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RESUMO 

Neuroblastoma é um tumor do sistema nervoso periférico e uma das principais causas 

de mortalidade infantil por câncer no Brasil e no mundo. A característica marcante 

desses tumores é sua heterogeneidade clínica – as apresentações variam desde formas 

benignas e tratáveis até variantes extremamente agressivas, que levam o paciente a óbito 

em poucos meses. A fim de determinar as melhores estratégias para o tratamento desse 

câncer, um grande número de pesquisadores tem procurado por novos biomarcadores e 

alvos terapêuticos. Atualmente, o melhor marcador biológico para a progressão de 

neuroblastoma é a amplificação do gene MYCN, que ocorre na maioria dos casos mais 

agressivos. Entretanto, esse marcador não é capaz de discriminar entre todos os tipos de 

pacientes, demonstrando a necessidade de encontrarmos outros marcadores. Neste 

trabalho, reconstruímos a rede de regulação gênica de neuroblastoma utilizando 

ferramentas de bioinformática e biologia de sistemas a fim de buscar novos 

biomarcadores e alvos terapêuticos para esta doença. Através dessa rede, analisamos 

uma assinatura de genes diferentemente expressos em metástases agressivas, buscando 

fatores de transcrição que pudessem estar envolvidos na progressão tumoral. Através 

dessa análise, observamos que MAX é um dos reguladores mestres do processo, e 

variações em sua expressão estavam correlacionadas com o desfecho de pacientes, 

sugerindo seu potencial como biomarcador. Além disso, também observamos o 

aumento do conteúdo de MAX em células de linhagem de neuroblastoma humano 

durante um protocolo de diferenciação experimental, sugerindo que essa proteína tem 

um papel muito mais central no controle do balanço entre proliferação e diferenciação 

do que previamente descrito.  
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ABSTRACT 

Neuroblastoma is a peripheral nervous system tumor and one of the main causes of 

children cancer mortality in Brazil and in the rest of the world. The hallmark of these 

tumors is their clinical heterogeneity – presentations vary from benign and treatable to 

extremely aggressive variants, the latter leading the patient to death in just a few 

months. In order to come up with the best strategies for treatment and management of 

this cancer, a great number of researchers have been searching for novel biomarkers and 

therapeutic targets. To this date, the best neuroblastoma biomarker is the amplification 

of MYCN oncogene, which occurs in the majority of aggressive cases. However, this 

biomarker alone does not suffice to discriminate among all patients types, illustrating 

the need for finding other biomarkers. In this work, we reverse engineered the 

neuroblastoma gene regulatory network using systems biology and bioinformatics tools 

in order to find novel biomarkers and therapeutic targets. Using this network, we 

analyzed an aggressive metastasis gene signature to find transcription factors that could 

be involved in tumor progression. Through this analysis, we observed that MAX was a 

master regulator of this process, and that changes in its expression were associated with 

patient survival, suggesting its role as potential biomarker. Additionally, we observed 

that MAX content was increased in human neuroblastoma cell lines undergoing 

experimental differentiation. These results suggest that this protein has a much more 

central role in regulating the balance between proliferation and differentiation than 

previously described. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Neuroblastoma 

1.1.1 Características gerais 

Neuroblastoma é um tumor infantil que afeta o sistema nervoso simpático. Do 

ponto de vista epidemiológico, este tumor é responsável por uma significativa parcela 

da mortalidade infantil por câncer no mundo (Howman-Giles et al., 2007; Maris et al., 

2007; Parise et al., 2006; Spix et al., 2006). Em função de sua importância, um grande 

número de investigações está sendo feita a fim de trazer avanços no entendimento de 

sua biologia e tratamento. Os maiores grupos de estudo e classificação de 

neuroblastoma atualmente são o International Neuroblastoma Risk Group (INRG) e o 

Children’s Oncology Group (COG) (Monclair et al., 2009). 

A característica mais marcante dos neuroblastomas é sua heterogeneidade 

clínica. Os desfechos possíveis variam desde a remissão espontânea até um avanço 

agressivo, que leva o paciente a morte mesmo com terapias multimodais avançadas. 

Notavelmente, um dos desfechos atribuídos a esse tumor é sua diferenciação espontânea 

em ganglioneuromas benignos, um processo único deste tipo de câncer. Devido a sua 

excepcional capacidade de metástase, podem gerar processos de invasão em 

praticamente todos os tecidos do corpo humano, incluindo ossos, fígado e encéfalo 

(Howman-Giles et al., 2007; Mills, 2002). Do ponto de vista clínico, o foco de origem 

mais comum de neuroblastoma é o tecido simpático das glândulas adrenais (35%), que é 

originário de elementos embrionários da crista neural. Igualmente comum, são os 

gânglios paraespinhais (35%), mas também são descritos casos onde esta malignidade 

se apresenta incialmente em tecidos simpáticos do abdome e tórax (20%), pescoço 

(<5%) e pélvis (<5%) (Howman-Giles et al., 2007). Além disso, aproximadamente 
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metade dos pacientes apresentam metástases já no diagnóstico, o que torna necessário 

um tratamento de urgência logo que a doença é detectada. 

A faixa etária de incidência mais comum ocorre entre seis meses e três anos de 

idade, e está diretamente correlacionada com o desfecho da doença. Metade dos 

pacientes apresentam os sintomas antes dos dois anos de idade, e mais de 90% antes dos 

cinco anos. A apresentação dos sintomas antes dos 18 meses de vida está relacionada 

com um prognóstico positivo, correspondendo a uma taxa de sobrevivência em seis 

anos superior a 90%. Entretanto, pacientes diagnosticados após 18 meses apresentam 

menos de 25% de sobrevivência durante o mesmo período (Monclair et al., 2009; 

Schmidt et al., 2000, 2005).  

1.1.2 Diagnóstico clínico e a busca por biomarcadores 

As apresentações clínicas mais comuns desta doença são o aparecimento de 

massas abdominais causadas pela presença do tumor. Também comum é o aparecimento 

de feridas em volta dos olhos, causadas pelo frequente acometimento dos ossos e 

tecidos moles ao redor das órbitas. Algumas crianças podem apresentar sintomas 

similares ao de leucemia, como anemia, febre e dor nos ossos, e crianças mais velhas 

também podem apresentar dificuldades de locomoção sugestivas de artrite (Howman-

Giles et al., 2007). Dependendo da localização, os tumores podem causar obstrução da 

saída urinária e também causar hipertensão e irritabilidade devido à secreção de 

catecolaminas.  Esse aumento de catecolaminas pode induzir diarreias, que também 

podem ser usadas para detectar a doença. A forma de diagnóstico mais utilizada na 

clínica, além da inspeção pelo pediatra, é o exame rotineiro de raios X na região 

torácica (Schwab et al., 2003). 



4 

 

Os tratamentos para neuroblastoma são baseados nas classificações de subtipos, 

que dependem de dados de imagem, parâmetros biológicos e bioquímicos (Ambros et 

al., 2009). Vários esforços têm sido feitos para classificar os neuroblastomas em 

diferentes grupos de risco e, atualmente, o sistema de classificação mais utilizado é o 

International Neuroblastoma Staging System (INSS). Este sistema classifica os tumores 

levando em conta a localização do tumor e o grau de comprometimento de outros 

tecidos (Tabela 1). 

Tabela 1: Sistema de classificação INSS 

Estágio Características 

1 
Tumor unilateral localizado, sem comprometimento de outros órgãos e 

nódulos linfáticos. Pode ser removido por ressecção cirúrgica apenas. 

2A 
Tumor unilateral localizado, mas que não pode ser totalmente removido 

cirurgicamente. Sem comprometimento de outros órgãos e nódulos 

linfáticos. 

2B 
Idem ao estágio 2A, mas com comprometimento de nódulos linfáticos 

ipsilaterais ao tumor primário. 

3 

O tumor não comprometeu para partes distantes do corpo, mas pode: 

a) Não ser completamente removido cirurgicamente e cruzar a linha medial, 

comprometendo ou não nódulos linfáticos próximos. 

b) Ainda estar no local primário sem atravessar a linha medial, mas 

comprometendo nódulos linfáticos contralaterais próximos. 

c) Estar no centro do corpo, crescendo para os dois lados (diretamente ou 

através de nódulos linfáticos). Não pode ser removido por ressecção 

cirúrgica apenas. 

4 
O tumor comprometeu áreas distantes, como nódulos linfáticos distantes, 

pele, fígado, ossos, medula óssea ou outros órgãos. 

4S 

Similar ao estágio 4, mas a criança tem menos de um ano de vida. O tumor 

se apresenta unilateralmente e comprometeu nódulos ipsilaterais distantes, 

mas não contralaterais. O neuroblastoma pode comprometer fígado, pele e 

medula óssea, entretanto, menos de 10% das células da medula podem ser 

cancerosas. 

 

Do ponto de vista molecular, o uso de informações genômicas específicas desses 

tumores tem sido incluído nas abordagens de estratificação de riscos. Entretanto, ainda 

são poucos os marcadores capazes de oferecer pistas sobre o desfecho do paciente. 
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Estudos citogenéticos em biopsias sugerem que alterações segmentais ou ganhos 

cromossômicos inteiros são um importante separador de desfecho em pacientes (Ooi et 

al., 2012). Alterações cromossômicas específicas estão associadas com mau 

prognóstico. Destas, destaca-se a perda de 11q, ganhos na região 17q e perda de 

heterozigosidade em 1p. Ganhos de cromossomos que resultam em hiperploidias, 

entretanto, são indicadores de bom prognóstico e baixo risco para os pacientes (Maris e 

Matthay, 1999; Schwab et al., 2003). 

A aplicação de técnicas citogenéticas em nível clínico, todavia, é restrita devido 

ao custo e às dificuldades do protocolo. Uma alternativa que surge é o uso de genes 

marcadores, que podem ser facilmente detectados com técnicas rotineiras de biologia 

molecular. Alguns avanços recentes permitiram melhorar o entendimento da 

predisposição de neuroblastoma familiar, uma variante mais rara da doença que 

corresponde a cerca de 1-2% dos casos (Tonini et al., 2003). Apesar de sua baixíssima 

incidência entre essa classe de tumores, a identificação dos genes de suscetibilidade 

guiou estudos correlacionados em neuroblastoma esporádico. Os casos esporádicos são 

provavelmente decorrentes da interação entre polimorfismos relativamente comuns em 

múltiplos alelos, mas com baixa penetrância, caracterizando um típico caso de uma 

doença geneticamente complexa. A fim de esclarecer os fatores de suscetibilidade para 

as variantes esporádicas, estudos de associação genômica (genome-wide association 

study, GWAS) estão sendo aplicados em neuroblastoma. Em uma revisão recente 

(Deyell e Attiyeh, 2011), foi apontado que mutações deletérias em alelos dos genes 

PHOX2B e ALK correspondem a 90% dos casos de neuroblastoma familiar. Para os 

casos esporádicos, entretanto, o repertório de polimorfismos apontados é 

consideravelmente mais extenso (Tabela 2). 



6 

 

Os padrões de expressão gênica em neuroblastoma espelham sua 

heterogeneidade clínica. São descritas inúmeras assinaturas de genes diferencialmente 

expressos em várias análises de microarranjos. Alguns estudos apontam expressão 

aberrante de membros da via de sinalização das neurotrofinas, que regulam processos de 

crescimento e diferenciação celular. Nesses estudos, foi sugerido que a alta expressão de 

TRKA (NTRK1) e TRKC (NTRK3) está associada com prognósticos favoráveis, 

enquanto que a alta expressão de TRKB (NTRK2) está envolvida com desfechos 

desfavoráveis (Deyell e Attiyeh, 2011; Schramm et al., 2005).  

Tabela 2: Resultados de GWAS em neuroblastoma esporádico (adaptado de Deyell e 

Attiyeh, 2011) 

Gene 
Localização 

cromossômica 

Fenótipo de 

neuroblastoma 

FLJ22536 6p22 Alto risco 

BARD1 2q35 Alto risco 

LMO1 11p15 Alto risco 

DUSP12 1q23 Baixo risco 

DDX4 5q11 Baixo risco 

IL31RA 5q11 Baixo risco 

HSD17B12 11p11 Baixo risco 

NBPF23 1q21 Não-específico 

 

Atualmente, o melhor marcador genético conhecido para a progressão de 

neuroblastoma é a amplificação do oncogene MYCN (Bagatell et al., 2009; Tonini et al., 

1997; Westermann e Schwab, 2002). Estudos realizados durante as últimas décadas 

detectaram correlações significativas do número de cópias desse gene com o desfecho 

negativo de pacientes. Amplificações menores (i.e. menores que três cópias) podem 

apresentar desfechos positivos, mas dificilmente pacientes com mais de 10 cópias 

sobrevivem à doença. Em casos extremos, já foram detectados números superiores a 

400 cópias (Oberthuer et al., 2010, material suplementar). Esses pacientes apresentam 

tumores metastáticos resistentes a praticamente todos os tratamentos conhecidos. 
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Apesar de ser um relativo bom marcador, a amplificação de MYCN não pode ser 

amplamente aplicada na clínica, uma vez que as existem variantes de neuroblastoma 

que não apresentam amplificação deste oncogene e se apresentam com os mais variados 

graus de letalidade. Algumas dessas, inclusive, são extremamente agressivas e 

igualmente resistentes a tratamentos multimodais (Asgharzadeh et al., 2006). 

1.1.3 Relevância da pesquisa e a situação brasileira 

A busca de novos marcadores para os casos citados anteriormente é de grande 

importância para o bem-estar dos pacientes. Por serem crianças ou recém-nascidos, os 

pacientes de neuroblastoma estão ainda passando por etapas fundamentais de seu 

desenvolvimento. O uso de tratamentos antiproliferativos em crianças com 

neuroblastoma está associado a sequelas permanentes como surdez parcial ou total e 

danos no sistema respiratório, sendo imperativo que seu tratamento seja feito com a 

maior parcimônia e precisão possível (Wagner e Danks, 2009). A fim de buscar esses 

novos marcadores, inúmeros estudos estão sendo feitos no mundo todo. Esses estudos 

têm por objetivo buscar relações entre mutações e alterações na expressão de diversos 

genes com a apresentação clínica dos tumores e seu desfecho. Em um conjunto de 

estudos recentes, que utilizou técnicas de mineração de dados em biópsias de 

neuroblastomas, foi inferida uma assinatura de 59 genes com uma boa capacidade 

preditiva, mas apenas quando utilizada em conjunto com outros dados clínicos, como 

estágio INSS, idade dos pacientes e amplificação do próprio MYCN (De Preter et al., 

2010). Apesar desses esforços, a biologia desse câncer continua elusiva e ainda não foi 

possível detectar novos marcadores com o poder de discriminação atribuídos à 

amplificação de MYCN. 
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No Brasil, neuroblastoma ocupa uma posição relevante nas estatísticas oficiais. 

Esses tumores são responsáveis por cerca de metade dos casos de neoplasias malignas 

em infantis lactentes1 e por até 10% de todos os cânceres em crianças com idade inferior 

a 15 anos (Cartum, 2012). Embora pouco documentados no resto do país de uma 

maneira geral, existem estudos demonstrando o perfil epidemiológico dessa doença na 

Região Sul, que sugerem índices de incidência semelhantes ao resto do mundo (Parise 

et al., 2006; Pianovski et al., 2006). 

 

1.2 Abordagens high-throughput para o estudo patologias humanas 

1.2.1 A biologia de sistemas 

Com a popularização das técnicas de alto desempenho (high-throughput) para 

geração de dados genômicos, transcriptômicos e interatômicos, um novo paradigma tem 

surgido na biologia moderna. O desenvolvimento de ferramentas de coletas de alta 

densidade de dados genômicos e metabólicos (microarrays, yeast two-hybrid screens, 

etc.) permitiu, nas duas últimas décadas, acesso a uma parcela significativa dos 

componentes de uma célula em qualquer dado instante, tornando possível vislumbrar a 

intrincada dinâmica das redes genômicas e proteicas (Figura 1). Para analisar este 

grande volume de dados é necessária a elaboração de avançados modelos matemáticos e 

estatísticos que compreendam as mudanças topológicas e propriedades dinâmicas 

oriundas dessas interações tão multíplices, de forma a criar uma visão quantitativa e, 

portanto, comparável das complexas redes que regulam e determinam o comportamento 

celular (Harrington, Jensen e Bork, 2008). Do ponto de vista da pesquisa, se torna um 

                                                      
1 Crianças entre 28 dias e dois anos de idade. 
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grande desafio analisar e interpretar essa sempre crescente quantidade de dados a fim de 

se buscar resposta em perguntas biológicas de grande relevância. 

Uma disciplina que tem galgado um lugar de destaque nesta busca é a biologia 

de sistemas, que, auxiliada por ferramentas de bioinformática, possibilita uma 

interpretação coerente desse imenso volume da informação. Esse foco de estudo surgiu 

a partir da compreensão de que as características estruturais das redes de interações 

moleculares de uma célula são compartilhadas em grande grau com outros sistemas 

complexos já estudados (Hartwell et al., 1999; Yamada e Bork, 2009). Esta 

universalidade inesperada indica que leis similares podem reger a formação e evolução 

de redes de alta complexidade na natureza, permitindo que utilizemos o conhecimento 

adquirido no estudo de sistemas não biológicos bem mapeados para a caracterização das 

relações intrincadas contidas na organização das funções celulares (Barabási e Oltvai, 

2004). 

 

Figura 1. Mapa das redes bioquímicas de referência para Homo sapiens no repositório 

de dados interatômicos KEGG (http://genome.jp). 

http://genome.jp/
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1.2.2 Um novo paradigma no estudo de patologias 

A pesquisa de novos tratamentos para as mais variadas patologias humanas vem 

se beneficiando significativamente com a biologia de sistemas e a bioinformática nos 

últimos anos. Com a capacidade de analisar um sistema biológico simultaneamente em 

seus diferentes níveis de complexidade (i.e. organismo, órgãos, tecidos, células e 

biomoléculas), estudos utilizando as ferramentas de biologia de sistemas e 

bioinformática puderam trazer avanços sólidos no tratamento e diagnóstico de diversas 

doenças. Uma das estratégias mais comuns é a busca por conjuntos de biomarcadores 

capazes de discernir entre estados patológicos e seus respectivos estados normais, o que 

permitiria estratificar pacientes usando dados de genômica funcional. Destaca-se a 

busca de genes que podem ser determinantes para um processo particular, como por 

exemplo, o desenvolvimento de agressividade em um tumor ou diferenciação de tipos 

celulares distintos. Para esse tipo de estudo, usualmente são coletados dados de 

expressão globais de um número suficiente de amostras representativas de cada estado. 

Essas amostras são então comparadas por meio de estatísticas apropriadas para 

expressão diferencial (e.g. regressão linear) a fim de se procurar genes diferencialmente 

expressos entre os estados. 

A pesquisa em câncer, particularmente, tem avançado muito com essas técnicas. 

Existem atualmente inúmeros repositórios de dados específicos para cada tipo de tumor, 

oferecendo informações sobre mutações genômicas (i.e. dados de SNPs, deleções e 

ganhos cromossomais), perfis de expressão gênica associados a dados de sobrevivência 

ou informações clínicas, etc. Esses repositórios podem ser públicos, apoiados ou até 

gerenciados por agências como o NCBI e o EMBL. Essa quantidade de dados, 

entretanto, ainda carece de ferramentas suficientemente poderosas para utilizar 

plenamente seu potencial de melhorar o diagnóstico e o tratamento de pacientes. A fim 
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de tentar reverter esse quadro, uma comunidade crescente de pesquisadores, 

profissionais e desenvolvedores está se unindo para gerar novas ferramentas de análise. 

Das várias iniciativas existentes atualmente, destaca-se o grupo Bioconductor 

(Gentleman et al., 2004), que tem se tornado um dos mais importantes diretórios de 

desenvolvimento de ferramentas para bioinformática. A contrapartida tecnológica 

dessas questões também é muito relevante, já que a validação de novas ferramentas de 

bioinformática para estudos de associação genômica é mister para a descoberta de novos 

fármacos, novas abordagens terapêuticas e novos testes diagnósticos. 

Recentemente, estudos utilizando técnicas de alto desempenho possibilitaram o 

desenvolvimento de metodologias para gerar redes transcricionais (Babu, Lang e 

Aravind, 2009; Basso et al., 2005; Margolin et al., 2006). Essas técnicas utilizam 

modelos estatísticos robustos para determinar relações direcionais entre fatores de 

transcrição e genes-alvos. Somente nos últimos anos foi possível a geração de dados em 

quantidade suficiente para esse tipo de análise, uma vez que se necessita de um volume 

consideravelmente alto de informação para diminuir a relação ruído/sinal dos perfis de 

expressão. Uma das metodologias mais consolidadas na reconstrução de redes 

regulatórias envolve o uso de ferramentas de teoria da informação para inferir essas 

redes através de correlações sutis entre os padrões de co-expressão de milhares de genes 

(Margolin et al., 2006). A partir de uma rede modelada, é possível fazer 

questionamentos sobre quais fatores de transcrição potencialmente influenciam 

determinadas assinaturas gênicas, possibilitando estabelecer relações causais entre 

estados patológicos e um ou mais genes reguladores. Essa análise aprofundada permite 

não só o descobrimento de novos biomarcadores e alvos terapêuticos como também tem 

ampliado significativamente o nosso entendimento sobre os mecanismos de ação de 

alguns fatores de transcrição. 
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O grupo de pesquisa liderado por Andrea Califano, da Universidade de 

Columbia, nos Estados Unidos, tem aplicado com sucesso essa metodologia no estudo 

de diversos tipos de câncer. Dentre as aplicações bem-sucedidas, destaca-se a 

reconstrução das redes regulatórias de glioma (Carro et al., 2010) e de células B 

(Lefebvre et al., 2010), que permitiram descobertas relevantes a respeito da regulação 

dos processos de transformação celular e malignidade. Essas abordagens apontam novos 

alvos gênicos para o tratamento de glioma e linfoma. Seguindo as mesmas premissas, 

Fletcher e colaboradores (Fletcher et al., 2013) reconstruíram a rede regulatória de 

câncer de mama a partir de dados de expressão de biópsias humanas e explicaram o 

papel do fator FGFR2 nesta doença. Este gene é constantemente trazido à tona em 

estudos de associação genômica, entretanto, seu papel permanecia completamente 

desconhecido. Utilizando células tratadas com moléculas perturbadoras de FGFR2, 

esses autores conseguiram determinar quais os fatores de transcrição que respondem a 

essa sinalização, explicando os mecanismos biológicos pelos quais esse fator atua na 

progressão tumoral do câncer mamário. 
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2. OBJETIVOS 

Tendo em vista o exposto na Introdução, este trabalho teve por objetivo ampliar 

o conhecimento atual sobre neuroblastoma, visando propor novos alvos terapêuticos ou 

marcadores para a progressão desta doença. Mais especificamente, postulamos que a 

utilização de ferramentas modernas de biologia de sistemas e bioinformática seriam 

capazes de oferecer uma abordagem eficaz no diagnóstico desse tumor. Sendo assim, os 

objetivos específicos deste trabalho foram: 

1) Reconstruir a rede regulatória de neuroblastoma utilizando dados públicos de 

expressão gênica; 

2) Sobre a rede inferida, analisar uma assinatura de tumores agressivos a fim de 

buscar unidades regulatórias que possam estar enriquecidas no fenótipo 

tumoral; 

3) Verificar em conjuntos de dados independentes a validade das unidades 

regulatórias na discriminação entre coortes de pacientes de neuroblastoma; 

4) Validar in vitro, utilizando cultura de células de neuroblastoma humano (SH-

SY5Y), os efeitos das unidades regulatórias sobre parâmetros de progressão 

tumoral. 
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PARTE II 

 

REVERSE ENGINEERING THE NEUROBLASTOMA REGULATORY NETWORK 

UNCOVERS MAX AS ONE OF THE MASTER REGULATORS OF TUMOR 

PROGRESSION2 

Ricardo D’Oliveira Albanus, Rodrigo Juliani Siqueira Dalmolin, Mauro Antônio Alves 

Castro, Matheus Augusto de Bittencourt Pasquali, Vitor de Miranda Ramos, Daniel 

Pens Gelain, José Cláudio Fonseca Moreira  

                                                      
2 Artigo publicado no periódico PLoS One (doi: 10.1371/journal.pone.0082457) em dezembro de 

2013; 8(12):e82457. 
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4. DISCUSSÃO 

Neuroblastomas podem ser considerados o exemplo clássico de uma doença 

multifatorial complexa (Tonini et al., 2003). Cada caso possui suas próprias 

particularidades moleculares e clínicas, de forma que um mesmo fenótipo pode ser 

causado por inúmeras alterações genéticas. Entretanto, é sabido que todos os tumores 

necessitam realizar alguns passos-chaves para se estabelecer com sucesso no corpo e 

evitar o complexo conjunto de mecanismos de defesa que possuímos; e os 

neuroblastomas não são uma exceção. Partindo dessa premissa, acreditamos que a busca 

de marcadores efetivos para a progressão e tratamento dessa doença pode ser auxiliada 

com as técnicas robustas de análise de dados oferecidas pela biologia de sistemas. 

Através da reconstrução da rede regulatória de neuroblastoma e de uma bateria 

rigorosa de validações, conseguimos verificar a existência de pelo menos uma unidade 

regulatória que estava enriquecida com os genes diferencialmente expressos entre 

tumores primários e metástases de medula óssea – consideradas uma das formas mais 

agressivas e terminais de neuroblastoma. Nossa análise demonstrou que o fator de 

transcrição MAX estava alterado nas metástases, sugerindo sua participação na 

progressão tumoral. Similarmente, encontramos indicativos de que os fatores TFEC e 

ZNF101 também estavam enriquecidos nesse processo. A fim de determinar de fato 

qual a importância desses fatores no desenvolvimento tumoral, analisamos todos os 

conjuntos de dados independentes de pacientes disponíveis em bancos de dados 

públicos, de forma a buscar correlações entre a expressão desses genes e o fenótipo 

tumoral. Infelizmente, a maioria das plataformas analisadas não possuíam sondas para 

os genes TFEC e ZNF101, impedindo que estes fossem analisados rigorosamente no 

contexto da progressão de neuroblastoma. Sendo assim, nossa discussão se focará 
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apenas nos aspectos analisados do gene MAX, cujo provável mecanismo de atuação em 

neuroblastoma será postulado no decorrer deste trabalho. 

O primeiro conjunto de dados analisado corresponde a uma coorte de pacientes, 

cujas biópsias foram classificadas a posteriori referentes à recidiva ou não em um 

período de cinco anos pós-diagnóstico. Interessantemente, observamos que a expressão 

de MAX estava aumentada nos sujeitos que não tiveram recidiva do tumor no período, 

sugerindo um efeito protetor desse gene na doença. Complementarmente, esse conjunto 

de dados também possuía uma terceira coorte de pacientes, cujas biopsias foram 

retiradas de pacientes que retornavam ao hospital (i.e. da própria recidiva). Apenas três 

dos 15 pacientes desse grupo faziam intersecção com a coorte dos pacientes com as 

biópsias analisadas no diagnóstico, de forma que podem ser considerados um terceiro 

grupo independente. Quando analisamos a expressão dessa coorte, também observamos 

que a expressão de MAX estava diminuída nesses pacientes em relação aos que se 

curaram, reforçando a ideia que este gene pode estar envolvido na progressão de 

neuroblastoma. 

A etapa seguinte deste estudo consistiu em verificar se a expressão de MAX era 

suficiente para discriminar curvas de sobrevivência de pacientes de neuroblastoma. Para 

esse fim, analisamos duas coortes independentes de pacientes de neuroblastoma que 

possuíam informações de sobrevivência. Em uma dessas coortes, observamos uma 

separação de curvas de sobrevivência reminiscentes aos resultados anteriores – os 

pacientes com maior expressão de MAX apresentavam um quadro de evolução da 

doença melhor que os outros. Esse resultado, entretanto, não foi corroborado pela 

segunda coorte; os pacientes com alta expressão desse gene apresentaram desfechos 

piores que os demais. Esses resultados sugerem que, embora a expressão de MAX tenha 
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influência no desfecho de pacientes, ela não pode ser utilizada por si só como marcador 

de prognóstico. 

A literatura científica aponta o neuroblastoma como um dos únicos tumores que 

pode sofrer diferenciação espontânea. São descritos casos de cura de pacientes que 

apresentavam avançadas doenças metastáticas e cujos tumores se diferenciaram em 

ganglioneuromas benignos (Bhatnagar e Sarin, 2012; D’Angio, Evans e Koop, 1971). 

Entretanto, o mecanismo desse processo permanece desconhecido. Neste trabalho, 

postulamos que o papel de MAX na progressão de neuroblastoma poderia envolver uma 

via de controle de proliferação/diferenciação. A fim de determinarmos se esta hipótese 

era verdadeira, analisamos um experimento de diferenciação de células de 

neuroblastoma humano SH-SY5Y sofrendo diferenciação por tratamento com ácido 

retinoico3. Surpreendentemente, observamos que a expressão de MAX estava aumentada 

a partir do 5º dia de tratamento. Esse resultado foi posteriormente corroborado pela 

imunoquantificação de MAX, que apontou um aumento do conteúdo desta proteína a 

partir do 4º dia de tratamento com ácido retinoico. 

 

4.1 MAX e a rede MYC/MAX/MAD 

 O gene MAX foi descoberto na era pré-genômica como um dos fatores que 

interagiam com MYC (Blackwood e Eisenman, 1991). Os primeiros estudos com esse 

gene desvendaram as diretrizes básicas de seu funcionamento – quando este formava 

dímeros MYC:MAX, era capaz de induzir a célula a um estado proliferativo através da 

ativação de genes ligados ao ciclo celular. Poucos anos depois, foi descoberto um novo 

                                                      
3 Algumas linhagens de células de neuroblastoma, quando tratadas com esse composto, ativam 

uma via de diferenciação diminui significativamente sua taxa de proliferação e induz mudanças 

morfológicas e bioquímicas relacionadas a maturação neuronal (e.g. prolongamentos dendríticos, 

expressão de marcadores neuronais e produção de neurotransmissores). 
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parceiro funcional desse gene – o fator MAD4 (Ayer, Kretzner e Eisenman, 1993). 

Começava assim o entendimento de que MYC, que há décadas estava associado com o 

surgimento de tumores, não era um fator solitário. Muito pelo contrário, ele integra uma 

complexa rede que é responsável pela tomada de decisões acerca do destino celular. No 

centro dessa rede, está a proteína MAX, que, dependendo de seu parceiro funcional, 

poderia guiar a célula para um estado proliferativo ou induzir à diferenciação (Ayer e 

Eisenman, 1993). 

Devido ao papel central de MYC em quase todos os tipos de tumores (Dang, 

2012), este é de longe o mais estudado dos elementos da rede MAX. Basta uma busca 

na base de dados Pubmed – Gene de Homo sapiens (acessado em 03/01/2014, às 13h55) 

para observarmos que existem 1.288 entradas para MYC (incluindo sua isoforma 

MYCN5), e apenas 120 entradas para MAX e 145 para MAD (isoformas MXD1, MXI1, 

MXD3 e MXD4). Esse resultado demonstra quão desbalanceado é nosso conhecimento 

sobre essa importante rede regulatória. Entretanto, já existe corpo de evidência para 

delinearmos de uma maneira geral tanto os papéis dessas proteínas no funcionamento 

sadio do organismo quanto seu envolvimento na progressão de algumas patologias. 

Tanto MAX quanto MYC e MAD são fatores de transcrição da família MITF 

bHLH, caracterizados pela presença de um domínio hélice-volta-hélice. Essa estrutura 

secundária permite que essas proteínas se liguem ao DNA em sítios específicos 

CACGTG para regular a transcrição gênica (Ledent, Paquet e Vervoort, 2002). Em 

MAX, essa afinidade é modulada dependendo dos cofatores associados: quando ligado 

com MYC, ele permite a ativação de genes proliferativos (Hurlin e Dezfouli, 2004); e, 

                                                      
4 Mais tarde se determinou que o fator MAD era, na verdade, uma subfamília composta por 

quatro isoformas com funções distintas (revisado em Rottmann e Lüscher, 2006). Para fins de 

simplificação, tratarei todas apenas como MAD, a não ser quando a distinção se torne necessária. 
5 Da mesma forma que com as isoformas de MAD, não farei distinção entre MYC e MYCN ao 

discutir a rede MAX neste trabalho. Ao leitor que deseja se aprofundar nas diferenças entre essas 

isoformas, sugiro a leitura da excelente revisão de Pirity (2006) e suas referências. 
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quando ligado às isoformas de MAD ou homodimerizado (i.e. MAX:MAX), ele inibe a 

transcrição de genes ativadores do ciclo celular tanto por inibição direta quanto pela 

ativação de outros genes inibidores, como TP53 (Rottmann e Lüscher, 2006). Alguns 

estudos recentes determinaram que somente o dímero MYC:MAX é capaz de regular de 

10 a 15% do genoma humano (Fernandez et al., 2003; Yap et al., 2011). Isso torna claro 

que se trata de uma rede de extrema importância para o desenvolvimento celular. Em 

acordo com isso, existem vários estudos que tentaram, ao longo das últimas décadas, 

determinar as origens e funções dessa rede. 

Do ponto de vista evolutivo, a rede MAX é bastante antiga – sua apresentação 

usual (i.e. MYC, MAX e MAD) surge antes da divergência do nosso último ancestral 

comum com os coanoflagelados (McFerrin e Atchley, 2011; Young et al., 2011). Os 

primeiros estudos com alterações nessa rede revelaram um papel fundamental no 

controle do desenvolvimento em diversos organismos modelos. A deleção experimental 

do ortólogo de MYC em Drosophila acarreta um fenótipo diminuto, muito pouco viável 

(Gallant et al., 1996). Em camundongos, essa mesma ablação acarreta a morte 

embrionária entre o 9º e 10º dias (Davis et al., 1993). Similarmente, a deleção de MAX 

também é responsável por ocasionar morte embrionária (Shen-Li et al., 2000), o que 

sugere seu papel essencial no desenvolvimento. De fato, supõe-se que o único motivo 

pelo qual esses mutantes murinos sobrevivam nos primeiros dias seja as reservas 

maternas da proteína MAX presentes no zigoto. Os estudos com ablação das isoformas 

de MAD, no entanto, não demonstraram um papel essencial no desenvolvimento 

(Baudino e Cleveland, 2001), o que condiz com seu surgimento relativamente tardio no 

panorama evolutivo (Dalmolin et al., 2011). 

Acredita-se que o papel principal da rede MAX seja integrar informações das 

mais variadas cascatas de sinalização a fim de decidir o destino da célula entre 
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proliferação e diferenciação. Essa decisão culmina no tipo de dimerização que será feita 

com MAX: com MYC, para proliferar; ou com MAD, para diferenciar. Esse controle é 

feito basicamente através da regulação da expressão desses dois parceiros funcionais. 

Alguns estudos com células de linhagem humanas e murinas observaram que tanto a 

entrada quanto a saída do ciclo celular é acompanhada por alterações no perfil de 

expressão de MYC e MAD (e.g. Ayer and Eisenman, 1993; Pulverer et al., 2000). 

Quando a célula está proliferando, a expressão das isoformas de MAD estão reprimidas, 

o que permite a formação preferencial de dímeros MYC:MAX para manutenção do 

estado proliferativo. Quando a célula é induzida a diferenciar ou entrar em G0 por 

algum fator interno ou externo, ocorre uma diminuição da expressão de MYC seguido 

de um aumento da das isoformas MAD6, de forma a suspender a replicação e ativar 

processos envolvidos na diferenciação. Em todos os tipos celulares estudados até agora, 

a expressão de MAX permanece constante durante todo o processo, sugerindo que, 

embora seu papel seja essencial, ele não está sujeito a variações7. Os fatores que levam 

a formação desses dímeros ainda não são completamente conhecidos – supõe-se que 

somente o maquinário que acompanha o dímero MYC:MAX seja composto por pelo 

menos mais de duas dezenas de proteínas, cada uma com diferentes características 

regulatórias e responsivas aos mais diversos tipos de sinais (Cole e Nikiforov, 2006). 

Esse maquinário intricado permite uma grande versatilidade na capacidade de respostas 

dessa rede, que, em última análise, regula o destino de quase todas as células nos 

organismos complexos. 

 

                                                      
6 É interessante ressaltar a isoforma MAD3 (MXD3) é a única cujo efeito da dimerização com 

MAX é proliferativo. Essa proliferação, curiosamente, não está associada com a manutenção da fase de 

replicação, mas sim com um burst proliferativo que é necessário ocorrer antes de alguns tipos celulares 

entrarem efetivamente na diferenciação terminal (em algumas outras células, o pico de MAD3 pode ser 

substituído por uma expressão transiente de MYC) (Hurlin e Huang, 2006; Rottmann e Lüscher, 2006). 
7 Neste trabalho observamos uma possível nova etapa regulatória associada diretamente à 

expressão de MAX, que será abordada nos próximos tópicos. 
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4.2 Alterações na rede MAX e suas implicações 

Seria de se esperar, dada a complexidade de fatores acima e abaixo da cascata 

causal da rede MAX, que esta seja uma rede particularmente sensível a perturbações 

externas. Na seção anterior, vimos que sua regulação se dá primariamente pelo controle 

da expressão dos genes MAD e MYC, que levam a célula a um caminho de diferenciação 

ou proliferação. Em tumores, uma das primeiras alterações que ocorre nesta rede é a 

perda da capacidade da atividade de MYC ser inibida pelo aumento de seu próprio 

conteúdo (Penn et al., 1990). Em tecidos sadios, altas quantidades8 da proteína MYC 

ativam uma alça de retroalimentação negativa que impede a transcrição desse gene e 

previne a célula de entrar em um estado proliferativo descontrolado. Simultaneamente, 

praticamente todas as principais rotas de sinalização conhecidas potencialmente atuam 

na região cis-regulatória de MYC, conferindo um terreno fértil para o estabelecimento 

de mutações oncogênicas (revisado em Liu e Levens, 2006). A expressão de MAD, por 

outro lado, está diminuída em alguns tumores, de forma a impedir a diferenciação 

celular e manter a célula permanentemente se dividindo (Han et al., 2000). 

Os níveis de MAX parecem se manter constantes nos processos fisiológicos de 

diferenciação e proliferação. Entretanto, essa afirmação não parece ser verdadeira para 

alguns tumores. Estudos envolvendo o sequenciamento de amostras de 

feocromocitomas9 detectaram associação dessa doença com mutações possivelmente 

inativantes de MAX, sugerindo que aberrações em seu funcionamento possam induzir 

um estado proliferativo (Burnichon et al., 2012)10. Essa observação servirá de ponto de 

                                                      
8 Em células sadias, os níveis de MYC são de fato muito baixos. Algumas estimativas sugerem 

que existe apenas uma única molécula do RNAm de MYC em 40% das células adultas, enquanto que em 

células embrionárias, este número chegue a cinco moléculas. Em células terminalmente diferenciadas, 

MYC está irreversivelmente silenciado (Liu e Levens, 2006; Warrington et al., 2000). 
9 Tumores de glândula adrenal. 
10 Ver também Comino-Méndez et al., 2011; Galan e Kann, 2013; Welander, Söderkvist e 

Gimm, 2011. 
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partida para o restante desta discussão, onde analisarei os resultados de meu trabalho à 

luz de alguns estudos realizados ao longo das duas últimas décadas, que sugerem um 

papel mais complexo para MAX do previamente descrito. 

 

4.3 O papel de MAX na regulação do destino celular 

Até agora, discutimos a regulação da rede MAX como dependente unicamente 

das flutuações dos conteúdos de MYC e MAD. Embora aparentemente verdade para 

alguns tipos celulares, o papel regulatório de MAX parece ser mais complexo do que 

simplesmente servir de ponto de apoio para a heterodimerização de seus parceiros 

funcionais. 

As primeiras investigações acerca do papel regulatório de MAX começaram na 

década de 1990.  Lindeman e colaboradores, em um artigo publicado no periódico 

Oncogene (1995), observaram que a superexpressão de MAX em camundongos 

geneticamente suscetíveis a linfomas era capaz de diminuir a frequência de 

aparecimento e o tamanho dos tumores. Para isso, eles compararam os efeitos da 

superexpressão MYC pareada ou não com a de MAX. Como esperado, os camundongos 

com apenas a expressão de MYC em células linfoides apresentaram um aumento na taxa 

de surgimento de tumores. Entretanto, quando pareado com uma superexpressão de 

MAX, o efeito de MYC foi drasticamente diminuído; os tumores ocorreram em menor 

número, com apresentações mais brandas e mais tardias. Esse efeito, inclusive, foi capaz 

de afetar positivamente a sobrevivência dos camundongos. Ainda referente a esse 

estudo, é importante destacar que foram testadas duas variantes de transgenes com 

atividades distintas. Interessantemente, a supressão dos efeitos de MYC era diretamente 
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correlacionada com a atividade do transgene, sugerindo um efeito supressor tumoral11 

dose-dependente. 

No ano seguinte, Peverali e colaboradores publicam no mesmo periódico 

(Peverali et al., 1996) o relato de um estudo envolvendo o uso de um transgene de MAX 

durante o processo de diferenciação de células de neuroblastoma humano SK-N-BE 

com ácido retinoico12. O trabalho desse autor utilizou um protocolo de transfecção de 

um transgene de MAX, que foi capaz reduzir pela metade o tempo necessário para a 

diferenciação dessas células. Esse resultado, no entanto, parece ser específico para 

células de neuroblastoma e alguns outros tipos celulares, mas não para todos. Cañelles e 

colaboradores (1997) observaram que a superexpressão de MAX induzia a diferenciação 

de eritrócitos, mas o mesmo protocolo experimental em outro estudo não surtiu o menor 

efeito sobre a diferenciação de precursores de macrófagos (Lerga et al., 1999). Esses 

resultados sugerem que a rede MAX, e mais especificamente o próprio MAX, está 

sujeito a um complexo sistema de regulação que varia dependendo do tipo celular em 

que está sendo expresso. 

 

4.4 MAX e neuroblastoma 

Os resultados de Lindeman, apresentados na seção anterior, demonstraram que 

MAX pode ter um papel supressor tumoral em alguns tipos de tumores. O trabalho 

subsequente de Peverali aproxima ainda mais a discussão aos nossos resultados ao 

demonstrar o papel desse gene na diferenciação de células de neuroblastoma. Uma 

                                                      
11 Lindeman afirma no final de seu artigo: 

“The effects of MAX overexpression observed here were antiproliferative in nature. No evidence 

was found that max can act as an oncogene.” 

Embora ele não postule exatamente com essas palavras, esse é o primeiro estudo que define 

categoricamente MAX como um potencial gene supressor tumoral. Essa definição só será retomada 

efetivamente nos últimos anos. 
12 Idem a nota nº 2. 
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crítica que poderia ser feita a esses estudos quanto a sua implicação é que eles envolvem 

a superexpressão de MAX e, portanto, correspondem a alterações que não condizem com 

o que é observado em nível de organismo (analogamente, seria uma situação similar aos 

trabalhos expressão de PAX613 em drosófilas – importantes do ponto de vista 

mecanicista, mas não relacionados a nenhum fenótipo observável na natureza14). Nossos 

resultados, no entanto, fazem a primeira ponte desses resultados com um possível 

fenômeno que ocorre in vivo. A regulação da própria expressão de MAX pode ser um 

dos passos-chaves necessários para o estabelecimento de neuroblastomas, sugerindo um 

novo campo para busca de alvos terapêuticos. Sendo assim, esses dois trabalhos 

formarão o alicerce para discutirmos o papel de MAX na progressão de neuroblastoma 

no restante desta discussão. 

Apesar de não relacionado diretamente com a progressão de neuroblastoma 

anteriormente, a ideia de usar MAX como alvo terapêutico não é exatamente nova. 

Montagne e colaboradores (2012) utilizaram o domínio hélice-volta-hélice de MAX 

para inibir o crescimento de células HeLa15. O princípio da técnica é relativamente 

simples – a superexpressão desse domínio ocuparia os sítios ativos das moléculas de 

MYC, impedindo que este se ligasse com MAX para induzir a proliferação. Esse insight 

parece ser contraintuitivo com o que observamos em nosso trabalho, uma vez que a 

ideia dos pesquisadores é justamente impedir a heterodimerização de MYC e MAX. 

Para entendermos melhor como a alta expressão de MAX poderia ser benéfica para o 

                                                      
13 A expressão de PAX6 é o sinal homeótico para iniciar a cascata de formação de estruturas 

oculares em bilatérios. Os mutantes com PAX6 expresso ectopicamente desenvolvem olhos rudimentares 

em outras partes do corpo (Bonini et al., 1997). 
14 Embora o mau funcionamento de ortólogos de PAX6 esteja sabidamente relacionado com erros 

no desenvolvimento de olhos e outras estruturas sensoriais, não há, para conhecimento deste autor, um 

único caso descrito na literatura de superexpressão ectópica desse gene em organismos que não seja de 

forma experimental. 
15 A primeira célula de linhagem humana, desenvolvida nos anos 1950. Oriunda de câncer 

cervical. 
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organismo, é necessário nos debruçarmos sobre mais um estudo importante realizado na 

última década. 

Banerjee e colaboradores (2006) determinaram as propriedades termodinâmicas 

das ligações MYC:MAX, MAD:MAX e MAX:MAX. Eles observaram que o 

heterodímero MYC:MAX é o mais estável de todos, e sua formação é preferencial na 

presença dos outros parceiros funcionais. Pensando em um cenário onde a expressão de 

MAX parece sofrer regulação, podemos postular que níveis baixos desta proteína 

favoreceriam a formação dos dímeros proliferativos e, à medida que os níveis de MAX 

aumentam, todos os sítios de MYC se tornam ocupados e se muda o balanço para a 

formação dos outros dímeros não proliferativos. Partindo dessa premissa, poderíamos 

esperar que, levando somente em conta a expressão de MAX, pacientes com baixos 

níveis desta proteína apresentariam desfechos piores do que os com níveis mais altos. É 

claro que em um cenário real, a quantidade de fatores que interagem diretamente nessa 

dinâmica é muito alta, e essa afirmativa talvez não se traduziria para a clínica. Nossos 

resultados, entretanto, demonstram exatamente o contrário; a alta expressão de MAX 

correlacionou com um prognóstico favorável em duas coortes independentes de 

pacientes. Isso sugere que este gene está de fato envolvido diretamente na progressão de 

neuroblastoma. 

Ao analisarmos o conteúdo de MAX durante a diferenciação de células de 

neuroblastoma, descrevemos pela primeira vez que ele se altera espontaneamente 

durante esse processo. Esses resultados fortalecem as duas premissas citadas 

anteriormente, de que 1) MAX está de fato sofrendo algum tipo de regulação em células 
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de neuroblastoma e 2) os altos níveis desta proteína ocorrem na etapa de efetivação16 do 

fenótipo neuronal dessas células, implicando sua correlação com um fenótipo 

clinicamente favorável. Dessa forma, acreditamos ter chegado em uma base sólida para 

implicar o envolvimento desse gene na progressão de neuroblastoma.  

                                                      
16 Por efetivação, refiro-me a apresentação de facto do fenótipo neuronal (i.e. prolongamentos 

dendríticos, etc.), que só ocorre a partir do quarto dia, justamente quando foi observado o aumento da 

expressão de MAX. 
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5. CONCLUSÕES 

5.1 Cumprimento dos objetivos 

Tendo em vista os quatro objetivos expostos no início deste trabalho, podemos 

afirmar que todos foram cumpridos. Sendo assim, este trabalho foi capaz de responder 

todas as perguntas que se propusera inicialmente: 

1) Fomos capazes de reconstruir não apenas uma, mas duas redes regulatória de 

neuroblastoma utilizando dados de expressão públicos, 2) que puderam ser utilizadas 

para analisarmos uma assinatura metastática e definir MAX como um dos reguladores 

mestres do fenótipo tumoral. 3) Observamos que a expressão de MAX correlacionou 

com o desfecho de pacientes de neuroblastoma, validando seu papel como possível 

biomarcador. 4) Por último, verificamos que o conteúdo de MAX estava aumentado 

durante a diferenciação de células de neuroblastoma, indicando seu provável papel na 

progressão da doença. 

 

5.2 Considerações finais e perspectivas 

Ao longo deste trabalho, observamos o possível papel de MAX na progressão de 

neuroblastoma. Entretanto, algumas perguntas ficaram em aberto e deverão ser 

respondidas em um futuro próximo. Primeiro, se o mecanismo que postulamos está 

correto, por que a expressão de MAX não correlacionou com o desfecho dos pacientes 

da terceira coorte de sobrevivência? Outros fatores não tão evidentes devem ser levados 

em conta antes de adotarmos esse gene como um marcador. Além disso, também há o 

papel dos fatores TFEC e ZNF101, que foram apontados como reguladores mestres da 

progressão dessa doença. A expressão de TFEC foi capaz de discriminar pacientes de 
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câncer de pulmão quanto a sua sobrevivência, sugerindo que esse gene deve ser alvo de 

estudos futuros. Por último, devemos entender exatamente qual o papel de MAX na 

diferenciação neuronal. Vimos que ele está aumentado no decorrer do processo, mas 

não há como implicar seu papel diretamente. Serão necessários estudos de ganho e 

perda de função para que entendamos mais profundamente seu funcionamento. 
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ANEXO I – Artigo publicado durante o período do Mestrado 

 

DIFFERENTIAL EVOLUTIONARY CONSTRAINTS IN THE EVOLUTION OF 

CHEMORECEPTORS: A MURINE AND HUMAN CASE STUDY17 

Ricardo D’Oliveira Albanus, Rodrigo Juliani Siqueira Dalmolin, José Luíz Rybarczyk-

Filho, Mauro Antônio Alves Castro, José Cláudio Fonseca Moreira 

  

                                                      
17 Artigo publicado no periódico The Scientific World Journal (doi: 

http://dx.doi.org/10.1155/2014/696485) em janeiro de 2014; vol. 2014, Article ID 696485. 
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