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Resumo 

 

Borim LNB. Estudo da expressão de MYCN em neuroblastomas que não o amplifiquem: 

correlação com estádios e relevância como fator de prognóstico [tese]. São Paulo: 

Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2005. 72p. 

 

INTRODUÇÃO: A relevância da expressão MYCN em neuroblastomas sem 

amplificação, diferentemente do seu aumento quando amplificado, permanece 

controverso. Neste trabalho, avaliou-se a relação do nível de expressão do transcrito 

MYCN em neuroblastoma não amplificado com os fatores clínicos e biológicos de 

prognóstico. MÉTODOS: Neste estudo observacional realizado entre janeiro de 2000 e 

dezembro de 2004, foram aferidos os valores do nível de expressão MYCN em 29 

amostras tumorais, pela técnica RQ-PCR, no Laboratório de Biologia Tumoral da 

Fundação Pró-Sangue de São Paulo. Seus resultados foram analisados em relação à 

idade ao diagnóstico, ao estadiamento tumoral, ao grupo de risco, à ocorrência de 

recaída tumoral e de óbito. RESULTADOS: Foram nove crianças com idade <1 ano e 

20 com idade >1 ano, os valores da expressão do transcrito MYCN variaram de 0,041 e 

27,569, mediana 3,193. O estadiamento foi: quatro estádio 1; três estádio 2; oito estádio 

3 e 14 crianças estádio 4. Entre 20 crianças com classificação patológica, 11 foram 

favoráveis e nove desfavoráveis. Considerando a mediana dos valores expressos a 

estratificação em grupos de risco com aumento da expressão foram:  cinco crianças 

baixo risco; quatro risco intermediário e cinco alto risco. Grupos de risco sem aumento 

da expressão foram: duas crianças baixo risco; quatro risco intermediário e nove alto 

risco. Vinte e oito crianças obtiveram remissão completa e entre elas 14 apresentaram 



  

                                                                                                                                          

 

doença progressiva, sendo que sete morreram. As variáveis clínicas e biológicas não 

apresentaram freqüências diferentes entre os grupos de risco sem e com aumento de 

expressão. Entre os grupo alto risco e não alto-risco as variáveis idade, recaída tumoral 

e óbito apresentaram resultado com significado estatístico quando não se considerou o 

valor da expressão e quando não houve o seu aumento. Entre os grupos alto risco e não-

alto risco com aumento da expressão apenas a idade apresentou resultado com 

significado estatístico. CONCLUSÃO: Em crianças com estádio clínico não avançado o 

nível de expressão parece exercer uma relevância clínica, sugerindo um efeito protetor 

quanto menor for o aumento da expressão MYCN.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

                                                                                                                                          

 

Summary 

 

Borim LNB. Study of the MYCN expression in non-amplified neuroblastomas: 

correlation with tumor states and relevance as a prognostic factor [thesis]. São Paulo: 

“Faculdade de Medicina , Universidade de São Paulo”; 2005. 72p.  

 

 INTRODUTION: MYCN  expression value in non-amplified neuroblastosmas remains 

a controversial issue. In order to add contributions to this field, children with non-

amplified neuroblastomas were studied regarding their expression and correlation with 

clinical and other biological factors. METHODS: Twenty nine tumor samples obtained 

from non-consecutive patients admitted from January, 2000 through December, 2004, 

had their MYCN transcript expression levels evaluated according to the RQ-PCR assay, 

at the Tumoral Biology of Laboratory of the “Fundação Pró -Sangue Hemocentro de São 

Paulo”, and compared to the following other factor: age at onset; tumor stage; risk -

group; tumoral relapse rate and death. RESULTS: nine under one-year-old children and 

20 over one-year-old children, with MYCN transcription expression level between 0.041 

and 27.569, mean 3.193. Four children were stage 1, three were stage 2, stage 3 in eight 

and stage 4 in 14 children. In 20 patients with pathological classifications, 11 were 

favorable and nine unfavorable histology. Children whose expression level was above 

the mean were stratified as follows according to risk groups: five low-risk; four 

intermediate-risk and five high-risk patients. The ones whose expression level was 

under the mean were two low-risk, four intermediate-risk end nine high-risk patients. 

Twenty eight children achieved complete remission, with 14 recurrences, with seven 

deaths. The only factor associated to highly expressed MYCN patients was tumoral state. 



  

                                                                                                                                          

 

CONCLUSION: In children with non-advanced-stage disease low levels of expression 

might be a relevant favorable prognostic factor.  
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1 – INTRODUÇÃO 

 

 

 O prognóstico de paciente portador de neuroblastoma, a terceira neoplasia 

maligna sólida mais comum em criança até 15 anos,  relaciona-se com alterações 

genéticas adquiridas nas células tumorais. Devido a uma característica biológica 

agressiva é responsável por aproximadamente 15% das mortes decorrentes de neoplasia 

maligna em criança até 15 anos (Bown, 2001; Brodeur, 2003).  

Além das alterações genéticas numéricas e estruturais, alterações na expressão 

de proto-oncogene relacionado com a diferenciação neuronal estão sendo pesquisadas 

(Alaminos et al, 2003). Entretanto, a complexidade das alterações podem impedir que 

um determinado fator clínico ou biológico seja devidamente evidenciado (Mora et al, 

2002; Schwan et al, 2003). 

Quando o gene MYCN está amplificado apresenta um aumento no nível da 

expressão gênica alterando a atuação de outros genes, comprometendo o mecanismo 

normal de crescimento, diferenciação e apoptose celular (Brodeur e Seeger, 1986; 

Hogarty, 2003; Van Noesel et al, 2003).  

Quando a célula tumoral do neuroblastoma desenvolve maturação natural ou 

química há uma queda no nível da expressão MYCN e o significado clínico, 

diferentemente do seu aumento, permanece controverso (Hiyama et al, 2004). A 

expressão da proteína MYCN seria um fator de prognóstico mesmo na ausência da 

amplificação do gene MYCN ? (Matthay, 2000; Spitz et al, 2004). 

Estudos relacionados à expressão MYCN foram realizados baseando-se na 

evidência de que o neuroblastoma é um tumor biologicamente heterogêneo e os grupos 
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de risco são determinados por fatores biológicos e clínicos (Brodeur et al, 1997; 

Westermann e Schawn, 2002). Alguns autores relataram que a expressão do MYCN sem 

amplificação é um fator de prognóstico independente e está correlacionado com a 

evolução clínica desfavorável da doença (Chan et al, 1997). Estes resultados foram 

reproduzidos ou não por outros autores (Nagakawara et al, 1992; Bordow et al, 1998; 

Cohn et al, 2000). Diminuição da SLE na criança com idade >1 ano, valor inexprimível 

da proteína MYCN em doença avançada ou expressão relativamente alta com evolução 

clínica favorável poderiam indicar um fator adicional contribuindo no fenótipo tumoral, 

por exemplo, a ativação do gene MYCN não amplificado e com expressão  proteica 

normal (Boon et al, 2001; Van Noesel e Versteeg, 2004). 

Com o avanço tecnológico hoje é possível conhecermos o perfil gênico de uma 

célula (Pinho, 2005). Com isso, poderemos detectar quais genes atuam em um 

mecanismo celular e se estão associados a outros genes ou fatores (Schulte et al, 2005).  

Alguns estudos foram desenvolvidos para analisarem a expressão MYCN na 

célula do neuroblastoma e os genes que estariam ou não com aumento em sua expressão 

(Boon et al, 2001; Krasnoselsky et al, 2004; Sugihara et al, 2004). Alguns trabalhos 

avaliaram as expressões gênicas em diferentes estádios ou em classificação histológica 

favorável e desfavorável relacionando-as com o gene MYCN amplificado e não 

amplificado (Kitanaka et al, 2002; Krasnoselsky et al, 2004). 

Observou-se que o estádio tumoral tem um perfil gênico que independe dos 

outros fatores de prognóstico (Krasnoselsky et al, 2004) e que tumor com histologia 

favorável tem um perfil gênico distinto do tumor desfavorável (Kitanaka et al, 2002). 

A ausência de amplificação do gene MYCN com um aumento relativo na 

expressão da proteína ou transcrito MYCN  resultaria em um fator biológico ou clínico 
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significante? Somente o conhecimento relacionado à função da expressão MYCN nos 

mecanismos celulares poderá esclarecer essa questão  (Valent et al, 2002; Scott et al, 

2003; Tanaka et al, 2004). 
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2 –  OBJETIVOS 

 

 

Os objetivos deste estudo são: 

a) Analisar a relevância da expressão do transcrito MYCN como elemento de 

prognóstico em pacientes com neuroblastoma sem amplificação;  

b) Correlacioná-la com os estádios da doença e fatores prognósticos clínicos, neste 

mesmo grupo. 
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3 – REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

O neuroblastoma foi primeiro descrito por Virchow em 1863 como um glioma 

da glândula adrenal e no início do século XX determina-se sua origem no tecido 

nervoso simpático. A sua surpreendente capacidade de maturação é estabelecida em 

1927 (Lonergan et al, 2000). 

A incidência americana do neuroblastoma em criança menor de 15 anos é de oito 

crianças/milhão/ano, sendo a terceira neoplasia maligna sólida mais comum 

representando 8% à 10% nessa faixa etária, porém, corresponde a aproximadamente 

15% das mortes decorrentes por neoplasia maligna na criança até 15 anos, devido a sua 

característica biológica agressiva (Brodeur e Maris, 2002). A idade média ao 

diagnóstico é de 22 meses, podendo ocorrer também em recém-nascido e inclusive no 

feto, sendo visualizado pela ultra-sonografia pré-natal (Lukens, 1999; Maris e Denny, 

2002). 

Como deriva da crista neural, a qual origina o sistema nervoso simpático, ele 

pode ocorrer em qualquer local que contenha esse tecido, sendo mais freqüente na  

medula adrenal (35%), no retroperitôneo extra-adrenal (30%-35%) e no mediastino 

posterior (20%). Outros locais são pescoço (1%-5%) e pélvis (2%-3%) (Joshi, 2000; 

Maris e Denny, 2002; Camargo e Sredni, 2004). Aproximadamente 1% pode apresentar 

doença metastática sem o local primário definido (Lonergan et al, 2000). Criança com 

idade >1 ano, doença metastática ao diagnóstico e evolução clínica desfavorável 

representa 40% dos pacientes com neuroblastoma. Criança <1 ano representa >10% dos 

pacientes e podem apresentar regressão espontânea completa com ou sem tratamento 
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quimioterápico. Criança com doença baixo risco pode apresentar maturação espontânea 

(incidência mínima) ou induzida pela quimioterapia (Schwab et al, 2003).  

 

3.1– Patologia 

O neuroblastoma é descrito como um tumor de pequenas células redondas e 

azuis e estudos imunohistoquímicos permitem a sua diferenciação com outros tumores 

histologicamente semelhantes (Sinniah e D’Angio, 1996; Pinho, 2005). São 

classificados em três sub-tipos histológicos: neuroblastoma; ganglioneuroblastoma e 

ganglioneuroma (Joshi, 2000).  

Eles são tumores de maturação variada, derivados de células da crista neural 

primordial que formam o sistema nervoso simpático. As células tumorais precursoras 

podem permanecer indiferenciadas (neuroblastos) ou podem sofrer maturação (células 

ganglionares e de Schwann). Ele é um tumor primariamente composto por células 

indiferenciadas e quando totalmente composto por células maduras é denominado 

ganglioneuroma. Como um grupo, eles definem um espectro de tumor 

neuroectodérmico simpático, variando da forma imatura (neuroblastomas) para a 

madura (ganglioneuroma). A presença de tecido imaturo no neuroblastoma e no 

ganglioneuroblastoma indica um potencial maligno; o ganglioneuroma é considerado 

benigno (Sinniah e D’Angio, 1996; Joshi, 2000).  

“The International Neuroblastoma Pathology Classification” (INPC) descreve 

dois grupos de prognóstico: favorável e desfavorável. Os fatores determinantes na 

classificação são a idade ao diagnóstico, a quantidade e tipo de estroma, o grau de 

diferenciação tumoral e o índice de mitose:cariorrexia (MKI) (Shimada et al, 1999). 
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Em 1999 Shimada et al demonstraram que a idade é um fator de prognóstico 

crítico na evolução morfológica do neuroblastoma. O grau de diferenciação  

neuroblástica, um dos indicadores morfológicos do neuroblastoma, tem valor de 

prognóstico dependente da idade, porque as células neuroblásticas com potencial de 

maturação requerem um período de latência in vivo para demonstrarem 

histologicamente esta diferenciação. 

A histologia favorável apresenta uma seqüência de maturação dependente da 

idade ao diagnóstico, iniciando no grau pouco diferenciado (idade <1 ano e 6 meses) 

para o grau em diferenciação (<5 anos) (Joshi, 2000). 

Há uma correlação entre MKI e gene MYCN, sendo que MKI alto correlaciona-

se com amplificação do gene MYCN e o inverso é verdadeiro. O aumento do índice 

MKI corresponde a um aumento da cariorrexia, isto é, células tumorais apresentando 

apoptose ou fragmentação do DNA celular induzida pela enzima endonuclease 

causando morte celular. Porém, é interessante notar que no neuroblastoma além do 

aumento da cariorrexia, observa-se um aumento concomitante na taxa de mitose (Joshi, 

2002). 

 

3.2 – Estadiamento tumoral 

Os critérios internacionais de diagnóstico, estadiamento e resposta ao tratamento 

foram revisados e reestruturados por Brodeur et al  em 1993. De acordo com o novo 

sistema de estadiamento denominado “International Neuroblastoma Staging System” 

(INSS) o paciente classifica-se em um estádio que depende da abrangência da ressecção 

cirúrgica, do acometimento de gânglios linfáticos abdominais em tumores irresecáveis e 

da presença de doença disseminada.  
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Criança com idade <1 ano, doença disseminada e medula óssea contendo menos 

de 10% de células neoplásicas, porém sem acometimento ósseo, é classificada como um 

estádio especial (Brodeur et al, 1993). Segundo Pritchard e Hickman (1994) esse estádio 

denomina-se IV-S e corresponde ao atual 4S no “INSS”. Foi descrito por Eva n´s et al 

em 1991(*) e citados por Pritchard e Hickman (1994), sendo que nestes pacientes 

ocorrem a maioria das regressões espontâneas no neuroblastoma.  

 

3.3 – Fatores de prognóstico 

Castleberry et al (1997) estabeleceram um consenso internacional de 

estratificação em grupos de risco considerando as características clínicas e biológicas do 

neuroblastoma. Em 2002 o “Pediatric Oncology Group (POG)” e o “Children´s Cancer 

Group (CCG)” unificaram -se formando o “Children´s Oncology Group (COG)” e 

revisaram esse sistema de estratificação anterior considerando os fatores de prognóstico. 

Atualmente, é descrito como “COG Risk Stratification System” e estratifica o paciente 

em um dos três grupos de risco, considerando os fatores clínicos e biológicos de 

prognóstico: idade ao diagnóstico e estadiamento tumoral; classificação patológica, 

índice de DNA e amplificação do gene MYCN  (Brodeur e Maris, 2002). 

 

 

 

 

 

 

(*) A proposed staging for children with neuroblastoma: Children’s Cancer Study Group A. Cancer. 1991;27:3774-78.  
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a) Fatores clínicos 

 A idade ao diagnóstico é um fator de prognóstico bem estabelecido e está 

associado ao estadiamento tumoral. Os indicadores clínicos desfavoráveis são criança 

com idade >1 ano e/ou doença avançada (Bown, 2001). Entre as características 

favoráveis estão criança com idade <1 ano com uma das seguintes características 

biológicas: hiperdiploidia, histologia favorável, estádio 1, 2 e 3 e estádio 4 sem 

amplificação do gene MYCN (Look et al, 1984; Shimada et al, 1999; Schmidt et al, 

2000). 

Entretanto, criança com idade >1 ano e doença avançada (estádio 4), na maioria 

das vezes, apresenta uma evolução clínica desfavorável com resistência à quimioterapia 

e alta taxa de morte e independe da amplificação do gene MYCN. Características 

genéticas e biológicas são fatores desfavoráveis nesse grupo de crianças, tais como, 

alteração genética numérica (diploidia e tetraploidia), deleção e ganho do cromossomo 1 

e 17 (deleção 1p e ganho 17q) e perda da heterogozidade do cromossomo 1 (1p LOH) 

(Schwab et al, 1996; Brodeur et al, 1997; Abel et al, 1999; Lastowska et al, 2001; 

Bown, 2001; Westermann e Schwab, 2002; Brodeur, 2002; Van Noesel e Versteeg, 

2004). 

O mecanismo celular que leva à regressão espontânea no estádio 4-S com 

doença disseminada não está determinado, algumas alterações sugerem um mecanismo 

de morte celular por degeneração autofágica, no entanto, o desaparecimento de células 

neoplásicas e a não transformação ganglioneuromatosa sugerem um mecanismo de 

apoptose (Matsunaga et al, 2000; Kitanaka et al, 2002; Van Noesel et al, 2003). 
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b) Fatores biológicos 

Entre os fatores biológicos já estabelecidos estão a histologia tumoral, o índice 

de DNA e a amplificação do gene MYCN (Schwab, 2003). 

I) Classificação Patológica 

É um fator de prognóstico amplamente reconhecido e depende da idade e do 

estadiamento tumoral (Lastowska et al, 2001). 

A associação entre a classificação patológica de prognóstico e o gene MYCN  

distingue quatro sub-tipos de tumores: favorável - não amplificado e favorável -

amplificado; desfavorável - não amplificado e desfavorável - amplificado (Goto et al, 

2001). 

Tumor com classificação desfavorável não apresenta diferenciação neuroblástica 

e independe da idade, mas a evolução clínica depende da idade. Crianças com idade <1 

ano e 6 meses apresentam melhor prognóstico quando comparado com a de outra idade. 

Tumor não amplificado favorável, estádio 1, 2 ou 4-S apresenta boa evolução clínica 

(Goto et al, 2001). No tumor com amplificação a classificação favorável é específica 

para criança <1 ano e 6 meses.  

II) Conteúdo celular de DNA (DNAi) 

O conteúdo celular de DNA estabelece dois tipos de tumores: os diplóides (± 

45%) e os triplóides (± 55%). Quando o tumor apresenta regressão espontânea e/ou 

amadurecimento espontâneo, geralmente, é triplóide (Van Noesel e Versteeg, 2004). 

A presença de célula tumoral hiperdiplóide é um fator de prognóstico 

dependente da idade do paciente. O valor de prognóstico da ploidia inexiste após a 

idade >2 anos. Provavelmente, a causa está no fato de que criança <1 ano tem um ganho 

cromossômico sem rearranjo estrutural e tal fato não ocorre em criança com idade >2 
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anos (Brodeur, 2003). Criança com idade <1 ano, com qualquer estádio tumoral e DNAi 

>1 tem uma resposta terapêutica melhor do que a com DNAi =1 (Look et al, 1984). 

III) Amplificação do gene MYCN 

Entre o marcadores biológicos a amplificação do gene MYCN, descrita por 

Seeger et al em 1985, tem importância bem estabelecida, relevância amplamente aceita 

e independe de fatores clínicos (Westermann e Schwab, 2002; Brodeur, 2003; Schwab 

et al, 2003). Aproximadamente 30% dos tumores primários apresentam amplificação do 

gene MYCN (Seeger et al, 1985). 

O gene MYCN está localizado no locus 24 da porção distal do braço curto do 

cromossomo 2 (2p24) e sua amplificação corresponde citogeneticamente aos corpos 

cromatínicos “double -minute (dmin)” e as “homogeneously staining regions (hsr)” 

visualizadas em determinados neuroblastomas (Brodeurs e Seeger, 1986; Schwab, 

2004). 

Em decorrência da amplificação gênica ocorre um aumento no nível da 

expressão MYCN e a seqüência de codificação desta proteína, ou seja, a atividade 

biológica da proteína MYCN se mantém tanto na célula normal como na tumoral 

(Camargo e Sredni, 2004; Schwab, 2004). O perfil gênico de células da linhagem do 

neuroblastoma demonstraram que a proteína MYCN atua no crescimento celular através 

de genes envolvidos na síntese proteica e na biogênese dos ribossomos (Boon, 2001; 

Camargo e Sredni, 2004). 

No neuroblastoma a amplificação do gene MYCN está associada com alterações 

genéticas estruturais, sendo freqüente a deleção 1p, o ganho 17q e células tetraplóides 

ou diplóides (Camargo e Sredni, 2004; Van Noesel e Versteeg, 2004).  
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IV) Outros fatores 

A deleção do 1p é uma das alterações estruturais mais freqüentes no 

neuroblastoma ocorrendo em aproximadamente 30% dos casos. No neuroblastoma, 

segundo Bader et al (1991)(*) citados por Schwab et al (1996), ocorre uma supressão da 

tumorogenicidade em decorrência da transferência do braço curto desse cromossomo. 

Embora existam vários locais de quebra no cromossomo 1, a deleção da porção distal do 

braço curto deste cromossomo (del 1p) é observada na maioria dos casos e está 

relacionada com evolução clínica desfavorável (Schleiermacher et al, 1994; Schwab et 

al, 1996; Maris et al, 2001; Brodeur, 2003). 

O ganho do cromossomo 17, particularmente 17q, é freqüentemente observado 

sendo que o ganho de todo cromossomo esta associado com tumor estádio 1 e 2, 

enquanto o ganho parcial (17q) está associado com doença avançada (Westermann e 

Schwab, 2002).  

A associação da deleção 1p com o ganho 17q existe num tumor sem 

amplificação, porém, a amplificação não ocorre sem a del 1p com o ganho 17q, 

sugerindo que a amplifcação é um evento tardio. A presença de deleção 1p com o ganho 

17q e amplificação do MYCN ocorrem em criança >1 ano, doença avançada e evolução 

clínica desfavorável (Abel et al, 1999; Lastowska et al, 2001). 

 

 

 

 

(*) Dissociation of supression of  tumorigenicity and diferentiation in vitro effectedby transfer of single human chromosomes into 
human neuroblastoma cells. Cell Growth Diff. 1991;2:245-55. 
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O aumento no nível da expressão do receptor TrkA para neurotrofina relaciona-

se com o evolução celular para uma diferenciação ou apoptose, inversamente o do 

receptor TrkB relaciona-se com o aumento de resistência às drogas e aumento da 

angiogênese (Naragawara et al, 1993; Castleberry, 1999; Eggert et al, 2000; Ho et al, 

2002; Brodeur, 2003; Shimada et al, 2004 ). 
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4 – MÉTODOS 

 

 

4.1 – Casuística 

 

a) Local do estudo 

Este estudo realizou-se no Laboratório de Biologia Tumoral da Fundação Pró-

Sangue do Hemocentro de São Paulo onde foram analisadas 32 amostras tumorais de 

pacientes portadores de neuroblastoma ou ganglioneuroblastoma, sem amplificação do 

gene MYCN. 

 

b) Delineamento do estudo 

Estudo observacional de coorte em marcador genético de pacientes portadores 

de neuroblastoma ou ganglioneuroblastoma. 

 

c) População e período de estudo 

Foram incluídas 29 crianças com diagnóstico de neuroblastoma ou 

ganglioneuroblastoma no período de 01 de janeiro de 2000 a 30 de dezembro de 2004, 

que atenderam aos critérios de inclusão e exclusão.  

 

d) Critérios de inclusão 

I) Crianças portadoras de neuroblastoma ou ganglioneuroblastoma documentado 

II) Idade inferior a 15 anos 

III) Estádios 1, 2, 3, 4 e 4S 
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IV) Sem amplificação do gene MYCN 

V) Termo de consentimento devidamente assinado 

 

e) Critérios de exclusão 

I) Crianças portadoras de ganglioneuroma 

II) Amostra tumoral obtida exclusivamente em punção de medula óssea 

 

f) Dados de interesse do estudo 

Os dados coletados que identificaram o paciente, o tumor, a terapia e a evolução 

clínica foram: 

I) Paciente: nome completo, sexo, data de nascimento, idade ao diagnóstico. 

II) Tumor: local do tumor primário e das metástases quando presentes, classificação 

patológica de prognóstico, estadiamento tumoral e estratificação em grupo de risco. 

III) Terapia: protocolo de tratamento utilizado com a data do início e do término. Caso 

tenha sido necessária uma segunda terapia, especificou-se a data do início e do término 

do segundo tratamento. 

IV) Evolução clínica: quando houve doença progressiva, especificou-se a data e o 

tratamento utilizado. Quando remissão tumoral obtida e mantida, data da última 

avaliação. Na ocorrência de morte, data e causa do evento. 

 

g) Coleta de dados do paciente 

À partir do registro elaboramos uma lista com os nomes dos pacientes e seus 

locais de tratamento. Quando os tratamentos dos pacientes foram realizados no Instituto 

da Criança ou no Hospital Sírio Libanês, ambos na cidade de São Paulo, os dados de 
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interesse foram colhidos diretamente dos prontuários médicos, se realizados no Hospital 

Santa Marcelina, na cidade de São Paulo, os dados foram fornecidos pessoalmente pelo 

médico responsável ao tratamento e, por fim, quando os tratamentos foram realizados 

em outras cidades, primeiro estabelecemos um contato telefônico com o médico 

responsável pelo paciente, explicando nosso interesse e solicitando sua cooperação. À 

seguir, enviamos uma planilha com as informações de interesse (Apêndice 1). Quando 

tivemos dúvidas nas respostas fornecidas, novos contatos telefônicos foram realizados. 

 

h) Protocolo de tratamento 

Todas as crianças receberam o tratamento de acordo com o seu grupo de risco  

I) Grupo Baixo risco 

Tratamento cirúrgico exclusivo. 

II) Grupo Risco intermediário 

 Protocolo NEURO-I-80 e NEURO-II-82 modificados (Anexo 1). 

III) Grupo Alto risco 

 Protocolo NEURO-VIII-97 e NEURO-IX-2000 (Anexo 2). 

Embora as crianças portadoras de neuroblastoma de alto risco incluídas neste 

estudo tenham sido submetidas a programas diferentes, todos eles apresentavam em 

comum o emprego de múltiplas drogas e, necessariamente, derivados de platina, 

elemento discriminatório dos programas tidos como ideais e aquém do maior potencial. 

A análise desses vários programas não oferece necessariamente resultados diferentes 

entre si, o que permite dizer que os vários resultados, analisados em conjunto, 

representem o que um tratamento convencional pode oferecer em termos terapêuticos a 
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esse grupo de pacientes, de prognóstico tão sombrio (Odone Filho, 1986; Odone Filho, 

1992). 

 

i) Termo de Consentimento 

Confirmamos com todos os serviços de Oncologia Pediátrica que enviaram 

material ao Laboratório de Biologia Tumoral da Fundação Pró-Sangue do Hemocentro 

de São Paulo que os responsáveis legais pelo paciente já haviam assinado um Termo de 

Consentimento ao início do tratamento da criança, o qual foi obtido pelo seu médico 

responsável. 

 

j) Identificação dos grupos de estudo 

Foi estabelecido o nível de expressão do transcrito MYCN em cada uma das 29 

amostras tumorais deste estudo e, considerando como referência a mediana dos valores 

obtidos, formamos dois grupos de pacientes: um grupo com o nível de expressão do 

transcrito MYCN  acima da mediana e outro igual ou abaixo. 

Além destes dois grupos, outros dois grupos foram estabelecidos, considerando a 

estratificação em grupos de risco de acordo com o “COG Risk Stratification System”.  

I) Grupo G-1: paciente com o nível de expressão do transcrito MYCN  acima da 

mediana (com aumento da expressão). 

II) Grupo G-2: pacientes que apresentaram nível de expressão do transcrito MYCN igual 

ou abaixo da mediana (sem aumento da expressão). 

III) Grupo não-AR: pacientes baixo risco e risco intermediário.  

IV) Grupo AR: pacientes alto risco. 
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4.2 – Amostra tumoral 

 

a) Coleta do material 

O material de análise foi obtido à partir de amostras criopreservadas retiradas 

com o objetivo de confirmação do diagnóstico. Para o envio da amostra ao Laboratório 

de Biologia Tumoral da Fundação Pró-Sangue do Hemocentro de São Paulo elas eram 

identificadas e condicionadas em um recipiente térmico com gelo. 

 

b) Identificação da amostra 

Através do registro de entrada da amostra no Laboratório de Biologia Tumoral 

da Fundação Pró-Sangue do Hemocentro de São Paulo, identificamos 32 amostras 

tumorais de pacientes com diagnóstico de neuroblastoma, devidamente estocadas e com 

material genético suficiente e viável para ser utilizado em nosso estudo. Anterior a este 

estudo e no próprio laboratório, as amostras foram analisadas através da técnica de 

Quantificação Real da Reação em Cadeia da Polimerase (RQ -PCR) (Raggi et al, 1999) 

e identificadas sem amplificação do gene MYCN. 

 

c) Avaliação do material genético 

A avaliação do material genético foi realizada no Laboratório de Biologia 

Tumoral da Fundação Pró-Sangue do Hemocentro de São Paulo com a supervisão e 

orientação do Prof. Dr. Israel Bendit, médico responsável por este serviço.  

 Na análise da expressão do transcrito MYCN foi utilizada a técnica “Real 

Quantitative Polymerase Chain Reaction (RQ-PCR)” onde foi detectado e mensurado o 

produto gerado em cada ciclo da reação em cadeia da polimerase (PCR) e este processo 
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é diretamente proporcional à quantidade de DNA anterior ao início desta reação 

(Bernard e Wittwer, 2002; Ginzinger, 2002). 

I) Condições para análise pelo RQ-PCR 

A partir do RNAm da amostra tumoral foi obtido cDNA e realizada a análise da 

expressão do RNAm MYCN pela técnica “RQ -PCR” pelo Prof Dr. Israel Bendit.  

As células  da glândula hipofisária podem expressar normalmente a proteína 

MYCN (Schwab, 2004). Como haviam amostras de tecido hipofisário normal 

disponíveis no Laboratório de Biologia Tumoral da Fundação Pró-Sangue do 

Hemocentro de São Paulo e os valores da expressão do transcrito MYCN já haviam sido 

estabelecidos nestas amostras em outra pesquisa, após confirmarem a autorização para o 

uso do material, a mediana dos valores expressos em sete amostras da hipófise foi a 

referência adotada para o cálculo da taxa de PCR em cada amostra (Ct referência) e o 

gene β2 actina foi o utilizado como controle. 

 

4.3 – Critérios e definições 

 

a) Critérios de diagnóstico 

Os critérios de diagnóstico de neuroblastoma foram os estabelecidos pelo 

“International Neuroblastoma Staging System” (INSS) (Brodeur et al, 1993), os quais 

são:  

I) Inequívoco diagnóstico patológico realizado através de tecido tumoral com ou sem 

recursos imunohistológicos ou 

II) Medula óssea, obtida por punção aspirativa ou biópsia, contendo inequivocamente 

células neoplásicas e nível sérico ou urinário elevado do ácido vanilmandélico (VMA). 
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b) Critérios de resposta ao tratamento 

Foram de acordo com os critérios previstos no “International Neuroblastoma 

Staging System” (INSS) (Brodeur et al, 1993).  

I) Remissão clínica (RC): desaparecimento de toda doença comensurável, por um tempo 

mínimo de quatro meses. 

II) Doença progressiva (DP): qualquer manifestação de progressão, independente de 

eventual resposta em outros territórios.  

 

c) Classificação anatomopatológica 

Consideramos a “International Neuroblastoma Pathology Clas sification” 

(INPC), que classifica o tumor em grupo de prognóstico favorável (F) ou desfavorável 

(D) de acordo com a quantidade (pobre ou rico) e o tipo (nodular ou não nodular) de 

estroma, o grau de maturação celular (indiferenciado, em diferenciação, diferenciado), o 

índice mitose:cariorrexia (MKI) (baixo, intermediário, alto) e a idade do paciente (idade 

<1 ano 6 meses, >1 ano e 6 meses e <5 anos e >5 anos) (Anexo 3).  

 

d) Estadiamento tumoral 

Utilizamos o “International Neuroblastoma Staging System” (IN SS), o qual 

classifica os pacientes entre quatro estádios: 1; 2; 3 e 4, quando idade >1 ano, e entre 

cinco estádios: 1; 2; 3; 4 e 4S, quando idade <1 ano (Anexo 4). 

 

e) Estratificação em Grupos de Risco 

A estratificação foi feita em grupo de baixo risco (BR), risco intermediário (RI) 

e alto risco (AR), de acordo com a classificação “COG Risk Stratification System” 
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(Brodeur e Maris, 2002). Nesta classificação considera-se o estádio tumoral (1, 2-A e 2-

B, 3, 4 e 4-S), a idade do paciente (idade <1 ano, >1 ano e <21 anos), a histologia 

(favorável e desfavorável), a ploidia (hipoploidia, normoploidia, hiperploidia) e a 

amplificação do gene MYCN (com amplificação e sem amplificação) (Anexo 5). 

 

f) Terminologia 

I) Sobrevida livre de eventos (SLE): é o tempo ocorrido entre o início do tratamento até 

a doença progressiva, doença progressiva ou morte. Reflete a porcentagem dos 

pacientes que permaneceram vivos no estudo sem recaídas ou evento fatal de qualquer 

causa. 

II) Sobrevida global (SG): é o tempo ocorrido entre o início do tratamento até a falha do 

tratamento, definida como morte por qualquer causa. 

 

4.4 – Análise estatística 

 

Analisamos em cada criança os dados clínicos e laboratoriais ao diagnóstico e a 

sua evolução clínica no período de 01 de janeiro de 2000 a 30 de dezembro de 2004. 

Os pacientes que não apresentaram doença progressiva ou morte foram 

censurados na data de 30 de dezembro de 2004. Pacientes com doença progressiva ou 

morte foram censurados na data do diagnóstico clínico-laboratorial da constatação de 

doença progressiva ou da ocorrência da morte. O tempo de seguimento variou entre 1 

mês e 53 meses. Os valores de expressão MYCN por RQ-PCR variaram entre 0,041 e 

27,569.  
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Realizamos uma análise univariável entre idade ao diagnóstico, o sexo, o  grupo 

de risco e a evolução clínica com o valor da expressão do transcrito MYCN entre os 

pacientes do grupo G-1 e os do grupo G-2. E neles avaliamos os diferentes valores da 

expressão do transcrito MYCN em relação às variaveis de grupo de risco (AR e não-

AR), idade ao diagnóstico (<1 ano e >1 ano), classificação de prognóstico (favorável e 

desfavorável) e ocorrência ou não de doença progressiva ou morte.  

Entre os pacientes de um mesmo grupo G-1 e G-2, em seus diferentes grupos de 

risco (BR, RI e AR), realizamos uma análise univariável entre a idade ao diagnóstico, o 

sexo, o nível de expressão do transcrito MYCN e a ocorrência de doença progressiva e 

morte.  

A análise univariável entre idade ao diagnóstico, sexo e evolução clínica no 

grupo AR em relação ao grupo não-AR foi realizada primeiro sem considerarmos a 

expressão do transcrito MYCN e, depois, considerando-a em seus dois diferentes níveis.  

Avaliamos a sobrevida global entre os pacientes AR e não-AR, entre idade <1 

ano e >1 ano e entre os pacientes com expressão do transcrito MYCN abaixo ou igual e 

acima da mediana. 

Para a comparação dos resultados na análise univariável utilizamos o teste exato 

de Fisher, pois é o mais indicado em amostras pequenas (Motta e Wagner, 2003). Para 

avaliarmos os valores da expressão MYCN nos grupos Ar e não-AR, idade <1 e >1 ano 

e ocorrência ou não de eventos utilizamos o teste de Mann Whitney.  

A análise dos resultados obtidos foram realizadas com a orientação do Prof. Dr 

José A. Cordeiro, docente do Departamento de Epidemiologia da Faculdade de 

Medicina de São José do Rio Preto.  



                                                                                                                                          23 

                                                                                                                                          

 

As estimativas da distribuição do tempo para os eventos foram computadas 

usando o método Kaplan-Meyer (Kaplan e Meier, 1958) e comparação das curvas de 

SG com “log -rank”. Consideramos o nível de significâ ncia de 5% (P=0,05), com 

intervalo de confiança de 95%. 
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5 - RESULTADOS 

 

 

No período de 01 de janeiro de 2000 a 30 de dezembro de 2004 foram 

registradas 32 amostras tumorais com diagnóstico de neuroblastoma. Todas foram 

previamente analisadas e identificadas sem amplificação do gene MYCN e estavam 

estocadas no Laboratório de Biologia Tumoral da Fundação Pró-Sangue Hemocentro de 

São Paulo. Três pacientes foram excluídos do estudo: um paciente era portador de 

ganglioneuroma e dois não tiveram a confirmação do diagnóstico de neuroblastoma ou 

ganglioneuroblastoma.  

Constam da Tabela 1 os períodos de acompanhamento em nossa casuística de 

cada grupo constituído. 

 

 
Tabela 1 – Período de acompanhamento da casuística e dos grupos 
   TEMPO DE ACOMPANHAMENTO (meses) 

  GRUPOS MÍNIMO MÁXIMO MÉDIA MEDIANA 
     Global 1  53 14 12 

     
Alto risco 1 29 13 13 
     
Não-alto risco 1 53 15 10 
     
Idade <1 ano 1 51 12,5 10 
     
Idade >1 ano 1 53 15 12,5 
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Entre os 29 pacientes deste estudo o neuroblastoma foi mais freqüente em 

crianças com idade > 1ano (69%) e no sexo feminino (59%) (Tabela 2). 

 

 

         Tabela 2 – Distribuição de idade e sexo 
   VARIÁVEL CATEGORIA NÚMERO PACIENTES 
   Idade <1 ano 9 
 >1 ano 20 
   
Sexo Masculino 12 
 Feminino 17 
    

 

 

Em dois pacientes a classificação histopatológica foi ganglioneuroblastoma e foi 

observado que em um deles, após o tratamento quimioterápico (NB-9), apresentou 

maturação para ganglioneuroma. A classificação patológica de prognóstico foi realizada 

em 20 pacientes e entre eles 52% foram favoráveis, sendo dois com estádio 1, três com 

estádio 2 e seis com estádio 3. Em 48% foram desfavoráveis com dois no estádio 1, dois 

no estádio 3 e cinco no estádio 4. O grupo de risco mais freqüente foi o AR (48%). 

Entre os 29 pacientes estudados 98% apresentaram remissão completa e 1 paciente (2%) 

morreu 30 dias após o seu diagnóstico, devido a uma complicação infecciosa e não 

estava em remissão completa. Nenhum paciente foi não responsivo. Na evolução 

clínica, após remissão completa, 50% tiveram doença progressiva e, entre eles, 50% 

morreram (Tabela 3).  
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Uma criança com idade <1 ano, estadio 2, sem tratamento quimioterápico, 

ressecção cirurgica total e em remissão completa há 6 meses apresentou um quadro 

clínico de meningococcemia e morreu. Esta criança constou em nossa casuística como 

remissão completa e faz parte do grupo BR G-1 (NB-25). 

A freqüência de doença progressiva e morte entre crianças com idade <1 ano e 

>1 ano não apresentou diferença significante estatisticamente, sendo P=0,427 e 

P>0,999, respectivamente. E a freqüência  de  histologia  desfavorável em criança <1 

ano, igualmente, não apresentou significância estatística (P>0,999).  

O nível de expressão do transcrito MYCN apresentou o valor mínimo 0,041 e 

máximo 27,569 e estão listados na Tabela 4.  

Os grupos G-1 e G-2 foram constituídos à partir da mediana dos valores da 

expressão do transcrito MYCN em cada amostra (mediana 3,193).  No grupo G-1 (n=14) 

36% eram do sexo masculino e 43% tinham idade <1 ano. No grupo G-2 (n=15) 40% 

eram do sexo masculino e 20% tinham idade <1 ano. As características clínicas destes 

grupos estão descritas na Tabelas 5 e Tabela 6, respectivamente, grupo G-1 e G-2. 
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Tabela 3 – Distribuição das características clínico-laboratoriais e evolução clínica 
   VARIÁVEL CATEGORIA PACIENTES 
   Classificação histológica Ganglioneuroblastoma 2 
 Neuroblastoma 27 
   
Classificação patológica de prognóstico Favorável 11 
 Desfavorável 9 
   
Estadiamento Estádio 1 4 
 Estádio 2 3 
 Estádio 3 8 
 Estádio 4 14 
   
Grupo de risco Baixo  7 
 Intermediário 8 
 Alto 14 
   
Evolução clínica Remissão completa 28 
 Morte  1 
 Não responsivo - 
 Doença progressiva 14 
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Tabela 4 – Taxa de expressão do transcrito MYCN 
       PACIENTE Ct MYCN Ct ACTINA delta Ct MYCN delta Ct ACTINA delta delta  Ct TAXA  MYCN 

       NB – 1(1) 24,640 24,120 (6,265) (1,830) (4,435) 21,631 

NB – 2(2) 25,630 22,350 (5,275) (3,600) (1,675) 3,193 

NB – 3(1) 24,440 20,620 (6,465) (5,330) (1,135) 2,196 

NB – 4(1) 28,710 19,160 (2,195) (6,790) 4,595 0,041 

NB – 5(1) 25,530 17,760 (5,375) (8,190) 2,815 0,142 

NB – 6(1) 23,720 20,880 (7,185) (5,070) (2,115) 4,332 

NB – 7(1) 23,960 16,740 (6,945) (9,210) 2,265 0,208 

NB – 8(1) 21,550 21,380 (9,355) (4,570) (4,785) 27,569 

NB – 9(1) 34,290 26,480 3,385 0,530 2,855 0,138 

NB – 10(1) 26,370 19,010 (4,535) (6,940) 2,405 0,189 

NB – 11(1) 21,150 19,580 (9,755) (6,370) (3,385) 10,447 

NB – 12(1) 24,190 23,990 (6,715) (1,960) (4,755) 27,002 

NB – 13(1) 27,170 24,290 (3,735) (1,660) (2,075) 4,213 

NB – 14(1) 25,830 20,710 (5,075) (5,240) 0,165 0,892 

NB – 15(2) 21,460 18,890 (9,445) (7,060) (2,385) 5,223 

NB – 16(2) 21,930 18,440 (8,975) (7,510) (1,465) 2,761 

NB – 17(1) 27,270 21,210 (3,635) (4,740) 1,105 0,465 

NB – 18(2) 19,770 18,060 (11,135) (7,890) (3,245) 9,481 

NB – 19(1) 24,570 18,490 (6,335) (7,460) 1,125 0,459 

NB – 20(2) 19,900 18,080 (11,005) (7,870) (3,135) 8,785 

NB – 21(1) 20,940 15,610 (9,965) (10,340) 0,375 0,771 

NB – 22(2) 20,740 17,800 (10,165) (8,150) (2,015) 4,042 

NB – 23(2) 22,070 20,510 (8,835) (5,440) (3,395) 10,520 

NB – 24(1) 24,310 20,040 (6,595) (5,910) (0,685) 1,608 

NB – 25(2) 23,500 21,710 (7,405) (4,240) (3,165) 8,969 

NB – 26(1) 29,190 22,420 (1,715) (3,530) 1,815 0,284 

NB – 27(1) 22,820 21,420 (8,085) (4,530) (3,555) 11,753 

NB – 28(1) 26,700 25,120 (4,205) (0,830) (3,375) 10,375 

NB – 29(2) 30,280 24,000 (0,625) (1,950) 1,325 0,399 

       (1) idade >1ano; (2) idade <1ano 
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     Tabela 5 – Distribuição das características clínicas no Grupo G-1 
   VARIÁVEL CATEGORIA PACIENTES 
   Sexo Masculino 5 
 Feminino 9 
   
Idade <1ano 6 
 >1ano 8 
   
Estadiamento tumoral Estádio 1 4 
 Estádio 2 1 
 Estádio 3 3 
 Estádio 4 6 
   
Grupo de risco Baixo 5 
 Intermediário 4 
 Alto 5 
   
Evolução clínica Doença progressiva 6 
 Morte  2 
         Grupo G-1 – pacientes com expressão do transcrito MYCN > mediana 

 
     Tabela 6 – Distribuição das características clínicas no Grupo G-2 

   VARIÁVEL CATEGORIA PACIENTES 
   Sexo Masculino 6 
 Feminino 9 
   
Idade <1ano 3 
 >1ano 12 
   
Estadiamento tumoral Estádio 1 - 
 Estádio 2 2 
 Estádio 3 5 
 Estádio 4 8 
   
Grupo de risco Baixo 2 
 Intermediário 4 
 Alto 9 
   
Evolução clínica Doença progressiva 8 
 Morte 6 
         Grupo G-2 – pacientes com expressão do transcrito MYCN < mediana 
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 Avaliamos e comparamos os diferentes valores da expressão do transcrito 

MYCN nos grupos AR e não-AR, nas idades <1 ano e >1 ano, nas classificações de 

prognóstico favorável e desfavorável e na ocorrência ou não de doença progressiva ou 

morte. Os resultados estão na Tabela 7 e os gráficos são apresentados à seguir (Figuras 

1, 2, 3 e 4). 

 

 

Tabela 7  –  Análise dos níveis de expressão em relação ao grupo de risco, idade, 
                    classificação de prognóstico e ocorrência de eventos 
   VALOR DA EXPRESSÃO DO TRANSCRITO 

MYCN VARIÁVEL MÍNIMO MÁXIMO MEDIANA P 
     Grupo alto risco 0,041 27,569 1,544 0,645 
     Grupo não-alto risco 0,138 21,631 4,042  
     
Idade <1 ano 0,399 10,520 5,223 0,268 
     Idade >1 ano 0,041 27,569 1,250  
     
Prognóstico Favorável 0,138 21,631 3,193 > 0,999 
     Prognóstico Desfavorável 0,041 11,753 4,332  
     
Evento(1) 0,041 27,569 2,761 0,743 
     Não evento(2) 0,284 21,631 3,618  
     (1) Ocorrência de doença progressiva ou morte; (2) Não ocorrência de doença progressiva ou morte 
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          Figura 1 – Distribuição dos valores de expressão  
                      do transcrito MYCN  no  t  grupo  alto 
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MYCN

<1 a >1a
0

10

20

30

Neuroblastoma

E
X
P
R
E
S
S
Ã
O

(cDNA)

 
        Figura 2 – Distribuição dos valores de expressão  
                  do transcrito MYCN na t idade >1ano 
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                                                                                                                                          32 

                                                                                                                                          

 

MYCN

favorável não favorável
0

10

20

30

Neuroblastoma

E
X
P
R
E
S
S
Ã
O

 (cDNA)

 
          Figura 3 – Distribuição dos valores de expressão  

                 do  transcrito MYCN  na  classificação 
                 patológica de prognóstico •  favorável  
                 e t  desfavorável 
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       Figura 4 – Distribuição dos valores de expressão  
                  do transcrito MYCN  na ocorrência  de  

            •   doença   progressiva   ou   morte  e 
                              •    sem doença  progressiva ou morte  
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Comparamos as características clínicas entre os grupos G-1 e G-2 e os resultados 

constam da Tabela 7.  

Não houve diferença entre a freqüência de histologia favorável e desfavorável 

entre os dois grupos (P=0,387).  

 

 

Tabela 7 – Avaliação das características clínicas entre os grupos G-1 e G-2 
      EXPRESSÃO TRANSCRITO 

MYCN 
 

     VARIÁVEL CATEGORI
A 

G-1 G-2 P 
     
Sexo Masculino 5 6 > 0,999 
 Feminino 9 9  
     
Idade <1ano 6 3 0,245 
 >1ano 8 12  
     
Grupo baixo risco Sim 5 2 0,215 
 Não 9 13  
     
Grupo risco intermediário Sim 4 4 > 0,999 
 Não 10 11  
     
Grupo alto risco Sim 5 9 0,272 
 Não 9 6  
     
Morte Sim 2 6 0,215 
 Não 12 9  
     Grupo G-1 –  pacientes com expressão do transcrito MYCN > mediana; Grupo G-2 –  pacientes com expressão do transcrito MYCN 
< mediana 

 

 



                                                                                                                                          34 

                                                                                                                                          

 

 

 

 

Comparamos as variáveis idade, sexo e evolução clínica entre os grupos: baixo 

risco G-1 e G-2; risco intermediário G-1 e G-2; alto risco G-1 e G-2. Todas as crianças 

do grupo alto risco (G-1 e G-2) tinham idade >1 ano. No grupo de risco intermediário 

(G-1 e G-2) não ocorreram mortes. Todos os resultados constam da Tabela 9, Tabela 10 

e Tabela 11, respectivamente. 

 

 

Tabela  9  –  Avaliação das características  clínicas dos grupos G-1 e G-2 entre 
           os pacientes Baixo Risco  
                BAIXO RISCO  

     VARIÁVEL CATEGORIA G-1 G-2 P 
     
Sexo Masculino 4 2 > 0,999 
 Feminino 1 -  
     
Idade <1ano 2 - > 0,999 
 > 1ano 3 2  
     
Doença progressiva Sim - 1 0,286 
 Não 5 1  
     
Morte Sim 1 - > 0,999 
 Não 4 2  
     Grupo G – 1  –  pacientes com expressão do transcrito MYCN > mediana; Grupo G – 2  –  pacientes com  expressão  

do transcrito MYCN < mediana 
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Tabela 10  – Avaliação das características  clínicas dos grupos G-1 e G-2 entre  
           os pacientes Risco Intermediário 
      RISCO INTERMEDIÁRIO  

     VARIÁVEL CATEGORIA G-1 G-2 P 
     
Sexo Masculino - 1 > 0,999 
 Feminino 4 3  
     
Idade <1ano 4 3 0,429 
 >1ano - 1  
     
Doença progressiva Sim 2 1 > 0,999 
 
 

Não 2 3  
     
Morte Sim - - - 
 Não 4 4  
     Grupo G  - 1  –   pacientes com expressão do transcrito MYCN > mediana; Grupo G – 2  –   pacientes com expressão do 

transcrito MYCN < mediana 

 
 
 

Tabela 11  – Avaliação das características  clínicas dos grupos G-1 e G-2 entre  
           os pacientes Alto Risco  
      ALTO RISCO  

     
VARIÁVEL CATEGORIA G-1 G-2 P 

     
Sexo Masculino 1 3 > 0,999 
 Feminino 4 6  
     
Idade <1ano - - - 
 >1ano 5 9  
     
Doença progressiva Sim 4 6 > 0,999 
 Não 1 3  
     
Morte Sim 1 6 0,266 
 Não 4 3  
     

Grupo G – 1  –  pacientes com expressão do transcrito MYCN  > mediana;  Grupo G - 2  –   pacientes com expressão do 
transcrito MYCN  < mediana 
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Formamos um grupo de pacientes AR e outro não-AR para avaliarmos as 

variáveis idade, doença progressiva e morte. Primeiro avaliamos os dois grupos não 

considerando os níveis de expressão do transcrito MYCN. Observamos uma freqüência 

de idade <1ano de 43% (P=0,001) e uma freqüência maior de doença progressiva e 

morte entre os pacientes AR (P=0,014) (Tabela 12).  

Repetimos as mesmas avaliações entre AR e não-AR nos grupos G-1 e G-2. A 

avaliação no grupo G-1 entre AR e não-AR apresentou significância estatística em 

relação a idade <1ano (P=0,031) e não ocorreu diferença com significância estatística 

em relação a doença progressiva e morte (P=0,091 e P>0,999, respectivamente) (Tabela 

13).  

No grupo G-2 a avaliação entre AR e não-AR apresentou significância estatística 

em relação a idade <1ano (P=0,044) e a morte (P=0,028) (Tabela 14).  

 

 

              Tabela  12   –   Avaliação  da  idade  e  do morte nos pacientes do grupo 
                  alto risco e não-alto risco  

      ALTO RISCO  
VARIÁVEL CATEGORIA sim não P 

     
Idade <1ano - 9 0,001 
 >1ano 14 6  
     
Doença progressiva Sim 10 4 0,027 
 Não 4 11  
     
Morte Sim 7 1 0,014 
 Não 7 14  
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       Tabela   13 –   Avaliação  da  idade  e  do  morte em pacientes alto risco e 
                     não-alto risco do Grupo G-1    

      G-1 + ALTO RISCO  
VARIÁVEL CATEGORIA sim não P 

     
Idade <1ano - 6 0,031 
 >1ano 5 3  
     
Doença progressiva Sim 4 2 0,091 
 Não 1 7  
     
Morte Sim 1 1 >0,999 
 Não 4 8  
            Grupo G-1 – pacientes com expressão do transcrito MYCN > mediana 

 
 

 

      Tabela   14  –  Avaliação  da  idade  e  do  morte  em pacientes alto risco e 
                    não-alto risco do Grupo G-2 

      G-2 + ALTO RISCO  
VARIÁVEL CATEGORIA sim não P 

     
Idade <1ano - 3 0,044 
 >1ano 9 3  
     
Doença progressiva Sim 6 2 0,315 
 Não 2 4  
     
Morte Sim 6 - 0,028 
 Não 3 6  
     

          Grupo G- 2 – pacientes com expressão do transcrito MYCN < mediana 
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 Analisamos a SG nos pacientes de acordo com o risco (alto risco e não-alto 

risco), com a idade ao diagnóstico (<1 ano e >1 ano) e com o valor da expressão do 

transcrito MYCN (com e sem aumento). Os resultados constam da Tabela 15 e os 

gráficos são apresentados à seguir (Figuras 5, 6 e 7)  

 

 

Tabela 15 – Sobrevida global em 12 m e 24 m 
      VARIÁVEL SG / 12 m SG / 24 m “HAZARD 

RATIO”  

IC(1) 95% P 
      Alto risco 84% 14% 0,1685 17% - 100% 0,05 
      Não-alto risco 93% 93%    
      
Idade <1 ano 100% 100% - 45% - 100% 0,14 
      Idade >1 ano 84% 31%    
      
Expressão > 

mediana 

82% 82% 2,44 56% - 98% 0,24 
      Expressão < 

mediana 

93% 15%    
       (1) Intervalo de confiança 
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  Figura 6 – Sobrevida global em pacientes  

                        com s idade >1ano e  •   idade  
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0 10 20 30 40 50 60
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

Sobrevida global (meses)

P
r
o
b
a
b
i
l
i
d
a
d
e

 
   Figura 7 – Sobrevida global em pacientes  

                         com  s  expressão > mediana e   
         •  < mediana  
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6 – DISCUSSÃO 

 

6.1 – Caracterização da casuística 
      PACIENTE IDADE SEXO DIAGNÓSTIC

O 
CENSURA PROCEDÊNCIA 

      NB – 1 5a 2m Masculino Mai - 00 Dez - 04(1) Sorocaba – SP 

NB – 2 9m Feminino Jun - 00 Dez - 04(1) São Paulo – SP 

NB – 3 2a 5m Feminino Out - 00 Jan - 02(3) São Paulo – SP 

NB – 4 2a 4m Masculino Fev - 01 Dez - 02(3) São Paulo – SP 

NB – 5 15 anos Masculino Mai - 01 Ago - 03(3) São Paulo – SP 

NB – 6 2a 11m Masculino Ago - 01 Dez - 04(1) São Paulo - SP 

NB – 7 1a 9m Feminino Dez - 01 Mar - 02(3) São Paulo – SP 

NB – 8 3 anos Feminino Jan - 02 Nov - 02(2) São Paulo – SP 

NB – 9 1a 8m Masculino Abr - 02 Set - 02(2) São Paulo – SP 

NB – 10 6a 5m Feminino Jul - 02 Mar - 04(3) São Paulo – SP 

NB – 11 1 ano Feminino Jul - 02 Dez - 04(1) Curitiba – PR 

NB – 12 3 anos Feminino Dez - 02 Jun - 03(3) São Paulo – SP 

NB – 13 6a 5m Masculino Mar - 03 Ago - 03(2) São Paulo – SP 

NB – 14 6 anos Feminino Jun – 03 Out – 04(3) São Paulo – SP 

NB – 15 8 meses Feminino Set - 03 Set - 04(2) São Paulo – SP 

NB – 16 2 meses Masculino Out - 03 Abr - 04(2) São Paulo – SP 

NB – 17 1a 8m Masculino Out - 03 Dez - 04(1) São Paulo – SP 

NB – 18 6 meses Feminino Nov - 03 Mar - 04(2) São Paulo – SP 

NB – 19 1a 4m Feminino Nov - 03 Dez - 04(1) Porto Alegre – RS 

NB – 20 9 meses Feminino Dez - 03 Dez - 04(1) Porto Alegre - RS 

NB – 21 1a 7m Feminino Jan - 04 Dez - 04(1) São Paulo – SP 

NB – 22 3 meses Feminino Jan - 04 Dez - 04(1) São Paulo – SP 

NB – 23 6 meses Masculino Fev - 04 Dez - 04(1) São José dos Campos – 
SP NB – 24 1 ano Masculino Mar - 04 Dez - 04(1) São Paulo – SP 

NB – 25 10 meses Feminino Mar - 04 Dez - 04(1) São Paulo – SP 

NB – 26 4a 6m Feminino Mar - 04 Dez - 04(1) São José dos Campos – 
SP NB – 27 3a 4m Feminino Jul - 04 Nov - 04(2) Porto Alegre – RS 

NB – 28 1a 2m Masculino Set - 04 Out - 04(4) Porto Alegre – RS 

NB – 29 9 meses Feminino Nov - 04 Dez - 04(1) Sorocaba - SP 
(1)Remissão Completa; (2)Doença progressiva; (3)Morte após doença progressiva; (4)Morte sem remissão completa 
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Fatores de prognóstico clínico e biológico são bem estabelecidos no 

neuroblastoma, porém determinadas diferenças clínicas ainda não estão definidas, tais 

como, uma melhor resposta terapêutica entre crianças com idade <1 ano, doença 

avançada e sem amplificação MYCN em relação às crianças com idade >1 ano e as 

mesmas características clínicas e biológicas (Schmidt et al, 2000; Van Noesel e 

Versteeg, 2003). Assim, como muitas outras questões, a relevância clínica da expressão 

MYCN em paciente sem amplificação permanece não definida, podendo estar 

relacionada a um fator de prognóstico já estabelecido. Portanto,  escolhemos realizar 

nosso estudo com crianças de todas as idades e em todos os estádios. 

Kohl et al (1983)(*), citados por Seerger (1985), observaram que a amplificação 

do gene MYCN resultava em um aumento no nível do RNAm específico para MYCN. 

Quando compara-se a expressão do transcrito MYCN nas células SK-N-SH da linhagem 

de neuroblastoma amplificado com um gene não amplificado, pode-se observar um 

aumento de 40 à 60 vezes no nível de sua expressão. As células SK-N-SH humanas têm 

uma única cópia de MYCN por genoma haplóide e expressam baixos níveis do seu 

transcrito (Schwab, 2004). 

Outros tecidos tumorais que podem apresentar um aumento na expressão MYCN 

sem amplificação são os tumores de Wilms, os retinoblastomas e os tumores 

pulmonares de pequenas células. Alguns tecidos não tumorais têm como característica 

normal o aumento da expressão MYCN sem amplificação, tais como, células do tecido 

embrionário da retina e renal nos mamíferos. Nível de expressão MYCN , tão alto 

quanto o do gene amplificado no neuroblastoma, pode ser observado em células do 

tecido fetal do cérebro humano. 

(*)Activated expression of the N-myc gene in human neuroblastoma and related tumors. Science.1984;226:1335-7 
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O   aumento   da  expressão MYCN  sem amplificação nos tecidos tumorais do 

retinoblastoma e Wilms poderia refletir a presença de célula tumoral indiferenciada e 

portanto seria considerado uma característica normal (Schwab, 2004). 

Triche e Sorensen (2002) referiram que tanto a análise pelo PCR quantitativo, 

como pela hibridização in situ (método de FISH) da expressão do gene MYCN 

apresentam excelentes resultados, porém a técnica “RQ -PCR” é mais sensível quando 

comparada a outras técnicas e havendo material adequadamente disponível para a 

obtenção do RNA, essa deve ser a técnica de escolha (Bernard e Wittwer, 2002; 

Ginzinger, 2002; De Preter et al, 2002). Como nossas amostras possibilitaram a 

obtenção do RNAm íntegro foi realizada a técnica de “RQ -PCR”. Outra possível análise 

da expressão gênica é pela imunohistoquímica, que é uma técnica semi-quantitativa e 

sem custo excessivo,  mas sua análise é subjetiva e mais propensa ao erro (Oue et al, 

1995; Pinho, 2005).  

Estudos realizados por Kohl et al (1983) observaram que nas células da 

linhagem do neuroblastoma os valores elevados da proteína MYCN correlacionavam-se 

com os valores elevados do transcrito MYCN (Seeger et al, 1985). Em 2002, Boon et al 

relataram que a expressão da proteína MYCN está diretamente relacionada à expressão 

do transcrito MYCN. Em publicações referentes à expressão do transcrito MYCN não 

encontramos obrigatoriedade no uso de duas técnicas para sua análise (Chan et al, 1997; 

Raggi et al, 1999; Cohn et al, 2000; Valent et al, 2001; Ginzinger, 2002; Spitz et al, 

2004), assim, foi utilizada somente a técnica “RQ -PCR” para a análise da amostra 

tumoral.  

A avaliação do aumento na expressão da proteína ou do transcrito MYCN como 

fator de prognóstico pode ser realizada usando como referência o valor expresso pelo 
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gene amplificado em dez cópias (Valent et al, 2002). Contudo, a associação entre a 

sobrevida e a expressão MYCN em genes amplificados é influenciada pelo aumento da 

expressão gênica (Brodeur et al, 1997; Bown, 2001; Westermann e Schwab, 2002; 

Brodeur, 2003), assim, o aumento significativo da expressão MYCN em gene 

amplificado poderia impedir a observação de um efeito da expressão MYCN na 

sobrevida da criança, devido ao seu aumento quantitativo relativamente menor no gene 

não amplificado. Como em nosso estudo todas as crianças apresentaram neuroblastoma 

sem amplificação escolhemos como referência a mediana dos valores expressos pelo 

transcrito MYCN nas amostras tumorais (Cohn et al, 2000; Matsunaga et al, 2000; Motta 

e Wagner, 2002; Tanaka et al, 2004).  

Avaliamos nosso grupo com o objetivo de detectar diferenças significativas 

entre as idades ou estádios clínicos dos pacientes, pois são fatores de prognóstico e 

influem na evolução da doença (Shimada et al, 1999; Lastowska et al et al, 2001; Van 

Noesel e Versteeg, 2004). Na avaliação de um grupo, a proporção de crianças com 

idade <1ano ou com doença não metastática pode melhorar os resultados em relação ao 

tempo de sobrevida (Cohn et al, 2000; Matthay, 2000). Em nossa casuística 69% das 

crianças tinham idade >1 ano e a distribuição entre os estádios foi de: 14% estádio 1; 

11% estádio 2; 28% estádio 3 e 47% estádio 4. Porém, na estratificação em grupos de 

risco (Brodeur et al, 1993) 49% das crianças eram AR e 51% não-AR. Assim, as 

avaliações entre os grupos puderam ser realizadas sem a influência preponderante de um 

único fator de prognóstico.  

A nossa casuística em relação à idade foi muito pequena impossibilitando uma 

avaliação entre as diferentes características clínicas e biológicas. Mesmo assim, a 

importância da idade como fator de prognóstico justifica sua inclusão nesta discussão. 
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Em 1999, Shimada et al demonstraram pela primeira vez a influência de um fator 

clínico na classificação patológica do neuroblastoma. Eles relataram que pacientes com 

idade > 18 meses apresentavam características biológicas desfavoráveis e pior 

prognóstico. À partir desta afirmação estudos foram feitos e, atualmente, algumas 

características biológicas são relacionadas com uma idade específica (Mora et al, 2003; 

Schmidt et al, 2000).  

Look et al (1984) analisando a ploidia nas células tumorais do neuroblastoma 

encontraram uma associação significante entre o conteúdo de DNA e a idade do 

paciente. Referiram que a maioria das crianças com idade <1 ano e hiperdiploidia 

apresentaram estádio 1 ou 2 e uma melhor SLE. No entanto, a ploidia perdeu seu valor 

de prognóstico quando as crianças tinham idades >2 anos (Mora et al, 2001). 

Em um estudo com crianças portadoras de  neuroblastoma Mora et al (2002) 

observaram que entre as crianças com idade <1 ano 83% dos neuroblastomas eram 

indiferenciados. Já, entre as crianças com idade >1 ano, seis apresentaram 

ganglioneuroblastoma e uma criança apresentou ganglioneuroma. Na nossa casuística 

duas (7%) crianças apresentaram ganglioneuroblastoma, sendo que, as duas eram do 

sexo masculino, idades de 19 meses e 12 meses ao diagnóstico, tumor primário em 

supra renal, estádio 2 e ambas apresentaram remissão completa. 

Neste mesmo estudo, Mora et al (2002) referiram que 17 pacientes apresentaram 

classificação histológica desfavorável. Entre eles, 13 (34%) não tinham amplificação do 

gene MYCN e a distribuição neste subgrupo de histologia desfavorável foi: três crianças 

eram estádio 1 e com idade >1 ano, uma criança apresentou doença progressiva; sete 

crianças eram estádio 2 com idade >1 ano, quatro apresentaram doença progressiva; seis 

crianças eram estádio 3 com idade >1 ano, duas com doença progressiva.  
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Entre os nossos pacientes, 20 crianças foram classificadas de acordo com a 

“International Neuroblastoma Pathology Classification” (Shimada et al, 1999), sendo 

seis pacientes com histologia desfavorável e idade >1 ano. Cinco crianças eram estádio 

4  e tiveram doença progressiva e uma criança era estádio 1 e apresentou remissão 

completa. Entre os pacientes com histologia desfavorável e idade <1 ano, duas crianças 

eram estádio 4 e uma estádio 1. Duas estão em remissão completa e uma criança 

apresentou doença progressiva e morreu.  

Observamos que nossos pacientes, quando apresentaram histologia desfavorável 

e idade >1 ano, apresentaram evoluções clínicas semelhantes aos pacientes descritos no 

estudo de Mora et al (2002). Resultados semelhantes foram descritos por Goto et al 

(2001) quando avaliaram pacientes com amplificação e sem amplificação do gene 

MYCN. Entre os pacientes sem amplificação e histologia desfavorável, quando 

apresentaram idade <1 ano tiveram melhor evolução clínica do que aqueles com idade 

>1 ano e mesmo estádio clínico.  

Entre os 11 (55%) pacientes que apresentaram histologia favorável, seis (55%) 

tinham idade <1 ano e quatro eram estádio 1 e 2. Shimada et al (1999) referiram que 

tumores com histologia favorável tem uma associação com idade <1 ano e estádio 1 ou 

2. Em nossa casuística não encontramos diferença na freqüência de histologia favorável 

entre pacientes com idade <1 ano e >1 ano (P=0,387), contudo, nossa amostra era 

pequena. 

A amplificação do gene MYCN está indiscutivelmente associada a doença 

avançada (Seeger et al, 1985; Brodeur et al, 2003) e é um dos principais fatores de 

prognóstico considerados na estratificação para a escolha de um tratamento (Look et al, 

1991, Brodeur e Maris, 2000). Apesar de estudos sugerirem que genes co-amplificados 
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ou expressões gênicas modificadas em decorrência da amplificação do MYCN poderiam 

contribuir para o fenótipo tumoral, o assunto permanece controverso (Matthay, 2000; 

Vandesompele et al, 2001; Scott et al, 2003; Shimada et al, 2004).  

Em nossa casuística a expressão do transcrito MYCN foi observada em todos os 

29 pacientes e em vários níveis de intensidade, variando de 0,041 o nível mínimo e 

27,569 o máximo, mediana 3,193. Cohn et al (2000) quando avaliaram o nível de 

expressão do transcrito MYCN em 69 amostras tumorais de neuroblastoma sem 

amplificação observaram uma variação no nível da expressão. Tanaka et al (2004) 

estudaram 46 amostras tumorais sem amplificação e observaram uma variação com 

valor mínimo 0,02 e máximo 1,24. 

Os valores da expressão do transcrito MYCN não apresentaram diferenças 

quando analisamos os pacientes em relação ao grupo de risco, à idade ao diagnóstico, à 

classificação de prognóstico e à ocorrência de doença progressiva ou morte. Em um 

estudo com crianças portadoras de neuroblastoma Tanaka et al (2004) observaram que o 

nível de expressão MYCN entre 35 tumores não amplificados de portadores com idade 

<1 ano foi maior do que o nível obtido entre 7 tumores não amplificados de portadores 

com idade >1 ano, entretanto, Cohn et al (2000) não observaram esta diferença. Em 

nossa casuística o nível de expressão do transcrito MYCN em crianças com idade <1 ano 

foi 0,399 o mínimo e 10,520 o máximo, com mediana de 5,222 e não houve diferença 

(P=0,268) em relação às crianças com idade >1 ano.  

O aumento da expressão gênica pode ocorrer mesmo na ausência da 

amplificação e seu mecanismo ainda não foi definitivamente estabelecido. Enquanto 

alguns autores sugeriram um processo normal, porém mais longo na degradação 

proteica (Brodeur et al, 1997), outros sugeriram uma disfunção nos mecanismos 
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celulares que regulariam a transcricão do gene com um aumento na sua produção 

(Alaminos et al, 2001). 

Em 1997, Chan et al publicaram um dos primeiros estudos com o objetivo de 

analisar o aumento da expressão da proteína MYCN como fator de prognóstico em 

pacientes portadores de neuroblastoma sem amplificação. Nesta publicação eles 

estudaram 57 crianças portadoras de neuroblastoma estádios 3, 4 e 4S com e sem 

amplificação e avaliaram a relação entre os fatores de prognóstico e a expressão da 

proteína MYCN obtida em análise imunohistoquímica. Eles observaram que crianças 

sem amplificação apresentaram uma melhor SLE e, entre os pacientes deste grupo sem 

amplificação, observaram uma melhora na taxa de SLE quando a expressão da proteína 

MYCN não apresentava aumento. Concluíram que o aumento na expressão da proteína 

MYCN em gene não amplificado era um fator de prognóstico desfavorável independente 

e reforçava a hipótese de que a expressão gênica era essencial para a progressão do 

neuroblastoma. Em nosso estudo, embora tenhamos encontrado aumento da expressão 

do transcrito MYCN em neuroblastoma sem amplificação, não observamos significância 

estatística entre as evoluções clínicas dos pacientes em seus diversos níveis de 

expressões (P=0,743).  

Entretanto, é conveniente observarmos que em nossa casuística todos os tumores 

eram não amplificados e no estudo apresentado por Chan et al (1997) os tumores eram 

amplificados e não amplificados. Quando estudamos um grupo com tumores 

amplificados e não amplificados avaliando a relevância no aumento da expressão 

MYCN em tumores sem amplificação, os resultados devem ser analisados 

cuidadosamente, devido a presença de altos níveis de expressão da proteína em 

neuroblastoma amplificado. Sendo a expressão MYCN um fator de prognóstico 
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desfavorável e de grande influência na evolução da doença,  pode-se observar em 

tumores sem amplificação resultados que não se correlacionam a ela (Cohn et al, 2000; 

Matthay, 2000).  

Outro importante trabalho analisando a expressão MYCN em tumor não 

amplificado foi publicado por Cohn et al (2000) quando estudaram 69 amostras 

tumorais de neuroblastoma sem amplificação e doença estádio C ou D (correspondentes 

aos estádios 3 e 4 do INSS). Eles concluíram que o aumento na expressão da proteína 

MYCN em portadores de doença avançada e sem amplificação não era um fator de 

prognóstico desfavorável. Quando avaliamos nossos pacientes em um mesmo grupo de 

risco relacionando o aumento ou não da expressão com a ocorrência de doença 

progressiva e/ou morte nossos resultados sugeriram que a expressão MYCN não foi um 

fator de prognóstico.  

Com o desenvolvimento tecnológico, atualmente, é possível conhecer o perfil da 

expressão gênica nas células do neuroblastoma. Pesquisas estão sendo realizadas para 

identificarem e definirem a participação do gene MYCN nos mecanismos de 

crescimento,  regressão e maturação tumoral (Hogart, 2003; Mora et al, 2003).  

Em um estudo in vitro e in vivo Boon et al (2000) demosntraram que diferentes 

níveis da expressão MYCN em células de linhagem tumoral e de amostra tumoral, 

ambos sem amplificação, ocasionaram diferentes valores da expressão nos genes de 

proteínas ribossômicas, assim como uma diferença no volume do RNA ribossômico. O 

perfil gênico da célula sem amplificação e com aumento da expressão MYCN 

correlacionou-se in vivo com o perfil gênico do tumor amplificado e com aumento da 

expressão. Portanto, concluíram que a proteína MYCN ao início de sua ação induz genes 
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com função na síntese proteica, independente do seu nível de expressão e sugerem que 

poderiam ocorrer outras alterações, associadas ou não a outros fatores. 

Alaminos et al (2003) numa ampla análise gênica da expressão MYCN 

identificaram alguns mecanismos biológicos e um perfil gênico associado com o 

aumento da expressão proteica. Observaram que o perfil gênico correlacionou-se com o 

nível de expressão MYCN e a sua atuação reguladora sobre outros genes nem sempre foi 

independente e muitas vezes foi associada a outras estruturas celulares. Eles definiram 

um perfil gênico para os tumores com aumento da expressão MYCN e um outro perfil 

para aqueles sem o aumento, independente da amplificação do gene MYCN. Concluíram 

que uma sub-classificação molecular baseada no nível da expressão gênica poderá vir a 

proporcionar melhores resultados terapêuticos. 

Foi observado por Krasnoselsky et al (2004) que para cada estádio tumoral 

corresponderia um perfil da expressão gênica, por exemplo, genes relacionados ao 

processo biológico de proliferação celular apresentavam aumentos nas expressões nos 

tumores estádios 4, mas não nos tumores estádios 1, 2 ou 3. Quando analisaram um 

tumor com amplificação do MYCN e estádio 4 observaram que os genes relacionados 

com a proliferação celular apresentavam aumento na intensidade de suas expressões, 

assim como aqueles relacionados com a síntese proteica. No tumor sem amplificação as 

expressões correspondentes a estes genes estavam ausentes. Eles concluíram portanto 

que, a expressão sem amplificação não era clinicamente relevante e entre uma célula 

amplificada e outra não amplificada o perfil gênico era distinto. 

Outro estudo, publicado por Hiyama et al (2004), analisou a expressão MYCN 

relacionada às características histológicas. Ao estabelecer o perfil de expressão gênica 

para o grupo histológico desfavorável e para o favorável em 20 amostras tumorais, 
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observou que nos tumores com histologia favorável as expressões dos genes 

responsáveis pela diferenciação neuronal e apoptose, tanto na amostra tumoral em 

maturação como na em regressão, apresentaram aumentos em seus valores. Já, nos 

tumores com histologia desfavorável as expressões de genes reguladores do ciclo 

celular e da síntese proteica, incluindo o gene MYCN, apresentaram-se aumentadas tanto 

nos tumores amplificados como nos não amplificados. Quando em nossa casuística 

analisamos a expressão do transcrito MYCN em relação à classificação de prognóstico 

favorável e desfavorável observamos que os maiores valores estavam presentes entre os 

pacientes com histologia desfavorável (mínimo 0,041, máximo de 11,753 e mediana 

4,332), mas esta diferença entre eles não apresentou significância estatística. 

Matsunaga et al (2000) avaliaram a expressão do transcrito MYCN em três 

grupos de pacientes: Grupo [1] com crianças <1 ano e diagnóstico feito através do 

exame de “screening” (n=39); Grupo [2] com crianças <1 ano, tumor não amplificado e 

com diagnóstico clinico (n=16); Grupo [3] com crianças >1 ano, tumor não amplificado 

e com diagnóstico clínico (n=15). Eles observaram que as crianças do Grupo [1] 

apresentaram valores altos no nível de expressão do transcrito MYCN  em relação ao 

Grupo [2], mas a expressão não foi um fator desfavorável em nenhum dos grupos. 

Concluíram que o aumento da expressão do transcrito MYCN pode ser parte de um 

mecanismo biológico que induz morte celular em crianças <1 ano com tumores não 

amplificados e sem manifestação clínica. 

Entretanto, Kitanaka et al (2002) observaram que em amostra tumoral de 

neuroblastoma, com diagnóstico realizado pelo exame de “screening”, a expressão do 

gene RAS estava aumentada em áreas de degeneração celular sem características de 

apoptose. Estudando as células da linhagem do neuroblastoma observaram que o gene 
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RAS in vitro induziu a célula para uma degeneração autofágica e as alterações foram 

semelhantes às obtidas in vivo na amostra tumoral. A evolução de neuroblastoma em 

criança com idade <1 ano e diagnóstico realizado pelo exame de “screening” apresetou 

regressão espontânea em aproximadamente 30% dos casos e quando diagnosticado 

clinicamente apresentou uma menor freqüência de regressão, mesmo ocorrendo em 

idades semelhantes. Eles sugeriram duas possibilidades: fatores hereditários de controle 

genético poderiam aumentar a expressão HRAS em crianças <1 ano com diagnóstico 

pelo exame de “screening”; ou, como no  neuroblastoma a expressão MYCN  é 

inversamente proporcional à expressão HRAS, o aumento da expressão MYCN inibiria a 

expressão HRAS impedindo a regressão tumoral espontânea em crianças <1 ano e com 

tumor clinicamente diagnosticado. 

Como vimos, a relevância clínica da expressão MYCN permanece indefinida e 

controversa. Alguns trabalhos, incluindo o de Krasnoselsky et al (2004)  referiram que o 

aumento da expressão MYCN em neuroblastoma não amplificado é insuficiente para 

causar alterações significativas no mecanismo da síntese proteica. Porém, Boon et al 

(2002) como já relatamos, referiram que a ação do MYCN nos genes envolvidos na 

síntese proteica foi precoce e outros fatores associados à expressão poderiam exercer 

uma importante influência. Igualmente, Valent et al (2002) sugeriram que o aumento da 

expressão MYCN sem amplificação poderia proporcionar um aumento no nível da 

proteína MYCN, suficientemente capaz de alterar o processo biológico, quando 

associado a outros fatores. 

Pacientes AR e não-AR apresentam diferentes respostas ao tratamento e esta 

diferença é observada em vários estudos clínicos (George et al, 2001; Mora et al, 2001; 

Mora et al, 2002). Na análise global de nossa casuística também observamos uma maior 
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freqüência de doença progressiva e morte no grupo AR em relação ao não-AR, com 

significância estatística (P=0,027 e P=0,014 respectivamente). 

No grupo sem aumento da expressão não encontramos diferença com 

significância estatística na freqüência de doença progressiva entre os pacientes AR e 

não-AR, mas a freqüência de morte foi maior entre os pacientes do grupo AR em 

relação ao não-AR e apresentou uma diferença com significância estatística (P=0,028).  

No grupo não-AR sem aumento da expressão uma criança com idade >1 ano, 

estádio 2 e diagnóstico histológico de ganglioneuroblastoma apresentou maturação 

tumoral pós-quimioterapia e outra com idade <1 ano, estádio III e histologia favorável 

apresentou doença progressiva seis meses após o início do seu tratamento e obteve 

novamente remissão completa. Porém, no grupo AR seis crianças apresentaram doença 

progressiva e todas morreram.  

Ao contrário, observamos que as freqüências de doença progressiva e de morte 

entre pacientes AR e não-AR do grupo com aumento da expressão não apresentaram 

diferença. 

Quando avaliamos os pacientes do grupo não-AR e com aumento da expressão 

encontramos seis crianças com idade <1 ano e três com idade >1 ano, sendo que três 

apresentaram doença progressiva. Entre as três crianças, duas eram <1 ano e não 

obtiveram nova remissão e a outra criança era >1 ano, estádio 2, com histologia 

favorável e morreu sem obter remissão completa, 1 mês após o diagnóstico. No grupo 

AR quatro crianças crianças apresentaram doença progressiva sendo que, uma morreu e 

três não obtiveram nova remissão. 

Nosso estudo, diferentemente do estudo de Krasnoselsky et al (2004), sugeriu 

que na criança com estádio clínico não avançado a evolução clínica foi melhor, quando 
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menor foi seu nível de expressão, porém, este resultado foi obtido em uma amostra 

pequena de pacientes.  

Quando em 1985, Seeger et al observaram que pacientes com amplificação do 

gene MYCN apresentaram rápida progressão tumoral e referiram uma menor sobrevida 

nestes pacientes. Eles também relataram que o neuroblastoma sem amplificação pode 

apresentar um pequeno aumento no número de cópias do gene MYCN  (entre três a dez 

cópias) e os pacientes tem uma sobrevida menor em relação aquela apresentada pelos 

pacientes portadores de neuroblastoma com uma única cópia do gene MYCN (SLE em 

18 meses de 30% e 70%, respectivamente). Segundo Valent et al (2002) estes resultados 

em crianças sem amplificação demonstrariam existir um efeito linear da dosagem 

MYCN na sobrevida das crianças e que níveis baixos da expressão poderiam causar um 

efeito protetor. 

Nossos resultados relacionados à SG dos pacientes AR e não-AR foram 

semelhantes a outros estudos já publicados, com SG / 2 anos de 14% e 84%, 

respectivamente. (P=0,05) (Cohn et al, 2000; George et al, 2001; Goto et al, 2001; Mora 

et al, 2002). 
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7 – CONCLUSÕES 

 

 

 De acordo com nossos resultados, concluímos que no grupo de neuroblastoma 

sem amplificação: 

a) Não há associação de prognóstico entre o aumento da expressão do transcrito MYCN 

e a evolução clínica na totalidade da amostra avaliada. Entretanto, em crianças com 

estádio clínico não avançado o nível de expressão do transcrito MYCN  sugere um 

efeito protetor associado a seus menores índices.  

b) Não há associação entre o nível de expressão do transcrito MYCN e a classificação 

patológica de prognóstico, o grupo de risco e a idade ao diagnóstico. 
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8 – ANEXOS 

 

 

8.1 – Anexo 1 

Protocolo NEURO-I-80 e NEURO-II-82 modificados. 

Grupo Risco Intermediário Ô Tratamento quimioterápico e cirúrgico. 

- Quatro ciclos indutórios, com intervalo de 21 dias entre eles, com: 

a) ciclofosfamida – 150 mg/m²/d EV ou VO durante 7 dias 

b) adriamicina – 35 mg/m²/dia EV no dia 8 

- Reavaliação cirúrgica 

a) se negativa: final de tratamento 

b) se positiva: reiniciar quimioterapia (reavaliar após 3 ciclos) 

- Reavaliação imagenológica exclusiva em tumores primários torácicos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                                                          56 

                                                                                                                                          

 

8.2 – Anexo 2 

Protocolo NEURO-VIII-97 e NEURO-IX-2000. 

Grupo Alto Risco Ô Tratamento quimioterápico, cirúrugico e radioterápico 

I) Protocolo Neuro-VIII-97 

São quatro ciclos indutórios e o início de um novo ciclo será no 38ºdia do último ciclo, sendo os 

dois primeiros iniciados com qualquer contagem celular e os dois últimos com granulócitos > 500 

células/mm³ e plaquetas > 50.000 células/mm³. 

- Ciclofosfamida: 200 mg/m²/dia EV ou VO durante 7 dias 

- Adriamicina: 45 mg/m²/dia EV no dia 8 

- Vincristina: 1,5 mg/m²/d EV nos dia 14 e dia 21 

- Carboplatina: 200 mg/m²/dia EV em 1 hora nos dia 20, dia 21 e dia 22 

- VP-16: 300 mg/m²/dia EV em 6 horas nos dia 20, dia 21 e dia 22 

- Verapamil (iniciar 1 hora antes da carboplatina): doses e amostras conforme protocolo fase I com 

Verapamil utilizado concomitantemente ao estudo Neuro-VIII-97 

   Infusão de 72 horas consecutivas (mg/kg) 

     60 min pré-QT Nível 1 Nível 2 Nível 3 Nível 4 

     0,1 0,2 0,25 0,3 0,35 

 

a) Resposta clínica completa (após 4º ciclo) 

Definir resposta cirúrgica e caracterização de envolvimento de SN e/ou meníngeo 

- Resposta cirúrgica completa (ausência de tumor a cirurgia retardada ou resíduos microscópicos pós-

cirurgia): transplante autólogo de medula óssea (TAMO). 

- Resposta cirúrgica parcial: MIBG terapêutico (10 mCi/kg, máximo de 800mCi) + coleta de células 

tronco, após MIBG → TAMO. 

- Tumores residuais macroscópicos: radioterapia localizada (2.400 – 3000 cGy). 

- Infiltração meníngea documentada ou envolvimento extenso de calota craniana: radioterapia craniana 

(2.400 cGy). 

b) Doença progressiva (após 4º ciclo) 
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- Inclusão em programas fase I ou II 

- Decisões eletivas relativas à indicação de TAMO com MIBG terapêutico prévio.  

I) Protocolo Neuro-IX-2000 

São 2 fases com dois ciclos pré-indutórios e quatro ciclos indutórios, com reavaliação clínica 

após cada fase. Ao final da 2ª fase ocorre uma avaliação cirúrgica e radioterapia. Posteriormente, MIBG 

terapêutico e TAMO. 

a) 1ª fase 

- Ciclofosfamida: 250 mg/m²/dia EV em 30min nos dias 1a 5 

- Topotecan: 0,75 mg/m²/dia EV em 30min nos dias 1a 5 

- G-GM/CSF: 10 mcg/kg/dia SC ou EV no período do 6º dia ao 15º dia 

- Reiniciar ciclo no dia 16 

b) Reavaliação clínica ao término do 2º ciclo 

c) 2ª fase 

- Ciclofosfamida: 200 mg/m²/dia EV ou VO dias 1 ao 7 

- Adriamicina: 45 mg/m²/dia EV no dia 8 

- Carboplatina: 300 mg/m²/dia EV em 1hnos dias 20 a 22 

- Etoposide: 300 mg/m²/dia EV em 6h nos dias 20 a 22 

- Verapamil: 0,1 mg/kg EV em 15min, após 0,2 mg/kg/hora EV contínuo nos dias 19 a 22 

- Vincristina: 1,5 mg/m²/dia EV no dia 28 

- G-GM/CSF: 10 mcg/kg/dia SC ou EV nosdias 23 a 34 

- Reiniciar novo ciclo no dia 35 

d) Reavaliação clínica ao término do 4º ciclo 

e) Reavaliação cirúrgica: se possível, fazer a retirada de todo tumor 

f) MIBG terapêutico: 10-12 mci/kg 

g) TAMO 
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8.3 – Anexo 3 

 

Classificação patológica de prognóstico: 

  

“International Neuroblastoma Pathology Classification” (INPC)  
  

PROGNÓSTICO HISTOPATOLOGIA E IDADE 
   
FAVORÁVEL 

Estroma rico, não nodular, todas as idades 
Estroma pobre, em diferenciação, MKI(1)<100, idades: 1 ½ → 5 anos 
Estroma pobre, MKI(1)<200, idade < 1 ½ anos 

    
 
 
DESFAVORÁVEL 

Estroma rico, nodular, qualquer idade 
Estroma pobre, idade > 5 anos 
Estroma pobre, indiferenciado, idades: 1 ½ → 5 anos 
Estroma pobre, em diferenciação, MKI(1)>100, idades: 1 ½ → 5 anos 
Estroma pobre, MKI(1)>200, idade < 1 ½ anos 

 (1) MKI – índice de mitose : cariorrexia 
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8.4 – Anexo 4  

 

Estadiamento tumoral:  

 

“International Neuroblastoma Staging System” (INSS)  
  
ESTÁDIO CARACTERIZAÇÃO 

  I Tumor localizado, confinado à área de origem; remoção macroscopicamente completa, com 
ou sem doença residual microscópica; linfonodos ipsi e contralaterais identificados livres 
de comprometimento neoplásico 

  
2 A Tumor unilateral com remoção macroscopicamente incompleta; linfonodos ipsi e 

contralaterais identificados livres de comprometimento neoplásico 
  
2 B Tumor unilateral com remoção macroscopicamente completa ou incompleta; linfonodos 

ipsilaterais comprometidos; linfonodos contralaterais identificados livres de 
comprometimento neoplásico 

  
3 Tumor infiltrando-se através da linha mediana, com ou sem envolvimento regional de 

linfonodos; ou tumor unilateral, com envolvimento contralateral de linfonodos; ou ainda, 
tumor de linha média, com envolvimento bilateral de linfonodos 

  

4 Disseminação do tumor a linfonodos distantes, ossos, medula óssea, fígado ou outros 
órgãos (exceto como definido em 4S) 

  

4 S Tumor primário localizado conforme definido para estádios 1 ou 2, com disseminação 
metastática limitada a fígado, pele e medula óssea (infiltração ≤ 10% das células 
neoplásicas) 
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8.5 – Anexo 5 

 

Sistema de estratificação para grupos de risco:  

 

“COG Risk Stratification System”.  
      Estádio 

(INSS) 
Idade 
(anos) 

MYCN (1) Histologia 
(Shimada) 

DNAi (2 ) Grupos de risco 

      I 0 – 21 Qualquer Qualquer Qualquer Baixo 
      
2 A 
2 B 

< 1 
≥ 1 → 21 
≥ 1 → 21 
≥ 1 → 21 

Qualquer 
Sem amplificação 
Amplificado 
Amplificado 

Qualquer 
Qualquer 
Favorável 
Desfavorável 

Qualquer 
 

Baixo 
Baixo 
Baixo 
Alto 

      

3 < 1 
< 1 
≥ 1 → 21 
≥ 1 → 21 
≥ 1 → 21 

Sem amplificação 
Amplificado 
Sem amplificação 
Sem amplificação 
Amplificado 

Qualquer 
Qualquer 
Favorável 
Desfavorável 
Qualquer 

Qualquer 
Qualquer 
 

Intermediário 
Alto 
Intermediário 
Alto 
Alto 

      
4 < 1 

< 1 
≥ 1 → 21 

Sem amplificação 
Amplificado 
Qualquer 

Qualquer 
Qualquer 
Qualquer 

Qualquer 
Qualquer 
 

Intermediário 
Alto 
Alto 

      
4 S < 1 

< 1 
< 1 
< 1 

Sem amplificação 
Sem amplificação 
Sem amplificação 
Amplificado 

Favorável 
Qualquer 
Desfavorável 
Qualquer 

> 1 
= 1 
Qualquer 
Qualquer 

Baixo 
Intermediário 
Intermediário 
Alto  (1)  MYCN amplificado → número de cópias > 1;  (2) DNAi  - índice mitótico 
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10 – Apêndice 1 

 

Planilha de identificação e dos dados clínico-laboratoriais do 

paciente.  

            
Nome 
DN ( 1 )  

I ( 2 )  S ( 3 )  T  ( 4 )  Meta ( 5 )  P ( 6 )  E ( 7 )  G ( 8 )  Diag ( 9 )  Tra tam ( 1 0 )  Evento ( 1 1 )  Ul t  a val ( 1 2 )  

            
            
            
            

            
            
            
            
            
            
            
            
            
            
            
            
( 1 )  DN – data  de nasciment o  

( 2 )  I  – idade ao dia gnós t i co  
( 3 )  S – sexo 
( 4 )  Tumor  – loca l  pr imário do tumor  
( 5 )  Meta  – loca l  de metás tase ,  quando es tádio 4  ou 4S  
( 6 )  P – c lass if i cação patológica  de  prognós t i co ( f avorável  /  des favorável)  
( 7 )  E – es tadiamento  c l ínico 
( 8 )  GR – grupo de  r isco  
( 9 )  Diagn – data  do diagnós t ico 
( 1 0 )  Tratam – data  do in íc i o do t r a tament o 
( 1 1 )  Eventos  – data  de r eca ída  tumoral  ou  óbi to 
( 1 2 )  Ult  a val  – data  da  ú l t ima  consul ta  à  par t i r  de  j aneiro de  2005  

 

 

 

 

 


