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RESUMO 

MARIANNA DANTAS VILLARES LUCAS 

AVALIAÇÃO PROGNÓSTICA DE LEUCEMIA LINFOBLÁSTICA AGUDA B 

INFANTIL ATRAVÉS DE PAINEL GENÉTICO MOLECULAR: UM RELATO DE 

CASO 

Orientadora: Profª Drª Claudia A. S.  Lage 

Resumo da Monografia apresentada ao Instituto de Microbiologia Paulo de Góes, da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, como pré-requisito para a obtenção do grau de 

Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia 

INTRODUÇÃO E OBJETIVO: A leucemia linfoblástica aguda de células precursoras 

B pediátrica (LLA-B) é a neoplasia maligna mais comum da infância, representando 25% de 

todos os cânceres infantis. A presença de alterações cromossômicas, na alteração da sequência 

de genes implicados com a estabilidade genética e/ou no seu número de cópias (CNA) são 

características desse tipo de câncer, e muitas vezes correlacionadas com o prognóstico da 

doença. Estudos recentes mostraram que a grande maioria desses pacientes apresenta 

prognóstico favorável, com taxas de sobrevida global (SG) em 5 anos superiores a 90% 

seguindo os protocolos padrão de tratamento. Todavia, as respostas celulares aos danos 

causados pela quimioterapia, dependem de mecanismos de reparo do DNA que podem 

neutralizar esses danos, permitindo que a sobrevivência das células cancerígenas. Assim, 

polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) nas vias de reparo por excisão de base (BER), 

reparo por excisão de nucleotídeos (NER) e recombinação homóloga (HR) podem afetar o 

prognóstico do paciente para a doença, mas não são mapeados inicialmente no diagnóstico 
padrão dos pacientes. O objetivo deste estudo é o relato de um caso de B-ALL infantil de bom 

prognóstico inicial, mas anormalmente refratário ao tratamento quimioterapêutico. 

PACIENTE, MATERIAL E MÉTODOS: Um menino de 12 anos foi inicialmente 

diagnosticado como um caso de LLA-B comum, sem anormalidades estabelecidas (LLA-B-

outro), porém com evolução clínica desfavorável e óbito em menos de um ano após o 

diagnóstico. Para refinar a caracterização clínica deste caso, o paciente foi geneticamente 

analisado em termos de mutações que afetam as principais vias de reparo de danos no DNA, 

diferenciação linfóide, controle do ciclo celular e proliferação. O diagnóstico e o 

monitoramento da doença minimamente detectável foram realizados por imunofenotipagem, e 

inicialmente o classificaram como de bom prognóstico. Em paralelo, o DNA genômico foi então 

purificado e analisado para verificação de mutações nos genes de reparo de DNA APEX1, XPD, 

XRCC1, XRCC3 e RAD51 por sequenciamento direto, assim como para alterações no painel 

de genes IKAROS, envolvidos com a diferenciação linfóide. RESULTADOS E 

CONCLUSÃO: Foram detectados SNPs em APEX1, XRCC1, XRCC3 e RAD51. Também 

foram detectadas deleções que afetam os genes IKZF1 (exons 2 a 7), CDKN2A (exons 2 e 4), 

CDKN2B (exons 1 e 2), IGHD e PAX5 (exons 2, 5, 6, 7, 8 e 10). Devido à coocorrência de 

deleções de IKZF1, CDKN2A/B e PAX5, na ausência de deleção de ERG, o paciente foi 

classificado como IKZF1-plus. Presumindo-se que disfunções de reparo de DNA podem 

resultar em aumento da mutagênese de fundo e aberrações cromossômicas, é possível que as 

múltiplas alterações no reparo do DNA da linhagem germinativa tenham contribuído para a 
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aquisição de deleções somáticas adicionais, levando a um resultado sombrio para o paciente. 

Mais estudos serão necessários para reforçar o uso do mapeamento genético dessas deficiências 

em mecanismos de reparo de DNA no diagnóstico das LLA-B infantis, pois podem estar na 

origem da ocorrência de outras alterações somáticas como as do painel IKZF1, apontando, 

assim, os casos de bom prognóstico inicial que podem cursar para piores desfechos. 

Palavras-chave: LLA; Reparo de DNA; Neoplasia hematológica; SNP.  
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ABSTRACT 

MARIANNA DANTAS VILLARES LUCAS 

PROGNOSTIC EVALUATION OF CHILDHOOD B-CELL ACUTE 

LYMPHOBLASTIC LEUKEMIA BY MOLECULAR GENETIC PANEL: A CASE 

REPORT  

Orientadora: Profª Drª Claudia A. S.  Lage 

Abstract da Monografia apresentada ao Instituto de Microbiologia Paulo de Góes, da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, como pré-requisito para a obtenção do grau de 

Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia 

 

INTRODUCTION AND OBJECTIVE: Pediatric B-cell acute lymphoblastic leukemia 

(B-ALL) is the most common malignancy of childhood, accounting for 25% of all infant 

cancers. The presence of either chromosomal alterations, in the sequence of marker genes 

related to genetic stability and/or in their copy number (CNA) are characteristics of this type of 

cancer, and often correlated with the prognosis of the disease. Recent studies have shown that 

most of these patients have a favorable prognosis, with 5-year overall survival rates above 90% 

upon following regular treatment protocols. However, cellular responses to damages caused by 

chemotherapy rely on DNA repair mechanisms that can counteract these damages, allowing 

cancer cells to thrive. Single nucleotide polymorphisms (SNPs) in base excision repair (BER), 

nucleotide excision repair (NER) and homologous recombination (HR) pathways can affect a 

patient's prognosis for disease, but they are not screened upon the initial genetic diagnosis of a 

patient. The aim of this study is to report a case of a childhood B-ALL patient with a good 

initial prognosis, but abnormally refractory to chemotherapy. PATIENT, MATERIAL AND 

METHODS: A 12-year-old boy was initially diagnosed with common B-ALL, without 

established abnormalities (ALL-B-other), but followed an unfavorable clinical course with 

death unexpectedly occurring in less than one year after diagnosis. To refine the clinical 

characterization of this case, the patient was genetically analyzed in terms of mutations that 

affect major pathways of DNA damage repair, lymphoid differentiation, cell cycle control, and 

proliferation. Diagnosis and monitoring of minimally detectable disease were performed by 

immunophenotyping and initially classified the patient as having a good prognosis. In parallel, 

the genomic DNA was purified and analyzed for mutations in the DNA repair genes APEX1, 

XPD, XRCC1, XRCC3 and RAD51 by direct sequencing, as well as for changes in the panel 

of IKAROS genes involved in lymphoid differentiation. RESULTS AND CONCLUSION: 

Extraordinarily SNPs were detected in APEX1, XRCC1, XRCC3 and RAD51. Deletions 

affecting the genes IKZF1 (exons 2 to 7), CDKN2A (exons 2 and 4), CDKN2B (exons 1 and 

2), IGHD and PAX5 (exons 2, 5, 6, 7, 8 and 10) were also detected. Due to the co-occurrence 

of IKZF1, CDKN2A/B and PAX5 deletions, in the absence of ERG deletion, the patient was 

classified as IKZF1-plus. Assuming that DNA repair dysfunctions can result in increased 

background mutagenesis and chromosomal aberrations, it is possible that the bulky alterations 

in inherited somatic DNA repair dysfunctions contributed to the acquisition of additional 

somatic deletions, leading to a dismal result for the patient. More studies are needed to reinforce 

the use of genetic mapping of these deficiencies in DNA repair mechanisms in the diagnosis of 

childhood ALL-B, as they may be at the origin of the occurrence of other somatic alterations 
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such as those of the IKZF1 panel, thus pointing out the cases with an initial good prognosis that 

could lead to worse outcomes. 

Palavras-chave: ALL; DNA Repair; Hematologic Neoplasm; SNP. 
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RESUMO PARA PESSOAS LEIGAS 

As leucemias agudas infantis são as mais frequentes na população infantil no mundo. 

As causas genéticas são apontadas como sendo as principais na ocorrência desse tipo de câncer 

infantil, pois crianças não têm hábitos de risco como fumo, álcool, drogas e etc. Se bem 

diagnosticados, os pacientes podem se curar da doença, apresentando ausência da leucemia após 

5 anos do tratamento adequado. 

Nosso estudo avaliou a presença de marcadores genéticos importantes no impacto do 

diagnóstico e curso dessa doença em um paciente que tinha todas as chances de sobreviver à 

doença pelo diagnóstico padrão inicial, mas morreu depois de menos de um ano. 

Assim, a análise genética detalhada pode apontar características sobre as respostas de 

um paciente que podem levar futuramente a um tratamento mais personalizado que pode salvar 

vidas das crianças afetadas pela leucemia. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Leucemias: origem, classificação e sintomatologia 

Leucemia é um termo que se refere às neoplasias que acometem as células sanguíneas 

nucleadas. A etiologia das transformações leucêmicas tem por base alterações que atingem 

precursores nucleados que podem ser causadas por múltiplos fatores, como, por exemplo: altas 

doses de radiações ionizantes, fatores genéticos, imunológicos e virais, exposição a agentes 

físicos e/ou químicos, tratamento quimioterápico anterior, alimentação, fumo e uso de drogas 

ilícitas.  

Uma vez alteradas, estas células ficam instáveis e são capazes de de se multiplicar mais 

que as células normais na medula óssea, tecido responsável pela produção de células 

hematológicas localizadas no interior dos ossos e, dessa forma, as células neoplásicas se tornam, 

gradativamente, mais numerosas, em relação às células normais e, assim, não exercem mais 

suas funções de metabolismo, inibição por contato e divisão celular adequadamente, podendo, 

assim, originar uma leucemia (INCA, 2021). 

Existem diversos tipos de leucemias, as quais são classificas quanto à velocidade da 

evolução da neoplasia (crônica ou aguda, sendo que a crônica se agrava de forma lenta e, a 

aguda avança rapidamente), e a linhagem de células afetada: linfóide ou mieloide. Portanto, 

existem quatro subtipos básicos de leucemias: as leucemias mieloides crônicas (LMC), as 

leucemias mieloides agudas (LMA), as leucemias linfóides crônicas (LLC) e as leucemias 

linfóides agudas (LLA). 

Ademais, destaca-se que a linhagem mieloide pode originar os mieloblastos, que 

posteriormente se diferenciam em granulócitos (basófilos, eosinófilos e neutrófilos), plaquetas 

e células vermelhas, e a linhagem linfóide pode originar os linfoblastos que se diferenciam em 

linfócitos B e T e células natural killer (NK). Essa diferenciação também é quesito 

classificatório para os diferentes tipos de leucemias.  

A sintomatologia das leucemias é diretamente ligada à insuficiência da medula óssea 

em produzir células ativas, envolvendo síndrome anêmica (fraqueza, palidez cutânea e 

taquicardia), trombocitopenia (sangramento gengival, petéquias, hematomas e outras 

manifestações hemorrágicas), leucopenia, neutropenia, além de perda de apetite, dificuldade de 

respiração, dores ósseas e artralgia (VIZCAÍNO et al., 2016). Anemia, trombocitopenia e febre 

são presentes em ⅔ dos pacientes e o diagnóstico pode ser concluído com a presença simultânea 

de hepatoesplenomegalia, adenopatias ou leucocitose (GUERRA et al., 2015).  
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 O foco deste estudo é a caracterização de um paciente portador de leucemia linfoblástica 

aguda de células B (LLA-pB). O diagnóstico de LLA-pB é confirmado por testes padronizados 

em laboratório clínico, e, de acordo com as características morfológicas das células avaliadas 

microscopicamente, a leucemia tem seu risco de malignidade classificada segundo os critérios 

segundo o protocolo French, American-British (FAB), como L1 – baixo risco, L2 – risco 

intermediário, e L3 – alto risco, bem como pela análise de hemograma completo e do 

mielograma. A análise padrão consiste, assim, na contagem sanguínea completa (CBC, do 

inglês Complete Blood Count), com posterior análise citogenética, quando possível, em busca 

de possíveis alterações cromossômicas como quebras, rearranjos, deleções ou pela presença de 

translocações t(9, 22), que consiste na união entre uma parte do promotor presente no 

cromossomo 9 com um gene tirorina-quinase no cromossomo 22 (fusão BCR-ABL1), leva à 

ativação constitutiva de proliferação celular na LLA-pB. Além disso, a imunofenotipagem por 

citometria de fluxo, que se baseia em antígenos e marcadores de superfície, pode determinar a 

linhagem celular afetada, sendo o padrão outro de diagnóstico (MOREIRA et al., 2018). 

 As estratégias terapêuticas para a LLA-pB dependem da classificação de risco, idade no 

momento do diagnóstico, presença ou ausências de alterações cromossômicas, velocidade que 

reduz a CBC e o quão baixa é a CBC no momento da análise. As opções de tratamento são, 

portanto, quimioterapia, radioterapia, quimioterapia com transplante de medula óssea e 

imunoterapia (PQD, 2021). 

 No âmbito epidemiológico, um estudo feito na período de 2017 a 2020, analisou o perfil 

epidemiológico das leucemia no município do Rio de Janeiro e, contando com 8.667 pacientes 

frente aos 4 subtipos de leucemia, constatou que 57,52% é do sexo masculino, a maior 

porcentagem (14,58%) de internações é entre 5 e 9 anos de idade, além de mostrar que a faixa 

etária de menor mortalidade é de crianças e adolescentes (SADGRUSCHI et al., 2021). 

1.2. As vias de Reparo de DNA 

Agentes endógenos e exógenos podem provocar alterações no DNA genômico, tais 

como: lesões de fita simples, lesões de fita dupla, oxidação ou alquilação de bases, ligação entre 

bases de mesma fita, ligação proteína-DNA, erro de pareamento de nucleotídeos, entre outros. 

Por esta razão, a manutenção da integridade genômica se faz essencial para a proteção do 

organismo e manutenção de sua sobrevivência. Esses mecanismos são essenciais para a 

manutenção da integridade da informação genética. As vias de reparo de DNA por excisão de 

bases (do inglês Base Excision Repair, BER), reparo por excisão de nucleotídeos (do inglês 

Nucleotide Excision Repair, NER) e reparo por recombinação homóloga (do inglês 
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Homologous Recombination Repair, HRR), as quais são responsáveis, respectivamente, pela 

correção de danos monoméricos em uma base, ligações das bases entre si ou com compostos 

xenobióticos, lesões produzidas pelo efeito de radiação UV, e quebras da molécula de de DNA. 

Para corrigir tal quantidade de danos espontâneos, mecanismos moleculares se 

especializaram ao longo da evolução biológica para garantir sua eliminação e, protegerem o 

organismo, impedindo mutações prejudiciais. Contudo, os mecanismos de reparo de DNA não 

são completamente eficientes. 

A via BER é a mais atuante frente a lesões espontâneas, como desaminação, oxidação e 

alquilação, as quais são reconhecidas por glicosilases de DNA que, por sua vez, as eliminam da 

sequência a partir da hidrólise da ligação N-glicosídica entre a base danificada e o resíduo 

fosfodiester, gerando um espaço para inserção da base mais adequada, sendo esta correção 

possível para uma ou mais bases pareadas erroneamente (SLIWINSKI et al., 2005). O 

pareamento ideal entre as bases nitrogenadas (adenina-timina e citosina-guanina) é essencial 

para que os processos de transcrição e tradução ocorram de forma que gerem proteínas 

funcionais.  

Neste trabalho, foram estudados os papeis das funções APE1 e XRCC1 atuantes da via 

de BER. A APE1 é uma enzima com função de reconhecimento de pareamento incorreto e 

consequente extração do erro, que é sinal para recrutamento de um complexo proteico que 

prepara a molécula de DNA para receber a base nitrogenada correta (WHITAKER et al., 2018). 

Já a XRCC1, segundo o estudo de Tang e colaboradores (2021), é uma proteína cujo papel não 

é completamente compreendido, porém sabe-se que sua atuação se dá no complexo proteico 

responsável pela troca da base inadequada pela correta, além de aumentar a processividade da 

molécula após-correção por BER (Figura 1).  

 

Figura 1. Esquema ilustrando as fases da via de reparo por excisão de bases (BER). DNA glicosilase reconhece 

a lesão, recruta APE1 que por conseguinte, recruta um grupo de proteínas para remoção da base incorreta e 

inserção da base adequada. 
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A via NER (Nucleotide Excision Repair) é a principal responsável pela reparação das 

lesões ocasionadas por radiação UV, mutagênicos ambientais e agentes exógenos cancerígenos, 

sendo no geral, mutações que causam distorção da molécula de DNA, como ligações entre 2 

guaninas ou timina com citosina, por exemplo (SONOHARA, et al., 2022). Defeitos congênitos 

em NER já são associados ao envelhecimento precoce e predisposição a neoplasias (EDIFIZI, 

et al., 2015). 

Os genes envolvidos na via de NER que foram estudados nessa pesquisa foram XPA, 

XRCC1 (presente também na via de BER) e ERCC1. Segundo o trabalho de Pulzová e sua 

equipe (2020), o gene XPA é um regulador chave na via, com ação de verificação do reparo e 

recrutamento de outras proteínas. XPA reconhece distorções, mas não as lesões em si, dessa 

maneira, sinaliza a falha ligando-se à fita dupla ou simples de DNA. O XPD, por sua vez, é o 

responsável pela incisão no local da lesão, sendo uma helicase que abre a estrutura de dupla fita 

de DNA para possibilitar a reparação (XIAO et al., 2017). Já o XRCC1, associado à uma ligase, 

sela o fechamento da fita corrigida (IYAMA et al., 2013) (Figura 2). 

 

Figura 2. Esquema da via de reparo por excisão de nucleotídeos (NER). Há reconhecimento da distorção por  XPA 
que indica presença de lesão para recrutamento da helicase ERCC2 (XPD), o que possibilita ação de XRCC1  
associado a uma ligase que realiza a correção e fechamento da 

A via de HRR (Homologous Recombination Repair) é a principal reparadora de lesões 

por quebras de fita dupla e ligações cruzadas nas fitas de DNA, geralmente ocasionadas por 

espécies reativas de oxigênio (ROS) ou alterações de bases, utilizando a homologia entre as 

cromátides irmãs para ajustar a falha, ressintetizado a área acometida (HODGSON, et al., 

2018).  

Os genes RAD51 e XRCC2 são membros chaves da via de HRR aqui analisados. Sendo 

a RAD51, a principal proteína da via, atuando na troca de segmentos de fita de DNA incorretos 

pelos segmentos homólogos à região, com potencial reparador de alta fidelidade. A XRCC2, é 

uma proteína semelhante à RAD51, e tem função de recrutar RAD51 para execução do ajuste 
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necessário, existindo estudos que apresentam atraso da atividade de RAD51, na ausência de 

XRCC2 (TAMBINI, et al., 2010) (Figura 3). 

 

 

Figura 3. Esquema da via de reparo por recombinação homóloga (HRR). A XRCC2 indica a falha para RAD51 que 
é responsável, juntamente com a família de RAD51, pelo reparo buscando pela homologia na cromátide irmã. 
Imagem autoral. 

1.3. Impacto de alterações em vias de reparo de DNA na LLA-pB 

Como apresentado no subcapítulo anterior, as vias de reparo de DNA têm importância 

fundamental para manutenção da funcionalidade do organismo, corrigindo suas possíveis lesões 

originadas por razões endógenas e/ou exógenas. No entanto, defeitos dessas vias de reparo de 

DNA podem ocorrer e resultar em impactos negativos. 

Mutações em genes envolvidos nos sistemas de reparo de DNA, podem gerar ganho ou 

perda de função. As vias de BER e NER são as principais reparadoras de lesões não volumosas 

e volumosas, respectivamente. Defeitos na via de NER, sabidamente, podem causar algumas 

síndromes, como a Xeroderma Pigmentosum (XP) que é a doença mais estudada ligada à NER, 

a qual reduz as correções frente às fotolesões causadas pela radiação UV e aumenta, por 

exemplo, a frequência de tumores de pele (LEE, et al., 2019). 

Estudos demonstram que muitos tipos de cânceres são desencadeados a partir de falhas 

dos diferentes sistemas de reparo de DNA. Exemplificando, o câncer de mama pode se 

desenvolver a partir de mutações nos genes BRCA1/2, os quais atuam nas vias de HRR e NER. 

Contudo, existe outro ponto de vista, a partir do qual pode-se destacar o ganho de 

função, visto que o reparo de DNA protege as células frente a lesões de diversas origens 

possíveis, podendo incluir os danos causados por agentes quimioterápicos, por exemplo. Assim, 

os danos causados pela terapêutica, que teriam o objetivo de induzir a morte da célula cancerosa, 

são eliminados e a célula se mantém viva e se proliferando, portanto, estes defeitos estão 

fortemente associados com resistência tumoral.  
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No contexto da LLA-pB, existem estudos de painéis de biomarcadores moleculares 

correlacionados ao desenvolvimento da neoplasia e resistência às estratégias terapêuticas, 

destacando que estudos sobre marcadores moleculares auxiliam a compreensão da trajetória da 

neoplasia, além de fornecer suporte de aspectos genéticos moleculares que implicam no 

diagnóstico, prognóstico e tratamento.  
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2. APRESENTAÇÃO DO QUADRO CLÍNICO DO PACIENTE 

Paciente infantil de 12 anos de idade do sexo masculino, sem anormalidades genéticas 

conhecidas que sugerissem predisposição ao surgimento da LLA-pB. O paciente foi 

diagnosticado em junho de 2019, sob a hipótese de síndrome mielodisplásica, hipoplasia 

eritróide ou hemoglobinúria paroxística noturna. A avaliação clínica evidenciou leucemia 

linfoblástica aguda. A imunofenotipagem por citometria de fluxo evidenciou 40% de células 

linfoblásticas típicas. As células blásticas patológicas nunca foram detectadas em líquido 

cefalorraquidiano.  

Iniciou tratamento seguindo protocolo denominado BFM AEIOP de 2013 e apresentou 

as seguintes avaliações: No 8º dia de tratamento (D8) foi bom respondedor com <1000 de 

leucometria, D15 com 18% de células blásticas, D33 4% de células blásticas e no momento 

TP2 do tratamento, 21% de células blásticas, sendo classificado como alto risco. Obteve 

remissão completa antes da fase 3 do protocolo para alto risco.  

No estágio seguinte, foi identificada progressão da doença, com doença residual mínima 

(DRM) de 3,2% e rápida evolução para 55% de blastos. Iniciou-se um protocolo de recidiva 

(Flag-Ida), porém, houve recuperação de 84% dos blastos. Outra estratégia terapêutica foi a 

administração de anti-CD19 (Blinatumomab) por 28 dias. Quaisquer sintomas de liberação de 

interleucina e recuperação de blastos foram observados. A partir de então, nenhum outro 

momento sem evidência de doença foi obtido e impossibilitando o transplante haploidêntico 

paterno agendado previamente. Foi iniciado um protocolo paliativo R11 com equipe 

multidisciplinar. O paciente evoluiu com hepatoesplenomegalia dolorosa, cloroma na pálpebra 

esquerda. . Desta forma, foi ministrado Dexametasona, transfusões de sangue (3 por semana) e 

morfina. Em Maio/2020 o paciente faleceu em sua casa, na presença de parentes próximos e 

sem sofrimento. 
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3. OBJETIVO DO ESTUDO 

Identificar o impacto de mutações em genes relacionados às principais vias de reparo de 

DNA (BER, NER e HRR), no desenvolvimento da doença e na ausência de resposta às 

abordagens terapêuticas em um paciente portador de LLA-pB. 

 

4. JUSTIFICATIVA 

A leucemia linfoblástica aguda de células B precursoras é o foco deste estudo, sabendo-

se que este é o câncer mais comum entre jovens e crianças, correspondendo a cerca de 25% de 

todos os cânceres da infância (YU, et al., 2020). Destacando ainda que 85% das leucemias na 

infância são de linhagem B (Bhojwani D, et al., 2015). 

Contudo, apesar da taxa de sobrevida global (SG), frente a diversos tratamentos para a 

neoplasia, seja de 90% (PUI, et al., 2018) o caso em questão seguiu na contramão, tendo uma 

evolução conturbada e negativa da doença, sem apresentar resposta aos tratamentos empregados 

e chegou a óbito menos de um ano após o diagnóstico.  

O estudo é direcionado no sentido de analisar a agressividade divergente da normalidade 

da LLA-pB neste paciente pediátrico e sob a ótica do reparo de DNA, um dos processos chave 

da sobrevivência celular.  

5. METODOLOGIA 

5.1. Extração de DNA 

O DNA do paciente selecionado para o estudo foi extraído a partir de amostra de medula 

óssea com o uso do kit de extração de DNA genômico humano da Invitrogen PureLink® 

(Thermo Fisher Scientific), o qual permite a extração de alto rendimento e pureza (Figura 7). O 

kit possui colunas para retenção do material genético e filtragem dos resíduos celulares para 

separação, tampão de lise para liberar o material genético das células, além de otimizar a 

atividade da proteinase K que atua desnaturando as proteínas que são diretamente associadas à 

molécula de DNA, um tampão que permite adsorção da molécula à coluna, tampões de lavagem 

e de eluição. Por fim, quantificação de material genômico realizada por NanoDrop (Thermo 

Fisher).  

Primeiro, a amostra foi preparada com 200 µl de buffer de captura e submetida à 

centrifugação por 30 segundos para adsorver o DNA à membrana de sílica da coluna. Em 

seguida, foi adicionado 100 µl de buffer de lavagem para remoção de contaminantes 
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provenientes de restos de membranas celulares, organelas e sais, submetido a 1 minuto de 

centrifugação. Por fim, foi acrescentado 25 µl de tampão de eluição para retirar o DNA da 

membrana de sílica e garantir integridade molecular para armazenamento. 

 

 

Figura 4. Esquema de purificação de DNA com o Kit PureLink® ThermoFisher Scientific 

5.2. Rastreamento de alterações por sequenciamento 

O rastreamento de mutações nos genes APEX1, XPD, RAD51, XPA, XRCC1 e XRCC3 

foi realizado por PCR seguido de sequenciamento, utilizando iniciadores desenhados in-house 

e distribuídos ao longo dos genes de interesse. Nos anexos II a VII e na figura 8A foram 

descritas as condições de ciclagem aplicadas a cada grupo de iniciadores. Utilizamos uma 

condição de ciclagem convencional para alguns iniciadores (Condição 1) e a estratégia de PCR 

Touchdown para aumentar a sensibilidade e especificidade de alguns iniciadores, utilizamos a 

estratégia de PCR touchdown (Condição 2). Na estratégia Touchdown a etapa de anelamento é 

realizada em duas etapas distintas: a primeira consiste em 20 ciclos com redução de 0,5ºC da 

temperatura de anelamento a cada ciclo e em uma segunda etapa que consiste em uma ciclagem 

convencional (KORBIE; MATTICK, 2008). As reações foram realizadas utilizando 1,5mM de 

MgCl2, 0,2mM de dNTP, 0,2mM dos primers, Tampão 1x  e 1U de Taq Platinum. 

O produto da PCR foi visualizado em gel de agarose 1,5% corado com GelRedTM e 

posteriormente purificado, utilizando o Illustra GFXTM PCR DNA and Gel Band purification 

kit (GE Healthcare) de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante (Figura 5B). Após a 

purificação, os produtos foram quantificados utilizando o Nanodrop. Com base no tamanho dos 

amplicons visualizados, foi calculado o volume de produto de PCR necessário para realizar a 

reação de sequenciamento utilizando 20ng da amostra. 



10 
 

 

Figura 5. A. Ciclagens utilizadas para amplificação de genes por PCR. B. Visualização da amplificação de regiões 

do gene RAD51 exemplificando o processo de avaliação das regiões estudadas. Poços 1, 3, 5, 7 e 9: Controle 

negativo da reação; Poços 2, 4, 6, 8 e 10: Amplificação das reações 40, 41, 42 e 43 de RAD51 respectivamente. 

M, Marcador molecular de 100pb. 

A reação de sequenciamento foi realizada utilizando 20 ng do produto de PCR 

purificado juntamente com 0,5µM de cada iniciador, 1µL de Ready Reaction kit (Applied 

Biosystems) e 1,5µL de Bigdye sequencing buffer 5x (Applied Biosystems). Além das amostras 

a serem avaliadas, foi adicionado um DNA sintético fornecido pelo fabricante (PGEM), a fim 

de avaliar a qualidade do sequenciamento realizado. A reação de sequenciamento bem como a 

eletroforese capilar foram realizadas na plataforma de sequenciamento de DNA do Instituto de 

Biofísica Carlos Chagas Filho (IBCCF) de acordo com protocolo padrão. As sequências obtidas 

foram analisadas através do programa Bioedit e Mutation Surveyor utilizando como referências 

para alinhamento as sequências: ENSG00000100823.7 de APEX1, ENSG00000104884.10 do 

gene XPD, ENSG00000051180.12 de RAD51, ENSG00000136936.6 de XPA, 

ENSG00000073050.7 de XRCC1 e ENSG00000126215.9 de XRCC3. Todas as sequências 

utilizadas como referência são da versão Grch37/hg19 do genoma humano. 

6. RESULTADOS 

Alguns resultados foram obtidos previamente, como o diagnóstico imuno-molecular e 

determinação de perfil IKZF1-plus. 

6.1. Ética em pesquisa: termo de consentimento 

Pesquisas que envolvem seres humanos precisam ser realizadas de forma ética, 

respeitando os direitos humanos. Para tanto, foi disponibilizado um termo de consentimento 

(ANEXO I) a ser lido e assinado pelos responsáveis legais do paciente infantil, garantindo a 
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concordância dos mesmos em participar da pesquisa, autorizando o uso das amostras biológicas 

humanas extraídas do paciente para fins de pesquisa clínica.  

O termo foi submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Estadual do 

Rio de Janeiro (UERJ), pela Plataforma Brasil, em 16/10/2016, sob número 106582/2016 e 

aprovado pelo CAAE 60967316.7.00005259, pelo CEP INCA em 02/03/2019 e CEP IPPMG 

05/07/2019. O Hospital da Lagoa como não possui um CEP, segue com Hospital Universitário 

Pedro Ernesto, houve dispensa da obrigatoriedade do Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido (TCLE), visto que foram utilizados dados secundários e nos resultados não são 

apresentados campos que permitam identificação do paciente. 

6.2. Diagnóstico imuno-molecular do paciente 

O diagnóstico e acompanhamento da doença foram realizados por imunofenotipagem 

pelo Laboratório de Patologia Clínica da UERJ. A avaliação imunofenotípica de células da 

medula óssea do paciente no momento do diagnóstico revelou um fenótipo compatível com 

Leucemia Linfoblástica Aguda de células B precursoras (LLA-pB) com base na positividade 

dos seguintes marcadores:  CD34, HLA-DR, CD10, CD66c, CD19, CD79a citoplasmático, TdT 

nuclear, CD22 e CD20 (Figura 4).  

 

Figura 6. Representação gráfica de todas as subpopulações celulares na amostra de sangue periférico do paciente 
no momento do diagnóstico. A população em vermelho representa as células patológicas, responsáveis por 40% 
da celularidade total. 

Ao longo de todo o tratamento o paciente teve a progressão da doença monitorada pelo 

exame de DRM (doença residual mensurável) por citometria. O paciente passou por 3 frentes 

de tratamento, porém não foi alcançada a remissão da doença em níveis que permitissem o 

transplante haploidêntico previsto como última alternativa (Figura 5). O paciente foi então 

encaminhado para cuidados paliativos e veio a óbito 11 meses após o diagnóstico.  
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Figura 7. Representação temporal dos diferentes protocolos terapêuticos recebidos pelo paciente e seus 
respectivos pontos de monitoramento de resposta. 

 

O rastreamento de mutações ao longo dos genes APEX1, XPD, RAD51, XPA, XRCC1, 

XRCC3, foi realizado com sucesso nas regiões destacadas na figura 9. A análise das sequências 

obtidas permitiu a identificação de SNPs e indels adicionais que encontram-se detalhadas nas 

tabelas 1 a 5. Uma análise crítica das regiões avaliadas que não foram amplificadas, porém não 

foram eficazmente sequências indicou que a maioria destas regiões eram regiões repetitivas e 

ricas em CG, fato este que dificulta o processo de sequenciamento. 

Quanto aos exames de citogenética convencional como a avaliação molecular das fusões 

gênicas recorrentes em LLA-pB (ETV6::RUNX1, TCF3::PBX1, BCR::ABL1 e 

KMT2A::AFF1) indicaram que o paciente apresentava um perfil característico do subgrupo “B-

other” por não apresentar nenhuma alteração primária. Adicionalmente, foi realizada a 

caracterização de alterações adicionais através da técnica de MLPA (Multiplex Ligation-

dependent Probe Amplification) na Divisão de Pesquisa Clínica do INCA. Através dos kits 

P335-C1 e P202-C1, foram identificadas deleções nos genes IKZF1 (exons 2 a 7), CDKN2A 

(exons 2 e 4), CDKN2B (exons 1 e 2), IGHD e PAX5 (exons 2, 5, 6, 7, 8 e 10). Devido à 

concomitância de deleções em IKZF1, CDKN2A/B e PAX5, e a ausência de deleção no gene 

ERG, este paciente foi classificado como  IKZF1-plus (Figura 6). 
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Figura 8. Gráficos ilustrando as alterações adicionais avaliadas por MLPA. As barras de cada gráfico indicam  os 
valores de peak ratio obtidos para cada região do gene avaliado. Valores de peak ratio abaixo de 0,75 são  
indicativos de deleções e valores 

O rastreamento de mutações ao longo dos genes APEX1, XPD, RAD51, XPA,  XRCC1, 

XRCC3, foi realizado com sucesso nas regiões destacadas na figura 9. A análise das  sequências 

obtidas permitiu a identificação de SNPs e indels adicionais que encontram-se  detalhadas nas 

tabelas 1 a 5. Uma análise crítica das regiões avaliadas que não foram amplificadas, porém não 

foram eficazmente sequências indicou que a maioria destas regiões  eram regiões repetitivas e 

ricas em GC, o que dificulta o processo de sequenciamento. 
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Figura 9. Desenho esquemático dos genes analisados destacando as regiões que foram amplificadas e 

sequenciadas com sucesso (retângulos em verde). 

Foi realizada uma busca ativa dos SNPs e indels identificados nas bases de dados 

National Library of Medicine (NIH), Ensembl, Pecan e Haploreg para consultar a frequência 

já descrita destas alterações em indivíduos saudáveis de diferentes populações, como também 

para avaliar a consequência funcional dessas alterações. Entre os SNPs identificados em XPD, 

observamos que rs238404, rs238414 e rs1799783 foram descritos relacionados com 

desenvolvimento de câncer de pulmão em tabagistas (BUCH, et al., 2011; SAKODA, et al., 

2012); rs238415 relacionado com cânceres de endométrio (DOHERTY, et al., 2011), ovário 

(PEETHAMBARAM, et al., 2011) e esôfago (ZHANG, et al., 2014) e, por fim, rs238416 ligado 

à cânceres de mama (ZOLECK, et al., 2016) e pulmão (SAKODA, et al., 2012). Nenhuma das 

alterações encontradas se relacionam com malignidades hematopoiéticas (tabela 1). 

Observamos que todas as mutações detectadas em XRCC3 e  RAD51 localizam-se em região 

intrônica e nenhuma delas foi previamente descrita no contexto de câncer (tabelas 2 e 3). Por 

outro lado, o sequenciamento do gene XPA (tabela 4), apresenta mutações em íntrons, sendo 

rs2808667 relacionada a câncer de pulmão em tabagistas (SAKODA, et al., 2012) e câncer de 

endométrio (DOHERTY, et al., 2012). 
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Finalmente, a tabela 5 aponta alterações do gene XRCC2, no qual rs2307187 (SAK, et 

al., 2007) e rs2854501 (LI, et al., 2012) estão associados ao câncer de bexiga, rs2854506 ao 

câncer de pulmão (BUCH, et al., 2012), rs3213356 câncer de mama (SEIBOLD, et al., 2015), 

rs762507 neoplasias de pulmão (BUCH, et al., 2012), cabeça e pescoço (VAEZI, et al., 2011), 

rs2293036 também câncer de pulmão (KIM, et al., 2010), rs2307191 câncer de cabeça e 

pescoço (VAEZI, et al., 2011), rs1799782 é o SNP envolvido em mais tipos de neoplasias como 

mama (ÖZGÖZ, et al., 2017), colorretal (PUERTA-GARCÍA, et al., 2020), pâncreas (CHEN, 

et al., 2017), pulmão (PÉREZ-RAMÍREZ, et al., 2018), esofago (TIAN, et al., 2019), glias (AL-

KHAT, et al., 2020), incluindo também leucemia mielóide crônica em pacientes indianos 

(DHANGAR, et al., 2019), dentre outras neoplasias, por fim, rs25486 com cânceres de mama 

e pulmão. 

Foi possível definir o genótipo de 4 dos 6 SNPs associados à leucemia em estudo prévio 

do nosso grupo. O paciente caracterizado neste estudo apresenta genótipo homozigoto mutante 

para os SNPs rs1130409 (Asp148Glu) em APEX1 e rs25487 (Arg399Gln) em XRCC1 (Figura 

10). Embora o eletroferograma da fita senso do éxon 10 de XRCC1 não tenha apresentado uma 

boa resolução, foi possível identificar a presença da mutação em ambos os alelos. Por outro 

lado, foi observado genótipo homozigoto selvagem para os SNPs rs13181 em XPD e rs861539 

em XRCC3. 

 

 

Figura 10. Eletroferograma destacando a região em que os SNPs rs1130409 (Asp148Glu) em APEX1 e rs25487 

(Arg399Gln) em XRCC1 foram encontrados. 
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Tabela 1. Descrição do rastreamento realizado no gene XPD 

Reação Cobertura 
Região da 

alteração 

Tipo da 

alteração 
Nomenclatura 

Frequência 

da alteração* 

2 Intron 2 - - Sem alteração - 

3 Intron 2-

Intron 5 

Intron 4 SNP rs1799783 (C>T) em 

homozigose 

0,40 

6 Intron 5 Intron 5 SNP rs3916806(T>C); 

rs3916808(T>G) em 

heterozigose 

0,37 ; 0,45 

7 Intron 5 Intron 5 indel rs113512533 (indelTA) ou 

rs61410783 (indel) em 

homozigose 

<0,001 ; 0,34 

8 Intron 5 Intron 5 SNP rs238408 (G>C) 0,37 

9 Intron 5 – 

exon 8 

Intron 7 SNP rs238404 (T>A) Não 

identificado 

10 Exon 8 – 

Intron 11 

Intron 10 Inserção rs1568541837 (insC) em 

homozigose 

<0,001 

11 Intron 11 - - Sem alteração - 

13 Intron 11 Intron 11 SNP rs238403 (T>C) em 

homozigose 

0,65 

15 Intron 12 Intron 12 Deleção rs3916828 

(GCCACCATGTCTGGCC

>-) em heterozigose 

Não 

identificado 

18 Intron 12 Intron 12 SNP rs238411 (G>A) em 

homozigose 

0,40 

19 Intron 12 – 

Intron 15 

- - Sem alteração - 

20 Intron 15 Intron 15 SNP rs106433 (C>T); rs3916862 

(A>G) 

0,70 ; 0,02 

21 Intron 15 – 

Intron 16 

Intron 15 indel rs35665496 indelTTTTTTT 0,45 

22 Intron 16 Intron 16 indel rs3916865 (indelCT) 0,42 

23 Intron 16 – 

Intron 17 

Intron 17 SNP rs238413 (A>G);  rs238414 

(G>A) em homozigose 

0,01 ; 0,40 

24 Intron 17- 

Intron 18 

Intron 17 SNP rs238415 (G>C); rs238416 

(A>G) em heterozigose 

0,40 ; 0,65 

27 Intron 22 – 

3’UTR 

- - Sem alteração - 
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*Frequência da alteração na população global consultada na base de dados National Center for 

Biotechnology Information (NCBI). 

 

Tabela 2. Descrição do rastreamento realizado no gene XRCC3 

Reação Cobertura 

da reação 

Região da 

alteração 

Tipo da 

alteração 

Nomenclatura Frequência da 

alteração* 

1 5’UTR – 

Intron 1 

- - Sem alteração - 

2 Intron 1 – 

Intron 2 

Intron 1 indel rs374609724 (insCA) em heterozigose <0,001 

3 Intron 2 - - Sem alteração - 

4 Intron 2 Intron 2 SNP rs113810186 (G>A) em homozigose 0,01 

6 Exon 2 – 

Intron 3 

- - Sem alteração - 

7 Intron 3 – 

Intron 4 

- - Sem alteração - 

11 Intron 4 Intron 4 SNP rs861532 (A>C) em homozigose 0,07 

12 Intron 4 - - Sem alteração - 

14 Intron 5 Intron 5 indel rs201647595 (insA) em heterozigose <0,01 

16 Intron 5 - - Sem alteração - 

17 Intron 5 – 

Exon 5 

- - Sem alteração - 

19  3’UTR - - Sem alteração - 

*Frequência da alteração na população global consultada na base de dados National Center for 

Biotechnology Information (NCBI). 
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Tabela 3. Descrição do rastreamento realizado no gene RAD51 

Reação 
Cobertura 

da reação 

Região da 

alteração 

Tipo da 

alteração 
Nomenclatura 

Frequência da 

alteração* 

5 Intron 1 - - Sem alteração - 

6 Exon 1 Intron 2 SNP rs3101861 (G>C) em heterozigose 0,3 

7 Intron 2 Intron 2 SNP rs45510396(G>C) em heterozigose 0,004 

8 Intron 2 - - Sem alteração - 

9 Exon 3 – 

Intron 3 

- - Sem alteração - 

10 Intron 3 - - Sem alteração - 

11 Intron 3 - - Sem alteração - 

12 Intron 3 Intron 3 SNP rs45504895 (T>C) em heterozigose 0,1 

13 Intron 3 - - Sem alteração - 

14 Intron 3 Intron 3 SNP rs114849710 C>G) em heterozigose 0,001 

15 Intron 3 Intron 3 - Sem alteração - 

16 Intron 3- 

Exon 4 

- - Sem alteração - 

17 Intron 4 - - Sem alteração - 

18 Intron 4 Intron 4 SNP rs7182231 (T>C) em homozigose 0,3 

20 Intron 4- 

Intron 5 

- - Sem alteração - 

24 Intron 5 - - Sem alteração - 

34 Intron 5 -  Sem alteração - 

36 Intron 6 Intron 6 SNP rs2412548 (T>C) em heterozigose 0,5 

38 Intron 6 - - Sem alteração - 

39 Intron 6 Intron 6 SNP rs45624334 (G>C); rs2441549 (C>T) 

em heterozigose 

0,01 

48 Exon 6- 

Exon 7 

- - Sem alteração - 

*Frequência da alteração na população global consultada na base de dados National Center for 

Biotechnology Information (NCBI). 
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Tabela 4. Descrição do rastreamento realizado no gene XPA 

Reação Cobertura 

da reação 

Região da 

alteração 

Tipo da 

alteração 

Nomenclatura Frequência 

da 

alteração* 

4 Intron 1  - Sem alteração - 

9 Intron 2 - - Sem alteração - 

10 Intron 2  - Sem alteração - 

12 Intron 3 - - Sem alteração - 

13 Intron 3 - - Sem alteração - 

14 Intron 3 - - Sem alteração - 

15 Intron 4 - - Sem alteração - 

17 Intron 5 - - Sem alteração - 

18 Intron 5 - - Sem alteração - 

22 Intron 5 Intron 5 SNP rs2808667 (T>C) em homozigose 0,93 

23 Intron 5 - - Sem alteração - 

24 Intron 5 Intron 5 SNP rs1962592 (G>T) em homozigose 0,18 

29  Intron 5 - - Sem alteração - 

*Frequência da alteração na população global consultada na base de dados National Center for 

Biotechnology Information (NCBI). 
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Tabela 5. Descrição do rastreamento realizado no gene XRCC1 

Reação Cobertura 

da reação 

Região da 

alteração 

Tipo da 

alteração 

Nomenclatura Frequência da 

alteração* 

1 região 

promotora 

região 

promotora 

SNP rs2307187 (G>A) em homozigose 0,02 

2 Intron 1 - - Sem alteração - 

3 Intron 2 Intron 2 indel rs3213250 (indelTTTTA) em 

heterozigose 

0,06 

4 Intron 2 Intron 2 SNP rs3213251 0,02 

5 Intron 2 Intron 2 SNP rs2854506 (A>G) em heterozigose 0,20 

7 Intron 2 - - Sem alteração - 

18 Intron 2 Intron 2 SNP rs762506 (T>C) 0,18 

20 Intron 2 Intron 2 SNP rs3213316 (G>A); rs3213321 (G>T) em 

heterozigose 

0,03 ; 0,01 

22 Intron 2 - - Sem alteração - 

25 Intron 3 - - Sem alteração - 

27 Intron 3 Intron 3 SNP rs2022062 (T>C); 19:44060893 (G>A) 

nova mutação 

0,35 

28 Intron 3 Intron 3 SNP rs2854500 (A>G) em homozigose 0,15 

29 Intron 3 Intron 3 SNP rs2854501 (A>G) em homozigose 0,70 

30 Intron 3 Intron 3 SNP rs3213348 (T>C) em homozigose 0,03 

31 Intron 3 - - Sem alteração - 

32 Intron 4 Intron 4 indel; SNP rs11386899 (insG); rs3213356 (C>T); 

rs762507 (T>C);  

rs2293036 (G>A) em homozigose 

<0,001;0,57;0,65; 

0,07 

33  éxon 6 SNP rs2307191 (G>A); rs1799782 (G>A; 

Arg194Trp) em homozigose 

0,05;0,06 

34 Intron 8 Intron 8 SNP rs3213363 (G>A) em homozigose 0,25 

35 Intron 9 Intron 9; 

éxon 10 

SNP rs25485 (A>G); rs25486 (C>T);  

rs25487 (T>C; Gln399Arg) em 

homozigose 

0,38 ; 0,68 ; 0,65 

36 Intron 10 Intron 10 indel rs936586702 (delT) <0,001 

38 Intron 10 Intron 10 inserção rs3213377 (insGTCTC) em heterozigose 0,06 

44 Intron 14 Intron 14 SNP rs25478(G>T) em homozigose 0,07 

45 Intron 15 - - Sem alteração - 
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47 Intron16 éxon 16 inserção rs368976870 (insAG) em homozigose Não identificado 

48  Intron 16 éxon 16;17 inserção rs368976870 (insAG);  

rs3547 (T>C; Gln632Gln) em 

homozigose 

Não identificado ; 

0,65 

*Frequência da alteração na população global consultada na base de dados National Center for 

Biotechnology Information (NCBI). 

7. DISCUSSÃO 

A leucemia linfoblástica aguda é a malignidade mais comum na infância e corresponde 

a mais de 80% dos casos de leucemia aguda. Apesar da importância e ocorrência, a etiologia 

ainda não é totalmente compreendida, embora haja a hipótese de que eventos que antecedem 

translocações e fusão gênica estejam na base do surgimento da doença (Ziegelberger  et al., 

2011).  

Já se sabe que as variações individuais na capacidade de reparo existem e que podem 

estar associadas a presença de neoplasias. Neste estudo procurou-se avaliar se alterações 

polimórficas recorrentes em genes envolvidos na via de reparo de DNA poderiam ter impacto 

na ocorrência de um paciente apresentando LLA-pB de mau prognóstico. A função exercida 

pela proteína XPD, resultantes de polimorfismos na sequência do gene correspondente, tem 

sido avaliadas em estudos prévios quanto à susceptibilidade ao desenvolvimento de diversas 

neoplasias. Um estudo de meta-análise realizado por Wang e colaboradores em 2008 revelou 

uma associação entre o alelo polimórfico para XPD Lys751Gln e o risco aumentado não 

somente para LLA, mas também para neoplasias de pulmão e de esôfago. 

Uma revisão brasileira recente tem mostrado que dentre os polimorfismos mais 

frequentemente estudados em genes envolvidos na via de reparo de DNA e que apresentaram 

correlação estatisticamente positiva com o risco aumentado para as leucemias agudas (tanto 

linfóides quanto mielóides) estão os genes XRCC1 seguido de XPD (Brisson et al., 2015). 

Com relação ao gene XRCC1 Joseph e colaboradores (2005) verificaram a existência de 

risco aumentado para LLA em pacientes infantis homozigóticos para o alelo variante (XRCC1 

Gln399Gln).  

A importância de compreender o papel do reparo de DNA se dá na nossa necessidade 

de saber como variedades individuais podem impactar na resposta aos danos gerados no genoma 

pelo uso contínuo de drogas cito e genotóxicas e como isso é capaz de modular a resposta 

prognóstica do paciente. Acredita-se que a presença de múltiplos polimorfismos contribuam 

para a instabilidade genômica de base, gerando consequentemente possibilidade para a 

ocorrência de novas mutações. 
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Já se estima que o futuro das terapias propostas para a LLA-pB (com o uso dos 

imunoterápicos, como: blinatumomab, inotuzumabe e até mesmo as células CAR-T - chimeric 

antigen receptor - T) tenham papel mais efetivo nas doenças refratárias aos protocolos de 

primeira linha e que esse conhecimento sobre genética básica nos permita entender quais drogas 

poderiam ser até mesmo eliminadas dos protocolos (Toksvang et al., 2022).  

8. CONCLUSÕES 

• O rastreamento de mutações ao longo dos genes APEX1, XPD, RAD51, XPA, 

XRCC1, XRCC3, foi realizado com sucesso; 

• Dos polimorfismos inicialmente investigados, o paciente deste estudo 

apresentou genótipo homozigoto mutante para os SNPs rs1130409 (Asp148Glu) 

em APEX1 e rs25487 (Arg399Gln) em XRCC1, porém SNPs em XRCC3 e 

RAD51 também foram detectados; 

• Por apresentar deleções nos genes IKZF1 (exons 2 ao 7), CDNK2A (exons 2 ao 

4), CDKN2B (exons 1 ao 2), IGHD e PAX5 (exons 2, 5, 6, 7, 8, e 10), na ausência 

de deleção no gene ERG o paciente foi denominado IKZF1-plus; 

• Ao todo foi identificado um total de 59 alterações, entre elas 1 mutação nova no 

caso em questão. 
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Anexo I 

Termo de consentimento

 

Anexo 1 Termo de consentimento exigido pelo Comitê de Ética em Pesquisa com assinatura 

de concordância da responsável legal do paciente. 

  



 
 

Anexo II 

Primers e parâmetros de ciclagem utilizados para estudo do gene XPD 

Gene.mix Parâmetros 

Tamanho do 

amplicon Sequência dos primers 

XPD.1 PCR Touchdown 786pb atataggtggagcgagccct 

      agtacagacggggtttcacc 

XPD.2 Condição 1 846pb tgggaatccaggaccccata 

      tctcagaaccttgggcacac 

XPD.3 PCR Touchdown 754pb tgctgctgtgttatcctgct 

      gtagccactgcatgcctttg 

XPD.4 Condição 1 846pb tcgtccaaccacaagtcctg 

      ctcaaactcccgacctcagg 

XPD.5 PCR Touchdown 771pb tcattgtacttggctgggca 

      ataaggctgggcacgatgg 

XPD.6 Condição 1 791pb gctaggattacaggtgcccc 

      gtgcccagcccaaaactaat 

XPD.7 PCR Touchdown 804pb aaggttccatgcgttttggc 

      gccgagatcatgccactgta 

XPD.8 Condição 1 835pb tgagtgggggaaggatcact 

      TTTCCCATCGACGTCCTTCC 



 
 

XPD.9 Condição 1 757pb gtgtggagaccagggtttga 

      TGGACACCAGGTCTGCAATC 

XPD.10 PCR Touchdown 818pb GATTGCAGACCTGGTGTCCA 

      gaggacacggctctgcataa 

XPD.11 Condição 1 789pb ttatgcagagccgtgtcctc 

      tcccagtgtcctcatttgca 

XPD.12 Condição 1 755pb tcacagggttctttggtggg 

      catggtcacgcattcacacc 

XPD.13 Condição 1 837pb tgggtgttgactgcattcct 

      

AGAAGTCAGCAAGGTCGGT

G 

XPD.14 Condição 1 843pb AGATCACCGACCTTGCTGAC 

    tctgcctgcctaaccattcc 

XPD.15 Condição 1 771pb tttcttctgggtgctgaacg 

      gccactatgccaggcctatt 

XPD.16 PCR Touchdown 805pb cagagcgaagactccgtctc 

      gaagatggggcaggacagag 

XPD.17 Condição 1 784pb gatggagatctgggcccttg 

      tacttgctggtcccatgtgg 

XPD.18 Condição 1 824pb tgaccaaatggagcagcctt 



 
 

      cccaaaccaggcatctgagt 

XPD.19 Condição 1 836pb actcagatgcctggtttggg 

      tctcaaccaccctgggagat 

XPD.20 Condição 1 833pb atctcccagggtggttgaga 

      cacacaaccaccatgcagtg 

XPD.21 PCR Touchdown 759pb ggcttttggagttgcctgtc 

      gtaccacgggcaagaaggaa 

XPD.22 Condição 1 760pb atccctggccttagttgctc 

      TCCAGCAGGAGGTTCCCATA 

XPD.23 Condição 1 834pb acagagaagggaggaggacc 

      tgcgtgcctttccaatacct 

XPD.24 Condição 1 814pb aaagcactttggggtgaggt 

      GTTCTCAAGGATCCCctggg 

XPD.25 Condição 1 762pb acatggtgatgtgggagtcc 

      gatgagaagctggggaggtg 

XPD.26 Condição 1 816pb ACACAGAGCCGCATTCTCAA 

      gtctctcctgaaaacgccca 

XPD.27 PCR Touchdown 767pb gggtgagagaagttggggtg 

      TGTAACACTTGCCCCTCACC 



 
 

XPD.28 PCR Touchdown 754pb GGTGAGGGGCAAGTGTTACA 

      CATCTTTCCCCCTAGGTGCC 

XPD.29 PCR Touchdown 840pb ATCCTCACCTGTTCTGCGTC 

      CCCTTGGAGCAAGTGTCAGA 

   



 
 

Anexo III 

Primers e parâmetros de ciclagem utilizados para estudo do gene XRCC3 

Gene.mix Parâmetros 

Tamanho do 

 amplicon Sequência dos primers 

XRCC3.1 PCR Touchdown 785pb cctgctgctcctgtagtctg 

      cccattccagacactgatgc 

XRCC3.2 PCR Touchdown 808pb ctcaactgctgcaggaggat 

      tgaggcaggagaatggtgtg 

XRCC3.3 PCR Touchdown 778pb gatctcagctcagtgcaagc 

      aaggatggagggtcaggaca 

XRCC3.4 PCR Touchdown 804pb tcagctacgtgaacctcagc 

      agttacaggggtgcagatcc 

XRCC3.5 PCR Touchdown 834pb cagtctgcagcatttgtcgt 

      TGTAAGGATGCTGCTTCCCC 

XRCC3.6 PCR Touchdown 829pb TCCTTACACTTGCGGGGAAG 

      tttgacacagcctcctccac 

XRCC3.7 PCR Touchdown 811pb gtggaggaggctgtgtcaaa 

      aaagctgtcccacacaaagc 

XRCC3.8 Condição 1 843pb ctccctccttctcaccctga 

      ctgcagggacaaaaatgcct 



 
 

XRCC3.9 Condição 1 828pb tgagcttcagtgctgggtg 

      gcgtgtttttgttggggtga 

XRCC3.10 Condição 1 833pb gcagcccctacataacgtca 

      gattacaaggcgtgcgctac 

XRCC3.11 PCR Touchdown 766pb gtagcgcacgccttgtaatc 

      caatctgggctccatggtga 

XRCC3.12 PCR Touchdown 846pb gcctcctacacatcctcacc 

      cgtaaacccccatgacccat 

XRCC3.13 Condição 1 752pb atgggtcatgggggtttacg 

      ctgaggtcacctgtctgagc 

XRCC3.14 PCR Touchdown 752pb ctgccctggtgagatagctg 

      gagatcgagaccatcctggc 

XRCC3.15 PCR Touchdown 757pb gagacggggtttcaccatgt 

      agaaggctctgtgtccacac 

XRCC3.16 PCR Touchdown 804pb gtgtggacacagagccttct 

      ggatggggctgtaggttgag 

XRCC3.17 PCR Touchdown 822pb ctcaacctacagccccatcc 

      CTGGTTGATGCACAGCACAG 

XRCC3.18 PCR Touchdown 846pb TGAATTTGACAGCCAGGCCT 



 
 

      CAGTCTGTGGCCACCATCTT 

XRCC3.19 PCR Touchdown 639pb GGCTCCACTTTCTCATCCGA 

      AGAACTGTGTTCCCAGGTGG 

XRCC3.20 PCR Touchdown 563pb TCTAGTAGTGTGGCCTGTGC 

      ttactcagagcagtgcctgg 

  

  

  



 
 

Anexo IV 

Primers e parâmetros de ciclagem utilizados para estudo do gene APEX1 

Gene.mix Parâmetros 

Tamanho do 

 amplicon Sequência dos primers 

  
 

  

APEX1.1 PCR Touchdown 850pb 

CTGATCACGTGACCAGGT

CC 

  

      

GCCACTGGGTGAGGTTTTC

T 

  

APEX1.2 PCR Touchdown 822pb 

AGTAAGACGGCCGCAAAG

AA 

  

      

GCTCCTGAAGTTCAGCTGG

T 

  

APEX1.3 PCR Touchdown 839pb 

AGACTGTTTAACCCGTGCG

T 

  

      

AGTAATCAAGGCGCCAAC

CA 

  

APEX1.4 PCR Touchdown 540pb 

GGGGAATTACTGCAGGCT

GT 

  

      

AATGTGTAGCCCCACGAA

GG 

  

  

  



 
 

Anexo V 

Primers e parâmetros de ciclagem utilizados para estudo do gene XRCC1 

Gene.mix Parâmetros 

Tamanho do 

 amplicon Sequência dos primers 

XRCC1.1 1 ª condição 784pb 

GCTGAGGAGTTCGAGACCA

G 

      ttccctcacgtcttccaacc 

XRCC1.2 1 ª condição 827pb AAGCCCACGACGTTGACAT 

      gctgaggaaactggaaccca 

XRCC1.3 1 ª condição 770pb agtccaggatgaccacagga 

      gggataacagagcctgcctc 

XRCC1.4 1 ª condição 789pb tcagtcgctgctctacacac 

      ctttggctgcagtttgggag 

XRCC1.5 PCR Touchdown 818pb cacttggcttttgtgctccc 

      caacattttgggaggccaagg 

XRCC1.6 1 ª condição 802pb ctcatgcctcagccttctga 

      tctgcactgacaacttcccc 

XRCC1.7 1 ª condição 817pb gaggcagttggggatcacat 

      agtcccaccctgttacctca 



 
 

XRCC1.8 1 ª condição 842pb acagcaaggaggccagtatg 

      ggctaagccccatgtggtaa 

XRCC1.9 1 ª condição 762pb tcgatcttaccacatggggc 

      gctgaggcaagagaaccact 

XRCC1.10 PCR Touchdown 810pb tgttctggctggagtgcaat 

      ctcaggaagctgcctccaaa 

XRCC1.11 PCR Touchdown 827pb acagagccacaaagacctgg 

      ctgacctcgtgatccacctg 

XRCC1.12 PCR Touchdown 814pb caattgcatttcatggccgg 

      tgcaatctcagctcactgca 

XRCC1.13 PCR Touchdown 754pb aaaaattagccgggggtggt 

      ttagttgggcatggtggcat 

XRCC1.14 PCR Touchdown 786pb tcgtgcctcagtctcctga 

    aggcaggcagatcacttgag 

XRCC1.15 PCR Touchdown 820pb agtgattctctggcctcagc 

      acagatggggaaactgaggc 

XRCC1.16 PCR Touchdown 761pb gacagtgctttgcagtcagg 

      aggctgaggcaggagaattg 



 
 

XRCC1.17 1 ª condição 809pb tggagtgcagtggtgtgatc 

      aggccaagaacagtgtctgg 

XRCC1.18 1 ª condição 832pb ccaggatcacacagcaggaa 

      cctgggctcatgagatgtcc 

XRCC1.19 PCR Touchdown 794pb gtttcaccatgttggccagg 

      ggatcacttgaggctgggag 

XRCC1.20 1 ª condição 820pb gtatgtgccaccatgccttg 

      caagtgtcctgccttccagt 

XRCC1.21 1 ª condição 760pb ggcccaggtacctttgagag 

      tcaattctgtgagggggcac 

XRCC1.22 1 ª condição 774pb ggcgcgtatgcattcattca 

      ggaagcaggcgttagagtga 

XRCC1.23 1 ª condição 848pb cctgttccttctggaggctc 

      gggtaggccaagtgtcatca 

XRCC1.24 PCR Touchdown 847pb gtctcaaactcctgggctca 

      gaggctgaggctggagaatc 

XRCC1.25 1 ª condição 850pb cccggcccttttctgtatct 

      cacacagcagctcacatgtg 



 
 

XRCC1.26 PCR Touchdown 758pb gtttcactgtgttgcccagg 

      atcgtttgtacctgggaggc 

XRCC1.27 PCR Touchdown 783pb ggagccttccttccttccat 

      tcacgaggtcaggagatcga 

XRCC1.28 PCR Touchdown 787pb tctattgccaggctggagtg 

      gaaaaacccaagctgaggcc 

XRCC1.29 PCR Touchdown 797pb caaatgatccgcctgccttg 

   ttaatctccgggcaaggacc 

XRCC1.30 1 ª condição 774pb ctgggatcagcaccatgaca 

      ggaactttcccggcagagaa 

XRCC1.31 1 ª condição 766pb ctttccgctgactcacctgt 

      ccgattcccctctgagatgc 

XRCC1.32 1 ª condição 767pb ccatgggattatggggaggc 

      tggctccttccctctcatga 

XRCC1.33 1 ª condição 822pb gccagactcagagttagggc 

      

GCATAGCTAGGTCCTGCTG

G 

XRCC1.34 1 ª condição 809pb 

CCAGCAGGACCTAGCTATG

C 



 
 

      GCTGGCActggagaagaca 

XRCC1.35 1 ª condição 813pb TGCCAGCTCCAACTCGTAC 

      ctgggaccacctgtgttctc 

XRCC1.36 1 ª condição 834pb tctggaggggagtcagactg 

      ttgcccctgtgtaagctcag 

XRCC1.37 1 ª condição 806pb ttcaggctgaacagaggcag 

      ctcttctgttcctgaggccc 

XRCC1.38 1 ª condição 757pb agaaggtttgatgggggcag 

      cacttcaaccccttcctccc 

XRCC1.39 PCR Touchdown 761pb gaggctgaggcaggagaatc 

      gacacaaacactgcggaagg 

XRCC1.40 PCR Touchdown 727pb ggggatttggcagggtcata 

      caacagtagcaggttcccgt 

XRCC1.41 PCR Touchdown 714pb gctcctcacttcccagaagg 

      gatagagtgcagtggcgtga 

XRCC1.42 PCR Touchdown 809pb gcacatgcctgtaatcgcag 

      acagcggactcatgtcatcc 

XRCC1.43 PCR Touchdown 838pb 

TCCAGCAGTGAGGAGGATG

A 



 
 

      agctcagtcaatgcaaggct 

XRCC1.44 PCR Touchdown 744pb ggactcctggatcagaggga 

      cctcacccctgacgtgaaaa 

XRCC1.45 PCR Touchdown 815pb tctgccaggcttgttccttt 

      tctcactatgttgcccaggc 

XRCC1.46 PCR Touchdown 701pb tgacgttttcagcctggact 

      aaacaggagtgacgaggctg 

XRCC1.47 PCR Touchdown 816pb accaaccaaccaaccaacct 

      

CTCCTCAAAGCTGGGATCC

C 

XRCC1.48 PCR Touchdown 743pb cgtcagtgctgattccctga 

      aaaaccctggaggaaaggca 

  

  



 
 

Anexo VI 

Primers e parâmetros de ciclagem utilizados para estudo do gene RAD51 

Gene.mix Parâmetros 

Tamanho do 

 amplicon Sequência dos primers 

RAD51.1 PCR Touchdown 773pb tgtaaactcgcgcaggatca 

      acactgttttggcaatcggag 

RAD51.2 PCR Touchdown 814pb gagatcagagcggtgtagcc 

      acctcccaggctagatcctc 

RAD51.3 PCR Touchdown 838pb gaggatctagcctgggaggt 

      cagcctgaccaacatggaga 

RAD51.4 PCR Touchdown 792pb tggtcaggctggtcttgaac 

      gagaggttggtcaacaggca 

RAD51.5 PCR Touchdown 756pb tgcctgttgaccaacctctc 

      GAAATGGGTTGTGGGCCAAA 

RAD51.6 Condição 1 840pb AGAAAGCTTTGGCCCACAAC 

      ccaggccgctataattccca 

RAD51.7 Condição 1 775pb tgggaattatagcggcctgg 

      gagcactatcttggcctgtca 

RAD51.8 Condição 1 775pb tgacaggccaagatagtgctc 



 
 

      TTAGCTCCTTCTTTGGCGCA 

RAD51.9 Condição 1 817pb ttcatttgcagCAGTGTGGC 

      ggagggtgcagtagaccaag 

RAD51.10 PCR Touchdown 759pb tggagtgcaatagcgtgatct 

      gcagagccaaaattgcacca 

RAD51.11 Condição 1 766pb ttttgaggcagagtgtcgct 

      accagcctggccaattcata 

RAD51.12 Condição 1 773pb atccttcagagtccctggga 

      accactgcactccaacgtaa 

RAD51.13 Condição 1 790pb cctccaactcctggctcaaa 

      tcacttgaatctgggaggcg 

RAD51.14 Condição 1 760pb cgcctcccagattcaagtga 

      tcaaccgcagactgtatccc 

RAD51.15 Condição 1 762pb tggggaagtagccatggaga 

      TGCCTCAGCctgggaaaaat 

RAD51.16 PCR Touchdown 751pb cacccggccggatctataat 

      tcacagcaacctccgtcttc 

RAD51.17 Condição 1 766pb atcacctgaggctgggagt 



 
 

      ggatggcttgagctcaggat 

RAD51.18 Condição 1 790pb gagtcggggcatcactcatt 

      aggtggatggatcaggaggt 

RAD51.19 Condição 1 781pb agtagctgcaatgacaggca 

      gtgacacagtgagaccctgt 

RAD51.20 Condição 1 837pb acctggccttatttgcagct 

      aggaaaaggcctggtagcaa 

RAD51.21 PCR Touchdown 850pb gagctgttggggctatagct 

      gcccagccaaactcttgatc 

RAD51.22 Condição 1 819pb cccagccctccatcttcttc 

      ctttgaccaggctggaatgc 

RAD51.23 PCR Touchdown 771pb gaggcaggagaatcgcttga 

      atcctcccactttggcttcc 

RAD51.24 PCR Touchdown 826pb tttgggaagccaaagtggga 

      ctccacctcccaagtagctg 

RAD51.25 Condição 1 792pb cagctacttgggaggtggag 

      cccatggcagaagtgggtat 

RAD51.26 Condição 1 819pb tgcccatggaccaactcttc 



 
 

      gccaacacagcaagaccttg 

RAD51.27 Condição 1 773pb tgccacccaacacagctaat 

      ccccctcagctctttcttcc 

RAD51.28 Condição 1 831pb ggaagaaagagctgaggggg 

      tggaactcctgggttcaagc 

RAD51.29 Condição 1 751pb tgcttgaacccaggagttcc 

      ggacaagctcccagggtaag 

RAD51.30 Condição 1 811pb agcatgcaatccatccccat 

      atcacttgaacctgggaggc 

RAD51.31 PCR Touchdown 835pb tgatatcgctcactgcaccc 

      cgggttcaagggattctcct 

RAD51.32 PCR Touchdown 762pb gtggtgcatgcctgaaatcc 

      caccacacctggccagtaat 

RAD51.33 PCR Touchdown 779pb attactggccaggtgtggtg 

      tcctccaaggcaaagggaaa 

RAD51.34 PCR Touchdown 753pb gcagtccagttctgacagga 

      gcactttgggaagtcaaggc 

RAD51.35 PCR Touchdown 801pb gtgatccacctgccttgact 



 
 

      gcagggcctctgatacatgt 

RAD51.36 Condição 1 811pb acatgtatcagaggccctgc 

      ccacagtacctggccaagaa 

RAD51.37 Condição 1 840pb gcatggcaaaaccctgtctc 

      gctggaaatggaactgctgg 

RAD51.38 Condição 1 801pb ccagcagttccatttccagc 

      attcatgctgctgtgcaacc 

RAD51.39 Condição 1 762pb gggagactggggagttgttg 

      ttgcaaagagaccaccgttg 

RAD51.40 Condição 1 763pb caacggtggtctctttgcaa 

      aggcaggttccaacttgagt 

RAD51.41 Condição 1 799pb actcaagttggaacctgcct 

      aggttgaggcaggagaatgg 

RAD51.42 PCR Touchdown 812pb ttacaggcacacaccaccaa 

      ggaggccttgtgacattctca 

RAD51.43 PCR Touchdown 825pb aatttttgccgtgccctgtt 

      agccaatatcacgccactgt 

RAD51.44 PCR Touchdown 783pb agtctaggttaggcccagga 



 
 

      cctctgtgcttaggctccag 

RAD51.45 PCR Touchdown 786pb gaggcggaacttgcaatgag 

      acactgatatggctgggcg 

RAD51.46 PCR Touchdown 778pb ccaacccggctacattttgt 

      tcataatccgcccaccttgg 

RAD51.47 PCR Touchdown 753pb ggggttttgccatgttgacc 

      

TGCTTGATAAAGGAGCTGGG

T 

RAD51.48 PCR Touchdown 842pb TCAACACAGACCACCAGACC 

      GAAACCTGGCCAAGTGCATC 

RAD51.49 PCR Touchdown 771pb 

CCGCCCTTTACAGAACAGAC

T 

      ttcctggcctcaaaccatcc 

RAD51.50 PCR Touchdown 782pb ctttgggaggccaaggtgat 

      agacacagaccaaagcacca 

RAD51.51 PCR Touchdown 686pb ggacaatccactgagagggg 

      AGAAGGGTCAGGTCTCTCCA 

RAD51.52 PCR Touchdown 733pb TGGAGAGACCTGACCCTTCT 

      gcaacagaaactgatcacccc 

  



 
 

Anexo VII 

Primers e parâmetros de ciclagem utilizados para estudo do gene XPA 

Gene.mix Parâmetros 

Tamanho do 

 amplicon Sequência dos primers 

XPA.1 Condição 1 796pb CAGGCGCTCTCACTCAGAAA 

      ACGGGAAGCTCATGAGAAGC 

XPA.2 Condição 1 763pb CTCAGCTGTCCCGGAAAGAG 

      GTCTGACTCTAGCGTGCCTC 

XPA.3 Condição 1 780pb GAGGCACGCTAGAGTCAGAC 

      TCCCCTTCTCTGGCCTCAAT 

XPA.4 Condição 1 795pb ATTGAGGCCAGAGAAGGGGA 

      TCCAAACGGCCAAAAAGCAC 

XPA.5 Condição 1 800pb GTGCTTTTTGGCCGTTTGGA 

      TGAAGCCTCCTCCTGTGTCA 

XPA.6 PCR Touchdown 750pb TTGACACAGGAGGAGGCTTC 

      TCAAAGCAGAGCAACCACCT 

XPA.7 Condição 1 811pb AGGTGGTTGCTCTGCTTTGA 

      GAGGCTGAGGCAGGAGAATC 

XPA.8 PCR Touchdown 814pb AGGAGGTAAGGGAAGGCAGT 



 
 

      TCAATTAGCTGGGTGACGGG 

XPA.9 Condição 1 824pb TCATGGGCACAAGCGATTCT 

      CGGCCCCTCTTCCACTTTTA 

XPA.10 Condição 1 819pb TAAAAGTGGAAGAGGGGCCG 

      GGGCTGTGTTCCTTTCTGGA 

XPA.11 PCR Touchdown 839pb TGTGAGAAGCCACCATTGCT 

      GAACCATCGGCATCCTTCCT 

XPA.12 Condição 1 778pb ACCCAGCCCTAATGATCCCT 

      TCTCCCCATCTCGAGGTCTT 

XPA.13 Condição 1 829pb AAGACCTCGAGATGGGGAGA 

      GGACCTTGCAAGCAATGGTG 

XPA.14 Condição 1 850pb CACCATTGCTTGCAAGGTCC 

      CAGAAGGCTGAGGTGGAAGG 

XPA.15 Condição 1 800pb GGCCCTGTTTCCTTACCCTC 

      CTGAGACATCACGTTTTCCGC 

XPA.16 PCR Touchdown 797pb GCGGAAAACGTGATGTCTCAG 

      TCCTGTCGGACTTCCTTTGC 

XPA.17 Condição 1 750pb GCAAAGGAAGTCCGACAGGA 



 
 

      CCTGGCACATAGCTGACACT 

XPA.18 Condição 1 735pb AGTGTCAGCTATGTGCCAGG 

      ACAAAGCCATGAATGTGTGCC 

XPA.19 Condição 1 775pb GCGAAAGGGAGGACAGAGTG 

      CACACTGACCTCTCTGCACA 

XPA.20 Condição 1 811pb TGTGCAGAGAGGTCAGTGTG 

      CCAGCTGAACGTTCCCATCT 

XPA.21 PCR Touchdown 838pb AGATGGGAACGTTCAGCTGG 

      CCTACGCAGTACTGAAGGCC 

XPA.22 Condição 1 711pb GGCCAATGGAACTAGGAGGT 

      GGGTTTCACTCTTGTTGCCC 

XPA.23 Condição 1 817pb GGGCAACAAGAGTGAAACCC 

      GAAGGGGATTCTACTGGGCA 

XPA.24 Condição 1 789pb GCCCAGTAGAATCCCCTTCA 

      ACTGGTTCTAGCAAGCACCA 

XPA.25 Condição 1 745pb GCTGGTTGGATGCAGGGTAT 

      GACATAAGGCTGGGCATGGT 

XPA.26 PCR Touchdown 764pb TATTGGCCAAGCTGGTCTCG 



 
 

      CCTGAGCCTGGGAGTTCAAG 

XPA.27 Condição 1 713pb ACTGCAGGCTCAAACTCCTC 

      TCTGGAATGCCCTCCTTCCT 

XPA.28 PCR Touchdown 742pb GGCATCTGTGGAGTTCTGGT 

      ACTGTGAAGCCAGGACACTG 

XPA.29 Condição 1 747pb CAGTGTCCTGGCTTCACAGT 

      TCGTCTCCCTTTTCCACACG 

XPA.30 Condição 1 705pb AGCAGTAAGAAGCAGCGTGT 

      CCCACAATAGAGGCCCCAAG 

 


