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RESUMO 

Pretes-Peralta V. Identificação de variantes dos genes associados ao tamanho do 

telômero em pacientes com neuroblastoma [dissertação]. São Paulo: Faculdade de 

Medicina, Universidade de São Paulo; 2021. 

O neuroblastoma é o tumor sólido extracraniano mais comum da infância, representando 

cerca de 10% de todos os tumores sólidos, com prevalência de 1 caso a cada 7 mil 

nascidos vivos. O gene MYCN amplificado em tumores de alto risco, está associado 

predominantemente com o avanço do neuroblastoma e o pior prognóstico, entretanto, 

dentre os tumores MYCN não amplificado, onde se espera que o desfecho clínico seja 

mais favorável, cerca de 70 a 80% nem sempre evoluem para a cura. Disfunções 

teloméricas causam instabilidade genômica, e em última análise, podem induzir a 

carcinogênese. A variação do comprimento dos telômeros, associada a presença de 

variantes genéticas podem contribuir para o desenvolvimento do neuroblastoma. A 

análise do comprimento dos telômeros de leucócitos têm sido cada vez mais utilizada 

para avaliar o comprimento do telômero humano, é um marcador acessível e foi utilizado 

neste estudo. A casuística contou com 52 pacientes diagnosticados com Neuroblastoma 

MYCN não amplificado em estadio 4. Foram analisados, através da técnica de PCR em 

tempo real, o comprimento dos telômeros dos pacientes em comparação aos controles 

saudáveis da mesma faixa etária. Através da análise de painéis gênicos e da técnica de 

exoma, foi investigada a presença de variantes genéticas relacionadas a alterações 

teloméricas. Pacientes com idade ao diagnóstico inferior a 18 meses que foram óbito, 

apresentaram telômeros com tamanho relativo de 2,97 (2,56-3,56) e os pacientes com 

idade ao diagnóstico superior a 18 meses que foram óbito, apresentaram telômeros com 

tamanho relativo de 2,98 (2,39-3,99). Estudos de Randomização Mendeliana indicaram 

uma associação entre os variantes teloméricas (ACYP2, NAF1, OBFC1, CTC1, ZNF208 

e RTEL1), com predisposição genética para telômeros mais longos e risco de 

desenvolvimento de neuroblastoma MYCN amplificado (Walsh et al., 2016). Os 

resultados apresentados neste estudo demonstram que 52/52 (100%) dos pacientes 

apresentaram um ou mais dos seguintes SNPs: 10/52 (19%) ACYP2, 49/52 (94%) NAF1, 

44/52 (85%) OBFC1, 16/52 (31%) CTC1, 25/52 (48%) ZNF208 e 12/52 (23%) RTEL1. 

Apesar da nossa coorte ser menor do que a descrita no estudo de Walsh et al. (2016), foi 

possível observar que as variantes CTC1 e RTEL1, podem ser indicadores de risco para o 



 

desenvolvimento de neuroblastoma na população brasileira (p <0,05). Também foram 

identificados através do painel gênico, as variantes MYNN (rs10936599) em 12/52 (23%) 

TERC (rs2293607) em 10/52 (19%). Os resultados do sequenciamento do exoma 

identificaram 2 casos de crianças com mutações em ATRX que apresentaram seus 

telômeros alongados e foram a óbito: uma paciente com 168 meses (exon15 

c.4377_4379delGGA p.E1464del);(exon18 .Leu1613X stopgain) e outra paciente com 68 

meses (exon13 .Gln1400Leu);(exon19 p.Asp456Asn), que podem estar associados ao 

alongamento alternativo do telômero. Apesar de estudos adicionais, com coortes maiores 

de pacientes, serem necessários futuramente para validar os resultados do presente estudo, 

os dados apresentados sugerem que as variantes CTC1 e RTEL1, podem atuar como 

preditores para o desenvolvimento do neuroblastoma MYCN não amplificado na 

população brasileira. Assim como, as variantes encontradas nos genes ATRX, 

identificadas neste estudo, poderão ser utilizadas como biomarcadores de prognóstico de 

neuroblastoma MYCN não amplificados. 

 

Descritores: Neuroblastoma; MYCN não amplificado; Telômeros; Comprimento dos 

telômeros de leucócitos; Alongamento alternativo do telômero; Variação genética; CTC1; 

RTEL1; ATRX. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

Pretes-Peralta V. Identification of gene variants associated with telomere length in 

patients with neuroblastoma [dissertation]. São Paulo: “Faculdade de Medicina, 

Universidade de São Paulo”; 2021. 

Neuroblastoma is the most common extracranial solid tumor of childhood, representing 

about 10% of all solid tumors, with a prevalence of 1 case per 7 thousand live births. The 

MYCN-amplified gene in high-risk tumors is predominantly associated with the 

advancement of Neuroblastoma and the worst prognosis, however, among MYCN non-

amplified tumors, where the clinical outcome is expected to be more favorable, about 70 

to 80% not always evolve towards healing. Telomeric dysfunctions cause genomic 

instability, and ultimately, they can induce carcinogenesis. The variation in telomere 

length, associated with the presence of genetic variants can contribute to the development 

of Neuroblastoma. Leukocyte telomere length analysis, has been increasingly used to 

assess the human telomeres length, it is an accessible marker and was used in this study. 

The sample consisted of 52 patients diagnosed with Neuroblastoma MYCN non-amplified 

stage 4. The patient’s telomeres length was analyzed using the real-time PCR method in 

comparison to healthy controls of the same age group. Through the analysis of gene 

panels and the exome sequencing, the presence of genetic variants related to telomeric 

alterations were investigated. Patients younger than 18 months at diagnosis who died, 

presented telomere length 2.97 (2.56-3.56), and patients older than 18 months at diagnosis 

who died, presented telomere length 2.98 (2.39-3.99). Mendelian Randomization Studies 

indicated an association between telomeric variants (ACYP2, NAF1, OBFC1, CTC1, 

ZNF208 and RTEL1), with a genetic predisposition to telomere length higher and risk of 

developing MYCN amplified Neuroblastoma (Walsh et al., 2016). The results presented 

of this study demonstrate that 52/52 (100%) of the patients had 1 or more of these SNPs: 

10/52 (19%) ACYP2, 49/52 (94%) NAF1, 44/52 (85%) OBFC1, 16/52 (31%) CTC1, 

25/52 (48%) ZNF208 and 12/52 (23%) RTEL1. Despite our cohort being smaller than that 

described in the study by Walsh et al. (2016), it was possible to observe that the variants 

CTC1 and RTEL1, can be risk indicators for the development of Neuroblastoma in the 

Brazilian population (p <0.05). The MYNN variants (rs10936599) in 12/52 (23%) TERC 

(rs2293607) in 10/52 (19%) were also identified through the gene panel. The results of 

exome sequencing identified 2 cases of children with mutations in ATRX who had their 



 

telomere length higher and died: a 168-month-old patient (exon15 c.4377_4379delGGA 

p.E1464del); (exon18 .Leu1613X stopgain) and a 68-month-old patient (exon13 

.Gln1400Leu); (exon19 p.Asp456Asn), which may be associated with alternative 

lengthening of telomeres. Although additional studies, with larger cohorts of patients, are 

needed in the future to validate the results of the present study, the data presented suggest 

that the variants CTC1 and RTEL1, may act as predictors for the development of 

Neuroblastoma MYCN non-amplified in the Brazilian population. Likewise, the variants 

found in the ATRX genes, identified in this study, can be used as biomarkers of prognosis 

of Neuroblastoma MYCN non-amplified. 

Descriptors: Neuroblastoma; MYCN non-amplified; Telomeres; Leukocyte telomeres 

length; Alternative lengthening of telomere; Genetic variation; CTC1; RTEL1; ATRX. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. NEUROBLASTOMA 

Os neuroblastomas (NB) são provenientes das simpatogônias – células nervosas 

indiferenciadas da crista neural, das quais se originam a medula da adrenal e todos os 

gânglios e plexos simpáticos (Cotterill et al., 2000). A apresentação clínica do 

neuroblastoma é muito variável e depende do estadio e da localização do tumor, podendo 

desenvolver-se em qualquer local do sistema nervoso simpático. Além do abdômen (80% 

dos casos), as formas metastáticas são também observadas no fígado, ossos e na medula 

óssea. Em 90% dos casos, o neuroblastoma é diagnosticado antes dos 5 anos de idade 

(Izbicki et al., 2003).  

Este tipo de neoplasia corresponde ao tumor sólido extracraniano mais comum da 

infância, representando cerca de 10% de todos os tumores sólidos encontrados em 

crianças com idade inferior a 15 anos, com prevalência de 1 caso a cada 7 mil nascidos 

vivos (INCA, 2020). Entre os lactentes, corresponde a mais de 50% das neoplasias 

malignas. O INCA não dispõe de dados concretos acerca da frequência deste tipo de 

câncer na população brasileira, porém estima-se que a incidência anual dos 

neuroblastomas varia entre 7 e 12 casos por milhão de crianças até 15 anos, alcançando 

aproximadamente 7,3 casos/milhão no Brasil (Izbicki et al., 2003, Cartum, 2012).  

O neuroblastoma tem sido associado a várias anomalias genéticas que afetam o 

prognóstico (Kuzyk et al., 2016). 

Os principais parâmetros genéticos preditivos de um resultado desfavorável no 

neuroblastoma incluem a amplificação do oncogene MYCN (2p24.3) (3 a 300 cópias), 

idade superior a 18 meses no momento do diagnóstico, a perda do braço cromossomo 1p 

e 11q, e o ganho do braço cromossomo 17q. Estas perdas alélicas em várias regiões do 

genoma, como no braço curto do cromossomo 1 (até 35%), no braço longo do 

cromossomo 11 (45%), no braço curto do cromossomo 3 foram identificados em diversos 

estudos (Kuzyk et al., 2016).  

 

1.2. ESTADIAMENTO  

Baseado em muitos estudos clínicos, histológicos e genéticos, os tumores de 

neuroblastoma foram estratificados dentro de categorias de risco (baixo, intermediário e 

alto risco) que auxiliam no prognóstico e tratamento (Cohn et al., 2009). 
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O mais usado dentre esses sistemas de estadiamento é o Sistema Internacional de 

Estadiamento para Neuroblastoma (INSS), que utiliza informações baseadas na extensão 

da excisão cirúrgica e metástase ao diagnóstico, classificando os tumores em 1 e 2, baixo 

risco e, 3 e 4 como tumores de alto risco (Tabela 1). Nos casos de estadios 1 e 2, são 

realizadas somente a intervenção cirúrgica que retira toda a lesão primária, sem a 

utilização de tratamento com quimioterápicos. Também pode ocorrer em alguns casos, 

somente acompanhamento clínico, pois esses tumores tendem a regredir espontaneamente 

ou a se diferenciarem em ganglioneuromas benignos. Nos pacientes de estadios 3 e 4, na 

maioria das vezes, o tumor é irressecável. Nestes casos, torna-se necessário o tratamento 

com agentes quimioterápicos e em alguns casos, radioterápicos, como descrito por 

Brodeur et al. (2003). 

 

Tabela 1. Sistema Internacional de Estadiamento para Neuroblastoma (INSS) 

Estadio 1 Tumor primário localizado, possível de ser totalmente removido por 

cirurgia, presença de células de NB dentro dos gânglios linfáticos 

intratumorais, porém sem acometimento de linfonodos fora do 

tumor. 

Estadio 2A Tumor primário localizado, porém nem toda a área tumoral é 

completamente visível possibilitando a remoção completa por 

cirurgia, sem metástases para os linfonodos. 

Estadio 2B Tumor primário localizado, podendo ser ou não completamente 

removido por cirurgia. Os gânglios linfáticos nas proximidades do 

tumor podem conter células de NB, porém a doença não atingiu os 

gânglios linfáticos mais distantes. 

Estadio 3 O tumor não pode ser removido cirurgicamente, já sendo 

considerado um tipo mais agressivo, podendo já ter se disseminado 

para linfonodos próximos ou do lado contralateral do corpo. 

Estadio 4 O tumor já está disseminado para diversas partes do corpo como 

linfonodos distantes, ossos, fígado, pele e medula óssea. 

Estadio 4s Tumor primário localizado (1, 2A ou 2B) em pacientes com menos 

de 18 meses, com metáses limitadas a pele, fígado e medula óssea 

(menos de 10% de células na medula são cancerosas). 

 



3 
 

Além do INSS, outro critério de classificação utilizado é o Sistema Internacional 

de Estadiamento de Neuroblastoma para Grupos de Risco (INRGSS) (Tabela 2) (Cohn et 

al., 2009), que utiliza os Fatores de Risco Definidos por Imagens (IDRFs) para definir a 

complexidade da retirada do tumor, como a localização do tumor muito próximo de um 

órgão vital ou de vasos sanguíneos importantes. 

 

Tabela 2. Sistema Internacional de Estadiamento de Neuroblastoma para Grupos de 

Risco (INRGSS) 

L1 Tumor localizado, sem envolvimento de estruturas vitais definido 

por IDRFs e confinado em apenas um lado do corpo 

L2 Tumor loco-regional com a presença de um ou mais IDRFs 

M Presença de metástase 

MS Doença metastática em crianças menores de 18 meses, com 

metástases confinadas em pele, fígado e medula óssea 

 

O estadiamento da doença é combinado com outros fatores prognósticos como 

idade ao diagnóstico, características histopatológicas (classificação de Shimada), 

alterações cromossômicas, amplificação do gene MYCN e ploidia do DNA (Cartum, 

2012). 

O MYCN pertence à família de proto-oncogene e participa de processos como 

crescimento celular, diferenciação e apoptose. A amplificação de cópias extras do gene 

MYCN pode levar à proliferação celular excessiva e irrestrita, principalmente por ser um 

fator de transcrição do gene TERT, que codifica a enzima telomerase, o que é amplamente 

observada na maioria dos cânceres (Cartum, 2012). 

Quanto a ploidia das células neoplásicas, constatou-se que uma parte dos 

neuroblastomas apresenta um conteúdo em DNA diplóide/ tetraplóide, e a outra parte um 

conteúdo hiperdiplóide/triplóide (Brodeur et al., 2003). Os primeiros correspondem 

geralmente a tumores mais agressivos que os segundos (Look et al., 1984). Uma possível 

explicação para esta associação, seria que os tumores triplóides tem um defeito 

fundamental na mitose, ganham ou perdem cromossomos completos, enquanto que os 

tumores diploides, tendo um defeito fundamental na estabilidade do genoma, apresentam 

elevada incidência de rearranjos cromossômicos estruturais que podem alterar a 
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expressão de genes importantes na estabilidade celular, resultando num comportamento 

agressivo (Kaneko e Knudson, 2000; Santos, 2011). 

As triploidias e anomalias numéricas dos cromossomas estão associadas a um bom 

prognóstico, enquanto que a di - ou a tetraploidia e as anomalias segmentais 

cromossômicas estão associadas a um pior prognóstico (Kuzyk et al., 2016). 

 

1.3. TELÔMEROS 

Uma característica marcante das células neoplásicas é a sua imortalidade, que é 

geneticamente determinada por várias alterações nos telômeros. A célula escapa do ciclo 

celular normal, aumentando o tempo de vida e o tempo de ativação da telomerase, levando 

a imortalização celular e permanência em replicação celular (Rice e Skordalakes, 2016). 

Os telômeros apresentam nas extremidades dos cromossomos uma sequência 

repetida de DNA hexanucleotídeo (TTAGGG). Esta estrutura apresenta 10-15 kb de 

comprimento, que encurtam aproximadamente 30 a 200 pb em cada ciclo de divisão 

mitótico (Gu et al., 2016). A principal função dos telômeros é a manutenção da 

integridade cromossômica, garantindo a replicação completa das extremidades dos 

cromossomos e o estabelecimento da estrutura tridimensional do núcleo celular (Codd et 

al., 2010). 

Durante a replicação de células somáticas, o comprimento dos telômeros diminui 

progressivamente, devido a incapacidade da DNA polimerase replicar completamente a 

extremidade 3' da cadeia de DNA. Quando o comprimento dos telômeros tornam-se 

criticamente encurtados, a célula é acionada para entrar em senescência replicativa, e 

subsequentemente conduzida a morte celular (Walsh et al., 2016). O tamanho dos 

telômeros é afetado por muitos fatores, como estresse oxidativo, inflamação crônica, além 

de fatores hereditários (Slagboom et al., 1994). 

Os telômeros são replicados pela telomerase (uma ribonucleoproteína 

transcriptase reversa-RNP), que contém os componentes TERC/TERT e são mantidos 

primariamente pelo complexo de nucleoproteína como o shelterin (TRF1, TRF2, TIN2, 

RAP1, POT1, TPP1) e CST (CDC13 / CTC1, STN1, Ten1), que interage com o 

telomômero, permitindo a formação da estrutura T-loop. A principal função deste 

complexo nucleoproteico é a proteção da região terminal dos cromossomos contra a 

ativação dos mecanismos de reparação do DNA, proporcionando a preservação da 

integridade gênica (Rice e Skordalakes, 2016). 
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A telomerase é um complexo enzimático (DNA-polimerase RNA-dependente) 

que sintetiza repetições teloméricas de DNA, proporcionando um potencial proliferativo 

ilimitado (Rice e Skordalakes, 2016). 

A disfunção telomérica é conhecida por causar instabilidade genômica, que em 

última análise pode ser uma das causas para a carcinogênese. A maior parte dos tumores 

que apresentam um nível elevado de atividade da telomerase está associada com pior 

prognóstico. A expressão da telomerase correlaciona-se com a capacidade de proliferação 

celular ilimitada, enquanto que a maioria dos tumores benignos, pré-malignas é 

caracterizada pela ausência de telomerase (Rice e Skordalakes, 2016). 

 

1.4. TELÔMEROS E O NEUROBLASTOMA 

O neuroblastoma é subagrupado de acordo com seu perfil de instabilidade 

cromossomal: enquanto alguns tumores exibem aberrações numéricas e poucas ou 

nenhuma estruturais, outros são dominados por rearranjos estruturais, incluindo 

rearranjos intracromossomais. A instabilidade cromossômica tem sido associada a 

aberrações do comprimento dos telômeros no neuroblastoma. Estes subgrupos têm perfis 

dos telômeros com base no comprimento dos telômeros e arquitetura nuclear (Kuzyk et 

al., 2016). Utilizando-se do método de “3D telomere quantitative fluorescence in situ 

hybridization”, Kuzyk et al. (2016), os telômeros foram classificados em 3 subgrupos 

(pequeno, médio e longo), baseado nos perfis dos telômeros individuais considerando 

tanto o comprimento dos telômeros como a organização nuclear. O subgrupo I 

compreende os telômeros com maior porcentagem de telômeros pequenos (38,7%) e 

menor número de telômeros agregados S por núcleo. O subgrupo II contém a maior 

porcentagem de telômeros de tamanho médio (42,29%) e o subgrupo III tem a maior 

porcentagem de telômeros de tamanho longo (31,9%).  

O Subgrupo III ilustra o alto nível de disfunção dos telômeros, compreende 

tumores com maior heterogeneidade e com maior número de telômeros por núcleos. A 

maioria dos neuroblastomas com histologia desfavorável e pacientes ao diagnóstico com 

idade acima de 18 meses, foram encontrados nos subgrupos III, enquanto que os tumores 

com histologia favorável e pacientes ao diagnóstico com menos de 18 meses, foram 

encontrados nos subgrupos I e II. Todos os tumores que apresentavam MYCN amplificado 

e níveis de expressão média ou alta foram encontrados no subgrupo III. O subgrupo I e II 

apresentavam MYCN não amplificado e níveis de expressão baixo. Assim, os 
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neuroblastomas com maior instabilidade genômica são encontrados no subgrupo III, 

seguidos do subgrupo II e subgrupos I, que tem o menor nível de instabilidade genômica. 

A maior instabilidade da heterogeneidade intratumoral está correlacionado ao maior nível 

de disfunção do telômero (Kuzyk et al., 2016).  

 

1.4.1. GENES TERT, TERC E A TELOMERASE 

A imortalidade é uma característica das células neoplásicas e é geneticamente 

determinada por alterações nos telômeros. O aumento do tempo de vida da célula é 

mediado na maior parte dos tumores pela ativação da telomerase, levando a imortalização 

celular e permanência em replicação celular. Uma das características das células 

cancerígenas é um aumento na expressão da telomerase (Rice e Skordalakes, 2016). 

A expressão desta enzima, na maioria dos tumores, está diretamente relacionada 

com a capacidade de divisão e proliferação celular, o que estabelece bases moleculares 

para um potencial proliferativo ilimitado, enquanto que a maioria dos tumores benignos, 

pré-malignas são caracterizados pela ausência de telomerase (Rice e Skordalakes, 2016).  

A telomerase, por ser uma enzima com atividade transcriptase reversa 

especializada, é capaz de adicionar nucleotídeos na região terminal dos cromossomos, a 

partir da transcrição do TERT ou hTERT (transcriptase reversa de telomerase humana). 

Este é o principal mecanismo fisiológico responsável pela síntese de DNA telomérico, 

pois atua adicionando a repetição do hexâmero TTAGGG a saliência 3’OH da fita-G, ao 

final dos cromossomos, estendendo assim seu comprimento. Este mecanismo ocorre 

devido a complementaridade de bases entre o RNA da telomerase e o DNA telomérico 

(Hukezalie e Wong, 2013). 

Vários estudos relataram que polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) dos 

genes TERT e TERC (Telomerase RNA Component), estão associados a uma 

suscetibilidade significativamente maior a vários tipos de câncer (Codd et al., 2010; 

Walsh et al., 2014). Ye et al. (2017) demonstraram que SNPs de TERT e TERC estão 

associados ao risco de câncer de pulmão na população Han chinesa. 

O gene TERC, localizado na região upstream do cromossomo humano 3q26.2, 

codifica o componente de RNA da telomerase humana e serve de modelo para o 

alongamento dos telômeros, afetando a homeostase dos telômeros (Ye et al., 2017). 

Este gene atua como molde na replicação do DNA telomérico, ao reconhecer a 

saliência da extremidade 3′-OH da cadeia G (Ye et al., 2017), fornecendo o modelo para 
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a síntese das repetições TTAGGG, promovendo a sua elongação. A variante do gene 

TERC (rs2293607), pode alterar a estrutura secundária do mRNA do transcrito por 

dobramento do RNA. Além disso, a partir das informações do projeto ENCODE para esta 

região, foram observadas duas marcas de histonas (H3K4Me1 e H3K4Me3), que 

mostraram-se próximas do rs2293607 (Jones et al., 2012). 

A variante rs10936599 está localizada a montante do TERC e no segundo exon do 

gene da Mioneurina (MYNN). MYNN pertence a família de proteínas contendo domínio 

de dedo de zinco BTB/POZ, que está envolvida no controle de eventos de 

desenvolvimento, ativação e supressão da transcrição de genes distintos (Sethi et al., 

2020). 

Portadores do alelo comum no SNP rs10936599 (MYNN), próximo ao locus do 

componente de RNA da telomerase (TERC), tem telômeros significativamente mais 

longos. O alelo rs10936599 foi associado ao aumento do risco de câncer de colorretal 

(CRC) e adenomas colorretais (Jones et al., 2012). Análises in silico, mostraram que o 

SNP rs2293607 foi fortemente correlacionado com rs10936599, mapeado dentro de 

transcritos de TERC (Jones et al., 2012). 

O alelo de risco CRC (rs2293607) foi associado a níveis mais elevados de mRNA 

TERC e a formação de telômeros mais longos (Polat et al., 2019). 

Outros estudos identificaram o SNP rs10936599 do gene MYNN, associado ao 

desenvolvimento ou progressão de tumores colorretais na população coreana. Também 

foi descoberto que a mudança do alelo C para A da variante rs10936599 foi 

estatisticamente significativa em pacientes com câncer de pulmão na população chinesa 

(Polat et al., 2019). 

 

1.4.2. ALONGAMENTO ALTERNATIVO DO TAMANHO DOS TELÔMEROS E 

O NEUROBLASTOMA 

Sabe-se que a manutenção dos telômeros é exercido pela telomerase em cerca de 

85% dos tumores, já os outros 15% não expressam esta enzima, possuindo um mecanismo 

de alongamento alternativo dos telômeros (ALT), que é ativado para manter os telômeros 

alongados independente da telomerase (Heeg, 2015). 

O ALT atua na manutenção do comprimento dos telômeros que não depende da 

atividade da telomerase. Seu mecanismo consiste na permuta da região telomérica de 

diferentes cromossomos, através de um pareamento complementar de um cromossomo 
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ao outro, levando a uma troca de regiões teloméricas. É possível observar em ALT uma 

heterogeneidade do comprimento dos telômeros, no qual alguns apresentam-se muito 

longos, por outro lado gera-se um subconjunto de cromossomos, que por sua vez não 

demonstra qualquer sinal de telômero detectável. Este fenômeno pode ser observado em 

células tumorais positivos para ALT, porém não é encontrado em células normais (Cesare 

e Reddel, 2013). 

Devido a recombinação homóloga (HR), as células ALT possuem comprimentos 

teloméricos inconsistentes, sendo observados telômeros extremamente curtos ou 

extremamente longos, fazendo com que haja uma instabilidade dos telômeros, resultante 

da perda de vários controles sobre a função dos telômeros (Cesare e Reddel, 2013). 

Uma porção substancial das repetições teloméricas em células ALT é 

extracromossômica e pode possuir uma forma linear ou circular. Os círculos de repetição 

telomérica extracromossômica (ECTR) (círculos t), variam de <1 a 50 kb. ECTR ou 

estruturas equivalentes, não foram observadas em alta abundância em células normais 

telomerase positivas (Cesare e Reddel, 2013). 

O ALT não é frequentemente detectado em carcinomas, porém em alguns tipos de 

sarcomas é possível observar que mais de 50% dos tumores são ALT-positivos. Já em 

neuroblastomas, não há dados concretos na literatura acerca de sua frequência, porém 

sabe-se que a malignidade desta doença é determinada, dentre outros motivos, pelo 

comprimento de seus telômeros e a imortalização da célula, possivelmente devido a uma 

falta de transdução de sinal, uma vez que a maioria das células ALT-positivos, bem como 

os tumores, possuem disfunção da proteína p53, esta proteína desempenha um papel 

fundamental no controle do ciclo celular e na apoptose. A deficiência da proteína p53 

poderia gerar uma proliferação de células anormais e conferir um poder proliferativo 

ilimitado (Cesare e Reddel, 2013). 

Na grande maioria dos neuroblastomas de alto risco onde a via ALT é ativada, há 

uma associação importante com mutações em ATRX, devido a descompactação da 

heterocromatica causada pela perda de função de seu transcrito. Por outro lado, os 

tumores de baixo risco parecem não ter mecanismos de manutenção dos telômeros, o que 

pode explicar sua capacidade de regressão espontânea (Hertwig et al., 2016). 

O gene ATRX codifica uma proteína helicase, que está envolvida na remodelação 

da cromatina, podendo contribuir assim na regulação da atividade de outros genes, pois 

quando o DNA está mais compactado (metilado), a expressão gênica é menor do que 
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quando o DNA está fracamente compactado. O gene ATRX está localizado no 

cromossomo X, mutações ou alterações estruturais neste gene podem levar a níveis 

reduzidos de incorporação de histonas 3.3 (H3.3), desestabilização de telômeros e 

aumento da recombinação homóloga, facilitando o desenvolvimento de ALT. 

O ATRX liga-se a proteína DAXX (Proteína associada ao domínio da morte). A 

deposição de H3.3 nos telômeros e outras regiões ricas em guanina é mediada por ATRX-

DAXX, que mantêm o estado condensado heterocromático do cromossomo (Heaphy et 

al., 2011). 

Há uma forte correlação entre a inativação de ATRX e o fenótipo ALT em 

diferentes tipos de tumor. Evidências presentes na literatura, sugerem que o complexo 

ATRX-DAXX atua na montagem de heterocromatina em regiões repetitivas ricas em G, 

como os telômeros, entretanto, a diminuição de ATRX ou H3.3 em células-tronco 

embrionárias de camundongos, resulta em desestabilização e aumento na regulação de 

RNA dos telômeros, que encontram-se nas repetições teloméricas (Heaphy et al., 2011). 

A perda de ATRX pode ser observada em vários tipos de câncer, principalmente 

quando associada a desregulação das vias oncogênicas (Ras e p53) (Oppel et al., 2019). 

Variantes gênicas em ATRX foram encontradas em um subgrupo de tumores 

neuroendócrinos pancreáticos, cujos telômeros apresentaram-se extremamente 

alongados, uma característica de ALT, sugerindo que a perda de função do ATRX pode 

facilitar a ativação deste mecanismo de alongamento telomérico (Farooqi et al., 2014). 

 

1.5. VARIANTES GENÉTICAS DO TELÔMERO E O RISCO PARA O 

DESENVOLVIMENTO DO NEUROBLASTOMA 

A variação da inter-individualidade do comprimento relativo dos telômeros de 

leucócitos (CRTL) está associada com câncer, segundo Codd et al. (2013). Há evidências 

de que o comprimento dos telômeros, tanto nos leucócitos, como em outros tecidos de 

um mesmo indivíduo são altamente correlacionados (Codd et al., 2013). A análise do 

CRTL é um marcador acessível e cada vez mais útil na determinação do comprimento 

dos telômeros humanos (Ye et al., 2017). 

Previamente, autores demonstraram que as variantes dos genes TERC 

(rs10936599), ACYP2 (rs11125529), NAF1 (rs7675998), ZNF208 (rs8105767), OBFC1 

(rs4387287) e RTEL1 (rs755017), estão associadas ao comprimento dos telômeros e a 
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predisposição para o desenvolvimento de diferentes tumores com múltiplos riscos (Jones 

et al., 2012; Russo et al., 2014). 

Em outro estudo, Walsh et al. (2016), demonstraram em 1513 pacientes com idade 

inferior a 19 anos, brancos não-hispânicos, diagnosticados com neuroblastoma, tratados 

no COG (Children's Oncology Group), identificados através do Banco de Tumores e 

Hospital Infantil da Filadélfia, que as variantes ACYP2, NAF1, ZNF208, OBFC1 e 

RTEL1, estavam associadas ao alongamento dos telômeros de leucócitos dos pacientes 

com neuroblastoma de alto risco (Gu et al., 2016). 

O gene OBFC1 (oligonucleotide/oligosaccharide-binding fold containing 1) é um 

componente do telômero do complexo CTC1 e TEN1. O gene NAF1 (nuclear assembly 

fator 1) é uma proteína necessária para o complexo H/ACA box snRNA. O gene RTEL1 

(regulator of telomere elongation helicase 1) é uma enzima helicase que desempenha um 

papel importante no estabelecimento do comprimento de telômeros, na manutenção dos 

telômeros e na reparação do DNA em experimentos com animais (Cheung et al., 2012). 

A família ZNFs está envolvida na codificação de um cluster de genes que 

codificam proteinas zinc fingers. O gene ACYP2 codifica uma proteína muscular 

específica, acilfosfato. Há evidências de que ACYP2 está ligado a apoptose induzida por 

estresse no músculo de rato (Cheung et al., 2012). 

Embora cada uma das variantes associadas ao CRTL explique somente uma 

pequena porção do total de variantes encontradas nos telômeros, Walsh et al. (2016), 

demonstraram que a combinação feita por 8 SNPs encontrados nestes genes (ACYP2, 

TERC, NAF1, TERT, OBFC1, CTC1, ZNF208 e RTEL1), são responsáveis por 960-bp. 

Assumindo uma taxa anual de desgaste dos telômeros ~ 30 pb/ano de leucócitos, isso se 

traduz em mais de 30 anos de desgaste dos telômeros relacionada com a idade. 

 

 

2. JUSTIFICATIVA 

 Neuroblastomas MYCN amplificado estadio 4 estão associados 

predominantemente com o avanço da doença e o pior prognóstico. Os tumores MYCN 

amplificados representam cerca de 40% dos neuroblastomas de alto risco (estadio 4), 

indicando que os outros 60% dos neuroblastomas de alto risco são tumores MYCN não 

amplificados. Entretanto, dentro dos tumores MYCN não amplificados, onde se espera 
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que o desfecho clínico seja mais favorável, cerca de 70 a 80% nem sempre evoluem para 

a cura e acabam evoluindo para óbito, independentemente da idade. NB de alto risco é 

especialmente dependente da manutenção dos telômeros (Yu et al., 2019). A disfunção 

telomérica é conhecida por causar instabilidade genômica, e em última análise, induzir a 

carcinogênese (Ye et al., 2017). 

 Walsh et al. (2016), demonstraram 6 variantes ACYP2, CTC1, ZNF208, 

OBFC1, NAF1 e RTEL1, com predisposição genética para telômeros com comprimento 

alongados e com o aumento de risco para neuroblastoma MYCN amplificado, porém ainda 

não foi observado este estudo em MYCN não amplificado. Além disto, outras variantes 

associadas a estabilidade estrutural dos telômeros, como ATRX, podem estar envolvidas 

na agressividade do neuroblastoma MYCN não amplificado. 

 

 

3. HIPÓTESE 

 As alterações em variantes teloméricas associadas, como ACYP2, CTC1, ZNF208, 

OBFC1, NAF1, RTEL1 e ATRX, podem afetar o comprimento, a estabilidade e estrutura 

dos telômeros encontrados em pacientes com Neuroblastoma MYCN não amplificado 

estadio 4, ocasionando a progressão e um pior desfecho clínico nestes pacientes. 

 

 

4. OBJETIVOS  

 

4.1. OBJETIVOS GERAIS 

Identificar variantes gênicas em pacientes com neuroblastoma MYCN não 

amplificado estadio 4, que possam estar associados ao aumento dos telômeros e pior 

prognóstico. Utilizar estes dados na construção de um painel gênico, auxiliando na 

identificação de variantes teloméricas, que poderão ser utilizadas como biomarcadores 

para o neuroblastoma MYCN não amplificado. 

 

4.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

• Determinar o comprimento dos telômeros de leucócitos dos pacientes com 

neuroblastoma MYCN não amplificado estadio 4, que evoluíram para um pior 
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prognóstico e foram a óbito. Comparar estes resultados com os dados obtidos dos 

controles (crianças saudáveis). 

• Avaliar a presença das variantes ACYP2, OBFC1, CTC1, ZNF208, NAF1, RTEL1 

e TERC nos telômeros de leucócitos dos pacientes neuroblastoma MYCN não 

amplificado estadio 4, comparando-os com a população de crianças saudáveis. 

Avaliar a presença destas variantes na população brasileira saudável. 

• Identificar outros genes envolvidos na estrutura dos telômeros, que possam atuar 

como biomarcadores para o desenvolvimento do pior prognóstico em 

neuroblastomas MYCN não amplificado. 

• Identificar a presença de variantes de ATRX em amostras de tumor dos pacientes 

com neuroblastoma MYCN não amplificado estadio 4, com pior prognóstico, 

através do sequenciamento completo do exoma, que possam estar associados ao 

alongamento alternativo dos telômeros. 

 

 

5. MÉTODOS 

 

5.1. DELINEAMENTO DO ESTUDO: Estudo Caso-Controle 

 

5.2. CASUÍSTICA 

Foram analisadas amostras de tumores e amostras de sangue periférico de 52 

pacientes com neuroblastoma MYCN não amplificado estadio 4, tratados no Instituto de 

tratamento de Câncer Infantil (ITACI), entre 2014 a 2020. Entre os pacientes com 

neuroblastoma, 53% eram do sexo masculino e 47% do sexo feminino. A idade média 

entre eles foi de 27 meses (aproximadamente 2 anos de idade ao diagnóstico), o paciente 

mais jovem apresentou 1 mês de idade ao diagnóstico e o mais velho 168 meses 

(aproximadamente 14 anos ao diagnóstico). A mediana da idade dos pacientes foi de 20 

meses. Neste estudo foi observado que 12 pacientes (23%), eram menores de um ano de 

idade. Entre os que apresentaram idade menor que um ano, 3/12 pacientes (25%) foram 

a óbito. A localização abdominal do tumor primário foi vista em 89% e a extra-abdominal 

em 11% dos casos. 

Todos os pacientes e participantes controles deste estudo foram admitidos após 

assinarem um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ou Termo de Assentimento 



13 
 

7 a 12 anos e 13 a 18 anos, onde os pacientes e/ou responsáveis concordam em participar 

da pesquisa. Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética para Análise de Projetos de 

Pesquisa do HCFMUSP, (CAAE:63283316500000065). 

As amostras de DNA de sangue periférico utilizadas como controle, constituíram-

se de 12 crianças aparentadas saudáveis (6 crianças com idade inferior ou igual a 18 meses 

e 6 crianças com idade superior a 18 meses). 

 

5.2.1. CRITÉRIOS DE INCLUSÃO 

• Pacientes diagnosticados com neuroblastoma MYCN não amplificado.  

• Pacientes com neuroblastoma estadio 4. 

 

5.2.2. CRITÉRIOS DE EXCLUSÃO 

• Pacientes com outros tipos de câncer. 

• Pacientes diagnosticados com neuroblastoma MYCN amplificado em qualquer 

estadiamento e/ou MYCN não amplificado estadios 1, 2 e 3. 

 

5.3. COLETA DAS AMOSTRAS DE SANGUE E TUMORES DOS PACIENTES 

ESTUDADOS 

Todas as amostras de sangue, tanto dos pacientes, quanto dos controles, foram 

colhidas em tubo PAXgene® Blood Tube (BD Biosciences, CA, USA) e posteriormente 

submetidas ao protocolo de extração de DNA, como sugerido pelo fabricante. As 

amostras do tecido tumoral obtidas através da ressecção cirúrgica ou biópsia dos pacientes 

durante exame de rotina para auxiliar o diagnóstico, foram imediatamente transferidas 

para nitrogênio líquido e estocadas a -80°C. 

 

5.3.1. EXTRAÇÃO DE DNA 

 

5.3.1.1. EXTRAÇÃO DO DNA DAS AMOSTRAS DE SANGUE PERIFÉRICO 

O isolamento de DNA genômico das amostras de sangue periférico foi realizado 

utilizando o kit de extração de DNeasy blood and tissue kit (Qiagen Inc, Hilden, 

Germany), conforme protocolo estabelecido pelo fabricante. 
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5.3.1.2. EXTRAÇÃO DO DNA GENÔMICO DE TUMORES 

As amostras dos tumores, previamente armazenadas a -80ºC, foram pulverizadas 

na presença de nitrogênio líquido no aparelho L 3 Leader (Loccus Biotecnologia, São 

Paulo. Brasil). O isolamento de DNA genômico dos tumores foi realizado utilizando o kit 

de extração de DNeasy blood and tissue kit (Qiagen Inc, Hilden, Germany), conforme 

protocolo estabelecido pelo fabricante. 

 

5.3.1.3. QUANTIFICAÇÃO DO DNA GENÔMICO 

A concentração do DNA foi determinada por meio de espectrofotômetro 

(Fragment Analyzer Qubit, USA). O DNA foi diluído em tampão TE (0,01mM ácido 

etilenodiamino tetracético e 10mM Tris HCl, pH 8,0) para 50ng/μl e armazenado a -20ºC 

até o momento do uso. 

 

5.4. DETERMINAÇÃO DO COMPRIMENTO DOS TELÔMEROS DE 

LEUCÓCITOS 

 

5.4.1. PADRONIZAÇÃO DA TÉCNICA DE qPCR 

Para elegermos o melhor gene endógeno e sua respectiva concentração ideal de 

oligonucleotídeo iniciador (primer), foram construídas matrizes, conforme descrito por 

Grun (2015), formada por diferentes concentrações dos iniciadores pesquisados, 

utilizando uma curva com diluição seriada de nossos controles. Para construirmos esta 

matriz de teste, estabelecemos uma diluição e a aplicamos a todos os nossos iniciadores, 

sendo que a maior concentração foi de 500nM e a menor de 50nM. A fim de evitarmos a 

amplificação de produtos inespecíficos, adicionamos um controle negativo para assegurar 

a qualidade da reação. Após definirmos um threshold para cada gene endógeno analisado, 

fizemos a eleição do melhor gene, que se deu pela análise da emissão de maior 

fluorescência detectada no menor Ct (threshold cycle). 

Após analisarmos os resultados obtidos e aplicarmos os parâmetros pré-

estabelecidos a matriz de teste, elegemos o gene endógeno 36B4 para este estudo e 

selecionamos a concentração ideal de cada um dos iniciadores, sendo esta 50nM para o 

iniciador senso e 50nM para o iniciador anti-senso. Igualmente, construímos uma matriz 

de teste com diferentes concentrações do iniciador para o nosso gene alvo (Telômero), na 
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qual fora selecionada, baseado nos critérios supracitados, a concentração ideal dos 

iniciadores senso e anti-senso foi 200nM e 500nM, respectivamente. 

 

5.4.2. CURVA PADRÃO E QUALIDADE DAS REAÇÕES 

Para obtermos uma quantificação relativa dos telômeros, foi estabelecida uma 

curva com diluição seriada das amostras controle (grupo de amostras de crianças 

saudáveis com idade inferior ou igual a 18 meses e grupo de amostras de crianças 

saudáveis com idade superior a 18 meses), tanto para telômeros como para o gene 36B4, 

a partir de 4 pontos de diluições, descritas por Cawthon et al. (2002), seguindo uma 

diluição seriada de 1:5, iniciando em 20ng/μL e encerrando em 0,16ng/μL de 

concentração (Figura 1). 

 

 

Figura 1. Estabelecimento de curva padrão para o gene alvo (Telômero) e sua respectiva 

eficiência (R²: 0,996). Curva obtida através de diluição seriada de amostras controle. 

 

Consideramos a eficiência entre 90-100% para cada uma das reações, indicando 

que o material genético duplica adequadamente a cada ciclo e o coeficiente de regressão 

linear da curva padrão R2  0,996. Resultados abaixo de 90% de eficiência não foram 

considerados neste estudo. 

A análise para determinar o comprimento médio dos telômeros foi realizada nas 

amostras de DNA obtidas do sangue periférico dos pacientes em estudo. Todas as reações 



16 
 

foram realizadas em triplicata para garantia de maior segurança dos resultados e foi 

calculada a média entre as repetições de cada amostra. As triplicatas com diferença acima 

de  0,5 ciclos limiar (CT) foram descartadas e repetidas. 

A quantificação relativa do comprimento dos telômeros de leucócitos (CRTL) foi 

realizada tendo como base a utilização da tecnologia de SYBR® Green para quantificação 

das regiões de interesse conforme descrito por Delgado et al., 2018. Após amplificação 

das amostras controle, todas as reações apresentaram um único pico na curva de Melting, 

que demonstra a especificidade da reação com a amplificação de uma única região de 

interesse.  

Para avaliarmos as diferenças no tamanho dos telômeros em razão do gene 

endógeno 36B4, foi determinado valor de Ct, que representa o nível de fluorescência 

determinado pelo número de ciclos necessários para detectar o sinal da amplificação da 

amostra, permitindo correlacionar o aumento da fluorescência com a quantidade inicial 

do DNA. Após isso foi aplicado a equação mostrada a seguir para se chegar ao valor que 

representa o comprimento relativo dos telômeros em função da razão do gene endógeno. 

 

5.4.3. DETERMINAÇÃO DO COMPRIMENTO RELATIVO DOS TELÔMEROS 

DE LEUCÓCITOS 

A determinação do CRTL foi calculada através da relação T / S (telômero / gene 

referência de cópia simples), como uma proporção do número de cópias repetidas do 

telômero, para o número de cópia do gene endógeno de cópia simples (36B4), onde T, 

representa a unidade de medida em nanogramas correspondente ao DNA da amostra 

analisada, utilizando-se do primer para telômero, dividido por S, correspondente ao DNA 

padrão do gene endógeno em cada amostra, de acordo com a seguinte equação descrita 

por Delgado et al. (2018): 

T / S =  2Ct telômero (referência) / 2Ct telômero (amostra) 

2Ct 36B4 (referência) / 2Ct 36B4 (amostra) 

O resultado final relatado para uma amostra em uma determinada execução é a 

média de três valores T / S que representa o comprimento médio dos telômeros. As 

amostras com T / S > 1,0 têm um comprimento médio dos telômeros maior do que o do 

DNA padrão; as amostras com T / S < 1,0 têm um comprimento médio dos telômeros 

mais curto do que o DNA padrão. Como controle do tamanho de telômeros, foram 

utilizados DNAs de crianças saúdaveis, como descrito em material e métodos. 
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5.5. VARIANTES GENÉTICAS UTILIZADAS NA CONTRUÇÃO DO PAINEL 

GÊNICO 

Os DNAs de leucócitos obtidos de amostra de sangue periférico de pacientes com 

neuroblastoma MYCN não amplificado estadio 4 e amostras de DNAs controle (crianças 

saúdaveis) foram utilizados para a construção de um painel gênico. O painel continha as 

seguintes variantes: ACYP2 (rs11125529), OBFC1 (rs9420907), CTC1 (rs3027234), 

ZNF208 (rs8105767), NAF1 (rs7675998) e RTEL1 (rs755017), como descrito por Walsh 

et al. (2016) e MYNN (rs10936599) e TERC (rs2293607) como descrito por Polat et al. 

(2019). 

 

5.5.1. DESENHO E SEQUÊNCIA DE OLIGONUCLEOTÍDEOS 

Para construção do painel foram desenhados os oligonucleotídeos iniciadores, 

com o auxílio do programa Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). Para a análise 

da homologia com outras sequências foram utilizados Basic Local Alignment Seach Tool 

(BLAST http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e o BLAST-like Alignment Tool 

(BLAST-https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat?command=start). A escolha dos 

iniciadores baseou-se no tamanho do transcrito, alguns genes apresentam mais de um 

transcrito. A especificidade dos pares de primers foi verificada usando a ferramenta 

UCSC In-Silico PCR no site UCSC Genome Browser (https://genome.ucsc.edu/). Os 

fragmentos foram quantificados por PCR em tempo real com o kit KAPA Library 

Quantification kit (KAPA Biosystems). As bibliotecas normalizadas foram combinadas 

em igual volume e submetidas ao sequenciamento usando o kit MiSeq Reagent Kit v2 

(300 cycle) -Illumina. 

As análises de dados gerados foram realizadas com o auxílio de serviço de 

bioinformata do laboratório de Sequenciamento em Larga Escala (SELA) da Rede 

PREMiUM (SELA - HCFMUSP). Como descrito no item 5.6.5. 

As mutações patogênicas foram identificadas nos exons (não sinônimas) ou sítios 

de splicing ou stopgain, e com frequência alélica global na população de 0.1 As variantes 

e respectivos alelos encontradas também foram comparados com os dados que 

encontram-se nos bancos de dados públicos Arquivo Brasileiro Online de Mutações 

(ABraOM) (Naslavsky et al., 2017) (http://abraom.ib.usp.br) e SELA (Lerario et al., 

2020), para avaliar a frequência destas variantes na população brasileira. E, nos bancos 
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de dados públicos como 1000 genomas (http://www.1000genomes.org/) e FATHMM 

para a avaliação da patogenicidade. 

 

5.6. IDENTIFICAÇÃO DAS VARIANTES ASSOCIADAS AO ALONGAMENTO 

ALTERNATIVO DOS TELÔMEROS ATRAVÉS DA ANÁLISE DO EXOMA 

Para identificar mutações em ATRX que podem estar associadas ao alongamento 

alternativo do tamanho dos telômeros, amostras de DNA dos tumores dos pacientes com 

neuroblastoma MYCN não amplificado estadio 4 foram sequenciados como descrito nos 

itens 5.6.1 ao 5.6.3. Os exomas foram analisados como descrito no item 5.6.5. 

 

5.6.1. PREPARAÇÃO DA BIBLIOTECA 

As preparações das bibliotecas para o sequenciamento das amostras de tumor dos 

pacientes, incluíram a fragmentação do DNA, adição de sequências do adaptador e do 

index e foram realizadas de acordo com o protocolo Nextera DNA Sample Preparation 

Kit (Illumina. San Diego. CA. USA), conforme orientações do fabricante. 

 

5.6.2. QUANTIFICAÇÃO DA BIBLIOTECA 

Após a preparação das bibliotecas de DNA, as bibliotecas foram quantificadas e 

a concentração do DNA das amostras e dos controles foram determinadas por meio de 

espectrofotômetro (Fragment Analyzer Qubit, USA), conforme o protocolo fornecido 

pelo fabricante. 

 

5.6.3. SEQUENCIAMENTO NA PLATAFORMA ILLUMINA HISEQ 2500 

A metodologia de sequenciamento por síntese da plataforma Illumina HiSeq 2500, 

iniciou-se com a amplificação das bibliotecas de DNA ligados a superfície de uma célula 

(flow cell) na forma de pontes através da enzima DNA polimerase, que produziu 

múltiplas cópias da sequência original (clusters). 

As bibliotecas foram reunidas, desnaturadas e diluídas a 12pM e submetidas a 

clusterização pelo TruSeq kit PE kitCluster v3 (Illumina) em uma estação de cluster C-

bot (Illumina, CA, EUA). A clusterização baseia-se na ligação dos adaptadores presentes 

nas extremidades dos fragmentos das bibliotecas (P5 e P7), complementares aos que estão 

presentes na superfície da célula. 
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O ciclo de adição de nucleotídeo e aquisição de imagem foi repetido por 200 

vezes, sendo assim foram sequenciados 100 nucleotídeos da extremidade do fragmento 

no sentido senso e 100 nucleotídeos no sentido antissenso, caracterizando uma corrida 

com extremidades pareadas (paired end) (2x100). 

 

5.6.4. ANÁLISE DA QUALIDADE DOS READS E FILTRAGEM 

As sequências obtidas do sequenciamento foram geradas no formato FASTQ, que 

continham a sequência de base nucleotídicas e a qualidade correspondente a cada base 

em um único arquivo. 

 

5.6.5. ANÁLISE DOS DADOS - BIOINFORMÁTICA 

As análises de dados gerados no painel e no exoma completo foram realizadas 

com o auxílio de serviço de bioinformata do laboratório de Sequenciamento em Larga 

Escala (SELA) da Rede PREMiUM (SELA - HCFMUSP). Todas as mutações 

encontradas nos pacientes analisados foram submetidas a comparação destas mesmas 

variantes na literatura e em outros bancos de dados como 1000 genomas (1000 Genomes 

(http://www.1000genomes.org/) e FATHMM para a avaliação da patogenicidade. As 

variantes encontradas nas amostras foram validadas pelas analises no IGV (Integrated 

Genome Browser) do proprio sequenciamento. 

As variantes e respectivos alelos encontradas também foram comparados com os 

dados que encontram-se nos bancos de dados públicos Arquivo Brasileiro Online de 

Mutações (ABraOM) (http://abraom.ib.usp.br) e SELA (Lerario et al., 2020), para avaliar 

a frequência destas variantes na população brasileira. 

 

5.6.6. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Para testarmos se as frequências genotípicas, observadas no grupo controle e no 

grupo de pacientes estavam correlacionadas, submetemos nossos resultados a análise de 

distribuição de dados e suas correlações, pelo método de Qui-quadrado, utilizando o 

programa estatístico Prism GraphPad7. O mesmo programa estatístico foi utilizado para 

realizarmos as análises comparativas, não paramétricas, entre os grupos analisados e 

casos controles, para verificar se havia significância estatística entre as diferenças de 

tamanhos dos telômeros dos mesmos, esperando observar um valor de p <0,05. 
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6. RESULTADOS 

 

6.1. COMPARAÇÃO ENTRE O COMPRIMENTO RELATIVO DOS 

TELÔMEROS DE LEUCÓCITOS (CRTL) DOS PACIENTES COM IDADE 

INFERIOR E SUPERIOR A 18 MESES E SOBREVIDA 

No neuroblastoma, o CRTL é de em média 2.98 (1.92-4.62) (Telomeres 

Mendelian Randomization Study, 2017). 

Para estabelecer o padrão de variabilidade do comprimento dos telômeros entre 

os grupos de pacientes, os mesmos foram divididos em 2 grupos:  

• Grupo de pacientes com idade inferior ou igual a 18 meses e, 

• Grupo de pacientes com idade superior a 18 meses.  

Os tamanhos dos telômeros dos grupos foram comparados com o tamanho dos 

telômeros de crianças saudáveis na mesma faixa etária.  

Os resultados mostraram que: 

• O comprimento relativo dos telômeros-controles (crianças saudáveis) foi para 

crianças com idade inferior ou igual a 18 meses de em média 1,00 (0,98-1,03) e, 

• O comprimento relativo dos telômeros-controles (crianças saudáveis) para 

crianças com idade superior a 18 meses, a média foi 0,89 (0,85-0,92). 

Enquanto que, nos pacientes com idade inferior ou igual a 18 meses, o CRTL foi 

em média 2,94 (1,95-3,56), e para os pacientes com idade superior a 18 meses, o CRTL 

foi em média 2,92 (1,93-3,99). Não havendo diferença no tamanho relativo dos telomeros 

entre as idades destes pacientes. 

Estes dados estão de acordo com os estudos randomizados mendelianos 

(Telomeres Mendelian Randomization Study, 2017), que sugerem que o alongamento do 

comprimento dos telômeros em neuroblastoma é de 2.98 (1.92-4.62) (Telomeres 

Mendelian Randomization Study, 2017; Codd et al., 2013 e Walsh et al., 2016). 

Ao compararmos o comprimento relativo dos telômeros dos pacientes deste 

estudo com o tamanho do telômero de crianças saudáveis (controle), foi possível observar 

que as crianças com neuroblastoma, apresentaram um aumento no tamanho dos telômeros 

significativamente maior em relação ao controle na mesma faixa etária (p <0,0001) 

(Gráficos 1 e 2). 
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Gráfico 1. Comparação entre o tamanho relativo do telômero dos pacientes 

diagnosticados com neuroblastoma MYCN não amplificado estadio 4, com idade 

inferior ou igual a 18 meses ao diagnóstico e os casos controles de crianças saudáveis da 

mesma faixa etária. 
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Gráfico 2. Comparação entre o tamanho relativo do telômero dos pacientes 

diagnosticados com neuroblastoma MYCN não amplificado estadio 4, com idade 

superior a 18 meses ao diagnóstico e os casos controles de crianças saudáveis da mesma 

faixa etária. 

**** 

**** 
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Também foram realizadas análises considerando desfecho clínico destes 

pacientes, considerando como “fora de terapia”, “óbito” e “em tratamento”. 

Foram considerados pacientes “fora de terapia”, os pacientes que mantiveram 

sobrevida livre de doença após 5 anos. Os resultados mostraram que:  

• Pacientes fora de terapia (16/52), representaram 31% dos casos; 

• Pacientes que foram a óbito (11/52), representaram 21% dos casos e, 

• Pacientes em tratamento (25/52), representaram 48% dos casos. 

Os resultados mostraram ainda um aumento do CRTL médio de 2,97 (2,56-3,56), 

nos pacientes com idade inferior a 18 meses que foram a óbito. E, um aumento do CRTL 

médio 2,98 (2,39-3,99), nos pacientes com idade superior a 18 meses que foram a óbito. 

Também não foram observadas variações no tamanho dos telômeros em relação a idade 

e o desfecho óbito. 

 Em relação aos pacientes que recidivaram foi possível observar uma diferença 

estatisticamente significativa em relação ao tamanho dos telômeros, quando comparado 

com os pacientes que permaneceram fora de terapia há mais de 5 anos (p <0,0001) 

(Gráfico 3 e Tabela 3). 
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Gráfico 3. Tamanho relativo do telômero dos pacientes diagnosticados com 

neuroblastoma MYCN não amplificado estadio 4, recidivados que evoluíram para óbito 

em comparação aos pacientes diagnosticados com neuroblastoma MYCN não 

amplificado estadio 4, fora de terapia há mais de 5 anos. 

**** 
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Os pacientes que foram a óbito decorrente da doença, apresentaram tamanho 

relativo do telômero superior a 2 (Tabela 3). Um aumento do comprimento dos telômeros 

equivalente a um acréscimo de 131.8 pares de base, corroborando com achados de Walsh 

et al. (2016). 

 

Tabela 3. Dados clínicos dos pacientes diagnosticados com neuroblastoma MYCN não 

amplificado estadio 4, recidivados 

Caso Estadio 
Idade aproximada 

ao diagnóstico 

Risco 

INSS 
Gênero 

Tamanho 

telômero 
Desfecho 

0 0 3 4 >18 meses Alto Masculino >2.00 ÓBITO 

0 1 1 4 >18 meses Alto Feminino >2.00 ÓBITO 

0 1 3 4 <18 meses Alto Masculino >2.00 ÓBITO 

0 1 5 4 <18 meses Alto Feminino >2.00 ÓBITO 

0 2 1 4 <18 meses Alto Feminino >2.00 ÓBITO 

0 3 2 4 >18 meses Alto Masculino >2.00 ÓBITO 

0 3 4 4 >18 meses Alto Feminino >2.00 ÓBITO 

0 3 5 4 >18 meses Alto Feminino >2.00 ÓBITO 

0 4 1 4 >18 meses Alto Feminino >2.00 ÓBITO 

0 4 2 4 <18 meses Alto Masculino >2.00 ÓBITO 

0 4 8 4 <18 meses Alto Feminino >2.00 ÓBITO 

 

 

6.2. IDENTIFICAÇÃO DAS VARIANTES ACYP2, OBFC1, CTC1, ZNF208, NAF1 

E RTEL1 NOS PACIENTES COM NEUROBLASTOMA MYCN NÃO 

AMPLIFICADO 

Estas variantes estão associadas a predisposição genética para telômeros mais 

longos e risco de desenvolvimento de neuroblastoma MYCN amplificado (Walsh et 

al.2016). Para análise da presença destas variantes nos pacientes com MYCN não 

amplificados, foi construído um painel genômico com estas variantes, e analisados com 

as amostras de DNA de sangue periférico dos pacientes com neuroblastoma MYCN não 

amplificado e com controles (amostras de DNA de sangue periférico de 12 crianças 

saudáveis). 
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Os resultados mostraram que 52/52 (100%) dos pacientes apresentaram um ou 

mais dos seguintes SNPs: 10/52 (19%) ACYP2, 49/52 (94%) NAF1, 44/52 (85%) OBFC1, 

16/52 (31%) CTC1, 25/52 (48%) ZNF208 e 12/52 (23%) RTEL1. Não foi observada a 

presença destas variantes nas amostras dos controles analisados. 

Apesar da coorte deste estudo contar apenas com 52 pacientes com neuroblastoma 

MYCN não amplificado, no Brasil, a incidência do neuroblastoma é entorno de 7 a 12 

casos por milhão até 15 anos, alcançando estimativa de 7,3 casos /milhão. (Ribeiro, 2014). 

Foram realizadas análises para avaliar a baixa frequência destas variantes na população 

brasileira, utilizando-se os dados dos bancos genômicos da população brasileira SELA 

(Lerario et al 2020) e AbraOm (Naslavsky et al 2017), além do banco de dados genômicos 

referência 1000genomas (Tabela 4). 

Nesta análise foi possível observar que as frequências das variantes, CTC1 e 

RTEL1, foram estatisticamente significativas, quando comparadas aos bancos gênomicos 

da população brasileira saudável (SELA e AbraOm) e do banco genômico de referência 

1000genomas (p <0,05), sugerindo que as variantes CTC1 e RTEL1, podem ser utilizadas 

como preditoras de neuroblastoma na população brasileira. 

 

 
 

 Não foi possível observar a presença das demais variantes na coorte estudada, 

provavelmente por apresentarem uma frequência ainda menor, além do número de 

amostras deste estudo ser muito pequena. Esta análise deverá ser repetida futuramente 

com um número maior de amostras. 

Variantes dbSNP 1000 Genomes SELA aBraOM

coorte 

ITACI 

(n=52)

P

ACYP2 rs11125529 0.132788 ............. ............. 0.19 < 0,2472

NAF1 rs7675998 0.806909 .............. ............ 0.94 < 0,0032

OBFC1 rs942097 0.777157 ............. ............. 0.85 < 0,1493

CTC1 rs3027234 0.097441 0.170165 0.188679 0.31 < 0,0205

ZNF208 rs8105767 0.386781 ............. ............ 0.48 < 0,1532

RTEL-1 rs755017 0.265176 0.123104 0.138752 0.23 < 0,0407

TABELA 4. FREQUÊNCIA DAS VARIANTES GERMINATIVAS: ACYP2, OBFC1, 

CTC1, ZNF208, NAF1, RTEL1 NA POPULAÇÃO SAUDÁVEL E EM PACIENTES 

COM NEUROBLASTOMA
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6.3. IDENTIFICAÇÃO DE VARIANTES TERC e MYNN NOS PACIENTES COM 

NEUROBLASTOMA 

Neste estudo também foram identificadas, através do painel genômico, as 

variantes MYNN (rs10936599) em 10/52 (19%) e TERC (rs2293607) em 12/52 (23%) dos 

pacientes analisados. 

Estes pacientes apresentavam aumento do CRTL médio 2,14 (1,98-2,50), sendo 

50% pacientes do sexo feminino e os outros 50% do sexo masculino, com idades média 

ao diagnóstico de 33,6 (4-96).  

Os nossos resultados mostraram a presença da variante TERC rs2293607, com 

troca de uma timina por uma citosina, que está localizado na posição jusante (dowstream) 

região do cromossomo humano 3q26.2. 

Esta mutação é classificada como exon de um transcrito de RNA não codificante 

no Genome Wide Association Studies (GWAS), e está associada ao aumento do tamanho 

do telômero e o risco do desenvolvimento de diferentes tipos de câncer, como: câncer de 

colorretal, adenomas, ovário e bexiga (Polat et al., 2019, Rode et al., 2016; Jones et al., 

2012). 

A variante rs10936599, apresentou uma mutação pontual com a substituição no 

exon 2 de uma citosina por uma timina na posição 18 do nucleotídeo do gene MYNN. Esta 

mutação causa uma variante sinônima His6His, e foi descrita como patogênica pelo banco 

de dados genômico FATHMM, com uma frequência de 0,1. Sendo encontrada também 

em adenocarcinoma colorretal (Cosmics (COSV57753828) (Cancer Genome Atlas 

Network, 2012). 

Entretanto, quando estas variantes foram analisadas quanto a baixa frequência na 

população brasileira, utilizado-se os bancos de dados genômicos (SELA, AbraOm e 

1000genomas), não apresentaram uma frequência estatisticamente significativa comparadas 

com as frequências destes bancos (p >0,05) (Tabela 5).  

Estes resultados sugerem estas variantes não podem ser utilizadas como preditoras da 

doença na população brasileira. 

 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Cancer+Genome+Atlas+Network%5BCorporate+Author%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Cancer+Genome+Atlas+Network%5BCorporate+Author%5D
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6.4. ALONGAMENTO ALTERNATIVO DO COMPRIMENTO DOS 

TELÔMEROS E MUTAÇÕES EM ATRX 

ATRX é uma proteína remodeladora da cromatina, cuja principal função é a 

deposição da variante histona H3.3. As mutações ATRX são amplamente distribuídas em 

vários tipos de câncer e se correlacionam com o desenvolvimento do alongamento 

alternativo dos telômeros (ALT), além de afetarem outras funções celulares relacionadas 

a regulação epigenética (Haase et al., 2018). O complexo ATRX/DAXX está envolvido no 

recrutamento de histona H3.3 para telômeros, e a perda da função ATRX resulta em 

desrepressão da transcrição telomérica. 

Neste estudo, foram identificados através do sequenciamento do exoma dos 

tumores dos 52 pacientes, 2 casos de crianças com mutações em ATRX. Caso 034 e caso 

011, que podem estar associados ao alongamento alternativo dos telômeros. As duas 

pacientes tinham idades superiores a 5 anos. Alterações no ATRX e pacientes com idades 

acima de 5 anos estão associadas ao ALT.( Cheung et al.2012). 

Caso 034, paciente do gênero feminino, com idade ao diagnóstico aos 168 meses 

de idade, tumor abdominal de estadio 4, foi a óbito com rápida progressão da doença 

durante o tratamento do tumor primário. Os telômeros apresentava o tamanho relativo de 

3,99. Esta paciente apresentou mutações somáticas deletérias patogênicas no gene ATRX: 

uma mutação nonframeshift em ATRX no exon 15 em c.4377_4379delGGA (p.E1464del) 

e uma mutação stopgain em ATRX no exon 18 c.T4838A:p.Leu1613X. Estas mutações 

levam a uma alteração no transcrito deste gene, criando uma mutação stop códon. Estas 

variantes ainda não foram descritas em nenhum tipo de câncer e não apresenta frequência 

descrita no banco de dados genômico 1000genomas. 

Caso 011, paciente do gênero feminino, com idade ao diagnóstico aos 68 meses 

de idade, tumor abdominal de estadio 4, também foi a óbito durante o tratamento do tumor 

Variante dbSNP 1000 Genomes SELA aBraOM

coorte 

ITACI 

(n=52)

P

TERC rs10936599 0.269768 0.197605 0.231908 0.19 < 0,9240

MYNN rs10936599 0.270567 0.214953 0.234811 0.23 < 0,8158

TABELA 5. FREQUÊNCIA DAS VARIANTES TERC E MYNN NA POPULAÇÃO 

SAUDÁVEL E EM PACIENTES COM NEUROBLASTOMA
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primário. Os telômeros apresentavam o tamanho relativo de 3,04. Esta paciente 

apresentou 2 mutações somáticas não sinônimas em ATRX: uma no exon 13 

c.A4199T:p.Gln1400Leu, a mudança de glutamina por uma na leucina na posição 1400 

do nucleotídeo. Esta mutação foi classificada como incerta pelo banco de dados de 

variantes Clinvar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) e a outra no exon 9 

c.G1366A:p.Asp456Asn. Esta mudança de sequência substitui o ácido aspártico por 

asparagina no códon 456 da proteína ATRX (p.Asp456Asn). O resíduo de ácido aspártico 

é moderadamente conservado e há uma pequena diferença físico-química entre o ácido 

aspártico e a asparagina. Esta variante está presente em bancos de dados populacionais 

(rs782313786, ExAC 0,004%), incluindo pelo menos um indivíduo homozigoto e/ou 

heterozigoto. Essa variante ainda não foi relatada na literatura em indivíduos com 

condições relacionadas a ATRX. Esta variante foi classificado como uma variante de 

significância incerta, pelo Clinvar ( https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar). 

 

 

7. DISCUSSÃO 

Neuroblastoma é um câncer infantil proveniente do desenvolvimento do sistema 

nervoso simpático, com comportamento clínico que varia de regressão espontânea a 

progressão tumoral implacável e fatal, apesar da terapia intensiva multimodal (Lee et al., 

2020). 

Os telômeros são cruciais para a sobrevivência das células cancerosas. Nos 

tumores, as células são capazes de manter seus telômeros, permitindo potencial 

proliferativo infinito. Os estudos randomizados mendelianos (Telomeres Mendelian 

Randomization Study, 2017), sugerem que o alongamento do comprimento dos telômeros 

em neuroblastoma é de 2.98 (1.92-4.62) (Telomeres Mendelian Randomization Study, 

2017; Codd et al., 2013 e Walsh et al., 2016). Estes aumentos equivalem a um acréscimo 

de 131.8 pares de base no telômero, como descrito por Walsh et al. (2016). 

Os dados dos tamanhos relativos dos telômeros de pacientes diagnosticados com 

neuroblastoma MYCN não amplificado estadio 4, apresentados neste estudo, 

demonstraram que estão 1,5 vezes aumentados em relação ao controle. 

Os resultados também sugerem que independente da idade, pacientes com 

telômeros mais alongados tem maior propensão a desenvolver um pior prognostico, em 

relação a pacientes com telômeros menos alongados. 



28 
 

Ohali et al. (2006) relataram uma estreita associação entre o comprimento do 

telômero e prognóstico do NB: quanto maior o comprimento do telômero, pior o 

prognóstico. Mesmo em pacientes de alto risco, sem progressão de 5 anos, a 

sobrevivência com telômeros mais curtos foi de 86%, contra 36% dos pacientes com 

telômeros maior (p = 0,04) (Duan et al., 2018). 

Estudos de Randomização Mendeliana indicaram uma associação entre as 

variantes teloméricas (ACYP2, NAF1, OBFC1, CTC1, ZNF208 e RTEL1), com 

predisposição genética para telômeros mais longos e risco de desenvolvimento de 

neuroblastoma MYCN amplificado (Walsh et al., 2016). Os resultados apresentados neste 

estudo, demonstram que 52/52 (100%) dos pacientes previamente diagnosticados com 

neuroblastoma MYCN não amplificados, apresentaram um ou mais dos seguintes SNPs: 

10/52 (19%) ACYP2, 49/52 (94%) NAF1, 44/52 (85%) OBFC1, 16/52 (31%) CTC1, 

25/52 (48%) ZNF208 e 12/52 (23%) RTEL1. Todos os pacientes que apresentaram estas 

variantes tinham telômeros relativos próximos a 2. Os pacientes com idade inferior ou 

igual a 18 meses, o CRTL foi em média 2,94 (1,95-3,56), e para os pacientes com idade 

superior a 18 meses, o CRTL foi em média 2,92 (1,93-3,99). Não havendo diferença no 

tamanho relativo dos telomeros entre as idades destes pacientes. 

Apesar da nossa coorte ser menor do que a descrita no estudo de Walsh et al. 

(2016), foi possível observar que as variantes CTC1 e RTEL1, com frequencias de 0,31 e 

0,23, respectivamente, podem ser indicadores de risco para o desenvolvimento de 

neuroblastoma na população brasileira. A prevalência na população europeia de 

indivíduos com a predisposição para neuroblastoma que apresentam um ou mais variantes 

descritas acima foi inferior a 1% (Zhang et al., 2004; Walsh et al., 2016), demonstrando 

a importância destes marcadores genéticos. 

As demais variantes observadas por Walsh et al. (2016) não apresentaram 

relevância estatística significativa na coorte do presente estudo. Um estudo com uma 

coorte maior será necessária para analisar a presença das demais variantes na população 

brasileria. 

Neste estudo foram também identificadas, através do painel gênico, as variantes 

MYNN (rs10936599) em 12/52 (23%) e TERC (rs2293607) em 10/52 (19%) das amostras 

de sangue dos pacientes estudados. O alelo rs10936599 foi associado ao aumento do risco 

de adenomas colorretais, ovário e bexiga (Polat et al., 2019, Rode et al., 2016; Jones et 

al., 2012). 
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Estes pacientes apresentavam um aumento no comprimento de seus telômeros, 

com tamanho médio de 2,14 (1,98-2,50). Portadores do alelo comum no SNP rs10936599 

(MYNN), próximo ao componente de RNA da telomerase rs2293607 (TERC) locus, tem 

telômeros significativamente mais longos. Análises demostraram que o SNP rs2293607 

(TERC), foi fortemente correlacionado com rs10936599 (MYNN). As variantes 

rs10936599 (MYNN) e rs2293607 (TERC), estão localizados na região upstream do 

cromossomo humano 3q26.2. Além disto, estas variantes presentes em menos de 5% dos 

indivíduos, são consideradas como de baixa frequência e associados com um grande 

número de desordens Mendelianas raras (Gibson, 2012). 

Entretanto, apesar do tamanho dos telomeros e a baixa frequência destas variantes 

em relação aos bancos de dados da população brasileira (SELA e AbraOM), não foi 

estatisticamente significativa (p ≥0,05). Desta forma, as variantes rs10936599 (MYNN) e 

rs2293607 (TERC), não podem serem utilizadas como biomarcadores de um potencial 

fator de risco de neuroblastoma na população brasileira. 

A maioria dos casos de neuroblastoma de alto risco, estão relacionados a mutações 

em MYCN, ATRX e TERT, estes genes promovem a ativação de um mecanismo de 

manutenção alternativa do telômero (ALT) (George et al, 2020a,b). Entretanto, alguns 

estudos demonstraram que pacientes com neuroblastoma, sem amplificação de MYCN, 

associados a neuroblastoma desfavorável em crianças com idades acima de 5 anos, 

preservam o comprimento do telômero na ausência de telomerase, por meio de proteínas 

de ligação aos telômeros e alongamento alternativo dos telômeros (ALT) (Cheung et al., 

2012; Hajj et al., 2017). 

Neste estudo, foram identificadas através do sequenciamento do exoma, 4 

mutações somáticas em ATRX, que levaram a uma alteração no transcrito deste gene, 

interrompendo a atividade da proteína ATRX. Estas crianças apresentavam idades 

superiores a 5 anos ao diagnóstico e telômeros aumentados. Estas mutações podem estar 

associadas ao alongamento alternativo do telômero, como descrito por Cheung et al 2012. 

Todas estas crianças que apresentaram este tipo de mutação somática foram a óbito. 
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8. CONCLUSÃO 

Apesar de estudos adicionais com coortes maiores de pacientes serem necessários 

para validar estes resultados, os dados apresentados neste estudo sugerem que a 

associação de variantes relacionadas ao tamanho alongado dos telômeros CTC1 e RTEL1, 

descrita por Walsh et al. (2016), podem ser utilizadas como preditores para o 

desenvolvimento do Neuroblastoma MYCN não amplificado na população brasileira. 

As variantes encontradas em ATRX identificadas neste estudo poderão ser 

utilizadas como biomarcadores de prognóstico para Neuroblastoma de Alto risco MYCN 

não amplificado. A análise de mutações no gene ATRX em crianças, será útil para 

identificar prospectivamente crianças com probabilidade de desenvolver neuroblastoma 

crônico. 
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