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RESUMO 

 

Giuliani, L. R. Efeito do silenciamento gênico de ACVR1 (R206H) por siRNA, 
sobre a expressão de ACVR1 e BMP4 em células mononucleares de sangue 

periférico de pacientes portadores de fibrodisplasia ossificante progressiva. 
Campo Grande, 2015. [Tese – Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].  
 
Introdução: FOP é uma doença genética autossômica dominante complexa e 
rara, caracterizada por anomalias congênitas esqueléticas sendo o halux valgo 
uma característica patognomonica. Evolui com ossificação heterotópica 
progressiva, formando um exo esqueleto até a adolescencia. Os portadores 
apresentam mutação em heterozigose (c.617G>A, p.R206H) no gene ACVR1, 
no cromossomo 2q23-24. Mutações no ACVR1 são de ganho de função. A 
substituição da arginina pela histidina na mutação, cria uma alteração 
alostérica dentro do domínio do receptor, pH-sensível, ativando a via de 
sinalização das BMPs independentemente da BMP. Portanto a fisiopatologia da 
FOP envolve o desequilíbrio da via de sinalização das BMPs e sua interação 
complexa com múltiplas vias moleculares e do sistema imunológico. 
Experimentos in vitro, de cultivo primário de leucócitos de pacientes não têm 
sido explorados e deverão ser importantes modelos na avaliação da via gatilho 
da doença e de sua interação com medicamentos utilizados no controle das 
crises agudas. Objetivos: Determinar um modelo experimental para o 
silenciamento da expressão gênica do ACVR1 (R206H) em cultura de PBMC 
de pacientes com FOP obtidas por cultivo primário e avaliar o efeito do siRNA 
sobre a expressão de ACVR1 e BMP4. Métodos: Amostras de sangue total 
foram coletadas para cultivo de células mononucleares (PBMC) de doze 
voluntários (6 portadores de FOP e 6 controles sadios). Células foram tratadas 
com siRNA para ACVR1mutado e siRNA para ACVR normal, carreadas por 
nanopartículas de carbono. O RNA total extraído pelo Stat60, submetido a RT e 
PCRtr. Teste t não pareado foi utilizado para avaliar a expressão gênica. 
Resultados e Conclusão: O presente trabalho mostra que estudos 
moleculares de silenciamento gênico utilizando o modelo de PBMC e 
nanopartículas de carbono, é viável. Como é um modelo relativamente simples 
permitirá futuros estudos na compreensão da fisiopatologia da FOP. 
Observamos no presente trabalho que houve o silenciamento do gene alvo 
ACVR1, embora o mecanismo pelo qual o ACVR1 ficou superexpresso não 
tenha ficado muito claro. Mas quando observamos a expressão do gene 
ACVR1 e analisamos em conjunto com a expressão de BMP4, percebemos 
que ocorreu uma modulação quando as células foram tratadas com RNAi. 
 
Palavras chave: Fibrodisplasia Ossificante Progressiva; RNAi; Expressão 
gênica. 
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ABSTRACT 

 

Giuliani, L. R. Effect of gene silencing of ACVR1 (R104H) by siRNA on the 
expression of ACVR1 and BMP4 in peripheral blood mononuclear cells of 
patients with fibrodysplasia ossificans progressiva. Campo Grande, 2015. 
[Thesis - Federal University of Mato Grosso do Sul]. 
 
Introduction: FOP is a complex autosomal dominant genetic rare disease and 
characterized by congenital skeletal abnormalities being the hallux valgus one 
pathognomonic feature and heterotopic ossification progressive postnatal. The 
patients present a heterozygous mutation (c.617G> A, p.R206H) in the ACVR1 
gene, on chromosome 2q23-24. Studies of the pathophysiology of FOP involve 
imbalance in the signaling pathway of BMP and its interaction with multiple 
molecular pathways and the immune system. ACVR1 mutations are gain of 
function, activating the signaling pathway of BMP independent of ligand. The 
substitution of arginine for histidine at mutation creates an allosteric change in 
the receptor domain, activating the receptor independently of the BMP. 
Experiments in vitro of primary culture of leukocytes of patients have not been 
explored and will be important of models in assessing via trigger of the disease 
interaction with medication used to control acute flare-ups. Objectives: 
Determination of an experimental model for the silencing of gene expression of 
ACVR1 (R206H) in cultured peripheral blood mononuclear cells (PBMC) of FOP 
patients obtained by primary culture and the effect of siRNA on the expression 
of ACVR1 and BMP4. Methods: Whole blood samples were collected for 
mononuclear cell cultures (PBMC) of ten volunteers (6 people with FOP and 4 
healthy controls). Cells were treated with siRNA and siRNA for mutated ACVR1 
and  normal ACVR1. Cells were treated with siRNA for ACVR1 mutated and 
with siRNA for normal ACVR1. Total RNA extracted by Stat60 subjected to RT 
and PCRtr. Unpaired t test was used to assess gene expression. Results and 
Conclusion: This work shows that molecular studies of gene silencing using 
the model of PBMC and carbon nanoparticles is feasible. Since it is a relatively 
simple model, it will allow future studies in the understanding of the 
pathophysiology of the FOP. We observed in the present work that there was 
the silencing of the ACVR1 gene, though the mechanism by which the ACVR1 
was superexpressed has not been very clear. But when we observe the 
expression of the gene ACVR1 and analyze together with the expression of 
BMP4, we realized that there was a modulation when the cells were treated with 
RNAi. 

 
Keywords: Fibrodysplasia ossificans progressiva; RNAi; Gene 
expression. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

  

1.1 Fibrodisplasia Ossificante Progressiva (FOP) 

 

É uma doença genética autossômica dominante complexa, caracterizada 

por malformações esqueléticas congênitas (Figura 1) e ossificação heterotópica 

progressiva (Figura 2), induzida por processo inflamatório agudo, flaire-up 

(KAPLAN; PIGNOLO; SHORE;2009). Com uma prevalência estimada de cerca 

de 1: 2 milhões, é descrita em todo o mundo, sendo que no Brasil há cerca de 

75 pacientes registrados na Associação Brasileira de FOP (CARVALO et 

al.,2010; SHORE et al.,2005; FOP BRASIL, 2013).   

 

 

 

 

 

Figura 1 - Hallux Valgus. Fonte: PALHARES et al., 2015. 
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Figura 2 – Ossificação heterotópica na região dorsal, proximal. 
Fonte:PIGNOLO et al., 2011. 
 

 

Os pacientes com a FOP Clássica apresentam uma mutação em 

heterozigose (c.617G>A, p.R206H) no gene do receptor da ativina 1 (ACVR1), 

também conhecido como gene do receptor tipo quinase da ativina 2 (ALK2), 
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localizado no cromossomo 2q23-24. Diferentes mutações no ACVR1 foram 

descritas em fenótipos variantes, no entanto todos os casos esporádicos ou 

familiares de FOP clássica apresentam a mutação R206H (SHORE; et al., 

2006; LIN et al., 2006; NAKAJIMA et al., 2007; FURUYA et al., 2008; 

BOCCIARDI et al., 2009; KAPLAN et al., 2009). 

 

O receptor ACVR1 (ALK2) é um dos receptores Tipo I das proteínas 

morfogenéticas ósseas (BMPs). A consequência da alteração neste receptor 

será detalhada a seguir. A fisiopatologia da FOP tem sido um grande desafio 

dos últimos anos, pois envolve desregulação da via de sinalização das BMPs, 

interação destas com várias vias metabólicas e ativação do sistema 

imunológico (KAPLAN et al., 2009). 

 

1.2 Proteínas Morfogenéticas Ósseas (BMPs)  

 As BMPs são membros da superfamília do fator de crescimento 

transformador β (TGF-β), a qual compreende um grande número de proteínas 

que sinalizam vias através de receptores citoplasmáticos constituídos por um 

domínio serino/treonina quinase. Os membros desta superfamília podem 

exercer efeito inibitório ou estimulatório sobre as células, dependendo do 

estágio de diferenciação celular em que venham atuar (KAPLAN et al., 2009). 

As BMPs constituem a família de moléculas sinalizadoras extracelulares, 

fortemente conservadas que regulam a diferenciação das células progenitoras 

mesenquimais em vários tipos de células, e participam do desenvolvimento dos 

vertebrados (www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/2015). Entre os membros desta 

família estão: BMP2, BMP3, BMP4, BM5, BMP6, BMP7, BMP8, BMP9, BMP10, 

BMP11(GDF11) (EPSTEIN; ERICKSON; SHORE; 2009; 

www.ncbi.nlm.nih.gov/omim).  As BMPs são expressas em diferentes locais e 

apresentam diferentes funções: as BMP2, BMP3, BMP4, BMP5 e BMP7 são 

expressas no pericôndrio; BMP2 e BMP6 são expressas em condrócitos 

hipertróficos; BMP2, BMP6, GDF5 e GDF6 estão expressas no 

desenvolvimento das articulações (EPSTEIN; ERICKSON; SHORE; 2009).   

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim
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A BMP2 está relacionada à diferenciação dos osteoblastos e 

diferenciação de células T, também expressa no líquido sinovial, na derme e 

tecido subcutâneo. A BMP3 (osteogenina) está envolvida com o padrão de 

formação do esqueleto embrionário e antagoniza a BMP2 independente de 

receptor de BMP. A BMP4 é uma molécula reguladora vital que funciona 

durante todo o período de desenvolvimento na indução do mesoderma, 

desenvolvimento de dentes e formação dos membros. Está relacionada à 

indução óssea e reparo de fraturas, também expressa no mesênquima 

intraviloso do intestino e está envolvida na diferenciação dos adipócitos e 

células T (EPSTEIN; ERICKSON; WYNSHAW-BORIS; 2004; 

www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/2015). 

 A BMP5 induz a osteogênese endocondral, também é expressa nas 

células ganglionares cervicais superiores do embrião. A BMP6 (VGR1) 

relacionada com a diferenciação osteoblástica e também com a regulação 

endógena da expressão de hepcidina e no metabolismo do ferro. A BMP7 

(OP1) embora mais fraca que BMPs 2, 6 e 9, é uma indutora dos marcadores 

da diferenciação osteogênica nas células pluripotentes e tronco-mesenquimais, 

além de participar na diferenciação dos adipócitos. (EPSTEIN; ERICKSON; 

WYNSHAW-BORIS; 2004; www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/2015). 

A BMP8 (OP2) foi detectada no tecido esquelético em desenvolvimento, 

enquanto a BMP9 (GDF2) se expressa em células endoteliais hepáticas e de 

Kupffer. Esta última está também envolvida na diferenciação de neurônios 

colinérgicos do SNC, induz a fosforilação da via SMAD1/5/8 nas células 

microvasculares endoteliais humanas, e, embora menos que as demais BMPs, 

também induz todos os marcadores de diferenciação osteoblástica nas células 

tronco-mesenquimais e pluripotentes. BMP10 tem uma importante função na 

trabeculação do coração embrionário e BMP11 (GDF11) está envolvida na 

embriogênese precoce com a padronização do eixo axial anterior/posterior do 

embrião, expressa na estria primitiva e regiões do broto caudal controlando 

células ganglionares da retina. (EPSTEIN; ERICKSON; WYNSHAW-BORIS; 

2004; www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/2015).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim
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As BMPs estimulam a diferenciação das células mesenquimais em 

osteoblastos, são inibidas na diferenciação miogênica, e podem estimular ou 

inibir a diferenciação dos adipócitos (www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/2015). Muitos 

inibidores da sinalização das BMPs são expressos no desenvolvimento inicial 

do embrião e estão envolvidos em eventos importantes de indução neural e 

lateralização do embrião (KAPLAN et al., 2009).  

 

1.3 Diferenciação osteogênica e via de sinalização das BMPs normais 

As BMPs agem através de um complexo caminho de sinalização 

bioquímica, presente em grande parte dos tecidos desde a vida embrionária até 

a vida adulta. Esta ação ocorre por ação e ativação de complexos 

heterotetraméricos trans-membrana (receptores Tipo I e Tipo II). Os receptores 

Tipo I são: BMPR1A(ALK3), BMPR1B(ALK6), ACVR1(ALK2); e os receptores 

Tipo 2: BMPRII, ActRIIA e ActRIIB. (www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/2015).  

 Os receptores Tipo I apresentam uma característica em comum que é 

uma região rica em glicina e serina (domínio GS), considerada região crítica 

para ativação da via que culminará com a transcrição das BMPs. Eles são 

codificados por genes diferentes em regiões diferentes do genoma, 

encontrados em vários tecidos e apresentam expressão diferencial entre os 

mesmos: o BMPR1A(ALK3) é encontrado quase que exclusivamente no 

sistema esquelético humano; o BMPR1B(ALK6) encontrado em muitos tecidos 

mas em altas concentrações na próstata e cérebro; o ACVR1(ALK2) é 

fortemente expresso na placenta, sistema músculo-esquelético e coração, 

pouco menos em rins, cérebro e pulmões. (TEM et al., 1993; IDE et al., 1997). 

 Os receptores Tipo II atuam em conjunto com os receptores Tipo I.  O 

domínio GS dos receptores Tipo I é o sítio para a transferência da fosforilação 

do receptor Tipo II para o receptor Tipo I. Esta fosforilação ocorre pela adição 

de serinas e treoninas pelos receptores Tipo II. Durante este processo de 

ligação dos receptores, metade do domínio GS é fosforilado e ocorre uma 

mudança estrutural ao redor desde domínio que desvincula a proteína de 

ligação FKBP1A/FKBP12 do domínio GS, cuja função é justamente estabilizar 

o receptor quando ele não está fosforilado e regular a concentração destes na 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim
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membrana celular (www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/2015). Esta nova estrutura, 

formada a partir da fosforilação dos receptores Tipo I e Tipo II, se liga e ativa a 

sinalização de algumas das nove proteínas da família chamada SMAD e que 

regula a transcrição nuclear da BMP responsiva a genes alvo 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/2015).  

A ativação da via Smad ocorre da seguinte forma: a estrutura de 

receptores Tipo I / Tipo II interage com Smad 1,5 e 8, e assim fosforilam as 

Smad 2 e 3, as quais se associam com a Smad 4 (co-Smad) formando o 

complexo R-Smad/Co-Smad que apenas assim poderá ser translocado para o 

núcleo, onde modulará a transcrição de BMP. As Smad 6 e 7 (I-Smads) são 

induzidas para inibir a sinalização, pois quando se ligam ao receptor Tipo I não 

podem ser fosforiladas e desligadas do receptor. Elas recrutam o fator Smurf 1 

ao receptor Tipo I e promove ubiquitinização deste receptor (YAMAGUCHI et 

al., 2006).  Esta via é auto regulada e qualquer alteração em um dos receptores 

e ligantes pode comprometer a sinalização (Figuras 3 e 4). 

 

 

 

 

Figura 3: via geral da sinalização de TGFβ. O Ligante ativa os receptores e 
fosforila a Smad ativando esta via (Schoenwolf et al. Larsen´s Human 
embryology, 4ª Ed.). 
 

  

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim
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A seguir detalha-se a sua auto-regulação. 

 

 

Figura 4: Sinalização da BMP e sua regulação da BMPs em diferentes níveis 
moleculares: 1) Noggin, antagonista das BMPs que bloqueiam sua sinalização 
no meio extracelular; 2) Smad6, liga-se ao receptor Tipo I e impede a ligação 
de Smad 1,5,8; 3) Tob, interage especificamente com proteínas Smad ativada 
por BMP, inibindo sua sinalização; 4) Smurf realiza a ubquitinização dos 
receptores e fator de transcrição Runx2 (adaptado de Chen et al, 2004). 
 

 

 

1.4 Diferenciação osteogênica ectópica na FOP e Via de sinalização das 

BMPs  

Na fisiopatologia da FOP, a via de sinalização das BMPs está 

comprometida porque a mutação ocorre no receptor Tipo I da BMP. A alteração 

desta via no embrião justificaria as anomalias congênitas múltiplas, e na vida 

pós natal, justifica a ossificação heterotópica (KAPLAN; TABAS; 

ZASLOFF,1990).   
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Vários achados reforçam o envolvimento da via da BMP na ossificação 

heterotópica: 1] aumento da expressão de BMP4, 2] falha na inibição dos 

antagonistas, 3] falha na regulação das BMPs no espaço extracelular, 4] 

expressão de BMPs em células fibroproliferativas de lesões precoces de FOP, 

5] aumento da concentração de receptores Tipo I na superfície celular, 6] falha 

na internalização e degradação destes receptores, 7] sinalização das BMPs 

presente em pacientes com FOP mesmo na ausência de BMP, 8] desregulação 

da sinalização BMP-independente, através da via SMAD, 9] desregulação da 

sinalização BMP-dependente, através da via SMAD  e da via MAPK (KAPLAN; 

PIGNOLO; SHORE;2009). 

A mutação do gene do ACVR1(R206H) é uma mutação de ganho de 

função, pois ele ativa a via de sinalização das BMP independente do ligante 

(BMP), e também funciona como receptor de BMP independente do receptor 

Tipo II (FUKUDA et al.,2009).  Para ele ativar a via é necessário que esteja 

fosforilado, portanto o ACVR1(R206H) não está ativado o tempo todo, e sua 

ativação está relacionada aos processos inflamatórios, que precedem o 

desenvolvimento da ossificação heterotópica (HEBELA, SHORE, KAPLAN, 

2005; GROPPE, SHORE, KAPLAN, 2007; YU et al, 2008; KAPLAN et al, 2007; 

KAN et al 2009; Lounev et al, 2009).  

Este gatilho que inicia todo o processo da ossificação heterotópica, é 

resultado da alteração no pH decorrente da hipóxia tecidual.  Em modelo 

animal e celular, quando ocorre a hipóxia tecidual, a alteração no pH ativa o 

receptor ACVR1 mutado, independente do ligante (BPM) e ocorre a formação 

óssea heterotópica (OLMSTED-DAVIS et al., 2007; WANG ET et al., 2008).  

Esta alteração é sustentada por outro estudo, no qual identificaram no 

modelo ACVR1/ALK2 tipo selvagem (in Silico), que a arginina, conservada no 

codon 206 forma uma ponte salina estável com um resíduo de aspartato no 

códon 269. Mas, quando ocorre a substituição de arginina por histidina no 

resíduo 206, somente sob pH intracelular reduzido (ácido),  a histidina 

participará da ponte salina com o aspartato no resíduo 269, e com enorme 

rearranjo estrutural (GROPE; SHORE; KAPLAN, 2007). Portanto, supõem-se 

que a substituição da arginina pela histidina na mutação da FOP, cria uma 
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alteração dentro do domínio do receptor que é pH-sensível, ativando este 

receptor independente da BMP, e isto explica porque alterações como 

infecções, traumas são o gatilho necessário para ativar a via que resultará na 

ossificação heterotópica. 

Ativado, o ACVR1(R206H) induz a atividade da fosfatase alcalina nas 

células satélites musculares (C2C12), que inibe os antagonistas da BMP4 no 

músculo, aumentando, consequentemente a concentração da BMP4 envolvida 

na formação de osteoblastos (AKIYAMA et al., 1997; ZHANG et al., 2003; 

SHORE at al., 2006; FUKUDA et al., 2009, SHEN et al., 2009). Além de induzir 

a atividade da fosfatase alcalina, o ACVR1(R206H) ativado induz a sinalização 

das BMPs via Smad, independente dos receptores Tipo II. Isto foi observado 

quando em células C2C12 com o ACVR1(R206H) ocorreu a sinalização da 

BMP via fosforilação de Smad1/5/8 mesmo na ausência do receptor Tipo II 

(FUKUDA et al., 2009). A falha na regulação das BMPs no espaço extracelular, 

desregula a sinalização BMP através da via SMAD e esta sequência de 

eventos que se retroalimentam, resultarão na condrogênese ectópica. 

 

1.5 Perspectivas Terapêuticas na FOP 

O desenvolvimento de abordagens e intervenções terapeuticas na FOP 

é de importância clínica não só para FOP, mas também para as formas mais 

comuns de ossificação heterotópica. Estas abordagens devem ser realizadas 

considerando a fisiopatologia da FOP em pelo menos quatro linhas com a 

finalidade de: 1] bloquear os alvos inflamatórios, 2] alterar a indução e/ou 

condução dos microambientes que promovem a ossificação heterotópica, 3] 

bloquear a resposta das células progenitoras dos tecidos conjuntivos e 4] 

bloquear a atividade do receptor mutante da FOP (KAPLAN; PIGNOLO; 

SHORE; 2009). 

O manejo dos flare-ups da doença tem sido publicado por vários 

autores, e incluem antiinflamatórios não esteroidais, inibidores da ciclo-

oxigenase 2, inibidores leucotrienos, estabilizadores de mastócitos, ácido 

ascósbico, bifosfonados e rosiglitazone (PALHARES, 1997; PALHARES, 

LEME, 2001; PALHARES et al., 2010; BOCCIARDI; RAVAZZOLO, 2010; 
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GATTI et al., 2010; KAPLAN et al., 2008). Estes estudos mostram que a 

mudança no microambiente onde ocorre o processo inflamatório, que é gatilho 

para a ossificação heterotópica, é mais eficiente no controle dos flare-ups se 

iniciada o mais precoce possível e com agentes que influenciam tanto na 

resposta inflamatória como também no processo de ossificação (PALHARES, 

1997; PALHARES, LEME, 2001; PALHARES et al., 2010). 

Identificação de pequenas moléculas inibidoras da sinalização das 

BMPs, as dorsomorfinas e seus derivados, assim como inibidores da via Smad, 

tem sido foco de estudos para inibição do ACVR1(R206H) nas células 

mesenquimais. Nos anos seguintes à descoberta da mutação no 

ACVR1(R206H) em 2006, e principalmente nestes últimos, a busca por 

perspectivas terapêuticas na FOP gerou grande avanço no entendimento da 

fisiopatologia molecular do ACVR1 e com isto forneceu perspectivas 

terapêuticas para a FOP. A grande limitação do avanço das terapêuticas na 

linha de inibição do ACVR1 através das moléculas da via das BMPs é que não 

inibe apenas o ACVR1 mutado e sim todos os receptores tipo I, e o ACVR1 

(R206H) apresenta um ganho de função e age por várias vias. (FISHMAN et 

al., 2005; FIORI et al., 2206; YU et al., 2008; KAPLAN et al., 2008; KAPLAN; 

PIGNOLO; SHORE; 2009; FUKUDA et al., 2009; SHEN et al., 2009; VAN et al., 

2010). 

 

1.6 A Interferência por RNA (RNAi) 

A interferência mediada por RNA (RNAi), é um processo pós 

transcricional que naturalmente ocorre nos organismos eucariotos e parece 

exercer, primordialmente, um papel na defesa do organismo 

(BAULCOMBE,1999; TABARA et al., 1999; KETTING et al.,1999). Este 

mecanismo biológico pré-existente no organismo é conhecido por 

silenciamento gênico pós-transcricional (PTGS). O PTGS é uma via natural de 

defesa que atua identificando e degradando moléculas de RNA estranhas ao 

transcriptoma da célula sadia. Uma dessas moléculas é o RNA de dupla fita 

(“double strand RNA” – dsRNA), naturalmente gerada na replicação viral, na 

mobilização de elementos transponíveis ou para eliminar produtos de 
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transcrições anômalas, sendo reconhecidas como sinal de perigo ou alerta. 

Esses dsRNAs levam à destruição de RNAs de fita simples (ssRNAs) similares 

em sequência (PEREIRA,2005). 

A RNAi é uma técnica que se utiliza de uma via endógena para 

promover um silenciamento gênico por bloqueio da tradução dos seus 

transcritos. Pode ser utilizada para identificar as funções dos genes, as 

interrelações de diferentes produtos de vias metabólicas e bloquear a 

expressão de um gene. 

O início do processo da RNAi ocorre quando uma endoribonuclease do 

tipo III citoplasmática denominada Dicer cliva os pequenos dsRNAs 

identificados em pequenos duplexes de 21~25 nucleotídeos, denominados 

pequenos RNAs de interferência (siRNA - small interfering RNAs). Esses, 

correspondem às fitas sense e antisense do RNA alvo, e apresentam um grupo 

fosfato na extremidade 5’- e dois nucleotídeos não pareados na extremidade 3’-

OH. Os siRNAs são reconhecidos por uma proteína R2D2 com afinidade por 

duplexes de RNA que fica acoplada à Dicer. A R2D2 age como um sensor da 

estabilidade termodinâmica das extremidades do siRNA, posiciona-se e liga-se 

ao oligo do duplex cuja extremidade 5’- é mais estável, em conseqüência, uma 

proteína com atividade de RNA helicase (Dicer ou alguma outra proteína 

específica) separa as duas fitas de siRNA. O oligonucleotídio com extremidade 

5’ menos estável, é preferencialmente transferido para Slicer (uma 

endoribonuclease), permitindo assim a ação do complexo de silenciamento 

induzido por RNA (RISC), que efetivará o silenciamento gênico. A formação 

deste complexo é ATP-dependente e procede através de uma série de 

subcomplexos intermediários, busca no transcriptoma um RNA complementar a 

fita funcional associada a ele e, depois de identificado, o RNA alvo é clivado 

por RISC e degradado, promovendo o silenciamento gênico. A fita funcional 

permanece intacta e associada ao complexo, permitindo sua utilização no 

silenciamento de no mínimo mais outros nove RNAs (ARAUJO,2008) (Figura 

5). 
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Figura 5: Esquema da técnica RNAi Adaptada de Stevenson, Nat. Ver. Imuno. 
3,851-858,2003:  RNAs dupla-fita longos são processados pela enzima Dicer 
tornando-se siRNAs. A fita antisense dos siRNAs é incorporada no complexo 
RISC guiando-o ao mRNA alvo. Uma endorribonuclease, também presente no 
complexo, cliva o referido mRNA, degradando-o. 
 

 

O desenvolvimento de tecnologia de interferência por RNA (RNAi) 

avançou muito nos últimos anos, mas um dos grandes desafios para explorar 

seu potencial pleno é aprimorar as técnicas de entrega celular destes siRNAs, 

pois eles apresentam rápida degradação no ambiente extracelular e não são 

eficientemente internalizados nas células (LADEIRA et al.,2010). A utilização 

de veículos de entrega dos siRNA é essencial para a prática silenciamento 

mediado por siRNA, pois além de estabelecer a forma como eles serão 

integrados na célula conferem maior estabilidade do siRNA para que este 

exerça a função desejada sem efeitos tóxicos (DRAZ et al.,2014).  
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Uma nova abordagem para administração celular de siRNA utilizando o 

sistema de entrega é a utilização de nanotubulos de carbono (NTC) que 

demonstra sucesso devido a toxicidade inespecífica sem efeitos colaterais 

aparentes para várias aplicações in vitro. Além disto, apresenta eficiência de 

transfecção superior a 95% e índice de silenciamento que varia de 40% a mais 

de 80% em diferentes tipos de células, incluindo células difíceis de transfectar, 

como célula neuronal e cardiomiócitos (LADEIRA et al.,2010). Em células 

PBMC, quando usado a NPC o silenciamento fica em torno de 60% (DRAZ et 

al.,2014). 

 

 

1.7 Aplicações da Técnica de Interferência por RNA (RNAi) na 

genômica funcional e tratamento de doenças humanas 

 A RNAi vem sendo usado como uma ferramenta poderosa para análise 

sistemática da função gênica, silenciamento gênico com o objetitvo de 

combater alguns patógenos como vírus da influenza e da hepatite B, malária, 

Schistosoma mansoni, HIV, alguns tumores, além da possibilidade desta 

técnica de ter uma função terapêutica em doenças genéticas, como Huntington, 

e até mesmo em doenças que seja necessário o silenciamento apenas do alelo 

mutado, como é o caso da esclerose lateral amiotrófica, utilizando uma terapia 

aleloespecífica (MOHMMED ET AL., 2003; TOMPKINS et al., 2004; HARPER 

et al., 2005; UPRICHARD et al., 2005; XIA et al., 2006; PEREIRA et al., 2008; 

ARAUJO,2008; LACERDA, 2008; MAGALHÃES et al.,2008). 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

 

A Fibrodisplasia Ossificante Progressiva (FOP) é uma doença genética 

rara que tem fornecido uma visão única dos princípios genéticos, moleculares e 

celulares da desregulação da sinalização das proteínas morfogenéticas ósseas 

(BMPs) na via de desenvolvimento e reparo tecidual, principalmente há 5 anos, 

após a descoberta do gene supostamente envolvido na fisiopatologia da 

doença. 

A técnica de interferência por micro-RNA (RNAi) tem revolucionado a 

biologia molecular desde o final do século vinte, por ser uma ferramenta 

eficiente na análise sistemática da função gênica (PEREIRA,2005). A 

estratégia de inibir o ACVR1 (R206H) por siRNA, que está sendo cogitada por 

alguns pesquisadores, representa um grande desafio e é muito promissora 

(KAPLAN, PIGNOLO, SHORE, 2009). E na nossa opinião, esta é uma forma 

efetiva de se estudar o desequilíbrio das funções gênicas na FOP e de futuras 

abordagens terapêuticas desta doença. 

 Portanto, com a finalidade de ampliar o conhecimento sobre a 

fisiopatologia molecular e com isto encontrar uma alternativa terapêutica para 

esta doença e talvez para as demais formas de ossificação heterotópica, 

aplicaremos a técnica de RNAi na investigação molecular da FOP em modelo 

in vitro de PBMC. 
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3. OBJETIVOS 

 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

 Determinar um modelo experimental para o silenciamento da expressão 

gênica do ACVR1 (R206H) em cultura de células mononucleares de sangue 

periférico (PBMC) de pacientes com FOP obtidas por cultivo primário e o efeito 

do siRNA sobre a expressão de ACVR1 e BMP4. 

 

3.2 Específicos 

 

1. Desenhar oligonucleotídios iniciadores para síntese de dsRNA das regiões 

mutada e normal do gene ACVR1 para ensaios de RNAi em modelo PBMC.  

 

2. Utilizar o modelo in vitro de PBMC de pacientes com FOP e indivíduos 

controles através de cultivo primário para transfecção de siRNA em 

nanopartículas de carbono (NPC). 

 

3. Avaliar a expressão dos mRNAs de ACVR1 e BMP4 em PBMC de indivíduos 

controles normais e de portadores de FOP após transfecção com moléculas de 

siRNA para ACVR1 (R206H), carreadas por NPC. 

 

4. Avaliar a expressão dos mRNAs de ACVR1 e BMP4 em PBMC de indivíduos 

controles normais e de portadores de FOP após transfecção com moléculas de 

siRNA para ACVR1 não mutado, carreadas por NPC. 
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4. METODOLOGIA 

 

 

4.1 Amostras 

Para cultivo de células mononucleares de sangue periférico (PBMC), 

foram utilizadas amostras de sangue total periférico, coletado por punção 

venosa anticubital, proveniente de indivíduos voluntários (portadores de FOP 

[n=6] e indivíduos controles sadios [n=6]). A coleta dos pacientes foi realizada 

em três diferentes cidades/Estados, e foi programada para ser realizada no 

mesmo horário. Para cada dupla foi deslocado um coletador que transportou a 

amostra para o laboratório. Os indivíduos controles sadios foram selecionados 

aleatoriamente. As amostras de sangue total foram coletadas em tubos 

vacuntainer heparinizados, mantidas a 4ºC por até 24 horas antes do seu 

processamento.  

Todos os participantes doadores voluntários foram devidamente 

esclarecidos e assinaram o termo de consentimento (TCLE) (ANEXO1-3).  

Este projeto de pesquisa foi previamente aprovado pelo Comitê de Ética 

em Pesquisa da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul sob o parecer Nº 

814.800 (ANEXO 4).  

 

4.2 Obtenção de células mononucleares por cultivo primário de sangue 

periférico (PBMC) 

O método utilizado para a separação das células mononucleares do 

sangue periférico (PBMC) foi descrito por Gazzinelli et al. (1983) com algumas 

modificações. Resumidamente, aproximadamente 15 ml de sangue 

heparinizado foram transferidos para tubo Falcon de 50 ml, contendo uma 

mistura de Ficoll-diatrozoato, obtida comercialmente (Histopaque® - 1077, 

Sigma® 10771), na proporção de uma parte de Ficoll-diatrozoato para duas 

partes de sangue. O anel de leucócitos foi obtido por gradiente em ficoll, 

através da centrifugação por 40 minutos a 1400 rpm (~1000g) à temperatura 

ambiente com especificação de acelaração máxima (9) e frenagem mínima (1) 

em centrífuga de alta rotação marca HIMAC CR21E Hitache®). Após 

centrifugação, as células mononucleares foram coletadas na interface entre o 
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plasma e o Ficoll-diatrozoato, em seguida transferidas para novos tubos e 

lavadas por três vezes em meios de culttivo, sendo duas vezes em meio 

DEMEM estéril (Gibco® pH, 7,2 a 7,4) e uma vez em meio RPMI 1640 

completo (10% soro fetal bovino + L-glutamina + gentamicina + streptomicina, 

pH 7,4) (Gibco® pH, 7.2 a 7,4). A lavagem das células foi realizada a 1200 rpm 

(~800g) /7 minutos/ 4°C. As células foram ressuspendidas em 1mL de Meio 

RPMI completo. A densidade celular foi ajustada para concentração desejada, 

após contagem celular com Azul de Tripan em Câmara de Newbauer. Todos os 

procedimentos que necessitaram de condições estéreis foram realizados em 

capela de fluxo laminar (BIOSEG® 12, Grupo VECO). 

 

4.3 Cultivo celular e aplicação da técnica de RNA de intereferência 

 

4.3.1 Cultivo celular 

O cultivo celular foi realizado em placa de 96 poços, sendo 180 

microlitros da suspensão celular (~3x105 células) cultivados e estabilizados por 

24 horas em meio RPMI 1640 completo, mantidos em estufa de CO2 (5%) a 

37°C (Thermo scientific/Forma Series II Water Jacket CO2 incubator).  

 

4.3.2 Sintese de siRNA para ACVR1 mutado e não mutado 

Para os estudos de siRNA, potenciais sítios alvo dentro do gene de 

Homo Sapiens activin A receptor type I (NCBI: XM_005246939.1), foram 

selecionados e posteriormente, avaliados quanto a especificidade no NCBI 

Blast. 

Para a síntese dos siRNAs utilizou-se o Silencer® siRNA Construction 

Kit (Ambion® by life technologiesTM), utilizando os seguintes oligonucleotídeos: 

ACVR1 senso 5’ AACAGTGGCTCGCCAGATTAC 3’, ACVR1 anti senso 5’ 

AAGTAATCTGGCGAGCCACTG 3’, ACVR1 mutado senso 5’ 

AACAGTGGCTCACCAGATTAC 3’ e ACVR1 mutado anti senso 5’ 

AAGTAATCTGGTGAGCCACTG 3’. 
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4.3.2.1 Controle positivo da reação 

Para verificar a eficiência da reação de sintese do siRNA, uma alíquota 

do siRNA foi aplicada em gel de agarose 2% corado com brometo de etídeo 

segundo protocolo do Silencer® siRNA Construction Kit (Ambion® by life 

technologiesTM). A imagem foi capturada no L-PIX (LOCCUS® Biotecnologia). 

Os primers desenhados foram quantificados verificando assim sua pureza pelo 

gel. 

 

 

4.3.3 Tratamento das células com siRNA para ACVR1 mutado e não 

mutado 

As células foram tratada com os siRNAs sintetizados, conforme descrito 

por Ladeira et al (2010) com algumas modificações, sendo, resumidamente, 

100 nM de siRNA funcionalizados com 0,025mg/mL de NTCPM, após 24 horas 

do cultivo e estabilização celular. Os NTCPM foram gentilmente cedidos pelo 

professor Luiz Orlando Ladeira (Departametno de Física da UFMG), e foram 

funcionalizados a partir da sonicação em ultrassom (Ultracelaner 800, Unique, 

Brasil) por 3 horas e em seguida foram sonicados novamente por 30 minutos 

com os respectivos siRNA em meio RPMI suplementado. 

 Foram adicionados 20 µL de Meio RPMI com NTCPM funcionalizado 

com siRNA, dentro dos 180 µL da cultura. Esse tratamento foi realizado em 

triplicata para avaliação de viabilidade celular e em quadruplicata para PCR em 

tempo real. As células ficaram em tratamento por 48 horas em estufa de CO2. 

 

4.3.4 Avaliação da viabilidade celular 

O ensaio de viabilidade celular foi realizado de acordo com O’Brien et al, 

(2000) com modificações. A resazurina, de cor azul e não fluorescente, quando 

adicionada a cultura de células é convertida para a forma reduzida resorufina, 

de cor rosa e fluorescente, que pode ser medida por calorimetria ou 

fluorimetria. 20μL de uma solução de resazurina a 0,6mM foi adicionada a cada 
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poço, e as placas incubadas durante 6 horas. Posteriormente, a leitura 

espectrofotométrica da absorbância foi realizada em comprimento de onda 570 

e 600nm em leitor de placas (Molecular Devices®). Foi avaliada a viabilidade 

com nanotúbos também. 

Além disto, a viabilidade celular foi concomitantemente, avaliada pela 

contagem de células com azul de tripan após 48 horas de tratamento com 

siRNA. 

 

4.4 Estudo da expressão de RNA mensageiros (mRNA) 

 

4.4.1 Extração do RNA total e tratamento com DNase 

Para cada extração do RNA total utilizou-se um pool de 4 poços das 

células do cultivo (1200000 células) de cada indivíduo. Foram avaliadas células 

tratadas e não tratadas com siRNA. Para obtenção do RNA total, as células 

foram transferidas da placa para tubos de microcentrífuga tipo ependorff de 1,5 

mL, centrifugadas imediatamente a 400g (centrífuga refrigerada de bancada, 

3K30 Sigma®) por 15 minutos, para concentração do pelet de células. Em 

seguida, o RNA total foi extraído utilizando-se reagente Stat-60 ®, segundo 

protocolo descrito pelo fabricante.  O RNA total ressuspenso em 25 ou 50 µl de 

água DEPC tratada, foi quantificado em 260 nm (NanoVue Plus 

Spectrophotometer GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA) utilizando-se uma 

alíquota de 2 µl. Alíquotas de amostras de RNA total foram em seguida, 

tratadas com Dnase I (TURBO DNA-free kit, Ambion Inc., Foster, California, 

USA) para eliminação de traços de DNA genômico, extraídas com fenol, 

precipitadas com isopropanol e o pellet de RNA dnase tratado foi lavado com 

etanol e ressuspenso em H2O DEPC. Após este tratamento as alíquotas foram 

requantificadas em 260 nm para posterior utilização no RT-PCR. 

 

4.4.2 Oligonucleotídeos iniciadores específicos 

Os oligonucleotídeos iniciadores (primers) específicos para a transcrição 

reversa (RT) e PCR em tempo real (PCRtr) foram estudados, desenhados e 
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selecionados a partir de análises das sequências descritas no GeneBank, 

utilizando-se o programa Blastn do site NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blast.cgi). Os iniciadores foram mandados 

sintetizar na empresa IDT (Integrated DNA technologies; 

http://www.idtdna.com). Os primers foram recebidos liofilizados, 

ressuspendidos em H2O S.F. e aliquotados para armazenamento a -20°C em 

estoques de 100 pmol/µl. Soluções de primers para uso foram diluídas a 10 

pmol/µl. O controle endógeno normalizador utilizado foi o gene S26 (VINCENT, 

MARTY, FORT, 1993), sendo os primers específicos previamente 

padronizados no NUFIGEN/ICB-UFMG. 

 

Tabela 1 – Iniciadores de Oligonucleotídeos selecionados para PCRrt. 

Iniciadores Sequência de nucleotídeos (nt) Tamanho 
Fragmento 

Amplificado 

HSACVR1For 
 

HSACVR1Rev 

5'- CTG CCT TCG AAT AGT GCT GTC CAT -3' 
 

5'- TAA ATC TCG ATG GGC AAT GGC TGG -3' 

24 nt 
 

24 nt 
100 pb 

HSBMP4For 
 

HSBMP4Rev 

5'- CAG GAG ATG GTA GTA GAG GGA TGT-3' 
 

5'- AGT CTG TGT AGT GTG TGG GTG A -3' 

24 nt 
 

22 nt 
140pb 

HSs26For 
 

HSs26Rev 

5'- TGT GCT TCC CAA GCT GTA TGT GAA -3' 
 

5'- CGA TTC CTG ACT ACT TTG CTG TG -3' 

24 nt 
 

23 nt 
75pb 

 

 

4.4.3 Transcrição reversa (RT) 

A RT para síntese de sscDNA (DNA complementar de fita simples) foi 

realizada a partir de 700 ng de RNA total em volume final de reação de 21 µL 

por amostra. Resumidamente, 700 ng de RNA foram pre-incubados a 70ºC por 

10 minutos com 10 pmol de cada primer reverso, específico para os genes 

alvos em estudo, juntamente com 10 pmol de primer oligo dT18 (Invitrogen), 

seguido de armazenamento em gelo na bancada. Em seguida, 11 µl do mix de 

enzima transcriptase reversa (40 U) em tampão RT (KCl 50 mM, Tris-HCl 20 

mM, pH 8,4) contendo 2 µL de dNTP mix (10 mM de cada) foram incubados a 

45°C por 1 hora, com a solução de RNA e primers previamente descrita. A 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blast.cgi
http://www.idtdna.com/
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reação foi finalizada a 4°C e imediatamente utilizada na PCRtr. Todos os 

reagentes foram provenientes da Invitrogen™ (SuperScript™ First-Strand 

Synthesis System for RT-PCR). 

 

4.4.4 PCR em tempo real (PCRtr) 

As amostras de sscDNA resultantes da RT foram utilizadas na PCRtr. A 

PCRtr foi realizada no equipamento PRISM® 7500/ABI Sequence Detection 

System, utilizando-se o protocolo de reação descrito pelo SYBR Green PCR 

Master Mix Kit (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). As amostras 

em triplicata, foram aplicadas em placas de 96 poços (ABI PRISM® 96-Well 

Optical Reaction Plate with Barcode, Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, 

CA, USA), em um volume final de reação de 25 µL cada. Alíquotas de 2 µL de 

sscDNA das amostra foram pipetadas em cada canaleta da placa, adicionando-

se posteriormente, 23 µL de sybr Mix (12.5 µL do SYBR Green PCR Master 

Mix Kit, 0,15 µL de cada primer (senso e anti-senso; 10 pmol/ul) e água estéril 

filtrada (q.s.p. 25 µl). A placa foi selada com adesivo óptico (ABI PRISM® 

Optical Adhesive Covers, Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). As 

reações de PCR em tempo real ocorreram no seguinte ciclo termal: [estágio 1] 

um ciclo de 50°C/2 min.; [estágio 2] um ciclo a 95°C/10 min.; [estágio 3] 40 

ciclos de 95°C/15 s, seguidos de curva de dissociação a partir de 60˚C para 

análise da especificidade dos amplicons.  

 

4.5 Analise estatística: 

Para a quantificação relativa foi realizada uma análise comparativa da 

expressão dos transcritos dos genes alvo com o controle endógeno, utilizando-

se o método CT comparativo, onde o controle endógeno será utilizado para 

normalizar a expressão dos genes alvos (média do CT gene alvo – média do 

CT controle endógeno) gerando o ΔCT. Utilizando-se o ΔCT será calculado o 

ΔΔCT (ΔCT amostra – ΔCT do calibrador (amostra de referência). Ao final foi 

aplicada a fórmula 2 –ΔΔCT chegando-se aos níveis relativos de expressão (fold 

change in gene expression) de cada gene alvo.  
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Os resultados foram lançados no programa GraphPad Prism 5, para a 

análise estatística, onde se utilizou o Test t de student não pareado e ANOVA 

(LIVAK e SCHMITTGEN, 2001).  

Os resultados foram estatisticamente significantes quando p <0,05. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Resultados do estudo e seleção oligonucleotídios iniciadores para 

síntese de dsRNA das regiões mutada e normal do gene ACVR1 para 

ensaios de RNAi em modelo PBMC. 

Os primers de oligonucleotídeos desenhados para os siRNA das regiões 

mutadas e normal do gene ACVR1, para os estudos de expressão por PCRtr, 

são apresentados abaixo na Tabela 2. As sequências foram pesquisadas no 

Blast, para obtenção de oligonucleotídios iniciadores sense e anti-sense de 

acordo com protocolodo do Silencer® siRNA Construction Kit (Ambion® by life 

technologiesTM, 2012) todos os primers desenhados com 21 nucleotídeos. Na 

Tabela 3 pode-se verificar as quantificações obtidas para cada primer 

desenhado, mostrando sua pureza. 

 

Tabela 2 - Oligonucleotídeos desenhados para os dsRNA das regiões 

mutadas e normal do gene ACVR1 

 Sequencia 

ACVR1 senso 5’ AACAGTGGCTCGCCAGATTAC 3’ 

ACVR1 anti-senso 5’ AAGTAATCTGGCGAGCCACTG 3’ 

ACVR1 mutado senso 5’ AACAGTGGCTCACCAGATTAC 3’ 

ACVR1 mutado anti-senso 5’ AAGTAATCTGGTGAGCCACTG 3’ 

 

Tabela 3 - Quantificações de cada primer desenhado 

Primer Comprimento de onda Concentração 

 260 280 260/280 [ ] ug/uL 

RNAiFOPFOR 94.15 52.69 1.786 3108 

RNAiFOPREV 94.65 52.35 1.813 3113 

RNAiFOPMFOR 91.36 49.52 1.847 3011 

RNAiFOPMREV 34.87 28.85 1.269 938.2 



39 
 

5.2 Resultado do controle positivo do siRNA duplex: 

Na Figura 6 observa-se que os fragmentos dos siRNAs duplexes do 

ACVR1 (R206H) e ACVR1 normal foram sintetizados adequadamente e estão 

no tamanho correspondente ao previsto, conforme protocolo do Silencer® 

siRNA Construction Kit (Ambion® by life technologiesTM, 2012). 

 

Figura 6- Fragmentos de siRNA dupla-fita, de 21 pb, sintetizados para 
silenciamento dos mRNAs de ACVR1 normal (1) e mutado (2), visualizados 
através de eletroforese em gel de agarose a 2% após coloração com brometo 
de etídio. (M) Marcador de 50 pb DNA ladder (a = 1 ug e b = 0,5 ug). 

 

 

5.3 Resultados da viabilidade celular no modelo in vitro de PBMC de 

pacientes com FOP e indivíduos controles através de cultivo primário 

para transfecção de siRNA em nanopartículas de carbono (NPC).  

Os resultados obtidos pelo método da resazurina mostram que não há 

diferença na densidade optica obtida das células tratadas e controle, 

mostrando que o tratamento não alterou a viabilidade celular. A contagem das 

células com azul de tripan também confirmou que o tratamento das células não 

alterou a viabilidade celular.  Os resultados obtidos corroboram com os 
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resultados de viabilidade celular descritos na literatura (O’BRIEN et al, 2000). O 

que pode ser visto na Figura 7. 
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Figura 7 – Resultado da viabilidade celular dos siRNA em NPC 

 

 

5.4 Resultados da expressão dos genes alvos, ACVR1 e BMP4, em 

PBMC de indivíduos controles normais e PBMC de indivíduos com FOP 

em seu estado basal e quando submetidas à nanopartícula de carbono 

(NPC).  

Os resultados dos níveis de expressão dos genes alvos ACVR1 e BMP4 

em PBMC de indivíduos controles normais em seu estado basal e quando 

submetidos ao veículo de transfecção NPC, demonstraram que a NPC não 

alterou a expressão de ACVR1 e BMP4 (Figura 8).    
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Figura 8 – Comparação dos níveis de expressão do mRNA de ACVR1 e BMP4 
no controle normal sem e com o veículo de transfecção nanopartícula de 
carbono.       

 

Portanto o primeiro resultado deste trabalho demonstra que a NPC não 

altera a expressão dos principais genes envolvidos na fisiopatologia da FOP, 

sendo assim poderá ser usada como veículo de transfecção de siRNA em 

células de cultivo celular. Este modelo é útil para estudos dos efeitos do siRNA 

sobre a expressão gênica em células de indivíduos controles e em células de 

pacientes portadores de Fibrodisplasia Ossificante Progressiva, auxiliando no 

entendimento das vias de expressão gênica, através da expressão dos 

transcritos determinada por quantificação absoluta ou relativa, por PCR em 

tempo real.  

Os níveis de expressão dos genes alvos (ACVR1 e BMP4) em células 

indivíduos controles normais e células de pacientes com FOP demonstram que 

nas células de pacientes saudáveis há um equilíbrio na expressão dos genes 

alvos, e nas células de pacientes com FOP, há uma expressão diminuída de 

ACVR1 e super-expressão de BMP4. Este perfil já foi bem definido em 

trabalhos prévios e confirmados em um trabalho recente feito pelo nosso grupo 

de pesquisa – (Figura 9) (Dissertação de Mestrado. Nascimento, D.R. 2014).    
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Figura 9 – Comparação dos níveis de expressão dos genes alvos no 
controle e em células de FOP. A – Comparação de expressão entre os genes 
alvos no controle em seu estado basal. B – Comparação de expressão entre os 
genes alvos no paciente em seu estado basal. (Dissertação de Mestrado. 
Nascimento, D.R. 2014) 

 

 

O resultado dos níveis de expressão dos genes alvos ACVR1 e BMP4, 

no controle e em células de FOP, ambos em seu estado basal, quando 

submetidos ao veículo de transfecção NPC, demonstrou que a NPC não 

alterou a expressão de ACVR1 e BMP4.  No controle com NPC há uma 

equilíbrio na expressão desses genes, e, em células de FOP o perfil de 

subexpressão de ACVR1 e superexpressão de BMP4 também é evidenciado 

na presença da NPC (Figura 10). Portanto a NPC não alterou a expressão dos 

genes alvos, o estado basal permaneceu mantido como descrito por 

Nascimento, D.R. 2014, o que torna viável o uso do NPC como veículo de 

transfecção em células PBMC para estudo da FOP. 
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  Figura 10 – Comparação dos níveis de expressão dos genes alvos no 
controle e em células de FOP com o veículo de transfecção nanopartícula de 
carbono. A – Comparação de expressão entre os genes alvos no controle com 
NPC em seu estado basal. B – Comparação de expressão entre os genes 
alvos no paciente com NPC em seu estado basal. 

 

 

Ativação anormal de formação óssea endocondral em tecidos moles 

causa doenças médicas significativas associadas à incapacidade e dor. 

Mutações hiperativas no receptor tipo 1, ACVR1, levam a fibrodisplasia 

ossificante progressiva (FOP), caracterizada por ossificação progressiva em 

tecidos moles. Os mecanismos celulares específicos da FOP não são claros, 

além disso, as dificuldades na obtenção de amostras de tecido de pacientes 

com FOP e as limitações em modelo animal para FOP, dificultam a capacidade 

de detalhamento da patogênese da FOP (MATSUMOTO et al., 2013).  

Para enfrentar esses desafios e desenvolver modelos da doença in vitro, 

células-tronco humanas pluripotentes induzidas, derivadas de fibroblastos 

normais e de FOP dérmicas, tem sido criadas por métodos distintos, por 

exemplo, integração retroviral ou vetores epissomais sem integração, no intuito 

de se contribuir no entendimento das diferentes etapas da formação óssea 

endocondral na FOP (MATSUMOTO et al., 2013). 

 Entretanto entende-se que pela complexidade dos mecanismos 

envolvidos in vivo, há uma emergente necessidade de se estabelecer modelos 

mais simples para o estudo destas vias em condições basais e com um mínimo 

possível de variáveis fisiopatológicas, mantendo a fisiologia celular íntegra num 
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ambiente controlável. Por esta razão nosso trabalho teve como meta principal 

realizar a interferência por RNAi utilizando nanopartículas de carbono para a 

transfecção do siRNA, através de modelo in vitro de PBMC que é 

extremamente simples. 

Este trabalho é pioneiro no que se refere a incorporação de NPC em 

células mononucleares de sangue periférico de pacientes com FOP. Este 

modelo experimental mostrou-se muito útil para estudo, pois a nanopartícula de 

carbono não interferiu na expressão dos genes alvos da FOP.  

5.5 Resultados da expressão dos mRNAs de ACVR1 em PBMC de 

indivíduos controles normais e de portadores de FOP após transfecção 

com moléculas de siRNA para ACVR1 (R206H) e após transfecção com 

moléculas de siRNA para ACVR1 não mutado, carreadas por NPC. 

 

Os resultados obtidos da expressão de ACVR1 em PBMC de indivíduos 

controles após transfecção com moléculas de siRNA para ACVR1 não mutado 

e carreadas por NPC estão na Figura 11, e demonstram que quando o 

silenciamento é realizado pelo siRNA do alelo normal não há diferença 

significativa (p=0,2), mas há tendência a subexpressão no controle que 

recebeu o tratamento (Figura 11-A). No entanto quando o silenciamento é 

realizado com o RNAi do alelo mutado (ACVR1 (R206H)) claramente não 

ocorre silenciamento (Figura 11-B). A Figura 11-C, mostra que o controle 

tratado com siRNA para ACVR1 mutado apresenta tendência a estar 

aumentado em relação ao tratado com siRNA para ACVR1 normal apesar de 

não ser significativa (p=0,1). Porém a tendência apresentada no gráfico (A) 

pode ser real (ou seja talvez tenha havido algum silenciamento não sendo 

possível mostrar por causa do n baixo). Esperávamos de fato que houvesse 

algum silenciamento quando usado o RNAi normal uma vez que este grupo é o 

grupo controle.  
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Figura 11 –Expressão dos mRNAs de ACVR1 em PBMC de indivíduos 
controles normais após transfecção com moléculas de siRNA para ACVR1 
(R206H) e com moléculas de siRNA para ACVR1 não mutado, carreadas por 
NPC. A – controle com NPC e controle com siRNA para ACVR1 normal. B – 
controle com NPC e controle com siRNA mutado. C- controles silenciados com 
siRNA de ACVR normal e siRNA de ACVR1 mutado.  

Os resultados obtidos da expressão de ACVR1 em PBMC de indivíduos 

com FOP após transfecção com moléculas de RNAi para ACVR1 não mutado e 

carreadas por NPC estão na Figura 12, e demonstram que há superexpressão 

de ACVR1 independente de qual siRNA foi utilizado para o silenciamento. Ou 

seja, houve um aumento significativo da expressão do ACVR1 quando o 

silenciamento foi realizado pelo siRNA do alelo normal (Figura 12-A), e 

também quando o silenciamento foi realizado com o siRNA do alelo mutado 

(ACVR1 (R206H)) (Figura 12-B). A Figura 12-C, mostra claramente que a 

expressão gênica ficou equiparada, portanto o gene não silenciado se 

expressou mais, isto é quando o silenciamento é realizado com o siRNA normal 

o alelo mutado se expressa mais e quando o silenciamento é realizado com o 

siRNA mutado o alelo normal se expressa mais. Isso sugere que deve haver 

um mecanismo de regulação gênica entre os alelos. No entanto quando ocorre 

a inibição do alelo alterado o alelo não mutado se expressa e chega próximo a 

expressão basal do alelo normal. É preciso estudar o quanto isto modifica a 

fisiopatologia desta doença. Mas será necessário fazer um estudo posterior a 

este para sabermos com certeza qual ACVR1 está superexpresso.  

Em um trabalho onde foram utilizados siRNA alelo-específicos, capaz de 

suprimir especificamente a expressão do alelo mutante em células progenitoras 

mesenquimais de pacientes com FOP, foi observado que houve a diminuição 

da sinalização de BMP (KAPLAN et al,2012).  Configurando que o 

PBMC-CONTROLE ACVR1  
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silenciamento por RNAi tem um potencial efeito terapêutico para o tratamento 

da FOP. 

Mas o quanto muda a expressão da BMP4? Se isto altera a 

fisiopatologia das crises? São perguntas que demandarão estudos posteriores.  
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Figura 12 – Expressão dos mRNAs de ACVR1 em PBMC de indivíduos 
com FOP após transfecção com moléculas de siRNA para ACVR1 (R206H) 
e com moléculas de siRNA para ACVR1 não mutado, carreadas por NPC. 
A – paciente com NPC e paciente com siRNA para ACVR normal. O tratamento 
com siRNA para o ACVR normal aumentou a expressão do ACVR1 nos 
pacientes.   B – paciente com NPC e paciente com siRNA mutado. O 
tratamento com siRNA para o ACVR1 mutado aumentou a expressão do 
ACVR1 nos pacientes. C- pacientes silenciados com siRNA de ACVR1 normal 
e siRNA de ACVR1 mutado. Não há diferença entre a expressão do ACVR1 
quando tratado com siRNA para o ACVR1 normal e o mutado. 

 

 

5.6 Resultados da expressão dos mRNAs de BMP4 em PBMC de 

indivíduos controles normais e de portadores de FOP após transfecção 

com moléculas de siRNA para ACVR1 (R206H) e após transfecção com 

moléculas de siRNA para ACVR1 não mutado, carreadas por NPC. 

A expressão de BMP4 em células PBMC controles normais após 

transfecção com moléculas de siRNA para ACVR1 não mutado não tiveram 

aumento, no entanto, após transferência com moléculas de siRNA para ACVR1 

PBMC-FOP ACVR1  
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(R206H), houve uma superexpressão da BMP4 (Figura 13). Por alguma razão 

este siRNA mutado conseguiu alterar a expressão de BMP4 sem alterar a 

expressão do ACVR1.  
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Figura 13 –Expressão dos mRNAs de BMP4 em PBMC de indivíduos 
controles normais após transfecção com moléculas de siRNA para 
ACVR1 (R206H) e com  moléculas de siRNA para ACVR1 não mutado, 
carreadas por NPC. A – controle com NPC e controle com siRNA para ACVR 
normal. Não houve diferença na expressão de BMP4 entre o controle e o 
controle tratado com siRNA para ACVR normal. B – controle com NPC e 
controle com siRNA mutado. Houve superexpresssão de BMP4 no controle 
tratado com siRNA para ACVR mutado. C- controles silenciados com siRNA de 
ACVR normal e siRNA de ACVR1 mutado. Há superexpressão de BMP4 no 
controle tratado com siRNA para ACVR mutado comprovando os dados dos 
gráficos a e b.   

 

 

A expressão de BMP4 em células PBMC de pacientes após transfecção 

com moléculas de RNAi para ACVR1 não mutado e RNAi para ACVR1 

(R206H) não tiveram aumento significativo, no entanto há uma tendência de 

aumento da BMP4 quando as células foram tratadas com siRNA (Figura 14). 

Por este estudo, no entanto, mesmo que tenhamos conseguido suprimir o 

ACVR parece que não modificamos a expressão da BMP4, isto será porque o 

PBMC-CONTROLE BMP4  



48 
 

ACVR superexpresso interfere na expressão de BMP4? Se isto acontece 

realmente, por qual via seria?   
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Figura 14 –Expressão dos mRNAs de BMP4 em PBMC de indivíduos com 
FOP após transfecção com moléculas de RNAi para ACVR1 (R206H) e 
com  moléculas de RNAi para ACVR1 não mutado, carreadas por NPC. A – 
paciente com NPC e paciente com RNAi para ACVR normal. Não há diferença 
na expressão de BMP4 entre o paciente controle e o paciente tratado com 
siRNA para ACVR normal. B – paciente com NPC e paciente com RNAi 
mutado. Não há diferença na expressão de BMP4 entre o paciente controle e o 
tratato com siRNA para ACVR mutado. C- pacientes silenciados com RNAi de 
ACVR normal e RNAi de ACVR1 mutado. Não há diferença na expressão de 
BMP4 entre o tratamento com siRNA para ACVR normal ou mutado. 

         

                                                 

Na Figura 15 compara-se a expressão dos genes em células controles 

quando a interferência foi realizada com o siRNA para ACVR não mutado e 

com o siRNA para ACVR (R206H) (mutado). Observamos que quando a 

interferência é pelo siRNA para ACVR não mutado, temos uma tendência ao 

silenciamento do ACVR mas sem mudança significativa da BMP4, apesar de 

menor tendência ao aumento da mesma. Não sabemos se essa tendência 

seria significativa se a amostra fosse maior ou necessitaria de um 

silenciamento maior para ativar a cascata e aumentar significativamente a 

BMP4.  No entanto, a surpresa é quando fazemos a interferência com o siRNA 

PBMC-FOP BMP4  
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para ACVR (R206H) (mutado), e observamos uma superexpressão de BMP4 

de forma significativa. Será que este siRNA para ACVR (R206H) modificou este 

meio e ativou a via da BMP4 que por esta razão aumentou. Como ocorre essa 

sinalização? Sabemos que essa sinalização é extremamente complexa e 

inúmeros fatores funcionam como gatilho, mas pouco sabemos como é o 

comportamento celular a nível molecular quando ocorre este gatilho. No 

entanto certamente está envolvendo mais a BMP4 que o próprio ACVR1. 
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Figura 15. Comparação dos níveis de expressão dos genes alvos nas células 
controle  
 

 

 

Na Figura 16 mostra-se a comparação da expressão dos genes em 

células de pacientes com FOP quando a interferência foi realizada com siRNA 

para ACVR não mutado e com o siRNA para ACVR (R206H) (mutado). 

Observamos que há uma superexpressão de ACVR1 independente do siRNA 

utilizado, e não há aumento significativo da BMP4 embora pareça ter um 

discreto aumento, no entanto mesmo não havendo diferença na expressão de 

BMP4, quando utilizamos um ou outro siRNA, observamos que há um equilíbrio 

entre BMP4 e ACVR1. Isso significa que há uma modulação na expressão 

gênica quando usamos o siRNA. Mas este equilíbrio seria suficiente para 

manter o paciente sem crises agudas?  
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Figura 16. Comparação dos níveis de expressão dos genes alvos células do 
paciente             

 

  

Foi repetido o experimento para avaliar a expressão de ACVR1 em PBMC de 

indivíduos controles após transfecção com moléculas de siRNA para ACVR1 

não mutado e carreadas por NPC, numa amostra maior. Quando foi realizado 

na amostra menor (Figura 11), demonstrou-se que o silenciamento realizado 

pelo siRNA do alelo normal não teve diferença significativa (p=0,2), mas há 

tendência a subexpressão. Por esta razão repetiu-se em uma amostra maior e 

obsrrvou-se inibição de 60% do ACVR1 no controle, com diferença significativa 

(p<0,02) (Figura 17). 
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Figura 17. Reavaliação do silenciamento em genes alvos de controles 

evidenciando inibição de 60% do ACVR1 do controle. 

                                        

                                                                                                              



51 
 

6. CONCLUSÕES 

 

Com o presente trabalho concluímos que: 

Os procedimentos experimentais envolvendo os siRNAs e os NTCs 

não interferiram na viabilidade das células.  

A nanopartícula de carbono por si só não produziu nenhuma alteração 

significativa em todos os experimentos.  

Portanto neste trabalho ficou evidente que o estudos moleculares de 

silenciamento gênico utilizando o modelo de PBMC e nanopartículas de 

carbono, é viável. Como é um modelo relativamente simples permitirá futuros 

estudos na compreensão da fisiopatologia da FOP.  

O siRNA para o alelo normal silenciou 60% da expressão de mRNA 

para ACVR1 em PBMC controle. 

O siRNA mutado não alterou a expressão de mRNA para ACVR1 em 

PBMC controle 

Os siRNAs mostram-se específicos 

Tanto o siRNA normal quanto o mutado aumentam a expressão de 

ACVR1 em PBMC de FOP 

Interessantemente a RNAi utilizando-se o siRNA mutado, produziu na 

PBMC controle um efeito semelhante aquele observado no estado basal de 

FOP, isto é, um aumento da expressão do BMP4 

 

Perspectivas 

O somatório destes resultados demonstram que o presente modelo em 

PBMC poderá ser importante nos futuros estudos envolvendo os mecanismos 

moleculares de regulação da expressão dos principais genes da FOP, através 

de microRNAs. 

Os dados aqui apresentam pela primeira vez um modelo celular, em 

que se vê o efeito do microRNA causando a alteração mais fundamental 

descrita na fisiopatologia da FOP (aumento de BMP4), que leva à cascata 

molecular para a ossificação heterotópica. 
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ANEXOS 

Anexo I 

 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (para os pais) 

Nome do voluntário*: ___________________________________________________ 

Idade: _______ anos                                                      R.G. __________ 

Responsável legal*: ______________________  R.G. Responsável legal: _________ 

 O(A) Seu filho sendo convidado(a) a participar deste projeto de pesquisa: 
“Silenciamento da expressão gênica do ACVR1 (R206H) pela técnica de interferência por 
RNA, em cultura de células linfoblastoides de pacientes com FOP obtidas por cultivo 
primário ”. Pesquisador- Orientador Responsável Local e Instituição a que pertence: 
Liane de Rosso Giuliani / Almir de Sousa Martins (Pós Graduação da UFMS) cujo telefone 
para contato é (67) 33453372. Em caso de recurso, dúvidas ou reclamações você poderá 
contactar diretamente o Comitê de Ética em Pesquisa, localizado na UFMS/ Pro-Reitoria de 
Pesquisa e Pós-Graduação, Cidade Universitária, CEP: 79070-900, Campo Grande, MS, 
Brasil, Telefone (67) 33457187.    

A participação de seu filho nesta pesquisa será doando cerca de 10ml de sangue. Seu filho 
não correrá nenhum risco apenas o desconforto da coleta de sangue ou o surgimento de algum 
hematoma no local.  Este material será utilizado exclusivamente para a realização da pesquisa 
que fará uma cultura das células em laboratório, e a partir desta cultura será avaliada a 
expressão de genes envolvidos com a doença antes e depois da interferência por RNA, através 
de técnicas de biologia molecular.  O objetivo dessa pesquisa é aumentar a compreensão das 
características da doença que ainda são pouco conhecidas, na tentativa de identificar algum 
caminho para onde serão concentrados os esforços para o tratamento da doença. Ao final da 
pesquisa, todos estes resultados serão entregues em cópia para o(a) Sr(a), de uma forma clara 
e simples, e poderão ser discutidos nas consultas de aconselhamento genético que serão 
realizadas com vocês sem custos. Neste momento estaremos explicando cada resultado e o 
impacto que isto poderá ter no seguimento clínico de seu filho. Os dados individuais, resultados 
de exames e testes bem como o prontuário serão mantidos em sigilo (segredo), sendo 
divulgados apenas para fins de pesquisa, sem nomear (identificar) seu filho, ou identifica-lo por 
características particulares. 

Os novos conhecimentos derivados deste estudo deverão ser publicados para poder 
beneficiar outros pacientes afetados com FOP como seu filho. Você tem total liberdade de 
recusar participar deste trabalho (agora ou a qualquer momento durante o mesmo) e isto não 
afetará o seu atendimento.  

Qualquer dúvida que o(a) Sr(a). tenha sobre esta pesquisa ou sobre o tratamento de seu 
(sua) filho(a), estaremos à disposição nos locais onde serão feitos os atendimentos.  

 

Eu, __________________________________________, RG nº _____________________ 
declaro ter sido informado e concordo em participar, como voluntário, do projeto de pesquisa 
acima descrito. 

Ou 

Eu, __________________________________________, RG nº _______________________, 
responsável legal por ____________________________________, RG nº 
_____________________ declaro ter sido informado e concordo com a sua participação, como 
voluntário, no projeto de pesquisa acima descrito. 

Campo Grande _____ de ____________ de _______ 
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Anexo II 

 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (para adultos) 

Nome do voluntário*: __________________________________________________________ 

Idade: _____________ anos                                                      R.G. ___________________ 

 

 O(A) Sr. (ª) está sendo convidado(a) a participar deste projeto de pesquisa 

“Silenciamento da expressão gênica do ACVR1 (R206H) pela técnica de interferência por 

RNA, em cultura de células linfoblastoides de pacientes com FOP obtidas por cultivo 

primário ”. Pesquisador- Orientador Responsável Local e Instituição a que pertence: 

Liane de Rosso Giuliani / Almir de Sousa Martins (Pós Graduação da UFMS) cujo telefone 

para contato é (67) 33453372. Em caso de recurso, dúvidas ou reclamações você poderá 

contactar diretamente  o Comitê de Ética em Pesquisa, localizado na UFMS/ Pro-Reitoria de 

Pesquisa e Pós-Graduação, Cidade Universitária, CEP: 79070-900, Campo Grande, MS, 

Brasil, Telefone (67) 33457187.    

A sua participação nesta pesquisa será doando cerca de 10ml de sangue. Você não 

correrá nenhum risco apenas o desconforto da coleta de sangue ou o surgimento de algum 

hematoma no local.  Este material será utilizado exclusivamente para a realização da pesquisa 

que fará uma cultura das células em laboratório, e a partir desta cultura será avaliada a 

expressão de genes envolvidos com a doença antes e depois da interferência por RNA, através 

de técnicas de biologia molecular.  O objetivo dessa pesquisa é aumentar a compreensão das 

características da doença que ainda são pouco conhecidas, na tentativa de identificar algum 

caminho para onde serão concentrados os esforços para o tratamento da doença. Ao final da 

pesquisa, todos estes resultados serão entregues em cópia para o(a) Sr(a), de uma forma clara 

e simples, e poderão ser discutidos nas consultas de aconselhamento genético que serão 

realizadas com vocês sem custos. Neste momento estaremos explicando cada resultado e o 

impacto que isto poderá ter no seu seguimento clínico. Os dados individuais, resultados de 

exames e testes bem como o prontuário serão mantidos em sigilo (segredo), sendo divulgados 

apenas para fins de pesquisa, sem nomear (identificar)-lo, ou identifica-lo por características 

particulares. 

Os novos conhecimentos derivados deste estudo deverão ser publicados para poder 

beneficiar outros pacientes afetados com FOP. Você tem total liberdade de recusar participar 

deste trabalho (agora ou a qualquer momento durante o mesmo) e isto não afetará o seu 

atendimento.  

Qualquer dúvida que o(a) Sr(a). tenha sobre esta pesquisa ou sobre o seu tratamento, 

estaremos à disposição nos locais onde serão feitos os atendimentos.  

 

Eu, __________________________________________, RG nº _____________________ 

declaro ter sido informado e concordo em participar, como voluntário, do projeto de pesquisa 

acima descrito. 

 

Campo Grande _____ de ____________ de _______ 

Anexo III 
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Termo de Assentimento Livre e Esclarecido 

Nome do voluntário*: __________________________________________________________ 

Idade: _____________ anos                                                      R.G. ___________________ 

Responsável legal*: ___________________________________________________________ 

R.G. Responsável legal: _________________________ 

 Você está sendo convidado(a) a participar deste projeto de pesquisa “Silenciamento 

da expressão gênica do ACVR1 (R206H) pela técnica de interferência por RNA, em 

cultura de células linfoblastoides de pacientes com FOP obtidas por cultivo primário ”. 

Pesquisador- Orientador Responsável Local e Instituição a que pertence: Liane de Rosso 

Giuliani / Almir de Sousa Martins (Pós Graduação da UFMS) cujo telefone para contato é (67) 

33453372. Em caso de recurso, dúvidas ou reclamações você poderá contactar diretamente o 

Comitê de Ética em Pesquisa, localizado na UFMS/ Pro-Reitoria de Pesquisa e Pós-

Graduação, Cidade Universitária, CEP: 79070-900, Campo Grande, MS, Brasil, Telefone (67) 

33457187A . 

A sua participação nesta pesquisa será doando cerca de 10ml de sangue. Você não 

correrá nenhum risco apenas o desconforto da coleta de sangue ou o surgimento de algum 

hematoma no local.  Este material será utilizado exclusivamente para a realização da pesquisa 

que fará uma cultura das células em laboratório, e a partir desta cultura será avaliada a 

expressão de genes envolvidos com a doença antes e depois da interferência por RNA, através 

de técnicas de biologia molecular.  O objetivo dessa pesquisa é aumentar a compreensão das 

características da doença que ainda são pouco conhecidas, na tentativa de identificar algum 

caminho para onde serão concentrados os esforços para o tratamento da doença. Ao final da 

pesquisa, todos estes resultados serão entregues em cópia para você de uma forma clara e 

simples, e poderão ser discutidos nas consultas de aconselhamento genético que serão 

realizadas com vocês sem custos. Neste momento estaremos explicando cada resultado e o 

impacto que isto poderá ter no seu seguimento clínico. Os dados individuais, resultados de 

exames e testes bem como o prontuário serão mantidos em sigilo (segredo), sendo divulgados 

apenas para fins de pesquisa, sem nomear (identificar)-lo, ou identifica-lo por características 

particulares. 

Os novos conhecimentos derivados deste estudo deverão ser publicados para poder 

beneficiar outros pacientes afetados com FOP. Você tem total liberdade de recusar participar 

deste trabalho (agora ou a qualquer momento durante o mesmo) e isto não afetará o seu 

atendimento.  

Qualquer dúvida que voce tenha sobre esta pesquisa ou sobre o seu tratamento, 

estaremos à disposição nos locais onde serão feitos os atendimentos.  

Eu, __________________________________________, RG nº _____________________ 

declaro ter sido informado e concordo em participar, como voluntário, do projeto de pesquisa 

acima descrito. 

Campo Grande _____ de ____________ de _______ 
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Anexo IV 

 

 

 

 



67 
 

 

 

 

 

 

 



68 
 

 

 

 

 

 



69 
 

 


