 (PKD1) (Lin et 

al. 2019). A deleção envolvendo os genes TSC2 e PKD1 é associada a síndrome 

de deleção contígua TSC2-PKD1 que pode envolver diferentes éxons dos dois 

genes e ocasiona lesões policísticas renais progressivas de início precoce (Brook-

Carter et al. 1994; Boehm et al. 2007; Consugar et al. 2008). Mais recentemente, 

deleções nesses dois genes foi associada ao surgimento de rabdomioma 

cardíaco (Osumi et al. 2020) e espasmos infantis (Matsubara et al. 2021).  
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Além de contribuir para a caracterização de apresentações fenotípicas 

mais raras da síndrome, este relato de caso ressalta a importância da 

investigação molecular de rearranjos. Os estudos apresentados nessa discussão 

demonstram a variabilidade das alterações moleculares na ET, indicam a 

importância do protocolo diagnóstico molecular clínico que deve incluir a 

cobertura total do gene e análise deste, tanto por sequenciamento de nova 

geração quanto por um método que permita detecção de grande rearranjos 

(Tyburczy et al. 2015). 

Variantes patogênicas nos genes TSC1 e TSC2 são identificadas em 75% 

a 90% dos pacientes com diagnóstico clínico de esclerose tuberosa, porém uma 

parcela significativa de pacientes permanece sem identificação da causa 

molecular  (Dabora et al. 2001; Padma Priya and Dalal 2012; Nellist et al. 2015; 

Kingswood et al. 2017; Rosset et al. 2017a). Em uma coorte de 490 casos, 

Sancak et al. identificaram 29 variantes (6%) que não puderam ser classificadas 

como patogênicas ou neutras a partir dos dados clínicos e genéticos disponíveis, 

sendo classificadas como VUS (Sancak et al. 2005). Outra questão importante é 

que apesar do notável progresso na pesquisa de esclerose tuberosa na última 

década, é que o teste molecular convencional, mesmo seguido de rastreio de 

grandes rearranjos, não é suficiente para identificar variantes patogênicas nos 

genes TSC1 e TSC2 em 10% a 25% dos casos (NMI = non-mutated individuals) 

(Camposano et al. 2009). Nesse contexto, o desenvolvimento de metodologias 

que possam avaliar o impacto funcional de VUS, bem como explorar outras 

regiões (p.ex. reguladoras ou intrônicas) do gene em pessoas não mutadas (NMI) 

com fenótipo de ET, torna-se bastante relevante (Nellist et al. 2015). No capítulo 

IV desta tese, são apresentados os resultados parciais de uma abordagem de 

caracterização de variantes de significado incerto (VUS) encontradas em três 

pacientes, localizadas no íntron 7 de TSC1, íntron 10 e éxon 19 de TSC2 e 

possíveis alterações em quatro pacientes sem identificação de variante a nível de 

DNA. A detecção de uma VUS ou a ausência de qualquer variante em um(a) 

paciente com fenótipo clínico característico de ET é um desafio para a prática 
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clínica e aconselhamento genético e com essa abordagem pretende-se colaborar 

com essa questão. 

Em uma investigação de processamento aberrante de éxons nos 

transcritos dos genes NF1, NF2 e TSC2 em amostras de tumores, realizada por 

Kaufmann e colaboradores (2002), foram encontradas alterações in-frame em 

cinco dos sete éxons investigados do gene NF1, em dois dos três éxons do gene 

da neurofibromatose tipo 2 (NF2) e em um de três éxons do gene TSC2 em todos 

os tecidos tumorais humanos testados, bem como em linhagens de células 

tumorais. Esses achados demonstram que o processamento aberrante é um 

processo muito comum em tumores e pode ser atribuível à rara ocorrência de 

estruturas alternativas no local do sítio doador do processamento, que não são 

reconhecidas pelo spliceossomo. Em células HeLa, o processamento aberrante 

ocorreu mais frequentemente em temperaturas elevadas e baixo pH, condições 

frequentemente encontradas em tecidos tumorais (Kaufmann et al. 2002). 

Os capítulos IV e V desta tese tem por objetivo investigar a hiperativação 

do complexo mTORC1 em decorrência de alterações em seu principal complexo 

regulador, TSC. Como já abordado anteriormente, variantes inativadoras nos 

genes TSC1 e TSC2 levam à ativação sustentada da via homólogo Ras 

enriquecido no cérebro (RHEB) da mTORC1, uma proteína quinase que regula o 

tamanho celular em muitos organismos. mTORC1, por sua vez, inibe processos 

catabólicos, incluindo autofagia, e ativa processos anabólicos, incluindo tradução 

de mRNA (Feliciano 2020). Assim, mTORC1 é o principal regulador negativo da 

formação canônica dos autofagossomos, através da ativação do complexo 

Atg1/ULK1 (Hosokawa et al. 2009). A hiperativação de mTORC1 é uma 

característica fundamental na patogênese da ET e de outras doenças genéticas 

do neurodesenvolvimento, coletivamente denominadas MTORopatias (Ebrahimi-

Fakhari et al. 2017b) e em ET está associada principalmente a ocorrência de 

defeitos de desenvolvimento e predisposição a tumores, especialmente do 

sistema nervoso central (Crino 2011; Costa-Mattioli and Monteggia 2013). 

Alterações no processo de autofagia também já foram descritas nas manchas 

hipomelanociticas, sinais comuns em ET (Yang et al. 2018). 
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Embora mTORC1 regule negativamente a autofagia, o impacto da 

autofagia na sinalização de mTORC1, em particular in vivo, ainda não é 

completamente elucidado. Recentemente foi demonstrado por Wang e 

colaboradores (2019) que células progenitoras neurais de camundongos com 

deleção do gene Tsc1 e do gene essencial da autofagia Fip200, sob condições de 

estresse energético, requerem autofagia para manter a hiperativação de mTORC1 

apesar da deficiência do complexo TSC. A hiperativação de mTORC1 nessas 

células aumentou a glicólise aeróbica e o armazenamento de lipídios via lipofagia 

que servem como uma fonte de energia alternativa, para atender ao aumento da 

demanda de energia. A inibição da lipofagia ou de sua via catabólica a jusante 

reverteu os fenótipos defeituosos e reduziu a tumorigênese em modelos de 

camundongo, descrevendo um novo paradigma de regulação de mTORC1 por 

lipofagia seletiva e catabolismo lipídico (Wang et al. 2019). Na investigação de 

dezenove espécimes de tubérculos corticais de ET ressecados cirurgicamente 

não foi encontrada diminuição significativa do nível de autofagia em neurônios 

dimórficos e células gigantes, o que pode estar relacionado ao mecanismo 

compensatório da via de sinalização da AMPK frente a baixos níveis energéticos 

(Ge et al. 2019). Esses resultados revelam uma função cooperativa da autofagia 

seletiva no acoplamento da disponibilidade de energia com a patogênese da ET, 

além do papel paradoxal da autofagia na doença, abordado detalhadamente no 

capítulo V desta tese. 

As intervenções terapêuticas farmacológicas disponíveis hoje para tratar 

aspectos específicos da esclerose tuberosa são os inibidores da via de mTOR 

(Schwartz et al. 2007; Franz et al. 2016; Canpolat et al. 2018). Embora promissor, 

o tratamento com rapamicina e seus análogos para indicações específicas (certos 

tumores) na ET possuem alto custo, podem apresentar efeitos colaterais 

significativos e não são totalmente efetivos no controle e na erradicação dos 

tumores (Franz et al. 2016; Canpolat et al. 2018). Outros inibidores, chamados de 

análogos da rapamicina têm sido estudados (Schwartz et al. 2007) mas também 

apresentam alto custo, ainda são em sua maioria indisponíveis no SUS e carecem 

de maiores informações relacionadas principalmente a variabilidade da resposta 

terapêutica para que possam ser usadas mais amplamente na prática clínica.  
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De maneira geral, os inibidores da via mTOR atuam na supressão da via e 

na indução da autofagia (Lee et al. 2009; Li et al. 2019). O processo de autofagia, 

por sua vez, regula os níveis de nutrientes na célula, sendo capaz de tanto de 

reprimir quanto estimular o desenvolvimento tumoral (Galluzzi et al. 2015; 

Medvetz et al. 2015; Reis et al. 2021) e pode responder a diferentes compostos 

reguladores do metabolismo celular como metformina e soro de baixa glicose. 

Esses compostos têm sido usados como indutores de autofagia em alguns 

estudos (Kossoff et al. 2005; Kalender et al. 2010; Jiang et al. 2011; Auricchio et 

al. 2012; Howell et al. 2017; Amin et al. 2019). Devido a esse potencial, nossa 

proposta foi de testá-los como tratamentos alternativos para o controle de 

potenciais tumores na ET, considerando que a indução da autofagia pode 

estabilizar os níveis exacerbados da via de mTOR (Ebrahimi-Fakhari et al. 2017b; 

Wang et al. 2019; Feliciano 2020). O capítulo VI apresenta uma abordagem 

exploratória de uso desses compostos em comparação com a rapamicina, a fim 

de verificar uma possível indução e restauro da autofagia em uma linhagem 

primária de fibroblastos de paciente com variante patogênica em heterozigose de 

TSC2 e uma linhagem controle. Nossa hipótese é de que esses compostos 

possam restaurar a via de autofagia nas células não-tumorais, na tentativa de 

impedir a progressão tumoral das células. Futuramente, havendo comprovação do 

racional teórico aqui estabelecido, ensaios clínicos seriam o próximo passo para 

avaliar a efetividade destas intervenções na prática clínica. 
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CONCLUSÕES 

Esta tese de doutorado teve como principal objetivo utilizar abordagens 

evolutivas e moleculares para contribuir na caracterização da neurofibromatose 1 

e esclerose tuberosa, bem como ampliar o entendimento da patogênese da 

esclerose tuberosa investigando processos celulares relacionados a autofagia. 

Nessa proposta, uma parte significativa das atividades previstas envolviam 

atividades experimentais em bancada e recrutamento ativo de pacientes, as quais 

foram severamente afetadas, por restrições de recursos financeiros e pelas 

restrições impostas pela pandemia do novo coronavírus a partir de março de 

2020. Em relação aos objetivos específicos originalmente propostos, estão 

descritas a seguir as principais conclusões obtidas nessa tese. 

 

Com as análises realizadas envolvendo NF1, através das análises 

filogenéticas in silico foi possível contribuir com a compreensão do impacto de 

grandes rearranjos envolvendo quatorze genes co-deletados em pacientes com 

microdeleções. A análise filogenética sugere restrição evolutiva distinta entre os 

genes analisados. Foi demonstrado que quatro dos genes frequentemente co-

deletados estão sob seleção positiva, incluindo aminoácidos específicos da 

proteína RNF135 em seu domínio funcional principal, reforçando sua importância 

e contribuição para as doenças humanas. Além disso, os outros dez genes co-

deletados mostraram-se sob seleção purificadora, que está relacionada à 

importância de manter sua função durante a evolução dos organismos. Através 

dos resultados deste estudo esperamos ajudar a esclarecer a correlação da co-

deleção desses genes e o fenótipo mais grave do NF1 e lançar luz sobre a 

importância da inclusão do gene RNF135 na avaliação diagnóstica molecular. 

Embora os resultados da tese ainda sejam exploratórios, ele se junta a outras 

evidências que demonstram o possível efeito deste gene como um modificador de 

fenótipo. 

 

Na doença ET, apresentamos descrição de relato de caso que também 

apresenta um grande rearranjo, dessa vez envolvendo a deleção de 15 éxons 

incluindo o códon de iniciação do gene TSC2 e a presença de tumores 
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gastrointestinais e tumor neuroendócrino pancreático, duas associações raras, 

além da ausência de alterações genéticas em genes associados a câncer 

colorretal e polipose colorretal. A descrição deste paciente juntamente com uma 

revisão da literatura atual apresentados neste trabalho, lançam luz sobre a 

importância de considerar polipose do trato gastrointestinal e tumores 

neuroendócrinos. Tratando-se de investigação de mecanismo da ET, 

apresentamos uma revisão bibliográfica sobre a participação dos genes TSC1 e 

TSC2 como reguladores da autofagia, bem como o papel das rotas alternativas de 

autofagia, como privação de nutrientes e fatores de crescimento, e de compostos 

indutores de autofagia em ET. Além disso, descrevemos o papel paradoxal da 

autofagia na formação de tumores da síndrome, que pode atuar na sobrevivência 

de tumores estabelecidos, fornecendo precursores metabólicos durante a 

privação de nutrientes; e paradoxalmente, a autofagia excessiva é associada à 

morte celular em algumas situações. A melhor compreensão da genética 

molecular dessas doenças, bem como definição de correlações genótipo-fenótipo 

poderá influenciar o manejo destes pacientes e familiares, incluindo 

aconselhamento genético e manejo terapêutico. 
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PERSPECTIVAS 

 Considerando os resultados gerados pela presente tese, destacando a 

caracterização molecular dos pacientes com NF1 e ET, as seguintes perspectivas 

emergem para o melhor entendimento dessas doenças pelo grupo: 

• Estudo similar ao apresentado no capítulo IV, com a caracterização dos 

transcritos de RNA de pacientes com NF1 e variantes sinônimas ou 

ausência de variante patogênica nas sequencias codificadoras de DNA, 

previamente analisados pelo grupo (Rosset et al. 2018); 

• Ampliação das análises in vitro para incluir um número maior de linhagens 

celulares de pacientes com ET e diferentes variantes patogênicas e 

também avaliar o efeito dos compostos em tumores comumente 

identificados na ET; 

• Avaliação de outros compostos conhecidos por modular a via da autofagia, 

tais como resveratrol e tioxantona e comparação com a rapamicina em 

fibroblastos de pacientes com ET e diferentes mutações germinativas nos 

genes TSC1 e TSC2, a fim de encontrar outro composto com potencial 

modulador de autofagia; 

• Utilização de sistema de edição gênica CRISPR-Cas9 para indução 

mutacional no segundo alelo (originalmente sem mutação) de fibroblastos 

de pacientes ET com mutação germinativa, com o objetivo de mimetizar a 

perda de heterozigosidade e avaliar possíveis marcadores tumorais nas 

células editadas. 
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TRABALHOS CIENTÍFICOS ADICIONAIS: DIVULGAÇÃO CIENTÍFICA  

 

A divulgação científica, também conhecida como popularização da ciência, 

comunicação pública da ciência e jornalismo científico engloba as atividades que 

buscam fazer a difusão do conhecimento científico para públicos não 

especializados. A divulgação científica é fundamental para o desenvolvimento da 

ciência, uma vez que ela é responsável pela circulação de ideias e divulgação de 

resultados de pesquisas para a população em geral. Desta forma, através da 

divulgação científica é possível potencializar o debate científico e instigar novos 

talentos para atividades de ciências (Massarani et al., 2002; Massarani et al., 

2019). A divulgação científica iniciou-se há mais de cinco mil anos. Mais 

recentemente, a popularização da ciência tem sido interpretada também como um 

instrumento para tornar disponíveis conhecimentos e tecnologias que ajudem a 

melhorar a vida das pessoas e que deem suporte a desenvolvimentos 

econômicos e sociais sustentáveis. Tais ações podem ter ainda um importante 

papel de apoio às atividades de ensino. Atualmente, a divulgação científica ocorre 

em praticamente todos os formatos e meios de comunicação: documentários de 

televisão, revistas de divulgação científica, artigos em periódicos, 

websites e blogs (Porto, 2009). 

Em março, a Organização Mundial da Saúde (OMS) definiu o surto da 

doença Covid-19, causada pelo SARS-Cov2 (novo coronavírus), como uma 

pandemia. O primeiro caso da pandemia de Covid-19 foi identificado em Wuhan, 

na China, em 31 de dezembro de 2019. Desde então, os casos começaram a se 

espalhar rapidamente pelo mundo: primeiro pelo continente asiático, e depois por 

outros países. Em fevereiro, a transmissão da Covid-19 no Irã e na Itália 

chamaram a atenção pelo crescimento rápido de novos casos e mortes. Pouco 

tempo depois, foi confirmada a primeira morte por Covid-19 no Brasil, em São 

Paulo (Brasil Escola, 2019; Portal Fiocruz, 2020; Johns Hopkins CSSE, 2021).  

Os sintomas de Covid-19 são altamente variáveis, variando de nenhum a 

doenças com risco de morte. O vírus se espalha através das pessoas, 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Conhecimento
https://pt.wikipedia.org/wiki/Tecnologia
https://pt.wikipedia.org/wiki/Desenvolvimento_sustent%C3%A1vel
https://pt.wikipedia.org/wiki/Escola
https://pt.wikipedia.org/wiki/Site
https://pt.wikipedia.org/wiki/Blog
https://pt.wikipedia.org/wiki/COVID-19#Sinais_e_sintomas
https://pt.wikipedia.org/wiki/Assintom%C3%A1tico
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principalmente pelo ar e pela proximidade entre infectados e não infectados, 

sendo as vias de transmissão mais comuns a boca, o nariz ou os olhos, através 

da tosse, espirro ou fala. Embora seja menos comum, o novo coronavírus 

também pode se espalhar através de superfícies contaminadas. As pessoas 

permanecem contagiosas por até duas semanas e podem espalhar o vírus 

mesmo se forem assintomáticas. As medidas preventivas recomendadas incluem 

distanciamento social, uso de máscaras faciais em público, ventilação e filtragem 

de ar, lavagem das mãos, cobertura da boca ao espirrar ou tossir, desinfecção de 

superfícies e monitoramento e autoisolamento para pessoas expostas ou 

sintomáticas. Várias vacinas foram desenvolvidas em tempo recorde e estão 

sendo distribuídas ao redor do mundo. Os tratamentos atuais se concentram nos 

sintomas enquanto drogas terapêuticas que inibem o vírus são desenvolvidas. 

Autoridades em todo o mundo responderam implementando restrições a viagens, 

lockdowns, controles de locais de trabalho e fechamentos de instalações. Muitos 

lugares também trabalharam para aumentar a capacidade de testar e rastrear os 

contatos dos infectados (Centers for Disease Control and Prevention, 2021; NHS, 

2021). 

A velocidade de espalhamento do novo coronavírus, bem como o 

crescente número de óbitos em decorrência da doença, foi acompanhada de uma 

crescente desinformação por parte da população brasileira. Nesse contexto, 

surgiu a necessidade de divulgação científica com ações voltadas principalmente 

ao enfrentamento da pandemia, ao combate à desinformação e às fake news e 

para fomentar as vacinas contra a Covid-19. Desde o início da pandemia, 

diversas iniciativas voluntárias encabeçadas por cientistas e pesquisadores 

buscam auxiliar na divulgação de informações científicas confiáveis na tentativa 

de frear o curso da pandemia, diminuir o número de mortes e conscientizar a 

população sobre a adesão  

às medidas de enfrentamento e o incentivo à vacinação. Desde maio de 2020 eu 

integro três dessas iniciativas, realizando trabalho voluntário de produção e 

revisão de textos de divulgação científica, conteúdo didático para redes sociais, 

como postagens, imagens, vídeos, podcasts e áudios de Whatsapp explicativos e 

atualização de mídias sociais como Instagram e Twitter. 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Boca
https://pt.wikipedia.org/wiki/Nariz
https://pt.wikipedia.org/wiki/Olhos
https://pt.wikipedia.org/wiki/Tosse


187 

 

 

1. Rede Análise COVID-19 

  

A Rede Análise COVID-19 (https://redeaanalisecovid.wordpress.com/) 

surgiu no final de fevereiro de 2020 nasceu de uma iniciativa na rede social 

Twitter (https://twitter.com/analise_covid19) para a criação de um espaço 

construtivo e de discussão a partir da reunião de pesquisadores, profissionais e 

pessoas engajadas no tema, como uma necessidade de coletar, analisar e 

divulgar informações respaldadas na ciência sobre a pandemia da COVID-19 no 

mundo e no Brasil. Desde então, a Rede vem crescendo e ganhando espaços nas 

redes sociais (44 mil seguidores no Twitter e mais de 3500 mil seguidores no 

Instagram - https://www.instagram.com/analise.covid19/) levando informação 

científica, combatendo a desinformação e instigando a formação de novos grupos 

e colaborando com diversas redes voltadas para a comunicação e divulgação 

científica. Nosso principal objetivo e comprometimento é com a informação 

científica acessível. 

Alguns textos de minha autoria que foram publicados pela Rede Análise 

Covid-19: 
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Temática Título texto Link de acesso 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Divulgação de 

estudo científico 

 

 

Entenda por que a reabertura de 

pré-escolas e creches antes da 

distribuição de uma vacina segura 

contra o novo coronavírus não 

parece uma boa ideia 

https://redeaanalisecovid.

wordpress.com/2020/08/0

5/entenda-porque-a-

reabertura-de-pre-escolas-

e-creches-antes-da-

distribuicao-de-uma-

vacina-segura-contra-o-

novo-coronavirus-nao-

parece-uma-boa-ideia/ 

 

 

O risco de COVID-19 para 

grávidas: evidências de alterações 

moleculares associadas com pré-

eclampsia na infecção por 

SARSCoV-2 

https://redeaanalisecovid.

wordpress.com/2020/11/1

0/o-risco-de-covid-19-

para-gravidas-evidencias-

de-alteracoes-

moleculares-associadas-

com-pre-eclampsia-na-

infeccao-por-sarscov-2/ 

 

 

Revisão sistemática e meta-

análise: O que vários estudos têm 

a nos dizer sobre a carga viral e 

tempo de transmissão da doença? 

https://redeaanalisecovid.

wordpress.com/2020/12/0

1/revisao-sistematica-e-

meta-analise-o-que-

varios-estudos-tem-a-nos-

dizer-sobre-a-carga-viral-

e-tempo-de-transmissao-

da-doenca/ 

 

O que sabemos sobre os 

assintomáticos para a COVID-19 

https://redeaanalisecovid.

wordpress.com/2020/12/0

7/o-que-sabemos-sobre-

os-assintomaticos-para-a-

covid-19/ 
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Participantes de testes das 

vacinas para a COVID-19: a 

questão dos placebos 

 

 

https://redeaanalisecovid.

wordpress.com/2020/12/1

6/participantes-de-testes-

das-vacinas-para-a-covid-

19-a-questao-dos-

placebos/ 

 

 

 

 

 

 

 

Combate às 

fake news 

 

Tratamento precoce e Kit Covid 

https://redeaanalisecovid.

wordpress.com/2021/01/2

0/tratamento-precoce-e-

kit-covid/ 

 

Ivermectina: será mesmo a droga 

milagrosa? 

https://redeaanalisecovid.

wordpress.com/2020/12/2

2/ivermectina-sera-

mesmo-a-droga-

milagrosa/ 

 

Checamos: Vacina RNA, Metais, 

Enzima Luciferase, 5G e 

Criptomoedas 

https://redeaanalisecovid.

wordpress.com/2020/12/1

1/checamos-vacina-rna-

metais-enzima-luciferase-

5g-e-criptomoedas/ 

 

Evitar flúor, suplementar com 

magnésio e água alcalina, só isso 

basta? 

https://redeaanalisecovid.

wordpress.com/2020/11/2

4/evitar-fluor-suplementar-

com-magnesio-e-agua-

alcalina-so-isso-basta/ 

 

 

Vacinas 

 

“Vacina feita às pressas”? 

https://redeaanalisecovid.

wordpress.com/2021/01/0

6/vacina-feita-as-pressas/ 

 

“Vacina feita às pressas”? Parte 2 

https://redeaanalisecovid.

wordpress.com/2021/01/0

6/vacina-feita-as-pressas-

parte-2/ 
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2. União Pró Vacina 

 

A União Pró-Vacina (https://sites.usp.br/iearp/uniao-pro-vacina/) é uma 

iniciativa organizada pelo Instituto de Estudos Avançados (IEA) Polo Ribeirão 

Preto da USP em parceria com o Centro de Terapia Celular (CTC), o Centro de 

Pesquisa em Doenças Inflamatórias (CRID) e a Ilha do Conhecimento, e hoje 

reúne pesquisadores, cientistas e divulgadores científicos de todo o Brasil. O 

objetivo é unir instituições acadêmicas e de pesquisa, poder público, institutos e 

órgãos da sociedade civil para combater a desinformação sobre vacinas, 

planejando e coordenando atividades conjuntas. Entre as ações realizadas estão: 

produção de material informativo; intervenções em escolas, espaços públicos e 

centros de saúde; eventos expositivos; combate às informações falsas e 

desenvolvimento de games. 

 

3. Todos Pelas Vacinas 

  

 Todos pelas vacinas é uma rede nacional criada por 21 organizações 

ligadas à divulgação científica e ao combate à desinformação, unidas com um 

único objetivo: promover a conscientização sobre a importância da vacinação 

contra a Covid-19 e outras doenças preveníveis por vacinas. Fazem parte da 

iniciativa a Sociedade Brasileira de Imunologia, Sociedade Brasileira de 

Microbiologia, Associação Brasileira de Saúde Coletiva, Sociedade Brasileira para 

o Progresso da Ciência e Sociedade Brasileira de Virologia, além de contar com o 

apoio da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, Sindicato dos Professores 

pela Universidade Pública, Associação Nacional dos Procuradores da República, 

entre outros. O site https://www.todospelasvacinas.info reúne centenas de 

materiais de divulgação científica, incluindo artes, perguntas e respostas, material 

para educadores, podcasts, artigos, fios publicados no Twitter, jogos didáticos, 

material informativo para crianças e memes. Alguns materiais produzidos por mim 

para as redes União Pró Vacina e Todos Pelas Vacinas incluem vídeos e áudios 

de combate à desinformação sobre tratamento precoce e kit covid 

(https://drive.google.com/drive/folders/12T3zD89S3H1gCjGVmBPufDGHcT0_b4P

https://www.todospelasvacinas.info/
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M), o uso de ivermectina para tratar Covid-19 

(https://drive.google.com/drive/folders/12T3zD89S3H1gCjGVmBPufDGHcT0_b4P

M), campanha de vacinação da gripe comum 

(https://drive.google.com/drive/folders/12T3zD89S3H1gCjGVmBPufDGHcT0_b4P

M) e outros, disponíveis para download. 
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4. Movimento Biotecnologia Brasil 

 

 O Movimento Biotecnologia Brasil (https://www.movbiotecbrasil.com/) é 

uma instituição fundada em 2015 que visa mobilizar os cidadãos em prol da 

implementação planos, programas, projetos, ações e atividades de ensino para o 

efetivo desenvolvimento da Biotecnologia e da profissão de Biotecnologista no 

Brasil. A proposta é defender a interação do Governo Federal e das 

Universidades Federais com o setor empresarial, laboratórios públicos e privados 

e institutos de pesquisa, buscando criar oportunidades para os diversos setores 

que utilizam a biotecnologia no país. Fui selecionada como Coordenadora 

Estadual do Rio Grande do Sul em junho de 2020 e desde então venho 

participando da realização de ações, eventos e cursos educativos online, além de 

produção de conteúdo digital para as redes sociais do Movimento. 

  

 Atividades que desenvolvi pelo Movimento Biotecnologia Brasil: 

 

 - Palestrante no Congresso Biotecnologia Brasil, com a palestra online 

intitulada “O papel do Biotecnologista no enfrentamento do SARS-CoV2” - julho 

de 2020; 

 - Organização do Simpósio Biotecnologia Brasil - novembro de 2020; 

 - Criação de minicurso “Biologia Sintética na Produção de Vacinas” no 

Simpósio Biotecnologia Brasil - novembro de 2020 

 - Criação de minicurso “Biologia Sintética na Produção de Fármacos” no 

Simpósio Biotecnologia Brasil - novembro de 2020 

 - Organização da Jornada de Biotecnologia Brasil – fevereiro de 2021 

 - Palestrante na Jornada de Biotecnologia Brasil, com a palestra online 

intitulada “Como começar sua carreira de cientista dentro da faculdade” – 

fevereiro de 2021 
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5. Lista de participações na mídia – Divulgação Científica 

 

Participação Seminário Conselho Estadual de Saúde do Rio Grande do Sul: 
https://www.facebook.com/ConselhoEstadualdeSaudeRs/videos/80365994053618
6 
 
 
Participações em matérias de websites: 
 
Participação matéria BBC Brasil https://www.bbc.com/portuguese/brasil-56824217 
 
Participação matéria UOL Viva Bem: 
https://www.uol.com.br/vivabem/noticias/redacao/2021/04/01/antietico-uso-de-
preso-como-cobaia-ja-foi-negado-por-d-pedro-ii-no-brasil.htm 
 
Participação na Revista Seleções Reader Digest 
https://www.selecoes.com.br/saude-bem-estar/entenda-por-que-e-importante-se-
vacinar-contra-a-covid-19/ 
 
Participação TRT World news https://www.pri.org/stories/2021-01-05/brazilians-
flock-coast-during-height-tourist-season-while-coronavirus-cases-surge 
 
Participação matéria G1 Bem Estar 
https://g1.globo.com/bemestar/coronavirus/noticia/2021/01/08/teste-de-covid-19-
por-saliva-utiliza-tecnica-mais-simples-e-barata-que-o-rt-pcr-veja-perguntas-e-
respostas.ghtml 
 
Participação Revista Veja https://veja.abril.com.br/blog/diario-da-vacina/a-falacia-
dos-tratamentos-precoces-contra-a-covid-19/ 
  
Participação Portal R7 de notícias https://noticias.r7.com/saude/se-pais-vacinar-1-
milhao-por-dia-76-teriam-uma-dose-em-5-meses-20032021 
 
04/03/2021 Participação IEA USP http://www.iea.usp.br/noticias/iniciativa-da-
uniao-pro-vacina-resgata-participacao-das-mulheres-na-historia-da-vacinologia 
 
Entrevista Portal Notícias Piauí: 
https://www.clubenoticias.com/noticia/12449/butanvac-saiba-mais-sobre-essa-
tecnologia-e-como-ela-pode-ser-importante-no-combate-a-covid-19 
 
Participações em lives e programas de televisão: 
 
Entrevista CBN Madrugada 
https://cbn.globoradio.globo.com/media/audio/336008/sao-anuncios-que-trazem-
esperanca-mas-devem-ser-re.htm 
 

https://www.bbc.com/portuguese/brasil-56824217
https://www.selecoes.com.br/saude-bem-estar/entenda-por-que-e-importante-se-vacinar-contra-a-covid-19/
https://www.selecoes.com.br/saude-bem-estar/entenda-por-que-e-importante-se-vacinar-contra-a-covid-19/
https://www.pri.org/stories/2021-01-05/brazilians-flock-coast-during-height-tourist-season-while-coronavirus-cases-surge
https://www.pri.org/stories/2021-01-05/brazilians-flock-coast-during-height-tourist-season-while-coronavirus-cases-surge
https://g1.globo.com/bemestar/coronavirus/noticia/2021/01/08/teste-de-covid-19-por-saliva-utiliza-tecnica-mais-simples-e-barata-que-o-rt-pcr-veja-perguntas-e-respostas.ghtml
https://g1.globo.com/bemestar/coronavirus/noticia/2021/01/08/teste-de-covid-19-por-saliva-utiliza-tecnica-mais-simples-e-barata-que-o-rt-pcr-veja-perguntas-e-respostas.ghtml
https://g1.globo.com/bemestar/coronavirus/noticia/2021/01/08/teste-de-covid-19-por-saliva-utiliza-tecnica-mais-simples-e-barata-que-o-rt-pcr-veja-perguntas-e-respostas.ghtml
https://veja.abril.com.br/blog/diario-da-vacina/a-falacia-dos-tratamentos-precoces-contra-a-covid-19/
https://veja.abril.com.br/blog/diario-da-vacina/a-falacia-dos-tratamentos-precoces-contra-a-covid-19/
https://noticias.r7.com/saude/se-pais-vacinar-1-milhao-por-dia-76-teriam-uma-dose-em-5-meses-20032021
https://noticias.r7.com/saude/se-pais-vacinar-1-milhao-por-dia-76-teriam-uma-dose-em-5-meses-20032021
http://www.iea.usp.br/noticias/iniciativa-da-uniao-pro-vacina-resgata-participacao-das-mulheres-na-historia-da-vacinologia
http://www.iea.usp.br/noticias/iniciativa-da-uniao-pro-vacina-resgata-participacao-das-mulheres-na-historia-da-vacinologia
https://www.clubenoticias.com/noticia/12449/butanvac-saiba-mais-sobre-essa-tecnologia-e-como-ela-pode-ser-importante-no-combate-a-covid-19
https://www.clubenoticias.com/noticia/12449/butanvac-saiba-mais-sobre-essa-tecnologia-e-como-ela-pode-ser-importante-no-combate-a-covid-19
https://cbn.globoradio.globo.com/media/audio/336008/sao-anuncios-que-trazem-esperanca-mas-devem-ser-re.htm
https://cbn.globoradio.globo.com/media/audio/336008/sao-anuncios-que-trazem-esperanca-mas-devem-ser-re.htm
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Entrevista Jornal da Record das 20h 
https://www.youtube.com/watch?v=9QRha_pXHPY 
 
The International Journalists' Network - Webinar #33: Rumos aos 3 mil mortos por 
dia: o que mais podemos fazer? 
https://www.youtube.com/watch?v=ak2KGRYnPnY 
 
Entrevista TVT Programa Central do Brasil https://www.youtube.com/watch?v=L9-
PZa6Jhe0 
 
Entrevista Programa Cruzando Conversas RDC TV https://lnkd.in/dtT6k9F 
 
Participação Rádio Show Time: Oncogenética e Covid-19 - 12/03 
https://soundcloud.com/radioshowtimeoficial/evening-news-12032021 
 
Entrevista Rádio Oceano FM 91.1 FM 
 
Participação Vacina Talks: UPVacina: 
https://www.youtube.com/watch?v=aGt5cTAtyYY 
 
Live IGTV Rede Análise Covid-19 - Vacinas: uma questão política, mas não 
partidária https://www.instagram.com/tv/CG3colRjjGQ/ 
 
Live IGTV Rede Análise Covid-19 - O quão perigosa pode ser a 2ª onda da Covid-
19 https://www.instagram.com/tv/CHJejoaDNvQ/ 
 

Live IGTV Rede Análise Covid-19 - A Covid Longa: sintomas que persistem após 
a cura https://www.instagram.com/tv/CHbgAMTj9Fw/ 
 

Live IGTV Rede Análise Covid-19 - Covid-19: Desvendando as fake news 
https://www.instagram.com/tv/CHth5pPDdUx/ 
 

Live Rede Análise Covid-19 YouTube - Dados da Pandemia: Uma verdade 
inconveniente https://www.youtube.com/watch?v=XckFqIte-XY&t=2s 
 
Live Rede Análise Covid-19 YouTube - "Então é Natal!" E o que faremos para 
minimizar os riscos? https://www.youtube.com/watch?v=p3TGyp6Bw6c&t=17s 
 
Live Movimento Biotecnologia Brasil - Biologia Sintética na produção de Fármacos 
https://www.youtube.com/watch?v=3ibGJQ02g3k 
 

Live Movimento Biotecnologia Brasil - Biologia Sintética na produção de Vacinas 
https://www.youtube.com/watch?v=KZGHf0kmoys&t=1132s 
 

https://www.youtube.com/watch?v=9QRha_pXHPY
https://www.youtube.com/watch?v=ak2KGRYnPnY
https://www.youtube.com/watch?v=L9-PZa6Jhe0
https://www.youtube.com/watch?v=L9-PZa6Jhe0
https://lnkd.in/dtT6k9F
https://soundcloud.com/radioshowtimeoficial/evening-news-12032021
https://www.instagram.com/tv/CG3colRjjGQ/
https://www.instagram.com/tv/CHJejoaDNvQ/
https://www.instagram.com/tv/CHbgAMTj9Fw/
https://www.instagram.com/tv/CHth5pPDdUx/
https://www.youtube.com/watch?v=XckFqIte-XY&t=2s
https://www.youtube.com/watch?v=p3TGyp6Bw6c&t=17s
https://www.youtube.com/watch?v=3ibGJQ02g3k
https://www.youtube.com/watch?v=KZGHf0kmoys&t=1132s
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Mesa Redonda Movimento Biotecnologia Brasil - Biologia sintética sob o olhar da 
bioética: riscos, promessas e responsabilidades 
https://www.youtube.com/watch?v=4RfDW4Pec_k&t=2247s 
 

Live Bem-estar Capital - Vacinação e Controle da Pandemia 
https://www.youtube.com/watch?v=FICxC3KkoEI 
 
Live Aspectos bioquímicos do novo coronavírus - Uninassau Pernambuco 
 https://www.instagram.com/p/CJuTU9THAtI/ 
 

Live IGTV Elas na Ciência - Elas na Live: Covid-19  
https://www.instagram.com/tv/CKfFI_eHZF7/ 
 

Live IGTV Revista Com Tempo https://www.instagram.com/tv/CLAwVacpMNk/ 
 

Participação ZS WEB TV Ijuí - 15/01/2021 
https://www.facebook.com/watch/live/?v=3944059018946440&ref=watch_permalin
k 
 

Participação ZS WEB TV Ijuí 
https://www.facebook.com/zalmirsoaresnoticias/videos/472189493972843 
 
Participação Rádio Jornal Ibiá 
https://www.facebook.com/watch/live/?v=818980658689425&ref=watch_permalink 
 

Participação TV Thati Programa Ribeirão em Movimento 
https://www.facebook.com/watch/?v=459142975468238 
 
Participação Manawa Rádio Web: Programa Horizontes 
https://www.facebook.com/568679746639413/videos/239428761193496 
 
Threads no Twitter: https://threadreaderapp.com/user/laribrussa 
 
Palestras em Eventos: 
 
Simpósio Acadêmico de Biotecnologia da Uni Federal de Uberlândia - Lina Biotec 
- palestrante 
 
Conbiotec: Congresso Biotecnologia Online - palestrante 
 
Centro Acadêmico Bárbara McClintock, da graduação de Biotecnologia da USP - 
palestrante https://www.youtube.com/channel/UCRQKMpSN2ovX_3bKSt2g2Gg
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