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RESUMO 

 

Brasil, AS. Determinantes genéticos na síndrome de Noonan e nas síndromes Noonan-like: 

investigação clínica e molecular. 2011. 85 f. Tese (Doutorado) – Faculdade de Medicina, 

Universidade de São Paulo, 2011. 

A síndrome de Noonan (SN) é uma doença de herança autossômica, relativamente frequente 

na população e que apresenta heterogeneidade genética. Caracteriza-se por dismorfismos 

faciais, baixa estatura, pescoço curto/alado, alterações cardíacas, deformidades esternais e 

criptorquia. A SN apresenta sobreposição dos achados clínicos com outras síndromes mais 

raras, denominadas síndromes Noonan-like (SNL): síndrome cardio-facio-cutânea (CFC), 

síndrome de Costello (SC), neurofibromatose-síndrome de Noonan (NFSN), síndrome de 

Noonan com manchas lentiginosas/síndrome de LEOPARD (SL), síndrome de Noonan-like 

com perda de cabelos anágenos (SNL-PCA) e síndrome de Noonan-like com leucemia 

mielomonocítica juvenil (SNL-LMMJ). As SN e SNL decorrem de mutações em genes 

pertencentes à via de sinalização RAS/MAPK – alguns dos quais são protooncogenes, o que 

tem despertado o interesse na caracterização do risco de desenvolvimento de neoplasias 

nessas síndromes. Os objetivos deste estudo visam o sequencimento conjunto dos genes 

PTPN11, SOS1, RAF1, KRAS, SHOC2, BRAF e HRAS em pacientes com diagnóstico clínico das 

SN e SNL a fim de: determinar a frequência de mutação; estabelecer uma correlação 

genótipo-fenótipo; estabelecer um fluxograma para o estudo molecular a partir dos 

hotspots; e avaliar se a variabilidade fenotípica apresentada nos pacientes com SN pode ser 

explicada pela presença de mutações em mais de um gene da via RAS/MAPK. Foram 

avaliados 194 probandos - 152 com SN e 42 com SNL (19 CFC, 15 NFNS, 4 CS e 4 LS). 

Mutações foram identificadas em 99 pacientes – 80 com SN (53%); 19 com SNL. Apenas um 

paciente com SN apresentou mutação em dois genes da via RAS/MAPK (PTPN11 e SOS1). O 

estudo molecular na SN mostrou, assim como na literatura, um maior envolvimento do gene 

PTPN11 (34%), seguido dos genes SOS1 (12%) e RAF1 (7%). A comparação dos achados 

clínicos, levando em consideração as alterações gênicas, também confirma as correlações já 

descritas na literatura; entre elas observamos que pacientes com SN e mutação no gene: 



PTPN11, apresentaram maior frequência de estenose pulmonar valvar (EPV) e baixa 

estatura; SOS1, apresentaram maior frequência de EPV; RAF1, apresentaram maior 

frequência de miocardiopatia hipertrófica, e menor frequência de EPV e déficit intelectual; 

SHOC2, apresentaram anormalidades de cabelo. Na nossa casuística também foram 

observados alguns achados raros: craniosinostose, tumor expansivo em fossa posterior e a 

primeira descrição de um tumor sólido (schwanomatose) em um paciente com mutação no 

gene KRAS. A partir deste estudo foi possível estabelecer um fluxograma para investigação 

molecular devido à correlação genótipo-fenótipo, que embora não seja totalmente precisa, 

explica parte da grande variabilidade clínica observada – em especial quanto ao tipo de 

cardiopatia. A presença de mutações em diferentes genes da via RAS/MAPK não é 

frequente, além de não agravar o fenótipo e não explicar a variabilidade fenotípica 

observada. Embora um grande avanço no conhecimento sobre SN e SNL tenha sido 

alcançado, vários aspectos precisam ser melhor elucidados, como: caracterização precisa da 

propensão ao desenvolvimento de neoplasias, estudos que permitam avaliar as 

consequências biológicas das mutações, identificação de outros genes responsáveis, assim 

como outros fatores genéticos e/ou ambientais que possam explicar a variabilidade clínica 

inter e intrafamilial. 

Descritores: 1.Síndrome de Noonan/genética   2.Síndrome de Noonan/diagnóstico   

3.Síndrome de Noonan/fisiopatologia   4.Biologia molecular   5.Mutação   6.Análise 

mutacional de DNA   7.Genótipo   8.Fenótipo 



SUMMARY 

 

Brasil, AS. Genetic determinants in Noonan syndrome and in Noonan-like syndromes: 

clinical and molecular study. 2011. 85 f. Tese (Doutorado) – Faculdade de Medicina, 

Universidade de São Paulo, 2011. 

Noonan syndrome (NS) is a relatively common, autosomal dominant disease that presents a 

marked genetic heterogeneity. It is characterized by facial dysmorphisms, short stature, 

webbed/short neck, cardiac abnormalities, esternal anomalies and cryptorchidism. NS shows 

clinical overlap of some of its findings with other rarer syndromes, known as Noonan-like 

syndromes (NLS): cardio-facio-cutaneous syndrome (CFC), Costello syndrome (CS), 

neurofibromatosis-Noonan syndrome (NFNS), Noonan syndrome with lentiginous 

stains/LEOPARD syndrome (LS), Noonan-like syndrome with loose anagen hair (NLS-LAH) and 

Noonan-like syndrome with juvenile myelomonocytic leukemia (NLS-JMML). NS and NLS are 

related to mutations in genes belonging of RAS-MAPK signaling pathway. Some of these 

genes are classified as proto-oncogenes. This fact also arouses the interest in the 

characterization of the risk for cancer development in this group of patients. The objectives 

of this study are to sequence the genes associated with NS and NLS (PTPN11, SOS1, RAF1, 

KRAS, SHOC2, HRAS and BRAF) in patients that fulfilled clinical diagnostic criteria for NS or 

NLS to: determine the frequency of the mutations; establish a genotype-phenotype 

correlation; estabilish a flowchart for molecular study from the hotspots; and evaluate when 

the phenotypic variability presented in NS patients can be explained by the presence of 

mutations in more than one gene of the RAS/MAPK pathway. This study evaluated 194 

probands – 152 with NS e 42 with NLS (19 CFC, 15 NFSN, 4 SC e 4 SL). Mutations were 

identified in 99 patients – 80 with NS (53%), 19 with NLS. Only one patient presented 

mutation in two different genes of the RAS/MAPK pathway (PTPN11 and SOS1). The 

molecular analysis showed a predominance of mutations in the PTPN11 gene (34%), 

followed by the SOS1 (12%) and RAF1 (7%) genes in patients with NS, in accordance with the 

literature. Patients with NS and mutation in the: PTPN11 gene, presented a higher frequency 

of valvular pulmonary stenosis (VPS) and short stature; SOS1 gene, showed a higher 



frequency of VPS; RAF1 gene, showed a higher frequency of hypertrophic cardiomyopathy 

and lower frequency of VPS and intellectual deficit; and SHOC2 gene, showed more hair 

abnormalities. This genotype-phenotype correlations is also concordant with the literature. 

In our study, we also observed some rare finds in some patients: craniosynostosis, expansive 

tumor in the posterior fossa and the first description of a solid tumor (schwanomatose) in a 

patient with NS and KRAS gene mutation. Based on this genotype-phenotype correlation, we 

have proposed a flowchart for molecular investigation. The presence of mutation in more 

them one gene of the RAS/MAPK pathway was not frequent; additionally, it did not 

aggravate the phenotype and could not explain the phenotypic variability observed. 

Although a great advance in the knowledge about SN and SNL has been achieved, several 

aspects remain to be clarified, as the exact risk for cancer development, functional studies to 

assess the biological consequences of the mutations and the identification of other genes, as 

well as other genetic and/or environmental factors that influence the interand intrafamilial 

clinical variability. 

Descriptors: 1.Noonan syndrome/genetics   2.Noonan syndrome/diagnostics   3.Noonan 

syndrome/fisiopathology   4. Molecular biology   5.Mutation   6.Mutational DNA analysis   

7.Genotype   8.Phenotype 
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INTRODUÇÃO 

 

 

1. Introdução 

 

 

1.1. Síndrome de Noonan 

 

1.1.1. Incidência 

A síndrome de Noonan (SN; OMIM 163950) é uma das doenças gênicas de herança 

autossômica dominante mais frequentes, embora sua incidência não tenha sido 

determinada com precisão até hoje. Muitos autores citam uma incidência estimada entre 

1:1000 e 1:2500 nascidos vivos, relatado por Nora e colaboradores (1974). 

 

1.1.2. Achados Clínicos 

Os principais achados clínicos incluem: baixa estatura, dismorfismos faciais 

(hipertelorismo ocular, inclinação para baixo das fendas palpebrais, ptose palpebral e 

proptose, orelhas com baixa implantação, porção superior da hélice espessada), pescoço 

curto e/ou alado, deformidade torácica, cardiopatia congênita (principalmente estenose 

pulmonar valvar e miocardiopatia hipertrófica – EPV e MIOCH), déficit intelectual leve, 

distúrbios hematológicos e criptorquidia nos meninos (Noonan, 1994). Quando se leva em 

consideração a anomalia cardíaca presente nos afetados, esta doença é considerada a 

segunda síndrome genética mais comumente associada a defeitos cardíacos, sendo a 

primeira a síndrome de Down (Digilio et al., 2001).  

Raramente, alguns indivíduos com a síndrome de Noonan podem apresentar lesões 

ósseas líticas, principalmente em mandíbula e maxila, com características 

anatomopatológicas que incluem a presença de células gigantes multinucleadas. 
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Antigamente este achado caracterizava uma doença considerada distinta, conhecida como 

síndrome de Noonan-like/ lesões múltiplas de células gigantes (Cohen Jr et al., 1974). 

Atualmente tal característica clínica faz parte do espectro da síndrome de Noonan. 

Há uma extrema variabilidade clínica inter e intra-familial na síndrome (Bertola et al., 

2004). O fenótipo varia com a idade (Allanson, 1987), podendo apresentar características 

faciais mais sutis no adulto, o que dificulta ainda mais o diagnóstico. 

 

1.1.3. Prognóstico 

O prognóstico de pacientes afetados pela SN é bom, exceto nos casos com 

cardiopatias graves, quando se torna necessária a correção cirúrgica do defeito cardíaco. A 

déficit intelectual, em geral leve, está presente em 1/3 dos casos, sendo que em alguns é 

erroneamente interpretada em decorrência de déficit auditivo e dificuldade na fala (Ferreira 

et al., 2005; Money et al., 1979). 

 

1.1.4. Tratamento 

O tratamento com hormônio de crescimento (GH) para pacientes com SN e baixa 

estatura ainda é bastante discutido. Levantamentos publicados são de difícil comparação, 

devido à heterogeneidade de protocolos e critérios de resultado utilizados. Há casos 

descritos com deficiência de GH, outros com alteração neuro-secretória e ainda aqueles sem 

alteração da secreção do GH (Romano et al., 2010). A terapia com GH pode levar a um ganho 

de altura de até 10 cm, dependendo da idade de inicio e duração do tratamento, e por isso 

este tratamento é amplamente utilizado em pacientes com SN e deficiência deste hormônio. 

Porém, nota-se que a estatura adulta é normal em quase 50% dos casos, mesmo sem a 

intervenção com a terapia hormonal (Tartaglia et al., 2011).  
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1.1.5. Diagnóstico Clínico 

O diagnóstico da SN baseia-se primariamente em uma suspeita clínica, entretanto, é 

um conjunto de vários sinais que leva ao diagnóstico clínico. O critério diagnóstico mais 

utilizado é o de van der Burgt et al. (1994), que leva em consideração: presença de 

dismorfismos faciais, tipo de cardiopatia, baixa estatura, deformidade esternal e histórico 

familiar, entre outros (Tabela 1).  

Tabela 1 – Critérios diagnósticos da síndrome de Noonan 

Características clínicas A = maior B = menor 

Face Típica Sugestiva 

Coração EPV e/ou ECG típico Outro defeito cardíaco 

Estatura <3º percentil <10º percentil 

Tórax Pectus carinatum/excavatum Tórax largo 

História familiar 
Parente de 1º grau com 
diagnóstico definitivo de SN 

Parente de 1º grau com diagnóstico 
sugestivo de SN 

Outros 
Presença de: déficit intelectual + 
criptorquidia + displasia linfática  

Presença de: déficit intelectual ou 
criptorquidia ou displasia linfática  

O indivíduo é considerado afetado pela síndrome de Noonan se apresentar face típica (A = critério maior), associado a mais 
um critério maior ou dois menores. Se a face for sugestiva (B = critério menor), há necessidade da presença de mais dois 
critérios maiores ou três menores. EPV, estenose pulmonar valvar; ECG, eletrocardiograma; SN, síndrome de Noonan. 
Traduzido de van der Burgt (1994) 

O diagnóstico da SN também é extremamente importante para o bom manejo dos 

afetados. Algumas particularidades estão presentes nesta doença, com consequências para 

o seu tratamento. Este fato é bem documentado, por exemplo, em relação ao tipo de 

defeito cardíaco e seu tratamento. Como exemplo: nos pacientes que apresentam uma 

estenose pulmonar valvar como defeito cardíaco, o reconhecimento da SN implica em uma 

avaliação muito detalhada das valvas cardíacas no sentido de diagnosticar a presença de 

uma displasia, o que ocorre frequentemente na síndrome. Frente a esta anomalia, nos casos 

em que há necessidade de uma correção, a valvuloplastia com dilatação por balão nem 

sempre é efetiva, como ocorre nas formas de estenose pulmonar valvar não sindrômica. 

Alem disso, aproximadamente 1/3 dos casos pode apresentar um distúrbio de coagulação, 

com risco cirúrgico aumentado.  
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A extrema variabilidade clínica inter e intra-familial, e a variabilidade fenotípica etária 

dificultam o reconhecimento da SN (Allanson, 1987), o que torna o estudo molecular de 

extrema importância para a confirmação do diagnóstico, especialmente nos casos mais 

leves. 

 

1.1.6. Diagnóstico Diferencial 

 A síndrome de Turner constitui o diagnóstico diferencial mais importante nas 

pacientes do sexo feminino. A SN e a síndrome de Turner apresentam várias características 

em comum. Contudo, quanto ao defeito cardíaco, na síndrome de Turner as anomalias mais 

frequentes são aquelas que acometem o coração esquerdo, especialmente a estenose 

aórtica e a coartação da aorta, enquanto que na SN a anomalia mais comum é a estenose 

pulmonar valvar (de Majo et al., 1979). A realização do estudo cromossômico permite 

confirmar o diagnóstico da síndrome de Turner pela detecção de uma alteração numérica ou 

estrutural do cromossomo X. 

 Algumas aberrações cromossômicas, como a duplicação do cromossomo 4q31 a 

qterminal (Bonioli et al., 1980), apresentam sobreposição do quadro clínido com a SN. 

Outras síndromes menos frequentes apresentam características muito semelhantes a 

SN, cada uma com suas peculiaridades. Estas síndromes são denominadas síndromes 

Noonan-like (SNL) e incluem: síndrome cardio-facio-cutânea (CFC; OMIM 115150), síndrome 

de Costello (SC; OMIM 218040), neurofibromatose-síndrome de Noonan (NFSN; OMIM 

601321), síndrome de Noonan com manchas lentiginosas/ síndrome de LEOPARD (SNML/SL; 

OMIM 151100), síndrome de Noonan-like com perda de cabelos anágenos (SNL-PCA; OMIM 

607721) e síndrome de Noonan-like com leucemia mielomonocítica juvenil (SNL-LMMJ; 

OMIM 613563). As características diferenciais para cada uma das SNL estão descritas na 

Tabela 2. 
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Tabela 2 – Síndromes Noonan-like e algumas características que as diferenciam da 
síndrome de Noonan 

SNL Características diferenciais 

CFC 
maior frequência de déficit intelectual e anomalias ectodérmicas, 
com cabelos esparsos e quebradiços, sobrancelhas esparsas e 
lesões hiperqueratóticas 

SC 

macrocefalia relativa, cabelos encaracolados, dismorfismos faciais, 
papilomas periorificiais, hiperelasticidade da pele das mãos e dos 
pés, pregas palmares e plantares profundas, tonalidade mais escura 
da pele, déficit intelectual 

NFSN 

associação das carcterísticas da neurofibromatose tipo I e da 
síndrome de Noonan, sendo as principais: lesões cutâneas 
hiperpigmentadas (manchas café com leite), neurofibrmomas e 
glioma do nervo óptico 

SNML/SL 
manchas lentiginosas, miocardiopatia hipertrófica, mutações 
específicas no gene PTPN11 (p.Y279C e p.T468M) 

SNL-PCA 
deficiência de hormônio de crescimento, defeitos cognitivos, 
anormalidades de cabelo, displasia da valva mitral e defeitos de 
septo, voz anazalada, mutação p.S2G no gene SHOC2 

SNL-LMMJ predisposição para LMMJ, mutação no gene CBL 

SNL síndrome de Noonan-like, CFC síndrome cardio-facio-cutânea, SC síndrome de Costello, NFSN 
neurofibromatose-síndrome de Noonan, SNML/SL síndrome de Noonan com manchas 
lentiginosas/síndrome de LEOPARD, SNL-PCA síndrome de Noonan-like com perda de cabelos 
anágenos, SNL-LMMJ síndrome de Noonan-like com leucemia mielomonocítica juvenil 

 

1.1.6.1. Síndromes Noonan-like 

A síndrome cardio-facio-cutânea (CFC) foi descrita por Reynolds et al. (1986) como 

uma nova síndrome com envolvimento cardio-facio-cutâneo e déficit intelectual. 

Caracteriza-se pela presença de: a) retardo de crescimento e do desenvolvimento; b) 

hidrocefalia; c) dismorfismos faciais como fronte alta, com estreitamento bitemporal, 

hipoplasia das cristas supraorbitárias, inclinação para baixo das fendas palpebrais, ponte 

nasal deprimida e orelhas posteriorizadas com hélices proeminentes; d) anomalias 

ectodérmicas, com cabelos esparsos e quebradiços, encaracolados, sobrancelhas esparsas e 

lesões hiperqueratóticas; e) cardiopatia congênita; e f) esplenomegalia. 
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A síndrome de Costello (SC) caracteriza-se por macrocefalia relativa, cabelos 

encaracolados, dismorfismos faciais, papilomas periorificiais, hiperelasticidade da pele das 

mãos e dos pés, pregas palmares e plantares profundas, tonalidade mais escura da pele e 

déficit intelectual (Costello, 1977,1996). As anomalias cardiovasculares mais comuns na 

doença incluem a comunicação interventricular, a estenose pulmonar valvar e a 

miocardiopatia hipertrófica (Siwik et al., 1998).  

A síndrome da neurofibromatose-síndrome de Noonan (NFSN), caracterizada por 

manifestações clínicas tanto da neurofibromatose tipo 1 (NF1) quanto da SN. Os principais 

achados da NF1 incluem: lesões cutâneas hiperpigmentadas, como as manchas café com 

leite (CAL, café au lait) e as efélides axilares e em região inguinal, neurofibromas cutâneos e 

plexiforme, hamartomas na íris (nódulos de Lisch), glioma do nervo óptico, anomalias 

esqueléticas específicas como a displasia da asa do esfenoide e o encurvamento dos ossos 

longos, com ou sem pseudoartrose (Jett et al., 2010). 

A síndrome de Noonan com manchas lentiginosas/ síndrome de LEOPARD (SNML/ 

SL) é uma doença autossômica dominante, cujo acrônimo define suas principais 

características clínicas: manchas lentiginosas, anormalidades eletrocardiográficas, 

hipertelorismo ocular, estenose pulmonar, anormalidade de genitália, retardo de 

crescimento e surdez. Para o diagnóstico clínico da síndrome, Voron et al. (1976) 

estabeleceram critérios diagnósticos que incluem a presença de manchas lentiginosas 

associadas a duas outras características clínicas ou a presença de um parente de primeiro 

grau com essas manchas, associada a outros três achados. 

A síndrome de Noonan-like com perda de cabelos anágenos (SNL-PCA) foi 

recentemente considerada como uma síndrome distinta da SN. Nos achados clínicos nota-se 

uma redução do crescimento, frequentemente associada à deficiência de GH, maior déficit 

cognitivo, displasia da valva mitral e defeitos de septo, voz anazalada e anomalias de cabelo 

(cabelo fácil de arrancar, esparso, fino, com crescimento lento na fase anágena), diferente 

dos cabelos encaracolados frequentemente observados na SN. Até o momento, esta 

síndrome está restritamente associada à mutação p.S2G no gene SHOC2. 
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A síndrome de Noonan-like com leucemia mielomonocítica juvenil (SNL-LMMJ) foi 

recentemente considerada como uma síndrome distinta da SN. Relativamente, os achados 

clínicos incluem atraso variável no desenvolvimento e crescimento, dismorfismos faciais e 

manchas CAL. Pacientes com esta síndrome possuem predisposição a desenvolver LMMJ nos 

primeiros meses de vida. Até o momento, esta síndrome está restritamente associada à 

mutações no gene CBL. 

 

1.1.7. Estudo Molecular nas síndromes de Noonan e síndromes Noonan-like 

O primeiro gene responsável pela síndrome de Noonan – o gene PTPN11, que 

codifica a proteína SHP2 – foi identificado em 2001 (Tartaglia et al.). Em 2005, descobriu-se 

que o gene HRAS, pertencente à mesma via de sinalização do gene PTPN11, era responsável 

por grande parte dos casos de síndrome de Costello (Aoki et al., 2005). Este fato sugeriu que 

outros genes também pertencentes à via RAS/MAPK poderiam estar envolvidos nas 

síndromes de Noonan e Noonan-like. 

Em 2006, Schubbert et al. realizaram um estudo em 174 pacientes com SN e 12 com 

síndrome CFC – que não apresentavam mutações no gene PTPN11 – e encontraram 

mutações no gene KRAS. Este gene, além de também fazer parte da via de sinalização 

RAS/MAPK, pertence à família de oncogenes RAS, cujos membros clássicos, além deste gene, 

incluem HRAS e NRAS. Estudos demonstram que mutações somáticas nos genes desta 

família estão intimamente ligadas ao desenvolvimento de diversos tipos de neoplasias, em 

tecidos como pulmão, tireóide, intestino, pâncreas e medula óssea (Bos, 1989). 

O estudo continuado daqueles pacientes com SN ainda sem o encontro de mutação 

culminou, na associação dos genes SOS1 (Zenker et al., 2007b) e RAF1 (Razzaque et al., 

2007), seguidos das recentes associações dos genes SHOC2 (Cordeddu et al., 2009) e CBL 

(Martinelli et al., 2010). 

O estudo molecular na SN é complexo, dado o envolvimento destes vários genes, 

todos eles pertencentes à via de sinalização RAS/MAPK (Figura 1; Tabela 3). Em geral, os 

genes já associados apresentam mutações missense que levam a um ganho de função. A via 
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RAS/MAPK controla diversas atividades celulares, como: a proliferação, a diferenciação e a 

morte celular. Apesar de não ser um achado comum, a duplicação cromossômica 

envolvendo a região que contém o gene PTPN11 já foi descrita em três casos com suspeita 

de SN, nenhum deles com o encontro de mutação nos genes da via RAS/MAPK (Doco-Fenzy 

et al., 2006; John M. Graham et al., 2009; Shchelochkov et al., 2008). 

O envolvimento de genes da via RAS/MAPK também foi demonstrado para as SNL 

(Figura 1; Tabela 3). Devido a este fato, novas denominações foram sugeridas, como por 

exemplo: Síndromes RAS/MAPK (Aoki et al., 2008) e RASopatias (Tidyman et al., 2009). O 

desenvolvimento de doenças associadas a mutações na via RAS/MAPK compartilham 

características fenotípicas que incluem anormalidades faciais, defeitos cardíacos, 

comprometimento do crescimento e desenvolvimento (Schubbert et al., 2007). 

Além das SN e SNL, outras síndromes também estão associadas a mutações nos 

genes da via RAS/MAPK (mitogen-activated protein kinase), como: neurofibromatose tipo I, 

fibromatose gengival hereditária tipo 1, síndrome da malformação capilar-malformação 

arteriovenosa, doença linfoproliferativa auto-imune e síndrome de Legius (Tidyman et al., 

2009). 

Embora uma grande porcentagem dos casos com SN e SNL seja esporádica, alguns 

pacientes apresentam uma mutação herdada de um dos genitores afetado (casos familiais). 

Entretanto, as características faciais mudam com o passar dos anos, podendo ser mais sutil 

nos adultos. O estudo molecular dos pais de um afetado permite confirmar o diagnóstico 

clínico e possibilita estabelecer o risco de recorrência para futuras gestações de forma 

adequada, uma vez que se um dos genitores for portador da mutação, o risco de recorrência 

passa de 1% para 50%. Recentemente houve a descrição de recorrência na SN pela presença 

de mosaicismo gonadal, o qual pode aumentar o risco de recorrência para o casal em 

questão. Pelo fato de ser um evento raro, o risco empírico de recorrência da SN em 

decorrência deste mecanismo é, provavelmente, menor que 1%. A informação durante o 

aconselhamento genético permitirá ao casal estabelecer de forma mais consciente o futuro 

planejamento familiar (Elalaoui et al., 2010). 
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1.1.7.1. Via RAS/MAPK 

Conforme demonstrado na Figura 1, a via de sinalização RAS/MAPK se inicia através 

da ligação de um fator de crescimento ao receptor na membrana plasmática (receptor de 

tirosina quinase - RTK) resultando na ativação de complexos receptores, que contém alguns 

adaptadores (Shc, Grb2, Gab e SHP-2). Estas proteínas recrutam SOS1 (fator trocador de 

guanina – GEF), que estimula a dissociação de GDP da proteína RAS (ligada à membrana). 

Devido à alta concentração de GTP citoplasmática, RAS liga-se a GTP, tornando-se ativa. RAS-

GTP pode ativar diversas vias. A via RAS/RAF/MEK/ERK, além de ser uma via RAS/MAPK 

clássica, também está envolvida com a SN e as SNL. A neurofibromina (proteína ativadora de 

GTPase – GAP) é capaz de converter RAS-GTP em RAS-GDP, interrompendo a sinalização. A 

proteína SHOC2 atua como modulador positivo, no nível de interação de RAS-RAF. A 

proteína CBL promove a ligação de ubiquitina (Ub) que é capaz de reconhecer substâncias 

tirosino-fosforiladas e, assim, modular a transdução do sinal mediada pelo RTK. 

A sobreposição fenotípica da SN com as diversas síndromes Noonan-like pode ser 

entendida a partir do envolvimento dos diferentes genes nesta mesma via de sinalização. A 

Tabela 3 apresenta os genes da via RAS/MAPK que estão envolvidos nas síndromes de 

Noonan e Noonan-like.  
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Figura 1 – O diagrama esquemático mostra a via de sinalização RAS/MAPK, onde 
somente a via Raf-MEK-ERK é ilustrada 

 

A transdução do sinal se inicia através da ativação de um receptor de tirosina quinase (RTK), quando ligada 
a um fator de crescimento. Esta ligação promove o recrutamento de proteínas adaptadoras que 
funcionam como um fator trocador de guanina (como o gene SOS1), que ativa RAS facilitando a troca de 
GDP por GTP. A ligação de um GTP a RAS pode iniciar uma ativação da cascata de proteínas kinases 
ativadoras de mitose (MAPK), RAF, MEK e kinases reguladoras do sinal extracelular (ERK). A restituição da 
forma inativa de RAS é alcançada por hidrólise de GTP para GDP através da atividade intrínseca da GTPase 
do RAS, que é aumentada pela atividade de GTPase de proteínas , como a Neurofibromina (NF1). Desse 
modo, NF1 age como um regulador negativo da sinalização de RAS. SHOC2 é um modulador positivo, no 
nível de interação de RAS-RAF. A proteína CBL promove a ligação de ubiquitina (Ub) que é capaz de 
reconhecer substâncias tirosino-fosforiladas e, assim, modular a transdução do sinal mediada pelo RTK. 
Traduzido e modificado de Zenker et al. (2011) 
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Tabela 3 - Genes da via RAS/MAPK já associados à síndrome de Noonan e às síndromes Noonan-like  

Síndrome Lócus Gene Mutado CDS OMIM (%) Referência 

SN 12q24.1 PTPN11 15 176876 29-60 (Musante et al., 2003; Zenker et al., 2004) 

 

2p22.1 SOS1 23 182530 17*-28* (Tartaglia et al., 2007; Zenker et al., 2007b) 

 

3p25.1 RAF1 16 164760 9**-33** (Pandit et al., 2007; Razzaque et al., 2007) 

 

12p12.1 KRAS 5 190070 2*-6** (Carta et al., 2006; Nava et al., 2007) 

 

15q22.31 MEK1 11 176872 4** (Nava et al., 2007) 

 

7q34 BRAF 18 164757 2*** (Sarkozy et al., 2009) 

 

1p13.2 NRAS 4 164790 <0,5*** (Cirstea et al., 2010) 

   

 

   CFC 7q34 BRAF 18 164757 78 (Rodriguez-Viciana et al., 2006) 

 

15q22.31 MEK1 11 176872 9 (Rodriguez-Viciana et al., 2006) 

 

19p13.3 MEK2 11 601263 4 (Rodriguez-Viciana et al., 2006) 

 

12p12.1 KRAS 5 190070 3-10 (Nava et al., 2007; Zenker et al., 2007a) 

   

 

   SC 11p15.5 HRAS 5 190020 92 (Aoki et al., 2005) 

 

12p12.1 KRAS 5 190070 7 (Zenker et al., 2007a) 

   

 

   NFSN 17q11.2 NF1 58 613113 94 (De Luca et al., 2005) 

 

12q24.1 PTPN11 15 176876 <1 (Bertola et al., 2005; Thiel et al., 2009) 

   

 

   SNML/SL 12q24.1 PTPN11 15 176876 91 (Digilio et al., 2002) 

 

3p25.1 RAF1 16 164760 3 (Pandit et al., 2007) 

 

7q34 BRAF 18 164757 1 (Seishima et al., 2007) 

   

 

   SNL-PCA 10q25 SHOC2 8 602775 4%*** (Cordeddu et al., 2009) 

   

 

   SNL-LMMJ 11q23.3 CBL 16 165360 1%*** (Martinelli et al., 2010) 

CDS, éxons codificantes; SN, síndrome de Noonan; SNL-PCA, síndrome de Noonan-like com perda de cabelos anágenos; SNL-LMMJ, 
síndrome de Noonan-like com leucemia mielomonocítica juvenil; SC, síndrome de Costello; CFC, síndrome cardio-facio-cutânea; SNML/SL, 
síndrome de Noonan com manchas lentiginosas; NFSN, neurofibromatose-síndrome de Noonan; *em pacientes sem mutação no gene 
PTPN11; **em pacientes sem mutação nos genes PTPN11 e SOS1; ***em pacientes sem mutação nos genes PTPN11, SOS1 e RAF1 
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1.1.8. Correlação genótipo-fenótipo 

 

A presença de diferentes genes na SN dificulta a confirmação diagnóstica, o que 

torna imprescindível a tentativa de estabelecer uma correlação genótipo-fenótipo. Por hora, 

sabe-se que: 

Para o gene PTPN11: pacientes com SN e mutação neste gene apresentam maior 

frequência de EPV e de baixa estatura, e menor frequência de MIOCH (Tartaglia et al., 

2002a; Zenker et al., 2004). Pacientes com a mutação p.N308D apresentam menor 

necessidade de educação especial (Tartaglia et al., 2002b). Também foi observada maior 

incidência de defeitos septais em pacientes com SN e mutação no éxon 3 deste gene 

(Sarkozy et al., 2003). 

Para o gene SOS1: pacientes com SN e mutação neste gene apresentam maior 

envolvimento ectodérmico, maior frequência de ptose, menor frequência de baixa estatura 

e desenvolvimento cognitivo normal (Tartaglia et al., 2007; Zenker et al., 2007b). 

Para o gene RAF1: pacientes com SN e mutação neste gene apresentam maior 

frequência de MIOCH e baixa estatura, e menor frequência de EPV (Kobayashi et al., 2010; 

Pandit et al., 2007). 

Para o gene KRAS: pacientes com SN e mutação neste gene apresentam maior 

frequência e gravidade de déficit intelectual, além de menor envolvimento ectodérmico em 

pacientes com CFC (Zenker et al., 2007a). 

Para o gene SHOC2: pacientes com SN e mutação neste gene apresentam 

anormalidades de cabelo, como crescimento lento, cabelos finos e perda de cabelos 

anágenos (Cordeddu et al., 2009).  
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1.1.8.2. Tumores nas RASopatias 

O fato de vários genes da via RAS/MAPK ser sabidamente oncogênicos quando 

presentes em mutações somáticas, alerta para a possibilidade dos indivíduos afetados pela 

SN e SNL apresentarem um risco aumentado de desenvolverem uma neoplasia. 

Já é bem estabelecida a relação entre mutações somáticas e o desenvolvimento de 

neoplasias. O gene PTPN11, por exemplo, responsável por até 91% dos casos de LEOPARD e 

70% dos casos de SN (Digilio et al., 2002; Zenker et al., 2004), está envolvido em 35% dos 

pacientes com a leucemia mielomonocítiva juvenil (LMMJ) e, em uma menor porcentagem, 

com a leucemia linfocítica aguda (LLA) e a leucemia mielocítica aguda (LMA) (Kratz et al., 

2005). O gene BRAF – principal gene responsável pela síndrome CFC (Rodriguez-Viciana et 

al., 2006) – quando mutado apresenta uma incidência de formação de tumor de até 50% 

para alguns tipos de câncer (Schubbert et al., 2007). Mutações somáticas envolvendo os 

genes RAS, especialmente o gene KRAS, também estão ligadas ao desenvolvimento de 

diversos tipos de neoplasias – 20% a 30% dos casos (Chen et al., 2006).  

Porém, a relação entre mutações germinativas e a formação de neoplasias ainda não 

está bem definida. Até o momento, está bem definido que os pacientes com a síndrome de 

Costello e com mutações no gene HRAS apresentam um risco de 17% para desenvolvimento 

de uma neoplasia, especialmente neuroblastoma, rabdomiossarcoma e carcinoma de bexiga 

(Gripp, 2005). Pacientes com SN e SNL podem apresentar um crescimento anormal 

especialmente nos ossos da maxila e mandíbula – tumor de células gigantes (Tartaglia et al., 

2011) e aqueles com mutação, especialmente nos genes PTPN11 e CBL, podem apresentar a 

leucemia mielomonocítica juvenil (LMMJ) que, em geral, evolui com regressão espontânea 

(Loh et al., 2004; Martinelli et al., 2010; Tartaglia et al., 2003). Recentemente, outro estudo 

avaliou a frequência de neoplasias e evidenciou que nestes pacientes – com SN e mutação 

no gene PTPN11 – há um risco 3,5 vezes maior comparado a população normal. Como na SN 

há diferentes tipos de tumores descritos, tanto hematológicos como sólidos, por hora, não 

há indicação da realização de exames preventivos (Jongmans et al., 2011). 
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2. OBJETIVOS 

 

Este projeto visa estudar por sequenciamento os genes PTPN11, SOS1, RAF1, KRAS, 

SHOC2, BRAF e HRAS em pacientes com diagnóstico clínico de síndrome de Noonan (SN) e 

das síndromes Noonan-like (SNL) com o objetivo de:  

(a) determinar a frequência de mutação nos diferentes genes em pacientes com SN e 

SNL;  

(b) estabelecer uma correlação genótipo-fenótipo com grandes repercussões no 

aconselhamento genético e prognóstico;  

(c) estabelecer um fluxograma para o estudo molecular a partir dos hotspots;  

(d) avaliar se a variabilidade fenotípica apresentada nos pacientes com SN pode ser 

explicada pela presença de mutações em mais de um gene da via RAS/MAPK. 
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3. MÉTODOS 

  

 

Este estudo foi conduzido de acordo com princípios éticos, onde o protocolo de 

estudo foi submetido ao comitê de ética do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina 

da Universidade de São Paulo (FMUSP), tendo sido aprovado (CAPPesq 0843/08). O 

consentimento por escrito foi obtido de todos os pacientes ou pais/tutores antes que os 

procedimentos de pesquisa fossem iniciados. 

Aos pacientes e/ou responsáveis legais foram explicados os objetivos do presente 

trabalho, assim como os requisitos necessários. Foi ainda informado aos mesmos que a 

participação neste trabalho é voluntária e que a recusa em participar não acarretaria em 

nenhum prejuízo de atendimento ao paciente e/ou a seus familiares nesta Instituição.  

 

 

3.1. Casuística 

 

Tratar-se de um estudo prospectivo em que foram avaliados pacientes afetados pelas 

SN e SNL em seguimento no Ambulatório de Genética Clínica do Instituto da Criança 

(ICr/HC/FMUSP), no Ambulatório de Cardiopatias Congênitas do Instituto do Coração 

(InCor/HC/FMUSP) e no Ambulatório de Endocrinologia do HC/FMUSP, em um total de 194 

afetados: 152 com SN, 19 com CFC, 15 com NFSN, 4 com SC e 4 com SL. Do total de 

pacientes estudados, 116 eram do sexo masculino e 78 do sexo feminino. A idade variou 

entre 1a4m e 51 anos, com média de 14a3m, mediana de 12a6m, desvio padrão de 8a8m e 

coeficiente de variação de 61%. A recorrência da síndrome em um parente de primeiro grau 

foi observada em 26 casos (13% de casos familiais), sendo quatro afetados pela NFSN, um 
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por SL e o restante pela SN. Em parte da casuística - 124 pacientes - o sequenciamento dos 

genes PTPN11 e KRAS havia sido previamente realizado (Bertola et al., 2006; Brasil et al., 

2010). 

Para a casuística com síndrome de Noonan, só foram incluídos neste estudo aqueles 

que preenchiam os critérios clínicos de van der Burgt et al. (1994), de acordo com a Tabela 1. 

 

 

3.2. Métodos 

 

Os dados clínicos e alguns dados laboratoriais foram obtidos através de um protocolo 

empregado no Ambulatório de Genética do Instituto da Criança – ICr/HC/FMUSP, que 

compreende:  

 Anamnese, Genealogia; 

 Exame físico completo do propósito e dos pais; 

 Estudo cardiológico (eletrocardiograma e ecocardiograma); 

 Estudo cromosômico com banda G do sangue periférico; 

 Exames radiológicos: RX de punhos para idade óssea e de coluna; US de 

abdome total ecocardiograma  

 Avaliação oftalmológica 

 Avaliação hematológica 

 

A anamese e o exame físico dos pacientes foram realizados por um médico 

geneticista da Unidade de Genética do ICr/HC/FMUSP. Os demais exames e avaliações foram 

realizados no Complexo do Hospital das Clínicas da FMUSP, salvo os raros casos em que o 

paciente já apresentava exames realizados em outros serviços. 
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O estudo cromossômico com banda G do sangue periférico foi realizado em todos os 

pacientes para afastar a possibilidade de aberrações cromossômicas. Só foram incluídos 

neste estudo os pacientes com resultado normal para este exame.  

O estudo molecular foi desenvolvido no Laboratório de Genética e Cardiologia 

Molecular do Instituto do Coração (InCor/HC/FMUSP) e no Laboratório de Hormônios e 

Genética Molecular/LIM42 (HC/FMUSP), devidamente equipados, e que já apresentam 

experiência na realização dos seguintes procedimentos: extração de DNA, reação em cadeia 

de polimerase (PCR), purificação, sequenciamento direto e estudo de grupo controle 

(quando necessário). 

Inicialmente foi realizado o estudo molecular no propósito. No encontro de uma 

alteração, os pais foram convocados para pesquisa da mesma a fim de estabelecer se a 

mesma ocorreu de novo ou foi herdada. 

 

3.2.1. Extração de DNA 

Para a realização do teste molecular, uma amostra de 4 ml de sangue foi coletada de 

uma veia periférica e colocada em tubo contendo EDTA. A extração do DNA foi feita através 

da modificação do método de Miller et al. (1988) conforme protocolo abaixo. 

O sangue total foi transferido para um tubo de 15 ml. A este tubo foi adicionado 10 

ml de tampão para lise das hemácias (tampão A = 144 mM NH4Cl + 1 mM NH4CO3), a 

temperatura ambiente (TA). Após vórtex, o tubo foi mantido a TA por 10 minutos e depois 

centrifugado a 3.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi 

ressuspendido com 10 ml do tampão A a 4 ºC. Após vórtex, o tubo foi novamente mantido a 

TA por 10 minutos e depois centrifugado a 3.000 rpm por 10 minutos. Mais uma vez, o 

sobrenadante foi descartado e o pellet resuspendido em 1,5 ml de tampão (tampão B = 10 

mM Tris pH 8.0 + 400 mM NaCl + 2mM EDTA pH 8.0) e 100 ul de SDS a 10%. O tubo foi 

homogenizado por inversão, foi adicionado 250 ul de solução contendo proteinase K 

(tampão C = 1% SDS + 1 M EDTA pH 8.0 + 125 ug/ml proteinase K). O tubo então foi 

vortexado e mantido a 37oC por 12 a 18 horas. Após incubação foi adicionado 500 ul de 

solução contendo 6 M NaCl (tampão D). O tubo foi vortexado por 1 minuto e centrifugado a 
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3.000 rpm durante 20 minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo de 15 ml, 

ao qual foi adicionado 3 ml de etanol a 100% (mantido a -20 oC). Após homogenizar o tubo 

por inversão, foi observada a formação do enovelado de DNA (“medusa”). Este enovelado 

foi transferido para um tubo de 1,5 ml contendo 1 ml de etanol 70% (mantido a -20 ºC) e 

centrifugado a 4oC e 13.500 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e o tubo 

invertido foi deixado a TA por 18 a 24 horas (over night; ON). O pellet seco (DNA) foi 

hidratado com 1 ml TE 1x (10mM Tris-HCl pH 8.0 + 1 mM EDTA ph 8.0) e deixado a TA por 

mais 18 a 24 horas. Após vórtex, as amostras foram dosadas e diluídas para 10 ng/ul.  

 

3.2.2. Reação em Cadeia de Polimerase 

Os 194 pacientes desta casuística foram estudados do ponto de vista molecular, da 

seguinte maneira: PTPN11 (14 éxons codificantes), SOS1 (23 éxons codificantes), RAF1 

(éxons hotspots 7, 14 e 17), KRAS (5 éxons codificantes) e SHOC2 (éxon hotspot 2) nas SN e 

SLN, BRAF (éxons hotspots 6, 11, 12, 14, 15 e 16) na síndrome CFC e HRAS (5 éxons 

codificantes) na síndrome de Costello. Portanto, para cada gene, todos os éxons 

codificantes foram sequenciados – com exceção dos genes RAF1, SHOC2 e BRAF, nos quais 

foram estudados apenas os hotspots. O estudo molecular do gene RAF1 foi realizado pela 

Dra. Alexsandra Christiane Malaquias de Moura Ribeiro sob orientação do Dr. Alexander 

Augusto de Lima Jorge, como parte da sua Tese de Doutorado (concluída em Maio de 2011). 

As sequências dos pares de primers utilizados encontram-se no Anexo I. 

Para a Reação em Cadeia de Polimerase (PCR) foram utilizados: PCR-buffer 1x (50 

mM KCl + 2,5 mM MgCl2 + 10 mM Ácido Tris-hidroclórico + 0,1% Triton X-100); 0,2 mM 

dNTPs; 2,25 mM MgCl2; 5% DMSO; 0,2 uM de cada par de primers (sense e anti-sense); 0,03 

U Taq DNA polimerase; 10 ng de DNA; e água milli-Q em quantidade suficiente para 50 ul 

(para purificação em colunas = métodos 1 e 2) ou para 10 ul (para purificação enzimática = 

método 3). Os padrões do ciclo foram: 94 ºC por 5 minutos (denaturação inicial), 35 ciclos de 

94 ºC por 30 segundos, temperatura de hibridização por 30 segundos, 72 ºC por 40 

segundos, e extensão final a 72 ºC por 5 minutos. 
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Para comprovar se houve amplificação, parte dos produtos da PCR foram submetidos 

à eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etídio a 0,5 ng/ml. Após 

corrida, o gel foi observado em um transluminador com luz ultravioleta (UV). 

 

3.2.3. Purificação 

Após amplificação, os produtos da PCR foram purificados utilizando três diferentes 

métodos, dependendo da disposição de compra dos kits: (1) GFX PCR DNA and Gel Band 

Purification Kit – GE Healthcare Biosciences; (2) E.Z.N.A. Cycle-Pure Kit – Omega Bio-tek; (3) 

ExoSAP-IT - USB Corporation. O protocolo para purificação foi seguido conforme sugestão 

de cada fabricante.  

 

3.2.4. Sequenciamento 

Após a purificação, a reação de sequenciamento foi realizada utilizando o kit Big Dye 

Terminator Sequencing (Applied Biosystems), o qual contém dideoxinocleotídios marcados 

com fluorocromos (bases terminadoras). Para uma reação com volume final de 12 ul foram 

utilizados: 2 ul da solução Big Dye Terminator; 2,4 ul do tampão Save Money 5x; 3 ul de DNA 

purificado; 1 ul de primer (F ou R) a 5 uM; e 3,6 ul de água Milli-Q. Os padrões do ciclo 

foram: 96 ºC por 3 minutos (denaturação inicial), 35 ciclos de 96 ºC por 15 segundos, 50 ºC 

por 10 segundos, 60 ºC por 4 minutos. Após ciclagem, os produtos foram imediatamente 

resfriados a 4 ºC. As amostras foram, então, precipitadas adicionando 80 ul de etanol 70% a 

TA. As amostras foram mantidas a TA por 15 minutos e depois centrifugadas a 4.000 rpm 

durante 45 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 120 ul de 

etanol 70%. As amostras foram centrifugadas a 4.000 rpm por 20 minutos. O sobrenadante 

foi completamente descartado e as amostras aquecidas a 96 ºC por 2 minutos. Foram 

adicionados 2 ul de uma mistura contendo formamida e loading buffer na proporção de 4:1. 

Por fim, as amostras foram aquecidas a 96 ºC por 3 minutos e mantidas no gelo até 

aplicação.  



   23 

MÉTODOS 

Para corrida foi utilizado equipamento ABI Prism 377 DNA Sequencer (Applied 

Biosystem). Para preparo do gel foram homogenoizados por 15 minutos: 9 gr de uréia; 2,5 ml 

de long ranger; 2,5 ml de tampão TBE 10x (890 mM Tris pH 8.0 + 890 mM Ácido Bórico pH 

8.0 + 20 mM EDTA pH 8.0); e 13mL de água Milli-Q. Para polimerização do gel foram 

adicionados 125 ul de persulfato de amônia (APS) a 0,1 mg/ul e 17,5 ul de TEMED. 

O resultado da corrida foi analisado em aparelho ABI Prism - 977377 (Perkin Elmer). 

Para determinação dos genótipos as sequências foram lidas, manualmente (uma a uma), 

utilizando o programa DNASTAR – SeqMan (Laser Gene). 

 

3.2.5. Predição para o efeito das mutações ainda não descritas 

Na tentativa de sugerir o efeito das alterações encontradas neste estudo e ainda não 

descritas na literatura (se tem ou não influência sobre o fenótipo, ou seja, se é patogênica 

ou benigna), utilizamos os seguintes critérios: 

a) Rastreamento da presença da mutação em questão nos pais do probando, 

através do sequenciamento; 

b) Estudo de predição do potencial impacto sobre a função ou estrutura da 

proteína: (1) para mutações missense utilizamos o PolyPhen2 (Ramensky et al., 

2002) e o SIFT (Kumar et al., 2009); (2) o Mutation Taster (Schwarz et al., 2010) 

foi utilizado para inserção ou deleção, uma vez que as primeiras ferramentas não 

possuem predição para este tipo de alteração; 

c) Análise comparativa da conservação dos aminoácidos entre o genoma humano e 

de outras diferentes espécies (Fugu rubripes, Pan troglodytes, Gallus gallus, 

Xenopus tropicalis, Canis familiaris, Danio rerio and Trichoplax adhaerens), 

através da ferramenta VISTA Genome Browser (Frazer et al., 2004). 
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3.3. Análise Estatística 

 

Como objetivo de realizar correlação genótipo-fenótipo, a casuística de pacientes 

com SN foi classificada conforme o gene envolvido. Para comparação das características 

clínicas e laboratoriais não-numéricas entre os diferentes genótipos foi utilizada a análise 

descritiva, o teste exato de Fisher (para amostras com até 20 dados) ou o teste do Chi-

quadrado (para amostras com mais de 20 dados), conforme apropriado. Para toda análise 

estatística, foi considerado como estatisticamente significante um valor de p< 0,05.  
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4. RESULTADOS 

 

 

4.1. Alterações encontradas 

 

O estudo molecular nos 194 pacientes avaliados identificou alteração nos genes 

estudados em 102 deles. Resumo das alterações observadas encontra-se na Tabela 4. A 

listagem destas alterações por gene encontra-se nas Tabelas 5 a 9. O encontro de duas 

mutações em diferentes genes da via RAS/MAPK só ocorreu em um paciente com SN: 

p.N308D no gene PTPN11 e p.R552G no gene SOS1.  

Tabela 4 – Distribuição das alterações encontradas 

Síndrome PTPN11 SOS1 RAF1 KRAS SHOC2 BRAF HRAS 
TOTAL 

pacientes com 
alteração 

SN 52* 13* 7 5 3 4 
 

83* 

CFC 
   

1 2 8 
 

11 

SC 
 

1 
 

1 
  

1 3 

NFSN 1** 
      

1 

SL 4 
      

4 

TOTAL 57 14 7 7 5 12 1 102 

SN, síndrome de Noonan; CFC, síndrome cardio-facio-cutânea; SC, síndrome de Costello; SL, síndrome de LEOPARD; NFSN, 
neurofibromatose-síndrome de Noonan. *Um paciente com SN apresentou mutação em mais de um gene da via 
RAS/MAPK – a mutação N308S no gene PTPN11 e a mutação R552G no gene SOS1. **Esse paciente, previamente 
estudado, também apresentou uma mutação no gene NF1 (Bertola et al., 2005) 
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Tabela 5 – Alterações encontradas no gene PTPN11 

PTPN11 
éxon 

Nucleotídeo Aminoácido 
Pacientes n=57 Domínio 

protéico 
Literatura 

SN n=52 SNL n=5 

3 c.179G>C p.G60A 1 
 

N-SH2 (Tartaglia et al., 2002b) 

3 c.182A>G p.D61G 3 
 

N-SH2 (Tartaglia et al., 2001) 

3 c.184T>G p.Y62D 1 
 

N-SH2 (Tartaglia et al., 2002b) 

3 c.188A>G p.Y63C 5 
 

N-SH2 (Tartaglia et al., 2001) 

3 c.205G>C p.E69Q 1 
 

N-SH2 (Musante et al., 2003) 

3 c.206A>T p.E69V 1 
 

N-SH2 (Pierpont et al., 2010) 

3 c.218C>T p.T73I 1 
 

N-SH2 (Tartaglia et al., 2002b) 

3 c.236A>G p.Q79R 3 
 

N-SH2 (Tartaglia et al., 2001) 

3 c.317A>C p.D106A 1 
 

N-SH2/ 
C-SH2 linker 

(Tartaglia et al., 2002b) 

4 c.417G>C 
c.417G>T 

p.E139D 2 
 

C-SH2 (Tartaglia et al., 2002b) 

7 c.836A>G p.Y279C 1 4 (SL) PTP (Tartaglia et al., 2002b) 

7 c.844A>G p.I282V 1 
 

PTP (Tartaglia et al., 2001) 

8 c.854T>C p.F285S 2 
 

PTP (Tartaglia et al., 2002b) 

8 c.922A>G p.N308D 12 
 

PTP (Tartaglia et al., 2001) 

8 c.923A>G p.N308S 6* 
 

PTP (Tartaglia et al., 2002b) 

8 c.923A>C p.N308T 1 
 

PTP (Pierpont et al., 2010) 

12 c.1403C>T p.T468M 1 
 

PTP (Digilio et al., 2002) 

13 c.1471C>T p.P491S 1 
 

PTP (Zenker et al., 2004) 

13 c.1472C>A p.P491H 1 
 

PTP (Bertola et al., 2006) 

13 c.1504T>G p.S502A 1 
 

PTP (Kratz et al., 2005) 

13 c.1505C>T p.S502L 2 
 

PTP (Bertola et al., 2006) 

13 c.1510A>G p.M504V 3 
 

PTP (Tartaglia et al., 2001) 

13 c.1529A>C p.Q510P 1 
 

PTP (Keren et al., 2004) 

13 c.1529A>G p.Q510R 
 

1 (NFSN)** PTP (Bertola et al., 2005) 

SN, síndrome de Noonan; SNL, síndromes Noonan-like; SL, síndrome de LEOPARD; NFSN, neurofibromatose-síndrome 
de Noonan. *Um paciente com SN apresentou mutação em mais de um gene da via RAS/MAPK – a mutação N308S no 
gene PTPN11 e a mutação R552G no gene SOS1. **Esse paciente, previamente estudado, também apresentou a 
mutação p.L844R no gene NF1 (Bertola et al., 2005). Parte da casuística já havia sido avaliada para o este gene (Bertola 
et al., 2006; Brasil et al., 2010) 
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Tabela 6 – Alterações encontradas no gene SOS1 

SOS1 
éxon 

Nucleotídeo Aminoácido 

Pacientes n=13 
Domínio 
protéico 

Literatura SN 
n=13 

SC 
n=1 

6 c.797C>A p.T266K 1 
 

DH (Roberts et al., 2007) 

6 c.806T>C p.M269T 2 1 DH (Zenker et al., 2007b) 

6 c.806T>G p.M269R 2 
 

DH (Tartaglia et al., 2007) 

10 c.1654A>G p.R552G 2* 
 

PH-REM linker (Tartaglia et al., 2007) 

10 c.1655G>C p.R552T 1 
 

PH-REM linker (Beneteau et al., 2009) 

10 
c.1656G>T 

c.1656G>C 
p.R552S 2 

 
PH-REM linker 

(Tartaglia et al., 2007) 

(Beneteau et al., 2009) 

11 c.1861_1862insATC p.621_622insH 1 
 

REM não descrita 

14 c.2183A>T p.K728I 1 
 

Cdc25 (Jongmans et al., 2010) 

16 c.2536G>A p.E846K 1   Cdc25 (Tartaglia et al., 2007) 

SN, síndrome de Noonan; SC, síndrome de Costello. *Um paciente com SN apresentou mutação em mais de um gene 
da via RAS/MAPK – a mutação N308S no gene PTPN11 e a mutação R552G no gene SOS1 

 

Tabela 7 – Alterações encontradas no gene RAF1 

RAF1 
éxon 

Nucleotídeo Aminoácido 
SN  
n=7 

Domínio protéico Literatura 

7 c.770C>T p.S257L 5 CR2 (Razzaque et al., 2007) 

7 781C>T p.P261S 2 CR2 (Razzaque et al., 2007) 

SN, síndrome de Noonan 
  

 

Tabela 8 – Alterações encontradas no gene KRAS 

KRAS 
éxon 

Nucleotídeo Aminoácido 
Pacientes n=7 Domínio 

protéico 
Literatura 

SN n=5 SNL n=2 

2 c.13A>G p.K5E 
 

1 (SC) P loop (Bertola et al., 2007) 

2 c.40G>A p.V14I 3 
 

P loop (Schubbert et al., 2006) 

3 c.214A>C p.M72L 1 
 

alfa-2 helix não descrita 

6 c.461A>T p.D153V 
 

1 (CFC)* alfa-5 helix (Schubbert et al., 2006) 

6 c.531_533delGAA p.K176Del 1   HVR não descrita 

SN, síndrome de Noonan; SNL, síndromes Noonan-like; SC, síndrome de Costello; CFC, síndrome Cardio-facio-cutânea; 
HVR, hipervariable region, região hipervariável. *Paciente já descrito previamente (Brasil et al., 2010) 
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Tabela 9 – Alterações encontradas no gene BRAF 

BRAF 
éxon 

Nucleotídeo Aminoácido 
Pacientes n=12 Domínio 

protéico 
Literatura SN n=4 CFC n=8 

6 c.736G>C p.A246P 1 
 

CR1 (Niihori et al., 2006) 

11 c.1391G>A p.G464E 1 
 

CR3  não descrita 

11 c.1408A>C p.T470P 
 

1 CR3 não descrita 

12 c.1501G>A p.E501K 
 

2 CR3 (Niihori et al., 2006) 

12 c.1502A>G p.E501G 
 

3 CR3 (Niihori et al., 2006) 

14 c.1741A>G p.N581D 
 

1 CR3 (Niihori et al., 2006) 

15 c.1802A>T p.K601I 1 1 CR3 não descrita 

16 c.1877G>A p.R626K 1   CR3 não descrita  

SN, síndrome de Noonan; SNL, síndromes Noonan-like; HVR, hipervariable region (região hipervariável) 

 

O estudo do gene SHOC2 identificou cinco paciente com alteração: quatro pacientes 

(dois com SN e dois com CFC) com a troca c.4A>G, que caracteriza a mutação p.S2G já 

descrita previamente (Cordeddu et al., 2009); e um paciente com SN e a substituição 

c.89C>G, responsável pela mutação p.A30G, ainda não descrita previamente.  

Foi encontrada apenas uma alteração no gene HRAS em um paciente com SC: p.G12S 

(c.34G>A), já descrita previamente (Aoki et al., 2005). 

 

 

4.2. Predição do efeito das mutações ainda não descritas 

 

Segue abaixo a avaliação de alguns critérios de predição para o potencial impacto das 

alterações não descritas encontradas. Resumo desta avaliação encontra-se na Tabela 10. 

 

 

 



   30 

RESULTADOS 

Gene SOS1 

A alteração p.621_622insH no gene SOS1, não gera uma proteína truncada, adiciona 

apenas um aminoácido (H; histidina) à sequência normal da proteína. Esta alteração não foi 

encontrada em nenhum dos genitores fenotipicamente normais e, pela predição no 

Mutation Taster, não é responsável pelo fenótipo. Os dados obtidos ainda não asseguram 

classificar esta alteração como patogênica ou não. 

 

Gene KRAS 

As duas alterações não descritas encontradas no gene KRAS foram consideradas 

patogênicas: (1) a mutação p.M72L, pois apesar do PolyPhen ter predição desta alteração ser 

benigna, o SIFT prediz dano e a alteração segrega nos afetados dentro da família; há também 

descrição de uma mutação envolvendo o mesmo resíduo, a p.M72I, como evento somático 

em câncer: neoplasma linfóide e mieloma em células do plasma (Forbes et al., 2011); (2) a 

alteração p.K176Del, não segrega nos genitores fenotipicamente normais, deleta um 

aminoácido (K; lisina) na sequência normal da proteína, o resíduo envolvido é conservado e 

o Mutation Taster considera-a como causadora da doença. 

 

Gene BRAF 

Apesar da mutação p.G464E ainda não ser descrita, em pacientes com SN ou SNL, já 

foi descrita como mutação somática em câncer: carcinoma cortical na glândula suprarenal, 

carcinoma e adenocarcinoma no intestino grosso, carcinoma ovariano e no trato superior 

aero digestivo (boca, alvéolos) (Forbes et al., 2011). Também há descrição de uma mutação 

envolvendo o mesmo resíduo (p.G464R) em um paciente com CFC (Nava et al., 2007). Além 

disso, a alteração não descrita encontrada segrega no parente afetado, tem predição de 

causar dano a proteína (tanto pelo PolyPhen como pelo SIFT), e tem seu resíduo conservado 

entre as espécies, sendo, portanto, considerada patogênica. 
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A mutação p.T470P no gene BRAF, foi considerada patogênica, pois não foi 

identificada nos genitores fenotipicamente normais, possui predição de dano a proteína 

(tanto pelo PolyPhen como pelo SIFT) e envolve um aminoácido que é conservado entre as 

espécies. 

A mutação p.K601I no gene BRAF encontrada em dois pacientes (um com SN e o 

outro com CFC) apresenta predição de provável dano a proteína (tanto pelo PolyPhen como 

pelo SIFT) e o resíduo envolvido é conservado entre as espécies. A mesma mutação, porém 

como um evento somático, já foi relacionada ao desenvolvimento de câncer: melanoma na 

pele, carcinoma e adenoma na tireóide, e carcinoma, adenocarcinoma e adenoma no 

intestino grosso (Forbes et al., 2011). Além disso, há descrição de mutação envolvendo o 

mesmo resíduo (p.K601Q) em dois pacientes com CFC (Sarkozy et al., 2009). Os genitores 

são fenotipicamente normais e não apresentaram a alteração. Sendo assim, a mutação foi 

considerada como patogênica. 

A mutação p.R626K no gene BRAF possui predição de ser benigna pelo PolyPhen, 

porém o SIFT prediz alteração da função da proteína e o resíduo envolvido é conservado 

entre as espécies. Até o momento, não tivemos acesso aos genitores para rastreamento 

desta alteração. Os dados obtidos ainda não asseguram classificar esta alteração como 

patogênica ou não. 

 

Gene SHOC2 

Para a alteração p.A30G não descrita encontrada no gene SHOC2, houve segregação em 

um dos pais aparentemente sem características sugestivas da SN, a predição de ambas as 

ferramentas indicou que esta seja benigna/tolerada e, apesar do resíduo envolvido ser 

conservado entre as espécies, esta alteração foi considerada como não patogênica. 
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Tabela 10 – Predição do efeito para as alterações não descritas encontradas neste estudo 

 

 

 

 

4.3. Mutações encontradas 

 

Resumo das mutações encontradas – incluindo as mutações já descritas e as 

alterações não descritas com sugestão de efeito patogênico – e suas respectivas frequências 

comparadas com as da literatura encontram-se na Tabela 11. 

Dos 99 probandos com mutação, 15 (15%) são casos familiais. A identificação da 

alteração do paciente no parente afetado foi possível em todos os 14 casos avaliados. Em 

um caso o parente clinicamente afetado não foi avaliado quanto do ponto de vista 

molecular. Para os oito casos familiais com SN e mutação no gene PTPN11, não houve 

diferença significante na avaliação clínica dos familiares afetados, levando-se em 

consideração a baixa estatura, a face típica, a presença de cardiopatia e a criptorquidia nos 

meninos. 

 

 

(aa) aminoácido; (nt) nucleotídeo; (COSMIC) Catalog of Somatic Mutation in Cancer, Catálogo de Mutações Somática em Câncer; a(Nava et al., 2007); 
b(Sarkozy et al., 2009); 1mieloma múltiplo; 2carcinoma cortical na glândula adrenal, carcinoma e adenocarcinoma no intestino grosso, carcinoma ovariano, 

carcinoma no trato superior aero digestivo; 3melanoma. Ferramentas de bioinformática: SIFT (Kumar et al., 2009), PolyPhen2 (Ramensky et al., 
2002) e Mutation Taster (Schwarz et al., 2010) 
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Tabela 11 – Distribuição e frequência das mutações encontradas 

Síndrome PTPN11 SOS1 RAF1 KRAS SHOC2 BRAF HRAS 
TOTAL 

pacientes com 
mutação 

SN 52* 12* 7 5 2 3 
 

80* 

% (% Lit.) 34 (29-60) 12 (17-28) 7 (9-33) 5 (2-6) 2 (4) 3 (2)  53 (61) 

CFC 
   

1 2 8 
 

11 

% (% Lit.)    5 (3-10) 11 (?) 42 (78)  58 (60-90) 

SC 
 

1 
 

1 
  

1 3 

% (% Lit.)  25 (?)  25 (7)   25 (92) 75 (83-100) 

NFSN 1** 
      

1 

% (% Lit.) 7 (< 1)       7 (94) 

SL 4 
      

4 

% (% Lit.) 100 (91) 
      

100 (91) 

TOTAL 57 13 7 7 4 11 1 99 

SN, síndrome de Noonan; CFC, síndrome cardio-facio-cutânea; SC, síndrome de Costello; NFSN, neurofibromatose-síndrome de Noonan; SL, 
síndrome de LEOPARD. Seguindo os padrões da literatura, a frequência de mutação para a síndrome de Noonan é calculada normalmente 
para o estudo do gene PTPN11 (sobre o total de pacientes estudados); para os demais genes a frequência de mutação é sempre calculada 
considerando apenas os indivíduos sem mutação no gene PTPN11. *Um paciente com SN apresentou mutação em mais de um gene da via 
RAS/MAPK – a mutação N308S no gene PTPN11 e a mutação R552G no gene SOS1; **Esse paciente, previamente estudado, também 
apresentou a mutação p.L844R no gene NF1 (Bertola et al., 2005). Fonte: (Aoki et al., 2005; Bertola et al., 2005; Carta et al., 2006; 
Cordeddu et al., 2009; De Luca et al., 2005; Digilio et al., 2002; Martinelli et al., 2010; Musante et al., 2003; Nava et al., 2007; Pandit et al., 
2007; Razzaque et al., 2007; Rodriguez-Viciana et al., 2006; Romano et al., 2010; Sarkozy et al., 2009; Seishima et al., 2007; Tartaglia et al., 
2007; Zenker et al., 2004; Zenker et al., 2007a; Zenker et al., 2007b) 

 

 

4.4. Achados Clínicos 

 

4.4.1. Síndrome de Noonan 

A comparação dos achados clínicos entre os pacientes com SN, com e sem mutação, 

é apresentada para cada um dos genes estudados nas Tabelas 12 a 16. 
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Tabela 12 – Achados clínicos dos propósitos com síndrome de Noonan, com e sem mutação no 

gene PTPN11 

    PTPN11 + PTPN11 - Valor de p 

Quadro clínico n = 52 n = 100 
 Baixa estatura 44 85% 59/99 60% 0,0017* 

Face típica 35 67% 66 66% 1 

pescoço curto e/ou alado 44/49 90% 75/95 79% 0,16 

Deformidade esternal  30/50 60% 41/92 45% 0,11 

Cardiopatia 41/51 80% 66/95 69% 0,17 

 
MIOCH com ou sem EPV 5/41 12% 12/66 18% 0,59 

 
EPV com ou sem outra lesão 32/41 78% 30/66 45% 0,0012* 

Criptorquidia  17/31 55% 24/64 38% 0,13 

Atraso DNPM e/ou Déficit intelectual 19/34 56% 39/55 71% 0,17 

Tumores 

       tumor de células gigantes 2 4% 3 3% 1,00 
Para face típica foi considerado o paciente que apresentou dois ou mais dismorfismos faciais oculares; MIOCH, 
miocardiopatia hipertrófica; EPV, estenose pulmonar valvar; DNPM, desenvolvimento neuro e psicomotor. * p significante 
< 0,05 

 

 

Tabela 13 – Achados clínicos dos pacientes com síndrome de Noonan com e sem mutação no gene SOS1 

    SOS1 + SOS1 - Valor de p 

Quadro clínico n = 12 n = 140 
 Baixa estatura 6 50% 97 69% 0,20 

Face típica 11 92% 90 64% 0,06 

pescoço curto e/ou alado 11/11 100% 108/133 81% 0,21 

Deformidade esternal  8/11 73% 63/131 48% 0,21 

Cardiopatia 10/11 91% 97/135 72% 0,29 

 
MIOCH com ou sem EPV 0/10 0% 17/97 18% 0,36 

 
EPV com ou sem outra lesão 10/10 100% 52/97 54% 0,0047* 

Criptorquidia  4/8 50% 37/87 43% 0,72 

Atraso DNPM e/ou Déficit intelectual 3/7 43% 53/81 65% 0,25 

Tumores 

       tumor de células gigantes 2 17% 3 2% 0,05 

Para face típica foi considerado o paciente que apresentou dois ou mais dismorfismos faciais oculares; MIOCH, miocardiopatia 
hipertrófica; EPV, estenose pulmonar valvar; DNPM, desenvolvimento neuro e psicomotor. * p significante < 0,05 
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Tabela 14 – Achados clínicos dos pacientes com síndrome de Noonan com e sem mutação no gene RAF1 

    RAF1 + RAF1 - Valor de p 

Quadro clínico n = 7 n = 145 
 Baixa estatura 7 100% 96/144 67% 0,10 

Face típica 7 100% 94 65% 0,10 

pescoço curto e/ou alado 7 100% 112/137 82% 0,61 

Deformidade esternal  3 43% 68/135 50% 1,00 

Cardiopatia 7 100% 100/139 72% 0,19 

 
MIOCH com ou sem EPV 6 86% 11/100 11% 0,0001* 

 
EPV com ou sem outra lesão 1 14% 61/100 61% 0,0400* 

Criptorquidia  2/4 50% 39/91 43% 1,00 

Atraso DNPM e/ou Déficit intelectual 0 0% 56/87 64% 0,0012* 

Tumores 

     
 

tumor de células gigantes 0 0% 5 3% 1,00 

Para face típica foi considerado o paciente que apresentou dois ou mais dismorfismos faciais oculares; MIOCH, miocardiopatia 
hipertrófica; EPV, estenose pulmonar valvar; DNPM, desenvolvimento neuro e psicomotor. * p significante < 0,05 

 

 

Tabela 15 – Achados clínicos dos pacientes com síndrome de Noonan com e sem mutação no gene 

KRAS 

    KRAS + KRAS - Valor de p 

Quadro clínico n = 5 n = 147 
 Baixa estatura 2 40% 101/146 69% 0,33 

Face típica 4 80% 97 66% 0,66 

pescoço curto e/ou alado 4 80% 115/139 83% 1,00 

Deformidade esternal  1 20% 70/137 51% 0,37 

Cardiopatia 4 80% 103/141 73% 1,00 

 
MIOCH com ou sem EPV 0 0% 17/103 17% 1,00 

 
EPV com ou sem outra lesão 3/4 75% 59/103 57% 0,64 

Criptorquidia  0/4 0% 41/91 45% 0,13 
Atraso DNPM e/ou Déficit 
intelectual 2 40% 54/86 63% 0,37 

Tumores 

     
 

tumor de células gigantes 0 0% 5 3% 1,00 
Para face típica foi considerado o paciente que apresentou dois ou mais dismorfismos faciais oculares; MIOCH, miocardiopatia 
hipertrófica; EPV, estenose pulmonar valvar; DNPM, desenvolvimento neuro e psicomotor. 
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Tabela 16 – Achados clínicos dos pacientes com síndrome de Noonan com e sem mutação no gene 

BRAF 

    BRAF + BRAF - Valor de p 

Quadro clínico n = 3 n = 149 
 Baixa estatura 3 100% 100/148 68% 0,55 

Face típica 1 33% 100 67% 0,26 

pescoço curto e/ou alado 2 66% 117/141 83% 0,44 

Deformidade esternal  0 0% 71/140 51% 0,25 

Cardiopatia 2 66% 105/143 73% 1,00 

 
MIOCH com ou sem EPV 1 33% 16/105 15% 0,41 

 
EPV com ou sem outra lesão 0 0% 62/105 59% 0,07 

Criptorquidia  1/1 100% 40/94 43% 0,43 
Atraso DNPM e/ou Déficit 
intelectual 1/1 100% 55/87 63% 1,00 

Tumores 

     
 

tumor de células gigantes 0 0% 5 3% 1,00 
Para face típica foi considerado o paciente que apresentou dois ou mais dismorfismos faciais oculares; MIOCH, miocardiopatia 
hipertrófica; EPV, estenose pulmonar valvar; DNPM, desenvolvimento neuro e psicomotor. * p significante < 0,05 

 

Tabela 17 – Resumo comparativo das manifestações clínicas em pacientes com síndrome de Noonan e com 

mutação nos genes PTPN11, SOS1, RAF1, KRAS e BRAF 

    
PTPN11 + SOS1 + RAF1 + KRAS + BRAF + Valor de p 

Quadro clínico n = 52 n = 12 n = 7 n = 5 n = 3 
 

Baixa estatura 44 85% 6 50% 7 100% 2 40% 3 100% 0,007* 

Face típica 35 67% 11 92% 7 100% 4 80% 1 33% 0,086 

pescoço curto e/ou alado 44/49 90% 11/11 100% 7 100% 4 80% 2 66% 0,33 

Deformidade esternal  30/50 60% 8/11 73% 3 43% 1 20% 0 0% 0,08 

Cardiopatia 41/51 80% 10/11 91% 7 100% 4 80% 2 66% 0,60 

 
MIOCH com ou sem EPV 5/41 12% 0/10 0% 6 86% 0 0% 1 33% > 0,0001* 

  EPV com ou sem outra lesão 32/41 78% 10/10 100% 1 14% 3/4 75% 0 0% > 0,0001* 

Criptorquidia  17/31 55% 4/8 50% 2/4 50% 0/4 0% 1/1 100% 0,26 

Atraso DNPM e/ou Déficit intelectual 19/34 56% 3/7 43% 0 0% 2 40% 1/1 100% 0,07 

Tumores 

          
 

  tumor de células gigantes 2 4% 2 17% 0 0% 0 0% 0 0% 0,36 

Para face típica foi considerado o paciente que apresentou dois ou mais dismorfismos faciais oculares; MIOCH, miocardiopatia 

hipertrófica; EPV, estenose pulmonar valvar; DNPM, desenvolvimento neuro e psicomotor. * p significante < 0,05 

 

Mutação no gene SHOC2 foi identificada em dois pacientes com SN, apresentando o 

seguinte quadro clínico: cabelos finos de crescimento lento, face sugestiva, baixa estatura, 

pescoço curto e/ou alado, cardiopatia (um com EPV e o outro com comunicação inter-atrial) 

e um deles com déficit intelectual. Estes pacientes, primeiramente classificados como 
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portadores da SN, com a identificação da mutação no gene SHOC2, foram reclassificados 

como afetados pela SNL-PCA. 

 

4.4.2. Síndromes de Noonan-like 

No estudo molecular nas SNL, quatro pacientes com SL apresentaram mutação no 

gene PTPN11. Os achados clínicos deste pacientes incluem: face típica (2/4), baixa estatura 

(2/4), pescoço curto e/ou alado (3/4), deformidade esteral (1/4), cardiopatia (4/4 MIOCH), 

manchas lentiginosas (4/4) e déficit intelectual (1/4).  

Mutação no gene SOS1 foi identificada em apenas um paciente com diagnóstico 

clínico da SC, o qual apresentava os seguintes achados: face típica, baixa estatura, pescoço 

curto e/ou alado, pectus excavatum, cardiopatia (anomalia de Ebstein), déficit intelectual, 

pregas palmares e plantares evidentes, queratose folicular e hiperpigmentação. Como há um 

consenso de que o epônimo síndrome de Costello seja empregado apenas para pacientes 

com mutação no gene HRAS, esse paciente foi reclassificado como afetado pela SN (Gripp et 

al., 2011). 

Mutações no gene KRAS foram identificadas em 2 pacientes: um com SC e face típica, 

baixa estatura, pescoço curto e/ou alado, pectus excavatum, cardiopatia (MIOCH e EPV), 

nervos corneanos proeminentes e embriotoxon posterior, pregas palmares e plantares 

evidentes, papiloma nasal, hiperpigmentação e linfedema; e o outro com CFC, apresentando 

face típica, baixa estatura, pescoço curto e/ou alado, cardiopatia (valva pulmonar espessada 

e insuficiência mitral), estabismo, escoliose, mancha CAL no dorso e pregas palmares e 

plantares evidentes. 

Mutações no gene BRAF foram identificadas em 8 pacientes com CFC, com o seguinte 

quadro clínico: face típica (6/8), baixa estatura (4/8), pescoço curto e/ou alado (8/8), pectus 

excavatum (2/8), cardiopatia (4/8 – 1 MIOCH, 2 EPV e 1 estenose supravalvar pulmonar), 

déficit intelectual (6/8), escoliose (2/8), hiperqueratose folicular e/ou palmo-plantar (7/8). 

Mutações no gene SHOC2 foram identificadas em 2 pacientes com CFC, com os 

seguintes achados clínicos: cabelos finos de crescimento lento, face típica, baixa estatura, 
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pescoço curto e/ou alado, déficit intelectual, cifose, cardiopatia (um com EPV e o outro com 

insuficiência mitral e tricúspide), um deles com pectus carinatum/excavatum e o menino 

com criptorquidia. Estes pacientes, primeiramente classificados como portadores da CFC, 

após a identificação da mutação no gene SHOC2, foram reclassificados como afetados pela 

SNL-PCA. 

Foi encontrada apenas uma mutação no gene HRAS em um paciente com SC, com o 

quadro clínico típico para esta síndrome: baixa estatura, face típica, pescoço curto e/ou 

alado, sem cardiopatia, cabelos esparssos e encaracolados, lábios grossos evertidos, língua 

protusa, pregas palmares e plantares evidentes, polidramnio, dificuldade importante para se 

alimentar, gastrostomia com 9m, cirurgia de refluxo gastro-esofágico com 15m, febre de 

origem indeterminada. 

 

4.4.3. Achados Raros 

 

4.4.3.1. Craniossinostose 

Um caso familial de SN apresentava a mutação p.M72L no gene KRAS, que também 

foi identificada na mãe e na irmã do probando, ambas também afetadas pela SN. Este 

paciente desenvolveu uma craniossinostose da sutura frontal. 

 

4.4.3.2. Tumores 

Na nossa casuística cinco pacientes com SN apresentaram lesões múltiplas com 

células gigantes (SN-LMCG), quatro deles com mutação identificada – p.N308S e p.Q510P no 

gene PTPN11, p.M269R e p.R552T no gene SOS1. Em dois casos a lesão foi identificada no 

osso da maxila, em um caso no osso da mandíbula e em dois casos a lesão atingiu ambos os 

ossos. 
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Leucemia mielomonocítica juvenil (LMMJ) foi observada em dois pacientes com SN e 

mutação no gene PTPN11, um deles com a mutação p.T73I e o outro com a p.E69V. Nos dois 

casos a leucemia teve início nos primeiros meses de vida e regrediu espontaneamente.  

Um paciente com SN com a mutação p.P261S no gene RAF1, sabidamente 

patogênica, desenvolveu um tumor cístico expansivo em fossa posterior. Infelizmente não 

foi possível recuperar os dados para melhor caracterização desta tumoração. 

Um paciente com características clínicas sugestivas da SC e com a mutação p.K5E no 

gene KRAS desenvolveu uma schwanomatose difusa. Esta é considerada como um tumor 

benigno, porém raramente pode malignizar. 
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5. DISCUSSÃO 

 

 

5.1. Estudo molecular 

 

5.1.1. Síndrome de Noonan 

O estudo dos diferentes genes responsáveis pela SN mostrou, assim como na 

literatura, um maior envolvimento do gene PTPN11 seguido dos genes SOS1 e RAF1. Embora 

na literatura aproximadamente 61% dos indivíduos com SN apresentem a confirmação do 

diagnóstico pelo teste molecular (Romano et al., 2010), na nossa casuística, alterações 

gênicas foram identificadas em 53% (80/152) dos casos avaliados, com menor porcentagem 

de mutações observadas nos genes SOS1 e RAF1. Possíveis justificativas para essa 

discrepância incluem: os critérios diagnósticos utilizados para a inclusão dos pacientes, como 

observado por Tartaglia et al. (2011); o não rastreamento de todos os éxons codificantes do 

gene RAF1; e o fato de o local de estudo ser um Hospital Terciário que, em geral, recebe 

encaminhamento de pacientes com um quadro clínico mais grave e, portanto, com uma 

menor possibilidade de avaliar pacientes com mutações no gene SOS1 – os quais tendem a 

apresentar uma menor incidência de baixa estatura e déficit intelectual, causas comuns de 

encaminhamento.  

O estudo conjunto de sete genes em 194 pacientes com SN ou SNL foi realizado na 

tentativa de avaliar se a grande variabilidade fenotípica encontrada nas síndromes poderia 

ser explicada pela presença de mutações em mais de um gene da via RAS/MAPK. No total, 

apenas um paciente com quadro clínico típico da SN apresentou duas mutações 

reconhecidamente patogênicas (p.N308S no gene PTPN11 e p.R552G no gene SOS1), 

indicando que está possibilidade não é frequente, além de não agravar o fenótipo e não 
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explicar a variabilidade clínica nesta síndrome. Alguns casos como este foram descritos na 

literatura, sempre com a identificação de uma das mutações em um dos genitores. Um caso 

envolvia alterações nos genes PTPN11 e SHOC2 e o outro, nos genes SOS1 e RAF1 (Ekvall et 

al., 2011; Longoni et al., 2010), onde a mutação presente nos genitores coincidiu com um 

quadro clínico mais leve, sugerindo que esta exerça um efeito aditivo e que atue como um 

modificador do fenótipo. Já a mutação presente apenas no caso índice típico, foi 

considerada responsável pela manifestação clínica da SN. De forma semelhante, em dois 

pacientes com neurofibromatose-síndrome de Noonan (NFSN) também se observou a 

presença de mutações em diferentes genes da via RAS/MAPK (neste caso envolvendo os 

genes NF1 e PTPN11), sempre uma delas herdada de um dos genitores (Bertola et al., 2005; 

Thiel et al., 2009). No nosso caso, também há uma grande chance de uma das duas 

mutações ser herdada, enquanto a outra seja um evento de novo – uma vez que a taxa de 

ocorrência de uma nova mutação é bastante rara, da ordem de 10-4 a 10-6 (Regateiro, 2003). 

Infelizmente, no presente caso só foi possível avaliar a mãe, a qual não apresentava a 

alteração gênica. A recusa do pai em ser avaliado, tanto clinica como molecularmente, não 

permitiu confirmar essa hipótese. 

 

5.1.2. Síndromes Noonan-like 

Dentre as SNL estudadas, os quatro probandos com síndrome de LEOPARD, um deles 

um caso familial, apresentavam a mesma mutação no gene PTPN11 (p.Y279C), considerada a 

mais comum. Esta síndrome é considerada alélica à SN, uma vez que as duas doenças 

decorrem de mutações no mesmo gene, embora as mutações sejam distintas (Digilio et al., 

2002; Sarkozy et al., 2004). 

Na síndrome CFC, o gene principal é o BRAF (78%), mas mutações nos genes MEK1 e 

MEK2 podem estar presentes em 13% dos casos (Rodriguez-Viciana et al., 2006). Neste 

estudo, foi avaliado apenas o gene BRAF, no qual mutações foram identificadas em uma 

frequência menor (42%). É possível que nesta população os genes MEK1 e MEK2 exerçam 

um efeito maior. 
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Mutação no gene HRAS, considerado o único gene associado à SC (Gripp et al., 2011), 

foi encontrada em um único paciente: p.G12S. Esta mutação é a mais comum na síndrome, 

com um risco de desnvolvimento de neoplasia em torno de 7% (Kerr et al., 2006). Como a 

SC, dentre todas as RASopatias, é a que apresenta maior risco para o desenvolvimento de 

neoplasias, essa paciente necessita de seguimento e realização de exames preventivos 

conforme propostos por Gripp et al. (2002). 

Este estudo não contempla a análise do gene NF1, responsável pela quase totalidade 

dos casos de NFSN (De Luca et al., 2005). O único paciente deste trabalho que apresentava 

mutação tanto no gene NF1 como no gene PTPN11 já havia sido previamente estudado 

(Bertola et al., 2006). 

 

5.1.3. Alterações não descritas encontradas 

Algumas alterações gênicas encontradas neste estudo não foram descritas 

previamente: quatro no gene BRAF, duas no gene KRAS, uma no gene SHOC2 e outra no 

gene SOS1. Destas, não foi possível estabelecer com precisão a patogenicidade para duas 

delas (p.R626K no gene BRAF e p.620_621insH no gene SOS1), as quais aguardam futuros 

estudos. A classificação destas alterações em patogênicas ou não patogênicas (polimorfismo 

ou uma variante rara) não é uma tarefa fácil. Vários parâmetros são levados em 

consideração para atestar a sua patogenicidade. As ferramentas de bioinformática são 

frequentemente utilizadas para a predição in silico por terem fácil acesso. Métodos mais 

complexos, como os testes funcionais celulares e em modelos animais, requerem estrutura e 

conhecimento especializados.  
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5.2. Achados clínicos 

 

5.2.1. Síndrome de Noonan 

 Na casuística dos pacientes com SN e mutações identificadas observou-se uma alta 

frequência das seguintes características clínicas, compatíveis com os dados da literatura 

(Romano et al., 2010): pescoço curto e/ou alado (91%), presença de cardiopatia (83%), baixa 

estatura (80%), face típica (71%), deformidade esternal (54%) e criptorquidia (50%). Quanto 

ao tipo de cardiopatia, a EPV foi a mais comum (71%), seguida de MIOCH (18%).  

As características faciais na SN variam conforme a idade, em geral, sendo mais sutis 

nos adultos (Allanson, 1987). Por outro lado, Romano et al. afirmaram que alguns indivíduos 

adultos permanecem com as caracterísitcas faciais típicas (2010). Neste estudo, 

identificamos mutação no gene PTPN11 em oito casos familiais afetadas pela SN. A avaliação 

dos principais achados clínicos, incluindo as características faciais, entre os probandos e os 

familiares afetados não mostrou diferença significante, de acordo com a descrição de 

Romano et al. (2010).  

Em todos os casos familiais confirmados, a avaliação clínica dos genitores evidenciou 

características clínicas suficientes para a suspeita diagnóstica. Em nenhum caso 

aparentemente isolado, a mutação foi identificada em um dos genitores, confirmando que a 

SN apresenta penetrância completa (Tartaglia et al., 2002b). Este dado é essencial para 

estimar de forma precisa o risco de recorrência para futuros filhos do casal em questão. A 

presença de mosaicismo gonadal recentemente descrita na SN (Elalaoui et al., 2010),embora 

seja considerado um evento raro, alerta para uma reavaliação, com provável aumento do 

risco de recorrência estimado.  
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5.2.2. Síndromes de Noonan-like 

Os pacientes com SNL, bem mais raras que a SN, avaliados neste trabalho e com 

mutação identificada, possuíam as características típicas de cada uma delas: os probandos 

com síndrome de LEOPARD apresentavam manchas lentiginosas e MIOCH; os pacientes com 

NFSN, um quadro típico de NF1 e alguns sinais sugestivos da SN; o lactente com SC 

apresentava história de polidrâmnio, dificuldade importante para se alimentar, 

necessitando de gastrostomia, face típica e hiperelasticidade cutânea, com pregas palmares 

e plantares evidentes. Os oito pacientes com a síndrome CFC, todos do sexo feminino, 

apresentavam atraso do desenvolvimento neuropsicomotor/déficit intelectual e 

envolvimento ectodérmico evidente. Em quatro destes pacientes, o exame de imagem do 

sistema nervoso central evidenciou dilatação ventricular, achado frequente na síndrome 

(Papadopoulou et al., 2011). 

 

 

5.3. Correlação genótipo-fenótipo 

 

A comparação dos achados clínicos, levando em consideração as alterações gênicas, 

confirma algumas correlações já descritas na literatura (Tartaglia et al., 2010; Zenker, 2011). 

Na nossa casuística, observamos que pacientes com SN e mutação no gene: PTPN11 

apresentaram maior frequência de EPV e baixa estatura; SOS1, apresentaram maior 

frequência de EPV; RAF1, apresentaram maior frequência de MIOCH e, menor frequência de 

EPV e déficit intelectual; SHOC2, apresentaram anormalidades de cabelo (cabelo fino e com 

crescimento lento, e perda de cabelos anágenos). Embora algumas relações tenham sido 

estabelecidas, não há uma correlação precisa entre um genótipo e uma característica típica 

específica.  
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5.4. Achados Raros 

 

5.4.1. Craniossinostose 

Esta anormalidade do fechamento das suturas cranianas já foi descrita em três 

pacientes com SN e mutação no gene KRAS, com o envolvimento das suturas: sagital, 

coronal e lambdoidea (Kratz et al., 2009; Schubbert et al., 2006). Na nossa casuística, um 

probando com SN familial e a mutação p.M72L no gene KRAS, desenvolveu o fechamento da 

sutura frontal nos primerios meses de vida. Esta descrição amplia o rol de suturas 

acometidas na craniossinostose observadas em pacientes com SN e mutações no gene KRAS. 

O fato da via de sinalização RAS/MAPK estar diretamente relacionada aos genes FGFRs 

(fibroblast growht fator receptors) – principais genes envolvidos no desenvolvimento das 

formas mendelianas da craniossinostose sindrômica (Wilkie et al., 2006) – sugere que o gene 

KRAS também possa exercer um papel no fechamento das suturas cranianas. Além disso, a 

papel da via RAS/MAPK na gênese da craniossinostose foi demonstrado em um modelo 

animal com a síndrome de Apert (causada por mutação no gene FGFR2), na qual a inibição 

desta via preveniu o desenvolvimento da craniossinostose (Passos-Bueno et al., 2008; Shukla 

et al., 2007). 

 

5.4.2. Tumores 

Devido ao fato de pacientes afetados pela SN terem um bom prognóstico, com 

sobrevida normal na maioria dos casos, os estudos recentes têm objetivado averiguar o risco 

do desenvolvimento de tumores nesta síndrome, uma vez que alguns dos genes envolvidos 

são proto-oncogenes. O reconhecimento molecular e avaliações periódicas dos pacientes 

são essenciais para averiguar este risco. 

Na nossa casuística cinco pacientes com SN apresentavam lesões múltiplas de células 

gigantes (SN-LMCG) envolvendo os genes PTPN1 e SOS1, ambos os genes já descritos em 
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associação com a SN e este tumor (Hanna et al., 2009; Tartaglia et al., 2002b). A presença 

destas lesões não é um achado exclusivo da SN, uma vez que já foi descrita em pacientes 

com SNL (Neumann et al., 2009). Em pacientes com CFC também há descrição de LMGC com 

o envolvimento dos genes BRAF e MEK1 (Tartaglia et al., 2011). O granuloma de células 

gigantes é considerado um tumor benigno, no qual o tratamento de escolha é a ressecção da 

lesão. Entretanto, alguns pacientes podem apresentar recorrência ou mesmo o tumor pode 

apresentar um caráter mais agressivo, dificultando o tratamento. Caso o indivíduo também 

apresente distúrbio de coagulação, que ocorre em 1/3 dos afetados pela SN, há um risco 

aumentado na realização do procedimento cirúrgico (Wolvius et al., 2006). 

A leucemia mielomonocítica juvenil (LMMJ) foi observada em dois pacientes com SN 

e mutações no gene PTPN11: um deles com a mutação p.T73I e o outro com a p.E69V. Nos 

dois casos a leucemia teve início nos primeiros meses de vida e regrediu espontaneamente. 

Em geral, este é o curso observado em pacientes com SN e esta síndrome mielodisplásica, 

porém na maioria dos casos algumas alterações hematológicas podem persistir, como a 

esplenomegalia e a monocitose. Embora diferentes mutações no gene PTPN11 sejam 

descritas na LMMJ, a mutção p.T73I é a mais comum (Bastida et al., 2011), a mesma 

encontrada em um dos nossos pacientes. Recentemente, pacientes com SN e mutações no 

gene CBL também apresentam predisposição para esta leucemia (Zenker, 2011). 

Um paciente com SN e a mutação p.P261S no gene RAF1, desenvolveu um tumor 

cístico expansivo em fossa posterior. Anormalidades em fossa posterior com aumento 

progressivo de suas estruturas e herniação da tonsila cerebelar foram descritas em pacientes 

com síndrome de Costello. Como consequência, esses pacientes evoluem com hidrocefalia, 

má formação de Chiari tipo 1 e seringomielia (Gripp et al., 2010). 

Um paciente com características clínicas sugestivas da SC e com a mutação p.K5E no 

gene KRAS desenvolveu uma schwanomatose difusa. Esta é considerada um tumor benigno, 

porém raramente pode malignizar. Este é o primeiro caso descrito de tumor sólido em 

paciente com SC e mutação no gene KRAS (Bertola et al., 2011). A presença deste tumor foi 

descrita em dois pacientes (com SN e SC), previamente a identificação dos genes 

responsáveis por estas doenças (Kaplan et al., 1968; Suri et al., 1998). O crescimento 



   48 

DISCUSSÃO 

exacerbado da bainha dos nervos periféricos (neurofibromas) também é observado em 

pacientes com NF1, causada por mutações no gene supressor tumoral NF1, também 

pertencente a via RAS/MAPK. A ativação desta via regula mTOR (mammalian target of 

rapamycin), o qual é dependente da via PI3K, que é crítica na patogênese da doença. 

Embora estudos funcionais não estejam disponíveis para a mutação p.K5E encontrada neste 

estudo, outra alteração gênica afetando o mesmo resíduo (p.K5N) demonstrou um impacto 

na função da via RAS/MAPK (Johannessen et al., 2005). De forma similar, a mutação p.K5E 

encontrada no gene KRAS nesta casuística pode ter causado o desenvolvimento de 

schwanomas difusos decorrente da ativação da via mTOR. 

Dentre as alterações não descritas identificadas neste estudo, as descritas abaixo já 

foram relacionadas, elas mesmas ou o seu resíduo, como um evento somático em 

neoplasia (Forbes et al., 2011):  

 p.M72L no gene KRAS: mutação envolvendo o mesmo resíduo, p.M72I, já foi descrita 

como evento somático mieloma múltiplo; 

 p.464E no gene BRAF: já foi descrita como mutação somática em carcinoma cortical 

na glândula adrenal, carcinoma e adenocarcinoma no intestino grosso, carcinoma 

ovariano e no trato superior aero-digestivo; 

 p.K601I no gene BRAF: já foi descrita como mutação somática em melanoma na pele, 

carcinoma e adenoma na tireóide, e carcinoma, adenocarcinoma e adenoma no 

intestino grosso. 

O risco de desenvimento de neoplasias nas RASopatias é melhor estabelecido para a 

SC, em torno de 17% (Gripp, 2005). Nesta síndrome, as mutações germinativas encontradas 

no gene HRAS se sobrepõem àquelas indetificadas nos tumores como eventos somáticos. As 

mutações não descritas aqui discutidas envolvem os genes KRAS e BRAF, também associados 

a neoplasias. Por hora, não é possível estabelecer com precisão se essas mutações conferem 

um aumento no risco de neoplasias nesses pacientes. Como há uma variedade grande de 
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tipos de tumores, o que impossibilita uma triagem preventiva, o seguimento clínico desses 

pacientes é essencial para um diagnóstico mais precoce e um manejo mais adequado.  

 

 

5.5. Estratégia de Investigação Molecular 

 

A partir deste estudo e de estudos anteriores (Romano et al., 2010; Tartaglia et al., 

2010; Zenker, 2011) foi possível estabelecer quais são os éxons mais frequentemente 

envolvidos na SN e SNL em nosso meio, o que facilita a abordagem do estudo molecular. 

Além disso, embora a correlação genótipo-fenótipo não seja totalmente precisa, uma maior 

incidência de algumas características clínicas, em especial o tipo de cardiopatia (Tabela 14), 

auxilia na criação de um fluxograma para a investigação molecular. Sugere-se, portanto, o 

seguinte fluxograma para investigação molecular (Figura 2): 
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Figura 2 – Fluxograma para estratégia de investigação molecular nas síndromes de Noonan e Noonan-like 
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Na síndrome NFSN, a quase totalidade dos casos é decorrente de mutações no gene 

NF1. Apenas dois casos foram descritos na literatura, nos quais o probando apresentava 

mutação em outro gene na via RAS/MAPK além do gene NF1 (Bertola et al., 2005; Thiel et 

al., 2009). Portanto, a estratégia de investigação molecular nesta síndrome envolve o estudo 

do gene NF1. 

 Embora um grande avanço no conhecimento sobre SN e SNL tenha sido alcançado, 

vários aspectos precisam ser melhor elucidados, como: caracterização precisa da propensão 

ao desenvolvimento de neoplasias, estudos que permitam avaliar as consequências 

biológicas das mutações, identificação de outros genes responsáveis, assim como outros 

fatores genéticos e/ou ambientais que possam explicar a variabilidade clínica inter e 

intrafamilial. 
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6. CONCLUSÃO 

 

 

O estudo molecular das SN e SNL ainda não responde pela totalidade dos casos. Na 

casuística de 194 indivíduos deste trabalho, mutações nos diferentes genes da via 

RAS/MAPK foram encontradas em 99 pacientes. Ou seja, 95 pacientes clinicamente afetados 

pelas SN e SNL permanecem sem diagnóstico molecular, sugerindo o envolvimento de um 

ou mais genes ainda não descritos para essas síndromes.  

A correlação genótipo-fenótipo explica parte da grande variabilidade clínica 

observada na SN. Alguns achados clínicos estão estabelecidos e, apesar de não serem típicos 

e exclusivos para uma das SN ou SNL, auxiliam na estratégia de investigação molecular, que 

por sua vez otimiza a confirmação do diagnóstico clínico na atualidade. 

Mutações reconhecidamente patogênicas em mais de um gene da via RAS/MAPK é 

um eventeo raro, não agrava o fenótipo e não explica a variabilidade clínica nesta síndrome. 

É possível que alterações em outros genes, polimorfismos, variação no número de cópias de 

DNA ou até a epigenética possam justificar tal variabilidade. 

A dificuldade no diagnóstico clínico das SN e SNL continua sendo um desafio, uma vez 

que estas síndromes apresentam variabilidade fenotípica tanto intra como inter síndromes, 

além da ausência de um critério típico e exclusivo de cada uma. Com isso, o diagnóstico 

molecular torna-se uma ferramenta cada vez mais útil para a confirmação diagnóstica, para 

o prognóstico, especialmente em relação ao desenvolvimento de neoplasias, e para o 

estabelecimento mais preciso do risco de recorrência da doença na família em questão. 
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ANEXO I - Sequência dos primers para genes estudados 

 

Pares de primers para amplificação do gene PTPN11 
  

Éxon Primer sense* Primer anti-sense* DMSO Tm (ºC) 

2 AGCTGTGTTGTTGTGGA CGAAATGCAGGCAGCA sem 59,6 

3 GGTAAAATCCGACGTGGA AGCCTTTGGAGTCAGAGA sem 59,6 

4 GTGTTTAGGAGAGCTGA GGTGTCTGTCTTCTGTCA com 56,7 

5 GAATAATGCTGCAGTGA ACCTCTGTATGTTTGCA sem 48,2 

6 TCAACTGCTGTACTCGA TCAAGTCTCTCAGGTCCA sem 53,4 

7 GAACATTTCCTAGGATGA GGTACAGAGGTGCTAGGA sem 56,7 

8 GGCTGGGGAGTAACTGA CTTTCAGGACATGAGGA sem 50,5 

9 TCCTTCCTCATGTCCTGA CCTAAACATGGCCAA com 53,4 

10 TTCTGATCTCTTCCAGA ATGCATGCATGTATGCA sem 53,4 

11 AAGCTTAGAACCGGGTGA AAGAGCTAGGAGTGGGTA sem 59,6 

12 GCTTGGTTTTGAGTCTGA CAACCTCTCTTCCCCAGA sem 56,7 

13 GCATTGTCTCTGAGTCCA CCTGTCCTCCTGCTCA sem 56,7 

14 AACCATTGTCCCTCA AAACCACCATGACCA sem 53,4 

15 GCCCAAAGAATGTAGTA TAAGCAGGCAAGCAATT sem 53,4 

*Prímers extraídos de Bertola et al., 2006. 

  

 

Pares de primers para amplificação do gene KRAS 
  

Éxon Primer sense Primer anti-sense DMSO Tm (ºC) 

2* GTGTGACATGTTCTAATATAGTCA GAATGGTCCTGCACCAGTAA com 61.8 

3* TCAAGTCCTTTGCCCATTTT TGCATGGCATTAGCAAAGAC com 61.9 

4* TTGTGGACAGGTTTTGAAAGA AGAAGCAATGCCCTCTCAAG com 61.10 

5** CTCAAGCTCATAATCTCAAACTTCT GTAGTTCTAAAGTGGTTGCCACC com 61.11 

6** GACAAAACACCTATGCGGATGA GCTAACAGTCTGCATGGAGCA com 61.12 

*Schubbert et al., 2006; **Carta et al., 2006 
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ANEXO I - Sequência dos primers para genes estudados (continuação) 

 

Pares de primers para amplificação do gene SOS1 
  

Éxon Primer sense Primer anti-sense DMSO Tm (ºC) 

1 CTGTTCCGCGCTGCGAGC CGAGACCGGGAAGAAAGACG com 67.3 

2 TGCCCGGCCACAAACCCAC CCCTGTTCACTGACATTACAACC sem 59.6 - 65.0 

3 CAGGATGTGATATTCCCCCTAG CCTTCTCACCACATAAATCTCTGG sem 61.8 - 65.0 

4 GTTGGTAAGCACAGGCCTC CTGGAGATATTCCCCAACAC sem 61.8 

5 CAGAGAACTTAGAGCATTTCAC GTGATCATGAATTAAGTCCCAC sem 56.7 - 65.0 

6 TGCAAATTGTACACCTTTGCAG AGCTGGAAAGAAGTAAGACTC com 61.8 

7 ATTGTGCTCGCATAGTCGTG TTCAGACATTGTACATCTTCAT sem 45.0 - 48.2 

8 CTGGGGCAGCACTTTATTTG AAATTCACACTTGAATATGTTA sem 45.0 - 59.6 

9 GCCTGTCACAAGATATAACCC GAGGGAACTGGGATCCCTG sem 63.4 - 65.0 

10 CATGAGCTCTAGGTTTTCTGTCA CACAATAAACCCATGCAGGA sem 60.7 - 64.6 

11 GTCCAAAGCCTTCTACTTGGC GAAAAGGATCTTAGCTCAATCTC com 50.5 

12 GACTGGTGAAAACGTTTGTGG CTCCTTGTTTGGGAAAGGTCC com 56.7 

13 CAAACAAGGAGAGGGGTGAC TACTGAGCCCCAATGACATC com 56.7 - 59.6 

14 GCAAAGATACATTCAGGTGT  TGCCTGGCCTTATTACTAG sem 56.7 - 65.0 

15 GTTTTCACAGACCTTTCTGTTGG GACAGAGCAAAACTCCGTCTC sem 59.6 

16 TTATACTATCGCCACCCCCCTA CTACTGAAAAGACAAATGAG com 53.4 - 56.7 

17 GGGCGTTTCTGTTAGCCTAG TTCTAAAGGGCTTCAGGTGC sem 59.6 

18 GGCAACTGAGATGGTACAGTG CTCCCCTATAAAATAAACCTGCC sem 59.6 

19 GGCAGGTTTATTTTATAGGGGAG GGAAGTGGGATATTCCTGGAC sem 56.7 - 64.6 

21 CTTCTCAAAAGTAAGTAGTAA GTACCAATGCTGCCAGACCC sem 53.4 

22 GTCTGCATGCTTTTATGGCAG GAGAACTAAACTAGACAGCCG sem 61.8 - 65 

20a TAGCTGAATTTTACCAGGCAC CTGTGGTACTGGAAGCACCAG sem 56.7 - 65 

20b CCACACCTCTGCAGCAGGAG GTTGGTGGAGTTTAGAATTTGTC sem 56.7 - 65 

23a TAGCATCCTGCCAATAGCATG GTGCCGTGAGGAGAAGGTG sem 61.8 - 65 

23b CCACCACGAGAACCTGTGAG GCTGGCACATTCAGTGCATCC com 61.8 - 65 

Para o desenho das sequencias dos pares de primers, foi utilizado o programa Primer 3 (Rozen et al., 2000). 
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ANEXO I - Sequência dos primers para genes estudados (continuação) 

Pares de primers para amplificação do gene RAF1 
  

Éxon Primer sense Primer anti-sense DMSO Tm (ºC) 

7 CAAATATGTACTTGAAAGACTTCACCA AAAACTCTGAAATAAGTATCAACCTCA sem 60 

14 TGACCATTCTTTTGAAACCAGA AGGCATTCCTTTTGCCCTAT sem 60 

17 TGAGACACAGCTAATGAGAGCA CTGCTGGCTTCTCCTCCTC sem 60 

Para o desenho das sequencias dos pares de primers, foi utilizado o programa Primer 3 (Rozen et al., 2000). 

 

 

 

 

 

 

Para o desenho das sequencias dos pares de primers, foi utilizado o programa Primer 3 (Rozen et al., 2000). 

 

Pares de primers para amplificação do gene BRAF 
  

Éxon Primer sense Primer anti-sense DMSO Tm (ºC) 

6 ACCCCCGGTTTTCATTTTAT TGGAAGAAAAACCCTCACAGA sem 45,5 - 56,7 

11 AAGGGGATCTCTTCCTGTATCC GAAACTTTTGGAGGAGTCCTGA sem 50,5 - 65 

12 TGGTATGGAGTTAGGGCTATGA AGTTGCTACCACTGGGAACC sem 53,4 - 65,0 

14 TTCGAGGCCAGAGTCCTTTA ACATGCATGCACAATCCTTT sem 50,5 - 65,0 

15 GCT TGC TCT GAT AGG AAA ATG AG TTT CTA GTA ACT CAG CAG CAT CTC  sem 52 

16 TGGTAAAAGCATTGCTCTAGGA CTTCACGCTTACCCAGGAGT com 48,2 - 53,4 

Para o desenho das sequencias dos pares de primers, foi utilizado o programa Primer 3 (Rozen et al., 2000). 

 

Pares de primers para amplificação do gene SHOC2 
  

Éxon Primer sense Primer anti-sense DMSO Tm (ºC) 

2 CAGATGGATGTTACTCCATG CTCTTGGATAAGTCCAAACG sem 59,6 

Para o desenho das sequencias dos pares de primers, foi utilizado o programa Primer 3 (Rozen et al., 2000). 

Pares de primers para amplificação do gene HRAS 
  

Éxon Primer sense Primer anti-sense DMSO Tm (ºC) 

2 CAGGAGACCCTGTAGGAGGA AGCTGCTGGCACCTGGAC com 63.4 

3 AGGGAGAGGCTGGCTGTGTG TCCAGGACATGCGCAGAGAG com 67.4 

4 TCCTCTCTGCGCATGTCCTG GCCCTGTGTCAAGGGAGAGG com 63.4 

5 GCTCTCCACCCCACAGCTA CGTCCCGGGAGACTTACAG com 59.6 

6 ACAGCAGGGAGCCCCtCAC CGGTGGCATTTGGGATGTTC sem 69.6 
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