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"A vida é como andar de bicicleta. Para manter o equilíbrio, você deve se manter em movimento." 

- Albert Einstein  



RESUMO 

Variações no número de cópias (do inglês Copy Number Variation - CNV) são segmentos iguais a ou 

maiores que 1 kilobase que apresentam variações estruturais como deleções e duplicações. 

Constituem uma fração de variação genética importante, que interagem, modulam ou direcionam a 

expressão gênica. MicroRNA são pequenos RNA de aproximadamente 20 nucleotídeos que regulam 

a expressão gênica pós-transcricional. O objetivo desta Tese foi analisar a expressão de microRNA 

com relação às variações estruturais do número de cópias dos respectivos genes em humanos, as 

regiões de CNV-miRNA. Foram selecionadas 11 regiões de provável polimorfismo no número de 

cópias além de duas regiões invariáveis como controle positivo, que foram avaliadas por triagem 

molecular em PCR quantitativa em uma amostra de 103 indivíduos da população brasileira. Em 

seguida, uma segunda amostragem de 30 indivíduos tiveram DNA e RNA coletados de células 

mononucleadas do sangue (PBMC) e de epitélio bucal e RNA total do plasma para respectiva 

quantificação da expressão desses microRNA. Para elucidar questões relativas à dosagem gênica, a 

expressão de microRNA foi comparada com o número de cópias das respectivas regiões gênicas. Das 

regiões que apresentaram polimorfismo (CNV-miR-570, -miR-499, -miR-126, -miR-150, -miR-338, -

miR-1275), apenas uma não teve o microRNA quantificado (CNV-miR-499) por não ter apresentado 

amplificação nos tecidos e também no plasma. Os microRNA miR-570 e miR-338, tiveram uma 

expressão relativa crescente de acordo com o número de cópias para frações de PBMC (e plasma 

somente para o miR-570), no entanto, estatisticamente não significativas. Numa simulação 

populacional pelo método Monte Carlo (n = 1.000), foi identificada diferença significativa para o 

miR-570, com taxa de mudança progressiva relativa entre ao número de cópias. A hipótese de que o 

número de cópias de uma região contendo genes miRNA pode afetar a regulação da expressão de 

genes abre uma perspectiva de novas pesquisas envolvendo a variabilidade fenotípica. 

Palavras-chave: Polimorfismo populacional, CNV, microRNA, CNV-miRNA, dosagem gênica 



ABSTRACT 

Copy number variation (CNV) are DNA segments of 1 kilobase or larger, showing structural 

variations, such as deletions, insertions or duplications. It constitutes a significant fraction of 

genetic variation that directly interacts or modulates gene expression. MicroRNA is a class of small 

RNA of about 20 nucleotides that regulates post-transcriptional gene expression. The aim of this 

Thesis was to analyze the expression of microRNA regarding the number of copies of their 

respective genes in humans, the CNV-miRNA regions. Eleven regions of probable polymorphisms in 

addition to two invariable control regions were selected and evaluated by quantitative PCR 

molecular screening in a sample of 103 individuals of the Brazilian population. Then, a second 

sample of 30 subjects had DNA and RNA collected from blood mononuclear cells (PBMC), oral 

epithelium and total RNA from plasma, quantified the expression of those microRNAs and 

compared with the number of copies, aiming to elucidate the relative response to gene dosage. 

From the regions that showed polymorphism (CNV-miR-570, -miR-499, -miR-126, miR-150, -miR-

338, -miR-1275) only one was unable to have the microRNA quantified (miR-499) for failing to 

provide amplification in tissues and plasma. The microRNA miR-570 and miR-338 had an increased 

relative expression according to the respective number of copies for PBMC fraction (and plasma 

only for miR-570), though not statistically significant. In a population simulation by Monte Carlo 

method (n = 1,000), a significant difference was identified to miR-570, with progressive rate of 

relative change between the categories of number of copies. The hypothesis that the copy number 

variation of a region containing miRNA genes can affect the regulation of gene expression opens a 

new perspective for research regarding phenotypic variability. 

 

Key-words: CNV, population polymorphism, microRNA, gene dosage, CNV-miRNA 
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INTRODUÇÃO 

 

Variações nas sequências do genoma são um dos principais componentes de 

investigação científica dos fenótipos comuns e patológicos para desvendar os mecanismos 

das suas origens e desenvolvimento. Na natureza, os fenótipos são complexos na sua 

etiologia, resultante da interação de componentes genéticos e fatores ambientais. A 

variação no genoma humano sempre foi alvo dessas investigações, desde os primeiros 

estudos de ploidia e alterações cariotípicas microscopicamente visíveis, passando pela 

premissa clássica do dogma central da biologia, chegando até modelos atuais mais 

complexos, envolvendo controle da expressão gênica por mecanismos genéticos e 

epigenéticos (LANDER, 2011). Padrões de variação no genoma podem ajudar a identificar 

as regiões que possuem associações com características biológicas e que, de alguma 

maneira, atuam no controle desses eventos em populações humanas (LANDER, 2011). O 

volume e a qualidade de dados gerados pelo sequenciamento massivo de genomas ajudou a 

ciência na busca pelas explicações de alguns desses mecanismos e suas redes de integração, 

de forma abrangente, imparcial e livre de hipótese (KELL; OLIVER, 2004). 

Desde os primeiros estudos de citogenética, reconheceu-se que perdas ou ganhos de 

cromossomos inteiros, as aneuploidias, ou alterações estruturais microscopicamente 

visíveis de fragmentos cromossômicos como as deleções, inserções ou translocações são 

responsáveis por diversas síndromes genéticas comuns e raras, além de doenças de 

desenvolvimento intelectual e cognitivo, não associadas a síndromes reconhecidas (LEE, C.; 

SCHERER, 2010; SHAW et al., 2004). As primeiras descrições de alterações cromossômicas 
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mais importantes para a medicina foram feitas pelo cientista Francês Lejeune e sua equipe, 

descrevendo a trissomia do cromossomo 21 como responsável pela Síndrome de Down 

(LEJEUNE et al., 1959) e a primeira descrição de Síndrome herdada por deleção, a Síndrome 

Cri-du-chat, envolvendo a deleção parcial do braço curto do cromossomo 5 (LEJEUNE et al., 

1963). Uma variação estrutural microscopicamente visível, relacionada a patologias não 

sindrômicas, descrita a cerca da mesma época, foi a translocação cromossômica recíproca 

entre os braços longos dos cromossomos 9 e 22, t(9;22), cujo produto da fusão dos genes 

BCR e ABL, a proteína quimérica BCR-ABL, está presente em diversos casos de leucemia 

(NOWELL; HUNGERFORD, 1960). 

As variações cromossômicas podem ser detectadas e analisadas por metodologias 

que abrangem todo o genoma (genoma-completo), bem como serem restritas a uma região 

específica (LEE, J. H.; JEON, 2008). Métodos de investigação usados nas descobertas de 

alterações cromossômicas ligadas a síndromes genéticas se basearam em análises 

citogenéticas de genoma-completo, através do cariótipo obtido por coloração. A coloração é 

uma técnica baseada em princípios químicos usada para originar contraste entre diferentes 

componentes celulares, entre eles os cromossomos, permitindo sua visualização (DOLAN, 

2011). Ao longo do tempo, diversas técnicas de bandeamento cromossômico surgiram, 

trazendo com elas o aumento da resolução no número de bandas. O bandeamento G, que 

utiliza o corante Giemsa, é uma das técnicas de rotina mais utilizadas devido à sua 

simplicidade, sensibilidade e estabilidade. Sua resolução pode gerar de 300 até 850 bandas 

por genoma haploide, sendo maior a resolução aumenta-se a probabilidade de detecção de 

alterações cromossômicas de menores tamanhos (DOLAN, 2011). 
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Outras técnicas de fluorescência química que utilizam sondas específicas foram 

desenvolvidas para buscar melhor definição e ampliar as precisões metodológicas, como a 

Hibridização Genômica Comparativa (CGH do inglês Comparative Genomic Hybridization), 

hibridização in situ com fluorescência multicor, e cariotipagem espectral, entre outros 

métodos de citogenética molecular (MICALE; MOHAMED, 2012). Concomitantemente, a 

hibridização fluorescente foi amplamente utilizada para avaliar a deleção ou duplicação de 

regiões específicas ou para mapear genes a seus respectivos cromossomos. Como exemplo, 

a técnica de Hibridização Fluorescente in Situ (FISH – do inglês fluorescence in situ 

hybridization) foi desenvolvida e é constantemente utilizada em mapeamentos e validação 

de regiões com alterações de número de cópias (MICALE; MOHAMED, 2012). Métodos com 

alvos específicos são frequentemente usados na clínica médica para ajudar no diagnóstico 

de síndromes, pois usando sondas específicas para as regiões de interesse detectam 

microdeleções ou microduplicações não visualizadas em técnicas de bandeamento (BALLIF 

et al., 2008; STOFANKO et al., 2013; WEISS et al., 2008). 

A reação quantitativa em cadeia da polimerase (qPCR – do inglês Quantitative 

Polimerase Chain Reaction) é outro método que utiliza marcadores fluorescentes em 

conjunto com a leitura ótica computadorizada em tempo real da reação (D'HAENE et al., 

2010). É amplamente usada para quantificar ácidos nucleicos (DNA/RNA) pela amplificação 

da sequência alvo, permitindo uma maior sensibilidade de detecção. De maneira geral, a 

qPCR em tempo real é utilizada em um número crescente de aplicações de pesquisa, 

incluindo desde a discriminação alélica e análise de polimorfismos de única base (SNP do 

inglês Single Nucleotide Polymorphisms), validação de deleção ou duplicação de regiões 

específicas, testes de detecção de organismos geneticamente modificados, monitoramento e 
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detecção da carga viral e de outros patógenos (D'HAENE et al., 2010; VANGUILDER et al., 

2008). Além disso, é também utilizada extensivamente para quantificação de RNA de 

diversas classes, por meio de reações de PCR quantitativa por transcrição reversa, ou qRT-

PCR (RT – do inglês Reverse Transcription), no qual inicialmente o RNA extraído passa por 

uma reação de transcrição reversa para a quantificação de expressão gênica ou expressão 

de RNA não codificantes (D'HAENE et al., 2010; VANGUILDER et al., 2008). Por toda essa 

versatilidade, a qPCR é considerada uma técnica padrão ouro em análises de quantificação 

de ácidos nucleicos (D'HAENE et al., 2010; VANGUILDER et al., 2008). 

No método da qPCR, a quantidade de produto na reação deve, em teoria, duplicar a 

cada ciclo, resultando em uma amplificação exponencial da região alvo. O fragmento 

amplificado é monitorado em tempo real, por meio da intensidade de fluorescência emitida, 

usando uma molécula chamada de repórter. Vários produtos químicos de detecção estão 

disponíveis comercialmente para medir a quantificação de produto, incluindo as sondas de 

hidrólise (por exemplo, sondas TaqMan®), ou moléculas de ligação que emitem 

fluorescência quando ligadas a cadeia dupla do DNA em regiões não-específicas, como o 

corante SYBR Green® (VANGUILDER et al., 2008). 

De maneira geral, nas reações de qPCR, a ausência de uma sequência alvo específica 

na reação não permite a emissão de fluorescência ou pela presença de uma molécula 

supressora do sinal da molécula repórter, o quencher (sondas TaqMan®, Applied 

Biosystems, EUA), ou por não ter incremento de produto para ligação do corante (SYBR 

Green®, Life Technologies, EUA). Nessas estratégias, a reação de PCR é caracterizada por 

três fases: a fase exponencial (quando o alvo é amplificado exponencialmente), a fase linear 
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(quando a quantidade do produto é amplificada a uma taxa linear progressiva); e a fase 

platô (na qual não há mudança significativa na quantidade de produto amplificado), 

(D'HAENE et al., 2010; VANGUILDER et al., 2008). Na fase inicial da PCR, os substratos não 

estão limitados e não há nenhuma degradação dos produtos. À medida que a reação ocorre, 

o alvo é amplificado de maneira exponencial até atingir uma concentração suficiente para 

iniciar a emissão de fluorescência em quantidade detectável. O número de ciclos na reação 

em que esse valor ocorre é definido como limite de transição de fases (Ct do inglês – Cycle 

threshold), ocorrendo no limiar de mudança entre a fase exponencial e a linear (D'HAENE et 

al., 2010; VANGUILDER et al., 2008). O valor de Ct determinado para cada reação pode ser 

usado então para gerar uma quantificação relativa usando o método Ct comparativo, onde o 

valor de Ct encontrado para o alvo é comparado com um gene, ou da expressão gênica, de 

um controle de reação, geralmente controle endógeno (D'HAENE et al., 2010; VANGUILDER 

et al., 2008). Nas sondas TaqMan®, quando ocorre a hibridização com a sequência-alvo de 

interesse, a molécula repórter é liberada emitindo a fluorescência, que é detectada pelo 

aparelho termociclador. O nível de fluorescência detectado está diretamente relacionado à 

quantidade de alvo amplificada em cada ciclo de PCR, formando uma curva de amplificação 

no formato sigmoide (D'HAENE et al., 2010; VANGUILDER et al., 2008). 

 

Variações no número de cópias 

O advento das técnicas de biologia molecular foram fundamentais para o surgimento 

de ferramentas de alta tecnologia para o rápido desenvolvimento científico. Durante o 

projeto de sequenciamento do genoma humano na transição do século XX para o XXI, a 
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aplicação de um conjunto de clones em vetores de cromossomos artificiais de bactéria 

(BAC, do inglês Bacterial Artificial Chromossome) permitiu que o processo de 

sequenciamento ocorresse em escala massiva. O microarranjo baseado em BAC para 

hibridização genômica comparativa, o CGH-BAC-Array, possibilitou a identificação de 

variações submicroscópicas em todo genoma por meio de genotipagem de pacientes-

controle saudáveis (IAFRATE et al., 2004; SEBAT et al., 2004; TUZUN et al., 2005). Embora o 

termo “saudável” tenha sido utilizado originalmente para identificar indivíduos livres de 

determinadas doenças, a amplitude de fenótipos comuns variáveis fez com que uma 

diversidade de polimorfismos genéticos possivelmente associados fosse identificada em 

indivíduos sem manifestações patológicas. Com isso, o termo “grupo controle” ou mesmo os 

dados de sequenciamento de um único indivíduo tomado como controle, podem gerar 

questões de ordem prática na análise populacional de variantes genéticas, criando uma 

suposição hipotética onde os termos saudáveis ou controle são usados como definição a 

priori, que, na realidade, por si é multifatorial e complexo de estruturar. 

A variabilidade fenotípica em populações humanas é determinada em grande parte 

por dois fatores complementares: meio ambiente e informação genética. A variação 

genética é causada por diferentes variantes presentes no genoma humano, sejam 

polimorfismos comuns ou mutações menos frequentes. O grande número de variações 

estruturais entre indivíduos constituiu-se como uma importante fonte de diversidade e 

variabilidade genética populacional. Além disso, as variações estruturais foram incluídas 

em estudos de grande porte que buscavam entender seu papel na variação fenotípica 

comum e na susceptibilidade a doenças (IAFRATE et al., 2004; SEBAT et al., 2004; TUZUN et 

al., 2005). 
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Até recentemente, pensava-se que a maioria destas variantes fosse mudanças 

pontuais de um nucleotídeo, SNP, que estão presentes no genoma humano em torno de 

aproximadamente 10 milhões, separadas em categorias de polimorfismos frequentes 

(frequência de alelos acima de 1% em populações) ou variantes raras. Por definição, 

variantes raras são definidas como aquelas abaixo de 1% (FRAZER et al., 2009). No entanto, 

de maneira menos estrita, essas definições de percentual podem variar em frequencia 

populacional entre 0,1% e 3% dependendo do tipo de polimorfismo e a relação genética 

com outras variantes, podendo chegar até 5% caso não apresentem desequilíbrio de ligação 

(FRAZER et al., 2009). Abaixo desse limiar podem ser caracterizadas como variantes novas 

(FRAZER et al., 2009). Os polimorfismos do genoma humano foram descritos a partir dos 

resultados de dois grandes projetos derivados do genoma humano: The International 

HapMap Project (GIBBS et al., 2003) e seu seguimento, o One Thousand Genome Project 

(KAISER, 2008). 

À medida que foram surgindo novas ferramentas de análise, grandes duplicações e 

deleções foram identificadas também como fonte de variação genética sem estarem 

aparentemente relacionadas com nenhuma doença (BARBER et al., 1998; IAFRATE et al., 

2004; SEBAT et al., 2004). O termo mais abrangente para essas variações, variação 

estrutural de segmentos genômicos, inclui em seu escopo o polimorfismos que envolvem 

ganho ou perda de porções a partir de 1000 pares de bases (ou 1 kilobase, kb) de extensão, 

ou maior (FEUK et al., 2006; SCHERER et al., 2007). Além disso, rearranjos de posição, como 

as translocações, ou de orientação, como as inversões, e outros mais complexos também 

complementam o conjunto de variações definidas pelo termo. As duplicações segmentares, 

também chamadas de cópia de baixa repetição (LCR, do inglês Low Copy Repeat) ou 
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Duplicons, são definidas como segmentos de DNA que ocorrem em duas ou mais cópias por 

genoma haplóide, com as diferentes cópias partilhando a partir de 90% de identidade de 

sequência (BAILEY et al., 2001). 

Dentro desse escopo, as variações no número de cópias (CNV – do inglês Copy 

Number Variation) são definidas como alterações genômicas com pelo menos 1 kb de 

extensão, envolvendo somente ganhos ou perdas em comparação com um genoma de 

referência (IAFRATE et al., 2004; LEVY et al., 2007; SCHERER et al., 2007; SEBAT et al., 

2004). Devido a limitações técnicas, tais rearranjos no genoma humano eram assumidos 

como limitados em escala. No entanto, desde 2004, o desenvolvimento de tecnologias de 

microarranjos e a disponibilidade da sequência completa do genoma humano tornaram 

possíveis e eficazes a obtenção de mapas individuais de genoma completo com os locais, 

precisão de cópias e frequências de CNV, revelando-as como uma das maiores fontes de 

variação genética humana (IAFRATE et al., 2004; REDON et al., 2006; SEBAT et al., 2004; 

TUZUN et al., 2005). 

É inegável que os SNP tenham aparecido como a maior fonte de variação genética 

em termos de número (LANDER, 2011). No entanto, o nível sem precedência de diversidade 

genética conferida por CNV abriu um novo tópico no entendimento da variação fenotípica, 

evolução humana e susceptibilidade a doenças. As variações no número de cópias cobrem 

individualmente aproximadamente 12% do genoma humano (REDON et al., 2006), com 

uma média de 12 variantes por indivíduo (FEUK et al., 2006; ITSARA et al., 2009; ITSARA et 

al., 2010), podendo chegar entre 20 até 30 CNV, sendo esses números dependentes dos 

limites de detecção definidos pela densidade dos arrays por genoma haploide e densidade 
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das sondas no mapa genômico, ou seja, regiões com alta ou baixa densidade de sondas 

(JAKOBSSON et al., 2008; LEVY et al., 2007).  

Muito embora essas variações sejam pouco numerosas quando comparado aos SNP, 

elas podem se estender por abrangência desde 1 kb por evento, podendo atingir regiões 

que codificam proteínas (SEBAT et al., 2004) ou regiões regulatórias da expressão gênica 

(STRANGER et al., 2007), resultando em uma fração significativa do genoma, tanto em 

extensão quanto em função (WOODWARK; BATEMAN, 2011). Em termos de número, a 

estimativa de variação individual pode chegar a mais de 350 milhões de pares de base 

(REDON et al., 2006), o que coloca definitivamente as CNV como uma importante fonte da 

variação genética. 

As mutações somáticas estão presentes em diversos tipos celulares e em tecidos 

aparentemente sem alteração morfológica ou funcional, sendo crucial para o entendimento 

do desenvolvimento embrionário e do processo de envelhecimento (DE, 2011). Durante o 

ciclo de vida de um indivíduo, desde a fecundação de um óvulo até o envelhecimento, as 

células somáticas podem acumular diversas alterações genéticas, de maneira que a mesma 

linhagem vinda de um único óvulo fertilizado pode dar origem a células com diferenças 

genéticas relevantes entre tecidos distintos, ou mesmo dentro do mesmo tecido 

(YOUSSOUFIAN; PYERITZ, 2002). A existência de células com genótipos distintos em um 

mesmo organismo é denominada de mosaicismo somático (DE, 2011; YOUSSOUFIAN; 

PYERITZ, 2002).  

O mosaicismo comumente surge como resultado de diferentes alterações genéticas 

como SNP, CNV, rearranjos estruturais, ganhos e perdas de cromossomos, por diversos 
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mecanismos, tanto induzidos, como por exemplo, exposição à radiação ultravioleta e o uso 

de drogas lícitas e/ou ilícitas; quanto espontâneos, por exemplo, elementos transponíveis, 

erros na replicação de DNA ou mecanismos defeituosos de reparo do DNA (DE, 2011; 

YOUSSOUFIAN; PYERITZ, 2002). Assim, as CNV aparecem potencialmente como candidatas 

ao mosaicismo, podendo ocorrer em células germinativas, em células somáticas que geram 

agregados teciduais dispersos ou mesmo diferentes mosaicos e eventos únicos em células 

individuais (MCCONNELL et al., 2013). 

A sua extensão e localização de pontos de quebra permite que diversos tipos de 

interferência genômica possam ocorrer. Assim, Woodwark e Bateman (2011) propuseram 

uma nomenclatura para diferentes tipos de genes afetados pelas CNV (Figura 01). Os genes 

que variam em número de cópia e que estão posicionados inteiramente dentro de CNV 

representam a primeira classe, ou tipo 1. A segunda classe, ou tipo 2, são genes em que pelo 

menos um dos pontos de quebra da CNV localiza-se dentro dos seus limites de extensão 

levando a fusão ou truncamentos. A terceira classe de genes afetados por CNV, ou tipo 3, 

são aqueles cuja CNV se encontra inteiramente dentro dele, geralmente esses genes podem 

ser interrompidos dependendo se o limite da CNV se localize em porções que atinjam os 

exons (WOODWARK; BATEMAN, 2011). 
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Figura 1: Tipos de Genes encontrados em regiões de variação do número de cópias classificados de acordo 

com o ponto de quebra da CNV. Caixas coloridas representam regiões gênicas de exons e linhas introns. Fonte: 

adaptado de Woodwark e Bateman (2011). 

 

Por representarem estruturas genômicas que podem estar associadas a fenótipos 

diversos, e que variam de ocorrência e frequência entre indivíduos e entre populações, as 

CNV podem ser consideradas como modelos alélicos de variação genômica, atribuindo a 

referência de alelo ao número de cópias presentes (KATO et al., 2009). Em populações 

diversas, CNV com frequências populacionais acima de 1% são caracterizadas como 

polimorfismos no número de cópias (CNP, do inglês Copy Number Polymorphism). Uma 

variante de menor frequência é definida por aquela menos comum em uma determinada 

população, no entanto o uso deste termo se complica quando uma região é multialélica, pois 

a frequência de um alelo, ou o número de cópia neste caso, pode variar de acordo com a 

população estudada e com a técnica utilizada para identificar as cópias (SCHERER et al., 

2007). Portanto, o termo frequência do número de cópia representaria melhor a realidade 

desse tipo de polimorfismo (LOCKE et al., 2006). 

As CNV abriram precedentes também para estudos evolutivos e populacionais. 

Diferenças significativas na frequência entre CNV foram descritas entre diferentes grupos 



17 

 

étnicos populacionais (CONRAD, D. F.; HURLES, 2007; JAKOBSSON et al., 2008; LI et al., 

2009; MCELROY et al., 2009; REDON et al., 2006; WINEINGER et al., 2011; XU et al., 2011; 

ZHANG, Y. B. et al., 2012), inclusive com relatos de CNV observadas exclusivamente em 

determinadas populações (ARMENGOL et al., 2009; PRONOLD et al., 2012; XU et al., 2011). 

Isso sugere um papel importante das CNV nos modelos de estratificação de populações 

mundiais, implicando em uma semelhança na história evolutiva de marcadores genéticos 

entre CNV em comparação com outros tipos de polimorfismos (JAKOBSSON et al., 2008). 

Diversos exemplos de polimorfismos de número de cópias em diferentes populações 

são relatados na literatura, com famílias de genes que podem atingir até centenas cópias 

(CAMPBELL et al., 2011; SUDMANT et al., 2010). O gene da Sulfotransferase Citosólica 

Humana (SULT1A1) possui distribuição do número de cópias que varia entre 1 e 5, e sua 

frequência para ganho (3 cópias ou mais) é relatada em torno de 26% em populações de 

origem Europeia e 63% para populações de origem Africana, constituindo um exemplo de 

CNV polimórfica em populações humanas (HEBBRING et al., 2007). Outro exemplo é o gene 

da amilase salivar, AMY1, cujo polimorfismo varia entre 2 a 15 cópias, e é relatado em 

diversas populações com histórico contrastante em relação ao padrão de consumo dietético 

de amido (PERRY et al., 2007). 

Um importante papel das CNV na evolução pode ser inferido a partir da análise das 

categorias funcionais dos genes que mais frequentemente se apresentam nesta classe de 

variante estrutural. Uma das características mais importantes para os estudos funcionais de 

CNV é sua localização predominantemente fora de sequências codificantes e elementos 

reguladores ultraconservados (REDON et al., 2006). Estes elementos são sequências de, 
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pelo menos, 200 pares de bases altamente conservadas entre várias espécies, incluindo 

humanos, ratos e camundongos (BEJERANO et al., 2004). As categorias funcionais com 

maior enriquecimento para CNV foram para genes envolvidos na adesão celular, na 

percepção sensorial olfativa e de respostas a estímulos químicos (NGUYEN et al., 2006; 

REDON et al., 2006). Além disso, as categorias que foram sub-representadas incluiu genes 

envolvidos na sinalização e proliferação celular, bem como os genes envolvidos na 

regulação de fosforilação de proteínas (NGUYEN et al., 2006; REDON et al., 2006). 

Entretanto, as variantes estruturais também podem influenciar os genes em cis ou 

em trans ao longo de grandes distâncias genômicas ou mesmo em cromossomos distintos, 

respectivamente. Assim, as CNV podem afetar a expressão gênica em centenas de 

quilobases de distância do local do rearranjo, atuando em elementos regulatórios de 

transcrição e tradução, e também por meio do controle de RNA mensageiro (mRNA) e taxas 

de degradação de proteínas (WEISCHENFELDT et al., 2013). Uma classe de moléculas 

envolvidas principalmente na regulação pós-transcricional da expressão gênica são o RNA 

não codificantes, entre eles os microRNA. 

 

MicroRNA 

O entendimento do controle da expressão gênica foi constantemente modificado nas 

duas últimas décadas pela descrição extensiva de RNA não codificadores (ncRNA). A 

maioria desempenha funções específicas, tais como o RNA ribossomal (rRNA) e o RNA 

transportador (tRNA), envolvidos na tradução do mRNA. No entanto, foi identificada nos 
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genomas de diversos organismos, uma classe abundante de pequenos RNA com prováveis 

funções de regulação pós-transcricional de determinados processos biológicos, tais como 

desenvolvimento, crescimento, diferenciação e metabolismo celular (AMBROS et al., 2003; 

LAU et al., 2001; REINHART et al., 2002). Entre os ncRNA, os pequenos RNA nucleares 

(snRNA) e os pequenos RNAs nucleolares (snoRNA) participam, respectivamente, do 

processamento de mRNA (ou em inglês, splicing) e na modificação do rRNA. Além deles, os 

microRNA notoriamente ganharam espaço no meio científico devido a sua função de 

regular a expressão gênica por meio da clivagem ou inibição da tradução de mRNA alvo 

(AMBROS et al., 2003; LAU et al., 2001; REINHART et al., 2002). 

Os microRNA são curtas moléculas de RNA de cadeia simples que são 

complementares a um ou mais RNA mensageiros e variam entre 21 a 30 nucleotídeos de 

tamanho, de acordo com mecanismos distintos de biogênese (FARAZI et al., 2008; MELO; 

MELO, 2014). A biogênese dos miRNA (Figura 02) é iniciada primeiramente pela 

transcrição da sua unidade transcricional, genes codificantes de RNA, por meio da enzima 

RNA polimerase II, gerando um transcrito longo de RNA chamado de miRNA primário (pri-

miRNA), contendo um ou vários transcritos (MELO; MELO, 2014). O transcrito primário é 

modificado da mesma maneira que os transcritos de mRNA, ou seja, recebe a marcação da 

7-metilguanosina na extremidade 5’ (5’cap) e a cauda de poli-adenosina (poli-A) na 

extremidade 3’ (AMBROS et al., 2003). Então são processados no interior do núcleo em 

miRNA em forma precursora de grampo em fita dupla (pre-miRNA, de aproximadamente 

70 pb) pela enzima RNase III Drosha (RNAse III endonuclease) juntamente com o cofator 

DiGeorge syndrome critical region 8 (DGCR8), (DAVIS-DUSENBERY; HATA, 2010; LEE, Y. et 

al., 2003). Uma vez processado, o microRNA é exportado do núcleo para o citosol pela 
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Exportina-5 (LUND et al., 2004). O complexo enzimático Dicer, um membro da superfamília 

RNase III, juntamente com a proteína de ligação TAR (TRBP), medeia o processamento 

citoplasmático do pre-miRNA em miRNA maduros, gerando um miRNA de fita dupla de 19 a 

24 pb (LUND et al., 2004). Uma destas fitas, chamada de fita passageira, é degradada por 

RNAses, enquanto a fita guia, ou fita madura, seletivamente se associa ao complexo de 

silenciamento induzido por RNA (RISC – do inglês RNA-induced silencing complex) e 

interage com os mRNA alvos por complementaridade na região 3’UTR, para degradá-los ou 

reprimir sua tradução (SCHWARZ et al., 2003).  

O reconhecimento acontece com um grau de complementaridade imperfeito, com 

falta de complementaridade principalmente na parte central do miRNA. A 

complementaridade perfeita promove a clivagem do mRNA catalisada pela associação da 

proteína ARGONAUTA ao complexo miRISC (CARTHEW; SONTHEIMER, 2009; INUI et al., 

2010). A única proteína Argonauta com atividade de clivagem do mRNA em humanos é a 

Ago2. No entanto, todas as demais quatro proteínas Ago se associam com miRNA e atuam 

no silenciamento gênico (CARTHEW; SONTHEIMER, 2009; INUI et al., 2010). A repressão da 

tradução do mRNA ocorre quando a complementaridade é imperfeita e, por mecanismos 

ainda não elucidados, sugere-se que a repressão aconteça durante a elongação e o miRNA 

promova a dissociação entre os ribossomos e o mRNA (CARTHEW; SONTHEIMER, 2009; 

INUI et al., 2010). 
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Figura 2: Esquema da via de biogênese e função dos microRNA. Fonte: adaptado de Melo e Melo (2014) 

As transcrições primárias dos microRNA, em seres humanos, são processadas no núcleo e clivadas pelo 

complexo Drosha-DGCR8 que reconhece a estrutura de RNA de cadeia dupla do pri-miRNA e libera um 

precursor (pre-miRNA) de 60 a 70 nucleotídeos. Este pré-miRNA é exportado para o citoplasma via exportina-

5, onde é novamente processado em miRNA/miRNA* pelo complexo DICER-TRBP, e em seguida associada a 

proteína Argonauta (Ago2 em humanos), formando o complexo de silenciamento (RISC). A fita simples miRNA 

serve como guia para o reconhecimento do alvo, enquanto a fita passageira miRNA* é clivada pela Ago2.  
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As sequências de DNA que codificam para miRNA, os genes de microRNA, podem ser 

encontradas em diversas regiões genômicas, como as intergênicas e intrônicas (INUI et al., 

2010). Estima-se que existam milhares de miRNA identificados em várias espécies de 

organismos, dos quais 1.872 precursores e 2.578 maduros estão descritos em seres 

humanos (dados de mirbase.org em Janeiro de 2014). Evidências sugerem que os miRNA 

estão diretamente envolvidos na biogênese de diversas características fenotípicas, como 

por exemplo, a regulação de secreção de insulina (POY et al., 2004), uma vez que cerca de 

um terço dos genes humanos pode ser controlado por miRNA (BEREZIKOV et al., 2005). 

Comparado com genes não regulados por miRNA, no entanto, os genes regulados por 

miRNA em geral têm uma variação maior na sua expressão entre diferentes grupos étnicos 

ou populacionais (LU; CLARK, 2012), além da expressão diferenciada dos próprios miRNA 

entre grupos distintos (HUANG et al., 2011). 

 

Implicações funcionais do número de cópias 

A variação no número de cópias de regiões genômicas possui algumas 

características evolutivas que podem ser funcionais ou meramente estruturais, incluindo 

sequências intrônicas ou exônicas, regiões promotoras com sítios de ligação para fator de 

transcrição ou regiões intergênicas (KONRAD et al., 2011). Cópias múltiplas de um gene 

podem servir de alternativa de segurança para genes essenciais. Por exemplo, para um gene 

que perde sua função em decorrência de uma mutação, sua cópia pode assumir o papel 

funcional, evitando possíveis efeitos deletérios (KONRAD et al., 2011). Esse modelo foi 

proposto como o mecanismo primário para a preservação de cópias de genes duplicados 
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onde a duplicação é um evento neutro à pressão seletiva. Em contraste, o modelo de 

divergência assume que uma duplicação pode ser positivamente selecionada porque doses 

mais elevadas de proteína fornecem uma vantagem seletiva imediata, em casos de genes 

sensíveis ao efeito de dosagem (SOSKINE; TAWFIK, 2010). 

O efeito de dosagem gênica corresponde à quantidade de produto do gene (mRNA 

ou proteína expressos) que irá aumentar de acordo com cada cópia adicional do gene, até 

um limite superior ser atingido, assumindo que não existam redes de retrorregulação que 

irão suprimir a expressão de genes (INNAN; KONDRASHOV, 2009). Fenótipos comuns têm 

sido relacionados positivamente com nível de expressão de proteínas, em uma maneira na 

qual o conceito de equilíbrio genético sensível à dosagem pode ser totalmente aplicável. O 

caso mais notável envolvendo variação fenotípica comum é o gene da amilase salivar 

(AMY1), detectados em uma frequência diferenciada populacionalmente entre ganhos e 

perdas cromossômicas (IAFRATE et al., 2004). Especificamente, a enzima amilase salivar foi 

identificada com níveis de expressão aumentados em função do aumento no número de 

cópias da região genômica que é transcrita, tendo sido ainda positivamente correlacionada 

com populações que possuem tradicionalmente dietas ricas em amido. Ou seja, em média, 

quanto maior o consumo de amido, mais cópias do gene AMY1 e maior concentração da 

enzima amilase salivar estarão presentes na população (PERRY et al., 2007). As implicações 

funcionais dessas alterações são, portanto, evidentes no impacto que a expressão gênica 

pode exercer sobre o fenótipo, de forma abrangente. Por exemplo, a deleção de um gene 

pode gerar a depleção de seu(s) produto(s), especialmente quando a região abriga genes 

onde a expressão de uma única cópia não é capaz de expressar o fenótipo associado, como 

no caso dos genes haploinsuficientes (CONRAD, B.; ANTONARAKIS, 2007; DANG et al., 
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2008), ou ainda, cópias extras de genes podem causar a superexpressão de seus produtos 

(CONRAD, B.; ANTONARAKIS, 2007; PERRY et al., 2007). 

Apesar de ser uma interação complexa e repleta de exceções (GOUT et al., 2010), 

existem propostas de modelos alternativamente simples para explicar o comportamento de 

dosagem gênica com relação aos fenótipos (CONRAD, B.; ANTONARAKIS, 2007). Entre elas 

podem-se destacar quatro (Figura 3): (a) Relação linear: diretamente proporcional entre a 

concentração de produto e o genótipo, sendo normalmente encontrada em proteínas 

estruturais e regulatórias; (b) Retorno decrescente: a concentração de produto mostra 

pouca variação ao longo de grandes intervalos de dose a partir de uma dosagem funcional 

mais adaptada, envolve caso de enzimas que funcionam em concentrações limitadas; (c) 

Efeito estequiométrico: essa alternativa corresponde à diminuição do fenótipo (ou fitness 

genético) tanto para incremento quanto para supressão de dosagem gênica. Certas 

categorias de genes funcionais enriquecidos para os reguladores de transcrição e moléculas 

sinalizadoras fazem parte dessa categoria. Geralmente envolvem complexos proteicos com 

subunidades em que, se uma das unidades monoméricas estiver presente em uma 

quantidade muito abaixo ou muito acima da concentração de formação dos intermediários, 

o complexo não se forma na quantidade preconizada (VEITIA et al., 2008); (d) Proteínas 

com característica de agregação: nesse modelo proteínas tendem a se agregar caso o limiar 

de expressão diploide tenha sido ultrapassado, como é o caso da proteína precursora da β-

amilóide, uma das responsáveis, em parte, pela etiologia da doença de Alzheimer. Conrad e 

Antonarakis (2007) propuseram esses modelos baseados em diversos dados publicados em 

relação ao fitness genético e modelos de genótipos de haploinsuficiencia até duplicação do 

alelo selvagem (indicados na figura 3 pelos símbolos “a” e “A”). 
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Figura 3: Representação esquemática da resposta de dosagem gênica ao fenótipo. (a) Relação linear; (b) 

Retorno decrescente; (c) Efeito estequiométrico; (d) Proteínas com característica de agregação Fonte: 

Adaptado de Conrad e Antonarakis (2007). 

 

No entanto, algumas destas variantes existem também nos genomas de indivíduos 

fenotipicamente normais, logo, elas podem não ser uma causa direta somente de doenças 

genéticas, mas a sua presença pode levar a rearranjos cromossômicos que podem 

influenciar a expressão de genes específicos dando origem variações fenotípicas comuns 

(GIGLIO et al., 2001; HOLLOX et al., 2003; IAFRATE et al., 2004; OSBORNE et al., 2001; 

SHAW; LUPSKI, 2004). Dentre essas possibilidades, se enquadram as CNV de regiões não 
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codificantes e as que regulam a expressão de genes próximos ou distantes pela alteração 

dos seus potenciadores, ou do inglês, enhancers (KLOPOCKI; MUNDLOS, 2011). 

Os genes de microRNA, por estarem representados em regiões pequenas do genoma, 

estão mais propensos a se enquadrarem em genes com CNV do tipo 1 e, assim, estariam 

afetados diretamente no quantitativo de seu produto (MARCINKOWSKA et al., 2011). Pelo 

fato das CNV participarem de 18% das variações na expressão de genes, existe uma 

possível correlação em que a expressão dos miRNA pode ser modificada pelo número de 

cópias genômicas (MARCINKOWSKA et al., 2011). 

Em casos de polissomia, como a trissomia do cromossomo 21, em cinco dos miRNA 

derivados do cromossomo 21 humano, três foram superexpressos em um dos 

experimentos, o miR-99a, let-7c e miR-155 (KUHN et al., 2008), e um deles, o miR-155, foi 

diferencialmente expresso em fibroblastos isolados a partir do indivíduo com Síndrome de 

Down quando comparado com o irmão gêmeo não-afetado (SETHUPATHY et al., 2007). Foi 

verificado que a superexpressão de microRNA do cromossomo 21 resultou na diminuição 

específica da expressão de proteínas alvo que contribuem, em parte, para o fenótipo da 

Síndrome de Down (ELTON et al., 2010). Esses experimentos demonstraram que, de certa 

maneira, a expressão de microRNA pode ser modulada de acordo com o número de cópias 

no genoma, interferindo assim no processo traducional e consequentemente na variação 

fenotípica (ELTON et al., 2010). A expressão diferenciada de microRNA tem sido observada 

também em regiões recorrentes de alteração do número de cópias, tanto perda como 

ganho, em casos de câncer, como os de leucemia linfoblástica aguda (NINOMIYA et al., 
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2012), leucemia linfocítica crônica (CALIN et al., 2002) e adenoma hipofisário (BOTTONI et 

al., 2005). 

Esse fenômeno abre perspectivas para estudos de fenótipos comuns e patológicos 

envolvendo a variação do número de cópias em genomas humanos e sua expressão 

diferenciada. Estudos recentes de bioinformática identificaram genes para os pré-

microRNA em sítios gênicos que estão inseridos em regiões de variações estruturais 

recorrentes e polimórficas (DUAN, S. et al., 2009; FELEKKIS et al., 2011; MARCINKOWSKA 

et al., 2011). Sugere-se que a variação do número de cópias, tanto de regiões de microRNA 

quanto a de seus alvos na qual eles agem, podem ter modulado os microRNA a atuar como 

equilibradores da expressão gênica durante a evolução, numa tentativa de regular a 

expressão gênica e aumentar a tolerância à plasticidade do genoma (FELEKKIS et al., 2011). 

Porém, o estudo da variabilidade comum e patológica entre variação do número de cópias e 

expressão dos respectivos microRNA ainda necessita de investigações a fim de elucidar se 

sua resposta pode ser classificada como sensível à dosagem. 
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HIPÓTESES 

 

As regiões genômicas de microRNA descritas como polimórficas por estudos de 

bioinformática, apresentam variação no número de cópias em uma amostra da população 

brasileira. 

 

A expressão de microRNA é afetada pelo número de cópias genômicas das 

respectivas regiões. 
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OBJETIVOS 

Objetivo Principal 

 

Analisar a expressão de microRNA com relação às variações estruturais do número 

de cópias dos respectivos genes em humanos. 

 

Objetivos Específicos 

• Identificar regiões polimórficas no número de cópias contendo genes de microRNA; 

• Caracterizar as regiões de CNV como polimórficas em uma amostra da população 

Brasileira; 

• Quantificar o número de cópias das CNV em indivíduos sem alterações patológicas; 

• Quantificar a expressão de microRNA em indivíduos sem alterações patológicas; 

• Correlacionar o número de cópias das CNV com a expressão de microRNA 

• Estabelecer modelos de interação entre o número de cópias e expressão de 

microRNA. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

Amostras biológicas 

A amostragem utilizada para triagem molecular de CNV foi constituída por 103 

indivíduos não relacionados da população Brasileira (Masculino n= 52 e Feminino n= 51), 

distribuídos entre as cinco regiões geopolíticas na seguinte configuração: Centro-Oeste 

n=21; Nordeste n=20; Norte n= 22; Sudeste n=22; Sul n=18. Essa amostragem aborda a 

caracterização de variabilidade genética em termos populacionais, portanto os indivíduos 

que compuseram a amostragem não passaram por critérios de seleção para inclusão e 

exclusão de acordo com características fenotípicas. Para fins de cálculos probabilísticos, 

essa amostragem apresenta um poder de 90% para uma frequência alélica mínima de 0,01 

(B-RAO, 2001) 

Para a avaliação da relação entre o número de cópias e a expressão de microRNA 

foram coletados, ao mesmo momento, o sangue periférico (origem embrionária 

mesodérmica mesenquimal) e células epiteliais da mucosa oral (origem embrionária 

ectodérmica) de 30 indivíduos, que tiveram o DNA e o RNA extraídos desses dois tecidos, 

além de RNA total extraído do plasma, fluido corporal com quantidades significativas de 

microRNA circulante (WEBER et al., 2010). O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Católica de Brasília, via Plataforma Brasil 

CAAE: 13575813.1.0000.0029 - número do parecer: 218.781. Todos os voluntários 
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assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido autorizando o uso de seu 

material biológico para esta pesquisa (Anexo I, página 96). 

A extração do DNA de sangue periférico foi realizada por coleta venosa em tubo 

Vacutainer® (BD Diagnostics, EUA) contendo EDTA como anticoagulante, e estocado em 

4ºC de temperatura para posterior extração pelo método de alta concentração salina (do 

inglês “Salting out”). Para a extração de DNA de células do epitélio da mucosa oral foi 

coletado um esfregaço bucal com escova cervical durante um minuto e inserido em um tubo 

de microcentrífuga de 1,5 mL, que prosseguiu para extração com o kit comercial GFX 

Genomic DNA Purification Kit (GE Healthcare, EUA). 

A extração de RNA das células bucais foi realizada com modificações do protocolo 

descrito por Spira et al. (2004). Um esfregaço das células bucais foi realizado com uma 

escova cervical por um minuto e, em seguida, foi inserido em um tubo de microcentrífuga 

de 1,5 mL contendo 0,75 mL de solução RNAlater™ (Qiagen, EUA) e incubado em baixa 

temperatura para conservação (4°C por até 72h ou -20°C por até 15 dias). Após o 

armazenamento os tubos foram centrifugados a 8000 g para formar pellet de células. 

Descartou-se totalmente o RNAlater™, e, se necessário, com auxilio de micropipeta retirou-

se o restante de modo a não deixar solução no tubo. Em seguida, as frações de RNA total 

foram extraídas segundo o protocolo de extração pelo reagente miRNeasy (Qiagen, EUA). 

Para o isolamento de células mononucleadas do sangue (PBMC – do inglês peripheral 

blood mononuclear cells) foi coletado aproximadamente 4,0 mL de sangue periférico em 

tubo Vacutainer® (BD Diagnostics, EUA) contendo EDTA como anticoagulante, estocados 

em temperatura ambiente e processados em até 2 horas. A separação das frações do sangue 
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total foi realizada pelo método de gradiente em Ficoll-hypaque densidade 1.077 g/L, 

(Pharmacia Biotech, Brasil). O método consiste na adição vagarosa de 3,0 mL de sangue 

recém coletado, com ajuda de uma micropipeta de 1000 µL em um tubo de centrífuga de 8,0 

mL contendo 2,0 mL de Ficoll-hypaque em temperatura ambiente. Em seguida foi 

centrifugado durante 20 minutos a 1500-1800 RFC (aproximadamente 5000 rpm em rotor 

de 10 cm de raio) e frenagem ajustada para o nível mínimo (se possível sem frenagem). 

Após a centrifugação, as células mononucleares e plaquetas constituíram uma camada 

esbranquiçada entre a camada de Ficoll-hypaque (acima da camada de hemácias) e a de 

plasma. Foi aspirada a maior quantidade possível de plasma sem perturbar a camada de 

células, que em seguida foi imediatamente coletada com ajuda de uma micropipeta de 200 

µL e foi transferida para um tubo de microcentrífuga de 1,5 mL contendo 0,75 mL de 

solução RNAlater™ (Qiagen, EUA). Posteriormente, as frações de RNA total foram extraídas 

das células mononucleadas isoladas e do plasma sanguíneo segundo o protocolo do 

reagente miRNeasy (Qiagen, EUA). 

O protocolo de extração de RNA total pelo kit miRNeasy (Qiagen, EUA), consistiu em 

primeiramente isolar as células ou fluido de interesse lisadas com 500 µL de Trizol® 

(Invitrogen Life Technologies, EUA) ou Qiazoll® (Qiagen, EUA) sobre vortex constante por 

1 minuto. Deixou-se descansar em temperatura ambiente por 5 minutos e adicionou-se 140 

µL de clorofórmio, fechando o tubo e agitando vigorosamente sobre vortex constante por 

15 segundos. Deixou-se descansar em temperatura ambiente por 2 a 3 minutos. 

Centrifugou-se a 12.000 rpm a 4°C por 15 minutos e transferiu-se o sobrenadante (fase 

aquosa) para novo microtubo (do kit). Adicionou-se etanol 100% em 1,5 vezes o volume do 

transferido e misturou-se vagarosamente. Sem parar, pipetou-se 700 µL da amostra 
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(incluindo qualquer precipitado que tenha sido formado) em uma coluna do Kit miRNeasy. 

Centrifugou-se a 10.000 rpm por 15 segundos em temperatura ambiente. Descartou-se a 

fase aquosa repetindo o passo anterior caso tenha algum restante da amostra. Adicionou-se 

700 µL do Buffer RWT na coluna e centrifugou-se a 10.000 rpm por 15 segundos em 

temperatura ambiente. Descartou-se a fase aquosa. Em seguida, pipetou-se 500 µL de 

Buffer RPE na coluna e centrifugou-se a 10.000 rpm por 15 segundos em temperatura 

ambiente. Descartou-se a fase aquosa e repetiu-se esse passo (500 µL de Buffer RPE) com 

centrifugação por 2 minutos. Descartou-se a fase aquosa e repetiu-se a centrifugação por 

mais 1 minuto. Colocou-se a coluna em um novo microtubo de 1.5 µL e pipetou-se 25 µL de 

água RNAse free diretamente na membrana da coluna. Por fim, centrifugou-se a 10.000 rpm 

por 1 minuto em temperatura ambiente e repetiu-se a adição de 25 µL de água RNAse free e 

centrifugação. Essa última fração de 50 µL representa o RNA total extraído da amostra, que 

foi devidamente estocado em freezer a -80°C.  

As amostras de RNA e DNA foram submetidas à eletroforese em gel de agarose (1%), 

utilizando como agente intercalante fluorescente o brometo de etídio (10µg/mL) e padrões 

de DNA de fago λ com concentrações conhecidas. A visualização das bandas foi realizada no 

transiluminador de ultra-violeta DyNA Light (Labnet, EUA) com registro em foto-

documentador (Lab Trade, Brasil). Caso obtido sucesso de extração, as amostras foram 

quantificadas utilizando fluorímetro Qubit® 1.0 (Qiagen, EUA) conforme as recomendações 

do fabricante. A partir das concentrações originais, as amostras de DNA foram diluídas para 

a concentração de trabalho de 10 ng/µL. Devido a baixa quantidade de miRNA circulantes 

no plasma, não foi possível quantificar o RNA extraído em todas as frações e constituintes 

biológicos. Para normalizar a quantidade de RNA na reação de transcrição reversa, foi 
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utilizado o volume fixo constante (5µL) em reações conjugadas em multiplex para todas as 

amostras (MIZUNO et al., 2011). 

 

Regiões Alvo 

As regiões alvo de CNV-miRNA foram exploradas na literatura com ênfase no 

trabalho de Marcinkowska e colaboradores (2011) que classificaram por análise de 

bioinformática regiões de alta probabilidade de polimorfismo. Deste trabalho foram 

selecionados 05 locos com possível variação no número de cópias que possuíssem ensaios 

com sondas para PCR quantitativa TaqMan® (Applied Biosystems, EUA), disponíveis para 

avaliação do número de cópias e quantificação de microRNA. Além disso, outras 08 regiões 

foram escolhidas com base em estudos de microRNA em câncer (SLATTERY et al., 2011) e 

averiguação das regiões de CNV pelo banco de dados do Database of Genomic Variants (DGV 

- www.projects.tcag.ca/variation), estabelecendo o mesmo critério anterior para aquisição 

de sondas. Como controle diploide foi escolhida uma região sem variações registradas no 

DGV e que fosse igualmente utilizada como controle positivo das reações de microRNA.  

 

PCR quantitativa– Quantificação de CNV 

As CNV de interesse foram quantificadas utilizando ensaios customizados TaqMan® 

(Applied Biosystems, EUA) para as regiões específicas. O gene Ribonuclease P RNA 

component H1 (RPPH1) localizado no cromossomo 14 citobanda 14q11.2, descrito 
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comumente como RNAseP, conhecido por apresentar sempre duas cópias em um genoma 

diploide, foi empregado como controle interno positivo para calcular o número de cópias do 

alvo de interesse e para confirmar que a reação foi amplificada com êxito.  

As reações de qPCR foram realizadas seguindo o protocolo descrito por Mayo e 

colaboradores (MAYO et al., 2010) contendo 20ng de DNA, 5 µL TaqMan® Universal PCR 

Master Mix (Applied Biosystems, EUA), 0,5 µL de sondas e iniciadores das região específicas 

e de controle (20× working stock), e, por fim, água ultrapura livre de Nuclease, completando 

o volume final total para 10 µL. A amplificação foi realizada num sistema de PCR em tempo 

real StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems, EUA) com um sistema de 

ciclagem realizado com temperatura inicial de 95°C durante 10 minutos, seguido por 40 

ciclos de 95°C durante 15 segundos, 60°C durante 1 minuto.  

Os valores de Ct (do inglês Cycle threshold) foram gerados a partir de um limiar pré-

estabelecido e ΔCt (delta-Ct) foram calculados a partir da diferença dos valores de Ct do 

gene controle do número de cópia e da região alvo utilizando o software CopyCaller™ 

(Applied BioSystems, EUA), utilizando o método 2-∆∆Cq (WEAVER et al., 2010). O número de 

cópias calculado (CCN) de uma amostra foi obtido mediante da multiplicação da quantidade 

relativa (RQ = 2-∆∆Cq) estabelecida na reação e o número de cópias de um calibrador, ou seja, 

uma amostra com número de cópias conhecido. Uma vez obtido o número de cópias 

calculado foi estabelecido o número de cópias predito, que seria o número inteiro 

aproximado a partir do valor calculado, levando em conta a RQ e os desvios padrões de 

cada corrida. Em cada placa foi utilizado um controle negativo de amplificação (água 

ultrapura no lugar do DNA) e também uma amostra calibrador doada de um voluntário, 
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como controle positivo. Essa amostra foi submetida a testes de dupla análise 

(prova/contraprova) em qPCR usando um DNA de referência controle diploide, Affymetrix 

GeneChip® reference Genomic DNA, para determinação do número exato de cópias da 

amostra calibrador definitiva (CalD). Todas as reações em todas as placas foram feitas em 

triplicata. 

 

Reação de transcrição reversa de RNA total 

A reação de transcrição reversa (RTR) foi realizada a partir do RNA total extraído 

para obter o DNA complementar (cDNA) de cada amostra. Foi realizada com o Kit Taq-Man 

miRNA Reverse Transcription (Applied BioSystems, EUA), juntamente com os primers 

específicos para os miRNA. Para tal, foi utilizado um protocolo de reação em multiplex 

sugerido pelo fabricante (user bulletin, Publication Part Number 4465407), com 

modificações (página 92). Primeiramente foram preparados dois conjuntos multiplex 

(MPX), contendo 5 iniciadores RTR cada. Os conjuntos de iniciadores foram avaliados para 

verificar as possíveis formações de dímeros de iniciadores para PCR multiplex, usando 

como parâmetro de estimativa a energia livre de Gibbs a -10 kcal/mol, no programa online 

PriDimerCheking release 0.1.0 (SHEN et al., 2010). Para os conjuntos multiplex foram 

misturados os seguintes iniciadores de RTR em quantidades equimolares - MPX1: hsa-mir-

570, hsa-mir-126, hsa-mir-338, hsa-mir-650; RNU6B; MPX2: hsa-mir-449, hsa-mir-1275, 

hsa-mir-150, hsa-mir-16, RPL21. Para preparar a mistura de reação foi misturada para cada 

tubo: 10 mM dNTPs (1,0 µL), enzima Multiscribe Reverse Transcriptase (1,2 µL), Reverse-

Transcription Buffer (1,5 µL), Inibidor de RNase (0,2 µL), RTR multiplex (2,5 µL total – 0,5 
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µL de cada iniciador), água livre de RNases (3,6 µL) e RNA total da amostra (5 µL), somando 

um total de 15 µL. A reação foi realizada em tubos de poliproplileno livre de Nucleases 0,2 

mL, e em seguida foi levada para o termociclador Veriti™ (Applied BioSystems, EUA) nas 

seguintes condições: 16°C por 30 min, 42°C por 30 min, 85°C por 5 min. 

 

PCR quantitativa – Quantificação de microRNA 

As reações de RTR PCR foram diluídas na proporção de 1:5 (60 µL água livre de 

RNases para 15 µL de reação) e as reações de PCR em tempo real foram feitas em triplicata 

com volume total diminuído para 10 μL (MITCHELL et al., 2008), com master mix contendo 

água livre de nucleases (1,5 µL), 2X TaqMan® Universal PCR Master Mix (4,0 µL)e 20X 

TaqMan® miRNA Assay (0,5µL). Foram distribuídos 6,0 µL de master mix em uma placa de 

96 poços (MicroAmp Fast 96-well Reaction plate, Applied Biosystems, EUA) e, então, 

acrescentados 4,0 μL de produto de RTR, obtido previamente. Em seguida, a PCR em tempo 

real foi feita no StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied BioSystems, EUA) nas 

condições: 95°C por 10 min, seguido por 40 ciclos de 95°C por 15 seg e 60°C por 1 min. 

Os resultados obtidos foram analisados primeiramente com o auxílio do software 

SDS versão 2.2 (Applied BioSystems, EUA). A normalização dos dados foi feita pela média 

dos valores de Ct dos genes constitutivos endógenos (RNU6B e RPL21) utilizados como 

controles. Em seguida, obteve-se os valores de ∆Ct subtraindo-se dos valores de Ct de cada 

microRNA os valores da média dos Ct dos normalizadores (∆Ct = Ct alvo – Ct constitutivo), 

para cada amostra (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008). O passo seguinte foi utilizar o cálculo de 
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expressão relativa para os microRNA levando em consideração somente os normalizadores, 

sendo definida como a taxa de expressão relativa aos genes constitutivos, e expressa 

matematicamente por 2-∆Ct , sendo que a aplicação do logaritmo na base 2 gera a expressão 

relativa entre genes (ER = log2 2(-∆Ct)). 

Em seguida, fez-se a comparação entre grupos de referência e grupos de interesse 

pelo cálculo de ∆∆Ct (∆∆Ct = ∆Ct amostra - ∆Ct referência). Porém, como o modelo 

experimental não envolve tratamentos ou momentos diferentes em uma mesma amostra, 

os grupos foram tomados a partir do número de cópias predito para as regiões genômicas, 

sendo que uma ou nenhuma cópia representou o grupo “Perda”, duas cópias representou o 

grupo “diploide” e três ou mais cópias o grupo “Ganho”. Desta forma, o grupo “diploide” foi 

assumido como grupo de referência e os demais como grupos de comparação. Como as 

amostras, nesse caso, não são pareadas, a média dos grupos foi utilizada como 

determinação de variação entre as proporções. Expressão matemática que representa a 

taxa de mudança (FC do inglês Fold Change) foi dada por 2-∆∆Ct e a aplicação do logaritmo na 

base 2 do FC gerou a expressão relativa entre grupos (ER = log2 2(-∆∆Ct)). No mesmo sentido, 

Os cálculos de normalização e de ∆Ct foram realizados no software DataAssist™ (Applied 

BioSystems, EUA) que forneceu uma planilha para exportação no Excel, no qual foram 

concluídos os cálculos.  

A eficiência de todos os iniciadores TaqMan® (CNV e microRNA) foi confirmada 

usando uma diluição seriada de quatro a seis pontos, para se obter uma curva padrão 

utilizando as mesmas especificações de corrida estabelecidas no StepOnePlus™ Real-Time 

PCR System (Applied BioSystems, EUA). Com o valor da sua inclinação, foi calculada a 
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eficiência, cujos valores aceitos deveriam estar entre 90 e 110% e os valores de regressão 

(R²) aceitos como significativos a partir de 0,995. 

 

Análise estatística 

Para verificar a significância estatística dos dados gerados, o programa SPSS 

statistics v.13 foi utilizado como ferramenta para a análise. Para testar a dependência de 

variáveis categóricas e contínuas com o número de cópias foram utilizados, 

respectivamente, os testes de Qui-quardrado, teste-t e One-way ANOVA. A expressão 

diferencial dos microRNA foi analisada para significância de distribuição normal através do 

teste de Kolmogorov-Smirnov e comparada por teste-t entre os diferentes constituintes 

biológicos, epitélio bucal, células mononucleadas e plasma sanguíneo. Foi elaborado um 

mapa de expressão relativa para determinar de maneira geral quais microRNA estavam 

acima (up-regulated) ou abaixo da expressão dos controles endógenos (down-regulated), 

baseado em distâncias de correlação de Pearson e agrupadas pelo método de ligação 

completa utilizando o software DataAssist™ (Applied BioSystems, EUA).  

Para determinar os microRNA que parecem ter diferentes distribuições entre os 

diferentes subgrupos de CNV, foi usado o teste não paramétrico de Kruskal-Wallis para 

comparar mais de duas populações (k>3) em um delineamento experimental inteiramente 

casualizado, classificando as CNV de acordo com o número de cópias, ou também como 

grupos de perda (CN ≤ 1), diploide (CN =2) ou ganho (CN ≥ 3). Para avaliar os microRNA do 

plasma, a análise foi relativa ao número de cópias das células mononucleadas do sangue, 
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visto que existe forte correlação entre eles (PRITCHARD et al., 2011). A partir dos dados 

obtidos da expressão relativa aos genes constitutivos (log2 2-ΔCt) foi gerada uma simulação 

usando o modelo Monte-Carlo para predição de comportamento das variáveis aleatórias 

assumindo a distribuição normal em uma população gerada de 1.000 a 10.000 indivíduos. A 

simulação Monte Carlo gera números estocásticos das variáveis contínuas (no caso a 

expressão relativa dos microRNA) com base nos dados reais da distribuição de expressão 

(média e desvio padrão) e designa esses valores para a população gerada para cada número 

de cópias baseada na frequência de ocorrência da variação do número de cópias medida na 

população brasileira (GINSBERG et al., 2002). O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para 

comparar a diferença das médias entre os grupos. Também foram estabelecidos modelos 

preditivos de expressão para número de cópias não existentes na população, baseados em 

dois tipos de equação: (a) equação polinomial de primeira ordem (y = ax + b) e (b) equação 

logarítmica (y = a + b lnx). O ajuste da curva foi feito por regressão (R²). Os modelos foram 

plotados e calculados no programa GraphMathica for Windows versão 2.2e. Para todos os 

testes estatísticos, o grau de significância válido foi de p < 0,05, ou seja, 95% de 

confiabilidade. 

Para fins de compreensão, nesta Tese as regiões genômicas de maneira geral, 

independente de polimorfismo, foram denominadas como CNV-miRNA ou CNV-miR 

precedendo o número do microRNA. Por exemplo: CNV-miR-1 para representar a região 

genômica que contém o gene do microRNA hsa-miR-1. Desta forma espera-se evitar a 

confusão entre os termos de região genômica e do seu transcrito, o próprio microRNA. 



41 

 

RESULTADOS 

A busca por regiões de CNV contendo genes de microRNA na literatura rendeu um 

total de 209 CNV-miRNA, alguns dos quais com dois ou mais genes localizados mutuamente 

em uma mesma região de CNV (MARCINKOWSKA et al., 2011). Destes, foram selecionados 

11 (Tabela 01) que apresentaram estudos prévios de CNV com entradas depositadas no 

banco de dados DGV em constantes atualizações (ABECASIS et al., 2012; AHN et al., 2009; 

BENTLEY et al., 2008; CAMPBELL et al., 2011; CONRAD, D. F. et al., 2006; COOPER et al., 

2008; DE SMITH et al., 2007; GUSEV et al., 2009; IAFRATE et al., 2004; ITSARA et al., 2009; 

JAKOBSSON et al., 2008; JU et al., 2010; KIDD et al., 2008; KIDD et al., 2010; KIM, J. I. et al., 

2009; KORBEL et al., 2007; LEVY et al., 2007; LOCKE et al., 2006; MCCARROLL et al., 2006; 

MCCARROLL et al., 2008; MCKERNAN et al., 2009; MILLS et al., 2006; PANG et al., 2010; 

PARK et al., 2010; PERRY et al., 2008; PINTO et al., 2007; REDON et al., 2006; SEBAT et al., 

2004; SHAIKH et al., 2009; SHARP et al., 2005; SIMON-SANCHEZ et al., 2007; TEAGUE et al., 

2010; TUZUN et al., 2005; WANG et al., 2007; WHEELER et al., 2008; WONG, K. K. et al., 

2007; WONG, L. P. et al., 2012; XU et al., 2011; ZOGOPOULOS et al., 2007). Para os locos 

selecionados foi anotado o total de observações de perda e ganho de sequência na amostra 

geral, permitindo assim o cálculo médio das frequências de ocorrência de CNV (Tabela 01). 

Além dos selecionados, foram escolhidos no DGV outros dois locos como controle 

invariável, ou seja, potencialmente com duas cópias (hsa-miR-16-1 e RNU-6B). A tabela 02 

sumariza todas as regiões com a descrição de localização cromossômica dos locos e dos 

ensaios TaqMan® para microRNA e CNV e os códigos utilizados para identificação dos 

ensaios no Laboratório, no caso de CNV os três últimos números do fornecedor. 
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Tabela 1: Descrição de 11 microRNA selecionados para o estudo com CNV putativa, a partir do estudo de 

Marcinkowska et al. (2011). Orientação em relação ao DNA referência; Número de entradas no banco de 

dados DGV e estudos que depositaram essas entradas, com observações (número de indivíduos) totais da 

variação com relação a amostra total dos estudos e respectiva frequência relativa. Fonte: o autor. 

miRNA 
Orien- 
tação 

DGV 
Número 

de 
estudos 

Observações 
totais 

(Ganho/Perda) 

Amostra 
total 

Fre-
quência 

(%) 
Referências 

CNV-miR-650 + 44 20 624 13704 4,55% 

Cooper et al. (2008); de Smith et 

al. (2007); Itsara et al. (2009); 
Kim et al. (2009); Locke et al. 
(2006); McCarroll et al. (2006); 
Sebat et al. (2004); Shaikh et al. 
(2009); Sharp et al. (2005); Tuzun 
et al. (2005); Wang et al. (2007); 
Wong et al. (2007); Xu et al. 
(2011); Abecasis et al. (2012); 
Park et al. (2010); Wong et al. 
(2012); Ju et al. (2010); Kidd et al. 
(2010); Pang et al. (2010); 
Campbell et al. (2011). 

CNV-miR-570 + 44 17 176 8542 2,06% 

Xu et al. (2011); Abecasis et al. 
(2012); Redon et al. (2006); 
Locke et al. (2006); Wong et al. 
(2012); Conradet al. (2006); de 
Smith et al. (2007); Sharp et al. 
(2005); Perry et al. (2008); Park 
et al. (2010); Kim et al. (2009); 

McKernan et al. (2009); Bentley et 
al. (2008); Ju et al. (2010). 

CNV-miR-126 + 27 8 108 7514 1,44% 

Xu et al. (2011); Itsara et al. 
(2009); Jakobsson et al. (2008);  
Redon et al. (2006); Simon-
Sanchez et al. (2007); de Smith et 
al. (2007); Perry et al. (2008); 
Teague et al. (2010). 

CNV-miR-338 - 19 6 127 9579 1,33% 

Wong et al. (2007); Jakobsson et 
al. (2008); Park et al. (2010); 

Conrad et al. (2009); Xu et al. 
(2011); Shaikh et al. (2009). 

CNV-miR-150 - 7 3 52 6659 0,78% Perry et al. (2008); Wong et al. 
(2007) ; Xu et al. (2011). 

CNV-miR-183 - 3 3 15 2008 0,75% Conrad et al. (2009); Itsara et al. 
(2009); Shaikh et al. (2009). 

CNV-miR-1-1 + 12 5 47 8985 0,52% 

Simon-Sanchez et al. (2007); 
Jakobsson et al. (2008); Redon et 
al. (2006); Itsara et al. (2009); Xu 

et al. (2011). 

CNV-let-7g - 7 4 15 9128 0,16% 
Park et al. (2010); Jakobsson et al. 
(2008); Shaikh et al. (2009); 
Wong et al. (2007). 

CNV-miR-1275 + 4 3 8 8135 0,10% 
Abecasis et al. (2012); Conrad et 
al. (2009); Xu et al. (2011). 

CNV-miR-499 + 3 3 5 6637 0,08% 
Wong et al. (2007); Kidd et al. 
(2008); Xu et al. (2011). 

CNV-miR-31 - 3 2 3 6804 0,04% 
Redon et al. (2006); Xu et al. 
(2011). 
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Tabela 2: Descrição dos ensaios de microRNA e CNV pelo Genoma de referência NCBI build 37. * 

Loco escolhido como controle diploide. †Loco escolhido como controle diploide e como controle 

endógeno de reação de microRNA. Fonte: o autor. 

microRNA Ensaio miR Chr miR-Início miR-Fim Ensaio CNV 
Posição da 
sonda 

hsa-miR-570 2347 3 195426272 195426368 Hs03487806_cn 195425793 

hsa-let-7g 2282 3 52302294 52302377 Hs03459881_cn 52302140 
hsa-miR-1275 2840 6 33967749 33967828 Hs06754732_cn 33968165 

hsa-miR-183 2269 7 129414745 129414854 Hs04967643_cn 129413527 

hsa-miR-126 2228 9 139565054 139565138 Hs02940913_cn 139565397 
hsa-miR-31 2279 9 21512114 21512184 Hs03281785_cn 21512259 

hsa-miR-338–3p 2252 17 79099683 79099749 Hs03984183_cn 79100616 

hsa-miR-150 473 19 50004042 50004125 Hs04012189_cn 50003831 
hsa-miR-499b-3p 464911_mat 20 33578203 33578275 Hs01950141_cn 33578082 

hsa-miR-1-1 2222 20 61151513 61151583 Hs00892069_cn 61150760 

hsa-miR-650 1603 22 23165270 23165365 Hs03322330_cn 23166219 

*hsa-miR-16-1 000391 13 50623109 50623197 Hs03846573_cn 50622625 

†RNU-6B 001093 10 13259331 13259375 Hs05225739_cn 13259207 

 

Triagem molecular das regiões genômicas 

Para a triagem molecular das regiões selecionadas foi realizada primeiramente a 

validação dos iniciadores, determinada pela curva padrão de eficiência e respectivos 

valores de regressão (R²). Uma amostra de DNA reunido de 10 indivíduos com uma 

concentração inicial de 500ng/μL foi utilizada em diluições seriadas de 1:4. Os valores de 

eficiência variaram de 97,19% a 109,75% e R² entre 0,993 a 0,996. 

O ajuste da amostra calibrador definitiva foi realizado com a análise dos dados de 

RQ, juntamente com o controle endógeno de reação RNAseP, usando a amostra de 

referência “Affymetrix GeneChip® reference Genomic DNA”, com duas cópias dos genes 

controle e alvos. A análise validou o calibrador como duas cópias para todas as regiões 

investigadas (Figura 04). 
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Figura 4: Validação da amostra calibrador com cópia diploide para 9 ensaios de CNV, usando uma amostra 

aleatória (COSP27) e o DNA de referência em dupla análise (DNAT e TDNA). Fonte: O autor. 

 

A triagem molecular das 13 regiões CNV-miRNA foi realizada com sondas de qPCR 

em 103 indivíduos da população brasileira. Sete das regiões CNV-miRNA, incluindo as 

putativas regiões monomórficas CNV-miR-16-1 e CNV-RNU-6B, não apresentaram variantes 

polimórficas, isto é, 100% da amostra com duas cópias (Tabela 3 para frequência absoluta e 

Tabela 04 para frequência relativa). Enquanto as outras seis regiões apresentaram 

polimorfismo com a frequência de polimorfismo entre 1,95% (CNV-miR-1275) e máximo de 

37,9% (CNV-miR-570) em 103 indivíduos da população Brasileira. As regiões de CNV-miR-

570 e CNV-miR-499b-3p foram as mais polimórficas, variando de 1 a 4 cópias, e zero a 6 

cópias, respectivamente (Tabela 3 e Tabela 4). 
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Tabela 3: Distribuição da frequência absoluta dos ensaios de miR-CNV de acordo com o número de 

cópias genômica em 103 indivíduos da população brasileira. Fonte: O autor. 

CNV-miRNA 
Número de cópias 

0 1 2 3 4 5 6 

CNV-miR-570 0 12 64 25 2 0 0 

CNV-miR-499 2 6 81 3 5 4 2 

CNV-miR-126 0 2 98 3 0 0 0 

CNV-miR-150 0 2 99 2 0 0 0 

CNV-miR-338 0 1 99 2 1 0 0 

CNV-miR-1275 0 1 101 1 0 0 0 

CNV-miR-650 0 0 103 0 0 0 0 

CNV-miR-183 0 0 103 0 0 0 0 

CNV-let-7g 0 0 103 0 0 0 0 

CNV-miR-31 0 0 103 0 0 0 0 

CNV-miR-1 0 0 103 0 0 0 0 

CNV-miR-16 0 0 103 0 0 0 0 

CNV-RNU-6B 0 0 103 0 0 0 0 

 

 

Tabela 4: Distribuição da frequência relativa dos ensaios de miR-CNV de acordo com o número de 

cópias genômica em 103 indivíduos da população brasileira. Fonte: o autor. 

CNV-miRNA 
Número de cópias 

0 1 2 3 4 5 6 

CNV-miR-570 0,0 0,117 0,621 0,243 0,019 0,00 0,00 

CNV-miR-499 0,019 0,058 0,786 0,029 0,049 0,039 0,019 

CNV-miR-126 0,0 0,019 0,951 0,029 0,0 0,0 0,0 

CNV-miR-150 0,0 0,019 0,961 0,019 0,0 0,0 0,0 

CNV-miR-338 0,0 0,010 0,961 0,019 0,010 0,0 0,0 

CNV-miR-1275 0,0 0,010 0,980 0,010 0,0 0,0 0,0 

CNV-miR-650 0,0 0,0 1,00 0,0 0,0 0,0 0,0 

CNV-miR-183 0,0 0,0 1,00 0,0 0,0 0,0 0,0 

CNV-let-7g 0,0 0,0 1,00 0,0 0,0 0,0 0,0 

CNV-miR-31 0,0 0,0 1,00 0,0 0,0 0,0 0,0 

CNV-miR-1 0,0 0,0 1,00 0,0 0,0 0,0 0,0 

CNV-miR-16 0,0 0,0 1,00 0,0 0,0 0,0 0,0 

CNV-RNU-6B 0,0 0,0 1,00 0,0 0,0 0,0 0,0 
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Foram avaliados os dados disponíveis para essa amostragem com fim de detectar 

alguma interação com o número de cópias. As variáveis disponíveis eram: Gênero, região 

geográfica e estimativa de ancestralidade genética. Foi identificada uma diferença 

significativa com relação ao gênero, em que uma maior proporção de mulheres possuiu 

perda do número de cópias para a CNV-miR-570 (p = 0,014) e uma maior proporção de 

homens possuíram ganho para a CNV-miR-499 (p = 0,033) (Tabela 5). Para as regiões 

geográficas, não foram encontradas diferenças para a CNV-miR-570 (p = 0,352). No entanto, 

para a CNV-miR-499 foi encontrada uma diferença entre as regiões (p = 0,01), 

notoriamente identificado pela região sudeste (Tabela 6). Com dados do perfil de 

ancestralidade genética da amostra foi correlacionado com número de cópia. Apesar de 

apresentar pequena dissimilaridade nas estimativas de ancestralidade entre os grupos, não 

houve diferença estatisticamente significativa (Tabela 7), mesmo quando avaliado com 

ANOVA multifatorial (Tabela 8) (p = 0,113 para EUR; p = 0,081 para AFR e p = 0,088 para 

NAM).  

Um detalhamento comparativo com as amostras de banco de dados DGV foi 

realizado para cada uma das regiões genômicas em questão (Tabela 9), mostrando as 

diferenças entre a frequência total de polimorfismo em todos os estudos (n =15.156) e as 

frequências de polimorfismo máximo e mínimo, considerando cada estudo 

individualmente. 
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Tabela 5: Número absoluto de indivíduos por variação do número cópia das regiões CNV-miR-570 

e CNV-miR-499 classificados por sexo. Nível de significância em α = 0.05 para o teste Chi-

quadrado: * p = 0.001; † p = 0.004. Fonte: o autor. 

Número de cópia 
CNV-miR-570 *  CNV-miR-499 † 

Feminino Masculino  Feminino Masculino 

Perda 11 1  4 4 

Diplóide 29 35  45 36 

Ganho 11 16  2 12 

 

Tabela 6: Número absoluto de indivíduos por variação do número cópia classificados por das 

regiões CNV-miR-570 e CNV-miR-499 Região geográfica. Nível. Nível de significância em α = 0.05 

para o teste Chi-quadrado: * p = 0,352; † p = 0,001. Fonte: o autor. 

Região 
CNV-miR-570 *  CNV-miR-499† 

Perda Diploide Ganho  Perda Diploide Ganho 
Centro-Oeste (n=21) 0 15 6  1 20 0 

Nordeste (n=20) 4 9 7  2 18 0 
Norte (n=22) 4 15 3  2 19 1 

Sudeste (n=22) 3 14 5  0 12 10 
Sul (n=18) 1 11 6  3 12 3 

 

Tabela 7: Estimativas de proporção de ancestralidade na amostra da população brasileira (média ± 

desvio padrão) diferenciadas por variação do número de cópia das regiões CNV-miR-570 e CNV-

miR-499. Proporções para ancestralidade Europeia (EUR), Africana (AFR) e Nativo-Americana 

(NAM). Teste ANOVA com significância a 5%. Fonte: o autor. 

Região EUR AFR NAM 

CNV-miR-570 p = 0,226 p = 0,439 p = 0,263 

Perda (n=12) 0.677 ± 0.256 0.225 ± 0.172 0.099 ± 0.129 

Diplóide (n=64) 0.735 ± 0.200 0.172 ± 0.151 0.093 ± 0.116 
Ganho (n=27) 0.646 ± 0.284 0.207 ± 0.179 0.147 ± 0.200 

CNV-miR-499 p = 0,428 p = 0,122 p = 0,560 
Perda (n=8) 0.702 ± 0.297 0.137 ± 0.147 0.161 ± 0.271 

Diplóide (n=81) 0.718 ± 0.225 0.179 ± 0.162 0.103 ± 0.129 

Ganho (n=14) 0.630 ± 0.236 0.264 ± 0.145 0.106 ± 0.137 

Total (n=103) 0.705 ± 0.232 0.187 ± 0.161 0.108 ± 0.144 
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Tabela 8: Comparação das frequências absolutas do CNV-miR-499 entre regiões geográficas da 

população brasileira de acordo com a média da ancestralidade. Teste de ANOVA multifatorial com 

significância de 5%, p = 0,113 para EUR; p = 0,081 para AFR e p = 0,088 para NAM. Fonte: o autor. 

Região CNV-miR-499 n EUR AFR AMR 

Centro-Oeste 
Perda 1 0,363 0,419 0,218 

Diploide 20 0,617 0,226 0,157 
Ganho 0 . . . 

Nordeste 
Perda 2 0,967 0,016 0,017 

Diploide 18 0,719 0,179 0,102 
Ganho 0 . . . 

Norte 
Perda 2 0,727 0,193 0,080 

Diploide 19 0,666 0,217 0,118 
Ganho 1 0,499 0,273 0,228 

Sudeste 
Perda 0 . . . 

Diploide 12 0,803 0,142 0,055 
Ganho 10 0,596 0,283 0,121 

Sul 
Perda 3 0,622 0,086 0,292 

Diploide 12 0,886 0,076 0,037 
Ganho 3 0,788 0,198 0,014 

 



49 

 

Tabela 9: Comparação das frequências relativas populacionais das CNV-miRNA entre as amostras 

do banco de dados DGV (n total = 15.156, máximo e mínimo referente às populações de cada 

estudo) e a amostra da população brasileira. Fonte: o autor. 

CNV-miRNA 
DGV 

BRA Frequência 
total 

Máximo Referência Mínimo Referência 

CNV-miR-570 1,16% 60,78% 
de Smith et al. 
(2007) 

0,23% Xu et al. (2011) 37,86% 

CNV-miR-499 0,03% 11,11% Kidd et al. (2008) 0,02% Xu et al. (2011) 21,36% 

CNV-miR-126 0,71% 5,64% 
Jakobsson et al. 
(2008) 

0,32% 
Itsara et al. 
(2009) 

4,85% 

CNV-miR-150 0,34% 64,52% Perry et al. (2008) 0,06% Xu et al. (2011) 3,88% 

CNV-miR-338 0,84% 58,06% Park et al. (2010) 0,05% 
Shaikh et al. 
(2009) 

3,88% 

CNV-miR-
1275 

0,05% 0,67% 
Conrad et al. 
(2009) 

0,03% Xu et al. (2011) 1,94% 

CNV-miR-1-1 0,31% 4,51% 
Jakobsson et al. 
(2008) 

0,13% 
Itsara et al. 
(2009) 

0,00% 

CNV-let-7g 0,10% 4,21% Wong et al. (2007) 0,05% Xu et al. (2011) 0,00% 

CNV-miR-183 0,10% 0,59% Itsara et al. (2009) 0,06% 
Shaikh et al. 
(2009) 

0,00% 

CNV-miR-31 0,02% 0,37% 
Redon et al. 
(2006) 

0,03% Xu et al. (2011) 0,00% 

CNV-miR-650 4,12% 100% Park et al. (2010) 0,03% 
Campbell et al. 
(2011) 

0,00% 
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Dados de outras 30 amostras com DNA extraído de células do epitélio bucal e de 

células mononucleadas do sangue (PBMC) foram gerados para 9 das 13 CNV-miRNA 

investigadas em primeiro momento, devido a parte delas terem apresentado caráter 

monomórfico na triagem inicial. Ainda assim optou-se por usar os controles invariáveis 

CNV-miR-16 e CNV-RNU6B. Foi observado que houve discrepância entre o número de 

cópias de diferentes tecidos celulares (Tabela 10) em um mesmo indivíduo, com eventos 

que foram de 20% de ocorrência (CNV-miRNA-499 e CNV-miRNA-338 com 6 casos), 

seguidos por 16,6% (CNV-miRNA-126 com 5 casos), 13,3% (CNV-miRNA-150 com 4 casos) 

e 10% (CNV-miRNA-570 com 3 casos) (Tabela 11). 

Tabela 10: Comparação das frequências absolutas na amostra de trabalho em 9 regiões de CNV-

miR e entre os tecidos do epitélio bucal e PBMC. 

CNV-miR 
Tipo 

celular 
Número de cópias Alterações Total de 

alterações 0 1 2 3 4 Perda Ganho 

CNV-miR-126 
Bucal 0 1 26 3 0 1 3 4 
PBMC 0 3 27 0 0 3 0 3 

CNV-miR-338 
Bucal 0 4 19 4 3 4 7 11 
PBMC 0 5 21 4 0 5 4 9 

CNV-miR-570 
Bucal 0 3 17 9 1 3 10 13 
PBMC 0 1 17 11 1 1 12 13 

CNV-miR-499 
Bucal 0 4 25 1 0 4 1 5 
PBMC 0 3 27 0 0 3 0 3 

CNV-miR-1275 
Bucal 0 2 28 0 0 2 0 2 
PBMC 0 2 28 0 0 2 0 2 

CNV-miR-150 
Bucal 0 2 28 0 0 2 0 2 
PBMC 0 2 28 0 0 2 0 2 

CNV-miR-650 
Bucal 0 0 30 0 0 0 0 0 
PBMC 0 0 30 0 0 0 0 0 

CNV-miR-16 
Bucal 0 0 30 0 0 0 0 0 
PBMC 0 0 30 0 0 0 0 0 

CNV-RNU6B 
Bucal 0 0 30 0 0 0 0 0 
PBMC 0 0 30 0 0 0 0 0 
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Tabela 11: Comparação do genótipo individual por número de cópias em cada amostra. Relação 

somente das regiões identificadas com diferenças no número de cópias entre células bucais e PBMC. 

AMOSTRA 
CNV-miR-126 CNV-miR-338 CNV-miR-570 CNV-miR-499 CNV-miR-150 

Bucal PBMC  Bucal PBMC  Bucal PBMC Bucal PBMC Bucal PBMC  

CM1 2 2 2 2 2 3 1 1 2 2 

CM2 2 2 3 2 2 2 2 2 2 2 

CM3 2 2 2 2 1 2 1 2 2 2 

CM4 2 2 2 2 1 3 1 2 2 2 

CM5 2 2 2 3 2 2 2 2 2 2 

CM6 2 2 2 2 3 3 2 2 2 2 

CM7 2 1 4 1 2 2 2 1 2 1 

CM8 2 1 2 2 2 2 2 1 2 1 

CM9 2 2 2 2 3 3 2 2 2 2 

CM10 2 2 2 2 3 3 2 2 2 2 

CM11 2 2 3 3 2 2 2 2 2 2 

CM12 3 2 3 3 3 3 3 2 2 2 

CM13 2 2 3 2 2 2 2 2 2 2 

CM14 3 2 4 3 2 2 2 2 2 2 

CM15 3 2 4 2 2 2 2 2 2 2 

CM16 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2 

CM17 2 2 2 2 3 3 2 2 2 2 

CM18 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 

CM19 2 2 2 2 3 3 2 2 2 2 

CM20 2 2 2 2 2 2 1 2 2 2 

CM21 2 2 1 1 2 2 2 2 1 2 

CM22 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 

CM23 2 2 2 2 4 4 2 2 2 2 

CM24 2 2 2 2 1 1 2 2 2 2 

CM25 2 2 1 1 3 3 2 2 2 2 

CM26 2 2 2 2 3 3 2 2 1 2 

CM27 2 2 1 1 3 3 2 2 2 2 

CM28 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 

CM29 2 2 1 1 2 2 2 2 2 2 

CM30 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 
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Expressão dos microRNA 

A expressão dos microRNA foi avaliada em três constituintes biológicos diferentes: 

células do epitélio bucal, células mononucleadas do sangue e por fim, do plasma sanguíneo. 

Para as três amostragens foram realizadas o cálculo de expressão diferencial a partir dos 

dados brutos (Figura 5). Inicialmente o hsa-miR-499 foi considerado como potencial 

candidato para avaliar a expressão diferencial, no entanto sua amplificação não foi 

observada, inviabilizando sua utilização nos tratamentos estatísticos. A diferença de 

expressão para cada microRNA entre os três constituintes biológicos foi significativa para a 

maioria das comparações, exceto para bucal x PBMC nos miR-338 (p=0,879), miR-570 

(p=0,826), miR-650 (p=0,481). Apesar da diferença identificada nos dados de Ct brutos 

entre as amostras biológicas, a avaliação dos controles endógenos para a normalização foi 

aceita dentro dos parâmetros de análise do software, uma vez que os normalizadores são 

calculados pelo desvio-padrão dos valores de ΔCt entre os controles contra a média dos 

demais microRNA para gerar uma pontuação de estabilidade. 

A verificação de expressão diferencial foi evidenciada no mapa gerado pelos cálculos 

de agrupamento a partir do ΔCt de cada amostra em cada microRNA. Observa-se no mapa 

um dendrograma gerado pela interação entre as amostras e a expressão relativa dos 

microRNA, demonstrando variabilidade entre as amostras (Figura 6). Foi observada 

diferença entre o epitélio bucal em relação ao plasma e PBMC. Esses dois últimos formaram 

um único grupo mais homogêneo, porém com uma tendência das amostras biológicas 

estarem agrupadas com seus pares. O mapa também evidenciou diferença entre os 

microRNA expressos, em média, acima (miR-338, miR-570 e miR-650) ou abaixo dos 

controles endógenos (miR-16, miR-1275, miR-126 e miR-150). 
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Figura 5: Boxplot dos níveis de cada microRNA por constituinte biológico (PBMC, Plasma e Células 

do epitélio bucal) e do total agrupado. Linha em negrito da caixa = mediana dos Ct; parte inferior da 

caixa = primeiro quartil (Q1); parte superior da caixa = terceiro quartil (Q3); barras = limites 

inferior e superior. Fonte: o autor. 
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Figura 6: Mapa de expressão relativa dos microRNA. Fonte: O autor 

Cada amostra está representada por uma linha horizontal, sendo o 

grupo biológico identificado pelas cores vermelho (epitélio bucal), 

verde (plasma) e azul (PBMC), e cada coluna representando um 

microRNA diferente. A variação de cores do azul para o vermelho 

representa a variação de Ct com relação aos controles endógenos 

indo do positivo (azul) para o negativo (vermelho). 
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Correlação microRNA com CNV 

Antes de realizar qualquer teste de associação, os dados foram verificados para o 

tipo de distribuição de acordo com o teste de probabilidade de distribuição normal de 

Kolmogorov-Smirnov. Todos os dados contínuos, como os valores de ΔCt, apresentaram 

distribuição normal (p>0,05), enquanto os discretos, como o número de cópias e a 

respectivas classes, não assumiram a distribuição normal (p<0,05). Assim, 

subsequentemente foram aplicados testes não paramétricos para verificar as associações 

entre CNV e microRNA. 

As quantificações relativas tiveram diferentes respostas com relação ao número de 

cópias e também com ao constituinte biológico (Tabela 12). A situação hipotética de 

resposta por dosagem foi observada para as células mononucleadas do sangue em todos os 

microRNA onde houve variação de ganho e perda de região cromossomal (miR-338 e miR-

570). Somente para o miR-570 essa situação se repetiu para a fração plasmática do sangue 

(Figura 07). Teste não paramétrico de Kruskal-Wallis, no entanto, não detectou nenhuma 

diferença significativa entre a comparação de médias da taxa de mudança (FC) desses 

microRNA nesses constituintes biológicos (Tabela 13). 

Os microRNA que apresentaram somente variação de perda, os miR-150 e miR-

1275, tiveram avaliados como mudança de expressão relativa apenas a relação FC entre 

perda e diploide, sendo considerado uma taxa com incremento de expressão aquela em que 

o valor de ΔΔCt assume valor positivo maior que zero. Este fato ocorreu apenas para a 

fração plasmática dos dois microRNA (Tabela 12). 
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Tabela 12: Valores da quantificação relativa dos microRNA entre o epitélio bucal, plasma e PBMC, 

de acordo com a variação em número de cópias. Fonte: o autor. 

microRNA 
ΔCt ΔΔCt 2-ΔΔCt (FC) log2(2-ΔΔCt) 

Perda Diploide Ganho Perda Ganho Perda Ganho Perda Ganho 

miR-126 bucal -0,923 -1,713 -0,833 0,790 0,881 0,578 0,543 -0,790 -0,881 

miR-126 plasma -6,779 -7,185 
 

0,406 
 

0,755 
 

-0,406 
 

miR-126 pbmc -10,122 -8,647 
 

-1,475 
 

2,779 
 

1,475 
 

          
miR-570 bucal 0,874 2,688 2,933 -1,814 0,245 3,516 0,844 1,814 -0,245 

miR-570 plasma 2,030 0,007 -0,592 2,023 -0,599 0,246 1,515 -2,023 0,599 

miR-570 pbmc 5,401 4,519 3,374 0,882 -1,145 0,543 2,212 -0,882 1,145 

          
miR-338 bucal 2,709 4,037 5,105 -1,328 1,069 2,510 0,477 1,328 -1,069 

miR-338 plasma -0,332 2,507 3,877 -2,839 1,369 7,155 0,387 2,839 -1,369 

miR-338 pbmc 5,666 4,877 4,172 0,789 -0,705 0,579 1,630 -0,789 0,705 

          
miR-150 bucal -2,423 -2,118 - -0,305 - 1,235 - 0,305 - 

miR-150 plasma -7,967 -9,008 - 1,041 - 0,486 - -1,041 - 

miR-150 pbmc -12,050 -9,745 - -2,305 - 4,942 - 2,305 - 

          
miR-1275 bucal -0,947 -0,063 - -0,884 - 1,845 - 0,884 - 

miR-1275 plasma -0,262 -2,139 - 1,877 - 0,272 - -1,877 - 

miR-1275 pbmc -4,351 -1,765 - -2,586 - 6,003 - 2,586 - 
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Figura 7: Expressão relativa entre 

perda e ganho, com relação ao 

diploide, dos microRNA: (A) miR-126, 

(B) miR-570 e (C) miR-338, de acordo 

o constituinte biológico. Em (A) 

apenas a comparação de perda e 

ganho entre células do epitélio bucal, 

pois PBMC não houve Fonte: O autor. 
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Tabela 13: Teste de Kruskal-Wallis (com Qui-quadrado representando o parâmtro H-statistic), para 

comparação de médias da taxa de mudança (FC) dos microRNA de acordo com a variação em 

número de cópias do epitélio bucal e PBMC. Significância estatística a 5%. 

microRNA 
Bucal_CN PBMC_CN 

Qui-quadrado p-valor Qui-quadrado p-valor 

miR-570 bucal 3,947 0,139 1,819 0,403 

miR-570 plasma 0,366 0,833 2,585 0,275 

miR-570 PBMC 1,598 0,450 1,897 0,387 

miR-126 bucal 1,819 0,403 0,747 0,388 

miR-126 plasma 2,585 0,275 0,345 0,557 

miR-126 PBMC 1,897 0,387 1,301 0,254 

miR-338 bucal 3,875 0,144 0,028 0,868 

miR-338 plasma 4,414 0,110 0,062 0,803 

miR-338 PBMC 1,124 0,570 3,657 0,056 

 

 

Para entender melhor o comportamento da expressão de acordo com o número de 

cópias, foi traçado um gráfico com a taxa de mudança em relação aos genes constituintes, o 

equivalente ao log2 2(-ΔCt) (Figura 08). Sugere-se que a inclinação da curva seja condizente 

com a taxa de mudança de expressão. 
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Figura 8: Padrão de expressão relativa entre as diferentes classes de número de cópia dos microRNA: (A) 

miR-570 e (B) miR-338, de acordo o constituinte biológico. Fonte: O autor. 

 

Simulação Monte Carlo 

O modelo de simulação estocástica de Monte Carlo foi estabelecido com base nos 

dados reais de expressão relativa entre as diferentes classes de número de cópia dos 

microRNA miR-570 e miR-338. Os dados gerados para 1.000 e 10.000 mostraram não ter 

diferença significativa entre eles (p > 0,05), portanto os dados foram gerados e analisados 

com o menor valor possível até atingir significância estatística. 

Os valores atribuídos na simulação foram distribuídos discretamente assumindo 

uma função normal (Figura 09), com medidas de distribuição da expressão relativa dos 

microRNA gerados para 1.000 indivíduos (Tabela 13). Para interação com n =1.000 foram 

encontradas diferenças significativas no microRNA miR-570 (plasma e PBMC). Enquanto 

para o miR-338, que precisou de sucessivas avaliações com número maior de interações, 

porém todas não significativas: n = 10.000 (p = 0,572), n = 100.000 (p = 0,561) e n = 

1.000.000 (p = 0,563). 
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Os dados plotados em gráfico permitiram estimar uma equação geral da reta em 

função da distribuição dos pontos (Figura 10). Os ajustes da curva por regressão (R²) não 

permitiram uma aproximação matemática homogênea entre os microRNA e os respectivos 

constituintes biológicos para determinar o comportamento geral de expressão de acordo 

com o número de cópias. Esse fato ocorreu devido a algumas curvas apresentarem melhor 

ajuste para o modelo linear (miR-338 PBMC), outra para o logarítmico (miR-570 Plasma), 

enquanto uma (miR-570 PBMC) não teve ajuste suficientemente adequado para os modelos 

propostos, com R² menor que 0,95 (Tabela 14). 
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Figura 9: Distribuição da expressão 

diferencial (log2(2-ΔCt)) gerada por 

simulação Monte Carlo (n = 1.000) entre 

as diferentes classes de número de cópia 

dos microRNA miR-570 (Plasma e 

PBMC) e miR-338 (PBMC). Fonte: O 

autor. 

Cada ponto representa valores da 

simulação de expressão diferencial de 

microRNA de um indivíduo para o 

número de cópia atribuído nas 

respectivas caixas.  
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Tabela 14: Dados da simulação Monte Carlo para os microRNA de acordo com a frequência 

populacional da variação do número de cópias estimada nos 103 indivíduos da população brasileira 

e expressão diferencial (log2(2-ΔCt)) no plasma e PBMC. Teste de Kruskal-Wallis com significância a 

5%. *p-valor para PBMC; †p-valor para Plasma. 

CNV-miR 
Número 
de cópia 

Frequência 
populacional 

n 
(total = 1000) 

log2(2-ΔCt) 
PBMC 

log2(2-ΔCt) 
Plasma 

p-valor 

CNV-miR-570 

1 0,1165 117 -2,142 ± 2,573 -5,718 ± 2,655 
< 0,0001* 

2 0,6214 621 -0,191 ± 3,188 -4,592 ± 3,092 

3 0,2427 243 1,277 ± 2,010 -3,793 ± 2,275 
< 0,0001† 

4 0,0194 19 1,912 ± 2,292 0,577 ± 3,033 

CNV-miR-338 

1 0,0097 10 -5,140 ± 1,373 - 

0,556 
2 0,9612 961 -4,833 ± 3,059 - 

3 0,0194 19 -4,470 ± 1,952 - 

4 0,0097 10 -3,850 ± 2,531 - 
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Figura 10: Modelo simulado para 

expressão relativa entre as 

diferentes classes de número de 

cópia dos microRNA: (A) miR-570 

plasma, (B) miR-570 PBMC e (C) 

miR-126 PBMC. Fonte: O autor. 
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Tabela 15: Equações previstas para expressão relativa de microRNA (y) em função do número de 

cópias (x) para os modelos de simulação em cada situação, com respectivo valor de ajuste (R²) em 

regressão. 

microRNA Equação linear Ajuste (R²) Equação logarítmica Ajuste (R²) 

miR-570 Plasma y = 1,363x - 3,1935 0,9548 y = 2,9894ln(x) - 2,161 0,9959 

miR-570 PBMC y = 1,9684x - 8,3024 0,8510 y = 3,8706ln(x) - 6,4566 0,7135 

miR-338 PBMC y = 0,4233x - 5,6313 0,9711 y = 0,8631ln(x) - 5,2589 0,8757 
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DISCUSSÃO 

 

A investigação de microRNA na modulação de fenômenos biológicos tem adquirido 

grandes interesses da pesquisas de fenômenos patológicos e não patológicos. A regulação 

da sua biogênese e atividade, no entanto, ainda não enfoca totalmente na análise molecular 

da organização cromossomal ou variações estruturais, mas têm concentrado seus esforços 

em mutações específicas, tais como SNP localizado nas regiões genômicas de pri-miRNA 

(DUAN, R. et al., 2007; DUAN, S. et al., 2009), e dentro das regiões não regulatórias de genes 

alvo, como a 3'UTR, alterando a atividade dos microRNA no reconhecimento dos seus sítios 

de ligação (SANDBERG et al., 2008). Esta Tese centrou-se nas variações estruturais do DNA 

em locos de microRNA que variam em número de cópias. Os resultados aqui apresentados 

validaram algumas CNV-miRNA tomadas a priori como polimórficas, além de confirmar 

cópias inalteradas de regiões monomórficas putativas na população brasileira e também 

avaliou o comportamento da expressão de acordo com os polimorfismos observados. 

A partir de 11 regiões putativas, 6 foram confirmadas como polimórfica, das quais 2 

mostraram relativa variabilidade. Uma análise prévia de bioinformática de regiões de CNV-

miRNA, utilizando o banco de dados DGV (MARCINKOWSKA et al., 2011) demonstrou que a 

fração de locos polimórficos foi duas vezes menor do que o esperado, sugerindo que pelo 

menos as CNV altamente polimórficas podem estar sobre seleção negativa, e que uma parte 

significativa das que estão depositadas no DGV são raras, ou podem representar falsos 

positivos (ITSARA et al., 2009; MARCINKOWSKA et al., 2011). O fato de algumas regiões 

terem sido identificadas como monomórficas na amostra estudada da população brasileira 
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não indica necessariamente que estas sejam regiões invariáveis, uma vez que a frequência 

de ocorrência pode chegar a 1 em 5000 ou mais, como foi o caso de algumas CNV descritas 

nos bancos de dados (Tabela 9). Desta maneira, é importante que estudos possam validar 

essas regiões utilizado diferentes populações a fim de averiguar a sua utilidade em estudos 

genéticos. 

Por ocasião da elaboração do projeto referente a este estudo, inicialmente existiam 

somente 14 estudos depositados no DGV (MARCINKOWSKA et al., 2011). 

Subsequentemente, com o aumento da casuística, novas variantes foram identificadas e 

descritas, alterando a frequência das CNV previamente relatadas. Este cenário tem se 

mostrado promissor para os estudos de genética a fim de esclarecer o papel das variações 

genômicas na composição de fenótipos e na regulação dos fenômenos biológicos. É 

importante mencionar, que muitas das CNV-miRNA identificadas como altamente 

polimórficas por análise bioinformática (MARCINKOWSKA et al., 2011), não possuíam 

ensaios TaqMan® disponíveis para análise de CNV. Portanto, ainda existe um contingente 

significativo de CNV que constituem potenciais locos polimórficos para serem investigados. 

Diferenças na frequência do número de cópias das regiões polimórficas do genoma 

são importantes para estudos evolutivos envolvendo modelos de seleção genética entre 

diferentes populações (CAMPBELL et al., 2011; ITSARA et al., 2009; SEBAT et al., 2004; 

SUDMANT et al., 2010), com respectiva procura de possíveis candidatos com impacto 

funcional na expressão gênica (CONRAD, D. F. et al., 2010; MANDEL et al., 2010; PERRY et 

al., 2007; STRANGER et al., 2007). No entanto, até o momento pouco se sabe sobre os 

efeitos da CNV na expressão dos miRNA. Além disso, a variação das CNV entre populações 
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de diferentes origens geográficas, especialmente aquelas com processo de miscigenação 

ainda é pouco explorada. Até o momento, somente um CNV-miRNA foi descrito, o miR-720 

(PRONOLD et al., 2012) localizado em 3q26.1 com variações depositadas no DVG (XU et al., 

2011). As medidas quantitativas de ancestralidade não sugeriram nenhuma correlação com 

o número de cópias a partir da análise de dados em CNV-miRNA na amostra brasileira. 

Por outro lado, uma diferença estatística foi observada para o gênero, quando 

considerada como variável independente. Recentemente, foi identificado um viés sexual na 

variação do número de cópias relacionado a ancestralidade africana em amostras europeias 

(SHADRAVAN, 2013), sugerindo um papel evolutivo funcional para o número de cópias de 

genes da família de receptores olfativos. No caso da população brasileira, os testes 

estatísticos não mostraram evidências consistentes de diferença por estratificação pela 

ancestralidade. No entanto, foram observadas diferenças com relação ao gênero e também 

a região geográfica. Dado que a população brasileira possui uma intensa história de 

miscigenação cultural e de populações (LINS et al., 2010), e que esse fenômeno não foi 

observado na reprodução com as demais 30 amostras, seria necessário investigar em 

futuros estudos se essas regiões são propensas a efeitos de seleção positiva ou se os 

resultados observados são simplesmente efeitos de amostragem. 

Outra observação que chama atenção para diferentes resultados foi o fato da CNV-

miR-650 ter sido identificada como altamente polimórfica em diversos estudos e não ter 

sido identificado polimorfismo em 133 indivíduos da população brasileira. Uma possível 

explicação está na posição da sonda TaqMan® utilizada na análise, que, distante cerca de 

850 pb do gene, poderia se localizar fora do ponto de quebra da CNV, não detectando as 
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variações. No entanto, a diversidade de variantes descritas no banco de dados com relação 

às suas extensões (entre 100 e 800 kb para o miR-650) sugere que a situação pode ser 

outra, como a taxa de concordância entre genomas, o uso indiscriminado de padrões de 

referência e diferentes métodos de bioinformática usados nas análises. 

Por definição, CNV é considerada uma variação estrutural em um indivíduo em 

comparação a um genoma de referência (IAFRATE et al., 2004; LEVY et al., 2007; SCHERER 

et al., 2007; SEBAT et al., 2004). A sequência padrão de DNA de referência do genoma 

humano passa por constantes e sucessivas atualizações em curadoria de um consórcio 

próprio. Porém, é derivada, na sua maior parte, de um único doador, com o resto da 

sequência proveniente de um mosaico de outras fontes. Esse modelo original de um único 

indivíduo não é suficiente para representar a complexidade de regiões com diversidade 

alélica e estrutural, incluindo as lacunas de complexas deleções, duplicações e repetições 

em tandem (SCHERER et al., 2007). A definição de grupos controles pelo fenótipo é 

essencial para evitar possíveis vieses, necessitando cada vez mais métodos criteriosos de 

fenotipagem. 

Desta maneira, ter uma taxa de concordância entre dois genomas pode ser confuso 

como, por exemplo, na distinção entre a perda em uma amostra de teste de um ganho em 

uma amostra de referência (SCHERER et al., 2007). Além disso, não existe uma 

padronização para uso de uma única amostra de referência devido principalmente às 

limitações técnicas de cada tipo de caracterização de CNV, pois em alguns estudos foram 

usados conjuntos de várias amostras (IAFRATE et al., 2004; SEBAT et al., 2004), já outros 

utilizaram apenas uma (LOCKE et al., 2006; REDON et al., 2006; SHARP et al., 2005; WONG, 
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K. K. et al., 2007), enquanto o mais apropriado seria usar a sequência de referência do 

genoma humano (HINDS et al., 2006). Essas limitações técnicas também são de suma 

importância para identificar variantes em uma mesma amostra. Usando diferentes 

plataformas experimentais e algoritmos de análise pesquisadores chegaram a valores de 

até 80% de concordância para uma mesma amostra repetida no mesmo equipamento 

(KOIKE et al., 2011). Portanto, é necessário confirmar através de outras técnicas, e em 

outras amostras, a particularidade da falta de polimorfismo nessa região da CNV-miR-650. 

Nesse mesmo sentido, na tentativa de estimar a taxa de falsos-positivos entre CNV, 

tem sido notada a variação em diversas situações como em irmãos monozigóticos (BRUDER 

et al., 2008) e também em diferentes tecidos de um mesmo indivíduo (PIOTROWSKI et al., 

2008). O polimorfismo intraindividual, ou mosaicismo somático, pode levar a graves 

consequências em um indivíduo, caso a célula ou grupo de células, não sofra apoptose e 

propague a mutação implicando em várias mudanças na fisiologia celular. Em casos 

específicos, o mosaicismo mitótico de regiões genômicas de grandes extensões podem 

modificar processos de controle de transcrição gênica ou da sinalização celular, 

acarretando um espectro de fenótipos implicados na fisiologia, desde alterações no 

neurodesenvolvimento normal e patológico, até o processo de envelhecimento 

(PIOTROWSKI et al., 2008; PODURI et al., 2013). 

As alterações entre células mononucleadas do sangue e do epitélio bucal neste 

estudo foram aceitas como verdadeiras, mas serão reanalisadas utilizando outras 

tecnologias, como os arranjos baseados em SNP, como parte de projetos em andamento. 

Ainda que a diferença tenha sido pequena, o epitélio bucal apresentou um maior número de 
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alterações com relação às células mononucleadas (Tabelas 10 e 11), e a comparação de CNV 

com a expressão de microRNA foi realizada pelo respectivo tecido. Muito embora o 

mosaicismo somático seja frequentemente associado a doenças (BIESECKER; SPINNER, 

2013; BRUDER et al., 2008; PODURI et al., 2013), é cada vez mais comum o relato em 

células somáticas de indivíduos sem processos patológicos (DE, 2011). Essa constatação, no 

entanto possui um fator que pode ser crucial para a análise de CNV. Em geral, estima-se que 

aproximadamente 30% das células de fibroblastos possuem variações somáticas nos seus 

genomas (ABYZOV et al., 2012). Além disso, o mosaicismo pode surgir como um evento em 

um aglomerado de células em regiões específicas de um tecido ou mesmo em eventos 

únicos em células individuais (MCCONNELL et al., 2013).  

Sendo a qPCR um método analítico sensível às concentrações iniciais de material 

biológico, a presença não homogênea de mosaicismo somático pode gerar ruídos 

quantitativos, indicando resultados falsos positivos e/ou negativos (WEAVER et al., 2010). 

Esse fato tem uma extrema implicação em estudos que utilizam DNA de um tecido 

(preferencialmente sangue e epitélio bucal, cuja extração é simples e eficiente), mas 

avaliam características fenotípicas ou de expressão gênica de outro, prática essa que 

extremamente comum na pesquisa científica devido ao difícil acesso aos tecidos de 

interesse e dificuldades (éticas, legais e técnicas) de realizar biopsias. Como a expressão de 

microRNA é diferenciada entre tecidos (LIANG et al., 2007) esse impacto deve ser levado 

em consideração, podendo refletir incongruência nos resultados de estudos de associação 

genética a fenômenos patológicos.  
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Uma característica observada na presente casuística foi o fato de uma região 

polimórfica, a CNV-miR-499, não ter apresentado expressão do seu microRNA nos 

materiais biológicos pesquisados. O perfil da expressão de microRNA em diferentes tecidos 

e constituintes biológicos, como os fluidos corporais, já foi descrito em diversos organismos 

(KIM, V. N.; NAM, 2006), inclusive em humanos (LIANG et al., 2007; WEBER et al., 2010), 

sendo alguns expressos exclusivamente em determinados tecidos (LIANG et al., 2007). O 

hsa-mir-499 tem expressão exclusiva no tecido muscular cardíaco, e não pode ser 

detectado como microRNA circulante em plasma, exceto em indivíduos com infarto do 

miocárdio. Em estudos prévios, demonstrou-se que a expressão do hsa-miR-499 era 

elevada em infarto agudo do miocárdio, miocardite viral e insuficiência cardíaca aguda 

(CHENG et al., 2014; CORSTEN et al., 2010). Assim como o hsa-miR-499 pode ser utilizado 

como biomarcador sob tais condições patológicas, é necessário investigar indivíduos com 

histórico pessoal e familiar de infarto e doenças coronarianas a fim de elucidar o papel do 

polimorfismo de número de cópias e a possível correlação com a expressão do hsa-miR-

499, colocando a CNV como potencial biomarcador genético. Ainda, a associação detectada 

entre gênero e a frequência do número de cópias da CNV-miR-499 na triagem amostral da 

população brasileira é também sugestiva de futuras pesquisas, uma vez que mulheres são 

mais propensas de apresentar episódios de infarto do miocárdio sem dor no peito e com 

maior mortalidade do que os homens {Canto, 2012 #598}. 

A consequência fenotípica da duplicação de grandes regiões ou mesmo 

cromossomos inteiros é, pelo menos em parte, determinada pela extensão de desequilíbrio 

regulatório podendo oscilar a dosagem de vias de transdução de sinal, fluxo metabólico, ou 

processos de comunicação celular (VEITIA et al., 2008). Na teoria clássica de balanço de 
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dosagem, é esperado que um gene duplicado (que apresente três cópias por genoma 

diploide) resulte em um aumento de 1,5 vezes da expressão de mRNA. No entanto, 

experimentalmente observa-se que existem diversos mecanismos que contradizem a 

hipótese clássica, seja pelo efeito estequiométrico de concentração de produto, seja por 

haploinsuficiência ou por outros mecanismos compensatórios de regulação (CONRAD, B.; 

ANTONARAKIS, 2007; VEITIA et al., 2008). Portanto, o efeito do desequilíbrio de dosagem 

gênica é influenciado pela taxa de síntese e degradação dos produtos envolvidos, sejam 

proteínas ou mRNA, em mecanismos complexos diversos que não atendem a um único 

modelo (CONRAD, B.; ANTONARAKIS, 2007; GOUT et al., 2010; KONDRASHOV; KOONIN, 

2004). 

De maneira geral, especificamente em genes que estão localizados dentro de CNV, foi 

observado previamente que a expressão média em deleções era menor em comparação 

com duplicações, com pequenas diferenças em ordem de magnitude (SCHUSTER-BOCKLER 

et al., 2010). Além disso, existiram casos em que as deleções aparentemente resultaram no 

aumento da expressão e vice-versa (SCHUSTER-BOCKLER et al., 2010). Nesse sentido, 

corroborando as observações de Schuster-Bockler e colaboradores, (2010), a expressão de 

microRNA não seguiu uma regularidade entre os diferentes casos, mas utilizando 

algoritmos de simulação Monte Carlo, a taxa de produto entre as diferentes classes de 

número de cópia ficou entre 0,42 e 2,54 para o modelo linear e entre 0,86 e 4,74 para o 

logarítmico. 

A compensação de dosagem possui diversos mecanismos, incluindo a regulação da 

expressão gênica pela organização da estrutura tridimensional da cromatina (GIRTON; 
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JOHANSEN, 2008). Os microRNA possuem semelhanças com genes codificadores de 

proteínas na sua regulação da transcrição. Evidências de estudos biológicos demonstram 

desde a transcrição pela RNA Polimerase II (LEE, Y. et al., 2004), além de um conjunto de 

fatores de transcrição associados à RNAPII regulando a expressão de miRNA (CARTHEW; 

SONTHEIMER, 2009). Além disso, a regulação da transcrição de miRNA também envolve 

promotores e rede de interações espaciais, cobrindo quase um terço de todo miRNAoma. Os 

ncRNA longos e curtos estão correlacionados com o complexo de recrutamento de 

cromatina para determinados locos do genoma para alterar a sua estrutura e promover a 

expressão gênica (CHEN et al., 2013; ZHANG, R. et al., 2011). Ainda se sabe pouco sobre 

esse efeito nos microRNA e se as CNV contendo microRNA interferem de alguma maneira 

nessas interações espaciais da cromatina e nas redes de regulação por microRNA (CHEN et 

al., 2013). 

O único estudo que mediu de forma prática a quantidade de microRNA com relação 

ao número de cópias genômicas envolveu o estudo de indivíduos com trissomia do 

cromossomo 21 (KUHN et al., 2008), no qual as taxas de expressão relativa foram entre 0,5 

a 2 vezes maiores entre portadores da síndrome e controle em amostras de hipocampo e do 

coração. Não existem na literatura outros estudos que descrevem amostras não patológicas 

com o mesmo perfil de avaliação entre CNV e microRNA. Como exemplo, estudos de 

indivíduos com deficiência intelectual (QIAO et al., 2013) e com autismo (VAISHNAVI et al., 

2013) apenas se limitaram a regiões de CNV, aprofundando os resultados em 

bioinformática para possíveis microRNA que estariam presentes nessas regiões, mas sem 

apurar a quantificação dos mesmos. Entretanto, em câncer, estudos apontam para os 

mesmos indicativos, no qual duplicações de regiões contendo genes de microRNA também 
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expressam respectivamente maiores quantidades de seu produto (AN et al., 2013; CALIN et 

al., 2002; FANCIULLI et al., 2010; NINOMIYA et al., 2012; SLATTERY et al., 2011). A 

expressão de microRNA com CNV também foi relacionada em pacientes portadores de 

doença cardíaca congênita, no qual os microRNA hsa-miR-570 e hsa-miR-650, ambos 

avaliados nesta Tese, se mostraram candidatos promissores na rede de regulação pós-

transcricional de proteínas associadas à doença (XING et al., 2013). 

Pela complexidade da temática abordada nesta Tese, diversos aspectos devem ser 

levados em consideração para a interpretação desses dados. Tópicos como flutuações de 

expressão intraindividual e entre diferentes tecidos, a funcionalidade de microRNA na 

regulação da expressão gênica e respectivo efeito no controle de ciclos celulares são apenas 

alguns fatores que destacam a importância e necessidade deste trabalho precursor. As 

evidências levantadas nesta Tese sugerem que o número de cópias de uma região contendo 

genes miRNA influencia positivamente na sua respectiva expressão, conforme a hipótese 

inicial. Entretanto, por se tratar de um fenômeno biológico pesquisado in vivo, os modelos 

utilizados tiveram respostas variadas. Portanto, serão necessários futuros estudos para 

corroborar esses achados com números mais expressivos de microRNA e regiões 

polimórficas, assim como no número amostral e outros tecidos e fluidos corporais. Ainda, 

experimentos controlados, usando células-tronco em cultivo celular, por exemplo, com a 

finalidade de aumentar as evidencias e consolidar essa afirmação, abrindo uma perspectiva 

de novas pesquisas envolvendo o controle da expressão gênica sobre a variabilidade 

fenotípica comum e patológica. 
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CONCLUSÕES 

 

Até a presente data, este é o primeiro estudo a investigar a relação direta entre a 

expressão de microRNA em regiões genômicas de variação no número de cópias em 

humanos sem características patológicas. 

Essas regiões foram previamente assinaladas por bioinformática e por estudos de 

microarranjos de SNP e CGH, mas somente em alguns casos foram validadas como 

polimórficas na população brasileira. Para as demais regiões consideradas monomórficas, 

pode ser necessário uma maior amostragem para confirmar se as CNV detectadas podem 

ser raras ou mesmo representar falsos positivos de outros estudos. 

Segundo os dados relatados aqui, existem indícios da diferença na expressão de 

microRNA em regiões que variam em número de cópias. Essa expressão não parece ocorrer 

da mesma maneira, nem com a mesma magnitude, em diferentes tecidos ou constituintes 

biológicos. Porém, os dados devem ser olhados com cautela, uma vez que a amostragem de 

casos foi pequena e, portanto, requer uma investigação de maior porte, tanto com uma 

amostragem mais significativa em relação ao número de cópias, quanto como utilizando 

tecnologias de sequenciamento em alta escala de genoma completo e também de 

sequenciamento global de microRNA. 

Ainda são necessários estudos funcionais para identificação da interação desses 

microRNA com a regulação da expressão dos seus genes alvos e assim constituir uma rede 

integrativa entre genoma, transcriptoma e proteoma. 
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Termo de consentimento livre e esclarecido 

 

Projeto de pesquisa: Análise de variações no número de cópias gênicas e sua correlação com 
expressão de microRNA. 

Este projeto tem como justificativa estudar as variações de número de cópias de regiões 
do genoma que podem alterar a quantidade da expressão gênica em uma população saudável. O 
objetivo é correlacionar o número de cópias dessas regiões com a quantidade do produto de 
sua expressão. 

 Você está sendo convidado a participar deste estudo na qualidade de voluntário. Como 
critério de inclusão, deverá ser maior de 18 anos, ler e compreender (de forma esclarecida) o 
presente termo de consentimento livre e esclarecido. Você tem toda a liberdade em decidir se 
deseja ou não participar do mesmo. Não há nenhuma consequência negativa caso você decida 
não participar. Caso você decida participar o procedimento será o seguinte: 

 Um profissional qualificado fará a coleta de amostras biológicas de sangue e células da 
mucosa oral (interior da bochecha) seguindo normas de segurança para que não ocorram 
desconfortos e possíveis riscos. Os materiais serão utilizados para extração de DNA e RNA, 
utilizados para o estudo do número de cópias no genoma e expressão de microRNA. 

 As amostras biológicas não serão disponibilizadas para outros estudos em qualquer 
hipótese. Os dados e registros relacionados a este projeto serão mantidos no Programa de 
Ciências Genômicas e Biotecnologia da Universidade Católica de Brasília, com garantia do sigilo 
que assegure a sua privacidade quanto aos dados confidenciais envolvidos na pesquisa. Em 
qualquer momento e por qualquer circunstância você tem toda liberdade de requerer 
esclarecimentos sobre a metodologia e acompanhamento de resultados durante o curso da 
pesquisa.  

Você tem a total liberdade de se recusar a participar, ou retirar seu consentimento, em 
qualquer fase da pesquisa, sem penalização alguma e sem prejuízo ao seu cuidado. Não existem 
benefícios esperados, uma vez que a pesquisa é de caráter experimental e não está associada à 
testes clínicos. Ao assinar esse termo você autoriza a coleta de amostras biológicas de acordo 
com os termos descrito acima. 

O pesquisador abaixo assinado se responsabiliza com a privacidade das informações 
realizadas no âmbito da pesquisa. 

_____________________________________ 
Assinatura do responsável pela pesquisa 

Prof. Dr. Rinaldo Wellerson Pereira 

RG: 4208151 SSP-MG 
CPF: 844342796-53 
Telefone: (61) 3448 7129 
Email: rinaldo.pereira@catolica.edu.br 
Universidade Católica de Brasília 
 

Data da Coleta: _____/______/_______ 

______________________________________ 
Assinatura do voluntário 

Nome Completo: 
___________________________________________________________ 

RG: __________________________________ 

CPF: _________________________________ 

Data de Nascimento: _____/______/_______ 

Sexo:      Masculino         Feminino 

 


