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Estudo citogenético-molecular do linfoma de Burkitt em crianças e adolescentes: 

mutações dos genes ID3, TCF3 e CCND3 e alterações cromossômicas secundárias  

 

RESUMO 

 

Mariana Tavares de Souza Monteiro Bizarro 

 

O Linfoma de Burkitt (LB) é um linfoma de alto grau de células-B maduras, sendo a 

leucemia linfoblástica aguda L3 (LLA-L3), sua contraparte leucêmica (em conjunto 

L/LB). A marca genética desta doença é o rearranjo entre o oncogene MYC com genes 

da imunoglobulina. Além do LDH alto, doença avançada e idade, as anormalidades 

cromossômicas adicionais vêm sendo discutidas como potenciais marcadores de 

prognóstico clínico desfavorável. Estudos mostraram que aproximadamente 70% dos 

pacientes com L/LB podem apresentar mutações nos genes ID3, TCF3 e CCND3. Logo, 

estudos  incluindo séries de pacientes com outras situações epidemiológicas vem sendo 

encorajados, já que ainda não está bem definido como estão estas mutações em grupos 

etários distintos. A partir dessas premissas, nosso objetivo foi avaliar as frequências e 

tipo de alterações genéticas, a nível cromossômico e gênico em crianças e adolescentes 

com L/LB associados ou não ao vírus Epstein-Barr (EBV) na nossa população. Para 

isso, caracterizamos cito-molecularmente anormalidades cromossômicas secundárias 

encontradas em aspirado de medula óssea de pacientes com LLA-L3 e em tumores 

fixados e impregnados em parafina (FFPE) no LB, estudamos a frequência do vírus 

EBV e sua associação com variáveis clínico-biológicas e finalmente estudamos as 

mutações dos genes ID3, TCF3 e CCND3. Nesse estudo, foi possível caracterizar com 

precisão as anormalidades cromossômicas secundárias de 4 pacientes, observando-se 

um padrão cariotípico com anormalidades secundárias no LB, onde parecem prevalecer 

as trissomias estruturais parciais. A condição de rearranjo do IGH/MYC e de 

anormalidades envolvendo os cromossomos 1 e 13 foi estudada em 32 pacientes, dos 

quais 80% apresentaram o rearranjo IGH/MYC. Em 79% dos pacientes cujos tumores 

FFPE foram estudados por FISH foram encontradas alterações cromossômicas 

secundárias envolvendo os cromossomos 1 e 13. O EBV foi detectado em 52% (26/52) 

dos tumores das crianças e adolescentes, porém não houve nenhuma associação com 

dados clínicos de apresentação e desfecho da doença. Com relação às mutações, 

encontramos 67% de mutações patogênicas no gene ID3, 18% no gene TCF3 e 26% no 

gene CCND3. A presença de mutações no gene ID3 refletiu significativamente nas 

sobrevidas global e livre de doença (p<0,05) em toda a coorte e essa observação foi uma 

tendência também no grupo pediátrico. Em suma, neste trabalho foi caracterizado 

citogenetica e molecularmente um grupo de pacientes com L/LB e foi realizada a 

primeira descrição da frequência e impacto clínico de mutações em genes envolvidos na 

patogênese da doença em pacientes brasileiros. 
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Molecular-cytogenetic study in children and adolescents with Burkitt lymphoma: 

mutations in ID3, TCF3 e CCND3 genes and secondary chromosome alterations  

 

 ABSTRACT 

 

Mariana Tavares de Souza Monteiro Bizarro 

 

Burkitt Lymphoma (BL) is a high-grade mature B-cell lymphoma, and acute 

lymphoblastic leukemia subtype L3 (ALL-L3) is considered its leukemic counterpart 

(BL/L). The rearrangement between the MYC oncogene and immunoglobulin genes is 

the genetic hallmark of this disease. In addition to high LDH levels, advanced disease 

staging and age, additional chromosomal abnormalities have been discussed as potential 

markers of unfavorable clinical prognosis. Studies have shown that approximately 70% 

of patients with BL/L may present mutations in ID3, TCF3, and CCND3 genes. Hence, 

the literature has encouraged studies including patients with other epidemiological 

status, as it's not yet well defined how these mutations are in different age groups. Based 

on these premises, our objective was to evaluate the frequency and type of chromosomal 

and genetic changes in children and adolescents with BL/L in our population, in 

association or not with the Epstein-Barr virus (EBV). For this purpose, we characterized 

cyto-molecularly secondary chromosomal abnormalities found in bone marrow aspirate 

of patients with ALL-L3 and fixed formalin and paraffin embedded (FFPE) BL tumors. 

We studied the frequency of EBV virus and its association with clinical-biological 

variables and finally, we studied the mutations of ID3, TCF3, and CCND3 genes. In this 

study, we accurately characterized secondary chromosomal abnormalities of 4 patients, 

observing a karyotype pattern with secondary abnormalities in BL which seems to 

prevail as partial trisomies. The condition of IGH/MYC rearrangement and 

abnormalities in relation to chromosomes 1 and 13 were studied in 32 patients, from 

which 80% presented IGH/MYC fusion. Seventy-nine percent of the patients, whose 

FFPE tumors were studied by FISH, presented with secondary chromosome 

abnormalities involving chromosomes 1 and 13. EBV was detected in 52% (26/52) of 

children and adolescents` tumors, but we did not observe any association with clinical 

presentation and outcome. Regarding the mutations, we found 67% of patients carrying 

pathogenic mutations in the ID3 gene, 18% in TCF3 gene and 26% in CCND3 gene. 

ID3 mutations was significantly associated with overall survival and disease-free 

survival rates (p<0,05) of this series, and this observation was also a tendency in 

paediatric patients. Briefly, in this work, we characterized cyto-molecularly a pediatric 

group of BL/L patients and firstly described the frequency and clinical associations of 

genes involved in BL/L pathogenesis in Brazilian patients. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Linfoma/Leucemia de Burkitt: História e Conceitos 

 

Descrito pela primeira vez em 1958 por Denis Burkitt como um tumor 

envolvendo as mandíbulas de crianças africanas (BURKITT 1958; 

DIMITRAKOPOULOS et al. 2007), o linfoma de Burkitt (LB) é uma neoplasia 

agressiva bastante estudada e que representou um importantíssimo papel no 

entendimento da tumorigênese ao longo de sua história, uma vez que foi o primeiro 

tumor humano associado a um vírus, o vírus Epstein-Barr (EBV) e um dos primeiros 

tumores que apresentou uma translocação cromossômica ativando um oncogene 

(EPSTEIN et al.  1964, MAGRATH 1990; AQUINO et al. 2013). Além disso, foi o 

primeiro linfoma a ser associado ao vírus da imunodeficiência humana (HIV) 

(MAGRATH 1990, 2012; MOLYNEUX 2012). 

O LB é um linfoma Não-Hodgkin (LNH) de células B maduras, altamente 

agressivo e é considerado o tumor com a mais alta taxa de crescimento celular, podendo 

duplicar de tamanho em até 48 horas (GOD & HAQUE 2010; MOLYNEUX 2012; 

DIMITRAKOPOULOS et al. 2007). Especula-se que o tumor tem origem numa célula 

do centro germinativo que perde a regulação da proliferação por meio da ativação e 

consequente superexpressão do MYC, um oncogene super expresso em mais da metade 

dos cânceres humanos (SLACK & GASCOYNE, 2011; DANG, 2012). No entanto, 

algumas evidências apontam para uma origem mais variável, dentre elas sugere-se que o 

LB com infecção do EBV pode surgir por meio de células B de memória ou células B 

pós centro germinativo (SAID et al. 2014; DOZZO et al. 2016).  

 A marca molecular do LB é a presença de uma translocação do oncogene MYC, 

com um dos genes de imunoglobulina (IG), o que leva à expressão desregulada e 

ectópica dessa proteína (MAGRATH 2012; SLACK & GASCOYNE 2011; 

GREENOUGH & DAVE 2014).  A translocação com a cadeia pesada (IGH), no 

cromossomo 14q32, t(8;14)(q24;q32), é a mais frequente, ocorrendo em 

aproximadamente 80% dos pacientes. As translocações variantes, t(2;8)(p12;q24) e 

t(8;22)(q24;q11), ocorrem em 10-15% dos pacientes.  

Durante muito tempo o LB era considerado como duas desordens 

linfoproliferativas distintas: linfoma de células pequenas não clivadas em pacientes com 
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tumor sólido extranodal ou massa nodal e Leucemia Linfoblástica Aguda do subtipo L3 

da Classificação Franco-Americano-Britânica (FAB) em pacientes com mais de 25% de 

envolvimento da medula óssea (MO). Atualmente, baseando-se nos fatores 

morfológicos, moleculares e genéticos compartilhados, a Classificação da Organização 

Mundial de Saúde (OMS/WHO) reconhece as duas desordens como uma entidade 

única: neoplasia de células B maduras, subtipo Linfoma/Leucemia de Burkitt (L/LB) 

(SWERDLOW et al. 2008). 

Dois fatores ambientais têm se mostrado relevantes para a patogenia dessa 

doença, principalmente no LB endêmico: a infecção por EBV e a exposição a 

enfermidades infecciosas endêmicas como a malária e a febre amarela. O fator 

importante na associação com o EBV parece ser a idade de soroconversão. Postula-se 

que uma infecção precoce com o vírus predisponha ao desenvolvimento do L/LB (DE-

THÉ et al. 1976). Também já se sabe que o risco para L/LB é significativamente 

aumentado após o transplante de órgãos (SAID et al. 2014) e nas imunodeficiências 

associadas ao HIV (SWERDLOW et al., 2008).  

 

1.2 Epidemiologia: Classificação dos subtipos clínicos e apresentação clínica 

 

 Na perspectiva clínica, a OMS considera três variantes clínicas do L/LB: 

endêmica, esporádica e associada à imunodeficiência. Essas variantes têm similaridade 

morfológica, imunofenotípica e genética, no entanto elas diferem com relação às áreas 

geográficas de aparecimento no Globo e à associação com o vírus EBV. Outras 

variáveis importantes entre elas incluem os principais sítios de acometimento da doença 

e os pontos de quebra do oncogene MYC nos casos onde ele está translocado com um 

dos genes das cadeias da imunoglobulina (HUANG et al. 2015; MILES et al. 2016). 

Originalmente descrito em crianças na África Equatorial e Papua Nova Guiné, o 

LB endêmico (LBe) é associado à endemicidade de malária e o EBV é encontrado em 

quase 100% dos casos, relacionando fortemente a infecção pelo vírus à patogenia da 

doença. A incidência anual é estimada em 40 a 50 por milhão de crianças abaixo dos 18 

anos. Nessas áreas endêmicas de alto risco, o LB compreende aproximadamente metade 

de todas as neoplasias da infância e mais que 90% dos diagnósticos de linfoma. O pico 

de incidência é aos 6 anos de idade e a doença acomete duas vezes mais meninos do que 

meninas. Os sítios acometidos podem envolver os ossos da mandíbula, assim como 
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outros ossos da face, os rins, o trato gastrointestinal, os ovários, a mama, além de outros 

sítios extranodais. A infiltração da MO nesse subtipo é rara. (FERRY 2006; 

SWERDLOW et al. 2008; THOMAS et al. 2011; GREENOUGHT & DAVE 2014; 

WANG et al. 2015).  

Os casos de L/LB diagnosticados no restante do mundo (principalmente 

América do Norte e Europa), sem associação climática e geográfica e associação rara 

com o EBV (<20% dos casos) (GIULINO-ROTH & GOLDMAN 2015), são 

considerados LB esporádicos (LBs). Essa variante clínica tem sido descrita em mais de 

40% dos linfomas da infância nos Estados Unidos da América (EUA) e no Oeste da 

Europa. Ela geralmente ocorre em crianças entre 3 e 12 anos de idade (média 6 a 8 

anos) e também acomete mais meninos do que meninas, numa ordem de grandeza de 3 a 

5 vezes maior no sexo masculino (FERRY 2006; THOMAS et al. 2011; MOLYNEUX 

2012; GIULINO-ROTH & GOLDMAN 2015). A incidência anual é de 2 por milhão de 

crianças abaixo dos 18 anos de idade. O abdômen é o sítio mais comumente acometido 

pela doença, especialmente a área ileocecal. Os ovários, rins, anel de Waldeyer e outros 

sítios também podem estar envolvidos. O envolvimento bilateral das mamas pode 

ocorrer em associação com o início da puberdade ou lactação (FERRY 2006). 

 O L/LB associado com a imunodeficiência corresponde ao grupo de pacientes 

infectados pelo vírus HIV e geralmente está relacionado com infecção de EBV, e a 

pacientes que foram previamente submetidos a transplante de órgãos. O risco para 

desenvolver LB também aumenta 4 a 5 anos após o transplante de órgãos, mas esse 

risco é muito menor do que o associado à infecção por HIV (MOLYNEUX 2012; 

GREENOUGH & DAVE 2014). Sua incidência está estimada em 22 por 100.000 

pessoas por ano nos EUA (THOMAS et al. 2011; MOLYNEUX 2012). O envolvimento 

da MO é menos comum neste subtipo (FERRY 2006). 

Um tipo epidemiológico intermediário entre os LBe e LBs tem sido sugerido 

para descrever a situação epidemiológica do L/LB em países em desenvolvimento, 

como o Brasil, que inclui crianças de pouca idade e uma associação com o EBV entre 

50% a 70%. O primeiro relato no Brasil das taxas de incidência de linfomas em crianças 

e adolescentes, baseado em registros de câncer de base populacional, mostrou uma 

incidência muito maior de LB na faixa etária entre 1 e 4 anos de idade (4,7 por milhão) 

em contrapartida a taxa de 3,6 por milhão entre 5 e 9 anos de idade (KLUMB et al. 

2004; HASSAN et al. 2008; FERREIRA et al. 2012).  
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1.3 Aspectos histopatológicos e imunológicos 

 

 A morfologia do L/LB é caracterizada por células monomórficas de tamanho 

médio, com uma alta taxa de proliferação. As células têm tamanho intermediário e 

contém cromatina densa e nucléolos basofílicos proeminentes. Algumas variantes 

plasmocitoides e atípicas mostram mais pleiomorfismo nuclear. Em secções de tecido, 

as células parecem estar tipicamente amassadas e o citoplasma é altamente basofílico, 

com margens citoplasmaticas. A cromatina nuclear é granular e contém pequenos 

nucléolos com mitoses frequentes. O índice de proliferação, determinado pela marcação 

de Ki-67, é geralmente 95%, com uma alta taxa de renovação, mostrada por elevada 

taxa de apoptose, caracterizando um aspecto marcante da morfologia dessa neoplasia, 

que é a aparência de "céu estrelado" que se dá devido a macrófagos espalhados com 

células tumorais apoptóticas (SLACK & GASCOYNE 2011; MOLYNEUX 2012; 

DUNLEAVY et al. 2016).  

 As células malignas expressam um imunofenótipo de centro germinativo de 

linhagem B, sendo positivas para os antígenos CD20, CD79a, PAX5, CD10 e BCL6. As 

células geralmente são negativas para BCL2. A maioria dos casos expressa a proteina 

nuclear MYC. (HECHT & ÁSTER 2000; PERKINS & FRIEDBERG 2008; 

SWERDLOW et al. 2008; SLACK & GASCOYNE 2011; MOLYNEUX 2012). 

 

1.4 Associação com o vírus Epstein-Barr 

 

O EBV é um membro da família gamma-Herpesviridae, que foi isolado 

inicialmente de uma cultura celular de LB por Epstein e colaboradores em 1964 

(EPSTEIN et al. 1964), e foi a primeira descrição de um vírus envolvido na patogênese 

de um tumor humano (ROCHFORD & MOORMANN 2015). Desde então, ele foi 

relacionado a muitas neoplasias humanas, incluindo tumores de origem hematopoiética, 

epitelial e mesenquimal (YOUNG et al. 2016). O EBV contém um genoma episomal de 

DNA dupla-fita com 172 kb (GANDHI 2006). Esse vírus estabelece uma infecção 

latente em linfócitos B de memória e pode induzir à proliferação das células infectadas 

que estão em latência (RICKINSON & KLEFF 2001). 

A infecção pelo vírus EBV normalmente é assintomática durante a infância, mas 

na adolescência pode resultar em mononucleose infecciosa, que é uma imunopatologia 
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benigna e auto-contida, caracterizada pela intensa produção de células T ativadas no 

sangue periférico. Nas áreas de endemia de L/LB, todas as crianças acima de 2 anos de 

idade são, virtualmente, expostas ao EBV. Na população mundial, até 95% dos 

indivíduos são infectados assintomaticamente pelo EBV (CRAWFORD 2001; 

GANDHI 2006).  

A associação entre L/LB e EBV ocorre em frequências variadas, dependendo de 

variáveis sociogeográficas. O genoma do EBV é detectado em quase todos os casos de 

LBe, por outro lado, está associado a menos de 20% dos casos de LBs e de 30% a 40% 

dos casos de LB-HIV+ (CRAWFORD 2001). No Brasil existe uma associação de 50% a 

70% de presença do genoma do EBV (HASSAN et al. 2008). Excluindo-se os casos de 

LBs, há uma prevalência de LB-EBV+ em áreas de baixo poder socioeconômico e de 

infecção precoce pelo EBV (QUEIROGA et al. 2008; HECHT & ÁSTER 2000; 

PERKINS & FRIEDBERG 2008). Nos tumores, o genoma do EBV deve ser detectado 

através de Hibridização in situ (ISH) de RNAs codificados pelo EBV (EBERs), uma 

vez que a expressão do EBV nas células tumorais do LB é muito restrita (programa de 

latência I), sendo expressas apenas a proteína EBNA1, e um conjunto de RNAs não 

codificantes e microRNAs (YOUNG et al. 2007, 2016). Enquanto o EBV parece ter um 

papel chave na estimulação das células B durante os estágios que precedem o LB, o seu 

papel após o desenvolvimento da neoplasia ainda não é claro, e tem se buscado 

associações clinicas de significado associado à sua presença (ROCHFORD & 

MOORMAN 2015; PERKINS & FRIEDBERG 2008). 

 

1.5 Aspectos genéticos e moleculares 

 

1.5.1 Rearranjo do oncogene MYC: Marcadores citogenéticos 

 

 Apesar das diferenças geográficas que caracterizam os diferentes subtipos 

clínicos de L/LB, quase todos os casos compartilham a translocação do oncogene MYC, 

no cromossomo 8q24, com um dos genes de imunoglobulina (SLACK & GASCOYNE 

2011; GREENOUGH & DAVE 2014). Como descrito acima, a t(8;14)(q24;q32), 

envolvendo o IGH no cromossomo 14q32, é a mais frequente, ocorrendo em 

aproximadamente 80% dos pacientes (Fig. 1.1). As translocações variantes, 

t(2;8)(p12;q24) e t(8;22)(q24;q11), que envolvem as cadeias leves  e , ocorrem 

B 
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respectivamente em 10-15% dos pacientes (Fig. 1.2 e 1.3). A consequência molecular 

dessas translocações é a expressão desregulada do oncogene MYC, que exerce um papel 

primordial no controle do ciclo celular (GREENOUGH & DAVE 2014).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.1: Esquema ilustrativo da t(8;14)(q24;q32): A) Idiograma da t(8;14)(q24;q32), 

mostrando os genes envolvidos na anormalidade; B) Cariótipo parcial da 

t(8;14)(q24;q32), mostrando os cromossomos 8, 14 normais e os cromossomos 

translocados. Fonte: A autora.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.2: Esquema ilustrativo da t(2;8)(p12;q24): A) Idiograma da t(2;8)(p12;q24), 

mostrando os genes envolvidos na anormalidade; B) Cariótipo parcial da 

t(8;14)(q24;q11), mostrando os cromossomos 8, 22 normais e os cromossomos 

translocados. Fonte: http://atlasgeneticsoncology.org/Anomalies/t0814ID1050.html 
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Figura 1.3: Esquema ilustrativo da t(8;22)(q24;q11.2): A) Idiograma da 

t(8;22)(q24;q11.2), mostrando os genes envolvidos na anormalidade; B) Cariótipo 

parcial da t(8;14)(q24;q11.2), mostrando os cromossomos 8, 22 normais e os 

cromossomos translocados. Fonte: A autora. 

 

Uma vez que a translocação do oncogene MYC é reportada nos três subtipos 

clínicos, ela é considerada o evento genético primário desta neoplasia (SLACK & 

GASCOYNE 2011). Apesar disso, os pontos de quebra do MYC podem diferir 

dependendo da variante clínica a que se refere (MOLYNEUX 2012). Geralmente, no 

LBe, o ponto de quebra usualmente ocorre à montante da região 5’ do MYC, e esta 

distância pode ser bem grande. Nesses casos, o gene MYC fica intacto. No LBs, o ponto 

de quebra se encontra geralmente no primeiro éxon ou no primeiro intron, no entanto, a 

região codificadora do gene MYC que consiste no segundo e terceiro éxons sempre fica 

intacta (SHIRAMIZU et al. 1991; GUTIÉRREZ et al. 1992). Segundo Boxer & Dang 

(2011), isto evidencia uma diferença na patogênese dessas duas variantes, e o estágio de 

diferenciação das células alvo a sofrerem transformação provavelmente difere nestes 

dois subtipos clínicos de L/LB.  

 A diversidade da localização dos pontos de quebra no cromossomo 8 sugere que 

a translocação ocorre em diferentes estágios do desenvolvimento da célula B. Neste 

contexto, tem se discutido que os LBe apresentam um ponto de quebra na translocação 

que possivelmente ocorre durante o rearranjo VDJ, na diferenciação precoce da célula 

B, enquanto que nos LBs e nos relacionados à imunodeficiência a recombinação é mais 

provável de ocorrer durante os eventos de mudança de classes da imunoglobulina 

(HARTMANN et al, 2008; BOXER & DANG 2011). Além disso, tanto na 

t(8;14)(q24;q32), como em suas variantes, o lócus MYC no cromossomo 8 normal fica 



 

 

8 

 

silenciado, enquanto que no cromossomo translocado o gene MYC é expresso em altos 

níveis (DIMITRAKOPOULOS et al., 2007). 

 

1.5.2 Desregulação do oncogene MYC e sua relação com a patogênese da doença 

 

 O oncogene MYC está localizado na região cromossômica 8q24, e sua tradução 

gera uma fosfoproteina nuclear que atua na progressão do ciclo celular, na apoptose e 

também na transformação celular (NGUYEN et al. 2017). A proteína MYC forma um 

heterodímero com o fator de transcrição MAX, e esse complexo se liga a sequências 

promotoras E Box, de modo a regular a transcrição de genes alvo específicos 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4609). Nos linfomas, a taxa de complexos 

MYC/MAX pode levar a super autoregulação (SAID et al. 2014). 

 A perda de regulação da proteína MYC resulta na ativação e repressão de vários 

genes regulados por ela, dentre os quais ciclina D1, P27, o gene da enzima lactato 

desidrogenase A, P19ARF, P53, BAX, FAS e FAS ligante (MAGLUTA & KLUMB 

2008). 

 

1.5.3 Desregulação do MYC através de pequenos RNAs não codificantes 

 

Considerado a marca genética da doença, o rearranjo do MYC com uma das 

imunoglobulinas, era até pouco tempo considerado um critério diagnóstico obrigatório 

para a definição do L/LB, no entanto, atualmente, a classificação WHO considera 10% 

de casos sem um rearranjo identificável do oncogene MYC (SLACK & GASCOYNE 

2011). É interessante ressaltar que mesmo sem a identificação do rearranjo, estudos têm 

apontado que não há diferença na expressão do oncogene quando esses casos são 

comparados a casos que possuem o rearranjo do mesmo (LEUCCI et al. 2008; ONNIS 

et al. 2010). Deste modo, a literatura tem sugerido que mecanismos alternativos, além 

de translocações cromossômicas, podem estar levando a desregulação do MYC. Um 

desses mecanismos parece acontecer epigeneticamente, em nível pós transcricional  por 

meio da atividade microRNAs (miRNAs) (ONNIS et al. 2010).   

Os miRNAs são pequenos RNAs, não codificantes, de cadeia simples, que 

podem se ligar a sequências complementares em regiões 3' não traduzidas dos seus 

RNAs mensageiros (mRNAs) alvo. Isto leva à inibição da tradução ou à degradação do 
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mRNA alvo e, consequentemente, a um nível reduzido da proteína correspondente. 

Assim, os miRNAs podem influenciar em processos celulares importantes, tais como a 

diferenciação, proliferação e apoptose (LENZE et al, 2011). 

Onnis e colaboradores (2010) mostraram o hsa-miR-9* significantemente down-

regulado nos casos sem a translocação do MYC. No seu estudo, há evidências de que o 

hsa-mir-9* seria capaz de modular a expressão de MYC e E2F1, um fator de transcrição 

envolvido nos mecanismos de regulação do MYC, sugerindo que este miRNA estaria 

possivelmente relacionado à superexpressão de MYC em casos de L/LB sem o rearranjo 

do MYC. 

O próprio MYC é capaz de ativar a expressão de miRNAs específicos, de modo 

que a literatura sugere que exista um feedback entre ele e miRNAs específicos, capazes 

de controlar suas expressões reciprocamente (ONNIS et al. 2010) Várias publicações 

mostraram que o oncogene MYC regula mais de 60 miRNAs. Por exemplo, já foi 

mostrada a repressão dos miRNAs miR-Let7a, miR-Let7e, miR150 e miR155 por MYC 

no L/LB (ROBERTUS et al. 2010; LENZE et al. 2011).  

 

1.5.4. A era pós-MYC: mutações em genes reguladores de ciclo celular 

 

 Apesar da desregulação do oncogene MYC ter um papel central na patogênese da 

doença, atualmente se sabe, através de estudos de sequenciamento de próxima geração, 

que ela é necessária mas não suficiente para desencadear o L/LB (GREENOUGH & 

DAVE 2014). Estudos recentes mostraram que, além do MYC, outros genes estão 

frequentemente mutados nos casos com L/LB, dentre eles o TCF3, entre ~10% e 25% 

dos casos, ou seu regulador negativo, o ID3, entre ~30% e ~70% dos casos. Além disso, 

mais de 30% de casos de LBs mostraram ter mutações no gene que codifica a Ciclina 

D3, CCND3, que por sua vez é ativado pelo TCF3, promovendo a progressão do ciclo 

celular (LOVE et al. 2012; SCHMITZ et al. 2012; RITCHER et al. 2012; ROHDE et al. 

2017). É importante citar que mutações em TCF3 e/ou ID3 foram associadas em 67% e 

40%, respectivamente, dos casos de LBe e associados com HIV (SCHMITZ et al. 

2012). 

Um estudo do programa transcricional regulado por TCF3 nas células de Burkitt 

permitiu observar que ele modula genes essenciais para a função do centro germinativo, 

além de atuar no aumento da expressão do ID3, criando um loop inibitório que, em 
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células normais, poderia diminuir a ação do TCF3 (CAMPO 2012). Interessante notar 

que o gene ID3 é um alvo direto do MYC, e também pode contribuir para a regulação 

negativa da via do TCF3 em células normais (SCHMITZ et al. 2012). Sendo assim, 

acredita-se que as mutações inativadoras de ID3 no LB liberem o TCF3 de sua função 

inibitória. Neste estudo também se observou que o TCF3 promoveu a sobrevivência das 

células de LB ao intensificar a sinalização do receptor de células B (BCR), através da 

via da PI3K, e promoveu a sua proliferação através da modulação de genes relacionados 

com o ciclo celular, como o CCND3. Além disso, a natureza altamente proliferativa 

característica do LB pode ser influenciada também por mutações no CCND3, visto que 

a ciclina D3 regula a transição de G1 para S no ciclo celular (LOVE et al. 2012; 

SCHMITZ et al. 2012; CAMPO 2012).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.4: Via de sinalização ID3-TCF3-CCND3: Mutações em genes da via podem 

promover a sobrevivência de células do LB, e parecem representar um evento 

importante na patogênese da doença. Adaptado de Rohde et al. 2017. 

 

 

A alteração na função da proteína ID3 foi também proposta como um 

mecanismo chave na patogênese do LB em casos esporádicos e endêmicos, 

independente do rearranjo do MYC. O defeito regulatório dessa proteína parece ter 

relação com uma predominância de mutações sem sentido em resíduos conservados da 

proteína ID3 no motivo helix-loop-helix (HLH) (GEBAUER et al. 2013). No entanto, 

ainda estão faltando estudos mais abrangentes incluindo séries de pacientes com outras 

situações epidemiológicas. A associação entre a presença do EBV e um perfil específico 

dessas mutações foi levantada na literatura (CAMPO 2012), mas ainda faltam dados 

para elucidar esta associação. Gebauer e colaboradores (2013) chamam atenção para a 

possibilidade de mutações recorrentes, afetando a alça regulatória ID3-TCF3, com 

sinalização consecutiva de células B, poderem representar alvos para novas abordagens 
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terapêuticas para pacientes mais velhos ou pacientes de países em desenvolvimento, 

onde os protocolos de tratamento não podem ser efetivamente aplicados. Junto com 

essas mutações afetando o ID3 e o TCF3, as mutações no CCND3, que é ativado por 

TCF3 e interage com CDK6, também pode representar um alvo para se estudar novas 

estratégias terapêuticas, incluindo inibidores de PI3K e de CDK6 (DUNLEAVY et al. 

2016).  

 

1.6 Aspectos prognósticos 

 

A análise citogenética é importante no diagnóstico para identificar a 

t(814)(q24q32), que culmina na desregulação do MYC por meio da fusão gênica 

IGH/MYC (BURMEISTER 2005, MAGRATH 2012). Fatores prognósticos 

desfavoráveis em crianças incluem idade mais avançada (acima de 15 anos), estágio 

avançado da doença, doença invasiva, níveis altos de Lactato desidrogenase (LDH) e 

envolvimento do sistema nervoso central (SNC) e da MO. Uma resposta desfavorável 

na indução de remissão completa (RC) é considerada também um sinal clínico de mau 

prognóstico (SANDLUND 1996, PATTE 2001, FERRY 2006). Atualmente, a presença 

de anormalidades cromossômicas secundarias à fusão IGH/MYC também tem sido 

relacionada ao prognóstico adverso dos pacientes com L/LB (LONES et al. 2004, 

ONCIU et al. 2006). 

  

1.6.1 Anormalidades cromossômicas secundárias 

 

Aproximadamente 60% dos pacientes com L/LB apresentam cariótipos contendo 

anormalidades cromossômicas secundárias à t(8;14)(q24;q32) e suas variantes, entre as 

quais 30% a 50% dos tumores apresentam cariótipos complexos (NELSON et al. 2010).  

 Os cromossomos 1, 6, 7, 12, 13 e 17 são os mais frequentemente envolvidos nas 

alterações cromossômicas secundárias descritas no L/LB, na literatura, e tipicamente 

resultam em ganhos de material cromossômico nos braços longos dos cromossomos 1 

(1q), 7 (7q) e 12 (12q) e perdas de material cromossômico nos braços longos dos 

cromossomos 6 (6q) e 13 (13q) e no braço curto do cromossomo 17 (17p) (POIREL et 

al. 2009; NELSON et al. 2010).  
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 Apesar de existir uma associação já descrita com vários cromossomos, nos 

últimos anos as pesquisas têm mostrado que dentro do grupo de pacientes com L/LB, as 

anormalidades citogenéticas que se destacam são aquelas que afetam o 1q, encontradas 

nas séries estudadas em uma frequência de entre ~30% e 40% (GARCIA et al. 2003; 

LONES et al. 2004; ONCIU et al. 2006; POIREL et al. 2009). Apesar de alguns destes 

estudos terem encontrado uma associação entre esta anormalidade e um prognóstico 

pior nos pacientes de L/LB, outros trabalhos não observaram essa associação (LONES 

et al. 2004; ONCIU et al. 2006; POIREL et al. 2009) Desta forma, o significado do 

envolvimento do 1q em anormalidades cromossômicas secundárias no L/LB permanece 

incerto. Anormalidades envolvendo o 13q foram o segundo grupo de anormalidades 

secundárias mais frequentes no LB. Especialmente duas destas séries (NELSON et al. 

2010, ONCIU et al. 2006) associaram as alterações citogenéticas do 13q a um 

prognóstico pior. 

 Acredita-se que as anormalidades cromossômicas secundárias possam afetar a 

regulação de outros oncogenes ou genes supressores de tumor além do MYC, podendo 

alterar seus comportamentos biológicos no L/LB (LONES et al., 2004). Onciu et al. 

(2006), num dos estudos descrito acima, mostrou que a complexidade do cariótipo e as 

anormalidades cromossômicas específicas estão relacionadas com o prognóstico dos 

pacientes de L/LB tratados com a quimioterapia intensiva.  

 

1.7 Estadiamento e Tratamento 

 

 A terapia do LB é guiada por estadiamento clinico e histopatológico, que em 

conjunto com outros fatores auxiliam na escolha das estratégias terapêuticas. 

Clinicamente, o prognóstico é determinado por estadiamento, que inclui a extensão da 

doença. A classificação do Saint Jude Children`s Research Hospital, Classificação de 

Murphy, para o L/LB, é o sistema mais comum de estadiamento (Tabela 1.1). Segundo 

ela, o L/LB é dividido em quatro estágios clínicos (EC) de acordo com o envolvimento 

de sítios extranodais (MURPHY 1980). A apresentação da doença em estágios mais 

avançados é mais comum, com aproximadamente 30% dos pacientes sendo 

diagnosticados com uma doença de estágio mais limitado (I ou II), enquanto os outros 

70% apresentam uma doença generalizada (III ou IV) (FERRY 2006). 
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Tabela 1.1: Sistema de Estadiamento de Murphy (St. Jude Children`s Research 

Hospital) para LNH pediátricos 
Estágio I - Um único tumor (extranodal) ou área anatômica única (nodal), excluindo-se o mediastino e o 

abdômen 
Estágio II - Um único tumor (extranodal) com envolvimento de nódulo regional 

- Dois ou mais nódulos no mesmo lado do diafragma; 
- Dois únicos tumores (extranodais) com ou sem envolvimento de nódulo regional no mesmo lado do  
diafragma; 
- Um tumor primário do trato grastrointestinal, normalmente na área ileocecal, com ou sem 
envolvimento de nódulos mesentéricos associados, possíveis de ser removidos completamente. 

Estágio III - Dois únicos tumores (extranodais) de lados opostos no diafragma; 
- Duas ou mais áreas nodais abaixo e acima do diafragma; 
- Todos os tumores intratoráxicos primários (mediastino, pleural, tímico); 
- Todas as doenças intra-abdominais primárias extensas sem possibilidade de remoção; 
- Todos os tumores paraespinhais e pelidurais, independentemente de outros tumores. 

Estágio IV - Qualquer parâmetro acima com envolvimento inicial de SNC e MO. 

Fonte: Adaptado de Rosolen et al, 2007. 

  

Uma vez que o L/LB é caracterizado por uma alta taxa de proliferação, de modo 

que pode haver entrada de células malignas no ciclo celular durante a quimioterapia, o 

desenho dos protocolos de tratamento do L/LB tem se baseado em quimioterápicos 

intensivos e com intervalos de curta duração, para assegurar a manutenção da 

concentração sérica das drogas no organismo dos pacientes (PATTÉ 2002; SAID et al. 

2014; WANG et al. 2015; DUNLEAVY et al. 2016).  A terapia padrão utilizada para o 

L/LB da infância, atualmente consiste de protocolos quimioterápicos com vários 

agentes, de curta duração e dose-intensiva, acompanhado da profilaxia do SNC. Na 

série estudada por Bowman (1996), foi observado que a utilização desse tipo de 

protocolo resulta em uma excelente sobrevida nas crianças: pacientes com doença 

localizada têm uma taxa de sobrevida de 5 anos maior que 90%, e crianças com doença 

disseminada (incluindo a fase leucêmica) podem alcançar uma taxa de mais de 90% de 

RC, com uma taxa de sobrevida livre de eventos (SLE) em 4 anos de 65% em pacientes 

com envolvimento da MO, e 79% daqueles de EC IV da doença. Entretanto, a terapia de 

resgate para recaída ou doença refratária normalmente não é bem sucedida e pacientes 

em estádios mais avançados da doença que recebem tratamento intensivo ou que falham 

na primeira indução, raramente podem ser resgatados (BURKHARDT et al 2011; 

DUNLEAVY et al., 2016). 

 O papel do monitoramento de doença residual mÍnima no L/LB ainda não está 

bem estabelecido. Alguns clínicos monitoram rotineiramente, embora os achados não 

sejam usados para guiar o tratamento. A presença de doença residual na MO é melhor 

aplicada para prediçao de risco de falha no tratamento (MOLYNEUX 2012; MINARD-

COLIN et al 2015; DOZZO et al. 2016). 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

Apesar de ser considerado um tumor agressivo, a melhora no diagnóstico, 

juntamente com a introdução de terapias de maior intensidade e curta duração em 

pacientes com L/LB levou a taxas de cura a patamares entre 80% e 90% (PATTE 2012, 

SAID et al. 2014). Entretanto, para a maioria dos pacientes que recaem ou cuja doença 

progride, não existem alternativas terapêuticas eficazes até o momento. Apesar do seu 

importante papel na história do estudo do câncer, até hoje, não foram identificados 

marcadores de uso amplo que possam ser usados para melhorar a estratificação do 

risco ao diagnóstico (SCHIFFMAN et al. 2011). As alterações cromossômicas 

secundárias vêm sendo discutidas na literatura, como potenciais marcadores de mau 

prognóstico (LONES et al. 2004; ONCIU et al. 2006). Dentre elas, os rearranjos 

envolvendo o braço longo do cromossomo 1 (1q) ainda são controversos. Alguns 

estudos mostraram uma associação com uma resposta clínica pior (LONES et al., 

2004) e outros não encontraram uma associação (ONCIU et al. 2006; POIREL et al. 

2009). Já para as anormalidades envolvendo o braço longo do cromossomo 13 (13q), a 

associação com um prognóstico pior é mais firme, considerando-se a deleção de uma 

porção cromossômica nessa região (LONES et al. 2004; TOUJANI et al. 2009).  

Ainda assim, existe uma variabilidade em relação à presença de duplicações desta 

região cromossômica, cujo significado clínico ainda não foi elucidado. Desta maneira, 

a variabilidade cromossômica encontrada nos cariótipos do L/LB ao diagnóstico ainda 

necessita de mais pesquisas para identificar as diferentes regiões cromossômicas 

mínimas associadas a prognóstico e os mecanismos genéticos ou epigenéticos 

possivelmente envolvidos.  

Estudos preliminares de nossa equipe observaram anormalidades 

cromossômicas secundárias em pacientes com LB/LLA-L3 em 71% dos casos, dentre 

as quais, as regiões cromossômicas envolvidas com maior frequência nessas 

anormalidades foram a 1q e a 13q. Além disso, observamos uma heterogeneidade 

molecular do rearranjo do oncogene MYC em 21% dos pacientes estudados (DE 

SOUZA et al. 2014).  

Apesar das translocações envolvendo o oncogene MYC terem sido por muitos 

anos consideradas essenciais para a patogênese desta neoplasia, novos achados têm 

permitido a discussão acerca da afirmativa de que elas seriam por si só suficientes para 
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o aparecimento do L/LB. Nesse sentido, os genes ID3, TCF3 e CCND3 tem sido 

apontados como potenciais drivers da linfomagênese no LB, de modo que já foi 

sugerido que a via ID3-TCF3-CCND3 pode representar um segundo hit da patogênese 

do LB, onde estudos apontam uma frequência de mutações de até 80% nestes genes 

(ROHDE et al. 2017).  

Sendo assim, este trabalho tem como objetivo estudar marcadores genéticos e 

marcadores cromossômicos de prognóstico, estabelecendo o seu impacto no L/LB na 

nossa população de crianças e adolescentes, assim como contribuir para a descrição 

mais precisa de alterações secundárias a t(8;14) que podem ter algum papel na 

linfomagênese.  
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Principal 

 

  Descrever frequências e tipo de alterações genéticas, a nível cromossômico e 

gênico, da leucemia B madura (LLA-L3) e linfoma de Burkitt, associados ou não ao 

vírus Epstein-Barr (EBV), em crianças brasileiras. 

 

3.2 Objetivos Secundários  

 

a) Detectar a translocação t(8;14)(q24;q32), caracterizando sua potencial 

heterogeneidade nos casos estudados prospectivamente; 

b) Investigar a presença de anormalidades citogenéticas secundárias à t(8;14) ou suas 

variantes em amostras biológicas de crianças com L/LB; 

c) Descrever a associação com o EBV e suas variantes moleculares; 

d) Estudar a frequência, associação com o EBV e prognóstico clínico das anormalidades 

secundárias envolvendo as regiões cromossômicas 1q e 13q, em amostras de tumor 

fixadas em formalina e impregnadas em parafina (FFPE); 

e) Estudar mutações de genes envolvidos na via de ID3-TCF3-CCND3 e sua associação 

com características de apresentação clínica, presença do EBV e resposta clinico-

terapêutica; 
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4. METODOLOGIA 

 

4.1 Desenho do Estudo 

 

 Estudo prospectivo e retrospectivo descritivo transversal. 

 

4.2 Pacientes e amostras 

 

Este estudo incluiu pacientes com diagnóstico histopatológico de Linfoma de 

Burkitt ou LLA-L3, cujas amostras tenham sido analisadas no Instituto Nacional do 

Câncer – INCA entre 2005 e 2016. Dentre 110 pacientes inicialmente selecionados, 76 

(59 crianças e adolescentes entre 0 e 21 anos de idade e 17 adultos >21 anos) tiveram 

amostras tumorais FFPE analisadas. Foram excluídos 21 pacientes de tumor FFPE por 

não possuírem parafina suficiente para o estudo. Quatorze pacientes tiveram seus 

aspirados de medula óssea analisados. Sete dos 14 tiveram o diagnóstico de L/LB 

confirmado. Seis desses casos foram classificados como LLA-L3, e um paciente com 

tumor inicial na hemiface que teve infiltração da MO. Os outros sete pacientes foram 

excluídos, pois apesar da presença de tumor primário em outro sítio, não foi 

comprovado envolvimento medular e não havia disponibilidade de material tumoral. 

Um paciente (P22) teve amostras FFPE e aspirado de MO analisadas em paralelo. O 

fluxograma dos pacientes incluídos no estudo segue detalhado abaixo.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

110 
pacientes 

Aspirado de MO 
N=14 

Tumor FFPE 
N=97 

MO sem infiltração por 
L/LB     N=7 

IGH/MYC+ 
ou MYC+    N=7 

 

Amostras com boa 
qualidade para estudo 

N=76 

Não atenderam critérios, 
material insuficiente ou 
qualidade ruim  N=21 

Crianças e adolescentes   
N=59 

Adultos 
N=17 

EXCLUÍDOS EXCLUÍDOS 



 

 

18 

 

O grupo de pacientes adultos foi incluído visando a comparação da frequência 

de mutações nas duas faixas etárias, uma vez que a maioria dos estudos internacionais 

foi feito em coortes heterogêneas e somente um estudo comparou os achados nos dois 

grupos distintos (HAVELANGE et al. 2016). Estes pacientes foram selecionados de 

acordo com a disponibilidade de material biológico na Divisão Integrada de Patologia 

(DIPAT) do INCA, e destes, 6 tinham diagnóstico de L/LB associado ao vírus HIV.  

Quatro amostras de linfonodo reativo FFPE foram utilizadas para padronização 

da hibridização in situ por fluorescência (FISH) em parafina, além de 3 linhagens 

celulares de LB (Namalwa, Raji e Ramos), 2 de Linfoma Difuso de Grandes Células B 

(LDGCB), 3 hiperplasias foliculares reativas (HFR) e 2 amostras normais de aspirado 

de MO, que foram utilizadas como controle para os experimentos de expressão dos 

genes celulares e microRNAs.    

Todas as amostras tumorais foram revisadas por uma patologista da DIPAT, 

Dra. Luciana Pinto, e caracterizadas do ponto de vista histológico de acordo com os 

critérios da Organização Mundial de Saúde (OMS) (SWERDLOW et al., 2008). 

Foram estudados dois tipos de amostras: (i) alíquotas de medula óssea que foram 

enviadas para diagnóstico cromossômico ao laboratório de citogenética do CEMO – 

INCA; (ii) Tecido fixado e incluído em parafina (FFPE) do tumor ao diagnóstico, 

arquivado na DIPAT. Estas amostras foram provenientes de diferentes centros, onde os 

pacientes foram tratados, a constar: Serviço de Hematologia do Instituto Nacional de 

Câncer (INCA), Rio de Janeiro; Instituto de Pediatria e Puericultura Martagão Gesteira 

(IPPMG), Rio de Janeiro; Hospital Federal da Lagoa (HFL), Rio de Janeiro; Instituto 

Fernandes Figueira (IFF), Rio de Janeiro; Hospital dos Servidores do Estado (HSE), Rio 

de Janeiro; Sistema Único de Saúde (SUS) do Acre; SUS Santa Catarina e Hospital 

Universitário Oswaldo Cruz (HUOC), Recife. 

Os estudos citogenéticos foram realizados no Laboratório de Citogenética do 

Centro de Estudos de Medula Óssea (CEMO) e no Laboratório de Citogenética 

Molecular da Universidade de Jena (Alemanha) e os estudos moleculares realizados no 

Laboratório de Oncovirologia do CEMO. 

Este estudo obedeceu às diretrizes de pesquisa envolvendo seres humanos do 

Conselho Nacional de Saúde, em sua resolução nº 466/2012 publicada no dia 13 de 

junho de 2013, que visam assegurar os direitos e deveres que dizem respeito à 

comunidade científica, aos sujeitos da pesquisa e ao Estado. Medidas que proporcionam 
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confidencialidade e privacidade dos pacientes, foram adotadas, assim como sigilo e a 

segurança dos dados obtidos. Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa do INCA (Protocolo 20/11) (Anexo I). 

  

4.3 Dados Clínicos e Epidemiológicos 

 

Os dados demográficos (sexo, idade, procedência), clínicos (data de diagnóstico, 

sítio da doença, estadiamento clínico, níveis de LDH, dados hematológicos, 

envolvimento de MO e do SNC), morfológicos (citoquímica, imunofenotipagem e 

imunohistoquímica, IHC), e de tratamento e desfecho clínico (protocolo clínico, recaída, 

óbito, data da recaída, data do óbito, data do último seguimento) foram obtidos a partir 

dos prontuários médicos físicos e eletrônicos. Todos os casos tiveram período de 

seguimento pós-término do tratamento de pelo menos 3 anos. 

 Os pacientes foram classificados segundo critérios morfológicos, 

imunofenotípicos e imunohistoquímicos, de acordo com a classificação WHO.  

 

4.4 Critérios de Inclusão 

 

a) Idade de 0 a 21 anos (crianças e adolescentes);  

    Idade > 21 anos (adulto); 

b) Diagnóstico clínico e histopatológico de Leucemia / linfoma de Burkitt;  

c) Disponibilidade de material biológico armazenado no Laboratório de Citogenética 

(CEMO) e ou do bloco de parafina com material tumoral armazenado no DIPAT, 

suficiente para os estudos. 

 

4.5 Critérios de Exclusão 

 

a) Indisponibilidade de dados clínicos, por perda de prontuário físico;  

b) Impossibilidade de realizar os estudos citogenéticos e moleculares por inadequação 

do material biológico. 
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4.6 Manipulação e Processamento de amostras 

 

Os estudos cariotípicos foram realizados utilizando preparação cromossômica 

obtida a partir de cultura celular de MO, pelos métodos de bandeamento G. A 

caracterização de rearranjos moleculares envolvendo os genes IGH, MYC e as regiões 

cromossômicas 1q e 13q foi feita através de FISH. Estudos citogenéticos moleculares 

utilizando o bandeamento multicolorido foram aplicados a amostras selecionadas para 

caracterização de rearranjos complexos. O diagnóstico da infecção pelo vírus EBV foi 

realizado no material tumoral, pelo método de ISH e a tipificação do vírus por PCR a 

partir de DNA. A avaliação da expressão de genes celulares foi realizada por RT-PCR. 

A presença e caracterização de mutações gênicas envolvendo os genes ID3, TCF3 e 

CCND3 foram determinadas através de sequenciamento de Sanger. 

 

4.6.1 Cultura celular para estudo citogenético  

 

 O estudo cromossômico foi realizado em preparação cromossômica obtida a 

partir de MO ou tecido tumoral, utilizando técnicas de obtenção e identificação 

cromossômica. 

 Para obtenção de mitoses foi utilizada a técnica descrita por Testa et al. (1985) 

modificada. Resumidamente, 5x10
6
 células foram cultivadas em 5 mL de meio de 

cultura composto de RPMI 1640 (Sigma) (80%) e soro bovino fetal (20%) em garrafas 

de cultura de 40 mL. As células foram incubadas durante 24 horas em estufa a 37 ºC. 

Após 22 a 23 horas adicionou-se uma solução de colchicina (Sigma) em uma 

concentração de 0,05 g/mL. Ao término do período de incubação, seguiu-se a retirada da 

cultura e o preparo das lâminas. Para esse procedimento foi utilizado o método descrito 

por Hungerford (1965) modificado. Após o período de 24 horas de incubação, as células 

foram centrifugadas por 6 minutos a 420 g, e o sedimento obtido foi submetido a 

hipotonia, utilizando uma solução de KCl a 0,07M em banho-maria a 37 ºC. Após 20 

minutos, as células foram fixadas três vezes em solução de Carnoy (3 metanol:1 ácido 

acético glacial). Na primeira fixação, o material foi deixado à temperatura ambiente por 

20 minutos. Na última fixação, o material foi ressuspenso em um pequeno volume de 

fixador para o preparo das lâminas, pingando-se uma gota da suspensão em lâmina 
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limpa e umedecida. A lâmina foi observada em microscópio óptico para verificação dos 

resultados e então o material foi estocado a 4°C para posterior análise cromossômica. 

 

4.6.2 Estudo cariotípico por Bandeamento G 

 

 Para a análise cromossômica, a técnica utilizada foi a descrita por Seabright 

(1971). Resumidamente, as lâminas com 2 a 10 dias de preparo foram incubadas em 

uma solução de tripsina (Sigma) 0,1% aquecida a 37 ºC em tempos que variaram de um 

segundo a um minuto. Em seguida as lâminas foram lavadas com soro fisiológico e 

coradas em solução de Giemsa (Merck) a 2% em tampão fosfato (pH 6,8), por 10 

minutos. 

 O padrão cariotípico dos pacientes foi determinado pela análise média de 20 

células metafásicas em microscopia óptica. Um caso foi considerado anormal quando 

mais de três células apresentavam a mesma anomalia cromossômica. A presença de 

células normais concomitantes com as anormais foi usada como parâmetro para 

eliminar a possibilidade de uma anomalia cromossômica constitucional. Os 

cromossomos foram identificados e classificados de acordo com o Sistema 

Internacional de Nomenclatura Citogenética de 2016 (McGOWAN-JORDAN et al. 

2016). 

 A documentação dos cariótipos foi realizada no computador por um programa 

analisador de imagem (Ikaros, da Metasystems), utilizando-se para isso uma câmera 

CCD acoplada ao microscópio Olympus BX41. 

 

4.6.3 Estudo dos rearranjos moleculares por Hibridação in situ por Fluorescência 

(FISH) 

 

4.6.3.1 FISH a partir de amostras frescas ( medula óssea e sangue periférico) 

 Para a aplicação das sondas gênicas e realização da técnica de FISH, as lâminas 

das amostras prospectivas foram confeccionadas pingando-se o material cromossômico 

de cada amostra em lâmina fosca lapidada (Precision) identificada, e deixando a 

lâmina em temperatura ambiente por 24 horas antes de iniciar o processo de pré-

tratamento e hibridização. 
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Para investigação de rearranjos moleculares, foram utilizadas sondas comerciais 

de sequência homóloga de DNA para loci específicos (LSI) IGH/MYC/CEP8 dual 

fusion (Abbot Molecular) e MYC break apart (Cytocell). 

 Resumidamente, as lâminas contendo a preparação cromossômica foram 

incubadas em 2XSSC a 37 C por 20 minutos e em uma solução de pepsina 0,5% a 37 

C por 10 minutos. Após este período, as lâminas foram lavadas em PBS1X por 3 

minutos em temperatura ambiente, incubadas em uma solução de Formaldeído por 10 

minutos também em temperatura ambiente, e lavadas novamente em PBS1X por 3 

minutos em temperatura ambiente. O processo de desidratação foi feito incubando-se as 

lâminas em banhos sucessivos de etanol (Merck) 70%, 85% e 100% respectivamente, 2 

minutos cada. 

 Após desidratação, as sondas gênicas foram aplicadas nas amostras, e ambas 

foram co-desnaturadas em banho seco a 75 C por 7 minutos. As lâminas foram então 

incubadas em câmara escura, na estufa de CO2 a 37 C por um período de 12-18 horas. 

 Após a incubação overnight, foi feita a lavagem em 0,4XSSC/0,1% Tween 20 a 

72 C por 2 minutos seguida de lavagem em 2XSSC/0,1% Tween 20 por 1 minuto em 

temperatura ambiente. 

 Para análise, foi usada a contra coloração com DAPI II. A análise foi feita em 

microscópio de fluorescência Olympus BX51 munido de lâmpada HBO 100W e filtros 

apropriados. A documentação foi realizada através de uma câmera CCD e software de 

análise Isis (Metasystems). 

 

4.6.3.2 FISH a partir de amostras FFPE para a validação dos achados 

citogenéticos 

a) Confecção de lâminas histológicas e do Tissue Microarray (TMA) 

Para a realização da técnica de FISH em amostras FFPE, foram confeccionadas 

lâminas histológicas de 27 pacientes e amostras de 41 pacientes foram utilizadas para 

confecção de TMA (JAWHAR 2009). 

Para confecção das lâminas histológicas, cada bloco de parafina foi submetido a 

cortes histológicos sucessivos de 3 µm, utilizando como ferramenta um micrótomo 

(Leica RM2255) e em seguida, os cortes foram aplicados sobre lâminas polarizadas 

(Inopat). As lâminas foram identificadas, secas verticalmente à temperatura ambiente, 

incubadas em estufa a 56 °C por 12 horas e posteriormente armazenadas a -20 C. 
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Para confecção do TMA, inicialmente, a partir de lâminas coradas em 

hematoxilina-eosina (HE) foi feita a identificação de áreas representativas do tumor, e 

essas áreas foram identificadas nos blocos de parafina correspondentes a cada lâmina. O 

TMA foi construído usando um tissue microarrayer (Beecher Instruments Inc) para 

seccionar o bloco receptor e as áreas de interesse dos blocos de parafina de cada 

amostra. Para cada amostra, foram retirados dois cilindros de 2 mm (cores) das áreas 

representativas do tumor e transferidos para o bloco receptor. A distância entre cada 

core foi de 2,5 mm. O bloco receptor pronto foi incubado a 37 °C por 20 minutos para 

facilitar a impregnação do tecido na parafina. Depois de pronto o bloco receptor, foram 

cortadas seções de 3 µm em um micrótomo (Leica RM2255) para confecção de lâminas, 

que foram identificadas e armazenadas a - 20°C. Durante este estudo, foi necessária a 

construção de 2 TMAs para incluir as 41 amostras selecionadas. Em cada um deles, foi 

incluída amostra histológica de fígado, para auxiliar na orientação da localização das 

amostras no bloco de TMA. Os TMAs foram construídos em colaboração com o Dr. 

Davy Rapozo, na DIPAT. 

 

b) Padronização do FISH a partir de amostras em FFPE 

 Incialmente, foram realizados experimentos para padronização do FISH em 4 

amostras de linfonodos reativos FFPE, onde foi utilizado o kit Tissue Pretreatment 

(Aquarius®), e soluções caseiras em contraparte, testando-se etapas e tempos. 

Resultados melhores foram obtidos para as amostras tratadas com o kit Tissue 

Pretreatment (Aquarius®). 

 

b.1) Desparafinização 

 As lâminas histológicas e de TMA foram desparafinizadas deixando-as em 

banho seco (Labnet International, Inc) a 56 C por 30 minutos. Posteriormente, foram 

colocadas em 3 banhos sucessivos de Xileno P.A. (Vetec), 10 minutos cada, e 

desidratadas em 2 banhos sucessivos de etanol P.A. (Merck), 5 minutos cada. Após 

desparafinização e desidratação, as lâminas foram deixadas em temperatura ambiente 

para secar.  
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b.2) Pré-tratamento e hibridização 

 A confirmação do rearranjo do MYC e a pesquisa de anormalidades secundárias 

envolvendo as regiões cromossômicas 1q e 13q foi feita em amostras de tumor FFPE, 

através da técnica de FISH interfásico.  

 As lâminas foram incubadas por 30 minutos em HCl 0,2N em temperatura 

ambiente e, por conseguinte, por 1 hora em solução na solução de pré-tratamento Tissue 

Pretreatment (Aquarius®) em banho-maria aquecido a 87 C. Para cessar a atividade da 

solução de pré-tratamento, as lâminas foram lavadas em 2 banhos de 3 minutos cada em 

água destilada. Após o processo de pré-tratamento, foi realizada uma digestão 

proteolítica com a enzima proteolítica do kit Tissue Pretreatment (Aquarius®) sobre 

toda a área da lâmina contendo material. O tempo de ação da pepsina foi testado 

incubando-se a lâmina com a solução, inicialmente por 15 minutos na estufa de CO2 a 

37 C e, ao fim deste tempo, a lâmina foi lavada em 2 banhos de água destilada por 3 

minutos cada, e desidratada em banho sucessivos de etanol 70%, 85% e 100% por 2 

minutos cada. A lâmina foi observada ao microscópio óptico (Olympus) a fim de 

observar a qualidade de digestão dos tecidos. Quando o tempo de digestão não foi 

suficiente, as lâminas foram rehidratadas por 2 minutos em 2 banhos de água destilada, 

cada e o processo de digestão proteolítica foi repetido, considerando o grau de digestão 

dos tecidos para decisão do tempo a ser acrescido na incubação com a enzima. O 

processo de lavagem e desidratação foi repetido após cada incubação com a enzima, 

bem como o processo de rehidratação. Após obter uma digestão proteolítica desejável, a 

sonda foi aplicada sobre a lâmina, que por sua vez foi protegida com lamínula 24x32 

mm, selada com a cola Fixo Gum (Marabu) e tanto a sonda quanto a amostra foram co-

desnaturados em banho seco a 75 C por 7 minutos.  

 Por fim, as lâminas foram incubadas por um período de 12-18 horas juntamente 

com a sonda de DNA, dentro de uma câmara escura, em estufa de CO2, para 

hibridização. Foram utilizadas as sondas comerciais LSI IGH/MYC/CEP(8) dual color 

dual fusion (Vysis, Abbott Molecular), LSI 1p36/1q25 (Vysis, Abbott Molecular)  e LSI 

13q34 (Vysis, Abbott Molecular). Após o período de incubação, a lamínula foi retirada e 

foi feita a lavagem da lâmina em solução de 0,4XSSC em banho-maria a 72 C por 2 

minutos seguida de incubação por 1 minuto na solução de 2XSSC/0,1% Tween 20 em 

temperatura ambiente. A lâmina foi deixada em temperatura ambiente para secar um 

pouco e foi aplicado DAPI II (Vysis, Abbott Molecular) sobre toda a área de 
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hibridização, seguida de proteção com lamínula 24x32 mm. A análise dos resultados foi 

feita em microscópio de fluorescência acoplado com câmera CCD e software Isis 

(Metasystems). Pontos de corte para cada sonda foram previamente validados, 

utilizando linfonodos de hiperplasia reativa, após contagem de mínimo de 600 núcleos. 

 

4.6.3.3 Padrão de Hibridização – Critérios para análise 

A sonda IGH/MYC/CEP8 tricolor dual fusion (Abbott Molecular) compreende 

um conjunto de três sondas marcadas diferencialmente que se ligam aos pontos de 

quebra esperados em cada lócus, que são o IGH (marcação verde) e o MYC (marcação 

vermelha), e ao centrômero do cromossomo 8 (marcação azul). 

Desta forma, a aplicação desta sonda em uma célula normal, sem o rearranjo, 

resulta no aparecimento de dois sinais de cada cor (dois sinais verdes, dois sinais 

vermelhos). Uma translocação cromossômica envolvendo os pontos de quebra 

esperados divide os dois sinais e gera um sinal de fusão em cada um dos cromossomos 

envolvidos na translocação cromossômica, de forma que o que é visualizado neste caso 

são dois sinais de fusão (co-localização das sondas) nos cromossomos envolvidos na 

translocação e um sinal de cada cor (um verde e um vermelho), nos dois cromossomos 

que não sofreram a translocação. Esta sonda ainda é composta por um terceiro 

fluorocromo (azul), uma sonda centromérica do cromossomo 8, que é usada como 

controle, que tanto em uma célula normal, como em uma anormal (com o rearranjo 

recorrente) é observada em número de dois (Fig 4.1) (MAY et al., 2010). 

A sonda 1p36/1q25 (Abbott Molecular) compreende três sondas marcadas com 

fluorocromo vermelho, que marca a região 1p36, verde, que marca a região telomérica 

do braço curto do cromossomo 1 e azul, que marca o ponto de quebra 1q25. A aplicação 

em uma célula normal resulta no aparecimento de dois sinais de cada cor, representando 

as duas cópias de cada região. (Fig. 4.2A e B). Já a sonda D13S319/13q34 (Abbott 

Molecular) compreende duas sondas marcadas com fluorocromo verde, que marca o 

ponto de quebra 13q34 e vermelho, que marca a região 13q14.3. A aplicação das sondas 

em uma célula normal resulta no aparecimento de dois sinais de cada cor, representando 

as duas cópias de cada região. A alteração no número de cópias de algum sinal de uma 

das duas sondas citadas anteriormente, então, representa uma alteração no número de 

cópias da região correspondente, numa célula alterada. (Fig. 4.2C e D). 
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Figura 4.1: Padrão de hibridização da sonda IGH/MYC/CEP8: A) Em células normais, 

o padrão obtido inclui dois sinais de cada cor (verde: IGH, vermelho: MYC, azul: 

centrômero do cromossomo 8)  referentes aos alelos e centrômeros normais; B) Em 

células alteradas, observam-se dois sinais de fusão (das sondas verde e vermelha), 

podendo gerar, ou não, um sinal amarelo, e esses sinais de fusão são referentes aos 

cromossomos derivados da fusão IGH/MYC.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.2: Padrão de hibridização das sondas 1p36/1q25 e D13S319/13q34: A) Em 

células normais, o padrão de hibridização da sonda 1p36/1q25 inclui dois sinais de cada 

cor (verde: 1p36, vermelho: região telomérica do cromossomo 1, azul: 1p25), 

correspondente ao número de alelos normal; B) Em células com a duplicação da região 

1q25, espera-se encontrar 3 sinais azuis, referentes a 3 cópias dessa região; C) Em 

células normais, o padrão de hibridização da sonda D13S319/13q34 inclui dois sinais de 

cada cor (verde: 13q34 e vermelho: 13q14.3); D) Em células com duplicação da região 

13q34 espera-se encontrar 3 sinais verdes, referentes a 3 cópias dessa região. 

A B 

C D 

A B 
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4.6.4 Estudo das alterações cromossômicas secundárias por Bandeamento 

cromossômico multicolorido (MCB) 

 

Para refinar e caracterizar 4 amostras de MO que através do cariótipo por 

bandeamento G apresentaram alterações cromossômicas secundárias, os cariótipos, a 

técnica de MCB foi aplicada com a utilização de sondas caseiras, confeccionadas no 

Laboratório de Citogenética Molecular coordenado pelo Dr. Thomas Liehr 

(Universitatsklinikum Jena, Alemanha). Estas sondas são geradas pelo processo de 

microdissecção de regiões específicas dos cromossomos. Cada uma das sondas é 

baseada em um número de fragmentos cromossômicos que varia de 15 a 20, que são 

retirados de cada cromossomo, de forma imprecisa intencionalmente, para que ao serem 

sobrepostas se tenha a certeza de que cada um dos cromossomos será coberto. Com 

isso, são geradas 169 sondas de regiões específicas que cobrem todo o genoma humano 

(LIEHR & CLAUSSEN 2002; LIEHR et al. 2002; WEISE et al. 2008). Quando 

sobrepostas, essas sondas criam um padrão de pseudo-cores para cada um dos 24 

cromossomos humanos. A técnica de MCB é baseada na mudança da taxa de 

intensidade de fluorescência ao longo dos cromossomos. 

O processo de hibridização, a pós-lavagem e a detecção do sinal foram feitos de 

acordo com os experimentos realizados para a técnica de FISH. As sondas caseiras 

utilizadas para caracterização refinada dessas amostras incluiram sondas de pintura 

cromossômica total (WCP) e parcial (PCP), a saber, WCP 1, WCP 2, WCP3, WCP7, 

WCP 8, WCP9, WCP11, WCP13, WCP14, PCP8p e PCP8q, mix de sondas Submix1 

(PCP1p, PCP1q, RP11-130 B18 - 1q12, RP11-35 B4 – 1q21.1), sondas de bandeamento 

cromossômico multicolorido (MCB), dentre as quais MCB1, MCB2, MCB7, MCB8, 

MCB11 e MCB13, além de sondas de cromossomo artificial de bactéria (BAC), que 

seguem: RP11-301 M17, RP11-57 I17, RP11-100 024, RP11-95 C14, RP11-90 N9, 

RP11-313 n23, RP11-380 G21, RP11-538 C21, RP11-520 F9, RP11-98 F3, RP11-448 

A3, RP11-356 E17 e RP11-567 M21. 

Os resultados da hibridização foram documentados em um microscópio de 

fluorescência da Zeiss Axioplan equipado com o sistema de análise Ikaros e Isis de 

imagem digital para FISH (MetaSystems), utilizando uma câmera XC77 CCD 
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4.6.5 Métodos de extração de ácidos nucleicos  

 

  Condições livres de DNAse ou RNAse foram mantidas no local de extração, 

assim como nos instrumentos utilizados. Na extração do RNA, tanto as pipetas como as 

ponteiras foram separadas unicamente para estes procedimentos. As soluções de 

trabalho também foram preparadas e mantidas em condições livres de RNAse. 

 

4.6.5.1 Extração de DNA a partir de amostras FFPE 

a) Desparafinização  

Três seções com 10 micras de cada bloco foram cortadas em micrótomo, e foram 

posteriormente acondicionados em tubos de 1,5 mL identificados com o número de cada 

paciente. Para a desparafinização, 500 uL de óleo mineral foram adicionados aos tubos 

contendo os cortes, seguindo-se de incubação a 80 ºC por 1 minuto no termobloco e 

vortexagem por 15 segundos. 

 

b) Extração de DNA total a partir de amostras FFPE 

A extração de DNA foi realizada utilizando o método de purificação de QIAamp 

DNA FFPE tissue kit (QIAgen), como sugerido pelo fabricante. Resumidamente, a 

partir das amostras desparafinizadas, 180 uL de tampão ATL foi adicionado aos tubos, 

que foram em seguida centrifugados por 15 segundos a 1.000 g, de modo que duas fases 

foram formadas, uma fase aquosa (inferior) e outra oleosa (superior). À fase aquosa, 

foram adicionados 20 uL de proteinase K (PK) (Invitrogen) diretamente, 

homogeneizando-se por pipetagem. Em seguida, os tubos foram incubados a 56 ºC no 

banho maria, overnight. No dia seguinte, os tubos foram incubados a 90 ºC por 1 hora 

no termobloco, seguindo-se esta etapa por um spin. Então, 200 uL de tampão AL foram 

adicionados aos tubos e foram misturados por 15 segundos no vórtex. Ao final deste 

processo, foram adicionados 200 uL de etanol absoluto (Merck) seguido de nova 

vortexagem (15 segundos) e centrifugação por 15 segundos a 8.000 rpm. Novamente 

duas fases foram formadas, uma aquosa na parte inferior e outra oleosa na parte superior 

do tubo. A fase aquosa (inferior) foi transferida para as colunas nos tubos coletores, com 

cuidado para não carrear sedimentos. O material foi então centrifugado por 1 minuto a 

8.000 rpm, e os tubos coletores descartados, transferindo-se as colunas para novos tubos 

coletores. Nas colunas, foram adicionados 500 uL de tampão AW1 seguido de 
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centrifugação por 1 minuto a 8.000 rpm. Os tubos coletores foram mais uma vez 

descartados e as colunas transferidas para outros tubos. Logo em seguida, 500 uL de 

tampão AW2 foram pipetados nas colunas, e o processo de centrifugação a 8.000 rpm se 

repetiu por mais 1 minuto. Repetidamente, os tubos coletores foram descartados e as 

colunas transferidas para novos tubos, que foram centrifugados por 3 minutos a 14.000 

rpm para secar a membrana. Por fim, os tubos coletores foram descartados, e as colunas 

transferidas para um eppendorf de 1,5 mL, seguindo-se a adição de 50 uL de tampão 

ATE, no centro da membrana, e incubação por 5 minutos seguido de centrifugação por 

1 minutos a 14.000 rpm. Os eppendorfs com DNA foram armazenados a -20 ºC.  

 

 c) Extração de DNA total a partir de amostras FFPE com pré-tratamento de 

Tiocianato de Sódio 

 Tratando-se de amostras FFPE, a fim de se obter um DNA mais puro para as 

análises deste estudo, foi feita uma modificação no protocolo de extração de DNA total 

para amostras cuja extração inicial rendeu pouca quantidade e qualidade de DNA 

(KRIJGSMAN et al. 2012). Esta modificação foi testada com a desparafinização de 

amostras utilizando-se óleo mineral, segundo descrição no tópico 4.6.5.1a e com 

desparafinização utilizando xilol, onde 1 mL de Xileno foi adicionado aos tubos 

contendo os cortes, esses tubos vortexados e incubados por 3 minutos a 50 
o
C. Após 

centrifugação e retirada do sobrenadante, foi feita a recuperação com 1 mL de Etanol 

absoluto (Merck) por duas vezes e secagem do sedimento por 10 a 15 minutos em 

temperatura ambiente. Posterior à desparafinização, seguiu-se o tratamento com 1 mL 

de NaSCN em cada tubo, que foram vortexados após inclusão da solução e incubados 

overnight em 38 
o
C. A digestão proteolítica dos tumores foi feita após duas lavagens das 

amostras com PBS, adição de 60 uL de tampão ATL e 25 uL de PK (Invitrogen). Esta 

digestão foi feita com incubação overnight a 55 
o
C em banho maria. Após a etapa de 

pré-tratamento com NaSCN e digestão proteolítica, a extração de DNA foi realizada 

utilizando o método de purificação de QIAamp DNA FFPE tissue kit (QIAgen), como 

sugerido pelo fabricante e descrito em 4.6.5.1b. Foram utilizadas duas amostras 

pareadas de tumor FFPE para avaliação do melhor método de desparafinização e o 

método utilizando óleo mineral em lugar do xilol rendeu maior quantidade e qualidade 

de amostras. 
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4.6.5.2 Extração de RNA a partir de amostras FFPE 

a) Desparafinização  

 O material incluído nos blocos de parafina foi secionado com um micrótomo 

Leica Biosystems, obtendo-se em media 5 seções de 3µm de espessura. Os cortes foram 

submetidos ao processo de desparafinização com 3 incubações em xilol, seguida por 3 

incubações em etanol 100% (Merck).  

 

b) Extração de RNA total a partir de amostras FFPE 

 A extração de RNA foi realizada utilizando o método de purificação de RNA 

Master Pure
TM 

(Epicentre®, Madison, WI) como sugerido pelo fabricante com 

modificações na etapa de digestão (CHEN & LOSSOS 2007; VERA-LOZADA et al. 

2014). Resumidamente, após a desparafinização foram adicionados ao sedimento 480 

L de solução de lise celular e tecidual com 60 µL de PK (Invitrogen) a 60 mg/mL e 

incubado a 65 °C durante 16-20 horas. A precipitação de proteínas foi realizada com os 

reagentes do kit e a precipitação do RNA com isopropanol 100% (Merck). Um 

tratamento com DNAse I foi aplicado. Novamente uma etapa de lise celular, 

precipitação de proteínas e do RNA foi realizada, finalizando com duas etapas de 

lavagens com etanol (Merck) 75% diluído em água-DEPC. O RNA foi ressuspendido 

em 12 L de água-DEPC e armazenado a -70°C, como descrito previamente  (VERA-

LOZADA et al. 2014) 

 

4.6.5.3 Avaliação da quantidade dos ácidos nucleicos extraídos  

 

 As amostras foram quantificadas em um fluorômetro Qubit
 

1.0 (Invitrogen, 

Carlsbad, Califórnia, USA). As amostras de RNA extraídas foram quantificadas e sua 

pureza avaliada em um espectrofotômetro Nanodrop
 

(Wilmington, Delaware USA) nos 

comprimentos de onda (λ) de 260, 280 e 230 que quantificam ácidos nucleicos, 

proteínas e contaminação com álcool, fenol e EDTA, respectivamente. A quantificação 

dos ácidos nucleicos foi realizada considerando as densidades ópticas (DO), em que 

uma unidade de DO corresponde a aproximadamente 50 µg/mL de DNA de dupla fita e 

a 40 µg/mL de RNA a 260 nm (SAMBROOK et al., 1989). Características ótimas de 

pureza para uma amostra foram λ260/280 entre 1,8-2,0; e λ260/230 entre 2,0-2,2.  
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 A integridade das amostras foi avaliada pela conservação relativa das frações do 

RNA ribossômico (28S, 18S e 5S) através de eletroforese em gel de agarose 1,2% 

preparado com tampão fosfato (Na2HPO4 0,01M) em condições livres de RNases. O gel 

foi corado com corante Gelred
TM 

(Biotium, Inc; Hayward, CA) e a avaliação das 

amostras foi realizada sob luz ultravioleta.  

 

4.6.6 Métodos de PCR 

 

  4.6.6.1 Considerações Gerais 

 Todas as reações foram desenhadas para um volume final de 30-50 uL, de 

acordo com os alvos de interesse, conforme especificado ao longo desta seção. 

 As reações de PCR foram realizadas em um termociclador Veriti
TM

 96 Well 

Thermo Cycler (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific) e incluíram em todos os 

casos controles positivos, negativos e controles de reação (sem DNA).  

Para evitar amplificações adulteradas de DNA e contaminação cruzada entre 

amostras, a manipulação das amostras e as reações de PCR foram realizadas em 

ambientes separados: i) extração e manipulação dos ácidos nucleicos; ii) misturas dos 

reagentes para as reações e; iii) incorporação dos ácidos nucleicos à PCR. 

a) PCR para genes constitutivos 

Com o objetivo de determinar a amplificabilidade do DNA e testar a presença de 

inibidores de PCR que pudessem levar ao aparecimento de falsos negativos, realizaram-

se reações utilizando iniciadores específicos para o gene constitutivo -globina (F: TTC 

TGACACAACTGTGTTCACTAGC e R: TATTGGTCTCCTTAAACCTGTCTTG). As 

reações de PCR foram realizadas em volumes finais de 30 µL, contendo 1X de tampão 

de PCR [60 mM Tris-SO4 (pH 8,9) e 18 mM (NH4)2SO4], 1,5 mM de MgCl2, 0,2 mM 

de desorribonucleotídeos trifosfatados (dNTPs), 10 pmol/μL de iniciadores, 1U de Taq 

polymerase Platinum e 100-500 ng de DNA. 

As reações foram incubadas em termociclador Veriti
TM

 96 Well Thermal Cycler 

(Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific) a 94 °C por 5 minutos, seguidos de 40 

ciclos a 94 °C por 1 minuto, 60 °C por 1 minuto e 72 °C por 1 minuto com uma 

extensão final a 72 °C por 10 minutos. 

Os resultados foram avaliados em géis de agarose 2% preparados com tampão 

TAE 1X e corados em solução de Gel Red. Foram usados marcadores de peso molecular 
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de 100 pares de base (pb) (Invitrogen). A eletroforese foi realizada a 110 volts, em cubas 

de eletroforese tipo horizontal com fonte de corrente contínua Life Tech Model 250 

(Gibco). Os resultados das corridas eletroforéticas foram visualizados com a ajuda de 

um transiluminador UV de onda curta. 

 

b) PCR alvo específicos 

As reações de PCR foram realizadas num volume final de 50 µL, combinando os 

diferentes iniciadores (Tabela 4.1) para os genes ID3, TCF3 e CCND3, de modo a cobrir 

toda as regiões de interesse, resultando em 8 diferentes produtos de amplificação. As 

reações foram montadas utilizando 1X de tampão de PCR, 1,85 - 2 mM de MgSO4, 0,2 

mM de dNTPs, 10 pmol/μL de iniciadores (Tabela 4.1), 1U de High Fidelity Platinum
TM

 

Taq Polymerase (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) e 100-500 ng de DNA. As 

reações foram incubadas a 94 °C por 2 minutos, seguidos de 40 ciclos a 94 °C por 30 

segundos, 57°C 30s - 1 min e 68°C por 1 minuto com uma extensão final a 68°C por 5 

minutos. 

 

Tabela 4.1: Iniciadores utilizados nas reações de PCR para amplificação de regiões 

de interesse dos genes ID3, TCF3 e CCND3. 

 
Fragmento 
Gênico 

Sequência (5´- 3´) Tamanho 
esperado 

Ref. 

ID3.1 5´ CGAGAGGCACTCAGCTTAGC 3´ 
5´ CTGCCAACTCCAGGACTTGCC  3´ 

358 pb 
 

Gebauer et al, 2013 

ID3.2 5’ TCCAGGCAGGCTCTATAAGTG 3’ 
5’ CTGCAGGTCGAGAATGTAGTC 3’ 

~350 bp Richter et al.; Gebauer et al, 2013 

ID3.3 5’ GTTGCAGGTCACTGTAGCGG 3’ 
5’ AAGAGTTACGCGAGGCAATC 3’ 

450 bp Havelange et al,  2016 

TCF3.1 5’ AATGTAAGCCATGTACCTGCAC 3’ 
5’ CGGAAGGCCTCGTTAATATCC 3’ 

297 bp Rohde et al, 2017 

TCF3.2 5’ GCACAAACACAAGTAGCTGGATACC 3’ 
5’ CGGAAGGCCTCGTTAATATCC 3’ 

214 bp Rohde et al, 2017 

TCF3.3 5’ GGGATATTAACGAGGCCTTCC 3’ 
5’ CACAAAGACAGACATGGACAGAGTC 3’ 

251 bp Rohde et al, 2017 

TCF3.4 5’ GCACAAACACAAGTAGCTGGATACC 3’ 
5’ CACAAAGACAGACATGGACAGAGTC 3’ 

443 bp Rohde et al, 2017 

CCND3 5’CCATGTGTTGGGAGCTGTC 3’ 
5’CTGGAGGCAGGGAGGTG 3’ 

328 bp Rohde et al, 2017 

 

 

4.6.7 Caracterização de mutações por sequenciamento de Sanger 

 

Foram estudados 8 alvos moleculares com o objetivo de pesquisar mutações nos 

genes ID3, TCF3 e CCND3. Inicialmente, foram feitas reações de PCR para estes alvos, 

conforme descrito na seção anterior, seguidas de purificação dos produtos de PCR e 

posterior sequenciamento bidirecional de Sanger.  
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 4.6.7.1 Purificação dos Produtos de PCR 

 Os produtos de PCR resultantes da amplificação dos oito alvos moleculares de 

interesse foram purificados utilizando-se o kit PureLink® (Invitrogen by Life 

Technologies). Resumidamente, considerando-se o volume final de produto disponível, 

foram adicionados 4 volumes de tampão de ligação B2 com isopropanol para cada 

unidade de volume do produto, homogeneizando-se bem. A amostra, junto com o 

tampão, foi transferida para a coluna disposta no tubo de lavagem, que foi centrifugada 

por 1 minuto na rotação de 10.000 g. Após descarte do fluido filtrado no tubo de 

lavagem e reinserção da coluna no mesmo, foram adicionados 650 µL de tampão de 

lavagem W1 com etanol e a coluna foi novamente centrifugada por 1 minuto a 10.000 g. 

O fluido filtrado foi descartado e a coluna reinserida no tubo de lavagem, para 

centrifugação na rotação máxima por 3 minutos. Por fim, na coluna sobre um tubo de 

eluição 1,7mL estéril, foram adicionados 50 µL de tampão de eluição E1. A coluna foi 

incubada por 3 minutos sob agitação e posteriormente centrifugada por 1 minuto na 

máxima rotação. Após eluído, o produto de PCR purificado foi acondicionado a 4 °C 

para uso posterior. 

As eluições finais contendo o DNA purificado foram avaliadas qualitativa e 

quantitativamente por eletroforese em géis de agarose a 2%. Como padrão de 

quantificação, foi utilizado o marcador de massa molecular de 100 pb (Invitrogen), 

procedendo-se à quantificação por comparação de intensidade das bandas. Após isto, 

estas amostras foram congeladas a -20ºC à espera de procedimentos posteriores. 

 

4.6.7.2 Reação de sequenciamento 

 A reação de sequenciamento foi realizada em placa de 96 poços, num volume 

final de 10µL por reação, contendo 5X de tampão de PCR, reagente Bigdye terminator 

cycle v3.1 (Applied Biosystems), 3,2 pmol/µL de um dos iniciadores e o produto de 

PCR purificado. Para cada produto foi realizada pelo menos uma reação com 

iniciadores sense e outra com antisense. As reações foram incubadas num termociclador 

Veriti 96 Well Thermal Cycler por 40 ciclos de 94 °C por 10 segundos, 50 °C por 5 

segundos e 60 °C por 4 minutos. Após o término da reação, seguiu-se a etapa de 

precipitação.  
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4.6.7.3 Precipitação com Etanol-EDTA 

Ao término da reação de sequenciamento, foi dado um rápido spin na placa, e 

sua vedação foi removida. Assim, 2,5 µL de EDTA 125 mM, pH 8,0 foram adicionados 

à parede de cada poço da placa, posteriormente vedada, vortexada cuidadosamente, 

seguido de um rápido spin. Logo, 30 µL de etanol 100% (Merck) também foram 

adicionados a cada poço, e, vedada, a placa foi vortexada cuidadosamente por no 

máximo 10 segundos, seguido por  incubação a temperatura ambiente por 15 minutos. 

Terminando a incubação, a placa foi centrifugada a 3.700 rpm por 45 minutos a 

4°C. Após centrifugação, a vedação da placa foi retirada e o sobrenadante foi eliminado. 

Depois disso, foi adicionado 50 µL de etanol 70% fresco, a placa foi vedada, vortexada 

cuidadosamente por no máximo 10 segundos e centrifugada a 4 °C por 15 minutos na 

rotação de 3.700 rpm. O sobrenadante foi novamente eliminado por inversão. Para secar 

a placa, a mesma foi colocada em um termociclador por 10 minutos a 60 °C com a 

tampa do aparelho aberta. Após seca, vedada, protegida da luz por papel alumínio, e 

identificada devidamente, a placa foi armazenada no freezer a -20 °C. O 

sequenciamento direto foi realizado em um instrumento ABI 3130xl (Applied 

Biosystems).  

 

4.6.7.4 Análise das sequências  

As sequências foram primariamente avaliadas, editadas e alinhadas com o 

programa BioEdit (HALL, 1999). A análise mutacional foi realizada com o programa 

Mutation Surveyor v.3.00 (SofGenetics®, LLC, Pennsylvania, USA) e confirmadas por 

inspeção visual dos esferogramas no programa Bioedit.  As sequências de referência 

foram obtidas a partir do banco de dados do NCBI (GRCh38.p12), a saber: gene ID3, 

NM_002167.4, proteína NP_002158.3; gene TCF3, NM_001136139.4 proteína 

NP_001129611.1; gene CCND3, NM_001760.4, proteína NP_001751.1.  

As mutações foram descritas de acordo com as recomendações do HGVS (Human 

Genome Variation Society; http://varnomen.hgvs.org/). Uma vez que a mutação foi 

descrita, estas foram caracterizadas quanto a seu potencial funcional e publicação prévia 

nos seguintes bancos de dados: Varsome v19.01 (https://varsome.com/), COSMIC v.87 

(https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic), Exome Aggregation Consortium (ExAC) 

(http://exac.broadinstitute.org/), dbSNP (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/) e Human 

Splicing Finder (http://www.umd.be/HSF3/index.html).    
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4.6.8 Estudos de Expressão Gênica e de miRNAs 

 

 4.6.8.1 Retrotranscrição e quantificação da expressão gênica por ensaios 

simples 

Para os ensaios de expressão gênica simples, a reação de retrotranscrição foi 

realizada utilizando o kit High-Capacity cDNA Archive (Applied Biosystems, Life 

Technologies, Carlsbad, CA) seguindo as indicações do fabricante. O DNA 

complementar (cDNA) foi sintetizado a partir de 0,5 µg de RNA total em um volume 

final de 20 µL. A reação foi incubada a 25 °C por 10 minutos, seguidos de 120 minutos 

a 37 °C e 5 minutos a 85 °C em um termociclador Veriti® (Applied Biosystems) e 

armazenado a -80°C. 

Uma etapa de pré-amplificação (pré-Amp) foi realizada para estas amostras, 

utilizando o reagente SYBR Green (Applied Biosystems, Life Technologies), em 

reações com um volume final de 10 µL de acordo com as recomendações do fabricante. 

O perfil térmico consistiu de 10 minutos a 95 °C, seguido de 14 ciclos a 95 °C por 15 

segundos e 60 °C por 2 minutos em um termociclador Veriti® (Applied Biosystems, 

Life Technologies). O produto foi diluído na proporção de 1:20 em água livre de 

nucleases e armazenado a -80 °C. Para o reagente TaqMan® PreAmp Master Mix 

(Applied Biosystems, Life Technologies), a pré-Amp foi realizada em reações com um 

volume final de 10 µL de acordo com as recomendações do fabricante. O perfil térmico 

consistiu de 10 minutos a 95 °C, seguido de 14 ciclos a 95 °C por 15 segundos e 60 °C 

por 4 minutos em um termociclador Veriti® (Applied Biosystems, Life Technologies). 

O produto foi diluído na proporção de 1:20 em água livre de nucleases e armazenado a  

-80 °C. 

As reações de quantificação por PCR em tempo real após transcrição reversa 

(RT-qPCR) foram realizadas utilizando a metodologia SYBR Green (Applied 

Biosystems, Life Technologies) e TaqMan® (Applied Biosystems, Life Technologies). 

Na metodologia SYBR Green, cada reação apresentava um volume final de 15 µL e 

estava composta por 1X GoTaq qPCR MM 2X, 60 nM do iniciador forward, 60 nM do 

iniciador reverso, 0,5X do "enhancer" e 3µL de cDNA pré-amplificado. O perfil térmico 

utilizado foi 50 °C por 2 minutos, 95 °C por 10 minutos, seguido de 50 ciclos de 15 

segundos a 95 °C e 60 °C por 1 minuto. Na metodologia TaqMan, cada reação 

apresentava um volume final de 15 µL e estava composta por 1X TaqMan® PCR 
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Master Mix Universal (Applied Biosystems, Life Technologies), 1X do ensaio 

TaqMan® de expressão gênica específica (Applied Biosystems, Life Technologies) e 

3µL de cDNA pré-amplificado. O perfil térmico utilizado foi 50 °C por 2 minutos, 95 

°C por 10 minutos, seguido de 50 ciclos de 15 segundos a 95 °C e 60 °C por 1 minuto. 

As reações foram realizadas em um aparelho ViiA™ 7 (Applied Biosystems, Life 

Technologies) (Tabelas 4.2, 4.3 e 4.4). 

Controles de qualidade foram incluídos nas placas das reações e na quantificação 

por RT-qPCR, a saber: i) dois controles da reação com ausência de cDNA (NTC) para 

cada gene avaliado foram colocados em cada placa, o qual não devia mostrar 

amplificação; ii) todas as reações de qPCR foram realizadas em duplicata, aceitando 

como valor máximo diferencial de desvio padrão (DP) < +0,15 ciclos; iii) os genes de 

interesse (GDI) e genes de referência (GDR) foram colocados na mesma corrida; iv) 

valores fixos tanto para a linha de base como para o limiar de determinação foram 

estabelecidos no aparelho para todas as corridas (3-15 ciclos e limiar de 0,11; 

respectivamente).  

Cinco linhagens celulares foram utilizadas para fins de comparação da expressão 

gênica e de miRNAs, Namalwa, Raji, Ramos, Farage e Pfeiffer.  

 O método de avaliação da expressão gênica a partir de RNA extraído de material 

FFPE seguiu os parâmetros descritos em Vera-Lozada et al. (2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

37 

 

Tabela 4.2: Ensaios utilizados para PCR em tempo real quantitativo pela 

metodologia TaqMan.  

Símbolo do 
Gene 

Nome do Gene* ID do ensaio 
Tamanho do 

amplicon 
(pb) 

Perfil 

CD10 
membrane metallo-
endopeptidase 

Hs00153519_m1 115 Endopeptidase 

BCL2 apoptosis regulator  Hs00608023_m1 81 Anti-apoptócio 

ACTB actin beta Hs_01060665_g1 194 GDR 

B2M beta-2 microglobulin Hs_00984230_m1 81 GDR 

* De acordo com HUGO (White et al, 2012). GDR, Gene de Referência. 

 

 

Tabela 4.3: Ensaios utilizados para PCR em tempo real quantitativo pela 

metodologia SYBRgreen.  

Símbolo do 
Gene 

Nome do Gene* 
Sequência do ensaio 
5'>3' 

Tamanho do 
amplicon 

(pb) 
Perfil 

MYC  
v-myc avian 
myelocytomatosis viral 
oncogene homolog 

AGCGACTCTGAGGAGGAAC/ 
TGTGAGGAGGTTTGCTGTG 

130 
Fator de 
transcrição 

ACTB actin beta  TCCCTGGAGAAGAGCTACGA/ 
AGCACTGTGTTGGCGTACAG 

194 GDR 

GUSB glucuronidase, beta CCTGTGACCTTTGTGAGCAA/ 
AACAGATCACATCCACATACGG 

70 GDR 

* De acordo com HUGO (White et al, 2012). GDR, Gene de Referência. 

 

 

Tabela 4.4: Ensaios utilizados para PCR em tempo real quantitativo para miRNAs. 
Símbolo do 
miRNA 

Nome do Mirna ID do ensaio 

hsa-miR-155 “Micro RNA 155” 002623 

hsa-miR-Let7a “Micro RNA Let-7a” 000377 

hsa-miR-Let7b “Micro RNA Let-7b” 002619 

hsa-miR-Let7e “Micro RNA Let-7e” 002406 

hsa-miR-21 “Micro RNA 21” 
000397 

hsa-miR-150 “Micro RNA 150” 000473 

hsa-miR-9* “Micro RNA 9” 002231 

RNU48 “Small nucleolar RNA, C/D Box 
48” 

001006 

RNU48 foi usado como Gene de Referência. 

 

Para cada reação foi obtido o valor de Cq, em que os resultados para cada GDI 

foram expressos em valores relativos de quantificação (2
-ΔΔCq

). Nesta parte do estudo, o 
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valor de CqGDR foi obtido a partir da média de quantificação dos genes ACTB e B2M 

para os ensaios TaqMan e a média de quantificação dos genes ACT e GUSB para os 

ensaios SYBRgreen, como recomendado. 

 

4.6.9 Detecção e tipificação do EBV 

  

4.6.9.1 Método de hibridização in situ para EBERs (EBER-ISH)  

 A detecção do EBV nas amostras de tumor FFPE foi realizada pela técnica de 

ISH utilizando sondas biotiniladas para os RNAs virais não traduzidos EBER1 e EBER2 

(HASSAN et al. 2006) conforme descrito a seguir: Os cortes foram desparafinizados 

por incubação com xilol (Merck) em estufa a 60 °C por 30 minutos, seguido por 2 

banhos em xilol de 10 minutos, cada um. Posteriormente, os cortes foram hidratados 

através de banhos sucessivos em etanol (Merck) de concentração descendente (etanol 

100%, etanol 95%, etanol 70%) e água destilada, por 5 minutos em cada banho. Foi 

então realizada digestão com PK (20µg/ml) a 65 ºC por 30 minutos e os cortes foram 

desidratados através de banhos sucessivos em etanol 70%, etanol 95% e etanol 100% e 

deixados secar a temperatura ambiente.  

A etapa de hibridização foi realizada mediante incubação dos cortes com 10 µl 

da sonda para EBERs (Novocastra) e incubação em estufa a 37 ºC por 2 horas. Após a 

hibridização, as lâminas foram lavadas em TBS e acondicionadas em câmara úmida. O 

bloqueio de hibridização inespecífica foi realizado por incubação com 100 µl de solução 

bloqueante (TBS 0,1%; Triton X-100; BSA 3%) por 10 minutos a temperatura 

ambiente. Foi adicionado o anticorpo anti-FITC conjugado com fosfatase alcalina 

(diluição 1:200) e incubado por 20 minutos. As lâminas foram lavadas duas vezes em 

PBS, por 3 minutos, seguido de incubação em solução de fosfatase alcalina (pH 9,0) por 

5 minutos. Para a detecção da marcação com os anticorpos, aplicou-se 100 µl de 

solução de detecção preparada no momento [1 ml de solução de fosfatase alcalina, 8 µl 

de solução do substrato de fosfatase alcalina (BCIP/NBT) e 1 µl de Levamisole] e a 

incubação procedeu por 16 horas à temperatura ambiente. A contracoloração foi 

realizada com solução de hematoxilina de Harris por 30 segundos. Após desidratação, 

realizou-se a montagem utilizando meio Glicergel (Dako). Para cada reação utilizou-se, 

como controle uma lâmina contendo corte de carcinoma de nasofaringe sabidamente 
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positivo para a expressão de EBERs. A reação foi considerada positiva quando se 

observou a marcação nuclear acastanhada. 

 

4.6.9.2 Tipificação do EBV por PCR  

A tipificação do EBV foi realizada utilizando DNA extraído do tumor FFPE 

através do método de PCR e PCR nested com iniciadores específicos para o gene 

EBNA3C, possibilitando a identificação dos tipos EBV-1 e EBV-2 (KHANIM et al., 

1996; PALSER et al. 2015; CORREIA et al. 2017; CHOI et al. 2018).  

As reações de PCR foram realizadas num volume final de 50 µL, utilizando 

iniciadores específicos (F: AGAAGGGGAGCGTGTGTTGT; R: 

GGCTCGTTTTTGACGTCGGC). As reações foram montadas utilizando 1X de tampão 

de PCR, 1,8 mM de MgCl2 0,2 mM de dNTPs, 10 pmol/μL de iniciadores (Tabela), 1U 

de Platinum
TM

 Taq Polymerase e 100-500 ng de DNA. As reações foram incubadas a 94 

°C por 5 minutos, seguidos de 35 ciclos a 94 °C por 45 segundos, 57 °C por 1 minuto e 

72°C por 1 minuto com uma extensão final a 72 °C por 5 minutos. Os resultados foram 

avaliados em géis de agarose 2% preparados com tampão TAE 1X e corados em solução 

de Gel Red. A discriminação dos tipos virais foi realizada por inspeção de tamanho do 

produto de PCR, sendo esperado um fragmento de 153 pb para EBV1 e um fragmento 

de 246 pb para EBV2. 

 

4.7 Informação mínima necessária para publicação de experimentos em PCR 

quantitativa (MIQE) 

 

Como recomendado por Bustin et al. (2009), a lista das informações mínimas 

para publicação de experimentos em qPCR (MIQE) referente as 4 etapas, a saber: 

qualidade das amostras, condições da reação de retrotranscrição, detalhe sobre os 

ensaios de PCR e métodos estatísticos utilizados na avaliação dos dados, encontra-se no 

Anexo II.  

 

4.8 Análise Estatística 

 

O estudo de associação foi realizado por métodos não paramétricos de 

comparação de frequências (X
2
 ou Teste exato de Fisher, de acordo com as frequências 
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observadas). A comparação de medianas ou médias foi realizada utilizando os métodos 

de Mann-Whitney ou T de Student, respectivamente. O impacto das alterações 

citogenéticas na evolução clínica foi avaliado por método de tempo-para-evento, 

segundo Kaplan-Meier, considerando sobrevida global (tempo entre o diagnóstico e o 

óbito ou a data do último follow-up) e sobrevida livre de evento (tempo entre o 

diagnóstico e o evento ou a data do óbito ou último follow-up), considerando como 

evento, óbito ou recaída. Os dados para imputar evento foram obtidos dos prontuários 

médicos dos pacientes. A comparação da distribuição de sobrevidas foi realizada com o 

teste de log-rank. As análises foram realizadas com o programa SPSS v. 20. Diferenças 

com p <0,05 foram consideradas significantes.  
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5. RESULTADOS 

 

5.1 Apresentação Clinica 

 

A tabela 5.1 apresenta as características clínicas e demográficas, de cada um dos 

pacientes deste estudo, que incluiu 76 pacientes com tumor FFPE (P1-P97) inicialmente 

selecionadas e com material suficiente disponível na DIPAT e 7 pacientes com aspirado 

de medula óssea (P22, P98-P103). Todas as amostras de tumor e aspirado tiveram o 

diagnóstico de L/LB definido segundo critérios morfológicos e imunofenotípicos, de 

acordo com a classificação WHO (SWERDLOW et al., 2008).  

Os dados resumidos das crianças e adultos incluídos neste estudo são apresentados 

na Tabela 5.2. Entretanto, como o objetivo do presente estudo foi analisar as 

características clínico-biológicas da população pediátrica em estudo, tendo sido os 

adultos incluídos apenas para efeitos de comparação da frequência de mutações, as 

próximas descrições estarão restritas ao grupo das crianças com tumor FFPE com dados 

clínicos disponíveis para as análises estatísticas.  
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Tabela 5.1: Características demográficas, clinicas e laboratoriais dos pacientes estudados 

Paciente Sexo/Id Topografia Material WBC Plaq Hemog LDH EC MO SNC Protocolo Desfecho 
Tempo para desfecho 

(meses) 

P1 M/3 Linfonodos (CFP) FFPE 8770 364 12,4 2152 III N N LNH-CR98 RCC-V 61 

P2 M/5 Abdômen FFPE 8590 491 9,4 563 II N N BFM-95 RCC-V 152 

P4 M/5 Trato gastrointestinal FFPE 7820 291 12,5 447 III N N ND RCC-V 126 

P5 M/4 Linfonodos intra-abdominais FFPE 11790 428 11,8 1431 III N N LNH INCA RCC-V 66 

P6 M/8 CFP (Gengiva) FFPE 12600 566 12,2 443 III N N LNH 2000 RCC-V 121 

P9 M/11 Abdômen (íleo) FFPE 7020 315 13,3 385 IV + N LNH RCC-V 118 

P10 F/13 Abdômen (ovário) FFPE 4000 142 8,3 586 III ND N LMB 89 RCC-V 90 

P11 M/3 Abdômen (íleo) FFPE 11000 198 13,5 723 II N N ND RCC-V 65 

P13 M/11 Abdômen (íleo) FFPE ND ND ND ND II N N LNH 2000 RCC-V 66 

P14 M/11 Linfonodos intra-abdominais FFPE 6360 603 10,6 1120 II N N LNH-CR98 RCC-V 96 

P16 F/10 Linfonodos (CFP) FFPE 10800 383 10,4 575 III N N LNH-CR98 RCC-V 76 

P17 F/4 Abdômen FFPE ND ND ND ND ND ND N ND ND ND 

P18 M/14 Linfonodos intra-abdominais FFPE 10300 447 11 773 III N N LMB 89 RCC-V 38 

P19 M/9 Abdômen (íleo) FFPE 6350 419 10,2 396 II N N LNH-CR98 RCC-V 75 

P20 M/6 CFP (orofaringe) FFPE ND ND ND ND II N N LMB 89 RCC-V 5 

P21 M/10 Abdômen (cólon) FFPE 14600 278 10,8 303 ND N N BFM-95 P-ND ND 

P22 M/8 MO FFPE/aspirado 6100 ND ND 2378 IV + N BFM 95 Rec-O 5 

P23 F/4 Intestino delgado FFPE 4100 267 10,7 IND III N N LMB 89 RCC-V 85 

P24 M/18 Trato gastrointestinal FFPE 9660 463 13,8 2417 ND N N LNH CR RCC-V 64 

P26 F/17 Linfonodos pélvicos FFPE ND ND ND ND ND ND N ND ND ND 

P27 M/8 Linfonodos intra-abdominais FFPE 5880 282 12,2 2029 ND N N LNH-CR98 RCC-V 68 

P28 M/5 Abdômen retroperitônio FFPE 5950 324 6,5 1110 ND N N LHN-CR98 RCC-O 7 

P29 M/21 Linfonodos (pélvicos) FFPE 9430 198 12,1 583 I N N LNH CR98 RCC-V 63 

P30 F/4 Linfonodos (CFP) FFPE 7180 409 10,8 1635 III N N LNH-CR98 O 3 

P31 M/12 Trato gastrointestinal FFPE 9260 338 10,5 ND III N N LNH-CR98 RCC-V 38 

P32 F/6 Trato gastrointestinal FFPE 6480 309 8,8 444 II N N LNH-CR98 RCC-V 60 

P33 F/5 Abdômen (íleo) FFPE 5170 494 9,5 372 II N N LNH-CR98 RCC-V 110 

P34 M/15 Linfonodos intra-abdominais FFPE 10500 428 11,4 6136 III ND N ND Prog-O 0 

P35 F/IND Abdômen (ceco) FFPE 4760 474 12,1 ND ND ND N ND ND ND 

P36 M/15 Linfonodos (pélvicos) FFPE 6830 322 10,5 1573 III N N LHN-CR98 RCC-V 66 

P37 F/7 Linfonodos intra-abdominais FFPE ND ND ND ND ND IND N ND ND ND 

P38 M/5 Linfonodos intra-abdominais FFPE 11200 715 8,9 2472 ND N N LNH-CR98 RCC-V 60 

P40 M/4 Trato gastrointestinal FFPE ND ND ND ND ND ND N ND ND ND 

P43 F/IND Linfonodos (inguinais) FFPE ND ND ND ND ND ND N ND ND ND 

P45 M/13 Linfonodos intra-abdominais FFPE ND ND ND ND ND ND N ND ND ND 

P50 M/8 Abdômen (jejuno, peritônio) FFPE 23080 570 11,7 1098 IV + N LNH-CR98 RCC-V 42 

P51 F/15 Trato gastrointestinal FFPE 8340 324 11,2 508 II N N LNH-CR98 RCC-V 61 

P52 M/6 Abdômen (ceco) FFPE 9400 442 11,5 637 II ND N LNH BFM  RCC-V 60 

P53 M/8 Linfonodos intra-abdominais FFPE 10790 252 10,7 462 ND N N LNH-CR98 RCC-V 78 

P56 M/12 CFP (seios da face) FFPE 4300 175 14,4 170 II N N LNH-BFM RCC-V 34 

P57 F/5 Linfonodos intra-abdominais FFPE 9400 568 11 IND III N N BFM-94 RCC-V 48 
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P59 M/8 Trato gastrointestinal FFPE 12100 450 10,3 1759 IV + N LNH-CR98 RCC-V 68 

P60 M/4 Abdômen (jejuno) FFPE 11200 303 13,4 531 I ND N LNH 95 RCC-V 71 

P62 F/9 Abdômen FFPE 3300 450 10,5 496 III N N LNH 2012 RCC-V 44 

P63 M/17 CFP FFPE 10810 253 11,6 218 III N N LNH 2012 RCC-V 39 

P64 M/7 Abdômen FFPE 6450 336 10,5 730 III N N LNH 2012 RCC-V 93 

P65 M/7 Abdômen (íleo) FFPE 840 593 8,9 184 III N N LNH 2012 RCC-V 95 

P66 M/2 Abdômen (retroperitônio) FFPE 13590 139 11,8 357 III N N LNH 2012 RCC-V 98 

P68 M/3 CFP (gengiva) FFPE 12550 305 12,3 1413 IV N + BFM 2004 RCC-V 63 

P69 M/5 CFP (nasofaringe) FFPE 11980 344 12,5 590 IV N + BFM 2004 Rec-O 10 

P70 M/10 BCFP (boca) FFPE 7000 542 8,2 4555 III N N BFM 2004 RCC-V 47 

P71 M/4 Abdômen (ceco) FFPE 12110 557 11,1 2618 III N N BFM 2004 RCC-V 53 

P72 F/4 Abdômen (estômago) e CFP FFPE 16480 605 9,9 1160 IV + N BFM 2004 RCC-V 40 

P73 F/17 Trato gastrointestinal FFPE 9890 326 10,5 2831 III N N BFM 2004 RCC-V 34 

P75 M/5 Abdômen FFPE 9730 441 7,7 330 II N N BFM 2004 RCC-V 35 

P76 M/13 Linfonodos (axila) FFPE 9000 287 12,5 ND I N N BFM-95 Rec-Prog-O 20 

P77 F/6 CFP (encéfalo) FFPE 6570 425 8,2 543 IV N + BFM 2004 Rec-Prog-O 6 

P79 M/5 Abdômen (fígado e jejuno) FFPE 11000 473 10,6 ND ND N N LNH-BFM RCC-V 30 

P80 M/15 Abdômen FFPE 13200 831 8,8 3496 III N N BFM 2004 Rec-Prog-O 10 

P81 F/23 Abdômen (Ovário) FFPE 4010 281 8,8 1600 III N N LNH V 56 

P82 M/23 Linfonodos (CFP) FFPE 4970 321 13,9 ND  III N N LNH-CR ND ND 

P83 M/38 CFP FFPE 8190 321 15,1 759 I N N LNH-CR O 1 

P84 M/23 Abdômen (Colon) FFPE 7639 317 13,8 428 ND N N R-CODOX-M V 61 

P85 F/22 Abdômen (Ovário) FFPE 7670 340 12 ND   ND N ND RCODOX-M V 61 

P86 M/47 Abdômen (Retroperitonio) FFPE 9770 533 10,6 3327 IV  + ND R-CODOX-M O 0 

P87 M/22  ND FFPE ND   ND ND  ND  ND  ND ND  ND ND ND 

P88 F/61 Trato gastrointestinal FFPE 5640 218 13,1 322  ND N ND  ND V 57 

P89 F/39 Mama/Estômago, Soe FFPE  ND  ND  ND ND  ND  ND ND  ND ND ND 

P90 M/52 Linfonodos (axila) FFPE 11180 325 10,8 5357 IV  + ND R-CHOP V 47 

P91 F/43 Tórax FFPE ND   ND ND   ND ND  ND ND  ND ND ND 

P92 M/60 Linfonodos (axila) FFPE 4530 334 11,2 1878  ND N ND  ND O 8 

P93 F/46 CFP FFPE 7090 170 9,7 681  IV + ND  R-CODOX-M O 4 

P94 F/74 Linfonodos (axila) FFPE 7430 230 11 276 III N ND R-CHOP V 43 

P95 F/69 Abdômen (estômago) FFPE 9780 318 11,3 837 IV + ND R-CODOX-M O 1 

P96 F/51  Pele (Axila) FFPE  ND  ND ND  ND  ND  ND ND ND ND ND 

P97 F/35  Pele  FFPE  ND  ND ND  ND  ND  ND ND ND ND ND 

P98 M/10 MO Aspirado  ND  ND  ND ND  LLAL3 + ND ND O ND 

P99 M/2 MO Aspirado 4520 446 10,8 343 IV + ND ND V ND 

P100 M/18 MO Aspirado 1.000 72 9,4 419 LLAL3 + ND ND O ND 

P101 M/17 MO Aspirado 17020 39 7,4  402 LLAL3 + ND ND V ND 

P102 F/5 MO Aspirado  ND  ND ND   ND LLAL3 + ND ND O ND 

P103 M/12 MO Aspirado 5870 ND 8,9  ND LLAL3 + ND ND V ND 

P: Paciente; S/Id: Sexo e idade (anos); EC, Estadiamento clínico (St. Jude); LDH: lactato-deshidrogenase, valores de referência: 240-480 U/l; N: negativo; +: positivo; ND: 

não disponível; CFP: cabeça, face e pescoço; MO: infiltração da medula óssea; RCC: Remissão clínica completa; Rec: recaída; Prog: progressão da doença; V: vivo; O: Óbito 
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Tabela 5.2: Características clínicas da coorte (tumor FFPE) estudada 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ND, informação não disponível. #As porcentagens foram calculadas de acordo com o número de 

pacientes com a informação disponível 

 

Características 
Crianças (%)# 
N=59 

Adultos (%)# 
N=17 

Sexo Masculino 42 (71) 7 (41) 

 Feminino 17 (29) 10 (59) 

Idade  Min- Max 2 – 21 22 - 74 

 Mediana 8 43 

 Media 9 43 

 ND (N) 2  

Contagem 
leucocitária (uL)  

Min - Max 840 - 23.080 4010 – 11.180 

 Mediana 9.545 7.535 

 Media 9.363 7.326 

 ND (N) 8 5 

Contagem 
plaquetária (k/uL) 

Min - Max 139 – 831 170 - 533 

 Mediana 396 318 

 Média 399 305 

 ND (N) 9 5 

Hemoglobina (g/dL) Min, Max 6,5 - 14,4 8,8 - 15,1 

 Mediana 10,8 11,1 

 Média 10,8 11,5 

 ND (N) 9 5 

LDH (U/l)  Min, Max 170 - 6136 276 - 5357 

 Mediana 614 798 

 Média 1213 1547 

 <500U/L 14 (31) 3 (30) 

 500-1000U/L 12 (27) 3 (30) 

 >1000 U/L 19 (42) 4 (40) 

 ND (N) 14  7 

Envolvimento MO Sim 5 (10) 4 (40) 

 Não 44 (90) 6 (60) 

 ND 10 7 

Envolvimento SNC Sim 3 (5)  

 Não 56 (95) 17 

Estadiamento I 3 (6) 1 (17) 

 II 12 (27)  

 III 22 (49) 3 (50) 

 IV 8 (18) 2 (33) 

 Não Informado 14 11 

HIV Pos 0 (0,0%) 6 (50%) 

 Neg 59 (100%) 6 (50%) 

 ND (N)  5 

EBV Pos 26 (50) 12 (71) 

 Neg 26 (50) 5 (29) 

 ND (N)  7 0 

Óbito Sim 8 (16) 5 (45) 

 Não  43 (84) 6 (55) 

 ND (N) 8 6 
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No grupo de tumores pediátricos FFPE, a mediana das idades foi de 8 anos 

(faixa, 2 a 21 anos). A razão de sexos (M:F) foi de 2,4:1 (42M:17F). Com relação aos 7 

pacientes cujo estudo foi realizado em células da MO, 6 foram diagnosticados com 

LLA-L3, exceto um paciente (P99), cujo tumor inicial foi LB na hemiface com 

infiltração na MO (EC IV). A mediana de idade desse grupo foi de 10 anos com idades 

mínima e máxima de 2 e 18 anos, respectivamente e a razão dos sexos 6:1 (6M:1F). 

O sítio mais frequentemente envolvido foi o abdômen (54%), sendo desses, 53% 

representados por tumores no trato intestinal e 47% com acometimento não intestinal, 

envolvendo o retroperitônio, ovário, fígado, estômago e outros. Um paciente apresentou 

mais de um sítio de acometimento, a saber, estômago e cabeça, face e pescoço. O 

envolvimento extranodal primário de cabeça, face e pescoço foi observado em 8 

pacientes (13,5%). A apresentação nodal da doença foi observada em 29% dos 

pacientes, incluindo linfonodos intra-abdominais (N= 12), linfonodos de cabeça, face e 

pescoço (N= 3), linfonodos inguinais (N= 1) e axilares (N= 1). A medula óssea foi o 

sítio primário de doença em 1 paciente (P22). Em 5 pacientes foi observado 

envolvimento da MO (10%) e o SNC estava acometido em 3 pacientes (5%).  

Grande parte da coorte apresentou doença em estágio avançado, e de acordo com 

o sistema de estadiamento de Murphy, 67% dos pacientes tinham doença em estágio 

III/IV e 33% o estadiamento foi I/II, em 45 pacientes crianças e adolescentes para os 

quais foi possível obter a informação.  

Com relação aos níveis séricos de LDH ao diagnóstico, foi possível avaliar 45 

casos, cujos níveis variaram de 170 a 6.136 U/l. Em 14 casos (31%), o LDH ocupou a 

faixa de normalidade, e 31 pacientes (69%) apresentaram níveis elevados de LDH. 

Aproximadamente metade (48%) da coorte pediátrica teve a infecção pelo vírus EBV 

detectada e, com relação ao vírus HIV, não houve nenhum paciente com essa condição. 

Foi possível obter dados de desfecho clínico para 51 pacientes com LB 

pediátrico. Em 5 pacientes (P4, P14, P52, P60, P80), a massa tumoral foi ressecada 

antes de serem admitidos para o início do tratamento nas suas instituições de origem. Na 

nossa coorte, 43 pacientes (84%) atingiram a remissão clínica completa após o 

tratamento e 8 pacientes (16%) tiveram um desfecho clinico desfavorável, indo a óbito, 

dentre os quais 6 recaíram e não responderam a terapia de resgate, com progressão de 

doença e 1 não respondeu ao tratamento, caracterizando a progressão da doença.  
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5.2 Detecção do rearranjo do MYC e de anormalidades cromossômicas secundárias  

 

5.2.1 Caracterização por citogenética convencional e molecular de alterações 

secundárias observadas na medula óssea 

 

 Os resultados detalhados das análises citogenéticas estão dispostos na tabela 5.3. 

Através da técnica de bandeamento G e FISH, a translocação t(8;14)(q24;q32) foi 

encontrada em 4 pacientes (P98-100, P102) (Fig. 5.1A), a translocação variante 

t(2;8)(p12;q24) em um (P101) (Fig.5.1B), um paciente apresentou uma adição no 

cromossomo 14 (Fig. 5.1C) e nenhum rearranjo de MYC por FISH (P102) e, em um 

paciente foi observado um cromossomo marcador inicialmente considerado um 

isocromossomo de 8 com três cópias do gene MYC (Fig. 5.1D).  

 

Tabela 5.3: Características citogenéticas (bandeamento G) e cito-moleculares do 

grupo de pacientes com MO analisada  

  

Paciente Bandeamento G  FISH  
MCB 

P22 46,XY,i(8)(q10) 
IGH/MYC-/3 
sinais MYC  

46,XY,t(8;8)(pter->q21::p22->qter) 

P98 
46,XY,t(8;14)(q24;q32),?add(11q) IGH/MYC+ 

46,XY,t(8;14)(q24;q32),der(11)t(1;11)(q21;q23) 

P99 46,XY,t(8;14)(q24;q32) IGH/MYC+ ND 

P100 47,XY, t(8;14)(q24;q32),+mar  IGH/MYC+  ND 

P101 46,XY,t(2;8)(p12;q24),add(13?q) MYC+  
46,XY,t(2;8)(p12;q24), der(13)(13pter-
>13q34::13q21->13q32::7q21->7qter) 

P102 46,XX,t(8;14)(q24;q32) IGH/MYC+  ND 

P103 46,XY,dup(1?q),add(14)(q32)  IGH/MYC-  46,XY,dup(1)(q21.2q32.1),t(8;14) (q24;q32) 

I: isocromossomo; q: braço longo do cromossomo; add: adição; mar: marcador; p: braço curto do 

cromossomo; +: positivo; -: negativo 
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Figura 5.1: Cariótipos parciais mostrando as principais alterações encontradas na MO 

dos pacientes: A) Translocação t(8;14)(q24;q32), encontrada nos pacientes P98, P99, 

P100 e P102. As setas vermelhas indicam os pontos de quebra nos cromossomos 

envolvidos na translocação; B) t(2;8)(p12;q24), observada do P101. As setas vermelhas 

indicam os pontos de quebra nos cromossomos envolvidos na translocação; C) Adição 

observada no cromossomo 14, add(14)(q32). A seta vermelha indica o ponto de quebra 

da adição no cromossomo 14; D) Isocromossomo 8, i(8)(q10) do P22. A seta vermelha 

indica o braço longo (q) inteiro do cromossomo 8 duplicado a partir do centrômero. 

 

 

5.2.2 Avaliação de anormalidades cromossômicas secundárias nas amostras de MO dos 

pacientes com LLA-L3 

 

Em 4/7 (57%) dos pacientes com aspirado de MO (P98, P100, P101 e P103), 

foram identificadas anormalidades cromossômicas secundárias, que envolveram os 

cromossomos 1, 11, 13, além de um cromossomo marcador. Além disso, em um 

paciente (P22), foram observadas 3 cópias do oncogene MYC, sem a presença da sua 

translocação. Estas anormalidades cromossômicas, por necessitarem de ferramentas 

mais sensíveis para ser precisamente caracterizadas, foram estudadas por FISH 

multicolorido. O paciente P100 não pôde ser estudado por técnicas moleculares por 

indisponibilidade de material cromossômico.  

 No paciente P98, foi identificado um derivado do cromossomo 11, secundário a 

t(8;14)(q24;q32), como mostrado no cariótipo 46,XY,t(8;14)(q24;q32),?add(11q) (Fig. 

5.2A). A análise por citogenética molecular utilizando as sondas WCP para os 

cromossomos 1, 8, 11, 14 indicou que a porção cromossômica “extra” no cromossomo 

11 poderia ser proveniente do cromossomo 1 (Fig. 5.2B), de modo que foi aplicada uma 

sonda de pintura cromossômica para esse cromossomo, confirmando essa suposição 
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(Fig 5.2C). O bandeamento multicolorido com sonda MCB1 confirmou esse achado e 

sugeriu o ponto de quebra do cromossomo 1 envolvido na anormalidade cromossômica 

(Fig 5.3A-F). Estudos subsequentes utilizando sondas de regiões menores, um mix de 

sondas para o cromossomo 1 (Submix1) e sondas lócus específicas possibilitaram 

definir precisamente o cariótipo do paciente, indicando seus pontos de quebra (Fig. 

5.4A-D), de modo que o cariótipo final do paciente ficou caracterizado como 46,XY, 

t(8;14)(q24;q32),der(11)t(1;11)(q21;q23). Uma vez que, além do cromossomo 11 

derivado, também foi observado uma par de cromossomos 1 normal, ficou carcaterizado 

que esta translocação resultou em uma trissomia parcial do cromossomo 1. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.2: Caracterização cromossômica do P98 através de bandeamento G e FISH: 

A) Cariótipo parcial do paciente P98, ilustrando a adição no cromossomo 11 (chave 

azul) além da t(8;14)(q24;q32), indicada pelas setas vermelhas; B) FISH utilizando as 
pinturas cromossômicas WCP8 em azul, WCP11 em vermelho e WCP14 em verde 

ilustrando a t(8;14) e um derivativo do cromossomo 11 – der(11); C) Sonda WCP1 

confirmou o envolvimento do cromossomo 1 na anormalidade cromossômica, através 

de uma t(1;11). 
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Figura 5.3: Caracterização da anormalidade envolvendo o cromossomo 11: A aplicação 

da sonda MCB1 confirmou que o cromossomo der(11) tinha uma porção do 

cromossomo 1 e sugeriu o ponto de quebra da trissomia parcial do cromossomo 1 no 

derivativo 11 como 1q21. 
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Figura 5.4: Refinamento dos pontos de quebra do cariótipo do P98: A) MCB11 

ilustrando um cromossomo 11 normal e o der(11). O MCB sugeriu que o der(11) perdeu 

sua porção terminal a partir da banda 11q23->qter; B) mFISH submix1 com as sondas 

PCP1p (azul), PCP1q (amarelo), RP11-130 B18 - 1q12 (rosa), RP11-35 B4 – 1q21.1 

(vermelho) mostrando que o der(11) possui várias porções do cromossomo 1; C) Sonda 

lócus específica LSI MCL1/1p12 mostrando a presença deste gene  (MCL1) no der(11); 

D) Sonda centromérica do 1 (vermelho) mostrando que o der(11) não carrega o 

centrômero do 1; E-F) BACs RP11-567 M27 da região 11q24.3 (esquerda) e RP11-356 

E17 da região 11q23.3 (direita), respectivamente, ambos em vermelho, provando o 

ponto de quebra sugerido pelo MCB. 
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Com relação ao paciente P101, no cariótipo por bandeamento G, 

46,XY,t(2;8)(p12;q24),add(13?q), foi detectada a presença de uma anormalidade 

cromossômica secundária envolvendo o cromossomo 13, associada a t(2;8)(p12;q24) 

(Fig. 5.5). O rearranjo do MYC neste paciente foi confirmado através de FISH com 

sondas comercial e caseira para detectar esse rearranjo (Fig. 5.6) e por meio de pinturas 

cromossômicas totais e sondas de MCB para os cromossomos 2 e 8 (Fig. 5.7A e B).  A 

investigação da origem da porção “extra” no cromossomo 13 foi feita através de FISH 

com sondas de pintura cromossômica, onde foi revelado que existia uma porção extra 

do cromossomo 7 envolvida na anormalidade cromossômica secundária, além das duas 

cópias normais do cromossomo 7 (Fig. 5.7C e D). A aplicação sondas de bandeamento 

multicolorido e sondas pontuais de BACs, nesse paciente, possibilitou caracterizar o 

cariótipo final como 46,XY,t(2;8)(p12;q24), der(13)(13pter->13q34::13q21->13q32:: 

7q21->7qter) (Fig. 5.8 e Fig. 5.9), fornecendo a informação sobre o ponto de quebra 

exato da duplicação do cromossomo 13, mas, além disso, também identificou uma 

trissomia parcial do cromossomo 7, localizada no cromossomo derivativo 13, 

enfatizando a natureza complexa deste cariótipo, onde o cromossomo derivativo foi 

produto de 2 anormalidades cromossômicas diferentes.  

 

 

 

 

 

 

Figura 5.5: Cariótipo parcial do paciente P101: As setas vermelhas indicam a 

t(2;8)(p12;q24), acompanhada  de uma anormalidade envolvendo o cromossomo 13 

(chave azul). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.6: Confirmação do rearranjo do MYC no P101 através de FISH:  Aplicação da 

sonda LSI MYC break apart com PCP8q em azul confirmou o rearranjo do gene MYC, 

no cromossomo 2, resultante da t(2;8). 
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Figura 5.7: Investigação da origem da anormalidade secundária envolvendo o 

cromossomo 13 no P101: A) Aplicação das sondas WCP2 em amarelo e WCP8 em 

verde confirmou a t(2;8); B) MCB2 e MCB8 confirmou a t(2;8)(p12;q24); C) Pinturas 

cromossômicas para os cromossomos 1 (verde), 3 (amarelo), 7 (azul) e 9 (vermelho) 

caracterizou que o der(13) possuía uma porção do cromossomo 7.  
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Figura 5.8: Refinamento dos pontos de quebra do cromossomo 13 envolvido na 

anormalidade cromossômica secundária no P101: A) MCB7 mostrando a presença de 

um par de cromossomos 7 normais não envolvidos na alteração e caracterizando uma 

trissomia parcial do cromossomo 7 no cromossomo derivativo 13; B) MCB13 

caracterizando uma duplicação no cromossomo 13 e sugerindo o ponto de quebra 

dup(13)(?q21;?q32).  
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Figura 5.9: Refinamento dos pontos de quebra do cromossomo 7 envolvido na 

anormalidade cromossômica secundária no P101: Aplicação de BACs definiu o ponto 

de quebra nos cromossomos 7 e 13. A) RP11-313 n23 (7q21.2) em vermelho; B) RP11-

380 G21 (7q21.3) em vermelho e RP11-520 F9 (13q21.31) em verde; C) RP11-90 N9 

(7q21.11) em vermelho e RP11-538 C21 (13q21.1) em verde; D) RP11-98 F3 (13q21.1) 

em amarelo. A aplicação dos BACs possibilitou a caracterização dos pontos de quebra 

do der(13) como der(13)t(7;13)(13pter->13q34::13q21->13q32::7q21->7qter) 

 

 

 O cariótipo inicial por bandeamento G do paciente P103 foi caracterizado por 

uma adição de material cromossômico no cromossomo 14 e no cromossomo 1 (Fig. 

5.10). O estudo por FISH utilizando sonda comercial para o rearranjo IGH/MYC, neste 

paciente, não mostrou o rearranjo, de modo que procurou-se caracterizar essa 

anormalidade envolvendo o cromossomo 14 através da aplicação de sondas caseiras, 

que possibilitaram detectar a t(8;14) (Fig. 5.11A). Através da aplicação de sondas lócus 

específicas e de bandeamento multicolorido foi possível definir os pontos de quebra da 

duplicação do cromossomo 1, caracterizando o cariótipo  final 

46,XY,dup(1)(q21.2q32.1),t(8;14)(q24;q32) (Fig. 5.11B).  
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Figura 5.10: Cariótipo parcial do paciente P103 por bandeamento G: A chave azul 

indica a duplicação no cromossomo 1 e a adição no cromossomo 14 está indicada pela 

seta vermelha. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.11: Refinamento das anormalidades cromossômicas do paciente P103: A) 

Aplicação das sondas WCP8 em azul e WCP14 em vermelho caracterizou a t(8;14); B) 

MCB1 confirmou a duplicação do cromossomo 1, sugerindo o ponto de quebra 

q22;q33; C) Sonda comercial LSI MCL1/1p12 caracterizando um dos pontos de quebra 

da duplicação como q21.2; D) Sonda comercial LSI MDM4/1p12 caracterizando o 

outro ponto de quebra como q32.1; E) BAC RP11-301 M17 (1q21.2) em vermelho 

confirmando o ponto de quebra 1q21.2; F) BAC RP11-57 I17 (q32.2) em vermelho 

confirmando o ponto de quebra 1q32. 
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 Finalmente, o paciente P22 foi um caso atípico, pois através do estudo por 

bandeamento G e FISH com sondas comerciais, seu cariótipo foi inicialmente sugerido 

como 46,XY,i(8)(q10) (Fig 5.12A). Sua apresentação clínica e todos os aspectos 

morfológicos eram compatíveis com o diagnóstico de L/LB/LLA-L3, apesar do 

oncogene MYC não estar rearranjado com uma imunoglobulina, mas apresentar 3 cópias 

(Fig. 5.12B-C). Através de uma caracterização molecular mais precisa, com sondas de 

MCB para os cromossomos 8 e 11, sondas PCP para os braços longo e curto do 

cromossomo 8 e combinação de sondas MYC break apart com PCP8q, foi possível 

estabelecer uma translocação t(8;8), com uma trissomia parcial do cromossomo 8, além 

de um cromossomo 8 normal (Fig. 5.13), de forma que o cariótipo final ficou descrito 

como 46,XY,der(8)t(8;8)(qter->q21:p22->qter) (Fig. 5.14). 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

Figura 5.12: Caracterização inicial do paciente P22 por bandeamento G e FISH: A) 

Cariótipo parcial por bandeamento G mostrando o derivativo do cromossomo 8, 

apontado pela seta vermelha; B) Análise por FISH com a sonda IGH/MYC/CEP8 Tri-

Color Dual Fusion mostrando a presença de 3 cópias do MYC, além de um cromossomo 

8 e dois cromossomos 14 não rearranjados entre si; C) FISH com sonda LSI MYC 

Spectrum Orange mostrando o derivativo do cromossomo 8 com duas cópias de MYC, 

somando um total de 3 cópias por célula.   
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Figura 5.13: Investigação da origem do terceiro sinal do MYC no P22 através de 

bandeamento multicolorido: MCB para o cromossomo 8 caracterizou o cromossomo 

derivativo como resultado de uma t(8;8)(qter->q21::p22->qter). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.14: Confirmação dos achados do bandemaneto multicolorido utilizando 

pinturas cromossômicas: Sondas de pinturas cromossômicas PCP8p (rosa/vermelho) e 

PCP8q (verde/amarelo) confirmando a presença do braço curto no der(8) e uma 

trissomia parcial do 8. 

 

 

Devido à importância e às peculiaridades desse caso, outros experimentos foram 

feitos a fim de provar o diagnóstico de leucemia de Burkitt/LLA-L3. Esses 

experimentos estão detalhados no capítulo 5 (seção 5.3) deste documento, e a 

compilação desses resultados foi transformada em um manuscrito publicado no 

periódico Annals of Laboratory Medicine (Anexo III). 
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5.2.3 Avaliação da frequência da t(8;14) e de anormalidades cromossômicas 

secundárias envolvendo o 1q e 13q em pacientes com tumores FFPE 

 

  De acordo com a disponibilidade e qualidade do material biológico, foi possível 

obter sucesso ao aplicar as sondas de FISH específicas para o rearranjo IGH/MYC e para 

as regiões cromossômicas 1q25 e 1q34 em 30 pacientes dos 59 pacientes com tumor 

FFPE da nossa coorte de LB pediátrico. O rearranjo IGH/MYC esteve presente em 23 

pacientes (77%) (Fig. 5.15A-C) e ausente em 20% dos pacientes (N=6) (Fig. 5.15D-F) 

estudados por FISH. Em um paciente (P60) foi observado um sinal extra menor para a 

região 8q24, caracterizando o rearranjo do MYC (Fig. 5.16).  Foi possível obter 

resultados de hibridização para as regiões 1q25 e 1q34 em 15 e 14 pacientes 

respectivamente, nos quais a região 1q25 apresentou uma cópia a mais em 12 pacientes 

(80%) (Fig. 5.17) e a região 13q34 apresentou um padrão de hibridização compatível 

com duplicação da região 13q34 somente em 3 pacientes (21%) (Fig. 5.18). 

  É importante ressaltar que por se tratar de material de parafina, visamos confirmar 

esses resultados através de técnicas moleculares mais sensíveis. Em vista disso, nós 

iniciamos experimentos de MLPA para confirmação desses achados, porém a qualidade 

da fixação das amostras não nos possibilitou reproduzir a técnica.  
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Figura 5.15: Avaliação e caracterização por FISH de pacientes com amostras de tumor 

FFPE, utilizando a sonda IGH/MYC/CEP8. A-C) Fusão IGH/MYC, e seu derivativo, 

indicados pelas setas brancas, caracterizando a t(8;14)(q24;q32); D-F) As setas brancas 
indicam núcleos interfásicos com dois alelos normais dos genes MYC (sinal vermelho) e 

IGH (sinal verde), observados nos pacientes sem a t(8;14)(q24;q32), em D, observa-se 

também o dois sinais azuis (Aqua) marcando os centrômeros do par cromossômico 8.    
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Figura 5.16: Avaliação e caracterização do paciente P60 por FISH com a sonda 

IGH/MYC/CEP8: A) Núcleo interfásico negativo para o rearranjo IGH/MYC, mas com 
3 sinais para o MYC (indicados pelas setas brancas), mostrando uma possível quebra ou 

amplificação deste gene; B-D) Imagens separadas de cada fluorocromo, referente a 

imagem A, mostrando dois alelos normais do IGH (B), três sinais para o MYC (C) e 

dois centrômeros do cromossomo 8, caracterizando a presença de apenas dois 

cromossomos 8.  
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Figura 5.17: FISH com a sonda LSI p58/TelVysion1p/1q25: A-C) Imagem dos 

fluorocromos separados, em núcleos interfásicos, para cada região que a sonda 

identifica, ilustrando a região telomérica do cromossomo 1 (sinais verdes), e as regiões 

1p36 (sinais vermelhos) e 1q25 (sinais azuis), respectivamente, característicos de um 

paciente sem a duplicação da região 1q25; D-F) Núcleo interfásico de uma paciente 

com a região 1q25 duplicada, caracterizada pela presença de 3 sinais azuis, em  E e F, 

imagens dos fluorocromos separados, mostrando duas cópias das regiões telomérica (E) 

e da região 1p36 (F); G: Fluorocromo aqua (azul) aparece 3 vezes, caracterizando a 

duplicação da região 1q25.  
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Figura 5.18: FISH com a sonda LSI D13s319/13q34: A-C) Núcleos interfásicos 

normais mostrando dois sinais de cada para cada região que a sonda individualiza, sinal 

vermelho (1q14.3) e sinal verde (1q34); D-F) Núcleos interfásicos com a região 1q34 

duplicada, mostrando 3 sinais verdes em cada núcleo.  

 

5.3 Estudo da expressão gênica e de microRNAs  

 

Durante este estudo, nós identificamos um paciente com características clinico-

patológicas de LB e ausência da t(8;14), e que possuía três cópias de MYC (P22). Com o 

intuito de testar a hipótese de que este paciente se trataria de um LB atípico sem MYC 

translocado, realizamos ensaios de expressão dos genes MYC, CD10 e BCL2 assim 

como dos miRNAs miR150, miR155, miRLet7a, miRLet7b, miRLet7e, miR21 e 

miR9*, que entre outros genes, compõem a assinatura molecular do L/LB. 

Nesses ensaios, foi utilizada amostra de tumor FFPE do paciente em questão e, 

como controle, amostras de 4 pacientes com tumor FFPE de casos de L/LB (P62, P65, 

P65 e P66), nos quais a t(8;14) foi confirmada por FISH, além de três linhagens 

celulares derivadas de LB (Namalwa, Raji e Ramos), duas linhagens de linfoma difuso 

de grandes células (LDGCB) (Farage e Pfeiffer), três linfonodos de hiperplasia folicular 

reativa, e 2 aspirados de MO normais como controle, para comparar os níveis de 

expressão. 

Em relação aos níveis de expressão de MYC e BCL2 do paciente P22, foi 

possível observar que este apresentava níveis similares (FC + DP: MYC: 3,05 + 0,81; 

A B C 

D E F 



 

 

63 

 

BCL2: 0,01 + 0,00) à média dos pacientes com LB (FC + DP: MYC: 7,45 + 3,42; BCL2: 

0,80 + 0,62) (Fig. 5.19A-B). O nível de RNAm de CD10 (FC + DP: 0,75 + 0,12) diferiu 

da média dos níveis dos pacientes com LB (FC + DP: 2,54 + 0,88) (Fig. 5.19C).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.19: Distribuição da expressão gênica representada pela Fold change (2
-ΔΔCq

) 

obtida para MYC (A), BCL2 (B) e CD10 (C) para o paciente P22, e os valores médios 

dos casos controle (LB), 3 linhagens celulares derivadas de LB (LC LB; Namalwa, Raji 

e Ramos), 2 aspirados de MO normal (MO), 2 hiperplasias foliculares reativas (HFR) e 

2 linhagens celulares derivadas de LDGCB (LC LDGCB; Farage e Pfeiffer). Para 

normalização foram usados como genes de referência ACTB e GUSB para a expressão 

de MYC e ACTB e B2M para o BCL2 e CD10.  

 

Em relação aos níveis de expressão dos miRNAs, baixos níveis foram 

encontrados para o miR155, miRLet7a, miRLet7b  e miRLet7e tanto no P22 (FC + DP: 

miR155: 0,19 + 0,07; miRLet7a: 1,17 + 0,34; miRLet7b: 1,06 + 0,16; miRLet7e: 0,37 + 

0,34), quanto na média dos casos com L/LB (FC + DP: miR155: 1,03 + 0,55; miRLet7a: 

2,13 + 0,77; miRLet7b: 0,14 + 0,20; miRLet7e: 0,38 + 0,31) (Fig. 5.20A-D). Resultados 

similares foram observados para os miRNAs miR9*, miR21 e miR150 que se 

expressaram em baixos níveis no paciente P22 (FC + DP: miR9*: 0,00 + 0,00; miR21: 

0,13 + 0,06; miR150: 1,62 + 0,31) e na média de todos os controles, a saber: casos com 

LB (FC + DP: miR9*: 0,15 + 0,17; miR21: 0,52 + 0,36; miR150: 1,12 + 1,66), 

linhagens de LB  (FC + DP: miR9*: 0,24 + 0,39; miR21: 0,09 + 0,12; miR150: 0,00 + 

0,00), linhagens de LDGCB (FC + DP: miR9*: 1,02 + 0,52; miR21: 0,06 + 0,06; 

miR150: 0,00 + 0,00) (Fig. 5.21A-C). 
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Figura 5.20: Quantificação da expressão de miRNAs representada pela Fold change (2
-

ΔΔCq
) obtida para  miR155 (A), miRLet7a (B), miRLet7b (C), miRLet7e (D) para o 

paciente P22, e os valores médios dos casos controle (LB), 3 linhagens celulares 

derivadas de LB (LC LB; Namalwa, Raji e Ramos), 2 aspirados de MO normal (MO), 2 

hiperplasias foliculares reativas (HFR) e 2 linhagens celulares derivadas de LDGCB 

(LC LDGCB; Farage e Pfeiffer). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.21: Quantificação da expressão de miRNAs representada pela Fold change (2
-

ΔΔCq
) obtida para  miR9* (A), miR21 (B), miR150 (C) para o paciente P22 e os valores 

médios dos casos controle (LB), 3 linhagens celulares derivadas de LB (LC LB; 

Namalwa, Raji e Ramos), 2 aspirados de MO normal (MO), 2 hiperplasias foliculares 

reativas (HFR) e 2 linhagens celulares derivadas de LDGCB (LC LDGCB; Farage e 

Pfeiffer). 
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5.4 Detecção do EBV e suas variantes moleculares e sua associação com 

características clínicas e resposta terapêutica 

 

5.4.1 Detecção e tipagem do EBV  

 

A detecção do EBV foi realizada inicialmente pela técnica de EBER-ISH em 52 

pacientes (88%) do grupo de LB pediátrico e em todos os 17 pacientes (100%) dos 

adultos incluídos neste estudo. O RNA viral foi detectado nas células tumorais em 25 

dos 52 casos pediátricos com material disponível (48%) e em 71% dos adultos (12/17). 

Um exemplo de tumor expressando os RNAs EBERs é mostrado na Fig 5.22. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.22: ISH para EBERs: Caso com linfoma de Burkitt exibindo núcleos celulares 

positivos para a presença dos transcritos EBERs detectado por hibridização in situ com 

sondas de RNA marcadas (Magnificação 100 X). 

 

 

Utilizando a amplificação por PCR do gene viral EBNA3c, que é polimórfico 

para os tipos virais 1 e 2 (EBV-1 e EBV-2), foi possível determinar os tipos virais nas 

amostras estudadas. Nas crianças, 21 tumores (84%) foram infectados com o EBV-1, 3 

(12%) com o EBV-2 e um caso (P45) mostrou co-infecção com ambos (4%) (Fig. 5.23). 

Nos adultos, o EBV-1 foi prevalente (100%).   
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Figura 5.23: Tipagem do vírus Epstein-Barr por PCR para o gene EBNA3-C em 

amostras de linfoma de Burkitt. Poço 1: caso com EBV-2, poço 2: caso com coinfeção 

de EBV-1 e EBV-2; poços 3-5: casos com EBV-1; poço 6: caso EBV negativo; poço 7: 

controle positivo para EBV-1 (linhagem celular Namalwa); poço 8: Controle negativo 

para EBV (doador saudável); poço 9: controle de PCR. MWM: peso molecular 100 pb. 

Gel de agarose 3% corado com corante Gel Red.  

 

Embora a associação com o EBV tenha sido mais prevalente no grupo de 

crianças < 10 anos (76% vs. 24% no grupo de idade > 10 anos), este resultado não foi 

significativo (P= 0,12; teste X
2
). Não houve relação entre presença do EBV ou tipos 

virais com sexo, estádios clínicos ou características laboratoriais dos pacientes incluídos 

(P> 0,05).  

 

5.5 Análise de mutações nos genes ID3, TCF3 e CCND3 e sua associação com 

características clínicas, presença do EBV e resposta terapêutica 

 

5.5.1 Frequência de mutações patogênicas nos genes ID3, TCF3 e CCND3 

 

Neste estudo, o DNA extraído dos tumores pertencentes a 59 crianças e 17 

pacientes adultos foram avaliados quanto às sequências correspondentes a toda a região 

codificadora do gene ID3 (éxons 1 e 2), o éxon 17 do gene TCF3 e o éxon 5 do gene 

CCND3. Em 36, 55 e 23 pacientes respectivamente, foi possível obter um produto de 

amplificação analisável. Resultados de sequenciamento completo para os 3 alvos foram 

obtidos em 19 pacientes. A baixa taxa de sucesso na amplificação foi devida 
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provavelmente à qualidade do material genético obtido, mesmo após 2 ou 3 tentativas 

de amplificação nos casos sem sucesso inicial.    

 Do ponto de vista funcional, no gene ID3 foram descritas 31 mutações que 

levaram a mudança de aminoácidos, códon de parada (stop codon) ou perda de marco 

de leitura (frameshift) (30 mutações potencialmente patogênicas e 1 polimorfismo de 

base única benigno), 20 mutações intrônicas (1 afetando sítio de splicing) e 19 

substituições sinônimas (total 31 mutações potencialmente patogênicas).  

 No gene TCF3 foram descritas 10 substituições que levaram a mudança de 

aminoácidos ou stop codon (as 10 potencialmente patogênicas), 19 mutações intrônicas 

(1 afetando sítio de splicing) e 4 substituições sinônimas (total 11 mutações 

potencialmente patogênicas).  

 No gene CCND3 foram descritas 10 mutações que levaram a mudança de 

aminoácidos, stop codon ou perda de marco de leitura (frameshift) (9 potencialmente 

patogênicas e 1 polimorfismo de base única benigno) e 3 substituições sinônimas (total 

9 mutações potencialmente patogênicas).  

 Na tabela 5.4, encontram-se descritas todas as mutações potencialmente 

patogênicas, junto com a predição da proteína resultante, encontradas em 32 pacientes. 
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Tabela 5.4: Descrição do estado mutacional e das mutações patogênicas encontradas nos genes ID3, TCF3 e CCND3 em 32 pacientes com 

Linfoma de Burkitt  

Caso Idade 
Rearranjo 
MYC 

c.ID3
1 
 p.ID3

2
 c.TCF3

3
 p.TCF3

4
 c.CCND3

5
 p.CCND3

6
 

1 3 sim c.46T>A; c.74C>A p.Cys16Ser; p.Ala25Asp wt wt N/D NA 

5 4 não c.19G>A; c.211C>T p.Val7Met; p.Gln71Ter wt wt wt wt 

6 8 N/D c.53C>T; c.58C>T  
 

p.Ser18Leu; p.Arg20Cys wt wt NA NA 

9 11 não NA NA c.1760T>C  p.Leu587Pro c.808C>T; c.818C>T p.Pro270Ser; pSer273Phe 

14 11 N/D NA NA NA NA c.810_811dupCC p.Arg271ProfsTer53 

18 14 sim c.77G>A; c.79G>A p.Arg26Gln; p.Gly27Ser NA NA NA NA 

28 5 sim c.108G>C; c.300+1G>A p.Glu36Asp  wt wt wt Wt 

30 4 sim c.181_182insCTCG p.Gly61AlafsTer6 c.1670T>A p.Val557Glu wt Wt 

31 12 N/D NA NA c.1711C>T; c.1726C>T p.Arg571Cys; p.His576Tyr NA NA 

37 7 N/D c.72C>G; c.89A>C p.Ile24Met; p.Lys30Thr c.1587-73C>T   NA NA 

43 N/D sim NA NA c.1751C>T p.Thr584Ile NA NA 

50 8 sim c.322C>G p.Leu108Val wt wt wt wt 

59 8 sim NA NA c.1630G>A p.Asp544Asn NA NA 

60 4 sim c.125_293del p.Asp42AlafsTer28 wt wt NA NA 

62 9 N/D c.46T>A; c.74C>A p.Cys16Ser; p.Ala25Asp wt wt wt Wt 

64 7 N/D wt wt c.1589G>C p.Ser530Thr NA NA 

65 7 N/D 
c.22C>T; c.349T>G; 
c.140_145delGCTACT 

p.Arg8Cys; p.Phe117Val; 
p.Cys47_Tyr48del 

wt wt 
c.722G>A; c.742G>A; 
c.815_816insC 

p.Arg241Gln; p.Glu248Lys; 
p.Ser273LeufsTer51 

69 5 N/D 
c.20dupT; c.190C>T; 
c.211C>T 

p.Arg8AlafsTer28; 
Leu64Phe; p.Gln71>Ter 

wt wt wt wt 

72 4 N/D c.176het_delC p.Pro59ArgfsTer24 wt wt wt wt 

75 5 N/D c.68C>T p.Ala23Val wt wt NA NA 

76 13 N/D c.166C>A p.Pro56Thr wt wt NA NA 

77 6 N/D c.220A>T; c.136_139dup 
p.Ile74Phe; 
p.Cys47SerfsTer20 

wt wt NA NA 

79 5 N/D c.16C>T p.Pro6Ser wt wt wt wt 

80 15 N/D c.190C>T p.Leu64Phe c.1667G>A p.Arg556Gln c.808_810delCCCinsTGG p.Pro270Trp 

83 38 N/D c.260C>T p.Pro87Leu wt wt wt wt 

87 22 N/D c.190C>T p.Leu64Phe wt wt NA NA 

89 39 N/D c.190C>T p.Leu64Phe wt wt NA NA 

90 52 N/D 
c.288_300het_delCCTTCCC
ATCCAG 

p.His96GlnfsTer26 wt wt NA NA 

91 43 N/D NA NA c.1771C>T p.Gln591Ter NA NA 

92 60 N/D 310C>T; c.347G>A p.Leu104Phe; p.Ser116Asn wt wt wt wt 

93 46 N/D c.298C>T p.Gln100Ter c.1653T>A p.Asn551Lys  c.826C>T 
 

p.Gln276Ter 

94 74 N/D NA NA wt wt c.743A>G p.Glu248Gly 

N/D: Não disponível; NA: Não amplificou; wt: wild-type; MO: medula óssea; 1 Anotado de acordo com NM_002167.4; 2 Anotado de acordo com NP_002158.3; 3 Anotado de acordo com NM_001136139.4; 4 Anotado 

de acordo com NP_001129611.1; 5 Anotado de acordo com NM_001760.4; 6 Anotado de acordo com NP_001751. 
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 O gene ID3 apresentou-se mutado em 24 pacientes, com 67% de frequência 

mutacional (considerando apenas as mutações possivelmente patogênicas) na coorte 

completa. Treze pacientes foram portadores de 1 mutação, enquanto que 11 pacientes 

(46%) foram portadores de mutações múltiplas, sendo 9 pacientes com 2 mutações, e 2 

pacientes com 3 mutações.   

 Mutações patogênicas no gene TCF3 foram encontradas em 18% (10/55) da 

coorte. Apenas um paciente foi portador de 2 mutações, enquanto os outros 9 possuíam 

apenas uma mutação.  

O gene CCND3 esteve mutado em 26% dos tumores (6/23), sendo 4 pacientes 

com uma mutação, e 2 com mais de uma mutação (33%), sendo 1 paciente com 2 

mutações e outro com 3 mutações.  

Nos 19 casos em que os 3 genes foram avaliados, foi possível verificar que 6/19 

(31,6%) não apresentavam nenhuma mutação patogênica; 4/19 (21%) apresentavam 

mutações em um dos 3 genes e 9/19 (47,3%) apresentavam mutações em mais de um 

gene, ou mais de uma mutação por gene (Fig. 5.24). Esta distribuição de frequências 

não foi significativamente diferente da encontrada nos 40 casos em que pelo menos um 

gene foi analisado (P= 0,113). Em dois pacientes (P80 e P93), foram encontradas 

mutações em todos os 3 genes e em 4 pacientes foi possível observar mutações em dois 

genes, sendo TCF3 e CCND3 no paciente P9, ID3 e TCF3 nos pacientes P30 e P37; e 

ID3 e CCND3 no paciente P65 (Tabela 5.4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.24: Distribuição dos padrões de mutação agrupados dos três genes no grupo 

estudado 
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No gene ID3 foram encontradas 21 mutações do tipo missense (67,7%), 7 indels 

e 2 mutações nonsense (29,05%), além de 1 mutação intrônica. Três mutações, 

localizadas nas regiões c.46 (p.16), c.74 (p.25) e c.211 (p.71) foram encontradas 2 vezes 

cada uma em nossa coorte (Fig. 5.25).  

A nível proteico, apenas 11 de 31 (35,5%) mutações afetaram a região 

codificante funcional HLH. As restantes 20 distribuíram-se da seguinte maneira: um 

cluster na região 5' do motivo HLH (10 mutações, todas missense), um pequeno cluster 

na região 5' do éxon 1 (2 mutações missense, 1 nonsense e 1 indel),  na região 3' do 

motivo HLH (1 missense, 1 nonsense e 1 indel), e finalmente a mutação intrônica e 4 

mutações no início do éxon 2  (Fig. 5.25). De maneira interessante, 8 mutações do 

cluster 5' HLH faziam parte de casos em que foram detectadas duas mutações, sendo 

todas as duplas formadas por pares dentro do cluster. Cinco mutações, fora do cluster 

mencionado, formavam parte de duplas ou trios com mutações dentro do domínio HLH 

(ver detalhes em Tabela 5.4).  

No gene TCF3 foram descritas 9 mutações missense e 1 nonsense, além de 1 

mutação intrônica. A nível proteico, 8 de 10 (80%) mutações afetaram a região 

codificante funcional basic-HLH (bHLH) (Fig. 5.26). 

No gene CCND3, o segmento de PCR amplificado do éxon 5 corresponde ao 

domínio PEST, responsável pela rápida rotatividade (turnover) da proteína. Das 9 

mutações patogênicas, 5 foram do tipo missense, 3 indels e 1 nonsense. Não houve 

mutação afetando os resíduos T283, P284 e I290 que fazem parte do motivo de 

fosforilação proteica (Fig. 5.27).  
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Figura 5 25: Esquema do gene ID3 com as mutações encontradas na coorte do estudo. No esquema, são ilustrados os éxons 1 e 2 da região 

codificadora. As mutações estão anotadas segundo nível proteico. O marcador vermelho indica mutações missense, as barras roxas determinam 

inserções/deleções, marcador preto mutações nonsense e o marcador coral indica mutação intrônica. Nos parênteses estão anotados o número de 

vezes em que a mutação foi encontrada na coorte. O domínio HLH está mapeado de acordo com a descrição de sítios funcionais no UniProt 

(Q02535). 
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Figura 5.26: Esquema do gene TCF3 com as mutações potencialmente patogênicas encontradas na coorte do estudo. No esquema, é ilustrado o 

éxon 17 da região codificadora. As mutações estão anotadas segundo nível da proteína. O marcador vermelho identifica as mutações missense e o 

marcador preto as mutações nonssense. Uma mutação intrônica possivelmente patogênica (c.1587-73C>T) foi mapeada na regiao 5’ do éxon 17 e 

não está plotada no esquema. O domínio bHLH está mapeado de acordo com a descrição de sítios funcionais no UniProt (P15923). 
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Figura 5.27: Esquema do gene CCND3 com as mutações encontradas na coorte do estudo. No esquema, é ilustrado o éxon 5 da região 

codificadora. As mutações estão anotadas segundo nível da proteína. O marcador vermelho indica mutações missense, as barras roxas 

determinam inserções/deleções e o marcador preto mutações nonsense. 
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A Tabela 5.5 e a Figura 5.28 apresentam um resumo das características das 

mutações encontradas nos genes estudados.  

 

Tabela 5.5: Caracterização genética das mutações patogênicas encontradas 
Mutações 
Patogênicas ID3 % TCF3 % CCND3 % 

Missense 21 67,7 9 81,8 5 55,55 

Nonsense 2 6,45 1 9,1 1 11,11 

Indels 7 22,6 0 0,0 3 33,33 

Intrônica 1 3,23 1 9,1 
  N total 31 
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Figura 5.28: Distribuição das frequências de mutações patogênicas em cada gene 

 

Entre as mutações patogênicas, 10 mutações no gene ID3, 2 no TCF3 e 2 no 

CCND3 foram descritas como polimorfismos de base única (SNP) no banco de dados 

dbSNP, e foram classificadas como patogênicas baseadas na predição funcional in silico 

ou foram descritas previamente em associação a diversos cânceres. Dentre essas 

mutações/SNPs, uma mutação no ID3 (c.190C>T; p.Leu64Phe) foi encontrada em 17% 

dos nossos pacientes comparado com 0,00002% nos bancos de dados. Na tabela 5.6, 

apresentada abaixo, estão descritas as mutações/SNPs previamente descritas. 
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Tabela 5.6: Mutações e polimorfismos de base única com potencial patogênico previamente descritos, que foram encontrados na coorte 

do estudo  

 

GENE POSIÇÃO/POTEÍNA GERADA 
FREQUENCIA 
NA COORTE 

REFERÊNCIA SNP (dbSNP) 
FREQUÊNCIA DO ALELO 

MUTADO NA POPULAÇÃO  
TUMORES ASSOCIADOS / 

REFERÊNCIAS 

ID3 c.53C>T; p.Ser18Leu 0,04 rs1226961546 ND dbSNP/ND 
c.58C>T; p.Arg20Cys 0,04 rs201697476  0,00002478/ 0.00006468 dbSNP/ND 

c.68C>T; p.Ala23Val 0,04 rs1470870629  0,000004126 dbSNP/ND 

c.72C>G;  p.Ile24Met 0,04 rs373642618 ND dbSNP/ND 
c.77G>A;  p.Arg26Gln 0,04 rs765414579  0,00002885 dbSNP/ND 

c.79G>A; p.Gly27Ser 0,04 rs960108335 ND dbSNP/ND 
c.190C>T; p.Leu64Phe 0,17 rs1055074154  0,00001625 Rohde et al., 2016   

c.211C>T / p.Gln71Ter 0,04 ND ND Linfoma / Gebauer et al., 2013 

c.310C>T; p.Leu104Phe 0,04 rs757505053 / COSM6987195  0,000008124 Linfoma folicular / Gebauer et al, 2013 

c.298C>T; p.Gln100Ter 0,04 COSM6208766 0,008299  Neoplasias linfoides 
TCF3 c.1653T>A / p.Asn551Lys 0,1 COSM3284374 0,004 Linfoma / Rohde et al., 2017 

c.1670T>A; p.Val557Glu 0,1 MU1395506 0,008299 Linfoma 

CCND3 c.722G>A; p.Arg241Gln 0,16 rs767328984 / COSM3874049 0,000008844 Carninoma gástrico 

c.810_811dupCC; 
p.Arg271ProfsTer34 

0,16 MU3861637 0,004149 Linfoma / Rohde et al., 2017 

               c: posição da mutação no RNAm; p. posição do aminoácido mutado na proteína; ND: não disponível. 
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5.5.2 Polimorfismos de base única (SNP) benignos na coorte de estudo 

 

Foram identificadas 2 variantes polimórficas funcionalmente benignas. Em 61% 

dos pacientes, foi identificada uma variante na posição c.313 do gene ID3, com 

alteração do alelo de referência A para o alternativo G, gerando a alteração na proteína 

p.Thr105Ala (rs11574, 0,78). A outra variante, no gene CCND3, foi observada em 61% 

da coorte, levando à alteração na proteína p.Ser259Ala (rs1051130, 0,54) devido a 

substituição do alelo T pelo G na posição c.775 deste gene. 

 

5.5.3 Mutações silenciosas e intrônicas na coorte de estudo  

 

Na nossa população de estudo, foram encontradas 26 variantes genômicas 

silenciosas, sem alteração a nível proteico predita, sendo 19 no gene ID3 (c.6G>A, 

c.10C>T, c.51G>A, c.75C>G, c.84A>C, c.99A>G, c.108G>A, c.156G>A, c.234C>T, 

c.234C>A, c.249C>T, c.252G>A, c.255C>A, c.273C>T, c.282C>T, c.285C>T, 

c.324T>G, c.336C>T, c.348C>T), 4 no TCF3 (c.1617G>A, c.1683T>C, c.1765C>T, 

c.1789C>T) e 3 no CCND3 (c.759G>A, c.765C>T, c.774C>T). Somente 7 delas foram 

encontradas isoladas, enquanto as outras vieram acompanhadas de pelo menos uma 

segunda mutação com potencial patogênico, com exceção das encontradas no TCF3, 

que não foram acompanhadas de nenhuma outra mutação.  

Em relação às mutações encontradas nos introns, analisamos a sua localização 

nos sítios doadores de splicing (5'ss) (CA) e aceptores de splicing (3'ss) AG. 

Adicionalmente, analisamos a região em torno do 3'ss, para inferir se a mutação estaria 

afetando a sequência de ramificação (especialmente a presença de A no sítio de 

ramificação), ou se estaria afetando a distância entre estes motivos e o dinucleotídeo da 

extremidade 3ss. Foram detectadas 39 mutações nas sequencias intrônicas de 42 

pacientes (20 entre os éxons 1 e 2 do gene ID3 e 19 entre os éxons 16, 17 e 18 do gene 

TCF3) (Tabela suplementar 1 – Anexo III). Destas, 37 mutações não foram consideradas 

patogênicas por não afetarem nenhum sítio de splicing. Apenas duas mutações 

intrônicas encontradas, uma no gene ID3, c.300+1G>A (P28) e outra no TCF3 c.1587-

73C>T (P37) afetam sítios de splicing, sendo consideradas patogênicas, onde uma delas 

(c.300+1G>A, COSM2049199) já foi associada a linfomas (frequência: 0,004). 

Na tabela 5.7 é apresentada uma análise das características bioquímicas das 

mutações patogênicas e sinônimas encontradas no estudo.  
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Tabela 5.7: Caracterização genética das mutações patogênicas e silenciosas 

encontradas 

 
Mutações 
Patogênicas ID3 % TCF3 % CCND3 % 

Substituições 24  11  6  

Transições 15 62,5 8 72,72 5 83,33 

C>T 14 
 

7 
 

4 
 

T>C 1 
 

1 
 

1 
 

Transversões  9 37,5 3 27,28 1 16,67 

C>G 3 
 

1 
 

0 
 

C>A 2 
 

0 
 

0 
 

T>G 2 
 

0 
 

1 
 

T>A 2 
 

2 
 

0 
 Mutações 

sinônimas  19 
 

4 
 

3 
 

Transições 14 73,7 4 100 3 100 

C>T 13 
 

3 
 

3 
 

T>C 1 
 

1 
 

0 
 

Transversões  5 26,3 0 
 

0 
 

C>G 1 
     

C>A 3 
     

T>G 0 
     

T>A 1 
     As substituições foram codificadas nos seis tipos de substituições pela pirimidina do par Watson–Crick 

mutado. Por exemplo, as transições C>T e  G>A  foram consideradas equivalentes e contadas como parte 

da classe C>T porque não é possível diferenciar em qual fita de DNA (forward ou reverse) a substituição 

ocorreu inicialmente. 

 

 Como evidenciado pelos resultados, o gene ID3 foi o mais frequentemente 

mutado, tanto em relação às mutações patogênicas como às sinônimas, indicando ser 

alvo preferencial do processo mutagênico. As transições (TS) foram mais frequentes que 

as transversões (TV), tanto nas mutações patogênicas como nas sinônimas, como 

esperado para o processo mutacional em eucariotos (ZAHA et al. 2014). Dentre as 

transições, a classe C>T foi super-representada, mostrando um marcado viés de cadeia 

(foi muito mais frequente C>T que G>A), nos três genes analisados. Já para as 

transversões não foi observado um padrão preferencial. Isto sugere uma assinatura 

mutacional mediada pela molécula AID (Activaction induced cytidin-deaminase).   

5.5.4  Associação entre as mutações nos genes ID3, TCF3 e CCND3 e as 

características clínicas, presença do EBV e resposta terapêutica 
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Na tabela 5.8 estão sumarizadas as características clínico-biológicas dos 

pacientes em relação a presença ou não de mutações possivelmente patogênicas nos 

genes ID3, TCF3 e CCND3. 

 

Tabela 5.8: Características dos pacientes com LB em relação ao status de mutação 

de ID3, TCF3 e CCND3  
 

Wt: wild-type; a: anos; MO: medula óssea; SNC: sistema nervoso central; LDH: nível sérico de lactato 
desidrogenase. * denota tendência ou significação estatística.  

 

 

Embora a diferença nas frequências de mutações dos genes ID3, TCF3 e CCND3 

tenham sido maiores nas crianças e adolescentes que nos adultos (Fig. 5.29), esta 

diferença não foi significativa, provavelmente pelo baixo número de casos no grupo dos 

adultos (P> 0,05; Teste exato de Fisher).  

 

Características  ID3mutado ID3wt TCF3mutado TCF3wt CCND3mutado CCND3wt 

Todos os pacientes  24 (67%) 12 (33%) 10 (18%) 45 (82%) 6 (26%) 17 (74%) 

Sexo Masculino 17 (71%) 7 (58%) 6 (60%) 28 (62%) 4 (67%) 11 (65%) 

 Feminino 7 (29%) 5 (42%) 4 (40%) 17 (38%) 2 (33%) 6 (35%) 

Idade ≤21a 18 (75%) 8 (67%) 7 (78%) 31 (70%) 4 (67%) 12 (71%) 

 >21a 6 (25%) 4 (33%) 2 (22%) 13 (30%) 2 (33%) 5 (29%) 

 ND   1 1   

Estadiamento I/II 4 (22%) 2 (25%) 0 (0%) 9 (31%) 1 (17%)          3 (25%)      

 III/IV 14 (78%) 6 (75%) 7 (100%) 20 (69%) 5 (83%) 9 (75%) 

 ND 6 4 3 16  5 

Envolvimento da MO Sim 4 (20%)  3 (43%) 3 (8%)   2 (33%) 2 (12%) 

 Não 16 (80%) 10 (100%) 4 (57%) 33 (92%) 4 (67%) 15 (88%) 

 ND 4 2 3 9   

Envolvimento do SNC Sim 2 (11%) 1 (13%)  3 (9%)  2 (17%) 

 Não 16 (89%) 7 (88%) 6 (100%) 29 (91%) 4 (100%) 10 (83%) 

 ND 6 4 4 13 2 5 

LDH <500U/l 4 (21%) 3 (43%) 1 (17%)        13 (41%) 3 (50%) 3 (23%) 

 >500U/l 15 (79%)* 4 (57%) 5 (83%) 19 (59%) 3 (50%) 10 (77%) 

 ND 5  5  4 13  4  

EBV Sim 16 (67%) 7 (58%) 7 (70%) 29 (65%) 3 (50%) 13 (76%) 

 Não 8 (33%) 5 (42%) 3 (30%) 16 (35%) 3 (50%) 4 (24%) 

 ND       

Óbito Sim 9 (43%)* 0 (0%) 3 (43%) 7 (19%) 2 (33%) 5 (29%) 

 Não  12 (57%) 10 (100%) 4 (57%) 30 (81%) 4 (67%) 12 (71%) 

 Não informado 3 2 3 8   
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Figura 5.29: Comparação das frequências de mutações patogênicas nos genes ID3, 

TCF3 e CCND3 nos grupos pediátrico vs. adultos. 

 

 

Quando analisada a relação entre frequência mutacional e idade no grupo 

pediátrico, as mutações de CCND3 mostraram afetar crianças mais velhas [idade 

mediana dos pacientes com mutações em CCND3 11 anos (7-15 anos); vs 5 anos (3-11 

anos) naqueles sem mutação] (P= 0,02; Teste de Mann-Whitney) (Figura 5.30 A). De 

fato, 3/4 crianças com mutações tinham mais de 10 anos (P= 0,027; Teste exato de 

Fisher). Já as mutações de ID3 mostraram uma tendência a acumular-se em crianças 

menores [idade mediana dos pacientes com mutações em ID3 5 anos (3-15 anos); vs 10 

anos (3-17 anos) naqueles sem mutação de ID3] (P= 0,083; Teste de Mann-Whitney) 

(Figura 5.30 B). 
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Figura 5.30: Distribuição das idades de acordo à presença ou não de mutações 

patogênicas nos pacientes pediátricos. A) Gene CCND3 B) Gene ID3. Gráfico de Box-

plot, as caixas representam os valores entre o primeiro e terceiro quartil, a linha dentro 

da caixa representa a mediana e as barras representam a amplitude (mínimo e máximo).   

 

Para os 3 genes, houve uma predominância de mutações nos pacientes em 

estádios clínicos mais avançados da doença (EC III/IV), sem significação estatística (P> 

0,05). Não foram observadas associações com sexo, EBV ou outros parâmetros clínico-

laboratoriais (P> 0,05). Pacientes com mutações em ID3 mostraram uma tendência a ter 

valores elevados de LDH (P= 0,06). Houve uma associação entre a presença de 

mutações no ID3 e óbito durante o tempo de acompanhamento deste estudo (45% dos 

casos com mutações foram a óbito comparados com 0% no grupo sem mutações; P= 

0,012; Teste exato de Fisher). Este resultado verificou-se como tendência no grupo 

pediátrico (P= 0,06; Teste exato de Fisher). 

 Quando analisados os 19 casos em que foi possível avaliar as mutações nos três 

genes, a presença de 1 ou mais mutações em qualquer gene foi associada ao desfecho 

óbito (100% dos casos com >1 mutação foram a óbito, comparado com 50% dos casos 

sem mutação; P= 0,04; Teste exato de Fisher). Este resultado foi replicado considerando 

o grupo inteiro de casos (N=47; P= 0,029).  

 

5.6 Análise de Sobrevida 

 

A sobrevida global (SG) de toda a coorte de pacientes com tumor FFPE foi de 

79% (Fig. 5.31A) e a sobrevida livre de doença (SLD), considerando recaída ou 

progressão da doença como evento, foi de 88% (Fig. 5.31B). No grupo de crianças com 
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tumor FFPE, a SG foi maior (84%) em comparação à coorte total (Fig. 5.31C) e a SLD 

foi de 86% (Fig. 5.31D).  

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 
Figura 5.31: Curvas de Kaplan-Meier para a sobrevida global (SG) e sobrevida livre de 

doença (SLD) na coorte total de pacientes com tumor FFPE (A e B) e entre os pacientes 

com LB pediátrico (C e D). 

 

Em termos de biomarcadores clássicos de prognóstico da doença, o estadiamento 

da doença foi associado com uma pior SG, sendo que a pior sobrevida foi associada ao 

estádio IV (45,5%, P= 0,002; teste Log-Rank) (Fig. 5.32A).  

Valores aumentados de LDH estiveram associados com uma pior SG (68,4% vs 

100% no grupo com valores normais; P= 0,014; teste Log-Rank) no grupo total (Fig. 

5.32B). Da mesma maneira, o acometimento da MO também esteve associado com SG 
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mais curta (55,6% vs. 84,0% para os pacientes sem acometimento da MO; P= 0,02; 

teste Log-Rank) (Fig. 5.32C). 

Não foram encontradas outras associações entre sobrevida global e as variáveis 

clínico-biológicas investigadas.    
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Figura 5.32: Curvas de Kaplan-Meier para a sobrevida global (SG) na coorte total de 

pacientes com tumor FFPE em relação ao estadiamento da doença (A), aos níveis de 

LDH (B) e a infiltração da MO (C). 

 

No grupo em que foi possível estudar a presença de mutações no gene ID3, foi 

observado que esta impactou significativamente na SG, estando associada a 57% de SG 

comparada com 100% no grupo sem mutações (P= 0,027; teste Log-Rank) (Fig. 5.33 

A).  A presença de mutações no TCF3 também foi associada a uma SG menor (57,1% 

vs. 81,1% para os casos sem mutação), porém sem significação estatística (P= 0,164; 
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teste Log-Rank) (Fig. 5.33B). Já a presença de mutações no gene CCND3 não teve 

impacto na SG (P= 0,98; teste Log-Rank) (Fig. 5.33C).   

 

 

 

 
 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.33: Curvas de Kaplan-Meier para a sobrevida global (SG) na coorte total de 

pacientes com tumor FFPE em relação à presença ou não de mutações nos genes ID3 

(A), TCF3 (B) e CCND3 (C). Não mutado: sem presença de mutações patogênicas. 

 

 

Quando considerado o estado mutacional, a ausência de mutações em qualquer 

dos genes foi associada a uma melhor SG (95%), comparada com a presença de uma 

mutação (83,3%), sendo que a presença de mais de uma mutação esteve associada com 

uma sobrevida significativamente pior que as duas categorias anteriores (53,3%) (P= 

0,015; teste Log-Rank) (Fig. 5.34). Estes resultados se mantiveram como tendência 

quando considerado apenas o grupo pediátrico (93,3%, 88,9% e 69,2% respectivamente; 

P= 0,088; teste Log-Rank).  
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Figura 5.34: Curva de Kaplan-Meier para a sobrevida global (SG) na coorte total de 

pacientes com tumor FFPE em relação ao estado mutacional dos pacientes, 

considerando ausência de mutação, presença de uma e presença de mais de uma 

mutação. 

 

Na SLD, nenhuma variável foi associada significativamente a pior prognóstico; 

entretanto houve efeito marginal da LDH aumentada (P= 0,07), estadiamento (P=0,05) 

e presença de mutações de ID3 (72% vs. 100% para aqueles sem mutação) (P= 0,082; 

teste Log-Rank) (Fig. 5.35).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.35: Curva de Kaplan-Meier para a sobrevida livre de doença (SLD) na coorte 

total de pacientes com tumor FFPE em relação à ausência ou presença de mutação em 

ID3 
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6. DISCUSSÃO 

 

Considerando sua primeira descrição, há 60 anos, no continente africano 

(BURKITT 1958) e posteriormente em áreas externas, o linfoma de Burkitt possui uma 

epidemiologia bastante conhecida, além de representar um importante modelo de estudo 

em câncer, uma vez que pode possuir alterações em diversos níveis, cromossômico, e 

molecular (MAGRATH 2012, SLACK & GASCOYNE 2011), além de sua associação 

com fatores etiológicos externos, tais como a infecção pelo vírus EBV e a associação a 

condições imunológicas específicas (ROCHFORD et al. 2005). Sabe-se que a 

distribuição geográfica representa uma importante variável na epidemiologia dessa 

doença, que possui três variantes clínicas reconhecidas pela OMS, a endêmica, a 

esporádica e a associada à imunodeficiência (SWERDLOW 2008). O Brasil, assim 

como outros lugares do mundo em que a descrição epidemiológica não se encaixa 

nessas três variantes, parece encontra-se numa situação epidemiológica intermediária 

entre os subtipos endêmico, no qual a mediana de idade encontra-se em torno de 6 anos 

e a doença tem uma proporção de sexos de ~2:1 (masculino:feminino) e o subtipo 

esporádico, que acomete mais adolescentes e jovens adultos, com uma proporção de 

sexos de ~3-5 indivíduos do sexo masculino para cada uma do sexo feminino afetada 

(SWERDLOW 2008, MAGRATH 2012, KLUMB et al. 2004). Na nossa coorte de 

pacientes com tumor FFPE e aspirado de medula óssea, a mediana de idades variou de 8 

a 10 anos respectivamente, e a frequência foi maior no sexo masculino, variando de ~3 

a 6 meninos para cada menina afetada, dados estes que estão acordo com essa situação 

epidemiológica intermediária sugerida por alguns estudos no Brasil (KLUMB et al. 

2004, HASSAN et al. 2008).  

Em relação ao EBV, no presente estudo observamos uma frequência de 

associação de 48% em nossa coorte pediátrica de tumores de Burkitt. Estes valores estão 

de acordo com estudos prévios realizados no SE do Brasil, na década passada (KLUMB 

et al. 2004; HASSAN et al. 2008, QUEIROGA et al. 2008, PIZZA et al. 2008), 

indicando a persistência do patógeno como fator etio-patogênico de ~50% dos LB na 

nossa região.    

Assim como a epidemiologia do LB, alguns fatores em associação a um 

prognóstico adverso já estão bem estabelecidos, e incluem idade mais elevada, doença 

disseminada, uma resposta ruim a terapia de indução, LDH elevado, e infiltração de MO 
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e SNC (FERRY 2006). Em nossa coorte total, alguns desses fatores, tais como 

estadiamento, altos níveis de LDH, e acometimento da MO estiveram associados a uma 

SG pior, como é observado amplamente na doença. 

A marca genética do L/LB é a t(8;14)(q24;q32) ou uma das suas variantes, onde 

o MYC está rearranjado com as cadeias leves da imunoglobulina, IGK, no cromossomo 

2 e IGL, no cromossomo 22 (SWERDLOW 2008, GREENOUGH & DAVE 2014). A 

t(8;14)(q24;q32) foi detectada em 4/7 pacientes da coorte com aspirado de MO e a 

t(2;8)(p12;q24) em 1/7 pacientes, por bandeamento G e FISH. A baixa resolução do 

bandeamento G, e algumas vezes a morfologia cromossômica, que pode variar de 

acordo com os pacientes, limita a detecção precisa de anormalidades cromossômicas, 

que assim, necessitam de ferramentas mais sensíveis para serem observadas. 

Geralmente a t(8;14) é de fácil visualização por bandeamento G, no entanto, o ponto de 

quebra nos cromossomos 8 e 14 pode sofrer variações importantes (SHIRAMIZU et al. 

1991, GUTIÉRREZ et al. 1992), o que pode dificultar sua detecção por bandeamento G 

ou mesmo com o uso de FISH com sondas comerciais. Em um paciente (P103), a 

translocação só foi detectada após estudo com técnicas cito-moleculares, totalizando 5/7 

dos pacientes de LLA-L3 com t(8;14). Em vista disso, a utilização de sondas caseiras de 

regiões menores e específicas pode auxiliar na definição desses casos. Um achado 

importante nesse estudo, diz respeito ao paciente P22, onde não foi observado rearranjo 

do MYC com a imunoglobulina, mas foram encontrados três sinais correspondentes ao 

MYC, levarando à hipótese de que este gene estaria rearranjado. Com a aplicação de 

técnicas de citogenética molecular mais sensíveis, nós identificamos a origem deste 

sinal extra.    

O rearranjo IGH/MYC foi observado em 77% dos pacientes da nossa coorte 

com tumores FFPE estudados por FISH, além de um paciente (P60), onde foi 

observado outro rearranjo de MYC, que não o IGH/MYC, que podemos inferir ser 

resultante de uma das translocações variantes encontradas no LB.  

A classificação WHO incorporou o conceito de que ~10% dos pacientes com 

LB podem não apresentar o MYC rearranjado, considerando os rearranjos com os 3 

genes de imunoglobulina que ele pode sofrer (SWERDLOW, 2016). Em 20% dos 

nossos pacientes com tumor FFPE estudados por FISH, o rearranjo IGH/MYC, 

resultante da t(8;14), não foi detectado, e esta porcentagem está em desacordo com a 

literatura. Entretanto, esta limitação pode estar relacionada ao tipo de sonda utilizado 
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no estudo, já que utilizamos uma sonda que detecta somente a t(8;14)(q24;q32). É 

importante ressaltar que em alguns casos é possível observar o rearranjo do MYC com 

outros alvos, utilizando apenas a sonda que utilizamos (IGH/MYC/CEP8 dual color 

dual fusion), quando se observa a quebra de um dos alelos através de um pequeno 

sinal extra vermelho, o que foi, inclusive, visto em um dos nossos pacientes (P60), 

como citado acima. Além disso, faz-se necessário considerar que a baixa qualidade das 

amostras FFPE, além do tempo de armazenamento destas amostras, pode ter 

influenciado nessa falha de detecção de outros rearranjos do MYC além da t(8;14) em 

nossos casos. 

Na última década, uma diversidade de estudos tem mostrado que apesar de ser 

uma marca genética importante da doença, a translocação t(8;14)(q24;q32) não é 

essencial para a patogênese do L/LB, e que o MYC pode estar desregulado através de 

outros mecanismos biológicos que envolvem fatores além da regulação a nível 

cromossômico (ROSCHKE et al. 1997, RICHTER et al. 2012, CAMPO, 2012; 

SOLDINI & CAMPO, 2013). Nesse sentido, a desregulação do MYC já foi observada 

em pacientes apresentando ou não o rearranjo dele com uma das cadeias da 

imunoglobulina (LEUCCI et al., 2008; ONNIS et al., 2010), além da translocação 

t(8;14)(q24;q32) já ter sido detectada em células sanguíneas de indivíduos saudáveis 

(JANZ et al. 2003). Essas observações reforçam a ideia de que outros fatores, além do 

rearranjo do MYC com uma das cadeias da imunoglobulina, possam causar também sua 

desregulação, e mais, de que a translocação isolada não seja suficiente para desencadear 

a doença.  

Neste contexto, um dos mecanismos que pode levar à desregulação do MYC em 

pacientes com LB, sem o rearranjo deste gene, é o controle pós transcricional através de 

microRNAs (LEUCCI et al. 2008, ONNIS et al. 2010). Além dos microRNAs, estudos 

de expressão gênica introduziram uma assinatura molecular para esta neoplasia 

incluindo casos sem o rearranjo do oncogene e diferenciando-a de outros linfomas de 

células B, e ela considera expressão diferenciada de CD10 e BCL2 para esses  casos, 

além da expressão do MYC (HUMMEL et al. 2006, DAVE et al. 2006). Com base 

nessas premissas, conduzimos estudos de expressão no paciente P22, que não 

apresentou a t(8;14)(q24;q32), comparando-o com outros pacientes da nossa coorte com 

LB (P62, P63, P64, P65), com a t(8;14)(q24;q32) detectada através de FISH, a fim de 

verificar essas variáveis, para corroborar com seu diagnóstico clínico de LB. Com 
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relação aos níveis de expressão de genes celulares, encontramos níveis de expressão de 

MYC e BCL2 similares tanto no paciente como no grupo de casos controle com LB. 

Com relação aos microRNAs, encontramos baixos níveis de expressão de miR155, 

miRLet7a, miRLet7b, miRLet7e no P22 e nos casos com L/LB, além de baixos níveis 

de miR150 e miR21, não só no P22, como em todos os controles utilizados. Os miR155 

e Let7a, Let7b e Let7e, geralmente são regulados negativamente pelo MYC, 

superexpresso não só no P22, como nos casos controle com LB, o que explica os 

resultados que achamos. O miR9* também apresentou baixos níveis de expressão, 

comparáveis no P22 e nos pacientes controle com LB. O miR9* é geralmente 

encontrado negativamente expresso em pacientes sem a translocação envolvendo o 

MYC (LEUCCI et al. 2008). Além disso, é importante citar que investigamos por 

citogenética molecular rearranjos envolvendo o BCL2 e o BCL6, que estão comumente 

envolvidos em alterações em outros LNH de células B, a fim de fazer um diagnóstico 

diferencial, e também excluímos qualquer anormalidade cromossômica envolvendo o 

cromossomo 11, que já foi associada a casos de L/LB sem o rearranjo do MYC 

(SALAVERRIA et al. 2011). Nossos achados corroboram para um perfil molecular no 

P22 similar ao perfil encontrado no LB e possibilita consideramos esse paciente como 

parte do grupo de pacientes com LB sem rearranjo do MYC (10%), incluso desde 2008 

na classificação WHO. No paciente em questão, com a aplicação de sondas 

cromossômicas e gênicas específicas, também descrevemos, pela primeira vez, uma 

translocação nova envolvendo o cromossomo 8, a t(8;8), e uma cópia extra do MYC no 

L/LB, cuja expressão aumentada foi provada por estudos de expressão gênica, 

corroborando com a proposição de que essa cópia extra do gene, observada no cariótipo 

do paciente, estaria funcionalmente ativa. Uma peculiaridade interessante dessa criança 

foi a sua condição patológica genética, ataxia-telangiectasia (A-T), que está relacionada 

a um risco elevado de desenvolver malignidades, principalmente LNHs 

(SCHOENAKER et al.2016), e apesar da associação com L/LB ser rara nessa condição, 

já foi sugerido que pacientes portadores de A-T podem apresentar rearranjos não usuais 

do MYC, o que provavelmente é causado pela instabilidade cromossômica global que 

esses pacientes possuem, o que poderia explicar esta translocação nova encontrada no 

estudo (SANDLUND et al.2014). 

Os protocolos de tratamento já são muito bem estabelecidos para o L/LB e 

geralmente levam a altas taxas de cura de até 90% na infância, grupo onde a doença 
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predomina (HUMMEL et al. 2006, WORCH et al., 2013). A recorrência de recaída e 

óbito por LB é baixa, e nessa condição, esse desfecho desfavorável é visto em 

associação com fatores específicos no diagnóstico (FERRY, 2006). As anormalidades 

cromossômicas secundárias também podem ter papel no desfecho desfavorável desses 

pacientes e dentre elas há relatos importantes de associação cromossômica como 

possíveis fatores de mau prognóstico para os pacientes com LB pediátrico (LONES et 

al. 2004, ONCIU et al. 2006, POIREL  2009, TOUJANI et al.  2009, SHIFFMAN et al. 

2011). Estudos citogenômicos tem mostrado que as anormalidades cromossômicas 

secundárias mais frequentes envolvem os cromossomos 1 e 13 (ONCIU et al. 2006, 

BOERMA et al. 2009, TOUJANI et al. 2009, SCHIFFMAN et al. 2011). O papel 

adverso das anormalidades cromossômicas envolvendo o cromossomo 13 já está bem 

estabelecido, no entanto, com relação ao cromossomo 1, o significado ainda é 

controverso (LONES et al., 2004, ONCIU et al., 2006; POIREL et al., 2009, TOUJANI 

et al., 2009). Uma vez que confirmamos a presença dessas alterações em crianças 

brasileiras, anteriormente apenas em aspirados de medula óssea (DE SOUZA et al 

2014), nós buscamos extrapolar aqui esses resultados para tumores FFPE. Além disso, a 

maioria dos estudos na literatura encontrou deleções no cromossomo 13 (LONES et al. 

2004, TOUJANI et al. 2009, NELSON et al. 2010), diferente do nosso grupo que 

detectou apenas duplicações, envolvendo as mesmas regiões cromossômicas, ora 

reportadas nos estudos internacionais. Apesar do pequeno número de pacientes com 

tumor FFPE para os quais conseguimos obter resultados de hibridização, nós 

conseguimos reproduzir nossos achados anteriores, que também estão de acordo com o 

que a literatura vem reportando, e observamos anormalidades envolvendo a região 1q25 

e a região 1q34 em 74% dos 19 pacientes em que conseguimos hibridização para essas 

regiões cromossômicas, e a duplicação do 13q foi a única alteração no cromossomo 13 

encontrada na nossa coorte, confirmando nossos resultados anteriores. No entanto, não 

foi possível fazer uma associação significativa com o desfecho desses pacientes devido 

ao baixo número amostral ou pela indisponibilidade de dados clínicos para fazer as 

associações. 

Uma frequência de 60% de anormalidades cromossômicas secundárias também 

foi reproduzida em nossa coorte de pacientes com aspirado de MO. Devido à 

complexidade das alterações encontradas por bandeamento G, nós refinamos estes 

cariótipos com técnicas de citogenética molecular, utilizando bandeamento 
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multicolorido. Uma observação interessante que surgiu durante o estudo desses 

pacientes foi que em todos onde conseguimos definir exatamente as anormalidades 

cromossômicas secundárias (P98, P101 e P103), essas anormalidades eram sempre 

duplicações de regiões cromossômicas distintas envolvendo outros cromossomos, 

caracterizando um cariótipo complexo, que passamos a considerar como trissomias 

parciais, visto que os pacientes possuíam, além do fragmento duplicado em um outro 

cromossomo, duas copias normais dele nos cromossomos de origem.   

Em geral, a grande maioria das alterações cromossômicas secundárias a t(8;14) 

ou variantes encontradas no L/LB são alterações no número de cópias (CNA), 

representadas por duplicações e perdas de regiões cromossômicas (LONES et al. 2009, 

NELSON et al. 2009, TOUJANI et al. 2009, SCHOLTYSIK et al. 2010). A adição ou 

perda de material cromossômico em um cariótipo parece resultar da seleção de células 

submetidas a não disjunção de um homologo, contendo uma mutação especifica que por 

sua vez acaba por conferir vantagem proliferativa a célula (ONODERA et al 1992). A 

vantagem proliferativa gerada pela desregulação do MYC nas células portadoras do seu 

rearranjo com uma das cadeias da imunoglobulina poderia muito bem estar 

intrinsecamente ligada a um escape dos mecanismos de reparo de DNA, causado pela 

instabilidade genômica, que por sua vez já é sabidamente uma marca do processo 

carcinogênico, dando vantagem à formação dessas CNAs (NEGRINI et al. 2010, 

HANAHAN & WEINBERG 2011). Análises de genoma inteiro têm mostrado que 

muitas variações estruturais no DNA, observadas a nível cromossômico, não são 

eventos independentes, mas adquiridas através de eventos únicos, que são 

posteriormente seguidos por rearranjos complexos, através de mecanismos de formação 

de cariótipos complexos. Dentre esses mecanismos, a cromotripsis gera diversas 

quebras cromossômicas, que posteriormente, por erro de vias de reparo, resultam em 

uma reorganização dos fragmentos em ordem ou local incorreto, podendo gerar 

inclusive deleções, sendo essa série de eventos catastróficos para a célula, uma 

consequência de erros ocorridos durante o ciclo celular (YI & JU 2018). O papel ímpar 

exercido pelo MYC no controle do ciclo celular, nos leva a pensar que sua atividade 

descontrolada poderia de alguma forma estar relacionada ao aparecimento dessas 

variações estruturais, através da desregulação de vias de reparo de DNA, nos cariótipos 

dos pacientes com L/LB. Já foi visto que quando superexpresso, o MYC pode reduzir a 

resposta contínua ao reparo de DNA, reduzindo o reparo de quebras de fita dupla, que 
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teriam papel primordial no reparo das quebras ocorridas durante a cromotripsis 

(AMBROSIO et al. 2015). No entanto, somente estudos funcionais poderiam dar 

embasamento a esta hipótese e provar se o MYC também estaria exercendo esse papel 

no L/LB, de modo a favorecer o aparecimento dessas anormalidades cromossômicas 

secundárias.  

A introdução de novas tecnologias moleculares de larga escala tem aberto um 

vasto leque de possibilidades no campo da pesquisa científica, e nesse âmbito, elas têm 

permitido acessar informações no genoma de pacientes com tumores de Burkitt que 

podem responder questionamentos que até então intrigavam os cientistas, dentre eles a 

questão do rearranjo do MYC e da infecção pelo EBV serem fatores importantes, mas 

não suficientes, para explicar o comportamento do tumor (MAGRATH, 2012, 

GREENOUGH & DAVE 2014). Os mais recentes estudos de sequenciamento de nova 

geração promoveram um panorama valioso e interessante acerca de alterações 

genômicas em LNH de células B, e introduziram novos participantes na biologia da 

doença, que parecem estar relacionados à patogênese do L/LB (LOVE et al. 2012, 

RICHTER et al., 2012; SCHMITZ et al. 2012, CAMPO 2012; SOLDINI & CAMPO 

2013). Nesse sentido, dentre outros genes implicados em vias já conhecidas do LB, um 

achado surpreendente foi a recorrência de mutações envolvendo os genes ID3, TCF3 e 

CCND3 (LOVE et al. 2012, RICHTER et al. 2012, SCHMITZ et al. 2012). Love e 

colaboradores (2012), dentre 70 genes recorrentemente mutados no LB, identificaram 

mutações no gene ID3 em 34% da sua coorte de LB. No mesmo ano, outro grupo 

encontrou mutações no TCF3 ou no ID3 em 70%, 67% e 40% de casos de LBs, LB-

HIV+ e LBe, respectivamente, sendo a frequência em ID3 (58%) maior do que em 

TCF3 (11%) e em 13% da sua coorte, ambos os genes estavam mutados 

concomitantemente (SCHMITZ et al. 2012). O CCND3, em que já se havia encontrado 

mutações ativadoras em diferentes tipos de LNH de células B (SONG et al. 2004, 

CATO et al. 2011) e que é um alvo direto do TCF3 , foi encontrado mutado na série de 

Schmitz e colaboradores em 38% dos LBs, 67% dos LB-HIV+ e 1,8% dos LBe. O 

terceiro estudo que corroborou com os anteriores, acrescentando esses genes como 

potenciais participantes da patogênese do LB, identificou mutações em ID3 em 67% da 

sua coorte (RICHTER et al.  2012). Juntos, esses estudos, que também promoveram 

experimentos funcionais, provando a interação do ID3 com o MYC, propõem que a 

alteração na função de ID3 seria um mecanismo chave na linfomagênese do LB, 
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independente da t(8;14)(q24;q32), considerando que foram encontradas mutações neste 

gene em todos os subtipos geográficos do LB e em casos de LB sem a translocação.  

É importante notar que todos os estudos acima envolveram séries heterogêneas 

de pacientes, com relação à idade. Somente em 2016, começou-se a separar as séries 

para identificar diferenças nesse perfil mutacional entre as crianças e adultos, onde foi 

observada uma frequência maior de mutações em ID3 em adultos e uma distribuição 

similar das mutações em CCND3 para as duas faixas etárias, em uma coorte onde 87% 

dos pacientes apresentaram mutações em ID3 e/ou CCND3, Esse estudo não encontrou 

mutações em TCF3, o que pode ter ocorrido em vista do seu número limitado de apenas 

24 pacientes (HAVELANGE et al, 2016). O panorama dessas mutações no LB 

pediátrico foi melhor acessado em outro estudo em uma coorte estritamente pediátrica, 

onde a frequência de mutações em ID3 foi de 78%, 13% em TCF3 e 36% em CCND3 

(ROHDE et al. 2017). 

Ao acessar o panorama dessas mutações na nossa população, que inclui 

pacientes com L/LB em uma situação epidemio-geográfica intermediária entre os 

subtipos LBe e LBs, nos quais estas mutações já foram descritas, encontramos uma 

frequência de mutações possivelmente patogênicas no ID3 em 67% dos pacientes, no 

TCF3 em 18% e no CCND3 em 26% dos pacientes. Desta forma, conseguimos 

reproduzir dados bastante similares à literatura em relação ao grupo completo de LB 

estudado, para os genes ID3 e TCF3. As mutações no gene CCND3 ocorreram em uma 

frequência menor em nosso estudo. É possível que por problemas de sequenciamento, 

em parte por eficiência dos iniciadores, tamanho elevado dos fragmentos alinhado a 

qualidade do material tumoral utilizado, tivemos perda de amplificabilidade.  

 Para definir se as diferenças com os dados previamente publicados são devido a 

um efeito do pequeno número amostral, pois foi o gene com menor taxa de sucesso na 

amplificação, ou refletem uma situação biológica particular, são necessários novos 

estudos incluindo uma coorte independente e maior.  

Nós incluímos pacientes adultos a fim de comparar as frequências das mutações 

com o grupo pediátrico e encontramos uma frequência maior de mutações no grupo 

pediátrico que nos adultos. Entretanto, o baixo número de adultos incluídos e a falta de 

significação estatística não permite firmar esta associação. Apenas um estudo, com uma 

coorte de 24 pacientes, fez essa comparação, onde o ID3 esteve mutado em uma 
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proporção maior em adultos e não houve diferença de distribuição de mutações em 

CCND3 nos dois grupos (HAVELANGE et al. 2016).  

Quando analisamos a frequência de mutações em relação à idade do grupo 

pediátrico observamos uma tendência à acumulação de mutações em ID3 em crianças 

de idade menor (mediana de 5 anos). Este resultado está de acordo com vários outros 

estudos, que descrevem associação de mutações do ID3 com idades menores 

(RICHTER et al. 2012, GEBAUER et al. 2013, ROHDE et al. 2017). Já para o CCND3 

encontramos uma acumulação estatisticamente significativa de mutações em crianças 

mais velhas, onde a mediana de idade de crianças com a mutação foi de 11 anos 

enquanto nas sem mutação foi de 5 anos. Essa relação não foi descrita previamente em 

outras séries estudadas e é necessário ampliar o estudo para entender se existem fatores 

de risco para essas mutações associados a idades maiores e se há um contínuo entre 

adolescentes e adultos na prevalência delas.  

 Em relação aos parâmetros clínicos, só a presença de mutações no gene ID3 

mostrou associações. Houve um efeito marginal entre LDH aumentado e mutações no 

ID3. Na literatura, só houve associação significativa entre uma doença em estádios mais 

avançados e a presença de mutações em ID3, assim como uma tendência de associação 

com estágios mais avançados em pacientes com mutações em CCND3 (ROHDE et al. 

2012).  

De maneira significativa, observamos que pacientes com mutação em ID3 

tiveram uma SG menor, em relação aos pacientes sem a presença de mutações nesse 

gene, e esse resultado foi observado também como uma tendência no grupo pediátrico. 

As mutações no ID3 também tiveram impacto negativo na probabilidade de recaída ou 

progressão (SLD), porém com associação marginal. Esses resultados são os primeiros 

na literatura a apontar para esse efeito, sendo que um estudo com coorte estritamente 

pediátrica não encontrou relação entre o desfecho clínico e a presença de mutações 

(ROHDE et al. 2017), enquanto que um estudo prévio a ele encontrou um desfecho 

mais favorável em pacientes com mutações em ID3, numa coorte heterogênea 

(RICHTER et al. 2012).  

Ainda neste estudo, foi observado um sinergismo das mutações em relação ao 

desfecho clínico, em que os pacientes que eram portadores de mais de uma mutação (em 

genes distintos ou no mesmo gene) mostraram uma sobrevida significativamente menor 

que àqueles sem mutação ou com apenas uma mutação. Este resultado põe de relevo a 
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importância da perda de funcionalidade da via ID3-TCF3-CCND3 na patogênese da 

doença, como indicado em estudos anteriores; além disso, os resultados aqui 

apresentados, se confirmados em séries maiores e independentes, sugerem que pelo 

menos as mutações no ID3 e um potencial sinergismo na via, podem estar envolvidos na 

resposta à terapia no linfoma de Burkitt.  

Em relação aos modelos de patogênese molecular associado às mutações 

estudadas, quase todas as mutações em ID3 reportadas em estudos anteriores foram 

encontradas no domínio altamente conservado da proteína HLH, sendo a maioria 

mutações do tipo nonsense e frameshift, e mutações fora do domínio foram associadas a 

pelo menos uma mutação dentro do domínio, culminando em uma perda de função da 

proteína ID3 (LOVE et al. 2012; RICHTER et al. 2012).  Foi demonstrado 

experimentalmente que estas mutações alteram a função inibitória do ID3 sob o TCF3, 

podendo levar a um crescimento e proliferação descontrolada de células (LOVE et al. 

2012, ROHDE et al. 2012), sugerindo que o ID3 teria um papel supressor no LB. 

Dentre as mutações encontradas no gene ID3 no nosso estudo, apenas 29% (9/31) eram 

mutações do tipo nonsense ou frameshift e 16% (5/31) das mutações fora do domínio 

HLH estiveram associadas a pelo menos uma mutação dentro desse domínio. Em 

contraparte, descrevemos um cluster novo, na posição 5’ do motivo HLH, cujo 

mecanismo ainda não se conhece, mas onde a alta frequência de duplas e triplas 

mutações dentro desse cluster poderia explicar a inibição da função gênica do ID3.  

Na análise bioquímica preliminar das mutações encontradas na nossa coorte, 

encontramos uma assinatura indicativa da ação da AID na origem das mutações 

(assinatura 2 COSMIC). Isto está de acordo com um linfoma originado no centro 

germinativo, com o processo de hipermutação somática ativado (SHAFFER et al. 2002) 

e cujo evento patogênico inicial (translocação de MYC) já foi demonstrado ser mediado 

pela ação da AID (RAMIRO et al. 2004; DE YÉBENES et al. 2006). Os estudos 

visando identificar os motivos moleculares subjacentes às mutações (ÁLVAREZ-

PRADO et al. 2018), assim como a clonagem do fragmento de ID3 correspondente ao 

cluster 5' encontram-se em curso e poderão elucidar aspectos interessantes dos 

mecanismos moleculares deste gene no LB.       

Considerando-se que os genes ID3 e TCF3 estão mutados em ~70% dos casos 

de L/LB, como descrito previamente e confirmado neste trabalho, e uma vez que os 

estudos feitos até o momento têm mostrado que ele é de fato o principal alvo de 
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mutações em termo de frequência, além de, junto com o TCF3, já ter sido incorporado à 

nova revisão da classificação WHO (SWERDLOW et al. 2016), consideramos estes 

genes como bons biomarcadores de diagnóstico.  

O diagnóstico diferencial entre LB/B e outros linfomas B agressivos é difícil em 

casos particulares através de métodos padrões de diagnóstico, e um teste para identificar 

essas mutações em pacientes com L/LB poderia facilitar o diagnóstico diferencial.   

Com as novas categorias incorporadas a partir da descrição de casos MYC- (LEUCCI et 

al. 2008, SWERDLOW et al. 2008), LB-MYC-,del11q+ (GONZALES-FARRE et al. 

2019, WAGENER et al. 2019) e linfomas double hit (KHELFA ei al. 2017, MERRON 

& DAVIES 2018), a validação de novos biomarcadores MYC independentes se tornam 

valiosas ferramentas para o diagnóstico diferencial destas categorias (GEBAUER et al.  

2013). Mais ainda, se os nossos resultados puderem ser replicados em séries maiores 

envolvendo grupos bem definidos de pacientes com L/LB agrupados homogeneamente 

de acordo com diferentes faixas etárias, o ID3 poderia ser considerado um biomarcador 

com utilidade prognóstica.   

  Além disso, sugere-se que devido à alta frequência de pacientes com mutações 

nessa via, ela pode representar um alvo interessante de terapia. Casos sem a mutação 

direta de genes na via ID3, TCF3 e CCDN3 poderiam ainda ser afetados pela perda 

focal do ID3 ou mutações em vias de sinalização que agem funcionalmente em sinergia 

com a via ID3-TCF3-CCND3. Uma evidencia promissora da utilização de terapias alvo 

para esses pacientes seriam inibidores de CDK4/6, que já estão disponíveis, e já 

mostraram eficiência na redução de tumores em modelos murinos de L/LB (SCHMITZ 

et al. 2012, ROHDE et al.  2012). 

Em suma, neste trabalho nós corroboramos com a literatura com mais casos de 

L/LB com anormalidades cromossômicas secundárias a t(8;14)(q24;q32) e variantes em 

pacientes com tumor in situ e acometimento de MO, e encontramos um padrão 

anormalidades envolvendo trissomias parciais em cariótipos complexos, sugerindo uma 

possível participação do MYC na formação desses cariótipos, através da desregulação de 

vias de reparo de DNA. Além disso, realizamos a primeira descrição da frequência e 

impacto clinico de mutações envolvendo os genes ID3, TCF3 e CCND3 em crianças da 

nossa região geográfica, onde pela primeira vez foi observada uma associação entre a 

presença de mutações no gene ID3 e uma probabilidade menor de sobrevida global.  
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7. CONCLUSÃO 

 

1) A análise das características demográficas do grupo de pacientes pediátricos 

estudados mostrou que o linfoma de Burkitt acometeu crianças e adolescentes com 

uma mediana de idade de 8 anos em uma proporção aproximadamente duas vezes 

maior nos pacientes de sexo masculino. Já os pacientes pediátricos com LLA-L3 

apresentaram uma mediana maior, de 10 anos de idade, e uma proporção maior 

também no sexo masculino. A maioria da coorte apresentou doença em estágio 

avançado, onde 67% apresentaram os estadios clínicos III/IV, e compatível com 

esse achado, 69% da coorte apresentou níveis de LDH acima dos esperados. As 

descrições clínico-demográficas do LB dos nossos pacientes vai ao encontro da 

idéia postulada sobre os pacientes brasileiros terem uma apresentação de doença 

com características intermediárias entre o LB endêmico e o LB esporádico.  

 

2) Na coorte desse estudo, fatores, já sabidamente associados com um prognóstico 

adverso, incluindo estadiamento, acometimento da MO e altos níveis séricos de 

LDH foram associados a uma sobrevida global pior.    

 

3) Através da combinação de técnicas de bandeamento G, FISH e badeamento 

multicolorido, a t(8;14) foi detectada em aproximadamente 72% dos pacientes cujo 

aspirado de medula óssea foi estudado, a t(8;22) em 14% e um paciente apresentou 

uma heterogeniedade de rearranjo do MYC primeiramente reportada neste trabalho, 

envolvendo 3 cópias do gene, sem fusão com nenhuma cadeia da imunoglobulina. 

Esses dados são comparáveis ao que a classificação WHO propõe para o diagnóstico 

citogenético de L/LB. 

 

4) Em 80% dos pacientes deste estudo em que foi possível estudar seus tumores FFPE, 

foi detectado rearranjo do MYC, sendo a fusão IGH/MYC em 23 pacientes e um 

rearranjo do MYC, possivelmente uma variante da t(8;14) em um paciente. No 

restante dos pacientes (20%), a fusão IGH/MYC não foi detectada, no entanto, a 

limitação do uso apenas da sonda específica para a fusão em questão, pode ter 
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subestimado a presença de rearranjos do MYC com as cadeias leves da 

imunoglobulina. 

 

5) Em um paciente deste estudo, P22, sem a t(8;14)(q24;q32) ou variantes, estudos de 

expressão gênica dos genes celulares MYC e BCL2 e dos micro RNAs miRLet7a, 

miRLet7b, miRLet7e, miR9*, miR21, miR150 e miR155 corroboraram com o 

diagnóstico de L/LB deste paciente. Além disso, estudos utilizando bandeamento 

multicolorido possibilitaram descrever uma alteração nova no L/LB, a t(8;8), com a 

presença no cariótipo de 3 cópias do gene MYC. 

 

6) A frequência de anormalidades cromossômicas secundárias envolvendo as regiões 

cromossômicas 1q25 e 13q34 foi de 74% nos pacientes pediátricos cujos tumores 

FFPE foram estudados por FISH e em aproximadamente 60% dos pacientes 

estudados através dos seus aspirados de medula óssea. Esses dados estão de acordo 

com a literatura acerca da frequência de anormalidades cromossômicas secundárias 

no L/LB e refletem o panorama encontrado anteriormente pelo nosso grupo. No 

entanto não foi possível fazer uma associação significativa com o desfecho clínico 

desses pacientes. 

 

7) Em relação ao vírus EBV, no presente estudo, observamos uma frequência de 

associação com o diagnóstico de LB em 48% da nossa coorte pediátrica, o que está 

de acordo com estudos anteriores realizados na década passada no sudeste do Brasil, 

e isso indica a persistência do patógeno como fator etio-patogênico de 

aproximadamente metade dos LB da nossa região geográfica. Em 84% da coorte 

pediátrica houve infecção com o tipo 1 do vírus, o tipo 2 foi encontrado em 12% e 

um paciente pediátrico apresentou co-infecção dos tipos 1 e 2.  

 

 

8) Considerando nossa coorte de pacientes total cujos tumores FFPE foram estudados, 

incluindo crianças e adultos, nós encontramos mutações possivelmente patogênicas 

nos genes ID3, TCF3 e CCND3 em 67%, 18% e 26%, respectivamente, 

reproduzindo o que a literatura tem observado em relação ao estado mutacional dos 
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genes ID3 e TCF3 no L/LB. A frequência menor observada para o gene CCND3 

precisa ser confirmada em um número amostral maior, a fim de confirmar se 

refletem uma condição biológica particular da nossa população, ou se só refletiu o 

pequeno número amostral utilizado para o estudo desse gene. 

 

 

9)  Em relação as associações de parâmetros clínicos e presença de mutações nos genes 

ID3, TCF3 e CCND3, nosso estudo mostrou pela primeira vez que pacientes com 

mutações em ID3 tiveram uma sobrevida global menor, em relação aos pacientes 

sem a mutação. Essa associação foi observada como uma tendência também no 

grupo pediárico. Além disso, foi observada uma associação marginal entre a 

presença de mutações no ID3 e a probabilidade de recaída ou progressão da doença.  
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9. ANEXO I 
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10. ANEXO II 

 

Informação mínima para publicação em experimentos de Quantificação em pcr em 

tempo real (MIQE), sugeridas por Bustin et al. (2009). 

 
 

Desenho experimental 

• Grupo experimental: Amostras de tumor (em diversos sitios) de crianças e 

adolescentes com Linfoma/Leucemia de Burkitt, amostras de hiperplasia folicular 

reativa, linhagens celulares (Namalwa, Raji, Ramos, Farage e Pfeifer) e células de 

medula óssea de doadores saudáveis. 

• Número de pacientes: 4 LB, 2 HFR, 2 MO e 5 Linhagens Celulares 

 

Amostras 

• Descrição: Amostras de tumor fixados em formalina e impregnados em parafina 

(FFPE) 

• Quantidade de amostra processada: 6 cortes de parafina de 3μm cada e 5x10
6
 células 

de doadores saudáveis de MO e de linhagens celulares. 

• Procedimento do processamento de fixação: formol 10% por 24 horas. 

• Tempo e condições de armazenamento das amostras: 4-8 anos a 20-22°C em ambiente 

fechado 

 

Extração do RNA 

• Kits utilizados: Máster PureTM RNA purification kit (MP) (Epicentre®, Madison, WI) 

com 480 μL de solução de lise celular e tecidual e 60μL de proteinase K 60 mg/dL a 

65°C por 16-20 horas.  

• Reagentes adicionais usados: proteinase K (Invitrogen, Life TechnologiesTM, Carlsbad, 

CA) a 60 mg/dL. 

• Tratamento com DNase: 200 μL da solução DNase I (5 μL de DNase I e 200 μL de 1X 

de tampão de DNase) supridos pelo kit a 37°C por 30 minutos.  

• Avaliação de contaminação por DNA: não se aplica 

• Quantificação do RNA:  

   - Método e aparelho: espectrofotometria no Nanodrop® (Wilmington, Delaware USA).  

  - Pureza:  260/280: 1,8 - 2,0  
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                 260/230: 2,0 – 2,2 

• Integridade do RNA: 

      - Eletroforese: gel de agarose 1,2% em tampão fosfato (Na2HPO4 0,01M) com 

coloração de brometo de etídio (0,5 μg/mL). 

• Teste de inibição: não realizado. 

• Armazenamento do RNA: -80°C 

 

Transcrição reversa 

• Condições da reação: kit High Capacit cDNA Reverse Transcription (Applied 

Biosystems, Life Technologies). Cat. 4368814. Volume da reação 20μ. Mix: tampão RT 

1X (5,5mM Mg
2+

); 1mM de dNTPs, iniciadores randômicos (2,5μM); 2,5U de 

MultiScribe RT, 10μL de cDNA. 

• Quantidade de RNA e volume da reação: 0,5μg de RNA total/10μL de água DEPC 

• Estratégia de iniciadores: Iniciadores randômicos 

• Transcritase reversa e concentração: MultiScribe™ Reverse Transcriptase em 50 

U/μL. 

• Temperatura e tempo: 25°C por 10 minutos, 37°C por 120 minutos e 85°C por 5 

minutos. 

• Estocagem do cDNA: -80°C 

 

Pré-amplificação 

• Condições da reação: 1) TaqMan


 PreAmp Master Mix kit (Applied Biosystems, Life 

Technologies
TM

). Cat. 4384267. Volume da reação: 10μL. Mix: 1X PreAmp master mix, 

iniciadores/sondas (iniciadores: 6,25-112,5 nM cada, sondas: 31,25nM) diluidos em 

tampão TE pH 8,0, mais 2,5μL de cDNA; 2) SYBRgreen (Applied Biosystems, Life 

Technologies). Volume da reação: 10μL. Mix: 2X RT
2
 PreAMP PCR Master mix,  

iniciadores e 2,5μL de cDNA diluído 1:5.  

• Aditivos: Não incluídos 

• Concentração de cDNA: Não calculada 

• Estratégia de iniciadores: Iniciadores específicos  

• Temperatura e tempo: 1) TaqMan


: 95°C por 10 minutos, 14 ciclos a 95°C por 25 

segundos e 60°C por 4 minutos; 2) SYBRgreen: 95°C por 10 minutos, 14 ciclos a 95°C 

por 15 segundos e 60°C por 2 minutos 
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• Estocagem da Pré-amp: -80°C 

• Diluição da Pré-amplificação 

 - Diluição: A reação de pré-amp foi diluída em 1:20 com água DEPC. 

- Estocagem da diluição: -80°C 

- Screening de especificidade in silico (BLAST): Feito para iniciadores desenhados 

- Variantes de splicing nos alvos: Não feito 

 

Oligonucleotídeos 

• Sequência dos iniciadores: Especificadas na Tabela 4.2 de Metodologia 

• Sequência das sondas: Especificadas na Tabela 4.1 de Metodologia 

 • Localização e identidade de alguma modificação:Não teve modificação  

• Fabricante dos oligonucleotídeos: Applied Biosystems, Life Technologies 

 

Protoloco de qPCR 

• Condições da reação: 1) TaqMan: TaqMan universal PCR Master Mix 1X (Cat. 

4304437), 1X mix de iniciadores/sondas, água livre de nucleases e 4L de cDNA pré-

amplificado diluído; 2) SYBRGreen: 1X GoTaq qPCR Master Mix, 60Nm iniciador 

forward, 60Nm iniciador reverso, 0,5X enhancer, água livre de nucleases e 4L de 

cDNA pré-amplificado diluído. 

• Volume da reação e quantidade de cDNA:Volume final de 15L; 4L de cDNA pré-

amplificado (diluído previamente na razão 1:20 em água livre de nucleases). 

• Concentração dos iniciadores, sonda, Mg
++

 e dNTP: padrão do reagente TaqMan 

universal PCR Master Mix (Applied, Life Technologies) e GoTaq qPCR Master Mix. 

• Identificação e concentração da Taq polimerase: padrão do reagente TaqMan 

universal PCR Máster Mix (Applied, Life Technologies) e GoTaq qPCR Master Mix. 

• Aditivos:Não incluídos  

• Fabricante das placas e número de catálogo: Applied Biosystems, Cat. N8010560 

• Parâmetros da termociclagem: 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos, 95°C por 

15 segundos, 60°C por 60 segundos  

• Instrumento de qPCR e fabricante: ViiA™ 7 (Applied Biosystems, Life 

Technologies). 
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Validação de qPCR 

• Especificidade: Gel de agarose 3%  

• NTC: Cq>40 

• Variação do Cq no limite baixo: SD0,5 

• Evidência para o limite de detecção: Não estimado 

• Multiplex, eficiência e LOD para cada ensaio: Não estimado 

 

Dados de análise 

• Programa de análise de qPCR (fonte e versão): Genex enterprise (MultiD analyses) 

 • Método de determinação Cq: 2
-Cq

 

• Identificação e disposição dos outiers: Teste de Grubbs  

• Resultados dos NTCs: Cq>40 

• Justificação do número de genes de referência selecionados: Foram selecionados os 2 

genes mais estáveis para LNH para os 2 ensaios 

• Descrição do método de normalização: Cq do gene de interesse - Cq do gene de 

referência 

• Número e estado (qPCR) de replicatas técnicas: 2 qPCR 

• Métodos estatísticos para significância dos resultados: Teste Mann-Whitney, teste 

Wilcoxon, teste de Spearman e nested-ANOVA de 6 fatores com efeitos randômicos. 

• Software (fonte e versão): GENEX enterprise (MultiD), SPS (BPI Consulting, LLC) e 

Statistical Package for Social Sciences 20.0 (SPSS) 
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11. ANEXO III 

 

Manuscritos publicados durante este estudo 

 

 De Souza MT, Vera-Lozada G, Othman M, Marques-Salles TJ, Pinto LW, da Rocha 

MM, Rouxinol S, Liehr T, Ribeiro RC, Hassan R, Silva MLM. Molecular and 

Cytogenetic Studies in a Child with Burkitt Lymphoma and Ataxia-Telangiectasia 

Syndrome Harboring MYC Overexpression and Partial Trisomy 8. Ann Lab Med. 

2018 Jan;38(1):63-66. 

 

 De Souza MT, Hassan R, Liehr T, Marques-Salles TJ, Boulhosa AM, Abdelhay E, 

Ribeiro RC, Silva ML. Conventional and molecular cytogenetic characterization of 

Burkitt lymphoma with bone marrow involvement in Brazilian children and 

adolescents. Pediatr Blood Cancer. 2014 Aug;61(8):1422-6 
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12. ANEXO IV 

 

Tabela Suplementar 1: Mutações intrônicas encontradas na coorte do estudo 

 

GENE POSIÇÃO 
ALTERACAO DE 

SITIOS DE SPLICING# 
REFERENCIA 

 c.300+1G>A  Sim MU82525564/COSM2049199 (0,004149) 

c.300+10G>A  Não ND 

c.300+14T>A  Não ND 

c.300+19A>G Não ND 

c.300+25C>T  Não ND 

c.300+27G>A  Não ND 

c.360+28G>A Não ND 

c.300+31A>G  Não ND 

c.300+34C>A  Não ND 

c.300+38C>G  Não ND 

c.300+56C>G  Não ND 

c.300+58C>G  Não ND 

c.300+59G>A  Não ND 

c.300+64T>G Não ND 

c.300+68G>A  Não ND 

c.300+75T>G  Não ND 

c.300+76C>G  Não ND 

c.300+81A>G  Não ND 

c.300+90C>T  Não ND 

c.300+105C>G  Não ND 

TCF3 c.1813+14C>T  Não ND 

c.1813+25C>T  Não ND 

c.1813+31C>A  Não ND 

c.1813+32C>T Não ND 

c.1813+35C>T  Não ND 

c.1813+42C>T  Não ND 

c.1813+45C>T  Não ND 

c.1813+77T>G  Não ND 

c.1813+83C>G  Não ND 

c.1813+90insC  Não ND 

c.1587-365C>G  Não ND 

c.1587-317G>A Não ND 

c.1587-78A>C  Não ND 

c.1587-73C>T  Sim ND 

c.1587-63C>T  Não ND 

c.1587-58C>T  Não ND 

c.1587-54C>T  Não ND 

c.1587-16C>T  Não ND 

c.1587-11C>T  Não ND 

 # Predição feita de acordo com análise no banco de dados Human Splicing Finder 3.1 
(http://www.umd.be/HSF3/index.html) 
 
 
 
 
 
 



 

 

132 

 

13. ANEXO V 

 

Manuscritos publicados em colaboração durante o período do doutorado 

 

 

 Capela de Matos RR, Othman MAK, Ferreira GM, Costa ES, Melo JB, 

Carreira IM, de Souza MT, Lopes BA, Emerenciano M, Land MGP, Liehr T, 

Ribeiro RC, Silva MLM. Molecular approaches identify a cryptic MECOM 

rearrangement in a child with a rapidly progressive myeloid 

neoplasm.Cancer Genet. 2018 Feb;221:25-30. 

 

 Ney Garcia DR, de Souza MT, de Figueiredo AF, Othman MAK, Rittscher 

K, Abdelhay E, Capela de Matos RR, Meyer C, Marschalek R, Land MGP, 

Liehr T, Ribeiro RC, Silva MLM. Molecular characterization of KMT2A 

fusion partner genes in 13 cases of pediatric leukemia with complex or 

cryptic karyotypes. Hematol Oncol. 2017 Dec;35(4):760-768. 

 

 Capela de Matos, RR.; Ney Garcia, DR.; Cifoni, E; Othman, MAK.; De 

Souza, MT; Carboni, EK.; Ferreira, GM.; Liehr, T; Ribeiro, RC; Silva, 

MLM. GAS6 Oncogene and Reverse MLLT3-KMT2A Duplications in an 

Infant with Acute Myeloid Leukemia and a Novel Complex Hyperdiploid 

Karyotype: Detailed High-Resolution Molecular Cytogenetic Studies. 

Cytogenetic And Genome Research. 2017;152:33-37. 

 

 de Matos RR, De Figueiredo AF, Liehr T, Alhourani E, De Souza MT, 

Binato R, Ribeiro RC, Silva ML. A Novel Three-Way Variant 

t(8;13;21)(q22;q33;q22) in a Child with Acute Myeloid Leukemia with 

RUNX1/RUNX1T1 : The Contribution of Molecular Approaches for 

Revealing t(8;21) Variants. Acta Haematol. 2015;134(4):243-5. 

 

 Ney Garcia DR; Vieira, TP; Liehr, T; Abdelhay, E; Binato, R; Neves, F; De, 

Souza MT; Ribeiro, RC; Silva, MLM. Cryptic t(19;19)(p13.3;q13.2), 

involving the TCF3/E2A gene, detected and described by molecular 

cytogenetics in a patient with childhood B-cell progenitor acute 



 

 

133 

 

lymphoblastic leukemia. Atlas of Genetics and Cytogenetics in Oncology 

and Haematology, 2014;18:217-221. 

 

 


