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RESUMO 

 

O tumor de Wilms, ou nefroblastoma, é o câncer renal mais comum na infância, afetando 

uma em 10.000 crianças, com idade média entre 2 e 3 anos. Atualmente, devido à atuação 

de equipes multidisciplinares, 90% dos pacientes diagnosticados com tumor de Wilms são 

curados, entretanto, cerca de 25% dos pacientes recaem da doença, levando a uma 

diminuição da sobrevida para cerca de 50%. A histologia dos tumores de Wilms é utilizada 

como um dos principais fatores prognósticos, como a anaplasia difusa, que está associada 

a um prognóstico menos favorável. Outros fatores prognósticos incluem idade, estadio do 

tumor e perda de heterozigosidade nos cromossomos 1p e 16q para tumores tratados com 

cirurgia pré-quimioterapia. A implementação de biomarcadores moleculares em tumor de 

Wilms visa melhorar a estratificação de risco dos pacientes, e por isso, diversos candidatos 

vêm sendo testados por estudos clínicos internacionais. O objetivo deste estudo foi validar 

o uso de potenciais biomarcadores – alterações de número de cópias de AMER1 (Xq), 1p, 

1q, MYCN (2p), WT1 (11p), 16q e TP53 (17p) – para auxiliar na classificação de risco de 

pacientes com tumores de Wilms no Brasil. Para isso, foram coletadas informações clínicas 

e patológicas de todos os pacientes diagnosticados no Centro Infantil Boldrini no período 

de 2005 a 2020, totalizando 186 pacientes. Destes, 40 pacientes com amostras de tumor 

preservadas em RNAlater armazenadas no biobanco da instituição, foram avaliadas pela 

técnica de Amplificação Multiplex de Sondas Dependente de Ligação (MLPA, do inglês 

Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) para quantificar o número de cópias dos 

biomarcadores candidatos. Para os experimentos que obtiveram um resultado ambíguo ou 

duvidoso, uma técnica ortogonal – Reação em Cadeia da Polimerase em tempo real (qPCR, 

do inglês quantitative real-time PCR) – foi aplicada para confirmação. Dos 40 tumores 

avaliados, 20 apresentaram alterações cromossômicas. A alteração mais frequente foi o 

ganho de 1q (9/40-22,5%), seguido de perda de 16q (8/40-20%) e perda de 1p (6/40-15%). 

Um tumor de Wilms apresentou a perda de 1p e 16q concomitantes, referente a paciente 

que desenvolveu metástase durante o tratamento e foi a óbito. No grupo de tumores 

analisados, observou-se que houve um predomínio de alterações moleculares em 

pacientes com metástase ao diagnóstico, metástase durante o tratamento, progressão, 

recaída e óbito. Apenas um paciente que foi a óbito não apresentou alterações moleculares, 

os demais apresentaram alguma alteração genética, sendo o ganho de 1q a alteração mais 

frequente nesses pacientes. Além disso, a perda de 16q também foi mais frequente em 

pacientes com desfechos mais problemáticos. Contudo, alguns biomarcadores, como WT1 

e MYCN, não apresentaram associação significativa com a recaída e o óbito. Desse modo, 

as características dos pacientes atendidos no Centro Infantil Boldrini se assemelham com 

as características de outras coortes internacionais, mostrando que a perda em 1p e 16q e 

o ganho de 1q são potenciais biomarcadores para o prognóstico de sobrevida inferior em 

determinados pacientes com TW. 

 

Palavras-chave: tumor de Wilms, tumor embrionário, biomarcadores, 1q 



 

ABSTRACT 

 

Wilms tumor, or nephroblastoma, is the most common kidney cancer in childhood, affecting 
one in 10,000 children, with an average age between 2 and 3 years. Currently, due to the 
work of multidisciplinary teams, 90% of patients diagnosed with Wilms tumor are cured, 
however, around 25% of patients recover from the disease, leading to a reduction in survival 
to around 50%. The histology of Wilms tumors is used as one of the main prognostic factors, 
such as diffuse anaplasia, which is associated with a less favorable prognosis. Other 
prognostic factors include age, tumor status, and loss of heterozygosity on chromosomes 
1p and 16q for tumors treated with prechemotherapy surgery. The implementation of 
molecular biomarkers in Wilms tumor aims to improve patients' risk stratification, and 
therefore, several candidates have been tested in international clinical studies. The objective 
of this study was to validate the use of potential biomarkers – copy number alterations of 
AMER1 (Xq), 1p, 1q, MYCN (2p), WT1 (11p), 16q and TP53 (17p) – to assist in risk 
classification of patients with Wilms tumors in Brazil. For this, clinical and pathological 
information was collected from all patients investigated at the Boldrini Children's Center from 
2005 to 2020, totaling 186 patients. Of these, 40 patients with tumor samples preserved in 
RNAlater stored in the institution's biobank were evaluated using the Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification (MLPA) technique to quantify the number of copies of 
candidate biomarkers. For experiments that obtained an ambiguous or doubtful result, an 
orthogonal technique – real-time Polymerase Chain Reaction (qPCR) – was applied for 
confirmation. Of the 40 tumors evaluated, 20 showed chromosomal changes. The most 
frequent change was the gain of 1q (9/40-22.5%), followed by loss of 16q (8/40-20%) and 
loss of 1p (6/40-15%). A Wilms tumor presented the loss of concomitant 1p and 16q, 
referring to a patient who developed metastasis during treatment and died. In the group of 
tumors analyzed, it was observed that there was a predominance of molecular changes in 
patients with metastasis at diagnosis, metastasis during treatment, progression, relapse and 
death. Only one patient who died did not present molecular alterations, the others presented 
some genetic alteration, with the gain of 1q being the most frequent alteration in these 
patients. Furthermore, 16q loss was also more frequent in patients with more problematic 
outcomes. However, some biomarkers, such as WT1 and MYCN, did not show a significant 
association with relapse and death. Thus, the characteristics of patients treated at the 
Boldrini Children's Center are similar to the characteristics of other international cohorts, 
showing that the loss of 1p and 16q and the gain of 1q are potential biomarkers for the 
prognosis of inferior survival in certain patients with WT. 
 

Keywords: Wilms tumor, embryonal tumor, biomarkers, 1q 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O câncer infantojuvenil, diagnosticado em crianças e adolescentes entre 0 e 19 anos, 

é uma doença rara, representando 2 a 3% do total de cânceres. No entanto, mundialmente, 

representa a primeira causa de morte por doença entre crianças e adolescentes. Cerca de 400 

mil crianças e adolescentes são diagnosticados com câncer com variações relacionadas à 

faixa etária (STELIAROVA-FOUCHER et al., 2017), conforme apresentado na Figura 1. 

No Brasil, para cada ano do triênio 2020-2022, foram cerca de 4.310 casos novos de câncer 

infantojuvenil para o sexo masculino e de 4.150 para o sexo feminino (INCA, 2019). 

 

 

Figura 1 - Distribuição mundial de cânceres por faixa etária no período de 2001-10 (retirada de 

STELIAROVA-FOUCHER et al., 2017). 

 

Os tumores renais correspondem a aproximadamente 5% dos tumores pediátricos, 

sendo os mais comuns: tumor de Wilms (TW, que corresponde a 95% dos casos), tumor 
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teratoide rabdoide, sarcoma de células claras renal e carcinoma renal (STILLER, ALLEN, 

EATOCK, 1995; RIVERA, HABER, 2005; SPREAFICO, BELLANI, 2006; DAVIDOFF, 

2009; CHU et al., 2010; STELIAROVA‐FOUCHER et al., 2017; NAKATA et al., 2020; 

BALIS et al., 2021). 

 

1 Características gerais do tumor de Wilms 

1.1 Epidemiologia 

O tumor de Wilms (TW), nome que remete ao médico alemão Carl Max Wilhelm 

Wilms (1867-1918), que descreveu a doença pela primeira vez em 1899, é a neoplasia renal 

mais comum na infância, com prevalência de uma em 10.000 crianças menores de 15 anos 

de idade (BRESLOW et al., 1993; SZYCHOT, APPS, PRITCHARD-JONES, 2014; 

SPREAFICO et al., 2021). Tipicamente, a doença apresenta um pico de incidência entre o 2º 

e o 3º ano de vida, sendo que a maioria das crianças (75%) desenvolve o TW entre 1 e 5 anos 

de idade (BRESLOW et al., 1993; BALIS et al., 2021). 

A taxa de incidência mundial varia, sendo mais alta entre crianças afro-americanas, 

seguida por crianças caucasianas e por último em crianças asiáticas (BRESLOW et al., 1994; 

HADLEY, ROUMA, SAAD-ELDIN, 2012; STELIAROVA-FOUCHER et al., 2017; 

APPLE, LOVVORN, 2020). Incluindo outros tumores renais, as maiores taxas por milhão 

de pessoas-ano de 0 a 14 anos são da África Subsaariana (6,7 a 10,9), América do Norte e 

Europa (9,1 a 9,8); a menor taxa é da Ásia (4,1 a 5,4); sendo no Brasil de 8,4 e a taxa global 

de 8,3 (LIBES et al., 2022). 

Normalmente, o TW surge em um único rim (unilateral), mas aproximadamente 5% 

a 8% dos pacientes apresentam tumores em ambos os rins (bilateral) (CHARLTON et al., 

2017), situação que tende a se manifestar em idade mais precoce (KUMAR et al., 2004; 

RIVERA, HABER, 2005; BUCKLEY, 2011). 
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1.2 Diagnóstico 

O diagnóstico do TW é realizado por meio de avaliações laboratoriais, radiológicas, 

ultrassonográficas e tomográficas. Por meio dessas avaliações, e, se necessário outras, o 

médico infere o estadiamento da doença, ou seja, avalia a sua magnitude por meio da 

observação de diferentes variáveis estabelecidas internacionalmente.  

Há dois tipos de estadiamento: o clínico, que é estabelecido por meio de exames 

preliminares do paciente; e o patológico, que é estabelecido pelos achados cirúrgicos e na 

peça tumoral. Ambos estadiamentos, clínico ou patológico, podem ou não ser coincidentes, 

sendo o estadiamento patológico mais preciso (INCA, 2022). 

O estadiamento clínico do paciente com TW está representado no Quadro 1 (PQD, 

2002, BALIS et al., 2021). 

 

Quadro 1 - Estadiamento clínico de pacientes com TW de acordo com o protocolo de tratamento do COG (do 

inglês Children's Oncology Group), que preconiza cirurgia pré-quimioterapia.  

Estadio Características 

I Tumor restrito ao rim e completamente ressecado 

II Tumor além do rim, mas restrito à loja renal e completamente ressecado 

III Tumor além do rim, ressecção incompleta, implantes peritoneais restritos ao abdome 

IV Qualquer um dos estadios anteriores com disseminação hematogênica/metástases à distância  

V Tumor bilateral 

Fonte: Children's Oncology Group 

 

O estadiamento patológico de TW, conforme preconiza a Sociedade Brasileira de 

Patologia, segue as seguintes classificações: I - tumor limitado ao rim e completamente 

ressecado (margens livres); II - tumor estende-se além do rim, mas completamente ressecado 

(margens livres) e linfonodos negativos; III - tumor residual não hematogênico confinado ao 

abdome (pode se estender aos tecidos moles perirrenais, veia renal e veia cava); IV - 

metástases hematogênicas (pulmão, fígado, osso, cérebro e outros locais, como os linfonodos 
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regionais). Se o estadiamento clínico é V, cada rim deve ser estadiado em um dos quatro 

estadios iniciais. 

 

1.3 Morfologia 

O TW tem uma morfologia heterogênea, apresentando três componentes histológicos: 

blastematoso, epitelial e estromal (BECKWITH et al., 1990), que podem variar em 

proporção, apresentando inclusive TWs bifásicos ou monofásicos. O perfil de expressão 

gênica de cada componente se assemelha a fases distintas do desenvolvimento renal, sendo 

que o componente blastematoso apresenta um perfil de expressão mais semelhante às fases 

iniciais (MASCHIETTO et al., 2008).  

O componente epitelial é caracterizado por apresentar células diferenciadas, com 

estruturas epiteliais primitivas semelhantes a rosetas, que se assemelham aos túbulos renais 

ou glomérulos. O componente estromal é composto por células mesenquimais 

indiferenciadas que podem se diferenciar em células de músculo esquelético, tecido adiposo, 

cartilagem ou osso devido à diferenciação heteróloga do estroma neoplásico, principalmente 

em TWs submetidos à quimioterapia pré-operatória. O componente blastematoso representa 

o tipo celular menos diferenciado e o mais maligno, caracterizado por pequenas células azuis 

redondas e rápida atividade mitótica (POPOV, SEBIRE, VUJANIC, 2016). 

Os tipos histológicos do TW estão representados na Figura 2 (SPREAFICO et al., 

2021). 
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Figura 2 - Diferentes padrões histológicos do TW (retirada de SPREAFICO et al., 2021). a) Tipo misto, com 

componente blastematoso e epitelial. b) Tipo blastemoso. c) Tipo misto consistindo em componentes 

epiteliais e estromais maduros. d) Tipo epitelial composto por túbulos moderadamente diferenciados. e) Tipo 

estromal com elementos heterólogos incluindo cartilagem e músculo esquelético. f) Anaplasia em TW com 

mitoses atípicas, aumento nuclear e hipercromasia. 

 

De acordo com o protocolo de tratamento COG, mais especificado no próximo tópico, 

o TW pode ser separado em dois grupos prognósticos: histologia favorável e histologia 

desfavorável. Quanto à histologia favorável, o TW imita o desenvolvimento trifásico de um 

rim normal, com células blastematosas, epiteliais e estromais, embora nem todos os tumores 
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sejam trifásicos (LI et al., 2002). Em condições ideais de tratamento, a sobrevida em cinco 

anos é superior a 90% para crianças diagnosticadas com tumores de histologia favorável em 

qualquer estadio (DOME, PERLMAN, GRAF, 2014; DOME et al., 2015; GRATIAS et al., 

2016; IRTAN, EHRLICH, PRITCHARD-JONES, 2016).  

A histologia desfavorável está relacionada à presença de anaplasia, definida como 

células com grandes núcleos hipercromáticos e de figuras mitóticas poliploides multipolares 

anormais, e pode estar presente em qualquer dos três componentes histológicos 

(BECKWITH, PALMER, 1978). Essas células podem apresentar-se de maneira focal ou 

difusa, ou seja, podem estar limitadas a certas partes do tumor ou espalhadas por ele (FARIA 

et al., 1996). A anaplasia é observada em 5% a 10% dos TWs, com incidência maior em 

pacientes mais velhos (ZUPPAN, BECKWITH, LUCKEY, 1988), e é associada à resistência 

à quimioterapia e ao pior prognóstico (DOME, PERLMAN, GRAF, 2014).  

Quanto à morfologia, também é possível encontrar restos nefrogênicos (RN), que são 

lesões indiferenciadas com células precursoras renais embrionárias anormalmente retidas e 

dispostas em grupos em cerca de 1% dos casos (BECKWITH, 1993, 1997). Os RNs são 

classificados baseados na localização no rim: RN perilobar (RNPL) são encontrados 

próximos à periferia do lóbulo renal e associados com TW com predomínio dos componentes 

blastematoso ou epitelial (VUONONVIRTA et al., 2008); e RN intralobar (RNIL) são 

encontrados na medula, como consequência de algum erro precoce durante a nefrogênese. 

Os RNs são tipicamente associados com TW com predomínio de componente estromal com 

diferenciação para elementos mesenquimais e mutação/deleção de WT1 (SCHUMACHER et 

al., 2003). 

 

1.4 Tratamento 

O tratamento de cada paciente com TW varia de acordo com o estadiamento, a 

histologia e a resposta à quimioterapia (PRITCHARD-JONES et al., 2014; CHARLTON, 

PAVASOVIC, PRITCHARD-JONES, 2015). O tratamento do TW é sempre 

multidisciplinar, com cirurgia e quimioterapia, além de radioterapia em casos específicos. 
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Atualmente, os fatores prognósticos considerados mais relevantes para a decisão terapêutica 

são o estadiamento e a histologia da peça tumoral (DOME, PERLMAN, GRAF, 2014). 

Há duas abordagens principais de tratamento para o TW (LOPES, LORENZO, 2017): 

o protocolo do Grupo de Oncologia Infantil (COG, do inglês Children's Oncology Group) e 

o protocolo da Sociedade Internacional de Oncologia Pediátrica (SIOP, do francês Societé 

Internationale d’Oncologie Pediátrique). 

Ambos os grupos, COG e SIOP, de forma geral, utilizam a quimioterapia pós-

operatória, exceto em alguns casos. Além disso, ambos tratam crianças menores de 6 meses 

de vida com nefrectomia primária (VAN DEN HEUVEL-EIBRINK et al., 2017).  

O protocolo do COG recomenda a nefrectomia inicial, seguida de quimioterapia pós-

operatória, e, em alguns pacientes, radioterapia (D’ANGIO et al., 1989; JEREB et al., 1994; 

GREEN, 2004). Essa abordagem permite, por exemplo, o diagnóstico histológico precoce e 

a coleta de materiais biológicos inalterados. 

Por outro lado, o protocolo SIOP preconiza a quimioterapia pré-operatória, visando 

a diminuição do volume do tumor e, portanto, o risco de ruptura tumoral durante a cirurgia, 

e menor estadiamento pós-operatório (GRAF, TOURNADE, DE KRAKER, 2000). Nessa 

abordagem, a quimioterapia pré-operatória pode alterar a histologia do tumor, como diminuir 

a quantidade de células blastomatosas, uma vez que essas células são melhores respondedoras 

ao tratamento quimioterápico. Desta forma, também permite a avaliação da resposta tumoral 

ao tratamento quimioterápico inicial (POPOV, SEBIRE, VUJANIC, 2016).  

O Quadro 2 compara os dois grupos de tratamento. É importante ressaltar que ambos 

os protocolos apresentam semelhantes e excelentes sobrevida livre de eventos (EFS, do inglês 

Event-Free Survival) quanto sobrevida global (OS, do inglês Overall Survival) (IRTAN, 

EHRLICH, PRITCHARD-JONES, 2016).  
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Quadro 2 - Protocolos do COG e da SIOP para pacientes diagnosticados com tumores renais. 

 COG SIOP 

Cirurgia Primeira abordagem Cirurgia após quimioterapia 

Quimioterapia 

pré-operatória 

Em alguns casos é necessário fazer, como 

quando o tumor está inoperável 

Para todos os pacientes com mais de 6 

meses 

Regimes Regimen EE-4A: vincristina, 

dactinomicina × 18 semanas pós-

nefrectomia 

Regimen DD-4A: vincristina, 

dactinomicina, doxorrubicina × 24 

semanas; nefrectomia ou biópsia basal 

com nefrectomia subsequente 

Regimen I: vincristina, doxorrubicina, 

ciclofosfamida, etoposídeo × 24 semanas 

após a nefrectomia 

Regimen M: vincristina, dactinomicina, 

doxorrubicina, ciclofosfamida e 

etoposídeo com subsequente radioterapia 

Regimen UH1: vincristina, 

doxorrubicina, ciclofosfamida, 

carboplatina e etoposídeo × 30 semanas + 

radioterapia 

Regimen UH2: vincristina, 

doxorrubicina, ciclofosfamida, 

carboplatina, etoposídeo, vincristina e 

irinotecano × 36 semanas + radioterapia 

Para pacientes com tumor localizado 

unilateral, o pré-tratamento de 4 semanas 

com vincristina (semanal) e dactinomicina 

(quinzenal); 

Para pacientes com tumores bilaterais, 

recomenda-se vincristina-dactinomicina 

por não mais de 9-12 semanas (a 

doxorrubicina é adicionada para reforço 

em alguns pacientes); 

Para pacientes com metástase, um regime 

incluindo 6 semanas de vincristina-

dactinomicina e doxorrubicina nas 

semanas 1 e 5  

Quimioterapia 

pós-operatória 

Em todos os pacientes, exceto aqueles com risco muito baixo 

Estádio V Ambos recomendam quimioterapia pré-operatória e ressecção para TW bilateral 

Recorrência A abordagem difere de TW recidivado de 

risco baixo, risco intermediário e risco 

alto  

Classifica os pacientes com TW 

recidivado em grupos AA, BB e CC 

Fonte: Adaptada de PQD, 2002; WANG et al., 2019. 

 

Considerando os dois protocolos principais de tratamento (COG e SIOP) e a 

histologia do tumor, o paciente pode ser classificado como risco baixo, risco intermediário e 

risco alto, conforme o Quadro 3. 
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Quadro 3 - Classificação de risco para TW unilateral baseado em histologia. 

Protocolo Risco Baixo Risco Intermediário 

 

Risco Alto  

SIOP TW completamente 

necrótico 

 

Nefroblastoma cístico 

parcialmente 

diferenciado 

TW com predomínio do 

componente epitelial, estromal,  

misto ou regressivo 

 

 
TW com anaplasia focal 

TW com predomínio do 

componente blastematoso 

 

TW com anaplasia difusa 

COG TW de histologia 

favorável 

 

Sem evidência de 

anaplasia 

Anaplasia confinada a um ou 

mais locais discretos dentro do 

tumor primário, sem 

envolvimento extrarrenal 

 

Nenhum distúrbio nuclear fora 

dos focos anaplásicos 

TW com predomínio do 

componente blastematoso 

  

Anaplasia não localizada 

 

Anaplasia em locais invasivos 

ou depósitos extrarrenais 

 

Anaplasia localizada com 

vários distúrbios nucleares 

 

Anaplasia em uma amostra de 

biópsia aleatória 

 

Anaplasia envolvendo a borda 

de uma ou mais seções 

Fonte: Adaptada de Dome, Perlman & Graf, 2014. 

 

Como mencionado acima, embora existam algumas diferenças na abordagem 

terapêutica e nos critérios para estadiamento e classificação de risco, esses grupos 

conduziram diferentes estudos clínicos e moleculares que forneceram conhecimento baseado 

em evidências para estabelecer os melhores tratamentos para pacientes com TW.  

Com os avanços terapêuticos, as taxas de OS de pacientes com TW chegam a 

aproximadamente 90% (SZYCHOT, APPS, PRITCHARD-JONES, 2014). No entanto, a OS 

de subgrupos específicos de pacientes, como histologia desfavorável, doença bilateral e 

recidiva da doença, permanece em torno de 50%. Juntos, estes grupos de maior risco 

representam cerca de 25% dos pacientes com TW (DOME et al., 2015; PRITCHARD-

JONES et al., 2015). 
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2 Aspectos Biológicos do TW 

Diferentes eventos moleculares são responsáveis pelo início e pela progressão do 

câncer. Os tumores sólidos pediátricos provavelmente se originam durante a diferenciação 

celular (CHEN, PAPPO, DYER, 2015).  

Semelhante a outros tumores embrionários, os TWs apresentam relativamente poucas 

alterações genéticas, que podem estar associadas à predisposição ao desenvolvimento do TW 

em 10% a 20% dos casos (DOME, HUFF, 2003; KALISH et al., 2017). A caracterização 

molecular de diversas síndromes de predisposição ao desenvolvimento de TW levou à 

identificação de genes/loci que também são encontrados nos tumores esporádicos.  

Anomalias congênitas, como aniridia, anomalias geniturinárias, gigantismo, hemi-

hiperplasia, macroglossia ou crescimento excessivo sugerem a presença de certas síndromes 

de predisposição genética, como Síndrome de Denys-Drash (genitália 

ambígua/pseudohermafroditismo masculino, esclerose mesangial difusa, TW e 

gonadoblastoma), Síndrome de WAGR (tumor de Wilms, aniridia, anomalia genito-urinária 

e retardo mental), Síndrome de Frazier (hermafroditismo masculino, amenorréia primária, 

insuficiência renal crônica e outras anormalidades) e Síndrome de Beckwith-Wiedemann 

(desordem de crescimento e associada com risco aumentado para desenvolver 

hepatoblastoma e TW) (DOME, HUFF, 2003; HILLEN et al., 2016). 

Há outras síndromes associadas ao TW, como Perlman (DIS3L2), Simpson-Golabi-

Behmel (GPC3 e GPC4), CLOVES (PIK3CA), Sotos (NSD1), microdeleção 9q22.3 

(PTCH1), Bloom (BLM), Li-Fraumeni (TP53 e CHEK2), Alagille (JAG1) e Bohring-Opitz 

(ASXL1).  

O Quadro 4 apresenta síndromes e condições relacionadas ao aumento de risco para 

desenvolvimento de TW (TREGER et al., 2019). 
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Quadro 4 - Características clínicas associadas com aumento de risco para desenvolvimento de TW. 

Síndrome / Condição Gene / alteração 

Alto Risco de TW (>20%) 

Síndrome WAGR Deleção WT1 

Síndrome Denys-Drash  Mutação missense WT1 

Síndrome Perlman  Mutação DIS3L2 

Anemia de Fanconi Mutação bialélica BRCA ou PALB2 

Separação cromátide prematura / aneuploidia variegada em 

mosaico 

Mutação bialélica BUB1B ou TRIP13 

Moderado Risco de TW (5-20%) 

Síndrome Frasier Mutação splicing no intron 9 de WT1  

Síndrome Beckwith-Wiedemann Dissomia uniparental ou epimutação 

em IGF2/H19 (11p15) 

Síndrome Simpson-Golabi-Behmel Mutação GPC3 

Baixo Risco de TW (<5%) 

Síndrome Bloom Mutação bialélica BLM 

Síndrome DICER1 Mutação DICER1 

Síndrome Li-Fraumeni TP53, CHEK2 

Hemihiperplasia isolada Variável 

Síndrome de hiperparatireoidismo – Tumor de Mandíbula Mutação CDC73 (HRPT2) 

Síndrome de nanismo MULIBREY (anormalidades distintas dos 

músculos, fígado, cérebro e olhos) 

Mutação TRIM37 

Supercrescimento segmentar relacionado a PIK3CA incluindo 

Síndrome de CLOVES (supercrescimento lipomatoso congênito, 

malformações vasculares, nevos epidérmicos e anormalidades 

esqueléticas/espinhais) 

Mutação PIK3CA 

Síndrome de microdeleção 9q22.3 9q22.3 

Síndrome Sotos NSD1 

Tumor de Wilms familiar FWT1 e FWT2 

Anomalias geniturinárias WT1 

Aniridia esporádica WT1 

Trissomia 18 - 

Fonte: Adaptado de Treger et al., 2019 e PQD, 2002 
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Uma característica marcante dos TWs, assim como em outros tumores embrionários, 

é a frequência relativamente baixa de mutações somáticas, detectadas em até 30% dos casos, 

envolvendo cerca de 30 genes. Dentre estes, os mais frequentemente alterados são: WT1, 

CTNNB1, AMER1 (WTX), DROSHA, DGCR8, XPO5, DICER1, SIX1, SIX2, MLLT1, MYCN 

e TP53 (SCOTT et al., 2012; GADD et al., 2017; MAHAMDALLIE et al., 2019). Embora 

alguns genes já tivessem sido citados em outros estudos, como WT1, CTNNB1, FAM123B, 

DROSHA, DGCR8, XPO5, DICER1, SIX1, SIX2, MLLT1, MYCN e TP53; com estudos de 

sequenciamento de exoma e genoma completo, novas mutações foram identificadas em genes 

anteriormente não reconhecidos como envolvidos em TWs, como BCOR, BCORL1, NONO, 

MAX, COL6A3, ASXL1, MAP3K4 e ARID1A (GADD et al., 2017).  

Além de alterações em genes específicos implicados no desenvolvimento do TW, a 

patogênese da doença também pode estar associada a outros eventos, como ganhos dos 

cromossomos 1q, 2, 7q, 8, 12 e 13, e perdas dos cromossomos 1p, 7p, 16q e 22q (HÖGLUND 

et al., 2004; WILLIAMS et al., 2011).  

Também são identificadas alterações relacionadas aos processos de desenvolvimento 

renal em pacientes com TW, sendo a via de sinalização Wnt a mais comumente alterada. 

Essa via apresenta dois ramos que controlam o desenvolvimento embrionário e a homeostase 

das células adultas: o canônico (ou dependente de β-catenina - codificada pelo gene 

CTNNB1) e o não-canônico (ou independente de β-catenina). A via canônica Wnt é ativada 

por proteínas WNT, que impede a degradação da β-catenina, resultando no seu acúmulo 

citoplasmático, e atuando na expressão de genes envolvidos em importantes processos 

celulares; contudo, mutações em CTNNB1 interferem nessa via de sinalização (CARRARO, 

RAMALHO, MASCHIETTO, 2016; DUHME et al., 2021). 
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3 O panorama de alterações em TWs 

Uma das maneiras de identificar um tumor é por meio de um biomarcador, que pode 

ser definido como uma alteração qualitativa ou quantitativa de uma molécula, substância ou 

processo que pode ser detectado por algum tipo de ensaio, e essas alterações podem auxiliar 

na detecção, prognóstico e monitoramento do câncer (VIRJI, MERCER, HERBERMAN, 

1988; HAYES et al., 1996; DUFFY, 2001). 

A história dos biomarcadores não é recente, já que em 1846 o médico inglês Henry 

Bence-Jones (1813-1873) identificou proteínas na urina como biomarcadores para mieloma 

múltiplo (VIRJI, MERCER, HERBERMAN, 1988). No que tange ao TW, diferentes 

biomarcadores têm sido propostos, como alterações em TP53 ou em WT1, a fim de permitir 

um diagnóstico precoce ou identificar pacientes de alto risco, consequentemente poupando 

os indesejados efeitos da terapia em pacientes com a doença menos agressiva (LAHOTI et 

al., 1996; WEN et al., 1997; GHAGEM et al., 2005).  

Os biomarcadores que refletem alterações nas regiões cromossômicas, são o foco 

deste estudo, que visa validar ganhos e perdas cromossômicas que têm sido testados como 

candidatos a biomarcadores associados ao prognóstico de pacientes com TW pelos grupos 

cooperativos internacionais. Dentre as alterações mais recorrentes em TWs, as seguintes 

estão sendo avaliadas prospectivamente pelos estudos clínicos atuais: mutações em AMER1 

(Xq), perda de 1p, ganho de 1q, amplificação e mutações em MYCN (2p), mutações e perda 

de WT1 (11p), perda de 16q, alterações em TP53 (17p). 

 

3.1 Ganho de 1q 

O ganho do cromossomo 1q foi avaliado pela primeira vez em 67 casos de pacientes 

com TW de histologia favorável (46 com recidiva e 21 sem recidiva), pelo método de 

hibridização genômica comparativa (CGH, do inglês Comparative Genomic Hybridization), 

que identificou o ganho de 1q como sendo mais frequente no grupo de recaída 27/46 (59,0%) 

vs. 5/21 (24,0%) (HING et al., 2001). No ano seguinte, por meio da hibridização de sequência 

expressa comparativa (CESH, do inglês Comparative Expressed Sequence Hybridization), 

https://link.springer.com/referenceworkentry/10.1007%2F978-1-4020-6754-9_3398
https://link.springer.com/referenceworkentry/10.1007%2F978-1-4020-6754-9_3398
https://link.springer.com/referenceworkentry/10.1007%2F978-1-4020-6754-9_3398
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em 18 amostras tumorais de pacientes com TW de histologia favorável (10 com recidiva e 8 

sem recidiva), o ganho de 1q foi encontrado nas 10 amostras com recidiva, sugerindo uma 

associação desse marcador com a recidiva dos pacientes (LU et al., 2002). 

Um estudo realizado por Williams e colaboradores em 2004, em que 27 amostras de 

TW de histologia favorável de nefrectomias primárias (13 com recidiva) foram analisadas 

pela técnica de microarranjo e a incidência de ganho de 1q foi maior nos casos recidivados 

(7 de 13) do que não recidivados (1 de 14) (WILLIAMS et al., 2004). Outra técnica utilizada 

para a avaliação do ganho de 1q foi a hibridização genômica comparativa baseada em 

microarranjos (aCGH, do inglês array Comparative Genome Hybridization), em que 33 de 

76 amostras de TW apresentaram ganho do cromossomo 1q, e os pacientes com maior ganho 

de 1q tiveram pior prognóstico (NATRAJAN et al., 2006a), demonstrando posteriormente 

associação entre a microamplificação no cromossomo 1q25.3 e a recidiva em pacientes com 

TW de histologia favorável (NATRAJAN et al., 2006b). 

Por meio da técnica de microarranjo de DNA, alterações de número de cópias foram 

avaliados em 77 TWs com e sem recidiva identificando que ganhos em 1q21.1-q31.3 

poderiam estar associados à recidiva (PEROTTI et al., 2012).  

Um outro estudo mostrou que 19% de pacientes com TWs (64/331) tiveram ganho de 

1q e que esse ganho foi associado à perda de 16q e de 1p (SEGERS et al., 2013). 

Corroborando esses achados, foram avaliadas amostras de TWs de histologia favorável e o 

ganho de 1q e a perda de 1p e de 16q foram determinados usando a técnica de Amplificação 

Multiplex de Sondas Dependente de Ligação (MLPA, do inglês Multiplex Ligation-

dependent Probe Amplification), identificando que 27% (58/212) dos pacientes apresentaram 

ganho de 1q, além de mostrar uma forte relação entre o ganho de 1q e a perda de 1p/16q para 

pacientes tratados no protocolo do COG. A EFS e a OS foram maiores para os casos que não 

apresentaram ganho de 1q em relação aos que tiveram ganho. O estudo mostrou também que 

o ganho de 1q foi associado à recidiva da doença (GRATIAS et al., 2013). 

Um estudo com uma coorte de 1.114 pacientes com TW tratados no protocolo da 

SIOP pela técnica de MLPA, em que 317 de 1114 (28%) apresentaram ganho de 1q, tanto a 

EFS quanto a OS foi maior para os casos que não apresentaram ganho de 1q em relação aos 
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que tiveram ganho. Dentro de cada estadio da doença, o ganho de 1q foi associado a EFS 

inferior (GRATIAS et al., 2016). Um outro estudo que também utilizou a técnica de MLPA, 

publicado por Chagtai e colaboradores (2016), demonstrou a viabilidade da utilização do 

ganho de 1q como biomarcador prognóstico, em que 167 de 586 (28%) dos pacientes 

apresentaram ganho de 1q, em associação com EFS e OS, que foram maiores para os 

pacientes sem ganho de 1q, ou seja, o ganho de 1q pode ser um biomarcador prognóstico 

potencialmente valioso no TW associado à resposta histológica à quimioterapia pré-

operatória e ao estadiamento do tumor (CHAGTAI et al., 2016).  

 

3.2. Perda de 1p e 16q 

A perda de heterozigosidade (LOH, do inglês Loss of Heterozygosity) do cromossomo 

16q foi identificada concomitante com LOH no cromossomo 1p em TW (MAW et al., 1992). 

Na maior parte do genoma humano, as células têm duas cópias, uma de cada progenitor. 

Contudo, eventos como deleção, mutação, recombinação mitótica ou perda de um 

cromossomo inteiro, podem resultar na perda de uma das cópias, tornando uma célula 

somática heterozigota em homozigota, denominada como perda de heterozigose (CAVENEE 

et al., 1983; BROWN, 1997). 

A perda de 1p e 16q mostrou associação com aumento de risco de recidiva ou morte, 

como demonstrado em um estudo que utilizou a técnica de Southern blot com 232 pacientes 

com TW (206 com histologia favorável, 17 com histologia desfavorável (anaplasia focal ou 

difusa) e 9 com histologia desconhecida), do total, a perda de 16q foi identificada em 35 

casos (17%) enquanto a perda de 1p em 21 casos (12%), e 6 casos com ambos as perdas 

(4%). Pacientes com perda de 16q tiveram taxas de recidiva 3,3 vezes maiores e de 

mortalidade 12 vezes maiores do que pacientes sem perda 16q. Os pacientes com perda de 

1p tiveram taxas de recidiva e mortalidade três vezes maiores do que os pacientes sem perda 

de 1p. Apesar desses resultados não terem sido estatisticamente significativos, foram 

avaliados em um número pequeno de casos, e por isso, ainda levantaram a hipótese de que 

esta associação deveria ser mais bem avaliada em um grupo maior e independente de tumores 

(GRUNDY et al., 1994). 
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Posteriormente, foi reportado que a perda simultânea de 1p e 16q está associada aos 

resultados adversos em pacientes com TW de histologia favorável tratados com nefrectomia 

primária. De 1.727 casos de TWs com histologia favorável, 301 (17,4%) tiveram perda de 

16q e 195 (11,3%) apresentaram perda de 1p; e de 182 pacientes com histologia desfavorável 

(com anaplasia), 59 (32,4%) tiveram perda de 16q e 29 (15,9%) apresentaram perda de 1p 

(GRUNDY et al., 2005).  

Um estudo desenvolvido por Spreafico e colaboradores (2013) com 125 pacientes 

com TW com histologia favorável tratados primeiro com cirurgia, pela técnica de 

microssatélites como marcadores de detecção de LOH encontrou uma associação entre 

prognóstico pior e deleção de 1p, mas não nos casos com deleção de 16q (SPREAFICO et 

al., 2013). 

Já o estudo de Gratias et al. (2013), por meio da técnica de MLPA, mostrou uma forte 

relação entre ganho de 1q e perda de 1p/16q, os tumores com ganho de 1q – que foram 58/212 

(27%) – foram mais propensos a ter perda de 16q (42,6%) ou perda de 1p (32,5%) do que 

tumores sem ganho de 1q (GRATIAS et al., 2013).  

Por outro lado, outro estudo com 426 pacientes com TW de histologia favorável 

tratados com nefrectomia imediata (63%) ou quimioterapia pré-operatória (37%), a perda de 

1p foi encontrada em 44 pacientes (10,3%) e a perda de 16q foi encontrada em 62 pacientes 

(14,6%) e a perda em ambos foi encontrada em 11 pacientes (2,6%); independentemente da 

abordagem inicial da terapia, a perda de 16q foi associada a um risco aumentado de recaída 

e morte e a perda de 1p não apresentou associações significativas (MESSAHEL et al., 2009). 

Entretanto, um estudo mostrou que a EFS de pacientes com TW foi inferior na presença de 

LOH 1p ou 16q, mas não houve impacto significativo na OS (FERNANDEZ et al., 2018). 

Assim, em TW sem quimioterapia prévia, a LOH de 16q e 1p perde significância 

como marcadores prognósticos independentes na presença de ganho de 1q. No entanto, na 

ausência de ganho 1q, a LOH de 16q e 1p retém seu impacto prognóstico adverso e a LOH 

de 1p e 16q combinada é associada à pior prognóstico (GRATIAS et al., 2016). 

 



34 

3.3 Alterações em TP53 

Outra alteração cromossômica recorrente em TW ocorre em 17p, afetando o gene 

TP53 (17p13). Este gene codifica um fator de transcrição que regula a expressão de genes 

envolvidos no ciclo celular, senescência e apoptose. Alterações em TP53 estão associadas à 

histologia anaplásica, sendo que um dos primeiros estudos que demonstrou que essa 

associação identificou mutações na proteína P53, presente em oito dos onze casos de TWs 

anaplásicos avaliados (BARDEESY et al., 1994). 

Mutações na região codificadora de TP53 foram encontradas em 2 de 21 (9,5%) casos 

de TWs avaliados de pacientes com doença em estadiamento avançado (18 com histologia 

favorável e 3 com histologia desfavorável - 2 com anaplasia focal e 1 com anaplasia difusa), 

indicando que embora as mutações nesse gene ocorram com pouca frequência em TWs, elas 

podem estar associadas à doença avançada (MALKIN et al., 1994). Outro estudo com sete 

TWs de histologia desfavorável (4 com anaplasia focal e 3 com anaplasia difusa), encontrou 

mutações em TP53 em seis dos casos avaliados, dos quais em cinco essas alterações foram 

restritas às regiões anaplásicas (BARDEESY, BECKWITH, PELLETIER, 1995).  

Em um outro estudo, três TWs anaplásicos foram comparados com 10 TWs de 

histologia favorável para expressão de P53 por técnicas de imunohistoquímica e de Northern 

blot, em que todos os TWs de histologia favorável continham um gene TP53 de tipo selvagem 

e expressavam níveis marginais de proteína como esperado para o TP53 normal, enquanto 

todos os tumores anaplásicos demonstraram evidências de alterações da P53, sugerindo um 

envolvimento do TP53 na anaplasia do TW (EL BAHTIMI et al., 1996).  

Mutações em TP53 são encontradas em 4% a 20% dos TWs de histologia favorável 

(D’ANGIO et al., 2003). Posteriormente, analisando cinco loci (WT1, CTNNB1, WTX, TP53 

e H19/IGF2) foram identificadas mutações em TP53 em 3 de 65 (5%) dos TWs esporádicos 

(SCOTT et al., 2012). Os pacientes com TW com anaplasia difusa (TWAD) são classificados 

como de alto risco em ambos os protocolos COG e SIOP, e podem ser divididos em dois 

grupos distintos quanto ao prognóstico. Pacientes com TWAD e alterações em TP53 

(sequência alterada e/ou perda de pelo menos um alelo) tem um risco aumentado de recaída 

e morte, comparado ao primeiro grupo, o que demonstra que pacientes com TWAD com ou 
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sem mutação de TP53 devem ser classificados em diferentes grupos de risco e, portanto, 

serem tratados de forma diferente (MASCHIETTO et al., 2014b). 

Um estudo de pacientes tratados conforme o protocolo COG, demonstrou que 57 de 

118 pacientes (48%) com TW de histologia desfavorável apresentaram mutações TP53 pela 

técnica de MLPA (OOMS et al., 2016).  

Uma porcentagem similar para pacientes tratados conforme o protocolo SIOP foi 

identificada utilizando técnicas de MLPA e hibridação in situ por fluorescência (FISH, do 

inglês Fluorescence In Situ Hybridization), em que foram avaliados 86 TWs (47 de alto risco 

(30 anaplasia difusa e 17 blastêmicos) e 39 de risco baixo/intermediário), sendo que 45/86 

TWs apresentaram alterações TP53, predominantemente com anaplasia difusa de alto risco 

(29/30) e TWs blastêmicos (7/17) (WEGERT et al., 2017). 

 

3.4 Amplificação e mutações em MYCN  

MYCN é um oncogene localizado em 2p, que regula diversas funções celulares, como 

proliferação celular, controle do ciclo celular, diferenciação e apoptose (RICKMAN, 

SCHULTE, EILERS, 2018). O aumento da expressão de MYCN foi reportado primeiro por 

Nisen et al. (1986), em 12 dos 13 casos independentes de TW. Posteriormente, outro estudo 

reportou um caso de TW com três cópias de MYCN (NORRIS, 1988).  

Um estudo desenvolvido por McQuaid & O’Meara (1990) com 29 pacientes 

pediátricos (14 neuroblastoma, 9 TWs e 6 diversos) investigou a amplificação de MYCN em 

amostra do tumor primário usando pNb-1, um plasmídeo recombinante contendo um 

fragmento de 1 Kb homólogo à extremidade 5' de MYCN. Apenas um TW de histologia 

desfavorável, estadio III, e resistente ao tratamento apresentou MYCN amplificado, sendo 

que nos demais TWs o MYCN estava presente com cópia única.  

Por meio da técnica de aCGH, 13 amostras (12 com histologia favorável e 1 com 

histologia desfavorável) de TW foram avaliadas para alterações de número de cópias, 

revelando amplificação em dois TWs (um deles anaplásico) (SCHAUB et al., 2007). 
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Ainda utilizando a técnica de aCGH foi identificado o ganho de MYCN em 6/61 

amostras anaplásicas (WILLIAMS et al., 2011). Perotti et al. (2012) também identificaram 

alterações em 5 das 77 amostras de TWs envolvendo a região do MYCN. 

Em posterior estudo, o ganho do número de cópias em MYCN foi observado mais 

frequente em casos anaplásicos difusos (7 de 23 casos, 30,4%) do que em casos não-

anaplásicos (37 de 292, 12,7%) (WILLIAMS et al., 2015).  

O sequenciamento de 810 TWs de histologia favorável tratados conforme o protocolo 

SIOP, revelou que 24 de 810 (3%) dos casos de TWs apresentaram mutações em MYCN, 

resultando na variante somática MYCN P44L, detectada na maioria dos subtipos histológicos, 

com maior frequência no subtipo blastematoso, sendo que 10,9% dos tumores com mutação 

em MYCN P44L apresentaram recidiva local, em comparação com 2,4% dos casos não sem 

a mutação (JIMENEZ et al., 2021). 

 

3.5 Mutações em AMER1  

AMER1, anteriormente denominado de WTX, codifica a proteína AMER1 que atua na 

regulação da via de sinalização Wnt, envolvida com a divisão, a adesão e a migração celular. 

AMER1 está localizado em Xq11.1 e é identificado mutado em aproximadamente 10% a 20% 

dos casos esporádicos de TWs (WEGERT et al., 2009; SCOTT et al., 2012; GADD et al., 

2017).  

Por meio da técnica de aCGH, foram identificadas deleções somáticas em um gene 

anteriormente não caracterizado no cromossomo X, o AMER1, de 51 TWs analisados 11 

(21,6%) tiveram deleções de AMER1 e 4 (7,8%) tiveram mutações pontuais em AMER1 

(RIVERA et al., 2007). 

Um estudo avaliou a frequência de mutações de AMER1 em 125 TWs por meio da 

técnica de sequenciamento sanger, em que 23 de 125 (18,4%) TWs carregavam um total de 

24 mutações em AMER1, uma frequência mais baixa do que a observada por Rivera et al., 

2007. Além disso, por meio da técnica de PCR quantitativa em tempo real (qPCR, do inglês 
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quantitative real-time PCR), o estudo também avaliou um grupo adicional de 52 TWs quanto 

à deleção de AMER1, que foi identificada em cinco casos (9,6%) (RUTESHOUSER, 

ROBINSON, HUFF, 2008). 

Posteriormente, AMER1 foi estudado em 102 TWs por meio de análises de qPCR, 

que detectaram deleções em 5 de 45 (11%) TWs do sexo masculino e em 9 de 50 (19%) TWs 

do sexo feminino, sendo que a deleção afetou o cromossomo X ativo apenas em dois casos 

(4%) (PEROTTI et al., 2008). 

Wegert et al. (2009) determinaram o status de mutação de WTX, CTNNB1 e WT1 em 

uma coorte de 429 TWs, em que alterações genômicas (deleções ou perda de alelos) de WTX 

foram identificadas em 17% dos TWs. Ao avaliar a expressão pela técnica de qPCR, 63 de 

243 (26%) dos casos avaliados com TWs de histologia favorável tratados pelo protocolo 

SIOP mostraram expressão muito baixa ou ausente de mRNA de WTX. Curiosamente, as 

alterações em WTX (mutação ou ausência de expressão) não foram associadas com os 

parâmetros clínicos avaliados, sugerindo que as mutações de WTX têm pouco impacto direto 

no comportamento dos TWs (WEGERT et al., 2009). 

Scott et al. (2012) identificaram que dentre cinco loci analisados (WT1, CTNNB1, 

WTX, TP53 e a região 11p15) em 120 TWs, 69% dos tumores apresentaram anormalidades 

epigenéticas em 11p15, das quais 37% foram epimutações em H19 – a epimutação é uma 

alteração hereditária com origem em modificações aleatórias da cromatina em uma 

determinada posição ou região (HU, BARRETT, 2017) – e 32% dissomia uniparental paterna 

(pUPD) – a UPD é uma herança de um par de cromossomos de apenas um genitor (pai ou 

mãe), quando o par de cromossomos descendem do gameta feminino é dissomia uniparental 

materna (mUPD), e quando o par de cromossomos descendem do gameta masculino é ou 

paterna (pUPD) (MALUF, RIEGEL, 2011). Também foram encontradas mutações de WTX 

em 32%, CTNNB1 em 15%, WT1 em 12% e TP53 em 5% dos tumores. Além disso, o estudo 

identificou associações entre 11p15 e WTX, entre WT1 e CTNNB1, entre WT1 e pUPD 11p15, 

e uma forte associação negativa entre WT1 e epimutação H19. 
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3.6 Alterações em WT1 e CTNNB1 

WT1, localizado no cromossomo 11p13, foi clonado pela primeira vez em 1990 como 

um gene supressor de tumor em TW (CALL et al., 1990; BONETTA et al., 1990; GESSLER 

et al., 1990). O WT1 codifica um fator de transcrição envolvido no desenvolvimento dos rins 

e das gônadas (HUFF, 1998; DOME, HUFF, 2003), inativado em linhagem germinativa de 

crianças com predisposição genética ao TW e em um subconjunto de cânceres esporádicos, 

que pode causar graves anormalidades da diferenciação renal e sexual (LEE, HABER, 2001). 

Koufos et al. (1984) publicaram um estudo em que 3 de 7 casos de TWs primários 

analisados apresentaram a perda do cromossomo 11p. No mesmo ano, diferentes estudos 

mostraram perdas no cromossomo 11p em pacientes com TWs (ORKIN, GOLDMAN, 

SALLAN, 1984; FEARON, VOGELSTEIN, FEINBERG, 1984; REEVE et al., 1984). 

Ao longo dos anos, os estudos têm mostrado que 11p13 está alterado na linhagem 

germinativa ou somaticamente em cerca de 15% dos casos de TWs (CHARLTON, 

PRITCHARD-JONES, 2016). Além disso, cerca de 15% dos TWs apresentam mutação em 

CTNNB1 (RUTESHOUSER, ROBINSON, HUFF, 2008; GADD et al., 2017), as quais 

normalmente ocorrem em concomitância com WT1 (SCOTT et al., 2012). 

 

3.7 11p15 

Outra região gênica onde são encontradas anormalidades em aproximadamente 50 a 

80% dos pacientes com TW são nos locis em 11p15 (GADD et al., 2017), mais 

especificamente no locus H19/IGF2, que engloba o fator de crescimento IGF2 e o RNA não 

codificante H19 (SCOTT et al., 2012).  

Cerca de 70% dos casos esporádicos de TWs são caracterizados por perda de 

imprinting (LOI, do inglês Loss of Imprinting) ou LOH de 11p15 (MASCHIETTO et al., 

2014a) – o imprinting é um processo de silenciar genes por meio da metilação do DNA, em 

que uma cópia de um gene de em um indivíduo (da mãe ou do pai) é expressa (não metilada), 

enquanto a outra cópia é suprimida (metilada) (JELINIC, SHAW, 2007). 
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3.8 Candidatos a biomarcadores para serem implementados em TWs 

Os grupos internacionais COG e SIOP vêm testando prospectivamente diversos 

candidatos a biomarcadores (Tabela 1). Atualmente, os protocolos terapêuticos objetivam 

personalizar o tratamento de pacientes com TWs, essencialmente com a finalidade de 

diminuir os efeitos colaterais a curto e longo prazo, mas sem reduzir a sobrevida, além de 

intensificar o tratamento nos casos que apresentam pior prognóstico. Com o uso de 

biomarcadores, estudos recentes têm buscado definir os grupos de pacientes com TW de 

baixo e alto risco. 

 

Tabela 1 - Candidatos a biomarcadores de TW. 

Biomarcador Ocorrência Tipo Histológico Alterações Referências 

AMER1 (Xq) 15 a 20% Todas as histologias Perda WEGERT et al., 2009 

1p 11% Histologia favorável Perda GRUNDY et al., 2005 

1q  30% Todas as histologias Ganho BOWN et al., 2002; 

CHAGTAI et al., 2016 

MYCN (2p) 13% Histologia 

desfavorável 

Amplificações WILLIAMS et al., 2015 

WT1 (11p)  10 a 15% Todas as histologias Perda SCOTT et al., 2012;  

GADD et al., 2017 

16q 17% Histologia favorável Perda GRUNDY et al., 2005 

TP53 (17p) 4% a 20% Histologia 

desfavorável 

Perda MASCHIETTO et al., 2014b; 

WEGERT et al., 2017 

 

4 Justificativa 

Nas últimas décadas, a abordagem multidisciplinar do tratamento dos TWs tornou-se 

um exemplo das histórias de sucesso da oncologia pediátrica (SZYCHOT, APPS, 

PRITCHARD-JONES, 2014). Na América do Norte e Europa, os recentes avanços na terapia 



40 

do TW evoluíram para modificar a intensidade de tratamento de acordo com propriedades 

biológicas específicas (LOVVORN et al., 2015).  

Entre as contribuições para os avanços no tratamento de TW estão a adequação da 

terapia com base em fatores clínicos e biológicos, como idade do paciente, tamanho e volume 

do tumor, resposta à quimioterapia e LOH nos cromossomos 1p e 16q (DOME et al., 2013; 

DOME et al., 2014).  

Ensaios clínicos sucessivos realizados pelo COG, SIOP e outros grupos de estudo 

resultaram em sobrevida global superior a 90% para pacientes com TW. Contudo, os 

tratamentos têm morbidades associadas e existem subgrupos – com características 

histológicas e moleculares desfavoráveis, doença bilateral e doença recorrente – em que a 

sobrevida global cai significativamente. 

A fim de melhorar as taxas de cura, identificar pacientes de alto risco e reduzir a 

morbidade relacionada ao tratamento – neoplasias secundárias, doenças cardíacas, problemas 

reprodutivos e fadiga crônica, entre outras complicações (GREEN et al., 2001; WRIGHT, 

GREEN, DAW, 2009; BRESLOW et al., 2010; TERMUHLEN et al., 2011; WONG et al., 

2016) – novas abordagens são necessárias.  

Desse modo, biomarcadores mais específicos para a estratificação do tratamento 

poderiam permitir a terapia adaptada de acordo com os aspectos biológicos de cada tumor, 

além de identificar alvos terapêuticos com um perfil de eficácia/toxicidade mais favorável 

em comparação com os agentes quimioterápicos normalmente utilizados (DOME et al., 

2015).  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

Validar os candidatos a biomarcadores AMER1 (Xq), 1p, 1q, MYCN (2p), WT1 (11p), 

16q e TP53 (17p) em pacientes com TW tratados no Centro Infantil Boldrini. 

 

2 Objetivos específicos 

● Selecionar pacientes com TW tratados no Centro Infantil Boldrini com material 

biológico disponível; 

● Coletar as informações clínicas e patológicas dos pacientes; 

● Extrair o DNA das amostras de tumores congelados viáveis; 

● Avaliar o número de cópias de AMER1 (Xq), 1p, 1q, MYCN (2p), WT1 (11p), 16q e 

TP53 (17p); 

● Comparar os achados moleculares com as informações clínicas e patológicas dos 

pacientes; 

● Comparar os achados moleculares com os achados dos estudos de coortes 

internacionais. 
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3 METODOLOGIA 

 

3.1 Comitê de Ética 

O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) do Centro Infantil 

Boldrini sob o número do Certificado de Apresentação de Apreciação Ética (CAAE): 

18608519.2.0000.5376 (Anexos).  

 

3.2 Casuística 

As amostras de tecido renal são provenientes de crianças com diagnóstico 

anatomopatológico confirmado de TW de casos retrospectivos, e a maioria delas tratada de 

acordo com o protocolo COG no Centro Infantil Boldrini entre os anos de 2005 e 2020. Neste 

período, conforme informações concedidas pelo Serviço de Arquivo Médico e Estatística 

(SAME) do Hospital Infantil Boldrini, foram registrados 192 pacientes portadores de TW. 

Dos 192 pacientes, após análise dos prontuários, constatou-se que 6 pacientes, 

posteriormente, foram diagnosticados com um outro tipo de tumor renal. Para os 

experimentos, foram utilizados pacientes diagnosticados com TW com amostras congeladas 

no Biobanco da instituição e que tivessem o termo de consentimento assinado pelo 

responsável legal. Assim, dos 186 pacientes restantes, 47 casos foram selecionados para as 

análises moleculares (Figura 3) realizado no software Lucidchart. 
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Figura 3 - Fluxograma da casuística produzido no Lucidchart. Observação: Nefroblastoma Cístico é TW 

cístico. 

 

3.3 Variáveis  

A partir do levantamento dos dados clínicos e patológicos extraídos dos prontuários 

dos pacientes, as variáveis deste estudo foram organizadas em três categorias (paciente, 

tumor e tratamento), conforme apresentado no Quadro 5. 

 

Quadro 5 - Variáveis do estudo. 

Paciente Tumor Tratamento 

Quantidade Estadiamento patológico Quimioterapia Pré-Nefrectomia 

Sexo Peso da Peça Cirúrgica Total Radioterapia 

Cor Lateralidade Protocolo 

Peso ao Nascimento Classificação Histológica Regime 

Idade ao Diagnóstico Predomínio Histológico Desvio de Tratamento 

Peso ao Diagnóstico Metástase ao Diagnóstico Duração do 1º Esquema 

Quimioterápico 

Altura aoDiagnóstico  Resposta 

Índice de Massa Corporal (IMC)  Óbito 

Estadiamento Clínico   
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3.4 Seleção das amostras 

As amostras de TW deste estudo foram obtidas no Biobanco do Centro de Pesquisa 

do Centro Infantil Boldrini. Essas amostras foram coletadas por biópsia, antes de qualquer 

procedimento/tratamento e armazenadas em RNAlater a –80°C. 

Para cada tumor, com o uso de bisturi, foi realizado um corte do tumor, que ficou 

armazenado em microtubos de 1,5 mL e congelado a –20°C até o momento da extração de 

DNA. 

 

3.5 Extração de DNA 

Para a padronização de extração de material congelado, foi utilizado o Kit 

GenELUTE Mammalian Genomic DNA Miniprep (Sigma-Aldrich by Merck KGaA, 

Darmstadt, Alemanha), seguindo o protocolo sugerido pelo fabricante. As amostras foram 

extraídas em temperatura ambiente. Inicialmente, com auxílio de uma pinça anatômica, o 

tecido foi cuidadosamente coletado, fragmentado e transferido para um microtubo de 1.5 mL. 

Em seguida, foi adicionado 20-30µL Lysis Solution T para macerar o tecido. Em seguida, 

foi adicionado o volume restante de Lysis Solution T para completar 180 µL e adicionado 20 

µL de Proteinase K, e então o tubo foi vortexado e incubado a 55ºC até a digestão completa 

(2 a 4 horas). Após completar a digestão, o tubo foi vortexado novamente, adicionado 20 µL 

de RNAse A Solution e incubado a 2 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, foi 

adicionado 200 µL de Lysis Solution C ao tubo, que foi vortexado por 15 seg para 

homogeneizar a solução. Posteriormente, o tubo foi incubado a 70ºC por 10 minutos. 

Enquanto o tubo estava na incubação, foi montada a Coluna + Tubo Coletor de 2 mL. Para a 

sua preparação, foi adicionado 500 µL de Columm Preparation Solution e centrifugado a 

12.000 x g por 1 minuto. Finalizada a centrifugação, foi descartado o líquido, mas mantido o 

tubo coletor. Em seguida, foi adicionado 200 µL de etanol 100% ao lisado e vortexado por 

10 seg, deixando a solução homogênea. Em seguida, foi transferido todo o conteúdo do passo 

anterior (lisado + etanol) para a coluna tratada (utilizando uma ponteira de fundo largo), e 

em seguida, o conteúdo foi centrifugado a 7.000 x g por 1 minuto. Finalizada a centrifugação, 
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foi descartado o tubo coletor e posicionado a coluna sobre um novo. Em seguida, foi 

adicionado 500 µL de Wash Solution diluído na coluna e centrifugado a 7.000 x g por 1 

minuto. Após, foi descartado o líquido, mas mantido o tubo coletor. Em seguida, foi 

adicionado 500 µL de Wash Solution diluído na coluna e centrifugado a velocidade máxima 

(16.000x g) por 3 minutos. Então, a coluna ficou seca para retirar todo o etanol. Após, foi 

descartado o tubo coletor e posicionado a coluna sobre um novo coletor. Em seguida, foi 

pipetado 100 µL de Elution Solution no centro da coluna e incubado por 5 minutos a 

temperatura ambiente. Após, foi centrifugado por 1 minuto a 7.000 x g. Em seguida, a etapa 

anterior foi repetida utilizando um novo tubo coletor para uma segunda eluição, em que foi 

utilizado 70 µL de Elution Solution. 

 

3.6 Avaliação do DNA 

Para obter o controle de qualidade do material genômico extraído foram realizadas as 

seguintes etapas: 

1) Quantificação obtida pelo fluorômetro Qubit Fluorometric Quantitation 

(Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA). 

2) Pureza do DNA extraído avaliada pela razão 260/280 analisada no 

espectrofotômetro Biodrop Duo (Biochrom Ltd Cambourne, Cambridge), que deve 

ficar acima de 1,7, pois abaixo indicar a presença de outras moléculas na amostra, 

como proteínas (acima de 1,8 a amostra é considerada pura). 

3) Integridade do DNA genômico avaliada através de eletroforese em gel de 

agarose (banda de alto peso molecular sem arraste significativo que indique 

degradação). 

 

https://www.thermofisher.com/br/pt/home/industrial/spectroscopy-elemental-isotope-analysis/molecular-spectroscopy/fluorometers/qubit.html
https://www.google.com/search?biw=1366&bih=625&sxsrf=ALiCzsaVdOLznXTpTYXnpY9Z4BpZK6L_oQ:1661262028582&q=Waltham&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcWLWNnDE3NKMhJzd7Ay7mJn4mAAANnpF-NWAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjKqt6oi935AhWBupUCHZG0ClEQmxMoAXoECFEQAw


46 

3.6.1 Quantificação - Qubit 

Para quantificar o DNA, foi utilizado o kit Qubit dsDNA BR Assay (Invitrogen by 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA), conforme especificações do 

fabricante.  

Inicialmente, foi preparado o mix de quantificação na proporção 1:200 (buffer + 

fluoróforo). Exemplo: 199 uL de buffer + 1 uL de fluoróforo. Em seguida, foi pipetado 198 

uL de mix + 2 uL de cada amostra, nos respectivos tubos de quantificação previamente 

identificados. Os tubos foram incubados no escuro à temperatura ambiente por 2 minutos. 

Por fim, os tubos foram inseridos para leitura no equipamento Qubit Fluorometric 

Quantitation. 

 

3.6.2 Pureza - Biodrop 

Para ver a pureza do DNA, foi utilizado o equipamento Biodrop conforme 

especificações do fabricante. Inicialmente, foi pego 2 uL da solução em que foi eluida a 

amostra para solução utilizar como “branco” no equipamento, calibrando-o. Em seguida, para 

avaliar a razão 260/280, foi pipetado 2 uL de amostra diretamente no Biodrop.  

 

3.6.3 Integridade - Gel de Agarose 

Após determinadas concentrações das amostras, seguiu-se para o passo de controle 

de qualidade, com o preparo do gel de agarose 0,8%. Com o auxílio de uma espátula, foi 

pesado 0,4 g de agarose em um erlenmeyer. Em seguida, foi medido na proveta 50 mL de 

TBE 1x e inserido no erlenmeyer com a agarose, que foi levado ao micro-ondas até a 

dissolução completa da agarose (cerca de 2 minutos). Depois de retirado do micro-ondas, foi 

adicionado 2 uL de syber safe no erlenmeyer e deixado solidificando no suporte para gel de 

agarose, previamente montado com a fita. Após completamente solidificado o líquido, foram 

aplicadas as amostras e o ladder 1kb, conforme os seguintes passos: foi pipetado 2 uL da 

https://www.google.com/search?biw=1366&bih=625&sxsrf=ALiCzsaVdOLznXTpTYXnpY9Z4BpZK6L_oQ:1661262028582&q=Waltham&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcWLWNnDE3NKMhJzd7Ay7mJn4mAAANnpF-NWAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjKqt6oi935AhWBupUCHZG0ClEQmxMoAXoECFEQAw
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amostra e completado com TA 1x para o volume final de aplicação de 10 uL, e, considerando 

a quantificação (ng/uL) de cada amostra, foi aplicado diferentes quantidades de uL de 

amostra (se 50 ng, então 1 uL de amostra, se 50 ng, então 2 uL de amostra, e se 10 ng, então 

5 uL de amostra). Especificações da corrida: foi aplicado 4,5 uL de ladder no primeiro poço 

do gel, e aplicado 10 uL (amostra + TA 1x) no gel nos poços restantes; a máquina de 

eletroforese foi setada para 100 V por 40 minutos; após a corrida, o gel foi fotografado no 

Chemidoc. 

 

3.7 MLPA 

A técnica de Amplificação Multiplex de Sondas Dependente de Ligação (MLPA) é 

baseada na amplificação de até 60 sondas, que detecta variações no número de cópias em 

sequências curtas de DNA (50-70 nucleotídeos), descrita inicialmente por Schouten et al. 

(2002) e hoje patenteada pela empresa holandesa MRC-Holland. Ao longo dos anos, MLPA 

tornou-se uma das técnicas mais utilizadas para a investigação molecular de doenças 

genéticas (STUPPIA et al., 2012, MRC-Holland, 2022).  

A técnica é baseada na hibridização de sondas específicas em regiões de interesse do 

genoma. Para isso, a MLPA é composta das seguintes etapas, de acordo com a MRC-Holland: 

1) Desnaturação da amostra de DNA; 2) Hibridação de uma mistura de sondas MLPA que 

são adicionadas à amostra de DNA desnaturado, em que cada sonda contém dois 

oligonucleotídeos (5′ - 3′ e 3′ - 5′) separados que devem hibridar com sequências alvo 

imediatamente adjacentes para serem ligadas em uma única sonda; 3) Ligação apenas das 

sondas que foram hibridizadas; 4) Amplificação das sondas ligadas por meio de uma reação 

de PCR, com com um primer marcado de forma fluorescente, resultando em um conjunto de 

amplicons de PCR exclusivos; 5) Eletroforese capilar para separar os amplicons, permitindo 

que os produtos de amplificação sejam visualizados durante a separação do fragmento em 

um instrumento; 6) Análise dos fragmentos, que produzem um eletroferograma específico de 

cada amostra – aqui cabe ressaltar que a técnica de MLPA é relativa, ou seja, a altura relativa 

de cada pico de sonda individual, em comparação com as alturas de pico de sondas relativas 
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em várias amostras de DNA de referência, reflete o número de cópias relativo da sequência 

alvo correspondente em uma amostra.  

Abaixo, seguem as etapas detalhadas da técnica de MLPA, seguindo o Protocolo 

Geral MLPA - MRC Holland. 

 

1) Desnaturação do DNA (1º dia) 

A primeira etapa consistiu em aquecer as amostras de DNA de 5 µl por 5 minutos a 98°C. 

● Rotulação de tubos de 0,2 ml. 

● Adição de 5 µl de amostra de DNA (totalizando 80 ng) a cada tubo. 

● Colocação dos tubos no termociclador. 

● Iniciação das etapas 1-2 do programa de MLPA. 

● Certificação de que as amostras estavam a 25°C antes da remoção dos tubos 

do termociclador. 

 

2) Hibridização de sondas para amostra de DNA (1º dia) 

A segunda etapa consistiu em adicionar 3 µl do master mix de hibridização a cada amostra 

de DNA, incubar por 1 minuto a 95°C e hibridizar por 16 horas a 60°C. 

● Preparação do master mix de hibridização (por reação): 1.5 µl MLPA buffer 

e 1.5 µl SALSA probemix. Misturado bem com pipetagem.  

● Adição do master mix de hibridização aos tubos com DNA da etapa anterior.  

● Misturado bem pipetando suavemente para cima e para baixo. 

● Continuação com as etapas 3-4 do programa de MLPA. 

 

3) Ligação de sondas hibridizadas (2º dia) 

A terceira etapa consistiu em abaixar a temperatura do termociclador para 54°C, abrir os 

tubos e adicionar 32 µl do master mix de Ligase-65, incubar por 15 minutos a 54°C e aquecer 

a inativação da enzima ligase: 5 minutos a 98°C. 



49 

● Preparação do master mix de Ligase-65 (por reação): 25 μl água ultrapura, 3 

µl ligase buffer A, 3 µl ligase buffer B e 1 μl enzima Ligase-65. Misturar bem 

pipetando suavemente para cima e para baixo. 

● Continuação com a etapa 5 do programa do termociclador. 

● Adição de 32 µl do master mix de Ligase-65 a cada reação MLPA, quando o 

termociclador atingiu 54°C e enquanto as amostras estavam dentro do termociclador. 

Misturado bem pipetando suavemente para cima e para baixo. 

● Continuação com as etapas 6-8 do programa de MLPA. 

 

4) Amplificação de PCR de sondas ligadas (2º dia) 

A quarta etapa consistiu em esfriar até a temperatura ambiente, abrir os tubos, adicionar 10 

µl do master mix de polimerase à temperatura ambiente, iniciar PCR (35 x {95°C 30 - 

segundos, 60°C - 30 segundos, 72°C - 60 segundos}, 72°C - 20 minutos, pausa a 15°C). 

● Preparação do master mix de polimerase (por reação): 7.5 µl água ultrapura, 

2 µl SALSA PCR primer mix e 0.5 µl SALSA polymerase. Misturado bem pipetando 

suavemente para cima e para baixo. 

● Adição de 10 µl do master mix de polimerase a cada reação MLPA à 

temperatura ambiente. Misturado bem pipetando suavemente para cima e para baixo. 

Colocado imediatamente os tubos no termociclador e continuado o programa do 

termociclador com as etapas 9-11. 

● Após a reação de PCR, os tubos não foram abertos na mesma sala do 

termociclador. Para evitar contaminação, foram utilizadas micropipetas diferentes 

para realizar as reações MLPA e manusear produtos MLPA PCR.  

● O produto PCR foi armazenado protegido da luz a 4°C até ser processado. 

Logo após isso, o produto foi armazenado entre -25°C e -15°C. 

 

5) Separação de fragmentos por eletroforese capilar (2º dia)  

O instrumento utilizado foi ABI-3500, com o corante primer FAM, capilares de 36, 50 cm e 

a mistura de injeção de 0.7 µl de reação de PCR, 0.2 µl LIZ GS 500 tamanho padrão, 9 µl 

HiDi formamida. Após a injeção da mistura, a placa de injeção foi selada, aquecida por 3 
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min a 86°C, resfriada por 2 min a 4°C (foi aquecido brevemente a mistura de injeção antes 

da eletroforese capilar). 

 

6) Análise dos resultados 

As análises dos dados foram realizadas por meio do Coffalyser.Net analysis software 

(www.mrcholland.com). 

A Tabela 2 mostra todas as etapas do programa de termociclador da técnica de MLPA.  

 

Tabela 2 - Programa de termociclador para técnica de MLPA. 

Desnaturação do DNA 

1 98°C 5 minutos 

2 25°C Pausa 

Reação de Hibridização 

3 95°C 1 minuto 

4 60°C 16-20 horas 

Reação de Ligação 

5 54°C Pausa 

6 54°C 15 minutos 

7 98°C 5 minutos 

8 20°C Pausa 

9 35 ciclos 95°C 30 segundos 

  60°C 30 segundos 

  72°C 60 segundos 

10 72°C 20 minutos 

11 15°C Pausa 
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3.8 Validação de amostras utilizando ensaios TaqMan® 

As amostras de DNA que mostraram grande desvio padrão nos dados do MLPA 

foram submetidas a qPCR no sistema SDS 7500 Fast – que é uma variação da técnica de 

PCR, a qual permite que a amplificação e quantificação da sequência de interesse ocorram 

em tempo real. Para tanto, o experimento foi realizado com o ensaio TaqMan (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA), que tem maior especificidade e sensibilidade. 

A técnica é baseada em uma sonda (oligonucleotídeo) que contém uma molécula 

fluorescente chamada reporter na extremidade 5’, responsável por gerar a fluorescência, e 

outra molécula chamada quencher na extremidade 3’, que absorve o sinal fluorescente do 

reporter (ou seja, quando a sonda está intacta, as duas moléculas trocam energia uma com a 

outra e a fluorescência fica inibida). Durante a qPCR, a sonda hibridiza com a sequência alvo 

de DNA de fita simples. Na amplificação, a Taq DNA polimerase cliva a sonda ligada ao 

DNA, de modo que o repórter e o quencher são separados, o que resulta no aumento da 

intensidade da fluorescência emitida, o que permite a quantificação do produto amplificado 

a cada ciclo (HOLLAND et al., 1991; HEID et al., 1996).  

Para este estudo foram utilizadas duas sondas: uma da região de interesse e uma 

referência (RNAseP), sendo que em cada uma delas há um reporter e um quencher, marcadas 

cada uma com corantes diferentes, VIC™ e TAMRA™. A Tabela 3 mostra os reagentes 

utilizados para a reação de PCR quantitativa realizada neste estudo. 

 

Tabela 3 - Reação e ciclo de PCR multiplex. 

Reagentes Volume por reação Ciclo de qPCR (40x) 

TaqPath™ ProAmp™ Master Mix 5,0 μL 95ºC – 10 min 

TaqMan® Copy Number Assay (20x) 0,5 μL 95ºC – 15 s 

TaqMan® Copy Number Reference Assay (20x) 0,5 μL 60ºC – 1 min 

DNA 3,0 μL  

Água 1,0 μL  

Volume total 10,0 μL  

 

https://www.bing.com/search?q=Waltham+Estados+Unidos&filters=ufn%3a%22Waltham+Estados+Unidos%22+sid%3a%229ab6edbf-73c4-a900-b366-f55561bbe95f%22+gsexp%3a%22619c033b-faf6-2849-e040-0fd3462d0282_cmVsL29yZ2FuaXphdGlvbi5vcmdhbml6YXRpb24uaGVhZHF1YXJ0ZXJzfFRydWU.%22
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3.9 Avaliação do número de cópias de genes nos TWs 

Os experimentos de MLPA foram avaliados no programa Coffalyser.Net (MRC 

Holland, Amsterdam, Holanda) que identifica um pico da seguinte forma: a) normal quando 

o Índice de Pico Relativo (RPR) resulta dentro de uma faixa de 0,7 a 1,3, b) excluído quando 

o RPR é <0,7, c) duplicado quando o RPR é > 1,3. Estes valores são calculados a partir dos 

valores de fluorescência de sondas desenhadas em regiões normalmente não alteradas 

(controle interno) além de uma amostra controle. 

Para amostras analisadas em qPCR, foi utilizado o software Applied Biosystems 

CopyCaller® (Thermo Fisher), que analisa os dados gerados por experimentos TaqMan® 

Copy Number Assay executados em sistemas de PCR em tempo real da Applied Biosystems. 

O software CopyCaller® realiza uma análise de quantificação relativa de CT 

comparativa (ΔΔCT) dos dados em tempo real, que determina o número de cópias da 

sequência alvo em cada amostra. O método ΔΔCT primeiro calcula a diferença (ΔCT) entre 

os ciclos de limiar das sequências de ensaio alvo e de referência. Em seguida, o método 

compara os valores de ΔCT das amostras com uma amostra calibradora que contém um 

número conhecido de cópias da sequência alvo (Thermo Fisher, 2022).  

O ensaio deste estudo utilizou a quantificação relativa, já que buscou analisar 

alterações na expressão gênica em uma determinada amostra relativa à outra amostra de 

referência, no caso, o rim normal. Além disso, no ensaio é utilizado um controle endógeno 

como uma referência ativa, no caso a RNAse P. Foi feita a avaliação da quantidade de cópias 

para as regiões cromossômicas: AMER1 (Xq), 1p, 1q, MYCN (2p), WT1 (11p), 16q e TP53 

(17p). 

 

3.10 Correlação dos achados com características clínicas e patológicas 

As características clínico-patológicas foram organizadas em uma tabela em Excel 

(Microsoft, Microsoft Corporation, Redmond, Washington, EUA), considerando variáveis 

qualitativas e quantitativas e analisadas no programa IBM® SPSS Statistics 23 (International 
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Business Machines Corporation, IBM, Armonk, Nova York, EUA) e foram comparadas com 

as características moleculares de cada paciente utilizando o teste qui-quadrado (X²).  

Contudo, uma vez que os dados não atenderam a todos os pressupostos do teste (a 

amostra deve ter pelo menos 5 observações em cada célula), foram utilizados os resultados 

do Teste Exato de Fisher, que tem p-valor preciso para todos os tamanhos amostrais. 

 

3.11 Avaliação de amostras armazenadas em parafina 

Este estudo também avaliou casos da coorte dos pacientes com TW de 2005 a 2020 

que estavam armazenados em material parafinado no Hospital do Centro Infantil Boldrini, a 

fim de aumentar o número de indivíduos e aprimorar os resultados.  

 

3.11.1 Seleção de amostras tumorais parafinadas 

Junto ao Departamento de Patologia, foi realizada uma busca das lâminas de 

hematoxilina-eosina (HE) referentes às amostras de tumores com predomínio de componente 

blastematoso fixadas em parafina. Todos os casos foram revisados pela patologista Dra. 

Izilda Aparecida Cardinalli, acompanhados da pesquisadora (TOB), confirmando o 

componente histológico de interesse, ou seja, a seleção de lâminas com maior % de 

componente blastematoso. Durante a revisão das lâminas e dos prontuários, foi preenchida 

uma ficha com as seguintes características referente a composição da lâmina: % componente 

blastematoso, % componente epitelial, % componente estromal, % necrose e demais 

observações do patologista responsável e/ou pesquisadora. 

Para cada bloco selecionado, foi feita uma macrodissecção dos componentes do rim 

normal e do TW, realizada pelos técnicos do Departamento de Patologia (Irineu Mantovanelli 

Neto e Aparecido Paulo de Moraes), juntamente com a pesquisadora (TOB). Para cada bloco, 

foram realizados de 5 a 10 cortes transversais de 5 μm de espessura utilizando o micrótomo 

(LEICA RM2125RT). O conjunto de cortes foram armazenados em microtubos de 1,5 mL e 

congelados a –20°C até o momento da extração de DNA. 
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3.11.2 Extração de DNA 

Para a padronização de extração de material parafinado, foi utilizado o kit comercial 

PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific), seguindo o 

protocolo FFPE Tissue Lysate de acordo com as instruções sugeridas pelo fabricante. As 

amostras foram extraídas em temperatura ambiente conforme as seguintes etapas: 

Etapa 1 – Preparando o lisado: 1. Foram colocados cinco cortes de 5 µm de espessura 

de cada amostra em um microtubo estéril. 2. seguido de adição de 1 mL de xilol às amostras, 

que em seguida foram homogeneizadas por alguns segundos. 3. Posteriormente, os 

microtubos foram centrifugados à velocidade máxima da centrífuga durante 3 minutos e o 

sobrenadante foi removido. 4. Logo após, foi adicionado 1 mL de etanol absoluto, com 

posterior homogeneização e centrifugação (velocidade máxima durante 3 minutos) e 

removido o sobrenadante (o passo 4 foi repetido mais uma vez). 5. Em seguida, os microtubos 

foram incubados com a tampa aberta a 37ºC por aproximadamente 10 minutos para evaporar 

os resíduos de etanol. 6. Logo após, foram adicionados aos microtubos 180 μL de PureLink® 

Genomic Digestion Buffer e 20 μL de Proteinase K e misturados por breve vórtex e 

incubados a 50°C por aproximadamente 3 horas. 7. Após a incubação, o lisado foi 

centrifugado (velocidade máxima durante 3 minutos) e transferido para um novo microtubo 

estéril. 8. Em seguida, foram adicionados 20 μL de RNase A ao lisado, com posterior 

homogeneização e incubação à temperatura ambiente por 2 minutos. 9. Em seguida, foram 

adicionados ao lisado 200 μL de PureLink® Genomic Lysis/Binding Buffer e misturado por 

vórtices breves. 10. Para finalizar esta etapa, foram adicionados 200 μL de etanol absoluto 

ao lisado, misturado em vórtex por 5 segundos para obter uma solução homogênea.  

Etapa 2 – Ligação do DNA: O lisado (~ 640 μL) foi adicionado à PureLink® Spin 

Column. Em seguida, a coluna foi centrifugada a 10.000 × g durante 1 minuto. Após a 

centrifugação, o tubo de coleta foi descartado e a coluna foi colocada em um PureLink® 

Collection Tube.  

Etapa 3 – Lavagem do DNA: 1. Foram adicionados à coluna 500 μL de Wash Buffer 

1 e em seguida, a coluna foi centrifugada a 10.000 × g durante 1 minuto, e então descartado 

o tubo de coleta e colocado a coluna de centrifugação em um PureLink® Collection Tube. 2. 
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Foram adicionados à coluna 500 μL de Wash Buffer 2 e em seguida a coluna foi centrifugada 

à velocidade máxima durante 3 minutos e novamente descartado o tubo de coleta.  

Etapa 4 – Eluição do DNA: A coluna de centrifugação foi transferida para um 

microtubo estéril de 1,5 mL e foi adicionado a ela 100 μL de PureLink® Genomic Elution 

Buffer. Posteriormente, a coluna foi incubada em temperatura ambiente por 1 minuto e 

centrifugada à velocidade máxima durante 1 minuto. Com o objetivo de recuperar maior 

quantidade de DNA, foi executado novamente o passo anterior utilizando 50 μL de 

PureLink® Genomic Elution Buffer em um novo microtubo estéril de 1,5 mL. Os microtubos 

foram identificados e armazenados em alíquotas a 4°C para uso imediato e a –20°C para 

armazenamento a longo prazo, para evitar o congelamento e descongelamento repetidos do 

DNA. 

 

3.11.3 Quantificação do DNA 

Para quantificar o DNA, foi utilizado o kit Qubit dsDNA HS Assay (Invitrogen by 

Thermo Fisher Scientific), conforme especificações do fabricante. Foi preparada uma 

solução contendo 2 μL de DNA diluído e 198 μL do mix previamente preparado e incubado 

no escuro à temperatura ambiente por 2 minutos.  Logo após, foi realizada a leitura no 

aparelho Qubit Fluorometric Quantitation e determinadas as concentrações das amostras.  

 

3.11.4 Avaliação da integridade do DNA 

A integridade qualidade do DNA foi avaliada por uma PCR multiplex, que amplifica 

quatro bandas de aproximadamente 100, 200, 300 e 400 pares de bases flanqueando 

sequências localizadas no gene Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase (GAPDH), 

com 4 pares de primers conforme o conjunto de 8 primers listados na (Tabela 19). O que 

possibilitou estimar a degradação e verificar a possibilidade de amplificar tamanhos de 

fragmentos equivalentes aos fragmentos para avaliar o número de cópias. A reação e o ciclo 

de PCR utilizados estão descritos na Tabela 20. 

https://www.thermofisher.com/br/pt/home/industrial/spectroscopy-elemental-isotope-analysis/molecular-spectroscopy/fluorometers/qubit.html
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Tabela 19 - Sequências dos Primers. 

Primer Forward (5’-3’) Reverse (5’-3’) Fragmento da 

Amplificação 

GAPDH 1 GTTCCAATATGATTCCACCC CCATCACCATCTTCCAGGAG 100bp 

GAPDH 2 AGGTGGAGCGAGGCTAGC AGGACATTTCCACCGCAAA 198bp 

GAPDH 3 AGGTGAGACATTCTTGCTGG GACGCTGACTGGTTAGTGGA 299bp 

GAPDH 4 ACAGTCCATGCCATCACTGC CAACGACCACTTTGTCAAGC 398bp 

  

Tabela 20 - Reação e ciclo de PCR multiplex. 

Reagentes Volume por reação Ciclo de PCR 

H2O milli-Q 12,3 μL 94ºC – 4 minutos 

 

94ºC – 1 minuto 

56ºC – 1 minuto     (35 ciclos) 

72ºC – 1 minuto 

 

72ºC – 7 minutos 

4ºC – ∞ 

 

  

Buffer 10X c/ MgCl2 5,0 μL 

MgCl2 (50mM) 1,5 μL 

dNTP (10mM) 1,0 μL 

Primer 10mM (de cada um dos 8) 0,5 μL (X8)* 

Taq DNA polimerase 5U/uL 0,2 μL 

DNA 6,0 μL 

Volume total 30 μL 

*Observação: oito primers foram utilizados nesta reação. 

3.11.5 Gel de agarose 

O método da PCR convencional requer a visualização em gel de agarose para 

determinar a amplificação e especificidade do amplicon. A PCR foi verificada em gel de 

agarose (2%) em TBE (1X), que foi preparado com 1g de agarose e 50 mL de TBE (1X).  
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3.11.6 Ensaios TaqMan® Gene Expression 

Após a otimização das extrações de amostras em FFPE, as amostras de DNA que 

amplificaram pelo menos a banda de 100 pb foram submetidas em qPCR no sistema SDS 

7500 Fast. Amplificar uma banda de 100 bases seria suficiente para a integridade uma vez 

que todas as reações de qPCR apresentavam em torno deste tamanho. Para tanto, o 

experimento foi realizado com o ensaio TaqMan, da mesma forma como descrito em métodos 

para material congelado.  

  



58 

4 RESULTADOS 

 

4.1 Seleção de casos 

O SAME registrou 192 pacientes com TWs entre os anos de 2005 e 2020. Após 

verificação dos prontuários, foram excluídos 6 casos, visto que o diagnóstico não foi 

confirmado como TW. Assim, foram utilizados 186 casos para as análises descritivas. Destes, 

47 casos continham amostras congeladas armazenadas no Biobanco, que foram utilizadas 

para validação dos biomarcadores candidatos.  

 

4.2 Análise Descritiva 

Os pacientes foram descritos conforme a lateralidade do tumor (unilateral ou 

bilateral) e histologia do tumor (favorável ou desfavorável), isso porque o TW apresenta 

características distintas quando é unilateral ou bilateral e quando é de histologia favorável ou 

desfavorável. 

 

4.2.1 Pacientes diagnosticados com tumores de histologia favorável 

As informações apresentadas foram retiradas dos prontuários dos pacientes. Os 

pacientes diagnosticados com TW unilateral e sem anaplasia totalizaram 153 de 186 (82,3%) 

casos, ou seja, são pacientes como TW esporádico e de histologia favorável.  

Na Tabela 4 estão listadas todas as variáveis avaliadas neste estudo, dividida em três 

partes (A, B e C), contendo: em A as características dos pacientes, em B as características 

dos tumores e em C as características dos tratamentos.  

Resumidamente, a Tabela 4 mostra predomínio da cor branca (autodeclarada, 72,5%) 

entre os pacientes, e maioria com índice de massa corporal (IMC) adequado (68,6%). Quanto 



59 

ao tumor, a maioria (74,5%) apresenta os três componentes celulares em proporções variadas, 

sendo 49,7% com predomínio do componente blastematoso, sem metástase ao diagnóstico 

(60,1%), 32% com estadiamento clínico III e 39,2% com estadiamento patológico II. A 

maioria dos casos (84,3%) seguiu o protocolo de tratamento estabelecido pelo COG, 66% 

dos pacientes com cirurgia seguido de quimioterapia, 48,4% seguindo o regime COG DD-

4A (48,4%). Do total de pacientes, 81% não tiveram eventos e 88,9% sobreviveram após 5 

anos do diagnóstico. Ao nascimento, os bebês pesaram 3.255 g (720 a 5.000 g) em média. 

Ao diagnóstico, as médias foram de 48 meses de idade (1 a 304 meses), 17,3 kg (4,1 a 68 

kg), 102 cm de altura (54 a 172 cm). Já o produto da nefrectomia pesou 509 g em média (70 

a 1.900g). 
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Tabela 4 - Características qualitativas dos casos com TW de histologia favorável e esporádicos. 

A - Características dos Pacientes 

 N % 

Quantidade  153 100 

Sexo 

Feminino 

Masculino 

 

78 

75 

 

51 

49 

Cor (autodeclarada) 

Branco 

Pardo 

Negro 

Amarelo 

Não informado 

 

111 

28 

8 

2 

4 

 

72,5 

18,3 

5,2 

1,3 

2,6 

Peso ao Nascimento (g) 

Média 

 

3.255 

 

- 

Idade ao Diagnóstico (meses) 

Média 

 

48 

 

- 

Peso ao Diagnóstico (g) 

Média 

 

17.264 

 

- 

Altura ao Diagnóstico (cm) 

Média 

 

102 

 

- 

Índice de Massa Corporal (IMC) 

Baixo IMC para idade (< Percentil 3) 

IMC adequado ou Eutrófico (≥ Percentil 3 e < Percentil 85) 

Sobrepeso (≥ Percentil 85 e < Percentil 97) 

Obesidade (≥ Percentil 97) 

Não informado 

 

10 

105 

14 

9 

15 

 

6,5 

68,6 

9,2 

5,9 

9,8 

Estadiamento Clínico 

I 

II 

III 

IV 

Não informado 

 

25 

37 

50 

37 

4 

 

16,3 

24,2 

32,7 

24,2 

2,6 
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B) Características dos Tumores 

Estadiamento Patológico  

I 

II 

III 

IV 

Não informado 

 

30 

60 

41 

6 

16 

 

19,6 

39,2 

26,8 

3,9 

10,5 

Peso da Peça Tumoral Total (g) 

Média 

 

509 

 

- 

Lateralidade 

Direito 

Esquerdo 

Não informado 

 

72 

78 

3 

 

47,0 

51,0 

2,0 

Classificação Histológica 

Unifásico 

Bifásico 

Trifásico 

Necrótico 

Não informado 

 

2 

15 

114 

3 

19 

 

1,3 

9,8 

74,5 

2,0 

12,4 

Predomínio Histológico 

Blastematoso 

Estromal 

Epitelial 

Misto 

Necrose 

Não informado 

 

76 

24 

33 

5 

3 

12 

 

49,7 

15,7 

21,6 

3,3 

2,0 

7,8 

Metástase ao Diagnóstico 

Sim 

Não 

Não informado 

 

50 

92 

11 

 

32,7 

60,1 

7,2 
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C) Características dos Tratamentos 

Quimioterapia Pré-Nefrectomia (a) 

Sim 

Não 

Não informado 

 

43 

101 

9 

 

28,1 

66,0 

5,9 

Radioterapia (b) 

Sim 

Não 

Não informado 

 

841 

8 

 

54,9 

39,9 

5,2 

Protocolo 

COG 

SIOP 

Misto 

Não informado 

 

129 

9 

7 

8 

 

84,3 

5,9 

4,6 

5,2 

Regime 

COG (EE-4A) 

COG (DD-4A) 

SIOP (Stage III) 

SIOP (Stage IV) 

Misto 

Não informado 

 

55 

74 

5 

4 

7 

8 

 

35,9 

48,4 

3,3 

2,6 

4,6 

5,2 

Desvio de Tratamento* 

Sim 

Não 

Não informado 

 

7 

136 

10 

 

4,6 

88,9 

6,5 

Duração do 1º Esquema de Quimioterapia (c) 

Média 

 

164 

 

- 

Resposta 

Respondeu  

Recaiu 

Progrediu 

Não informado 

 

124 

19 

5 

5 

 

81,0 

12,4 

3,3 

3,3 

Óbito 

Sim 

Não 

Não informado 

 

14  

136 

3 

 

9,1 

88,9 

2,0 

(a) A quimioterapia aqui se refere inclusive ao protocolo COG, que dependendo do estadiamento, utiliza 

esquema quimioterápico antes da nefrectomia. 

(b) A radioterapia aqui se refere a qualquer parte do corpo, não apenas na região pélvica. 

(c) Os esquemas quimioterápicos apresentam durações diferentes, esse valor é a média dos valores 

apresentados, ou seja, há pacientes que foram tratados em menor tempo e há pacientes que foram tratados por 

maior tempo. Considerando COG (EE-4A) – 19 semanas e COG (DD-4A) – 25 semanas. 

 

 

* Os motivos dos desvios de tratamento, ou seja, da alteração ou troca de esquema quimioterápico, foram: 
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Paciente 45 - Iniciou tratamento com o protocolo DD-4A (de 25/06/2014 a 05/01/2015). Após diagnóstico de 

metástase durante o tratamento para o pulmão, trocou para o protocolo ICE em 09/02/2015 e foi a óbito em 

20/02/2015. 

Paciente 74 - Iniciou o tratamento com o protocolo DD-4A (de 19/08/2011 a 16/09/2011. Depois foi para o 

protocolo ICE (de 26/09/2011 a 04/03/2012). Devido à progressão tumoral, realizou o protocolo NWTS-4 por 

44 semanas (quimioterapia paliativa) - Protocolo I, NWTS-IV (de 13/08/2012 a 03/05/2013) e foi a óbito em 

26/09/2013. 

Paciente 89 - Iniciou o tratamento com o protocolo DD-4A por 15 semanas. Devido à progressão tumoral, 

realizou o protocolo ICE (de 22/11/2010 a 29/03/2011) e foi a óbito em 08/07/2011. 

Paciente 103 - Iniciou o tratamento com o protocolo DD-4A (de 15/05/2009 a 29/07/2009). Devido à não 

resposta, foi trocado o protocolo para o Regimen I - NWTS-V (de 31/08/2009 a 26/11/2009). 

Paciente 120 - Iniciou o tratamento com o protocolo DD-4A em 26/05/2008, completando duas semanas e 

depois passou para Regimen I, que parou em 04/10/2008, e foi a óbito em 30/10/2008. 

Paciente 128 - Iniciou o tratamento com o protocolo DD-4A (de 13/07/07 a 12/09/2007). Depois passou para 

Regimen I - NWTS-V (de 24/09/2007 a 13/11/2007) e foi a óbito em 05/12/2007. 

Paciente 130 - Iniciou o tratamento com o protocolo DD-4A (de 12/07/2007 a 08/01/2008). Depois fez ICE (de 

26/02/2008 a 10/06/2008 - sofreu choque séptico), em seguida realizou o Protocolo J - NWTS-IV (de 

10/07/2008 a 16/02/2009). 

 

Devido às diferenças de abordagens, é necessário analisar os pacientes tratados 

conforme os protocolos do COG e da SIOP separadamente. Assim, a análise dos pacientes 

com TW de histologia favorável tratados com protocolo COG, resultou na associação 

significativa entre a variável “Resposta” ao tratamento com as variáveis “Radioterapia” 

(p=0,023), “Tratamento” (p=0,024) e “Óbito” (p<0,0001) (Tabela 5A). Ao comparar a 

variável “Óbito” não foi observada nenhuma associação significativa entre as variáveis 

(Tabela 5B). As variáveis com valores estatisticamente significativos estão sinalizadas com 

asterisco (*). 
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Tabela 5 - Associação das características qualitativas dos casos com histologia favorável e esporádicos 

tratados com COG. 

 

A) Características clínicas e patológicas de pacientes tratados conforme protocolo do COG em 

comparação com a “resposta ao tratamento” (exceto tratamentos desconhecidos, mistos e SIOP) 

 RESPOSTA  

Respondeu Recaiu Progrediu Total 

Classificação Histológica (1) Unifásico 2 (1,7%) 0 (0,0%) - 2 (1,7%) 

Bifásico 10 (8,5%) 1 (0,8%) - 11 (9,3%) 

Trifásico 94 (79,7%) 10 (8,5%) - 104 (88,2%) 

Necrótico 1 (0,8%) 0 (0,0%) - 1 (0,8%) 

Total 107 (90,7%)  11 (9,3%) - 118 (100,0%) 

Predomínio Histológico (2) Blastematoso 63 (50,8%) 7 (5,7%) - 70 (56,5%) 

Estromal 20 (16,1%) 3 (2,4%) - 23 (18,5%) 

Epitelial 26 (21,0%) 1 (0,8%) - 27 (21,8%) 

Misto 2 (1,6%) 0 (0,0%) - 2 (1,6%)  

Necrose 2 (1,6%) 0 (0,0%) - 2 (1,6%) 

Total 113(91,1%) 11 (8,9%) - 124 (100,0%) 

Estadiamento Patológico (3) I 24 (19,8%) 3 (2,5%) - 27 22,3%) 

II 53 (43,8%) 4 (3,3%) - 57 (47,1%) 

III 29 (24,0%) 4 (3,3%) - 33 (27,3%) 

IV 4 (3,3%) 0 (0,0%) - 4 (3,3%) 

Total 110 (90,9%) 11 (9,1%) - 121 (100,0%) 

Metástase ao Diagnóstico* (4) Sim 33 (26,4%) 5 (4,0%) - 38 (30,4%) 

Não 81 (64,8%) 6 (4,8%) - 87 (69,6%) 

Total 114 (91,2%) 11 (8,8%) - 125 (100,0%) 

Quimioterapia Pré- 

Nefrectomia (5) 

Sim 36 (28,8%) 3 (2,4%) - 39 (31,2%) 

Não 79 (63,2%) 7 (5,6%) - 86 (68,8%) 

Total 115 (92,0%) 10 (8,0%) - 125 (100,0%) 

Radioterapia* (6) Sim 62 (48,8%) 10 (7,9%) - 72 (56,7%) 
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Observação: variável “desvio” foi uma constante, pois todos os pacientes analisados nessa categoria foram “sem 

desvio”. * indica p≤0,05. 

(1) X2
(3)= 0,320; p= 1,000 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, aceitamos a H0: a resposta não depende da 

classificação histológica (p>0,05), e rejeitamos a H1: a resposta depende da classificação histológica (p≤0,05). 

(2) X2
(4)= 1,887; p=0,664 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, aceitamos a H0: a resposta não depende do 

predomínio histológico (p>0,05), e rejeitamos a H1: a resposta depende do predomínio histológico (p≤0,05). 

(3) X2
(3)= 1,196; p= 0,764 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, aceitamos a H0: a resposta não depende do 

estadiamento patológico (p>0,05), e rejeitamos a H1: a resposta depende do estadiamento patológico (p≤0,05). 

(4) X2
(1)= 1,292; p= 0,307 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, aceitamos a H0: a resposta não depende da metástase 

ao diagnóstico (p>0,05), e rejeitamos a H1: a resposta depende da metástase ao diagnóstico (p≤0,05). 

(5) X2
(1)= 0,007; p= 1,000 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, aceitamos a H0: a resposta não depende da 

quimioterapia pré-nefrectomia (p>0,05), e rejeitamos a H1: a resposta depende da quimioterapia pré-

nefrectomia (p≤0,05). 

(6) X2
(1)= 5,743; p= 0,023 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, rejeitamos a H0: a resposta não depende da 

radioterapia (p>0,05), e aceitamos a H1: a resposta depende da radioterapia (p≤0,05). 

(7) X2
(1)= 5,405; p= 0,024 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, rejeitamos a H0: a resposta não depende do 

tratamento (p>0,05), e aceitamos a H1: a resposta depende do tratamento (p≤0,05). 

(8) X2
(1)= 43,918; p< 0,0001 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, rejeitamos a H0: a resposta não depende do óbito 

(p>0,05), e aceitamos a H1: a resposta depende do óbito (p≤0,05). 

 

Não 54 (42,5%) 1 (0,8%) - 55 (43,3%) 

Total 116 (91,3%) 11 (8,7%) - 127 (100,0%) 

Tratamento* (7) EE-4A   53 (41,4%) 1 (0,8%) - 54 (42,2%) 

DD-4A   64 (50,0%) 10 (7,8%) - 74 (57,8%) 

Total 117 (91,4%) 11 (8,6%) - 128 (100,0%) 

Óbito* (8) Sim 0 (0,0%) 4 (3,1%) - 4 (3,1%) 

Não 117 (91,4%) 7 (5,5%) - 124 (96,9%) 

Total 117 (91,4%) 11 (8,6%) - 128 (100,0%) 
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B) Características clínicas e patológicas de pacientes tratados conforme protocolo do COG em 

comparação com o “óbito” (exceto tratamentos desconhecidos, mistos e SIOP) 

 ÓBITO  

Não Sim Total 

Classificação Histológica (1) Unifásico 2 (1,7%) 0 (0,0%) 2 (1,7%) 

Bifásico 11 (9,3%) 0 (0,0%) 11 (9,3%) 

Trifásico 100 (84,8%) 4 (3,4%) 104 (88,2%) 

Necrótico 1 (0,8%) 0 (0,0%) 1 (0,8%) 

Total 114 (96,6%) 4 (3,4%) 118 (100,0%) 

Predomínio Histológico (2) Blastematoso 68 (54,9%) 2 (1,6%) 70 (56,5%) 

Estromal 22 (17,7%) 1 (0,8%) 23 (18,5%) 

Epitelial 26 (21,0%) 1 (0,8%) 27 (21,8%) 

Misto 2 (1,6%) 0 (0,0%) 2 (1,6%) 

Necrose 2 (1,6%) 0 (0,0%) 2 (1,6%) 

Total 120 (96,8%) 4 (3,2%) 124 (100,0%) 

Estadiamento Patológico (3) I 26 (21,5%)  1 (0,8%) 27 (22,3%) 

II 56 (46,3%) 1(0,8%) 57 (47,1%) 

III 31 (25,6%) 2(1,7%) 33 (27,3%) 

IV 4 (3,3%) 0 (0,0%) 4 (3,3%) 

Total 117 (96,7%) 4 (3,3%) 121 (100,0%) 

Metástase ao Diagnóstico (4) Sim 36 (28,8%) 2 (1,6%) 38 (30,4%) 

Não 85 (68,0%) 2 (1,6%) 87 (69,6%) 

Total 121 (96,8%) 4 (3,2%) 125 (100,0%) 

Quimioterapia Pré-Nefrectomia (5) Sim 37 (29,6%) 2 (1,6%) 39 (31,2%) 

Não 84 (67,2%) 2 (1,6%) 86 (68,8%) 

Total 121 (96,8%) 4 (3,2%) 125 (100,0%) 

Radioterapia (6) Sim 68 (53,6%) 4 (3,1%) 72 (56,7%) 

Não 55 (43,3%) 0 (0,0%) 55 (43,3%) 
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Total 123 (96,9%) 4 (3,1%) 127 (100,0%) 

Tratamento (7) EE-4A  54 (42,2%) 0 (0,0%) 54 (42,2%) 

DD-4A   70 (54,7%) 4 (3,1%) 74 (57,8%) 

Total 124 (96,9%) 4 (3,1%) 128 (100,0%) 

Observação: variável “desvio” foi uma constante, pois todos os pacientes analisados nessa categoria foram “sem 

desvio”. 

(1) X2
(3)= 0,557; p= 1,000 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, aceitamos a H0: o óbito não depende da classificação 

histológica (p>0,05), e rejeitamos a H1: o óbito depende da classificação histológica (p≤0,05). 

(2) X2
(4)=0,276; p=1,000 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, aceitamos a H0: o óbito não depende do predomínio 

histológico (p>0,05), e rejeitamos a H1: o óbito depende do predomínio histológico (p≤0,05). 

(3) X2
(3)= 1,363; p= 0,620 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, aceitamos a H0: o óbito não depende do 

estadiamento patológico (p>0,05), e rejeitamos a H1: o óbito depende do estadiamenro patológico (p≤0,05). 

(4) X2
(1)= 0,750; p= 0,584 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, aceitamos a H0: o óbito não depende da metástase 

ao diagnóstico (p>0,05), e rejeitamos a H1: o óbito depende da metástase ao diagnóstico (p≤0,05). 

(5) X2
(1)= 0,680; p= 0,588 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, aceitamos a H0: o óbito não depende da 

quimioterapia pré-nefrectomia (p>0,05), e rejeitamos a H1: o óbito depende da quimioterapia pré-nefrectomia 

(p≤0,05). 

(6) X2
(1)= 3,155; p= 1,333 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, aceitamos a H0: o óbito não depende da radioterapia 

(p>0,05), e rejeitamos a H1: o óbito depende da radioterapia (p≤0,05). 

(7) X2
(1)= 3,013; p= 0,138 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, aceitamos a H0: o óbito não depende do tratamento 

(p>0,05), e rejeitamos a H1: o óbito depende do tratamento (p≤0,05). 

 

Resumindo, com relação aos pacientes tratados pelo COG, no que diz respeito à 

variável “Resposta” ao tratamento, o teste exato de Fisher mostrou que não há associação, 

ou não há dependência entre a variável “Resposta” e as seguintes variáveis: “Metástase ao 

Diagnóstico” (X2
(1)= 1,292; p= 0,307), “Classificação Histológica” (X2

(3)= 0,320; p= 

1,000), “Predomínio Histológico” (X2
(4)=1,887; p=0,664), “Estadiamento Patológico” 

(X2
(3)= 1,196; p= 0,764) e “Quimioterapia Pré-Nefrectomia” (X2

(1)= 0,007; p= 1,000). O 

teste exato de Fisher também mostrou que há associação entre a variável “Resposta” e as 

seguintes variáveis: “Radioterapia” (X2
(1)= 5,743; p= 0,023) e “Tratamento” (X2

(1)= 5,405; 

p= 0,024).  

Com relação aos pacientes tratados pelo COG, no que diz respeito à variável “Óbito”, 

o teste exato de Fisher mostrou que não há associação, ou não há dependência entre a variável 

“Óbito” e as seguintes variáveis: “Classificação Histológica” (X2
(3)= 0,557; p= 1,000), 

“Predomínio Histológico” (X2
(4)=0,276; p=1,000), “Estadiamento Patológico” (X2

(3)= 

1,363; p= 0,620), “Metástase ao Diagnóstico” (X2
(1)= 0,750; p= 0,584), “Quimioterapia 

Pré-Nefrectomia” (X2
(1)= 0,680; p= 0,588), “Radioterapia” (X2

(1)= 3,155; p= 1,333) e 
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“Tratamento” (X2
(1)= 3,013; p= 0,138). 

Já para os pacientes com TW de histologia favorável tratados com protocolo SIOP, 

observou-se associação significativa entre a variável “Resposta” ao tratamento com a 

variável “Estadiamento Patológico” (p=0,048) (Tabela 6A). Ao comparar a variável 

“Óbito” não foi observada nenhuma associação significativa entre as variáveis (Tabela 6B). 

As variáveis com valores estatisticamente significativos estão sinalizadas com asterisco (*). 
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Tabela 6 - Associação das características qualitativas dos casos com histologia favorável e esporádicos 

tratados com SIOP. 

 

A) Características clínicas e patológicas de pacientes tratados conforme protocolo da SIOP em 

comparação com a “resposta ao tratamento” (exceto tratamentos desconhecidos, mistos e COG) 

 RESPOSTA  

Respondeu Recaiu Progrediu Total 

Classificação Histológica (1) Unifásico - - - - 

Bifásico 1 (14,2%) 0 (0,0%) - 1 (14,2%) 

Trifásico 2 (28,6%) 2 (28,6%) - 4 (57,2%) 

Necrótico 2 (28,6%) 0 (0,0%) - 2 (28,6%) 

Total 5 (71,4%)  2 

(28,6%) 

 - 7 (100,0%) 

Predomínio Histológico (2) Blastematoso 1 (14,3%) 1 (14,3%) - 2 (28,6%) 

Estromal 1 (14,3%) 0 (0,0%) - 1 (14,3%) 

Epitelial 2 (28,6%) 0 (0,0%) - 2 (28,6%) 

Misto 0 (0,0%) 1 (14,3%) - 1 (14,3%) 

Necrose 1 (14,3%) 0 (0,0%) - 1 (14,3%) 

Total 5 (71,4%) 2 (28,6%) - 7 (100,0%) 

Estadiamento  

Patológico* (3) 

I - - - - 

II 0 (0,0%) 1 (14,3%) - 1 (14,3%) 

III 5 (71,4%) 0 (0,0%) - 5 (71,4%) 

IV 0 (0,0%) 1 (14,3%) - 1 (14,3%) 

Total 5 (71,4%) 2 (28,6%) - 7 (100,0%) 

Metástase ao Diagnóstico (4) Sim 3 (42,8%) 2 (28,6%) - 5 (71,4%) 

Não 2 (28,6%) 0 (0,0%) - 2 (28,6%) 

Total 5 (71,4%) 2 (28,6%) - 7 (100,0%) 

Radioterapia (5) Sim 5 (71,4%) 1 (14,3%) - 6 (85,7%) 

Não 0 (0,0%) 1 (14,3%) - 1 (14,3%) 

Total 5 (71,4%) 2 (28,6%) - 7 (100%) 

Tratamento (6) Stage III 3 (37,5%) 2 (25,0%) - 5 (62,5%) 
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Stage IV 2 (25,0%) 1 (12,5%) - 3 (37,5%) 

Total 5 (62,5%) 3 (37,5%) - 8 (100,0%) 

Óbito (7) Sim 5 (71,4%) 1 (14,3%) - 6 (85,7%) 

Não 0 (0,0%) 1 (14,3%) - 1 (14,3%) 

Total 5 (71,4%) 2 (28,6%) - 7 (100,0%) 

Observação: não foram analisadas as variáveis “desvio” e “quimioterapia pré-nefrectomia” porque não houve 

desvio do tratamento e o protocolo estabelece a quimioterapia pré-nefrectomia como parte essencial para 

crianças maiores do que 6 meses. * indica p≤0,05. 

(1) X2
(2)= 2,100; p= 0,619 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, aceitamos a H0: a resposta não depende da 

classificação histológica (p>0,05), e rejeitamos a H1: a resposta depende da classificação histológica (p≤0,05). 

(2) X2
(4)= 4,550; p= 0,810 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, aceitamos a H0: a resposta não depende do 

predomínio histológico (p>0,05), e rejeitamos a H1: a resposta depende do predomínio histológico (p≤0,05). 

(3) X2
(2)= 7,000; p= 0,048 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, rejeitamos a H0: a resposta não depende do 

estadiamento patológico (p>0,05), e aceitamos a H1: a resposta depende do estadiamento patológico (p≤0,05).  

(4) X2
(1)= 1,120; p= 1,000 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, aceitamos a H0: a resposta não depende da metástase 

ao diagnóstico (p>0,05), e rejeitamos a H1: a resposta depende da metástase ao diagnóstico (p≤0,05). 

(5) X2
(1)= 2,917; p= 0,286 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, aceitamos a H0: a resposta não depende da 

radioterapia (p>0,05), e rejeitamos a H1: a resposta depende da radioterapia (p≤0,05). 

(6) X2
(1)= 0,036; p=1,000 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, aceitamos a H0: a resposta não depende do 

tratamento (p>0,05), e rejeitamos a H1: a resposta depende do tratamento (p≤0,05). 

(7) X2
(1)= 2,917; p= 0,286 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, aceitamos a H0: a resposta não depende do óbito 

(p>0,05), e rejeitamos a H1: a resposta depende do óbito (p≤0,05). 
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B) Características clínicas e patológicas de pacientes tratados conforme protocolo da SIOP em 

comparação com o “óbito” (exceto tratamentos desconhecidos, mistos e COG) 

 ÓBITO  

Não Sim Total 

Classificação Histológica (1) Unifásico - - - 

Bifásico 1 (14,3%) 0 (0,0%) 1 (14,3%) 

Trifásico 3 (42,8%) 1 (14,3%) 4 (57,1%) 

Necrótico 2 (28,6%) 0 (0,0%) 2 (28,6%) 

Total 6 (85,7%) 1 (14,3%) 7 (100,0%) 

Predomínio Histológico (2) Blastematoso 2 (28,6%) 0 (0,0%) 2 (28,6%) 

Estromal 1 (14,3%) 0 (0,0%) 1 (14,3%) 

Epitelial 2 (28,6%) 0 (0,0%) 2 (28,6%) 

Misto 0 (0,0%) 1 (14,3%) 1 (14,3%) 

Necrose 1 (14,3%) 0 (0,0%) 1 (14,3%) 

Total 6 (85,7%) 1 (14,3%) 7 (100,0%) 

Estadiamento Patológico (3) I - - - 

II 1 (14,3%) 0 (0,0%) 1 (14,3%) 

III 5 (71,4%) 0 (0,0%) 5 (71,4%) 

IV 0 (0,0%) 1 (14,3%) 1 (14,3%) 

Total 6 (85,7%) 1 (14,3%) 7 (100,0%) 

Metástase ao Diagnóstico (4) Sim 4 (57,1%) 1 (14,3%) 5 (71,4%) 

Não 2 (28,6%) 0 (0,0%) 2 (28,6%) 

Total 6 (85,7%) 1 (14,3%) 7 (100,0%) 

Radioterapia (5) Sim 5 (71,4%) 1 (14,3%) 6 (85,7%) 

Não 1 (14,3%) 0 (0,0%) 1 (14,3%) 

Total 6 (85,7%) 1 (14,3%) 7 (100,0%) 

Tratamento (6) Stage III 4 (57,1%) 0 (0,0%) 4 (57,1%) 

Stage IV 2 (28,6%) 1 (14,3%) 3 (42,9%) 
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Total 6 (85,7%) 1 (14,3%) 7 (100,0%) 

Observação: variável “desvio” foi uma constante, pois todos os pacientes analisados nessa categoria foram “sem 

desvio”; variável “quimioterapia pré-nefrectomia”, pois todos os pacientes analisados nessa categoria foram 

“sem quimioterapia pré-nefrectomia”. * indica p≤0,05. 

(1) X2
(2)= 0,875; p= 1,000 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, aceitamos a H0: o óbito não depende da classificação 

histológica (p>0,05), e rejeitamos a H1: o óbito depende da classificação histológica (p≤0,05).  

(2) X2
(4)= 7,000; p= 0,429 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, aceitamos a H0: o óbito não depende do predomínio 

histológico (p>0,05), e rejeitamos a H1: o óbito depende do predomínio histológico (p≤0,05). 

(3) X2
(2)= 7,000; p= 0,286 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, aceitamos a H0: o óbito não depende do 

estadiamento patológico (p>0,05), e rejeitamos a H1: o óbito depende do estadiamento patológico (p≤0,05).  

(4) X2
(1)= 0,467; p= 1,000 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, aceitamos a H0: o óbito não depende da metástase 

ao diagnóstico (p>0,05), e rejeitamos a H1: o óbito depende da metástase ao diagnóstico (p≤0,05).   

(5) X2
(1)= 0,194; p= 1,000 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, aceitamos a H0: o óbito não depende da radioterapia 

(p>0,05), e rejeitamos a H1: o óbito depende da radioterapia (p≤0,05). 

(6) X2
(1)= 1,556; p=0,429 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, aceitamos a H0: o óbito não depende do tratamento 

(p>0,05), e rejeitamos a H1: o óbito depende do tratamento (p≤0,05). 

 

Resumindo, com relação aos pacientes tratados pela SIOP, no que diz respeito à 

variável “Resposta” ao tratamento, o teste exato de Fisher mostrou que não há associação, 

ou não há dependência entre a variável “Resposta” e as seguintes variáveis: “Classificação 

Histológica” (X2
(2)= 2,100; p= 0,619), “Predomínio Histológico” (X2

(4)= 4,550; p= 0,810), 

“Metástase ao Diagnóstico” (X2
(1)= 1,120; p= 1,000), “Radioterapia” (X2

(1)= 2,917; p= 

0,286), “Tratamento” (X2
(1)= 0,036; p=1,000) e “Óbito” (X2

(1)= 2,917; p= 0,286). O teste 

exato de Fisher também mostrou que há associação entre a variável “Resposta” e a variável 

“Estadiamento Patológico” (X2
(2)= 7,000; p= 0,048). 

Com relação aos pacientes tratados pela SIOP, no que diz respeito à variável “Óbito”, 

o teste exato de Fisher mostrou que não há associação, ou não há dependência entre a variável 

“Óbito” e as seguintes variáveis: “Classificação Histológica” (X2
(2)= 0,875; p= 1,000), 

“Predomínio Histológico” (X2
(4)= 7,000; p= 0,429), “Estadiamento Patológico” (X2

2)= 

7,000; p= 0,286), “Metástase ao Diagnóstico” (X2
(1)= 0,467; p= 1,000), “Radioterapia” 

(X2
(1)= 0,194; p= 1,000) e “Tratamento” (X2

(1)= 1,556; p=0,429). 
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4.1.2 Pacientes diagnosticados com doença bilateral  

Os pacientes diagnosticados com TW bilateral, considerados de estadio IV, 

totalizaram 25 de 186 (13,4% dos casos). Na Tabela 7 estão listadas as características desses 

pacientes, resumidamente: IMC adequado (60%), estadiamento patológico I (36%), 

classificação histológica trifásica (48%), predomínio histológico blastematoso (44%), 

metástase ao diagnóstico ausente (68%), quimioterapia pré-nefrectomia (68%), protocolo 

COG (76%), regime COG DD-4A (76%), melhor resposta ao tratamento (76%) e óbito 

ausente (88%). 

Ao nascimento, os bebês pesaram 3.161 g (1.020 a 4.000 g) em média. Ao 

diagnóstico, as médias foram de 33 meses de idade (8 a 81 meses), 15,104 kg (6,600 a 34,000 

kg), 95 cm de altura (70 a 128 cm). Já o produto da nefrectomia pesou 311 g (120 a 800 g) 

em média. 
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Tabela 7 - Características qualitativas dos casos bilaterais. 

A - Características dos Pacientes 

 N % 

Quantidade  25 100 

Sexo 

Feminino 

Masculino 

 

10 

15 

 

40 

60 

Cor (autodeclarada) 

Branco 

Pardo 

Negro 

Amarelo 

 

13 

10 

1 

1 

 

52 

40 

4 

4 

Peso ao Nascimento (g) 

Média 

 

3.161 

 

- 

Idade ao Diagnóstico (meses) 

Média 

 

33,28 

 

- 

Peso ao Diagnóstico (g) 

Média 

 

15.104 

 

- 

Altura ao Diagnóstico (cm) 

Média 

 

94,88 

 

- 

Índice de Massa Corporal (IMC) 

Baixo IMC para idade (< Percentil 3) 

IMC adequado ou Eutrófico (≥ Percentil 3 e < Percentil 85) 

Sobrepeso (≥ Percentil 85 e < Percentil 97) 

Obesidade (≥ Percentil 97) 

Não informado 

 

2 

15 

6 

1 

1 

 

8 

60 

24 

4 

4 
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B) Características dos Tumores 

Estadiamento Patológico  

I 

II 

III 

IV 

Não informado 

 

9 

5 

4 

1 

6 

 

36 

20 

16 

4 

24 

Peso da Peça Tumoral Total (g) 

Média 

 

311,15 

 

- 

Classificação Histológica 

Unifásico 

Bifásico 

Trifásico 

Necrótico 

Não informado 

 

1 

4 

12 

1 

7 

 

4 

16 

48 

4 

28 

Predomínio Histológico 

Blastematoso 

Estromal 

Epitelial 

Necrose 

Não informado 

 

11 

4 

3 

1 

6 

 

44 

16 

12 

4 

24 

Metástase ao Diagnóstico 

Sim 

Não 

Não informado 

 

3 

17 

5 

 

12 

68 

20 
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C) Características dos Tratamentos 

Quimioterapia Pré-Nefrectomia 

Sim 

Não 

Não informado 

 

17 

6 

2 

 

68 

24 

8 

Radioterapia 

Sim 

Não 

Não informado 

 

8 

15 

2 

 

32 

60 

8 

Protocolo 

COG 

SIOP 

Misto 

Não informado 

 

19 

1 

2 

3 

 

76 

4 

8 

12 

Regime 

COG (EE-4A) 

COG (DD-4A) 

SIOP (Stage III) 

SIOP (Stage IV) 

Misto 

Não informado 

 

1 

18 

1 

0 

2 

3 

 

4 

72 

4 

0 

8 

12 

Desvio de Tratamento* 

Sim 

Não 

Não informado 

 

2 

21 

2 

 

8 

84 

8 

Duração do 1º Esquema de Quimioterapia (dias) 

Média 

 

175 

 

Resposta 

Respondeu  

Recaiu 

Progrediu 

Não informado 

 

19 

2 

1 

3 

 

76 

8 

4 

12 

Óbito 

Sim 

Não 

 

3 

22 

 

12 

88 

*Paciente 87 - Iniciou o tratamento com o protocolo DD-4A (de 16/08/2010 a 17/11/2011). Depois, devido à 

progressão tumoral, mudou para o protocolo ICE (de 26/11/2010 a 16/01/2011 - 3 ciclos). 

Paciente 92 - Iniciou o tratamento com o protocolo EE-4A (até a 5ª semana). Depois prosseguiu com tratamento 

DD-4A (da 6ª semana a 24ª semana). Devido à recidiva renal à direita, foi realizado protocolo ICE (5 ciclos).  
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4.1.3 Pacientes diagnosticados com tumores de histologia desfavorável 

Os pacientes diagnosticados com TW com anaplasia totalizaram 8 de 186 (4,3% dos 

casos), ou seja, são pacientes com TW com histologia desfavorável.  

Na Tabela 8 estão listadas as características desses pacientes, que apresentaram 

predomínio das seguintes características: IMC adequado (50%), estadiamento clínico III 

(62,5%), estadiamento patológico III (62,5%), classificação histológica trifásica (75%), 

predomínio histológico blastematoso (87,5%), protocolo COG (75%) e regime COG DD-4A 

(50%).  

Ao nascimento, os bebês pesaram 3.084 g (2.385 a 3.590 g) em média. Ao 

diagnóstico, as médias foram de 59 meses de idade (17 a 128 meses), 17,450 kg (12,400 a 

31,300 kg), 107 cm de altura (81 a 153 cm). Já o produto da nefrectomia pesou 561 g (178 a 

1.850 g) em média. 
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Tabela 8 - Características qualitativas dos casos com histologia desfavorável (anaplasia). 

A - Características dos Pacientes 

 N % 

Quantidade  8 100 

Sexo 

Feminino 

Masculino 

 

4 

4 

 

50 

50 

Cor (autodeclarada) 

Branco 

Pardo 

Negro 

Amarelo 

Não informado 

 

5 

3 

0 

0 

0 

 

62,5 

37,5 

Peso ao Nascimento (g) 

Média 

 

3.084 

 

- 

Idade ao Diagnóstico (meses) 

Média 

 

59 

 

- 

Peso ao Diagnóstico (g) 

Média 

 

17.450 

 

- 

Altura ao Diagnóstico (cm) 

Média 

 

107 

 

- 

Índice de Massa Corporal (IMC) 

Baixo IMC para idade (< Percentil 3) 

IMC adequado ou Eutrófico (≥ Percentil 3 e < Percentil 85) 

Sobrepeso (≥ Percentil 85 e < Percentil 97) 

Obesidade (≥ Percentil 97) 

Não informado 

 

3 

4 

0 

1 

0 

 

37,5 

50 

 

12,5 

 

Estadiamento Clínico 

I 

II 

III 

IV 

 

1 

0 

5 

2 

 

12,5 

 

62,5 

25,0 
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B) Características dos Tumores 

Estadiamento Patológico  

I 

II 

III 

IV 

Não informado 

 

1 

1 

5 

0 

1 

 

12,5 

12,5 

62,5 

 

12,5 

Peso da Peça Tumoral Total (g) 

Média 

 

561 

 

- 

Lateralidade 

Direito 

Esquerdo 

 

4 

4 

 

50 

50 

Classificação Histológica 

Unifásico 

Bifásico 

Trifásico 

Necrótico 

Não informado 

 

0 

1 

6 

0 

1 

 

 

12,5 

75,0 

 

12,5 

Predomínio Histológico 

Blastematoso 

Estromal 

Epitelial 

Misto 

Necrose 

Não informado 

 

7 

 

1 

 

 

87,5 

 

12,5 

Metástase ao Diagnóstico 

Sim 

Não 

 

4 

4 

 

50 

50 
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C) Características dos Tratamentos 

Quimioterapia Pré-Nefrectomia 

Sim 

Não 

 

2 

6 

 

25 

75 

Radioterapia 

Sim 

Não 

 

7 

1 

 

87,5 

12,5 

Protocolo 

COG 

SIOP 

Misto 

 

6 

0 

2 

 

75 

 

25 

Regime 

COG (EE-4A) 

COG (DD-4A) 

Regimen I 

Misto 

 

1 

4 

1 

2 

 

12,5 

50,0 

12,5 

25,0 

Desvio de Tratamento* 

Sim 

Não 

 

2 

6 

 

25 

75 

Duração do 1º Esquema de Quimioterapia 

Média 

 

147 

 

Resposta 

Respondeu  

Recaiu 

Progrediu 

 

5 

2 

1 

 

62,5 

25,0 

12,5 

Óbito 

Sim 

Não 

 

1 

7 

 

12,5 

87,5 

*Paciente 54 - Iniciou o tratamento com EE-4A (por 18 semanas) e mudou para DD-4A (por 24 semanas) e 

Paciente 179 - Iniciou o tratamento com DD-4A (por 7 semanas) e mudou para Regimen I (por 5 a 24 semanas). 

 

4.3 Extração e avaliação do DNA  

De todos os casos citados acima, 47 tiveram amostras adequadamente armazenadas 

no Biobanco do Centro Infantil Boldrini, que foram utilizadas para prosseguir com os 

experimentos para a validação dos biomarcadores. 
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O DNA foi extraído utilizando o kit comercial Kit GenELUTE Mammalian Genomic 

DNA Miniprep (Sigma-Aldrich by Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha), seguindo o 

protocolo fornecido pela empresa.  

As quantificações das amostras foram realizadas por fluorometria (Qubit 2.0) e por 

espectrofotometria (Biodrop). A recuperação de DNA variou de 25,6 a 860,0 ng/uL em 100 

uL, conforme mostra a Tabela 9 (Anexos). A avaliação da integridade foi feita por meio da 

corrida de gel de agarose a 0,8% para todas as amostras conforme a imagem representativa 

na Figura 4.  

 

 

Ladder 1       2       3       4       5       6       7       8       9      10      11      12 

Figura 4 - Gel de agarose 0,8% de 12 amostras de DNA. O marcador é o ladder de 1 Kb plus (Invitrogen™). 

Na imagem, é possível verificar o ladder na posição do primeiro pocinho do gel e nos demais pocinhos as 12 

amostras da corrida.  

 

As amostras apresentadas na Figura 4, que são representações de todas as outras 

amostras, indicam que o DNA estava íntegro e por isso foram utilizadas para os passos 

seguintes do estudo. Esse procedimento foi adotado para as demais amostras do estudo. 

 



82 

4.4 Avaliação do número de cópias dos potenciais biomarcadores 

O número de cópias foi avaliado pela técnica de MLPA em 47 amostras, contudo, 

três amostras foram excluídas pelos critérios de qualidade conforme instruções do fabricante 

MRC Holland. Dessas 44, três casos eram bilaterais e um caso teve duas amostras analisadas. 

Logo, foram analisados 40 casos. A Figura 5 apresenta uma representação gráfica da corrida 

de MLPA de uma amostra. Na seção dos Anexos – Quadro 6, estão presentes todos os 

painéis gerados pelo Coffalyzer dos 40 casos analisados, dos três rins normais e dos casos 

excluídos. 

 

 

Figura 5 - Representação gráfica extraída do Coffalyzer.NET (MRC Holland) da amostra 517/18. Foram 

avaliadas as regiões cromossômicas 1p, 1q, 2p (MYCN), 11p (WT1), 16q, 17p (TP53) e Xq (AMER1), que 

identificou a perda em 1p, o ganho em 1q e a perda em 11p. Em verde, estão representadas sondas controles 

que são usadas para estimar o número de cópias dos alvos de interesse. No eixo X estão identificadas as 

regiões cromossômicas, neste caso, as de interesse são as indicadas na figura. No eixo Y é possível ver a 

proporção do número de cópias de cada região avaliada, sendo que 0,5 indica 1 cópia (perda), 1 indica 2 

cópias (normal), 1,5 indica 3 cópias (ganho). Quanto às linhas vermelha e azul, indicam as fronteiras da 

normalidade da amostra. As sondas controle do experimento estão presentes na região cinza da imagem. 
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Para a técnica de MLPA foram utilizados três rins normais como controle (Tabela 

10).  

 

Tabela 10 - Amostras de referência utilizadas na técnica de MLPA. 

Amostras Qubit (ng/ul) Biodrop (A260/280) 

121/21 2I 74 1.700 

161/21 1C 105 1.844 

230/21 0B 93 1.692 

 

As amostras avaliadas estão representadas na Tabela 11, que também indica se houve 

alteração do número de cópias em AMER1 (Xq), 1p, 1q, MYCN (2p), WT1 (11p), 16q e TP53 

(17p). Das 40 amostras analisadas, 20 mostraram alterações. Conforme apresentado na 

Tabela 11, a frequência das alterações do número de cópias nos TWs unilaterais, tanto de 

histologia favorável quanto com anaplasia, foi: 4 perdas de AMER1 (Xq), 1 ganho de AMER1 

(Xq), 6 perdas de 1p, 9 ganhos de 1q, 3 ganhos de MYCN (2p), 6 perdas de WT1 (11p), 9 

perdas de 16q, 3 perdas de TP53 (17p) e 1 ganho de TP53 (17p).  

 

Tabela 11 - Alterações de número de cópias dos potenciais biomarcadores selecionados para TWs avaliados 

por MLPA em amostras selecionadas. 

Paciente Amostra Xq 1p 1q 2p 11p 16q 17p 

1 773/09 - MD/PR/O (Anaplasia)      P P 

2 242/19 - MD/R (Anaplasia)   G   P  

3 013/05 - R/O P  G     

4 396/10 - MD/PR/O   P G  P P P 

5 540/09 - R/O   P G     

6 517/18 - R  P G  P   

7 045/19 - MD/MT/R G  G     

8 348/20 T1* - MD/MT/R P     P  

 348/20 T2* - MD/MT/R P     P  
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9 433/18 - MD  P   P P  

10 583/17 - MT/R      P P 

11 247/17 - MD     P   

12 154/11 - MD     G  P  

13 546/05 - MD     G    

14 218/05 - MD       P  

15 171/05 - MD         

16 488/09 A    P G     

17 037/06       P   

18 119/18   P G  P   

19 328/17     G    

20 427/06   P  G    G 

21 047/20 H - MT/R        

22 484/19 - MD        

23 512/19         

24 554/19 - MD        

25 064/20 H         

26 249/20         

27 082/19 - MD        

28 242/09         

29 105/09         

30 742/07         

31 434/07         

32 757/06         

33 694/09         

34 214/17         

35 279/14 - MD/MT/PR/O        

36 239/11         

37 322/17         

38 269/17 - MD        

39 422/18         

40 202/18         

 Total 4P/1G 6P 9G 3G 6P 9P 3P/1G 

Legenda: P = perda, G = ganho, MT = metástase durante o tratamento, MD = metástase ao diagnóstico, O = 

óbito, R = Recaída, PR = Progressão. A amostra 348 teve duas regiões avaliadas do tumor: 348/20-T1 e 

348/20-T2. 
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Além das 40 amostras, 3 amostras de tumores bilaterais também foram analisadas, 

em que: 541/19 – paciente que respondeu ao tratamento e apresentou perda em AMER1 (Xq), 

831/09 – paciente com recaída apresentou ganho em MYCN (2p) e 208/18 – paciente com 

metástase durante o tratamento que apresentou ganho em 1p e perda em 16q.  

Das 40 amostras de TWs esporádicos e histologia favorável analisadas por MLPA, 8 

não atingiram os critérios de qualidade para o experimento (Anexos – Quadro 6), ou seja, 

apresentaram discordância entre as sondas que avaliaram a mesma região genômica, em que 

algumas estavam dentro do limiar e uma ou outra estava abaixo da linha vermelha ou acima 

da linha azul (essas linhas indicam as fronteiras da normalidade da amostra); além das sondas 

controle do experimento, que ficam na região cinza da imagem, também discordarem entre 

si (Figura 6).  

 

Figura 6 - Representação gráfica extraída do Coffalyzer.NET (MRC Holland) da amostra 013/05. Nesse caso, 

não é possível, por exemplo, inferir sobre a perda em 17p (TP53). 
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Então, para confirmar se houve alteração ou não no biomarcador estudo, essas 8 

amostras foram analisadas por qPCR: 5 foram avaliadas em 1q, 2 em MYCN (2p), 1 em WT1 

(11p), 2 em TP53 (17p) (Tabela 12). Apenas uma amostra reavaliada em 1q apresentou 

ganho, as demais não apresentaram alteração para os biomarcadores estudados. 

 

Tabela 12 - Alterações de número de cópias dos potenciais biomarcadores selecionados para TWs avaliados 

por MLPA e qPCR em amostras selecionadas. 

Amostra Xq 1p 1q  2p 11p 16q 17p Confirmação qPCR 

013/05 - R/O P  G     Sem alterações 17p 

396/10 - MD/PR/O  P G  P P P Ganho 1q 

171/05 - MD         Sem alterações 1q 

488/09 A    P G     Sem alterações 11p 

037/06       P   Sem alterações 17p 

047/20 H - MT/R        Sem alterações 1q e 2p 

348/20 T1 - MD/MT/R P     P  Sem alterações 1q  

773/09 - MD/PR/O (Anaplasia)      P P Sem alterações 1q e 2p 

Legenda: P = perda, G = ganho, MT = metástase durante o tratamento, MD = metástase ao diagnóstico, O = 

óbito, R = Recaída. 

 

Abaixo está a representação gráfica (Figura 7), dos casos avaliados por meio da 

qPCR (além de MLPA), em que é possível detectar apenas alteração na amostra 396, que 

apresentou ganho em 1q. As demais amostras foram consideradas normais. 
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Figura 7 - Representação extraída do programa CopyCaller® v2.1 (Applied Biosystems®, Thermo Fisher). A 

imagem mostra as oito amostras que foram avaliadas para alteração do número de cópias. As regiões que 

foram avaliadas neste experimento foram 1q (azul), e TP53 (verde), MYCN (rosa) e WT1 (laranja). O eixo Y 

indica o número de cópias da região avaliada, enquanto o eixo X indica as amostras dos pacientes e a água. 

As amostras 47 e 773 foram avaliadas em duas regiões. 

 

Em resumo, as alterações consideradas verdadeiras são aquelas que foram 

identificadas por MLPA e no caso de dúvida, foram confirmadas por qPCR. Amostras 

discordantes entre os dois experimentos foram consideradas negativas uma vez que o MLPA 

é a técnica de escolha pelos estudos clínicos em TWs para avaliação do número de cópias.  

Parte desses dados foram usados no artigo “Somatic Copy Number Alteration in 

Circulating Tumor DNA for Monitoring of Pediatric Patients with Cancer”, publicado na 

Biomedicines em 2023 (Anexos). 
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4.5 Comparação entre informações clínico-patológicas e moleculares 

Após a obtenção dos dados moleculares, procedeu-se para a comparação entre as 

características clínico-patológicas (Tabela 13) e os achados moleculares.  

 

Tabela 13 - Características clínicas e patológicas dos 40 pacientes. 

 Variáveis contínuas Média Mediana 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Idade ao diagnóstico (n = 40, em 

meses) 

46,83 (2-304) 38 

Peso ao nascer (n = 34, em gramas) 3083,44 (720-3950) 3.102,50 

Peso ao diagnóstico (n = 38, em 

gramas) 

16900,13 (6400-68000) 14.350 

Altura (n = 37, em centímetros) 100,89 (63-170) 99,00 

IMC (n = 36) 15,62 (11-28) 14,97 

Peso da peça tumoral (n = 35, em 

gramas) 

591,80 (200-1720) 530,00 

 Variáveis categóricas Frequência Porcentagem (%) 

Resposta (40) Respondeu 29 72,5 

Recaiu 8 20,0 

Progrediu 3 7,5 

Óbito (40) Sim 5 12,5 

Não 35 87,5 

Cor 

(autodeclarada) 

(38) 

Branco 26 68,4 

Pardo 9 23,7 

Preto 2 5,3 

Amarelo 1 2,6 

Sexo (40) Feminino 20 50,0 

Masculino 20 50,0 

Lateralidade (40) Direita 21 52,5 

Esquerda 19 47,5 
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Estadiamento 

Clínico (39) 

I 8 20,5 

II 10 25,6 

III 9 23,1 

IV 12 30,8 

Estadiamento 

Patológico (38) 

I 7 18,4 

II 14 36,8 

III 16 42,1 

IV 1 2,6 

Metástase ao 

Diagnóstico (39) 

Sim 16 40,0 

Não 24 60,0 

Predomínio 

Histológico (39) 

Blastematoso 25 64,1 

Estromal 6 15,4 

Epitelial 6 15,4 

Misto 1 2,6 

Necrose 1 2,6 

Classificação 

Histológica (38) 

Unifásico - - 

Bifásico 6 15,8 

Trifásico 31 81,6 

Necrótico 1 2,6 

Anaplasia (38) Sim 2 5,3 

Não 36 94,7 

Pré-

Quimioterapia 

(39) 

Sim 9 23,1 

Não 30 76,9 

Radioterapia 

(40) 

Sim 23 57,5 

Não 17 42,5 

Desvio de 

Tratamento (39) 

Sim 3 7,7 

Não 36 92,3 

Tratamento (38) EE-4A   14 36,8 
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DD-4A   18 47,4 

Regimen I 1 2,6 

Stage IV 2 5,3 

Misto 3 7,9 

Observação: entre parênteses, estão mostrados o número de pacientes avaliados para cada parâmetro. 

 

Com relação às variáveis contínuas, a Tabela 13 mostra os valores em média e 

mediana, bem como o menor e o maior valor de cada uma delas. Ao nascimento, os bebês 

pesaram 3.083 g (720 - 3.950 g) em média. Ao diagnóstico, as médias foram de 47 meses de 

idade (2 a 304 meses), 16,900 kg (6,400 a 68,000), 101 cm de altura (63 a 170 cm) e o IMC 

foi de 15,62 (11 a 28). Já o produto da nefrectomia pesou 592 g (200 a 1.720 g) em média. 

Com relação às variáveis categóricas, a Tabela 13 mostra o predomínio das seguintes 

características: respondeu ao tratamento (72,5%), óbito ausente (87,5%) estadiamento clínico 

IV (30,8%), estadiamento patológico III (42,1%), metástase ao diagnóstico ausente (60,0%), 

predomínio histológico blastematoso (64,1%), classificação histológica trifásica (81,6%), 

anaplasia ausente (94,7%), realização de pré-quimioterapia ausente (76,9%), radioterapia 

presente (57,5%), desvio de tratamento ausente (92,3) e protocolo COG DD-4A (47,4%).  

Com relação aos achados moleculares, a Tabela 14 mostra a quantidade de alterações 

em cada um dos sete biomarcadores avaliados neste estudo. 

 

Tabela 14 - Número de alterações encontradas nos 40 tumores avaliados. 

Cromossomo Sem alterações Perdeu Ganhou 

Xq 36 3 1 

1p 34 6 - 

1q 31 - 9 

2p 37 - 3 

11p 34 6 - 

16q 32 8 - 

17p 36 3 1 
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Analisando a Tabela 14, as regiões cromossômicas que apresentaram perdas foram: 

Xq (n = 3), 1p (n = 6), 11p (n = 6), 16q (n = 8) e 17p n = (3); e as regiões que apresentaram 

ganhos foram: Xq (n = 1), 1q (n = 9), 2p (n = 3) e 17p (n = 1).  

Utilizando o programa Origin (OriginLab Corporation, Microsoft Windows, 2022), 

foram produzidos quatro gráficos relacionando as quatro características patológicas 

(resposta, óbito, histologia e estadiamento) e as alterações do número de cópias dos sete 

biomarcadores (AMER1, 1p, 1q, MYCN, WT1, 16q e TP53).  

Na Figura 8 é mostrada a variável óbito (óbito ou não óbito) em comparação com 

os biomarcadores e a perda ou o ganho de números de cópias com relação ao número de 40 

pacientes.  

Dos 40 pacientes analisados, 5 apresentaram óbito, sendo que 4 apresentaram alguma 

alteração em pelo menos um dos biomarcadores analisados. Retomando a Tabela 11, é 

possível corroborar que esses pacientes foram: 

1) Paciente 773/09 (MD/PR/O - Anaplasia) - com perda em 16q e 17p (TP53) 

2) Paciente 013/05 (R/O) - com perda em Xq (AMER1) e ganho em 1q 

3) Paciente 396/10 (MD/PR/O) - com perda 1p, 11p, 16q e 17p; e ganho em 1q  

4) Paciente 540/09 (R/O) - com perda em 1 p e ganho em 1q. 

Contudo, um paciente que foi a óbito não apresentou nenhuma alteração nos 

biomarcadores: 279/14 MD/MT/PR/O. 
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Figura 8 - Comparação entre o óbito ou não óbito, os biomarcadores e o ganho ou a perda do número de 

cópias, com relação a 40 pacientes. No eixo X, estão especificadas as variáveis óbito e não óbito. No eixo Y à 

esquerda, está especificado o número de indivíduos (total de 40 indivíduos analisados), e à direita, está 

especificado o tipo de biomarcador. A cor laranja representa o ganho do número de cópias e a cor azul 

representa a perda do número de cópias. 
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Na Figura 9 é mostrada a variável resposta (respondeu, recaiu ou progrediu) em 

comparação com os biomarcadores e a perda ou o ganho de números de cópias. É possível 

verificar o predomínio do ganho de 1q em 5 pacientes com recaída.  
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Figura 9 - Comparação entre as respostas ao tratamento, os biomarcadores e o ganho ou a perda do número 

de cópias. No eixo X, estão especificadas as variáveis respondeu, recaiu e progrediu. No eixo Y à esquerda, 

está especificado o número de indivíduos (total de 40 indivíduos analisados), e à direita, está especificado o 

tipo de biomarcador. A cor laranja representa o ganho do número de cópias e a cor azul representa a perda do 

número de cópias. 
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Na Figura 10 é mostrada a variável estadiamento (I, II, III ou IV) em comparação 

com os biomarcadores e a perda ou o ganho de números de cópias. É possível verificar o 

predomínio de III no ganho de 1q (5/40) e perda de 16q (4/40). 
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Figura 10 - Comparação entre os estadiamentos patológicos, os biomarcadores e o ganho ou a perda do 

número de cópias. No eixo X, estão especificadas as variáveis I, II, III e IV. No eixo Y à esquerda, está 

especificado o número de indivíduos (total de 40 indivíduos analisados), e à direita, está especificado o tipo 

de biomarcador. A cor laranja representa o ganho do número de cópias e a cor azul representa a perda do 

número de cópias. 



97 

Na Figura 11 é mostrada a variável histologia (Blastematoso, Estromal, Epitelial, 

Misto, Regressivo e Anaplasia difusa) em comparação com os biomarcadores e a perda ou 

o ganho de números de cópias. É possível verificar o predomínio de blastematoso no ganho 

de 1q (5/40) e de estromal na perda de 16q (3/40). 
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Figura 11 - Comparação entre os tipos histológicos, os biomarcadores e o ganho ou a perda do número de 

cópias. No eixo X, estão especificadas as variáveis blastematoso, estromal, epitelial, misto, regressivo, 

anaplasia difusa. No eixo Y à esquerda, está especificado o número de indivíduos (total de 40 indivíduos 

analisados), e à direita, está especificado o tipo de biomarcador. A cor laranja representa o ganho do número 

de cópias e a cor azul representa a perda do número de cópias. 
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Para prosseguir as análises, foram realizados os testes de normalidade, ou seja, para 

determinar se as amostras seguiram uma distribuição normal. Considerando o Teste de 

Shapiro-Wilk mais adequado para grupos amostrais inferiores a 50, consideramos que a 

maior parte dos dados seguem uma distribuição não normal. Por esta razão, foram utilizados 

testes não paramétricos para as comparações que se seguem. 

Considerando as hipóteses do teste de normalidade (H0: distribuição da amostra = 

distribuição normal e H1: distribuição da amostra ≠ distribuição normal), quando p>0,05, os 

dados têm uma distribuição normal, e quando p<0,05 os dados têm uma distribuição não 

normal. Logo, quatro características têm o p<0,05, apresentados na Tabela 15 na coluna 

“Significância”: Tempo do 1º esquema quimioterápico, peso ao nascer, IMC e peso da peça 

tumoral. Por isso, os dados foram considerados não normais. 

 

Tabela 15 - Teste de normalidade das variáveis contínuas dos 40 pacientes. 

Características Estatística Grau de Liberdade Significância 

Tempo do 1º esquema 

quimioterápico 

0,624 26 <0,001 

Idade ao diagnóstico 0,969 26 0,595 

Peso ao nascer 0,861 26 0,002 

Peso ao diagnóstico 0,973 26 0,702 

Altura 0,976 26 0,773 

IMC 0,858 26 0,002 

Peso da peça tumoral 0,817 26 <0,001 

 

A Tabela 16 contém a comparação entre as características moleculares comparadas 

com a variável “resposta ao tratamento”. A Tabela 17 contém a comparação das 

características moleculares comparadas com a variável “óbito”. As variáveis com valores 

estatisticamente significativos estão sinalizadas com asterisco (*). 
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Tabela 16 - Comparação de características moleculares com a variável “resposta ao tratamento”. 

 RESPOSTA  

Respondeu Recaiu Progrediu Total 

Xq(1) Sem alterações 28 (70,0%) 5 (12,5%) 3 (7,5%) 36 (90,0%) 

Perda 1 (2,5%) 2 (5,0%) 0 (0,0%) 3 (7,5%) 

Ganho 0 (0,0%) 1 (2,5%) 0 (0,0%) 1 (2,5%) 

Total 29 (72,5%) 8 (20,0%) 3 (7,5%) 40 (100,0%) 

1p(2) Sem alterações 26 (65,0%) 6 (15,0%) 2 (5,0%) 34 (85,0%) 

Perda 3 (7,5%) 2 (5,0%) 1 (2,5%) 6 (15,0%) 

Ganho - - - - 

Total 29 (72,5%) 8 (20,0%) 3 (7,5%) 40 (100,0%) 

1q*(3) Sem alterações 26 (65%) 3 (7,5%) 2 (5,0%) 31 (77,5%) 

Perda - - - - 

Ganho 3 (7,5%) 5 (12,5%) 1 (2,5%) 9 (22,5%) 

Total 29 (72,5%) 8 (20,0%) 3 (7,5%) 40 (100,0%) 

2p4 Sem alterações 26 (65,0%) 8 (20,0%) 3 (7,5%) 37 (92,5%) 

Perda - - - - 

Ganho 3 (7,5%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 3 (7,5%) 

Total 29 (72,5%) 8 (20,0%) 3 (7,5%) 40 (100,0%) 

11p5 Sem alterações 25 (62,5%) 7 (17,5%) 2 (5,0%) 34 (85,0%) 

Perda 4 (10,0%) 1 (2,5%) 1 (2,5%) 6 (15,0%) 

Ganho - - - - 

Total 29 (72,5%) 8 (20,0%) 3 (7,5%) 40 (100,0%) 

16q*(6) Sem alterações 26 (65,0%) 5 (12,5%) 1 (2,5%) 32 (80,0%) 

Perda 3 (7,5%) 3 (7,5%) 2 (5,0%) 8 (20,0%) 

Ganho - - - - 

Total 29 (72,5%) 8 (20,0%) 3 (7,5%) 40 (100,0%) 
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17p*(7) Sem alterações 28 (70,0%) 7 (17,5%) 1 (2,5%) 36 (90,0%) 

Perda 0 (0,0%) 1 (2,5%) 2 (5,0%) 3 (7,5%) 

Ganho 1 (2,5%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1 (2,5%) 

Total 29 (72,5%) 8 (20,0%) 3 (7,5%) 40 (100,0%) 

1) X2
(4)=8,970; p=0,069 (Teste Exato de Fisher), V de Cramer: 0,335 

2) X2
(2)=1,911; p=0,214 (Teste Exato de Fisher), V de Cramer: 0,219 

3) X2
(2)=10,000; p=0,006 (Teste Exato de Fisher), V de Cramer: 0,500 (estatisticamente significativo) 

4) X2
(2)=1,230; p=1,000 (Teste Exato de Fisher), V de Cramer: 0,175 

5) X2
(2)=0,863; p=0,579 (Teste Exato de Fisher), V de Cramer: 0,147 

6) X2
(2)=7,304; p=0,019 (Teste Exato de Fisher), V de Cramer: 0,427 (estatisticamente significativo) 

7) X2
(4)=18,038; p=0,008 (Teste Exato de Fisher), V de Cramer: 0,475 (estatisticamente significativo) 

 

Os testes exato de Fisher mostraram associação significativa entre a variável 

“resposta” com as seguintes variáveis moleculares: com o 1q (X2
(2)=10,000; p=0,006 (Teste 

Exato de Fisher), V de Cramer: 0,500), com o 16q (X2
(2)=7,304; p=0,019 (Teste Exato de 

Fisher), V de Cramer: 0,427) e com o 17p (X2
(4)=18,038; p=0,008 (Teste Exato de Fisher), 

V de Cramer: 0,475). 
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Tabela 17 - Comparação de características moleculares com a variável “óbito”. 

 ÓBITO  

Não Sim Total 

Xq1 Sem alterações 32 (80,0%) 4 (10,0%) 36 (90,0%) 

Perda 2 (5,0%) 1 (2,5%) 3 (7,5%) 

Ganho 1 (2,5%) 0 (0,0%) 1 (2,5%) 

Total 35 (87,2%) 5 (12,5%) 40 (100,0%) 

1p2 Sem alterações 31 (77,5%) 3 (7,5%) 34 (85,0%) 

Perda 4 (10,0%) 2 (5,0%) 6 (15,0%) 

Ganho - - - 

Total 35 (87,5%) 5 (12,5%) 40 (100,0%) 

1q3 Sem alterações 29 (72,5%) 2 (5,0%) 31 (77,5%) 

Perda - - - 

Ganho 6 (15,0%) 3 (7,5%) 9 (22,5%) 

Total 35 (87,2%) 5 (12,5%) 40 (100,0%) 

2p4 Sem alterações 32 (80,0%) 5 (12,5%) 37 (92,5%) 

Perda - - - 

Ganho 3 (7,5%) 0 (0,0%) 3 (7,5%) 

Total 35 (87,5%) 5 (12,5%) 40 (100,0%) 

11p5 Sem alterações 30 (75,0%) 4 (10,0%) 34 (85,0%) 

Perda 5 (12,5%) 1 (2,5%) 6 (15,0%) 

Ganho - - - 

Total 35 (87,5%) 5 (12,5%) 40 (100,0%) 

16q6 Sem alterações 29 (72,5%) 3 (7,5%) 32 (80,0%) 

Perda 6 (15,0%) 2 (5,0%) 8 (20,0%) 

Ganho - - - 

Total 35 (87,5%) 5 (12,5%) 40 (100,0%) 
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17p7 Sem alterações 33 (82,5%) 3 (7,5%) 36 (90,0%) 

Perda 1 (2,5%) 2 (5,0%) 3 (7,5%) 

Ganho 1 (2,5%) 0 (0,0%) 1 (2,5%) 

Total 35 (87,5%) 5 (12,5%) 40 (100,0%) 

1) X2
(2)=1,397; p=0,427 (Teste Exato de Fisher), V de Cramer: 0,187 

2) X2
(1)=2,801; p=0,154 (Teste Exato de Fisher), V de Cramer: 0,265 

3) X2
(1)=4,608; p=0,065 (Teste Exato de Fisher), V de Cramer: 0,339 

4) X2
(1)=0,463; p=1,000 (Teste Exato de Fisher), V de Cramer: 0,108 

5) X2
(1)=0,112; p=1,000 (Teste Exato de Fisher), V de Cramer: 0,053 

6) X2
(1)=1,429; p=0,257 (Teste Exato de Fisher), V de Cramer: 0,189 

7) X2
(2)=8,762; p=0,069 (Teste Exato de Fisher), V de Cramer: 0,468 

 

Os testes Exato de Fisher não mostraram nenhuma associação significativa entre a 

variável “óbito” com as variáveis moleculares. 

Levando em consideração que os testes de hipóteses mostram se há ou não associação 

entre duas variáveis, mas não quantifica a força da associação, foi realizado a análise 

multivariada das características que foram associadas. Contudo, os pressupostos dos testes 

não foram atendidos devido ao baixo número de amostras avaliadas. 

 

4.6 Avaliação de amostras armazenadas em parafina 

Dos casos de TWs armazenados em parafina, foram selecionados aqueles com 

predomínio de componente blastematoso. Para controle do estudo, foram registrados a 

porcentagem aproximada de componentes de cada um dos blocos selecionados, através da 

leitura das lâminas de cada um deles (Tabela 18).  

 

Tabela 18 - Casos selecionados para o estudo. 

Paciente Lâmina 

% 

Blastemal 

% 

Epitelial 

% Estromal % Necrose Observações 

5 12 0% 5% 95%   
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22 J 70% 20% 10%   

27 11 95% 0% 0%  5% fibrose 

37 A1 0% 85% 5%  Tumor representa 90% 

da lâmina 

38 9 70% 15% 15%   

45 10 90%    10% de rim normal 

presente 

46 A 5% 0% 70% 25%  

53 5 10% 80% 10%   

60 A 70% 0% 10% 20%  

61 3     Não tem componente 

blastematosol 

63 13 0% 15% 25% Muito 

necrótico 

Tumor representa 40% 

da lâmina 

67 4B 90% 5% 5%   

71 9 70% 10% 20%   

72 5 15% 50% 35%   

78 8 95% 2% 3%   

82 K 80% 15% 5%   

86 3 40% 20% 20% 20%  

91 7 95% 0% 5%   

106 13 80% 10% 10%   

107 S/N 40% 10% 50%   

108 7 20% 70% 10%   

109 12 80% 0% 20%   

113 ?      

118 14 0% 10% 90%   

119 17 90% 5% 5%   

120 8C 40% 30% 30%   
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127 8 90% 5% 5%   

129 6 2% 95% 3%   

134 7 0% 5% 0% 95%  

139 T3 85% 5% 0% 10%  

145 5 10% 85% 5%   

146 9 90% 0% 10%   

152 H 90% 0% 10%   

156 S/N 90% 0% 10%   

163 5 90% 0% 10%   

165 TU 90% 0% 10%   

166 C 5% 0% 0% 95%  

172 S/N 90%     

175 16 80% 10% 10%   

177 6 95% 3% 2%   

179 8 95% 5% 0%  Tumor representa 40% 

da lâmina 

181 1J 60% 0% 40%   

182 14 40% 40% 10%  10% fibrose 

187 G5ul 100% 0% 0%   

Observação: foram selecionadas amostras de tecido renal normal adjacente ao tumor de alguns casos. 

 

Após obtidas as concentrações satisfatórias de DNA das amostras de TW parafinadas 

(acima de 10 ng/ul), o produto da PCR foi verificado em gel de agarose (2%) em TBE (1X), 

que mostrou a boa integridade do DNA, uma vez que pelo menos 1 das quatro bandas 

apareceram no gel (Figura 12). 
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Figura 12 - Gel de agarose (2%) de 20 amostras de DNA extraídas de tumores em blocos de parafina. O 

marcador é o ladder de 1 Kb plus (Invitrogen™). Na imagem, é possível verificar o ladder (L) na posição do 

primeiro pocinho do gel (lado esquerdo) e nos demais pocinhos, as amostras de DNA extraídas de tumores 

emblocados em parafina. É possível verificar que há amostras com 100, 200 e até 300 pb. 

 

Após a otimização das extrações de amostras em parafina, as amostras de DNA que 

amplificaram pelo menos a banda de 100 pb foram submetidas em qPCR no sistema SDS 

7500 Fast. Algumas das amostras armazenadas em material parafinado, também estavam 

armazenadas em material congelado. Desse modo, foi possível comparar os resultados 

obtidos de ambos, que mostrou uma discordância entre os números de cópias identificados 

por qPCR, indicando que, para esses experimentos, não é possível usar o material parafinado 

e, portanto, não foi possível expandir o estudo para todas as amostras retrospectivas da 

instituição.  
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5 DISCUSSÃO 

 

Este foi um estudo de avaliação de pacientes diagnosticados com TW em um período 

de 15 anos de uma única instituição, incluindo o perfil de número de cópias de biomarcadores 

que estão sendo testados prospectivamente por ensaios clínicos internacionais. Para tanto, 

este estudo validou alterações moleculares em Xq (WTX), 1p, 1q, 2p (MYCN), 11p (WT1), 

16q e 17p (TP53) em pacientes atendidos no Centro Infantil Boldrini de 2005 a 2020. Para 

aumentar a coorte estudada, testamos os experimentos em material de parafina, contudo, 

devido à qualidade das amostras, os resultados obtidos foram descartados. 

Com relação aos dados descritivos, dos 186 pacientes diagnosticados com TW 

unilateral e sem anaplasia totalizaram 153 de 186 (82,3% dos casos), com 74,5% de 

classificação histológica trifásica, conforme apresentado na literatura o TW tem uma 

morfologia heterogênea, apresentando três componentes histológicos principais: 

blastematoso, epitelial e estromal (BECKWITH et al., 1990), embora nem todos os tumores 

sejam trifásicos (LI et al., 2002). Esses pacientes tiveram melhor resposta ao tratamento 

(81%), sem recaída ou óbito (88,9%), também corroborando com a literatura, em que a 

sobrevida em cinco anos é superior a 90% para crianças em qualquer estadiamento da doença 

com histologia favorável que recebem tratamento adequado (IRTAN, EHRLICH, 

PRITCHARD-JONES, 2016). 

Ao verificar todos os pacientes com histologia favorável tratados com protocolo 

COG, o teste exato de Fisher mostrou que não há associação, ou não há dependência entre a 

variável resposta e as seguintes variáveis: classificação histológica (X2
(3)= 0,320; p= 1,000), 

predomínio histológico (X2
(4)=1,887; p=0,664), estadiamento patológico (X2

(3)= 1,196; p= 

0,764), metástase ao diagnóstico (X2
(1)= 1,292; p= 0,307) e quimioterapia pré-nefrectomia 

(X2
(1)= 0,007; p= 1,000). O teste exato de Fisher também mostrou que há associação entre a 

variável resposta e as seguintes variáveis: radioterapia (X2
(1)= 5,743; p= 0,023) e tratamento 

(X2
(1)= 5,405; p= 0,024). Já é reconhecido que ambos os protocolos, COG e SIOP, atingem 

a mesma eficiência de tratamento (IRTAN, EHRLICH, PRITCHARD-JONES, 2016). O 
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protocolo do COG tem braços de tratamento que diferem conforme a histologia e o 

estadiamento. Ambos estão em acordo com esses achados.  

Em contrapartida, o teste exato de Fisher mostrou que não há associação, ou não há 

dependência entre a variável óbito e as seguintes variáveis: classificação histológica (X2
(3)= 

0,557; p= 1,000), predomínio histológico (X2
(4)=0,276; p=1,000), estadiamento patológico 

(X2
(3)= 1,363; p= 0,620), metástase ao diagnóstico (X2

(1)= 0,750; p= 0,584), quimioterapia 

pré-nefrectomia (X2
(1)= 0,680; p= 0,588), radioterapia (X2

(1)= 3,155; p= 1,333) e tratamento 

(X2
(1)= 3,013; p= 0,138).  

Já para os pacientes com TW de histologia favorável tratados com protocolo SIOP, o 

teste exato de Fisher mostrou que não há associação, ou não há dependência entre a variável 

resposta e as seguintes variáveis: classificação histológica (X2
(2)= 2,100; p= 0,619), 

predomínio histológico (X2
(4)= 4,550; p= 0,810), metástase ao diagnóstico (X2

(1)= 1,120; p= 

1,000), radioterapia (X2
(1)= 2,917; p= 0,286), tratamento (X2

(1)= 0,036; p=1,000) e óbito 

(X2
(1)= 2,917; p= 0,286). O teste exato de Fisher também mostrou que há associação entre a 

variável resposta e a variável estadiamento patológico (X2
(2)= 7,000; p= 0,048). O tratamento 

quimioterápico realizado previamente à nefrectomia tem um impacto direto no estadiamento 

e na composição histológica dos tumores, como diminuir a quantidade de células 

blastomatosas, uma vez que essas células são melhores respondedoras ao tratamento 

quimioterápico (GRAF, TOURNADE, DE KRAKER, 2000), similar ao que foi encontrado 

neste estudo.  

O teste exato de Fisher mostrou que não há associação, ou não há dependência entre 

a variável óbito e as seguintes variáveis: classificação histológica (X2
(2)= 0,875; p= 1,000), 

predomínio histológico (X2
(4)= 7,000; p= 0,429), estadiamento patológico (X2

2)= 7,000; p= 

0,286), metástase ao diagnóstico (X2
(1)= 0,467; p= 1,000), radioterapia (X2

(1)= 0,194; p= 

1,000) e tratamento (X2
(1)= 1,556; p=0,429) . 

O estudo também identificou pacientes diagnosticados com TW bilateral, que 

totalizaram 25 de 186 (13,4% dos casos), e pacientes diagnosticados com TW com anaplasia, 

que totalizaram 8 de 186 (4,3% dos casos), se aproximando com achados da literatura, que 

relata anaplasia em 5% a 10% dos TWs (ZUPPAN, BECKWITH, LUCKEY, 1988). A idade 
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dos pacientes com tumores unilaterais foi de 48 meses, comparado com 33 meses dos 

pacientes com doença bilateral. A literatura aponta que a doença apresenta um pico de 

incidência entre o 2º (24 meses) e o 3º ano (36 meses) de vida, sendo que a maioria das 

crianças (75%) desenvolve o TW entre 1 (12 meses) e 5 (60 meses) anos de idade 

(BRESLOW et al., 1993; BALIS et al., 2021). 

Dos 186 casos para as análises descritivas, 40 casos foram estudados com relação às 

alterações genéticas. Analisando a literatura, a alteração genética mais comum presente em 

pacientes com TW é o ganho de 1q, encontrado em aproximadamente 25% dos TWs e é 

encontrada em 40% dos pacientes que apresentam recaída (DOME et al., 2013, CHAGTAI 

et al., 2016). Atualmente, o ganho de 1q é um marcador prognóstico independente de 

recorrência em pacientes com TW, tanto tratados pelo protocolo COG quanto SIOP, já que 

TWs com ganho de 1q parecem ser mais agressivos e têm maior potencial metastático, uma 

vez que a prevalência de ganho de 1q é maior entre os TWs de estadiamentos mais avançados 

(CHAGTAI et al., 2016). Por esta razão, vem sendo considerado um biomarcador relevante 

para TW e está sendo testado tanto pelo COG quanto pela SIOP nos estudos clínicos 

prospectivos.  

O ganho de 1q também foi a alteração mais frequente entre os pacientes avaliados 

neste estudo, 9/40 (22,5%) dos quais 3 pacientes apresentaram recidiva da doença e 3 

pacientes foram a óbito. Neste estudo foi identificada associação significativa entre a resposta 

ao tratamento e status de 1q (X2
(2)=10,000; p=0,006 (Teste Exato de Fisher), V de Cramer: 

0,500), corroborando com os achados da literatura (HING et al., 2001; LU et al., 2002, 

WILLIAMS et al., 2004; NATRAJAN et al., 2006a; NATRAJAN et al., 2006b; GRATIAS 

et al., 2013; CHAGTAI et al., 2016).  

A segunda alteração mais frequente neste estudo foi a LOH de 16q 8/40 (20%) dos 

casos apresentaram LOH 16q, sendo que a resposta ao tratamento foi significativamente 

associada com o 16q, X2
(2)=7,304; p=0,019 (Teste Exato de Fisher), V de Cramer: 0,427. A 

terceira alteração mais frequente neste estudo foi a perda de 1p, presente em 6/40 (15%) dos 

casos, contudo, não foi encontrada associação significativa dessa variável com nenhuma 

outra do estudo. Também identificamos apenas um caso com perda concomitante de 1p e 

16q, paciente que apresentou metástase e foi a óbito.  
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A LOH de 1p e 16q já foi avaliada pelo COG, incluindo a LOH de apenas 1p e apenas 

16q, bem como LOH combinado de 1p e 16q em pacientes com TW (GRUNDY et al., 2005, 

GRATIAS et al., 2016). A literatura mostra que LOH 1p e 16q apareceram 

significativamente associados ao ganho de 1q, no entanto, na presença de ganho de 1q, a 

LOH de 16q e 1p perdem significância como marcadores prognósticos independentes. Na 

ausência de ganho 1q, a LOH de 16q e 1p retém seu impacto prognóstico adverso (GRATIAS 

et al., 2016). Portanto, o uso efetivo de LOH 1p/16q é limitado a determinados subgrupos de 

pacientes. 

Perda de WT1 foi relatada por SCOTT et al. (2012) e ROYER-POKORA (2013), 

sendo que neste estudo, observamos em 6/40 pacientes avaliados (15%). Alterações 

somáticas em WT1 são observadas em 10-20% dos casos de TWs e, em geral, não parecem 

ter valor prognóstico independente (TREGER et al., 2019), contudo, as mutações 

germinativas de WT1 normalmente resultam em anormalidades geniturinárias e 

predisposição a TW (SCOTT et al., 2006a; SCOTT et al., 2006b), o que não foi avaliado 

neste estudo.  

As alterações em TP53, AMER1 e MYCN foram identificadas, respectivamente, em 

4/40 (10%), 5/40 (12,5%) e 3/40 (7,5%) dos casos avaliados. Desses três, apenas o TP53, 

apresentou uma associação significativa com a variável resposta ao tratamento, com 

X2
(4)=18,038; p=0,008 (Teste Exato de Fisher), V de Cramer: 0,475. O baixo número de casos 

não permite concluir sobre a associação com óbito, entretanto, a literatura reporta a 

associação entre perda e/ou mutação de TP53 e prognóstico adverso para qualquer histologia 

(MASCHIETTO et al., 2014, WEGERT et al., 2018). 

Parte desses dados foram avaliados em um estudo do grupo que busca por marcadores 

no DNA circulante tumoral (ctDNA) para serem usados como biópsia líquida (RUAS et al., 

2023). Semelhante ao TW, a maioria dos tumores pediátricos compartilham poucas mutações 

recorrentes, mas apresentam alterações estruturais como número de cópias (alterações de 

número de cópias, CNAs) (GRÖBNER et al., 2018; RAHAL et al., 2018; MA et al., 2018; 

KATTNER et al., 2019). O DNA livre na corrente sanguínea (cfDNA) é uma fonte 

proeminente para a detecção de biomarcadores específicos em pacientes com TW (WALZ et 

al., 2023). Usando o perfil de CNAs de 1q, MYCN e 17p nos TWs e outros tumores 
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pediátricos, utilizamos PCR digital para caracterizar tais alterações no sangue periférico 

coletado ao diagnóstico desses pacientes. De forma geral, para todos os tumores, observamos 

que, ao diagnóstico, a identificação de CNAs foi concordante entre tumor e ctDNA em 56% 

dos casos, e para os 44% restantes, 91,4% dos CNAs estavam presentes apenas no cfDNA e 

8,6% apenas no tumor. Esta discrepância pode ser explicada pela heterogeneidade 

intratumoral. A biópsia de um tumor nem sempre reflete a heterogeneidade clonal dentro do 

tumor primário, e a heterogeneidade espacial e temporal foi descrita para diversas entidades 

cancerígenas, incluindo TWs (CRESSWELL et al., 2016). 

Esses resultados sugerem que os pacientes brasileiros apresentam perfil molecular 

semelhante a outras coortes já analisadas (WEGERT et al., 2017; PEROTTI et al., 2008; 

WILLIAMS et al., 2015). A anaplasia, atualmente diagnosticada com base na morfologia das 

células tumorais, é encontrada em aproximadamente 5 a 10% dos TWs (ZUPPAN; 

BECKWITH; LUCKEY, 1988). No nosso estudo, dois pacientes apresentaram anaplasia 

(difusa), um deles apresentou a perda do gene TP53 – esse paciente foi a óbito, corroborando 

com os dados da literatura, que demonstram que a presença de anaplasia difusa é considerada 

um fator prognóstico adverso, independentemente do tratamento inicialmente recebido 

(GROENENDIJK et al., 2021).  

Deste modo, assim como mostram diferentes estudos internacionais citados neste 

trabalho, este estudo contribuiu para enfatizar que diferentes biomarcadores moleculares 

estão associados a um risco aumentado de recaída do TW, e nossos dados sugerem que alguns 

desses biomarcadores podem ser aplicados para avaliar o perfil molecular dos TWs em 

pacientes brasileiros, como os biomarcadores 1p, 1q e 16q.  
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7 CONCLUSÃO 

Ao realizar uma comparação das características clínicas e patológicas com os achados 

moleculares dos pacientes dessa coorte brasileira, há um predomínio de alterações 

moleculares em pacientes com metástase ao diagnóstico, metástase durante o tratamento, 

recaída, progressão e óbito.  

Apenas um paciente que recaiu e foi a óbito não apresentou alteração genética, os 

demais apresentaram pelo menos uma alteração genética, sendo que o maior número de 

pacientes que foram a óbito apresentou ganho de 1q. Além disso, a perda de 16q também foi 

mais frequente em pacientes com desfechos mais problemáticos, como anaplásicos, com 

metástase ao diagnóstico, metástase durante o tratamento e óbito. 

Contudo, algumas alterações não apresentaram associação significativa com o óbito 

e a recaída, como em WT1 e MYCN. 

Desse modo, nossos resultados sugerem, assim como na literatura, que a presença de 

LOH em 1p e 16q e o ganho de 1q, mostram-se potenciais biomarcadores para o prognóstico 

de sobrevida inferior em determinados pacientes com TW.  

Por fim, rápidos avanços em diferentes frentes da ciência, juntamente com o aumento 

da colaboração internacional entre COG e SIOP, permitirá melhores desfechos de tratamento 

em pacientes com TW, para que o uso de biomarcadores no tratamento de pacientes com TW 

seja em breve uma realidade.  
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Tabela 9 - Quantificação de DNA das amostras tumorais congeladas. 

Amostra Qubit (ng/ul) Biodrop (A260/280) 

247/17 156,0 1.835 

269/17 51,3 1.857 

322/17 165,0 1.854 

328/17 453,0 1.798 

517/18 140,0 1.821 

047/20 H 225,0 1.844 

249/20 740,0 1.783 

348/20 T1 76,9 1.827 

242/19 194,0 1.836 

082/19 114,0 1.675 

348/20 T2 162,0 1.717 

202/18 257,0 1.842 

045/19 474,0 1.825 

484/19 116,0 1.825 

348/20 T3 146,0 1.830 

064/20 H 48,4 1.556 

396/10 176,0 1.820 

773/09 160,0 1.869 

137/19 234,0 1.861 

694/09 510,0 1.872 

171/05 72,8 1.860 

013/05 62,7 1.862 

279/14 47,8 1.844 

218/05 81,9 1.743 

540/09 377,0 1.797 

037/06 710,0 1.866 

248/05 146,0 1.730 

757/06 25,6 1.727 

434/07 840,0 1.850 

831/09 159,0 1.750 

239/11 37,3 1.833 

214/17 189,0 1.839 

583/17 250,0 1.854 

433/18 284,0 1.814 
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562/18 94,3 1.800 

512/19 197,0 1.843 

554/19 92,4 1.836 

427/06 320,0 1.851 

523/06  154,0 1.868 

742/07 386,0 1.862 

105/09 620,0 1.847 

488/09 A 97,2 1.837 

488/09 B 109,0 1.822 

154/11 388,0 1.836 

546/05 860,0 1.855 

119/18  75,6 1.858 

208/18 387,0 1.852 

422/18 90,8 1.812 

541/19 364,0 1.854 
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Quadro 6 - Painéis de MLPA de todos os pacientes analisados. 

 

257/17 2 Analisada 



136 

 

269/17 3 Analisada 



137 

 

322/17 4 Analisada 



138 

 

328/17 5 Analisada 



139 

 

517/18 6 Analisada 



140 

 

047/20 H 7 Analisada também com qPCR 



141 

 

249/20 8 Analisada 



142 

 

348/20 T1 9 Analisada também com qPCR 



143 

 

242/19 10 Analisada 



144 

 

082/19 11 Analisada 



145 

 

348/20 T2 12 Analisada 



146 

 

202/18 13 Analisada 



147 

 

045/19 14 Analisada 



148 

 

484/19 15 Analisada 



149 

 

064/20 H 17 Analisada 



150 

 

396/10 18 Analisada também com pPCR 



151 

 

773/09 19 Analisada também com pPCR 



152 

 

694/09 21 Analisada 



153 

 

171/05 22 Analisada também com pPCR 



154 

 

013/05 23 Analisada também com pPCR 



155 

 

279/14 24 Analisada 



156 

 

218/05 26 Analisada 



157 

 

540/09 27 Analisada 



158 

 

037/06 28 Analisada também com pPCR 



159 

 

757/06 30 Analisada 



160 

 

434/07 31 Analisada 



161 

 

242/09 32 Analisada 



162 

 

239/11 34 Analisada 



163 

 

214/17 35 Analisada 



164 

 

583/17 36 Analisada 



165 

 

433/18 37 Analisada 



166 

 

512/19 39 Analisada 



167 

 

554/19 40 Analisada 



168 

 

427/06 41 Analisada 



169 

 

742/07 43 Analisada 



170 

 

105/09 44 Analisada 



171 

 

488/09 A 45 Analisada também com pPCR 



172 

 

154/11 47 Analisada 



173 

 

546/05 48 Analisada 



174 

 

119/18 49 Analisada 



175 

 

422/18 51 Analisada 



176 

 

Rim normal 



177 

 

Rim normal 
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Rim normal 
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Amostra 20 - Excluída por não atingir o controle de qualidade da técnica de MPLA 
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Amostra 29 - Excluída por não atingir o controle de qualidade da técnica de MPLA 
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Amostra 33 - Excluída por não atingir o controle de qualidade da técnica de MPLA 
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Amostra 38 - Excluída por não atingir o controle de qualidade da técnica de MPLA 
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Amostra 42 - Excluída por não atingir o controle de qualidade da técnica de MPLA 
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Amostra 50 - Excluída por não atingir o controle de qualidade da técnica de MPLA 
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