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RESUMO 

 

 

O sarcoma de Ewing é um tumor altamente agressivo que afeta ossos e tecidos moles. 

Ele acomete principalmente crianças e adultos jovens. Em torno de 88% a 95% dos casos 

verifica-se a ocorrência de uma translocação entre o gene EWS (lócus 22q12) e dois membros 

da família do fator de transcrição ETS: o FLI1 (11q24) ou o ERG (21q22). A translocação mais 

frequente envolve os genes EWS e FLI1. Esta translocação leva à formação do fator de 

transcrição quimérico aberrante EWS/FLI1. O fator EWS/FLI1 regula o promotor do gene 

NR0B1 através de uma ligação direta a sequências de microssatélites GGAA. Nosso objetivo foi 

identificar e descrever a estrutura molecular de motivos GGAA no promotor de NR0B1 em 

pacientes com Sarcoma de Ewing não relacionados e não afetados da população sul brasileira.  

Foram identificados 21 alelos diferentes em 224 indivíduos estudados. Todos os alelos tiveram, 

pelo menos, de 4 a 5 motivos consecutivos GGAA. O alelo 24.2, correspondente a sequência 

(GGAA)7A(GGAA)7A(GGAA)10, foi o mais freqüente em nossa população, estando presente em 

50,4% de todos os indivíduos. O alelo 24.2 pode estar associado ao desenvolvimento do 

Sarcoma de Ewing, dado que sua frequência foi significativamente mais alta entre afetados. 

Diferenças na configuração global dos microssatélites GGAA no promotor de NR0B1 (em 

relação à tamanho, sequência, quantidade e posição das repetições GGAA e inserções de base 

única ‘A’) podem resultar em diferente susceptibilidade ao sarcoma de Ewing. Tais resultados 

poderão fornecer subsídios para uma melhor compreensão da tumorigênese. 
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ABSTRACT 

 

 

Ewing´s sarcoma is a highly aggressive tumor of bone and soft tissues. It affects mainly 

children and young adults. In about 88% to 95% there is the occurrence of a translocation 

between the EWS gene (22q12 locus) and two members of ETS transcription factors family: 

FLI1 (11q24 locus) or ERG (21q22). The most common translocation involves gene EWS 

and FLI1. This translocation leads to the formation of EWS/FLI1chimeric aberrant transcription 

factor. The EWS/FLI1 regulates the NR0B1 gene promoter through a direct binding to GGAA 

microsatellites sequences. Our objective was to identify and describe the molecular structure 

of GGAA motifs in NR0B1 promoter in unrelated Ewing's Sarcoma patients and healthy subjects 

from South Brazilian population. Were identified 21 different alleles in the 224 subjects. All 

alleles had at least 4 to 5 consecutive GGAA motifs. The 24.2, corresponding to 

(GGAA)7A(GGAA)7A(GGAA)10 sequence, was the most frequent in our population, being present 

in 50.4% of subjects. Allele 24.2 could be associated to Ewing's sarcoma development since it 

was significantly more frequent among patients. Differences in the global configuration of 

NR0B1 promoter GGAA microsatellites (size, sequence, amount and position of GGAA repeats 

and single 'A' base insertions) could result in differences in Ewing's sarcoma susceptibility. 

These results would provide insights for the understanding of tumorigenesis. 
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CAPÍTULO 1 - APRESENTAÇÃO DO TEMA 

 

 

 INTRODUÇÃO 

 

 

 1- Sarcoma de Ewing 

 

A família de Tumores de Ewing compreende um espectro de neoplasias de células 

neuroectodérmicas primitivas que acometem primariamente o tecido ósseo e tecidos moles 

(Ferman S. Família de Tumores de Ewing: sarcoma de Ewing e Tumores Neuroectodérmicos 

Primitivos Periféricos; Askin. Disponível em: 

http://www.inca.gov.br/conteudo_view.asp?id=345. Acesso em: julho de 2010). O sarcoma de 

Ewing ósseo corresponde a 87% dos tumores classificados dentro dessa família, seguido do 

sarcoma extra-ósseo (8%) e do tumor neuroectodérmico primitivo periférico (5%) (Horowitz et 

al., 1997). 

O sarcoma de Ewing foi primeiramente descrito por James Ewing em 1921 como um 

endotelioma difuso de osso e, atualmente, é considerado altamente maligno e metastático 

(Randall et al., 2010). É o segundo tumor ósseo mais comum de ocorrência em crianças, 

adolescentes e jovens adultos, representando de 10–15% de todos os tumores ósseos 

primários (Huvos, 1991; Burchill, 2003). 

 Este sarcoma pode afetar qualquer osso, mas os locais mais comuns são as 

extremidades inferiores (45%), seguido pela pélvis (20%), extremidades superiores (13%), 

esqueleto axial e costelas (13%), e face (2%) (Grier, 1997; Burchill, 2003). O fêmur é o osso 

mais frequentemente afetado, no entanto, qualquer região óssea pode ser acometida (Burchill, 

2003). É um sarcoma ligado à etnia, tendo uma distribuição desigual, com 96% dos casos 

ocorrendo em caucasianos, 1,8% em africanos e 2,2% em outras raças (Parkin et al., 1993). 

A incidência do sarcoma de Ewing é menor que 1 em um milhão nas populações do 

Leste e Sudeste Asiático, países Africanos e em Afro-Americanos. Taxas intermediárias de 1-2 

em um milhão são encontradas em Cuba, Porto Rico e em populações hispânicas dos Estados 

Unidos. Nos países ocidentais, a incidência na população caucasiana é de cerca de 2-3 em um 

milhão (Tortajada et al., 2005). 

Para este sarcoma, um grande fator prognóstico é a presença ou a ausência de 

metástase. Entretanto, a detecção da doença disseminada é baseada no estudo de imagens 

que apenas revelam lesões macroscópicas, e/ou análise histológica da medula óssea, que é 

limitada pela falta de marcadores específicos para as células com sarcoma de Ewing (Fidelia-

Lambert et al., 1999). Sendo assim, marcadores cromossômicos seriam de grande ajuda para 

um diagnóstico preciso. 
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2- Causas moleculares 

 

Em torno de 88% a 95% dos casos verifica-se a ocorrência de uma translocação entre o 

gene EWS (lócus 22q12) e dois membros da família do fator de transcrição ETS: o FLI1 

(11q24) ou o ERG (21q22) (Zucman-Rossi et al., 1997; Rerin, 2000). A translocação mais 

frequênte envolve os genes EWS e FLI1, a qual ocorre em aproximadamente 85% dos casos, 

seguidas pela translocação do EWS com o gene ERG, a qual ocorre em cerca de 5-10% dos 

casos (Figura 1) (Delattre et al., 1992; Sorensen et al., 1993; Zucman et al., 1993; Ozaki et 

al., 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
Figura 1: Tabela retirada do artigo de Burchill (2003) que mostra as diferentes translocações 
cromossômicas envolvendo o gene EWS. 
 

 

A fusão entre os genes membros das famílias EWS e ETS, decorrente da translocação, é 

um evento oncogenético chave que ocorre nos tumores Ewing. O resultado é a formação de 

um fator de transcrição quimérico aberrante a partir da ligação do aminoácido terminal do 

EWS, que se apresenta como um fator ativador da transcrição, com a região carboxi-terminal 

de FLI1 ou ERG (Delattre et al., 1992; Guillon et al., 2009). Esse fator de transcrição aberrante 

regula genes envolvidos no fenótipo tumorigênico do sarcoma de Ewing e apresenta uma 

atividade transcricional aumentada quando comparado ao normal FLI1 (Burchill, 2003; 

Gangwal et al., 2008). 

Segundo Lin et al. (1999), formas alternativas dos genes quiméricos existem devido às 

variações dos locais de quebra cromossômica do EWS e FLI1, resultando em um grande 

número de translocações diferentes, ocasionando um grupo heterogêneo de translocações. A 
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forma mais comum, designada 'Tipo 1', consiste nos primeiros 7 exons do EWS unidos com 

exons 6-9 do gene FLI1, que ocorrem em aproximadamente 60% dos casos (Figura 2). Dessa 

forma, Ginsberg et al. (1999) investigaram se dois produtos de fusão dos genes alternativos, 

EWS/FLI1 e EWS/ERG, definiriam diferentes características clínicas. Entretanto, de acordo com 

os resultados obtidos, nenhuma diferença clínica significativamente diferente foi observada 

entre os dois grupos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Representação da forma mais comum dos locais de quebra e fusão dos genes EWS 
e FLI1 (gravura reproduzida da publicada por Burchill, 2003). 
 

 

 Na família dos tumores do Ewing também podem ocorrer outras variantes (Figura 3), 

mas em menor escala. Num pequeno grupo de tumores (menos de 10%), ocorre fusão entre o 

gene EWS e outros membros da família ETS: ETV1, E1A3, EIAF e FEV, além de translocações 

mais complexas que envolvem múltiplos cromossomos como t(11;14;22)(q24;q11;q12) e 

t(10;11;22)(p11.2;q24;q12) (Zucman-Rossi et al., 1997; Fidelia-Lambert et al., 1999; 

Burchill, 2003). Outras anormalidades cromossômicas têm sido descritas, entretanto elas são 

menos frequentemente descritas do que os rearranjos com os genes EWS-ETS e suas 

implicações clínicas são menos entendidas. Elas consistem em aberrações tanto numéricas 

quanto estruturais, incluindo ganho dos cromossomos 8 e 12, translocação desbalanceada 

t(1;16), e deleções no braço curto do cromossomo 1 (Mugneret et al., 1988; Armengol et al., 

1997; Kovar et al., 1997; Zielenska et al., 2001; Burchill, 2003). 
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Figura 3: Variantes de anormalidades cromossômicas encontradas em pacientes portadores 
de sarcoma de Ewing (Burchill, 2003). 
 

 

3- Tipo de herança e predisposição ao sarcoma de Ewing 

 

Apesar de algumas causas moleculares já terem sido descritas em relação ao sarcoma 

de Ewing, pouco ou quase nada se sabe sobre o tipo de herança dessa doença. Este tipo de 

câncer já foi descrito entre irmãos, porém esse fato é bastante raro e essa doença parece não 

fazer parte das síndromes de câncer familial (Hutter et al., 1964; Zamora et al., 1986; 

Burchill, 2003). De acordo com Randall et al. (2010), casos de pacientes afetados pelo 

sarcoma de Ewing são reportados, na maioria das vezes, como sendo isolados, no entanto 

existem três citações de ocorrências publicadas em relação à irmãos serem portadores de 

Ewing e, interessantemente, todos envolvendo indivíduos do sexo feminino. O fato de 

existirem irmãos, portadores do sarcoma de Ewing pode implicar uma leve, mas sugestiva 

contribuição da genética herdada para o risco de desenvolver a doença (Randall et al., 2010). 

Outra informação sugestiva de contribuição da genética para o sarcoma de Ewing pode 

ser observada devido ao fato de populações Afro-Caribenhas e Chinesas serem menos 

frequentemente afetadas do que a populações de etnia caucasiana, o que revelaria o efeito de 

um backgroud genético e de frequências alélicas de suscetibilidade diferencial e dependente da 

origem étnica (Joyce et al., 1984; Zamora et al., 1986; Burchill, 2003; Randall et al., 2010). 

Entretanto, devido à dificuldade de se obter DNA genômico direto de células tumorais Ewing 

para realização de análises mais refinadas, e também se levando em conta o número limitado 

de publicações a respeito desses casos, as contribuições ambientais à herança genética devem 
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ser consideradas no momento de se atribuir as probabilidades de ocorrência do sarcoma de 

Ewing.  

Zucman-Rossi et al. (1997) investigaram a especificidade étnica do sarcoma de Ewing 

analisando possíveis variações inter-étnicas da região de quebra do gene EWS, e encontraram 

uma rara deleção de repetições Alu raça-específica no intron 6, que ocorreu exclusivamente 

em negros. De acordo com este trabalho, o intron 6 no gene EWS apresenta uma grande 

densidade de elementos Alu (65%), mas em indivíduos de origem africana o tamanho deste 

intron diminui em cerca de 50% como resultado de uma recombinação homóloga entre duas 

sequências Alu (Zucman-Rossi et al., 1997; Ozaki et al., 2002). A variabilidade das repetições 

Alu pode estar envolvida na estabilização e na estruturação dos cromossomos. 

Este resultado poderia sugerir que a presença do alelo mutante mais recente (mutação 

derivada ocorrida apenas entre indivíduos da população negra africana) pode explicar a 

proteção genética dos negros africanos ao sarcoma de Ewing. Na avaliação analítica se deve 

levar em conta que no trabalho de Zucman-Rossi et al. foram estudados mais indivíduos 

negros africanos que brancos europeus, e que a mutação derivada (mais recente) se 

apresentou em somente 8% dos indivíduos oriundos da população negra. Dessa forma, apenas 

um pequeno número de indivíduos estaria protegido, não sendo essa a única ou verdadeira 

razão para explicar a discrepância étnica da incidência do sarcoma de Ewing.  

Outra análise revela que a maioria das translocações observadas nos portadores de 

sarcoma de Ewing ocorre no intron 7 do gene EWS, e não no intron 6, onde estão as inserções 

Alu, não explicando completamente, portanto, o papel da variabilidade Alu na diferença racial 

observada para prevalência do tumor. Sendo assim, outros elementos genéticos deverão poder 

explicar a incidência desproporcional do sarcoma de Ewing em relação à etnia (Zucman-Rossi 

et al., 1997; Kovar, 1998). 

 

 

 4- Gene EWS 

 

 Esse gene tem como símbolo oficial EWSR1 (Ewing sarcoma breakpoint region 1 - Homo 

sapiens) e está localizado no cromossomo 22 na banda citogenética 12.2 (GeneID 2130) (EWS 

Homo sapiens. Disponível em: 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=EWS+homo+sapiens. Acesso em: maio de 2010). 

O gene EWS tem cerca de 33 kb de DNA e 17 exons, sendo que os primeiros 7 exons 

codificam o domínio N-terminal, e os exons 11, 12 e 13 codificam um domínio para ligação de 

RNA. Esse gene codifica uma proteína multifuncional que está envolvida em vários processos 

celulares, incluindo expressão gênica, sinalização celular e processamento e transporte de 

RNA. Translocações cromossomais entre esse gene e vários genes que codificam fatores de 

transcrição resultam na produção de proteínas quiméricas que estão envolvidas na 

tumorigênese, como no caso do sarcoma de Ewing. Splicing alternativos neste gene resultam 
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em múltiplas variantes transcritas (Figura 4) (EWSR1. Disponível em: 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2130. Acesso em: maio de 2010). 

 

 

 

Figura 4: Representação do gene EWS e suas variantes transcritas (A) e do seu contexto 
genômico (B) (EWSR1. Disponível em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2130. Acesso em: 
março de 2012). 
 

 

 5- Gene NR0B1 

 

Esse gene tem como símbolo oficial NR0B1 (Nuclear receptor subfamily 0, group B, 

member 1 - Homo sapiens) e está localizado no cromossomo X na banda citogenética 21.3 

(GeneID 190) (Figura 5) (NR0B1 Homo sapiens. Disponível em: 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=NR0B1+homo+sapiens. Acesso em: agosto de 

2010). 
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Figura 5: Representação do gene NR0B1 e suas variantes transcritas (A) e do seu contexto 
genômico (B) (NR0B1. Disponível em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/190. Acesso em: 
março de 2012). 

 
 

O gene NR0B1 (lócus Xp21.3) tem aproximadamente 5 kb de DNA e dois exons. Esse 

gene codifica uma proteína que possui um domínio de ligação ao DNA. A proteína codificada 

age como um domínio regulador negativo da transcrição. Esta proteína também funciona como 

um fator anti-testis, agindo antagonicamente ao gene SR-Y. Mutações no NR0B1 podem levar 

ao desenvolvimento de hipoplasia congênita adrenal ligada ao X juntamente com 

hipogonadismo hipogonadotrófico. O NR0B1 possui sequências de microssatélites (GGAA)n 

aonde se liga o fator de transcrição quimérico aberrante produzido pelo gene EWS/FLI1. O 

número de sequências microssatélites parece influenciar na afinidade de ligação deste fator e, 

consequentemente, afetar o desenvolvimento do sarcoma de Ewing (Kinsey et al., 2006). 

 

 

 

 

 



  15

 6- ETS e EWS/FLI1 no sarcoma de Ewing 

 

 As proteínas ETS são extremamente importantes no desenvolvimento de tumores 

humanos (Numm  et al., 1983; De Taisne et al., 1984). Muitos membros da família dos ETS se 

ligam a sequências de DNA contendo motivos principais GGAA (ou GGAT em alguns casos). 

Sequências que flanqueiam o núcleo GGAA contribuem com a afinidade e especificidade das 

interações (Seth & Watson, 2005; Sharrocks, 2001; Szymczyna & Arrowsmith, 2000).  

 O tumor de Ewing foi o primeiro tumor no qual se demonstrou que os membros da 

família ETS estavam envolvidos em translocações cromossomais, sendo assim, serviu de 

paradigma para cânceres guiados por ETS (Guillon, 2009). Como já mencionado, na maioria 

dos casos do sarcoma de Ewing, essa translocação ocorre entre os cromossomos 11 e 22, 

levando a formação do fator de transcrição quimérico aberrante EWS/FLI1 (Delattre et al., 

1992; Guillon et al., 2009). Vários procedimentos experimentais têm demonstrado que os 

fatores ETS se ligam a sequências ricas em purinas com núcleo GGAA/T (Mao  et al., 1994; 

Ray-Gallet  et al., 1995; Shore & Sharrocks, 1995; Szymczyna & Arrowsmith, 2000), de forma 

que, atualmente, é amplamente aceito que o potencial oncogênico do EWS/FLI1 é, no mínimo, 

parcialmente mediado pela modulação da expressão de alvos transcricionais (Janknecht , 

2005).  

 O EWS/FLI1 desempenha um papel crítico no estabelecimento e na manutenção do 

fenótipo tumorigênico nas células portadoras do sarcoma de Ewing (Kinsey et al., 2006; Smith, 

el al., 2006; Ouchida et al., 1995; Owen & Lessnick, 2006; Prieur et al., 2004). Segundo 

Guillon et. al. (2009), o EWS/FLI1 usa os microssatélites que contém a sequência GGAA para 

regular alguns de seus genes alvo, incluindo seu alvo oncogenético chave, o gene NR0B1. De 

fato, o EWS/FLI1 regula o promotor do gene NR0B1 através de uma ligação direta com a 

sequência de microssatélites GGAA (Garcia-Aragoncillo et al. 2008; Gangwall et al. 2008). De 

forma interessante, a correlação foi observada entre o número de blocos de repetição GGAA e 

o nível de expressão do NR0B1, reforçando a hipótese de que vários monômeros de EWS/FLI1 

podem estar cooperando com uma região rica em GGAA (Garcia-Aragoncillo et al. 2008). 

 De acordo com Guillon et al. (2009), a ligação in vivo do EWS/FLI1 às sequências 

repetidas de GGAA demonstra uma preferência de ligação por regiões de nove ou mais 

repetições, e tais resultados apontam à grande contribuição dos elementos microssatélites 

GGAA a regulação dos genes alvo pelo EWS/FLI1. Não obstante, recentes estudos demonstram 

um novo papel para os microssatélites no câncer humano e sugerem um mecanismo exclusivo 

para a regulação dos fatores de transcrição ETS de genes alvo (Gangwall et al. 2008, Guillon 

et al. 2009 e Garcia-Aragoncillo et al. 2008).  
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7- Objetivos 

 

 O objetivo deste estudo foi analisar as sequências de microsatélites (GGAA)n presentes 

no promotor do gene NR0B1 em indivíduos afetados e não-afetados pelo sarcoma de Ewing. 

Especificamente, foram as intenções:  

1. Identificar o número de repetições microssatélites (GGAA)n presentes na sequência do 

promotor do gene NR0B1 em indivíduos afetados pelo sarcoma de Ewing em indivíduos 

não-afetados pelo sarcoma de Ewing pertencentes à população do Rio Grande do Sul. 

2. Criar a escada alélica de repetições microssatélites (GGAA)n presentes na sequência do 

promotor do gene NR0B1 na população estudada. 

3. Comparar as frequências alélicas entre o grupo de indivíduos afetados pelo sarcoma de 

Ewing e o grupo de indivíduos não-afetados não aparentados. 
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GGAA MICROSATELLITES IN NR0B1 PROMOTER:  ALLELE 

(GGAA)7A(GGAA)7A(GGAA)10 ASSOCIATED WITH EWING'S SARCOMA 

 

 

ABSTRACT 

Ewing´s sarcoma is a very aggressive tumor of bone and soft tissues that occurs mainly 

during childhood and early adulthood is caused by a recurrent chromosomal translocation that 

encodes EWS/FLI oncoprotein. EWS/FLI binds to GGAA microsatellites, located in the promoter 

of NR0B1 gene. Our objective was to identify and describe the molecular structure of GGAA 

motifs in NR0B1 promoter in unrelated Ewing's Sarcoma patients and healthy subjects from 

South Brazilian population. A total of 21 different alleles were identified in the 224 subjects. All 

alleles had at least 4 to 5 consecutive GGAA motifs. The 24.2 NR0B1 promoter allele 

[(GGAA)7A(GGAA)7A(GGAA)10 sequence] was the most frequent in our population being 

present in 50.4% of subjects. Allele 24.2 could be associated to Ewing's sarcoma development 

since it was significantly more frequent among patients. Differences in the global configuration 

of NR0B1 promoter GGAA microsatellites (size, sequence, amount and position of GGAA 

repeats and single 'A' base insertions) could result in differences in Ewing's sarcoma 

susceptibility. All these results will provide insights for the understanding of tumorigenesis. 

KEYWORDS: Ewing´s sarcoma, NR0B1, GGAA microsatellites, allele 24.2 

 

 

INTRODUCTION 

To develop new therapeutic approaches to a highly malignant disease as Ewing's 

Sarcoma is important and necessary to understand the molecular structure and the emergent 

properties that regulate the promoter of the gene NR0B11. This very aggressive soft tissues 

and bone tumor that occurs mainly during childhood and early adulthood and is caused by a 

recurrent chromosomal translocation that encodes EWS/ETS oncoproteins1,2,3. Ewing's sarcoma 

EWS/FLI, the most important EWS/ETS fusion, regulates a portion of target genes, including 

the critical oncogenic target NR0BI, via GGAA microsatellites in their promoter4,5. Because 

EWS/FLI is also key oncoprotein in various human cancers, Ewing's sarcoma serves as a 

paradigm for ETS-driven cancers4,6.  

The promoter of NR0B1 contains GGAA-microsatellites, consisting of multiple copies of 

GGAA core motif, with occasional insertions4,1. These GGAA-microsatellites were identified as 

EWS/ETS response elements in Ewing's sarcoma being necessary and sufficient for EWS/FLI-

mediated regulation of NR0B14. 

EWS/FLI protein binds in GGAA sequences and mechanistic studies demonstrated that 

the ability of EWS/FLI to bind DNA and modulate gene expression through these repetitive 

elements depended on the structure of GGAA motifs1,4. It was shown that it is not simply the 

absolute number of GGAA elements present in a construct that determine the microsatellite's 
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ability to function as an EWS/FLI response elements, but rather the number of consecutive (in 

tandem) GGAA repeats that is important7. Experimental analysis of DNA probes and promoter 

fragments with variable number of repeats indicated that at least 4 to 5 consecutive GGAA 

motifs are required for DNA binding and gene activation and that the efficiency of these 

processes increased with increasing numbers of repeats4. Additionally, it was demonstrated 

that the number of consecutive GGAA repeats as well as the position of the single 'A' base 

insertions will influence the binding of EWS/FLI oncoprotein to DNA1. 

Here our objective was to identify and describe the molecular structure of GGAA motifs 

in NR0B1 promoter in unrelated Ewing's Sarcoma patients and healthy subjects from South 

Brazilian population.  

 

MATERIALS AND METHODS 

The Ewing’s sarcoma patients (14 female; 10 male; 1 to 21 years old) were diagnosed 

in the Pediatric Oncology Department, Porto Alegre Clinic Hospital (HCPA), Rio Grande do Sul, 

Brazil. All the 24 clinic diagnoses were confirmed by medical imaging and biopsies studies. The 

control group consisted of 200 people without Ewing’s sarcoma, geographically matched to the 

patients. This study was approved by the Research Ethics Committee of each institution. All 

subjects included in this study gave informed consent. 

 Leukocyte DNA was amplified in a final volume of 25µl reaction containing 1-

10ng of DNA, 12.5µL of Master Mix Multiplex PCR Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany), 10 

pmol/µL of upstream and downstream primers and 5.0µL of Q Solution (QIAGEN GmbH, 

Hilden, Germany). PCR was performed on a Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems; Life 

Technologies, Foster, CA, USA) using predenaturation of 38 cycles of 94°C-60s, 57°C-90s and 

72°C-30s, and a final extension. The primers used to amplify the targeted regions (design 

using the Primer3 algorithm; http://frodo.wi.mit.edu/primer3) were 5' -

TCTTATGCTGAGAATTCCAGGTC-3' and 5'- AAGAAGAGGGAGGATGGGA-3'. Sequencing reactions 

were performed in ABI 3730xl DNA Analyzer (96 capillary type). Sequencing reactions were 

performed in the DNA Engine Tetrad 2 Peltier Thermal Cycler (BIO-RAD) using the ABI BigDye® 

Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Life Technologies, Foster, CA, 

USA), following the protocols supplied by the manufacturer. The sequencing had better results 

for forward single strand DNA, which was used for the proceeding analysis. In all sequences 

involved in this study we clearly discerned the forward primer followed by a beginning box, 

GGAA repeats, ending box and finishing with primer reverse (see model on Figure 1). All 

subjects investigated in this study had the same primers, beginning box and ending box 

sequences. 

 

RESULTS AND DISCUTION 

The same primers, beginning box and ending box sequences identification allowed us to 

be sure of the exact starting location of the GGAA repeats. With this accurate information, we 
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were able to identify the arrangement of GGAA motifs on NR0B1 promoter. A total of 21 

different alleles were identified in the 224 subjects, which were classified according to the 

amount and position of GGAA repeats and single 'A' base insertions (Table 1). The Table shows 

that all alleles had at least 4 to 5 consecutive GGAA motifs. Using Chi Square Test we 

compared patients (n=24) with controls (n=200) concerning NR0B1 promoter allele 

frequencies and total GGAA motifs, total of 'A' insertions, greater number of consecutive GGAA 

motifs, and total allele base pairs, but no significant differences were found (Figure 2). There 

was no significant difference between patients and controls even when we tested for the 

presence of alleles starting by (GGAA)5A (p=0.1124; Chi Square Test). The 24.2 NR0B1 

promoter allele [(GGAA)7A(GGAA)7A(GGAA)10 sequence] was the most frequent in our 

population, being present in 50.4% of all subjects (see Figure 2-A). Interestingly, we detected 

that 24.2 NR0B1 promoter allele rate was significantly higher in Ewing's sarcoma patients; this 

allele is present in 70.8% and 48.0% of patients and controls, respectively (p=0.0345; Chi 

Square Test). 

Different numbers of consecutive GGAA repeats on the length of NR0B1 promoter allow 

different configurations of EWS/FLI binding. In this work we investigated 224 subjects from 

South Brazil and reported 21 different NR0B1 promoter alleles by sequencing. We noticed an 

increasing expansion of GGAA motifs interposed by single 'A' bases in each 3 to 15 consecutive 

GGAA repeats extending by a length of 66 to 395bp of the NR0B1 promoter. Not only patients, 

but also controls had at least 4 to 5 consecutive GGAA motifs, which are required for EWS/FLI 

binding. In addition, we reported here that 24.2 NR0B1 promoter allele could be associated to 

Ewing's sarcoma development since it was significantly more frequent among patients. 

Because the 24.2 NR0B1 promoter allele has a particular structure, we are able to emphasize 

that the differences in the global configuration of NR0B1 promoter GGAA microsatellites (size, 

sequence, amount and position of GGAA repeats and single 'A' base insertions) could result in 

differences in Ewing's sarcoma susceptibility. Opportunely, should be interesting to analyze 

allele rates according Ewing's sarcoma medical evolution. All these results will provide insights 

for the understanding of tumorigenesis.  
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Figure 1.  Standard NR0B1 promoter allele with 25 GGAA repeats and two single insertions of 
'A' base to show the reference patterns used to know the other alleles; In black up: forward 
primer; In white up: beginning box; In gray: GGAA repeats allele; In white down: ending box; 
In black down: reverse primer.  
 
 

tcttatgctg agaattccag gtcctggaga agaagaaaaa gagaaagaaa
gagagagaga gaaggagtga gagagggagg gagggaggga gggagggagg
aaggaaggaa ggaaggaagg aaggaaagga aggaaggaag gaaggaagga
aggaaaggaa ggaaggaagg aaggaaggaa ggaaggaagg aaggaaggaa
aagaaacagc aaaaaaagaa agagggagga tggga

tcttatgctg agaattccag gtcctggaga agaagaaaaa gagaaagaaa
gagagagaga gaaggagtga gagagggagg gagggaggga gggagggagg
aaggaaggaa ggaaggaagg aaggaaagga aggaaggaag gaaggaagga
aggaaaggaa ggaaggaagg aaggaaggaa ggaaggaagg aaggaaggaa
aagaaacagc aaaaaaagaa agagggagga tggga
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Table 1. Different alleles by GGAA motifs in NR0B1 promoter. 
 

Allele 
Name* 

Total of 
GGAA 
motifs 

Total 
of 'A' 

insertions 

Greater 
number of 
consecutive 
GGAA motifs 

Total of 
base 

pairs** 

 
NR0B1 promoter allele sequences between beginning and ending boxes 

16.2 16 1 11 66 (GGAA)5A(GGAA)11 

17.2 17 1 12 70 (GGAA)5A(GGAA)12 

18.2 18 1 13 74 (GGAA)5A(GGAA)13 

19.2 19 1 14 78 (GGAA)5A(GGAA)14 

20.2 20 1 15 80 (GGAA)5A(GGAA)15 

21.2 21 2 8 86 (GGAA)7A(GGAA)6A(GGAA)8 

23.2 23 2 9 94 (GGAA)7A(GGAA)7A(GGAA)9 

24.2 24 2 10 98 (GGAA)7A(GGAA)7A(GGAA)10 

25.2 25 2 11 102 (GGAA)7A(GGAA)7A(GGAA)11 

26.2-A 26 2 12 106 (GGAA)7A(GGAA)7A(GGAA)12 

26.2-B 26 2 11 106 (GGAA)7A(GGAA)8A(GGAA)11 

26.2-C 26 2 11 106 (GGAA)8A(GGAA)7A(GGAA)11 

27.2-A 27 2 13 110 (GGAA)7A(GGAA)7A(GGAA)13 

27.2-B 27 2 12 110 (GGAA)8A(GGAA)7A(GGAA)12 

28.2 28 2 14 114 (GGAA)7A(GGAA)7A(GGAA)14 

38.3 38 3 13 (x2) 155 (GGAA)5A(GGAA)13A(GGAA)7A(GGAA)13 

57.6 57 6 12 234 (GGAA)5A(GGAA)10A(GGAA)8A(GGAA)4A(GGAA)12A(GGAA)9A(GGAA)9 

59.6 59 6 14 242 (GGAA)5A(GGAA)10A(GGAA)8A(GGAA)4A(GGAA)14A(GGAA)9A(GGAA)9 

60.5 60 5 15 245 (GGAA)5A(GGAA)10A(GGAA)11A(GGAA)15A(GGAA)9A(GGAA)10  

75.8 75 8 13 308 (GGAA)5A(GGAA)11A(GGAA)8A(GGAA)4A(GGAA)13A(GGAA)4A(GGAA)12A(GGAA)9A(GGAA)9 

96.11 96 11 13 395 (GGAA)5A(GGAA)11A(GGAA)6A(GGAA)11A(GGAA)11A(GGAA)5A(GGAA)8A(GGAA)3A(GGAA)10A(GGAA)10A(GGAA)5A(GGAA)9A(GGAA)13 

 
* The NR0B1 promoter alleles were named using the number of GGAA motifs followed by the number of single "A" insertions (see the second 
and third columns in this table); Letters -A, -B, and -C were used to discriminate the alleles when the "A" insertions were in different positions. 
** The number of base pairs was calculated considering the first nucleotide after the beginning box until the last nucleotide before the ending 
box (see model in Figure 1).  
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Figure 2. Comparison between patients (n=24; gray) with controls (n=200; black) concerning 
NR0B1 promoter allele data: A- allele frequencies, B- total of 'A' insertions, C- total of base 
pairs (up) and total of GGAA motifs (down), D- greater number of consecutive GGAA motifs. 
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CAPÍTULO 3 - CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

Através deste estudo foi possível identificar e descrever a estrutura molecular de 

motivos de repetição (GGAA)n na região promotora do gene NR0B1 em pacientes com 

sarcoma de Ewing não relacionados e indivíduos saudáveis da população do Rio Grande do Sul, 

Brasil. Com o presente estudo foi possível identificar um total de 21 alelos diferentes em 224 

indivíduos estudados. Estes alelos foram classificados de acordo com a quantidade e posição 

de motivos de repetição  GGAA e inserções de base única 'A' (adenina). O teste estatístico qui-

quadrado não revelou resultados significativos quando analisadas as frequências alélicas do 

promotor do gene NR0B1, entre os pacientes (n=24) e os controles (n=200). O alelo 24.2, 

correspondente a sequência (GGAA)7A (GGAA)7A (GGAA)10,  foi o mais frequente tanto na 

população dos pacientes quanto na população dos controles, estando presente em 50,4% de 

todos os indivíduos. Além disso, foi possível observar que a taxa do alelo 24,2 foi 

significativamente maior em pacientes com sarcoma de Ewing (70,8%) do que nos controles 

(48,0%). Através destes dados foi possível concluir que o alelo 24.2 pode estar associado ao 

desenvolvimento do sarcoma de Ewing. Levando-se em conta que a proteína quimérica 

aberrante EWS / FLI apresenta variabilidade de ligação ao DNA que depende da estrutura dos 

motivos de repetição GGAA (tamanho, sequência, quantidade e posição das repetições) além 

do local das inserções de base única ‘A’, podemos afirmar que estas configurações estruturais 

podem resultar em diferente susceptibilidade ao sarcoma de Ewing. Oportunamente, será 

interessante analisar as taxas de alelos de acordo com a evolução médica do sarcoma de 

Ewing.  

O entendimento de mecanismos oncogenéticos que envolvem membros da família ETS 

pode levar a novas perspectivas de diagnóstico, prognóstico e abordagens terapêuticas. O 

presente trabalho vem justamente corroboar com essas perspectivas. No entanto, para que se 

possa identificar a susceptibilidade de um indivíduo à doenças complexas, como o sarcoma de 

Ewing, se faz necessária a realização de abordagens envolvendo não só o gene NR0B1 mas 

também outras estruturas genicas como, por exemplo, segmentos polimórficos e mutados nos 

genes EWS e FLI. Uma análise conjunta da herança de cada paciente poderia incrementar 

resultados e conclusões que venham, em breve, impulsinar a ciência e facilitar o diagnóstico 

e/ou o prognóstico aos pacientes com sarcoma de Ewing. 

 O câncer sofre a interferência de múltiplos fatores. Diversos fatores externos e de 

fatores intrínsecos podem determinar simultaneamente a susceptibilidade de um indivíduo a 

essa doença complexa. Cada efeito externo e cada um dos genes herdados exercerão 

isoladamente um pequeno efeito, mas que cumulativamente definirá o desfecho da 

proliferação celular. O descontrole celular que leva ao tumor está, portanto, muito relacionado 

à herança genética que o indivíduo recebeu. Recentemente tem sido relacionada à presença de 

padrões no promotor do gene NR0B1 a uma resposta anormal celular. Os resultados obtidos 

no presente trabalho mostraram uma maior frequência do alelo 24.2 em pacientes com 
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sarcoma de Ewing. Considerando que a literatura experimental tem reportado que mutações 

no NR0B1 podem levar ao desenvolvimento de hipoplasia, é possível sustentar a possibilidade 

de que determinadas estruturas nesse gene possam influenciar o risco de um indivíduo. Apesar 

destes resultados, acredita-se estar longe a obtenção de uma resposta concreta sobre quais os 

reais fatores que desencadeiam a susceptibilidade ao sarcoma. Há ainda muito que se 

descobrir sobre o câncer de como o organismo humano responde aos diferentes fatores 

intrínsecos e extrínsecos, e por que algumas pessoas tendem a ter o mesmo desfecho clínico, 

mesmo não sendo encontrada associação estatística com os principais sinalizadores do câncer. 

Trabalhar com esta variante polimórfica do gene NR0B1 foi um empenho a mais na busca de 

desvendar parte do pequeno efeito que a herança genética pode ter sobre a tumorigênesis.  

 

 

 Com base nos objetivos deste trabalho, as conclusões foram que: 

 

 1- O número de repetições microssatélites (GGAA)n presentes na sequência do 

promotor do gene NR0B1 em indivíduos afetados pelo sarcoma de Ewing e em indivíduos não-

afetados pertencentes à população do Rio Grande do Sul foi de 3 a 15 consecutivas e 16 a 96, 

considerando as inserções de base 'A'. 

 2- A escada alélica de repetições microssatélites (GGAA)n presentes na sequência do 

promotor do gene NR0B1 na população estudada mostrou variar de 66 a 395 pares de bases, 

com 21 tipos diferentes de alelos. 

 3- Ao comparar as frequências alélicas entre o grupo de indivíduos afetados pelo 

sarcoma de Ewing e o grupo de indivíduos não-afetados não-aprentados foi observada uma 

frequência significativamente mais elevada do alelo 24.2 entre os pacientes. 
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ANEXO - CEP-PUCRS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


