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Resumo

Borim LNB. Estudo da expressdo de MYCN em neuroblastomas que ndo o amplifiquem:
correlacdo com estddios e relevancia como fator de progndstico [tese]. Sdo Paulo:

Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2005. 72p.

INTRODUCAO: A relevancia da expressio MYCN em neuroblastomas sem
amplificacdo, diferentemente do seu aumento quando amplificado, permanece
controverso. Neste trabalho, avaliou-se a relagdo do nivel de expressdo do transcrito
MYCN em neuroblastoma ndo amplificado com os fatores clinicos e bioldgicos de
prognéstico. METODOS: Neste estudo observacional realizado entre janeiro de 2000 e
dezembro de 2004, foram aferidos os valores do nivel de expressio MYCN em 29
amostras tumorais, pela técnica RQ-PCR, no Laboratério de Biologia Tumoral da
Fundacdo Pr6-Sangue de Sao Paulo. Seus resultados foram analisados em relacdo a
idade ao diagnéstico, ao estadiamento tumoral, ao grupo de risco, a ocorréncia de
recaida tumoral e de 6bito. RESULTADOS: Foram nove criangas com idade <1 ano e
20 com idade >1 ano, os valores da expressdo do transcrito MYCN variaram de 0,041 e
27,569, mediana 3,193. O estadiamento foi: quatro estddio 1; trés estddio 2; oito estadio
3 e 14 criangas estddio 4. Entre 20 criangcas com classificacdo patoldgica, 11 foram
favordveis e nove desfavordveis. Considerando a mediana dos valores expressos a
estratificacdo em grupos de risco com aumento da expressdo foram: cinco criangas
baixo risco; quatro risco intermedidrio e cinco alto risco. Grupos de risco sem aumento

da expressdo foram: duas criancas baixo risco; quatro risco intermedidrio e nove alto

risco. Vinte e oito criangas obtiveram remissd@o completa e entre elas 14 apresentaram



doenca progressiva, sendo que sete morreram. As varidveis clinicas e biolégicas nao
apresentaram freqii€éncias diferentes entre os grupos de risco sem e com aumento de
expressdo. Entre os grupo alto risco e ndo alto-risco as varidveis idade, recaida tumoral
e Obito apresentaram resultado com significado estatistico quando nédo se considerou o
valor da expressdo e quando ndo houve o seu aumento. Entre os grupos alto risco e nao-
alto risco com aumento da expressdo apenas a idade apresentou resultado com
significado estatistico. CONCLUSAO: Em criangas com estddio clinico nio avancado o
nivel de expressdo parece exercer uma relevancia clinica, sugerindo um efeito protetor

quanto menor for o aumento da expressao MYCN.



Summary

Borim LNB. Study of the MYCN expression in non-amplified neuroblastomas:
correlation with tumor states and relevance as a prognostic factor [thesis]. Sdo Paulo:

‘Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo™; 2005. 72p.

INTRODUTION: MYCN expression value in non-amplified neuroblastosmas remains
a controversial issue. In order to add contributions to this field, children with non-
amplified neuroblastomas were studied regarding their expression and correlation with
clinical and other biological factors. METHODS: Twenty nine tumor samples obtained
from non-consecutive patients admitted from January, 2000 through December, 2004,
had their MYCN transcript expression levels evaluated according to the RQ-PCR assay,
at the Tumoral Biology of Laboratory of the ‘Fundag@o Pr6 -Sangue Hemocentro de Sao
Paulo”, and compared to the following other factor: age at onset; tumor stage; risk-
group; tumoral relapse rate and death. RESULTS: nine under one-year-old children and
20 over one-year-old children, with MYCN transcription expression level between 0.041
and 27.569, mean 3.193. Four children were stage 1, three were stage 2, stage 3 in eight
and stage 4 in 14 children. In 20 patients with pathological classifications, 11 were
favorable and nine unfavorable histology. Children whose expression level was above
the mean were stratified as follows according to risk groups: five low-risk; four
intermediate-risk and five high-risk patients. The ones whose expression level was
under the mean were two low-risk, four intermediate-risk end nine high-risk patients.
Twenty eight children achieved complete remission, with 14 recurrences, with seven

deaths. The only factor associated to highly expressed MYCN patients was tumoral state.



CONCLUSION: In children with non-advanced-stage disease low levels of expression

might be a relevant favorable prognostic factor.



1 - INTRODUCAO

O prognéstico de paciente portador de neuroblastoma, a terceira neoplasia
maligna sélida mais comum em crianga até 15 anos, relaciona-se com alteragdes
genéticas adquiridas nas células tumorais. Devido a uma caracteristica bioldgica
agressiva é responsavel por aproximadamente 15% das mortes decorrentes de neoplasia
maligna em crianca até 15 anos (Bown, 2001; Brodeur, 2003).

Além das alteracdes genéticas numéricas e estruturais, alteragdes na expressao
de proto-oncogene relacionado com a diferenciacdo neuronal estdo sendo pesquisadas
(Alaminos et al, 2003). Entretanto, a complexidade das alteracdes podem impedir que
um determinado fator clinico ou bioldgico seja devidamente evidenciado (Mora et al,
2002; Schwan et al, 2003).

Quando o gene MYCN esta amplificado apresenta um aumento no nivel da
expressdo génica alterando a atuac@o de outros genes, comprometendo 0 mecanismo
normal de crescimento, diferenciagdo e apoptose celular (Brodeur e Seeger, 1986;
Hogarty, 2003; Van Noesel et al, 2003).

Quando a célula tumoral do neuroblastoma desenvolve maturacdo natural ou
quimica hd uma queda no nivel da expressio MYCN e o significado clinico,
diferentemente do seu aumento, permanece controverso (Hiyama et al, 2004). A
expressdo da proteina MYCN seria um fator de progndstico mesmo na auséncia da
amplificacdo do gene MYCN ? (Matthay, 2000; Spitz et al, 2004).

Estudos relacionados a expressio MYCN foram realizados baseando-se na

evidéncia de que o neuroblastoma é um tumor biologicamente heterogéneo e os grupos



de risco sdo determinados por fatores bioldgicos e clinicos (Brodeur et al, 1997;
Westermann e Schawn, 2002). Alguns autores relataram que a expressao do MYCN sem
amplificacdo € um fator de progndstico independente e esti correlacionado com a
evolucdo clinica desfavordavel da doenca (Chan et al, 1997). Estes resultados foram
reproduzidos ou ndo por outros autores (Nagakawara et al, 1992; Bordow et al, 1998;
Cohn et al, 2000). Diminui¢do da SLE na crianga com idade >1 ano, valor inexprimivel
da proteina MYCN em doenga avangada ou expressao relativamente alta com evolucdo
clinica favordvel poderiam indicar um fator adicional contribuindo no fenétipo tumoral,
por exemplo, a ativagdo do gene MYCN nio amplificado e com expressdo proteica
normal (Boon et al, 2001; Van Noesel e Versteeg, 2004).

Com o avango tecnoldgico hoje é possivel conhecermos o perfil génico de uma
célula (Pinho, 2005). Com isso, poderemos detectar quais genes atuam em um
mecanismo celular e se estdo associados a outros genes ou fatores (Schulte et al, 2005).

Alguns estudos foram desenvolvidos para analisarem a expressio MYCN na
célula do neuroblastoma e os genes que estariam ou ndo com aumento em sua expressao
(Boon et al, 2001; Krasnoselsky et al, 2004; Sugihara et al, 2004). Alguns trabalhos
avaliaram as expressdes gé€nicas em diferentes estddios ou em classificag@o histologica
favordvel e desfavoravel relacionando-as com o gene MYCN amplificado e ndo
amplificado (Kitanaka et al, 2002; Krasnoselsky et al, 2004).

Observou-se que o estddio tumoral tem um perfil génico que independe dos
outros fatores de progndstico (Krasnoselsky et al, 2004) e que tumor com histologia
favordvel tem um perfil génico distinto do tumor desfavoravel (Kitanaka et al, 2002).

A auséncia de amplificacdio do gene MYCN com um aumento relativo na

expressdo da proteina ou transcrito MYCN resultaria em um fator bioldgico ou clinico



significante? Somente o conhecimento relacionado a funcdo da expressio MYCN nos
mecanismos celulares poderéd esclarecer essa questao (Valent et al, 2002; Scott et al,

2003; Tanaka et al, 2004).



2 - OBJETIVOS

Os objetivos deste estudo sdo:
a) Analisar a relevincia da express@o do transcrito MYCN como elemento de
progndstico em pacientes com neuroblastoma sem amplificagdo;
b) Correlaciond-la com os estddios da doenca e fatores prognésticos clinicos, neste

mesmo grupo.



3 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

O neuroblastoma foi primeiro descrito por Virchow em 1863 como um glioma
da glandula adrenal e no inicio do século XX determina-se sua origem no tecido
nervoso simpético. A sua surpreendente capacidade de maturacio € estabelecida em
1927 (Lonergan et al, 2000).

A incidéncia americana do neuroblastoma em crianga menor de 15 anos € de oito
criancas/milhdo/ano, sendo a terceira neoplasia maligna sélida mais comum
representando 8% a 10% nessa faixa etdria, porém, corresponde a aproximadamente
15% das mortes decorrentes por neoplasia maligna na crianga até 15 anos, devido a sua
caracteristica bioldgica agressiva (Brodeur e Maris, 2002). A idade média ao
diagnostico € de 22 meses, podendo ocorrer também em recém-nascido e inclusive no
feto, sendo visualizado pela ultra-sonografia pré-natal (Lukens, 1999; Maris e Denny,
2002).

Como deriva da crista neural, a qual origina o sistema nervoso simpadtico, ele
pode ocorrer em qualquer local que contenha esse tecido, sendo mais freqiiente na
medula adrenal (35%), no retroperitoneo extra-adrenal (30%-35%) e no mediastino
posterior (20%). Outros locais s@o pescogo (1%-5%) e pélvis (2%-3%) (Joshi, 2000;
Maris e Denny, 2002; Camargo e Sredni, 2004). Aproximadamente 1% pode apresentar
doenga metastatica sem o local primério definido (Lonergan et al, 2000). Crianga com
idade >1 ano, doenca metastitica ao diagndstico e evolucdo clinica desfavordvel
representa 40% dos pacientes com neuroblastoma. Crianga <1 ano representa >10% dos

pacientes e podem apresentar regressdo espontinea completa com ou sem tratamento



quimioterdpico. Crianga com doenga baixo risco pode apresentar maturacdo espontanea

(incidéncia minima) ou induzida pela quimioterapia (Schwab et al, 2003).

3.1- Patologia

O neuroblastoma € descrito como um tumor de pequenas células redondas e
azuis e estudos imunohistoquimicos permitem a sua diferenciagdo com outros tumores
histologicamente semelhantes (Sinniah e D’Angio, 1996; Pinho, 2005). Sio
classificados em trés sub-tipos histoldgicos: neuroblastoma; ganglioneuroblastoma e
ganglioneuroma (Joshi, 2000).

Eles sdo tumores de maturacdo variada, derivados de células da crista neural
primordial que formam o sistema nervoso simpdtico. As células tumorais precursoras
podem permanecer indiferenciadas (neuroblastos) ou podem sofrer maturagcdo (células
ganglionares e de Schwann). Ele ¢ um tumor primariamente composto por células
indiferenciadas e quando totalmente composto por células maduras é denominado
ganglioneuroma. Como um grupo, eles definem um espectro de tumor
neuroectodérmico simpdtico, variando da forma imatura (neuroblastomas) para a
madura (ganglioneuroma). A presenca de tecido imaturo no neuroblastoma e no
ganglioneuroblastoma indica um potencial maligno; o ganglioneuroma € considerado
benigno (Sinniah e D’ Angio, 1996; Joshi, 2000).

‘The International Neuroblastoma Pathology Classification” (INPC) descreve
dois grupos de prognoéstico: favordvel e desfavordvel. Os fatores determinantes na
classificacdo sdo a idade ao diagndstico, a quantidade e tipo de estroma, o grau de

diferenciacdo tumoral e o indice de mitose:cariorrexia (MKI) (Shimada et al, 1999).



Em 1999 Shimada et al demonstraram que a idade é um fator de progndstico
critico na evolucdo morfolégica do neuroblastoma. O grau de diferenciacdo
neurobldstica, um dos indicadores morfoldgicos do neuroblastoma, tem valor de
progndstico dependente da idade, porque as células neurobldsticas com potencial de
maturacdo requerem um periodo de laténcia in vivo para demonstrarem
histologicamente esta diferenciacao.

A histologia favordvel apresenta uma seqiiéncia de matura¢do dependente da
idade ao diagndstico, iniciando no grau pouco diferenciado (idade <1 ano e 6 meses)
para o grau em diferenciagdo (<5 anos) (Joshi, 2000).

Hé uma correlagdo entre MKI e gene MYCN, sendo que MKI alto correlaciona-
se com amplificacdo do gene MYCN e o inverso ¢ verdadeiro. O aumento do indice
MKI corresponde a um aumento da cariorrexia, isto €, células tumorais apresentando
apoptose ou fragmentacio do DNA celular induzida pela enzima endonuclease
causando morte celular. Porém, € interessante notar que no neuroblastoma além do

aumento da cariorrexia, observa-se um aumento concomitante na taxa de mitose (Joshi,

2002).

3.2 — Estadiamento tumoral

Os critérios internacionais de diagndstico, estadiamento e resposta ao tratamento
foram revisados e reestruturados por Brodeur et al em 1993. De acordo com o novo
sistema de estadiamento denominado ‘International Neuroblastoma Staging System”
(INSS) o paciente classifica-se em um estddio que depende da abrangéncia da ressec¢do
cirdrgica, do acometimento de ganglios linfaticos abdominais em tumores irresecaveis e

da presenca de doenga disseminada.



Crianca com idade <1 ano, doenga disseminada e medula 6ssea contendo menos
de 10% de células neoplésicas, porém sem acometimento dsseo, € classificada como um
estadio especial (Brodeur et al, 1993). Segundo Pritchard e Hickman (1994) esse estddio
denomina-se IV-S e corresponde ao atual 4S no ‘INSS”. Foi descrito por Eva n’s et al
em 19917 e citados por Pritchard e Hickman (1994), sendo que nestes pacientes

ocorrem a maioria das regressdes espontaneas no neuroblastoma.

3.3 — Fatores de progndstico

Castleberry et al (1997) estabeleceram um consenso internacional de
estratificacdo em grupos de risco considerando as caracteristicas clinicas e biolgicas do
neuroblastoma. Em 2002 o ‘Pediatric Oncology Group (POG)” e o ‘Children’s Cancer
Group (CCGQG)” unificaram-se formando o ‘Children’s Oncology Group (COG)” e
revisaram esse sistema de estratificacdo anterior considerando os fatores de progndstico.
Atualmente, € descrito como ‘COG Risk Stratification System” e estratifica o paciente
em um dos trés grupos de risco, considerando os fatores clinicos e bioldgicos de
prognoéstico: idade ao diagndstico e estadiamento tumoral; classificagdo patoldgica,

indice de DNA e amplificagdo do gene MYCN (Brodeur e Maris, 2002).

® A proposed staging for children with neuroblastoma: Children’s Cancer Study Group A. Cancer. 1991;27:3774-78.



a) Fatores clinicos

A idade ao diagnéstico é um fator de progndstico bem estabelecido e estd
associado ao estadiamento tumoral. Os indicadores clinicos desfavordveis sdo crianga
com idade >1 ano e/ou doenga avancada (Bown, 2001). Entre as caracteristicas
favordveis estdo crianca com idade <1 ano com uma das seguintes caracteristicas
bioldgicas: hiperdiploidia, histologia favordvel, estddio 1, 2 e 3 e estddio 4 sem
amplificacdo do gene MYCN (Look et al, 1984; Shimada et al, 1999; Schmidt et al,
2000).

Entretanto, crianca com idade >1 ano e doenca avangada (estddio 4), na maioria
das vezes, apresenta uma evolucio clinica desfavoravel com resisténcia a quimioterapia
e alta taxa de morte e independe da amplificacio do gene MYCN. Caracteristicas
genéticas e bioldgicas sdo fatores desfavordveis nesse grupo de criangas, tais como,
alteracdo genética numérica (diploidia e tetraploidia), delecdo e ganho do cromossomo 1
e 17 (dele¢@o 1p e ganho 17q) e perda da heterogozidade do cromossomo 1 (1p LOH)
(Schwab et al, 1996; Brodeur et al, 1997; Abel et al, 1999; Lastowska et al, 2001;
Bown, 2001; Westermann e Schwab, 2002; Brodeur, 2002; Van Noesel e Versteeg,
2004).

O mecanismo celular que leva a regressdo espontanea no estddio 4-S com
doenca disseminada ndo estd determinado, algumas alteracdes sugerem um mecanismo
de morte celular por degeneracdo autofiagica, no entanto, o desaparecimento de células
neopldsicas e a ndo transformacdo ganglioneuromatosa sugerem um mecanismo de

apoptose (Matsunaga et al, 2000; Kitanaka et al, 2002; Van Noesel et al, 2003).
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b) Fatores biol6gicos

Entre os fatores bioldgicos ja estabelecidos estdo a histologia tumoral, o indice
de DNA e a amplificacdo do gene MYCN (Schwab, 2003).

I) Classificagdo Patoldgica

E um fator de prognéstico amplamente reconhecido e depende da idade e do
estadiamento tumoral (Lastowska et al, 2001).

A associacdo entre a classificacdo patoldgica de progndstico e o gene MYCN
distingue quatro sub-tipos de tumores: favordvel - ndo amplificado e favordvel -
amplificado; desfavoravel - ndo amplificado e desfavordvel - amplificado (Goto et al,
2001).

Tumor com classificagdo desfavordvel ndo apresenta diferenciacdo neurobldstica
e independe da idade, mas a evolucdo clinica depende da idade. Criangas com idade <1
ano e 6 meses apresentam melhor prognéstico quando comparado com a de outra idade.
Tumor ndo amplificado favoravel, estadio 1, 2 ou 4-S apresenta boa evolucgdo clinica
(Goto et al, 2001). No tumor com amplificagdo a classificacdo favordvel € especifica
para crianga <1 ano e 6 meses.

II) Contetdo celular de DNA (DNAI)

O conteddo celular de DNA estabelece dois tipos de tumores: os dipldides (+
45%) e os tripldides (= 55%). Quando o tumor apresenta regressdo espontinea e/ou
amadurecimento espontineo, geralmente, € tripldide (Van Noesel e Versteeg, 2004).

A presenca de célula tumoral hiperdipléide é um fator de progndstico
dependente da idade do paciente. O valor de progndstico da ploidia inexiste apds a
idade >2 anos. Provavelmente, a causa estd no fato de que crianca <1 ano tem um ganho

cromossdmico sem rearranjo estrutural e tal fato ndo ocorre em crianca com idade >2
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anos (Brodeur, 2003). Crianca com idade <1 ano, com qualquer estddio tumoral e DNAi
>1 tem uma resposta terap€utica melhor do que a com DNAi =1 (Look et al, 1984).
III) Amplifica¢do do gene MYCN

Entre o marcadores bioldgicos a amplificacio do gene MYCN, descrita por
Seeger et al em 1985, tem importancia bem estabelecida, relevincia amplamente aceita
e independe de fatores clinicos (Westermann e Schwab, 2002; Brodeur, 2003; Schwab
et al, 2003). Aproximadamente 30% dos tumores primdrios apresentam amplificacdo do
gene MYCN (Seeger et al, 1985).

O gene MYCN esta localizado no locus 24 da porgdo distal do brago curto do
cromossomo 2 (2p24) e sua amplificacdo corresponde citogeneticamente aos corpos
cromatinicos ‘double -minute (dmin)” e as ‘homogeneously staining regions (hsr)”
visualizadas em determinados neuroblastomas (Brodeurs e Seeger, 1986; Schwab,
2004).

Em decorréncia da amplificacio génica ocorre um aumento no nivel da
expressio MYCN e a seqiiéncia de codificacdo desta proteina, ou seja, a atividade
biolégica da proteina MYCN se mantém tanto na célula normal como na tumoral
(Camargo e Sredni, 2004; Schwab, 2004). O perfil génico de células da linhagem do
neuroblastoma demonstraram que a proteina MYCN atua no crescimento celular através
de genes envolvidos na sintese proteica e na biogénese dos ribossomos (Boon, 2001;
Camargo e Sredni, 2004).

No neuroblastoma a amplificacdo do gene MYCN estd associada com alteracdes
genéticas estruturais, sendo freqiiente a delecdo 1p, o ganho 17q e células tetrapldides

ou dipléides (Camargo e Sredni, 2004; Van Noesel e Versteeg, 2004).
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IV) Outros fatores

A delecdo do 1p é uma das alteragGes estruturais mais freqiientes no
neuroblastoma ocorrendo em aproximadamente 30% dos casos. No neuroblastoma,
segundo Bader et al (1991)(*) citados por Schwab et al (1996), ocorre uma supressao da
tumorogenicidade em decorréncia da transferéncia do braco curto desse cromossomo.
Embora existam varios locais de quebra no cromossomo 1, a delecdo da porc¢do distal do
brago curto deste cromossomo (del 1p) é observada na maioria dos casos e estd
relacionada com evolugao clinica desfavoravel (Schleiermacher et al, 1994; Schwab et
al, 1996; Maris et al, 2001; Brodeur, 2003).

O ganho do cromossomo 17, particularmente 17q, € freqlientemente observado
sendo que o ganho de todo cromossomo esta associado com tumor estiddio 1 e 2,
enquanto o ganho parcial (17q) estd associado com doenga avangada (Westermann e
Schwab, 2002).

A associacdo da delecio Ip com o ganho 17q existe num tumor sem
amplificacdo, porém, a amplificacdo ndo ocorre sem a del 1p com o ganho 17q,
sugerindo que a amplifcacdo € um evento tardio. A presenca de dele¢do 1p com o ganho
17q e amplificacdo do MYCN ocorrem em crianca >1 ano, doenga avangada e evolucio

clinica desfavoravel (Abel et al, 1999; Lastowska et al, 2001).

® Dissociation of supression of tumorigenicity and diferentiation in vitro effectedby transfer of single human chromosomes into
human neuroblastoma cells. Cell Growth Diff. 1991;2:245-55.
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O aumento no nivel da expressdo do receptor TrkA para neurotrofina relaciona-
se com o evolucdo celular para uma diferenciacdo ou apoptose, inversamente o do
receptor TrkB relaciona-se com o aumento de resisténcia as drogas e aumento da
angiogé€nese (Naragawara et al, 1993; Castleberry, 1999; Eggert et al, 2000; Ho et al,

2002; Brodeur, 2003; Shimada et al, 2004 ).
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4 - METODOS

4.1 — Casuistica

a) Local do estudo

Este estudo realizou-se no Laboratério de Biologia Tumoral da Fundacdo Pro-
Sangue do Hemocentro de Sdo Paulo onde foram analisadas 32 amostras tumorais de
pacientes portadores de neuroblastoma ou ganglioneuroblastoma, sem amplificagdo do

gene MYCN.

b) Delineamento do estudo
Estudo observacional de coorte em marcador genético de pacientes portadores

de neuroblastoma ou ganglioneuroblastoma.

c¢) Populac@o e periodo de estudo
Foram incluidas 29 criancas com diagndstico de neuroblastoma ou
ganglioneuroblastoma no periodo de 01 de janeiro de 2000 a 30 de dezembro de 2004,

que atenderam aos critérios de inclusdo e exclusao.

d) Critérios de inclusao
I) Criancas portadoras de neuroblastoma ou ganglioneuroblastoma documentado
II) Idade inferior a 15 anos

IIT) Estadios 1, 2, 3,4 e 4S
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IV) Sem amplificacdo do gene MYCN

V) Termo de consentimento devidamente assinado

e) Critérios de exclusdo
I) Criancas portadoras de ganglioneuroma

II) Amostra tumoral obtida exclusivamente em puncao de medula éssea

f) Dados de interesse do estudo

Os dados coletados que identificaram o paciente, o tumor, a terapia e a evolugio
clinica foram:
I) Paciente: nome completo, sexo, data de nascimento, idade ao diagndstico.
II) Tumor: local do tumor primério e das metéstases quando presentes, classificacdo
patolégica de prognéstico, estadiamento tumoral e estratificacdo em grupo de risco.
IIT) Terapia: protocolo de tratamento utilizado com a data do inicio e do término. Caso
tenha sido necessdria uma segunda terapia, especificou-se a data do inicio e do término
do segundo tratamento.
IV) Evolugdo clinica: quando houve doenga progressiva, especificou-se a data e o
tratamento utilizado. Quando remissdo tumoral obtida e mantida, data da ultima

avaliac@o. Na ocorréncia de morte, data e causa do evento.

g) Coleta de dados do paciente
A partir do registro elaboramos uma lista com os nomes dos pacientes e seus
locais de tratamento. Quando os tratamentos dos pacientes foram realizados no Instituto

da Criancga ou no Hospital Sirio Libanés, ambos na cidade de Sdo Paulo, os dados de
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interesse foram colhidos diretamente dos prontudrios médicos, se realizados no Hospital
Santa Marcelina, na cidade de Sdo Paulo, os dados foram fornecidos pessoalmente pelo
médico responsdvel ao tratamento e, por fim, quando os tratamentos foram realizados
em outras cidades, primeiro estabelecemos um contato telefonico com o médico
responsdvel pelo paciente, explicando nosso interesse e solicitando sua cooperagdo. A
seguir, enviamos uma planilha com as informacdes de interesse (Apéndice 1). Quando

tivemos davidas nas respostas fornecidas, novos contatos telefonicos foram realizados.

h) Protocolo de tratamento

Todas as criangas receberam o tratamento de acordo com o seu grupo de risco
I) Grupo Baixo risco

Tratamento cirtirgico exclusivo.

II) Grupo Risco intermedidrio

Protocolo NEURO-I-80 e NEURO-II-82 modificados (Anexo 1).
IIT) Grupo Alto risco

Protocolo NEURO-VIII-97 e NEURO-IX-2000 (Anexo 2).

Embora as criangas portadoras de neuroblastoma de alto risco incluidas neste
estudo tenham sido submetidas a programas diferentes, todos eles apresentavam em
comum o emprego de multiplas drogas e, necessariamente, derivados de platina,
elemento discriminatério dos programas tidos como ideais € aquém do maior potencial.
A andlise desses vdrios programas nao oferece necessariamente resultados diferentes
entre si, o que permite dizer que os varios resultados, analisados em conjunto,

representem o que um tratamento convencional pode oferecer em termos terapéuticos a
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esse grupo de pacientes, de prognéstico tdo sombrio (Odone Filho, 1986; Odone Filho,

1992).

i) Termo de Consentimento

Confirmamos com todos os servicos de Oncologia Pedidtrica que enviaram
material ao Laboratdrio de Biologia Tumoral da Fundacdo Pré-Sangue do Hemocentro
de Sao Paulo que os responsdveis legais pelo paciente ja haviam assinado um Termo de
Consentimento ao inicio do tratamento da crianga, o qual foi obtido pelo seu médico

responsavel.

j) Identificac@o dos grupos de estudo

Foi estabelecido o nivel de expressdo do transcrito MYCN em cada uma das 29
amostras tumorais deste estudo e, considerando como referéncia a mediana dos valores
obtidos, formamos dois grupos de pacientes: um grupo com o nivel de expressdo do
transcrito MYCN acima da mediana e outro igual ou abaixo.

Além destes dois grupos, outros dois grupos foram estabelecidos, considerando a
estratificacdo em grupos de risco de acordo com o ‘COG Risk Stratification System”.
I) Grupo G-1: paciente com o nivel de expressdo do transcrito MYCN acima da
mediana (com aumento da expressao).
II) Grupo G-2: pacientes que apresentaram nivel de expressdo do transcrito MYCN igual
ou abaixo da mediana (sem aumento da expressao).
III) Grupo ndo-AR: pacientes baixo risco e risco intermedidrio.

IV) Grupo AR: pacientes alto risco.
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4.2 — Amostra tumoral

a) Coleta do material

O material de andlise foi obtido a partir de amostras criopreservadas retiradas
com o objetivo de confirmacgao do diagnéstico. Para o envio da amostra ao Laboratério
de Biologia Tumoral da Fundagdo Pré-Sangue do Hemocentro de Sdo Paulo elas eram

identificadas e condicionadas em um recipiente térmico com gelo.

b) Identificacdo da amostra

Através do registro de entrada da amostra no Laboratério de Biologia Tumoral
da Fundacdo Pré-Sangue do Hemocentro de Sdo Paulo, identificamos 32 amostras
tumorais de pacientes com diagndstico de neuroblastoma, devidamente estocadas e com
material genético suficiente e vidvel para ser utilizado em nosso estudo. Anterior a este
estudo e no proprio laboratério, as amostras foram analisadas através da técnica de
Quantificacdo Real da Reagdo em Cadeia da Polimerase (RQ -PCR) (Raggi et al, 1999)

e identificadas sem amplificagdo do gene MYCN.

c¢) Avaliacdo do material genético

A avaliagdo do material genético foi realizada no Laboratério de Biologia
Tumoral da Fundacdo Pré-Sangue do Hemocentro de Sdo Paulo com a supervisdo e
orientacdo do Prof. Dr. Israel Bendit, médico responsavel por este servico.

Na andlise da expressdo do transcrito MYCN foi utilizada a técnica ‘Real
Quantitative Polymerase Chain Reaction (RQ-PCR)” onde foi detectado e mensurado o

produto gerado em cada ciclo da reag@o em cadeia da polimerase (PCR) e este processo
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¢ diretamente proporcional a quantidade de DNA anterior ao inicio desta reacdo
(Bernard e Wittwer, 2002; Ginzinger, 2002).
I) Condig¢des para andlise pelo RQ-PCR

A partir do RNAm da amostra tumoral foi obtido cDNA e realizada a andlise da
expressdo do RNAm MYCN pela técnica ‘RQ -PCR” pelo Prof Dr. Israel Bendit.

As células da glandula hipofisdria podem expressar normalmente a proteina
MYCN (Schwab, 2004). Como haviam amostras de tecido hipofisdrio normal
disponiveis no Laboratério de Biologia Tumoral da Fundagdo Pr6-Sangue do
Hemocentro de Sdo Paulo e os valores da expressdo do transcrito MYCN jé haviam sido
estabelecidos nestas amostras em outra pesquisa, apds confirmarem a autorizagdo para o
uso do material, a mediana dos valores expressos em sete amostras da hipdfise foi a
referéncia adotada para o cdlculo da taxa de PCR em cada amostra (Ct referéncia) e o

gene f3; actina foi o utilizado como controle.

4.3 - Critérios e definicoes

a) Critérios de diagndstico

Os critérios de diagndstico de neuroblastoma foram os estabelecidos pelo
‘International Neuroblastoma Staging System” (INSS) (Brodeur et al, 1993), os quais
sdo:
I) Inequivoco diagndstico patolégico realizado através de tecido tumoral com ou sem
recursos imunohistolégicos ou
II) Medula dssea, obtida por punc¢do aspirativa ou bidpsia, contendo inequivocamente

células neopléasicas e nivel sérico ou urindrio elevado do dcido vanilmandélico (VMA).
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b) Critérios de resposta ao tratamento

Foram de acordo com os critérios previstos no ‘International Neuroblastoma
Staging System” (INSS) (Brodeur et al, 1993).
I) Remissao clinica (RC): desaparecimento de toda doenga comensuravel, por um tempo
minimo de quatro meses.
II) Doenca progressiva (DP): qualquer manifestacdo de progressdo, independente de

eventual resposta em outros territdrios.

c) Classificacdo anatomopatoldgica

Consideramos a ‘International Neuroblastoma Pathology Clas sification”
(INPC), que classifica o tumor em grupo de progndstico favordvel (F) ou desfavordvel
(D) de acordo com a quantidade (pobre ou rico) e o tipo (nodular ou nao nodular) de
estroma, o grau de maturagao celular (indiferenciado, em diferenciacao, diferenciado), o
indice mitose:cariorrexia (MKI) (baixo, intermedidrio, alto) e a idade do paciente (idade

<1 ano 6 meses, >1 ano e 6 meses e <5 anos e >5 anos) (Anexo 3).

d) Estadiamento tumoral
Utilizamos o ‘International Neuroblastoma Staging System” (IN SS), o qual
classifica os pacientes entre quatro estddios: 1; 2; 3 e 4, quando idade >1 ano, e entre

cinco estddios: 1; 2; 3; 4 e 4S, quando idade <1 ano (Anexo 4).

e) Estratificacdo em Grupos de Risco
A estratificacdo foi feita em grupo de baixo risco (BR), risco intermediario (RI)

e alto risco (AR), de acordo com a classificagdo ‘COG Risk Stratification System”



21

(Brodeur e Maris, 2002). Nesta classificagdo considera-se o estiddio tumoral (1, 2-A e 2-
B, 3, 4 e 4-S), a idade do paciente (idade <1 ano, >1 ano e <21 anos), a histologia
(favordvel e desfavordvel), a ploidia (hipoploidia, normoploidia, hiperploidia) e a

amplificacdo do gene MYCN (com amplifica¢do e sem amplificacdo) (Anexo 5).

f) Terminologia

I) Sobrevida livre de eventos (SLE): € o tempo ocorrido entre o inicio do tratamento até
a doenga progressiva, doenca progressiva ou morte. Reflete a porcentagem dos
pacientes que permaneceram vivos no estudo sem recaidas ou evento fatal de qualquer
causa.

II) Sobrevida global (SG): é o tempo ocorrido entre o inicio do tratamento até a falha do

tratamento, definida como morte por qualquer causa.

4.4 — Analise estatistica

Analisamos em cada crianga os dados clinicos e laboratoriais ao diagndstico e a
sua evolucao clinica no periodo de 01 de janeiro de 2000 a 30 de dezembro de 2004.

Os pacientes que ndo apresentaram doenga progressiva ou morte foram
censurados na data de 30 de dezembro de 2004. Pacientes com doencga progressiva ou
morte foram censurados na data do diagndstico clinico-laboratorial da constatagdo de
doenga progressiva ou da ocorréncia da morte. O tempo de seguimento variou entre 1
més e 53 meses. Os valores de expressio MYCN por RQ-PCR variaram entre 0,041 e

27,569.
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Realizamos uma anélise univaridvel entre idade ao diagndstico, o sexo, 0 grupo
de risco e a evolugdo clinica com o valor da expressdo do transcrito MYCN entre os
pacientes do grupo G-1 e os do grupo G-2. E neles avaliamos os diferentes valores da
expressao do transcrito MYCN em relagdo as variaveis de grupo de risco (AR e ndo-
AR), idade ao diagndstico (<1 ano e >1 ano), classificacdo de progndstico (favorivel e
desfavoravel) e ocorréncia ou ndo de doenga progressiva ou morte.

Entre os pacientes de um mesmo grupo G-1 e G-2, em seus diferentes grupos de
risco (BR, RI e AR), realizamos uma andlise univariavel entre a idade ao diagndstico, o
sexo, o nivel de expressdo do transcrito MYCN e a ocorréncia de doenga progressiva e
morte.

A andlise univaridvel entre idade ao diagndstico, sexo e evolucdo clinica no
grupo AR em relacdo ao grupo nao-AR foi realizada primeiro sem considerarmos a
expressao do transcrito MYCN e, depois, considerando-a em seus dois diferentes niveis.

Avaliamos a sobrevida global entre os pacientes AR e ndo-AR, entre idade <1
ano e >1 ano e entre os pacientes com expressdo do transcrito MYCN abaixo ou igual e
acima da mediana.

Para a comparacdo dos resultados na andlise univaridvel utilizamos o teste exato
de Fisher, pois é o mais indicado em amostras pequenas (Motta e Wagner, 2003). Para
avaliarmos os valores da expressdo MYCN nos grupos Ar e ndo-AR, idade <1 e >1 ano
e ocorréncia ou ndo de eventos utilizamos o teste de Mann Whitney.

A andlise dos resultados obtidos foram realizadas com a orientagdo do Prof. Dr
José A. Cordeiro, docente do Departamento de Epidemiologia da Faculdade de

Medicina de Sao José do Rio Preto.
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As estimativas da distribuicdo do tempo para os eventos foram computadas
usando o método Kaplan-Meyer (Kaplan e Meier, 1958) e comparagdo das curvas de

SG com ‘log-rank”. Consideramos o nivel de significincia de 5% (P=0,05), com

intervalo de confianga de 95%.
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5 - RESULTADOS

No periodo de 01 de janeiro de 2000 a 30 de dezembro de 2004 foram
registradas 32 amostras tumorais com diagndstico de neuroblastoma. Todas foram
previamente analisadas e identificadas sem amplificacdo do gene MYCN e estavam
estocadas no Laboratério de Biologia Tumoral da Fundag@o Pré-Sangue Hemocentro de
S@o Paulo. Trés pacientes foram excluidos do estudo: um paciente era portador de
ganglioneuroma e dois ndo tiveram a confirmacdo do diagndstico de neuroblastoma ou
ganglioneuroblastoma.

Constam da Tabela 1 os periodos de acompanhamento em nossa casuistica de

cada grupo constituido.

Tabela 1 — Periodo de acompanhamento da casuistica e dos grupos
TEMPO DE ACOMPANHAMENTO (meses)

GRUPOS MINIMO  MAXIMO MEDIA  MEDIANA

Global 1 53 14 12
Alto risco 1 29 13 13
Nao-alto risco 1 53 15 10
Idade <1 ano 1 51 12,5 10

Idade >1 ano 1 53 15 12,5
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Entre os 29 pacientes deste estudo o neuroblastoma foi mais freqiiente em

criancas com idade > lano (69%) e no sexo feminino (59%) (Tabela 2).

Tabela 2 — Distribuicao de idade e sexo

VARIAVEL CATEGORIA  NUMERO PACIENTES
Idade <1 ano 9
>1 ano 20
Sexo Masculino 12
Feminino 17

Em dois pacientes a classificacdo histopatoldgica foi ganglioneuroblastoma e foi
observado que em um deles, apds o tratamento quimioterdpico (NB-9), apresentou
maturacio para ganglioneuroma. A classificacdo patoldgica de progndstico foi realizada
em 20 pacientes e entre eles 52% foram favordveis, sendo dois com estddio 1, trés com
estadio 2 e seis com estadio 3. Em 48% foram desfavoraveis com dois no estadio 1, dois
no estadio 3 e cinco no estddio 4. O grupo de risco mais freqiiente foi o AR (48%).
Entre os 29 pacientes estudados 98% apresentaram remissdo completa e 1 paciente (2%)
morreu 30 dias apds o seu diagnodstico, devido a uma complicagdo infecciosa e ndo
estava em remissdo completa. Nenhum paciente foi ndo responsivo. Na evolucio
clinica, apds remissdo completa, 50% tiveram doenga progressiva e, entre eles, 50%

morreram (Tabela 3).
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Uma crianca com idade <1 ano, estadio 2, sem tratamento quimioterdpico,
ressecc¢ao cirurgica total e em remissdo completa ha 6 meses apresentou um quadro
clinico de meningococcemia e morreu. Esta crianca constou em nossa casuistica como
remissdo completa e faz parte do grupo BR G-1 (NB-25).

A freqiiéncia de doenca progressiva e morte entre criangas com idade <1 ano e
>1 ano ndo apresentou diferenga significante estatisticamente, sendo P=0,427 e
P>0,999, respectivamente. E a freqiiéncia de histologia desfavoravel em crianga <1
ano, igualmente, ndo apresentou significancia estatistica (P>0,999).

O nivel de expressdo do transcrito MYCN apresentou o valor minimo 0,041 e
maximo 27,569 e estdo listados na Tabela 4.

Os grupos G-1 e G-2 foram constituidos a partir da mediana dos valores da
expressao do transcrito MYCN em cada amostra (mediana 3,193). No grupo G-1 (n=14)
36% eram do sexo masculino e 43% tinham idade <1 ano. No grupo G-2 (n=15) 40%
eram do sexo masculino e 20% tinham idade <1 ano. As caracteristicas clinicas destes

grupos estdo descritas na Tabelas 5 e Tabela 6, respectivamente, grupo G-1 e G-2.



Tabela 3 — Distribuicdo das caracteristicas clinico-laboratoriais e evolugdo clinica

VARIAVEL CATEGORIA PACIENTES
Classificacdo histolégica Ganglioneuroblastoma 2
Neuroblastoma 27
Classificacdo patoldgica de prognostico  Favordvel 11
Desfavoravel 9
Estadiamento Estadio 1 4
Estadio 2 3
Estadio 3 8
Estadio 4 14
Grupo de risco Baixo
Intermediério 8
Alto 14
Evolucao clinica Remissdo completa 28
Morte 1

Nao responsivo -
Doenca progressiva 14




Tabela 4 — Taxa de expressdo do transcrito MYCN

PACIENTE Ct MYCN CtACTINA deltaCt MYCN  delta Ct ACTINA  deltadelta Ct TAXA MYCN
NB - 1® 24,640 24,120 (6,265) (1,830) (4,435) 21,631
NB - 2@ 25,630 22,350 (5,275) (3,600) (1,675) 3,193
NB - 31 24,440 20,620 (6,465) (5,330) (1,135) 2,196
NB - 4® 28,710 19,160 (2,195) (6,790) 4,595 0,041
NB - 50 25,530 17,760 (5,375) (8,190) 2,815 0,142
NB - 6 23,720 20,880 (7,185) (5,070) (2,115) 4,332
NB - 7 23,960 16,740 (6,945) (9,210) 2,265 0,208
NB - 8@ 21,550 21,380 (9,355) (4,570) (4,785) 27,569
NB - 9® 34,290 26,480 3,385 0,530 2,855 0,138
NB - 10 26,370 19,010 (4,535) (6,940) 2,405 0,189
NB - 111 21,150 19,580 (9,755) (6,370) (3,385) 10,447
NB - 12V 24,190 23,990 (6,715) (1,960) (4,755) 27,002
NB - 13® 27,170 24,290 (3,735) (1,660) (2,075) 4213
NB - 140 25,830 20,710 (5,075) (5,240) 0,165 0,892
NB - 15® 21,460 18,890 (9,445) (7,060) (2,385) 5,223
NB - 16® 21,930 18,440 (8,975) (7,510) (1,465) 2,761
NB - 17 27,270 21,210 (3,635) (4,740) 1,105 0,465
NB - 18? 19,770 18,060 (11,135) (7,890) (3,245) 9,481
NB - 19 24,570 18,490 (6,335) (7,460) 1,125 0,459
NB - 20® 19,900 18,080 (11,005) (7,870) (3,135) 8,785
NB -21® 20,940 15,610 (9,965) (10,340) 0,375 0,771
NB - 22 20,740 17,800 (10,165) (8,150) (2,015) 4,042
NB - 23?® 22,070 20,510 (8,835) (5,440) (3,395) 10,520
NB - 24® 24,310 20,040 (6,595) (5,910) (0,685) 1,608
NB - 25@ 23,500 21,710 (7,405) (4,240) (3,165) 8,969
NB - 261 29,190 22,420 (1,715) (3,530) 1,815 0,284
NB - 271 22,820 21,420 (8,085) (4,530) (3,555) 11,753
NB - 281 26,700 25,120 (4,205) (0,830) (3,375) 10,375
NB - 29? 30,280 24,000 (0,625) (1,950) 1,325 0,399
M jdade >1ano; @ idade <lano

28



Tabela 5 — Distribuicdo das caracteristicas clinicas no Grupo G-1

29

VARIAVEL CATEGORIA PACIENTES
Sexo Masculino 5
Feminino 9
Idade <lano 6
>lano 8
Estadiamento tumoral Estadio 1 4
Estadio 2 1
Estadio 3 3
Estadio 4 6
Grupo de risco Baixo 5
Intermediéario 4
Alto 5
Evolugao clinica Doenca progressiva 6
Morte 2
Grupo G-1 — pacientes com expressao do transcrito MYCN > mediana
Tabela 6 — Distribuicdo das caracteristicas clinicas no Grupo G-2
VARIAVEL CATEGORIA PACIENTES
Sexo Masculino 6
Feminino 9
Idade <lano 3
>lano 12
Estadiamento tumoral Estadio 1 -
Estadio 2 2
Estadio 3 5
Estadio 4 8
Grupo de risco Baixo 2
Intermediério 4
Alto 9
Evolugao clinica Doenca progressiva 8
Morte 6

Grupo G-2 - pacientes com expressao do transcrito MYCN < mediana
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Avaliamos e comparamos os diferentes valores da expressdo do transcrito
MYCN nos grupos AR e ndo-AR, nas idades <1 ano e >1 ano, nas classificacdes de
progndstico favordvel e desfavordvel e na ocorréncia ou ndo de doenga progressiva ou
morte. Os resultados estdo na Tabela 7 e os gréficos sdo apresentados a seguir (Figuras

1,2,3¢e4).

Tabela 7 — Anélise dos niveis de expressdao em relacdo ao grupo de risco, idade,
classificacdo de progndstico e ocorréncia de eventos

VALOR DA EXPRESSAO DO TRANSCRITO

VARIAVEL MINIMO MAXIMO MEDIANA P

Grupo alto risco 0,041 27,569 1,544 0,645
Grupo ndo-alto risco 0,138 21,631 4,042

Idade <1 ano 0,399 10,520 5,223 0,268
Idade >1 ano 0,041 27,569 1,250

Prognéstico Favoravel 0,138 21,631 3,193 > 0,999
Prognéstico Desfavoravel 0,041 11,753 4,332

Evento"” 0,041 27,569 2,761 0,743
Nio evento'” 0,284 21,631 3,618

M Ocorréncia de doenca progressiva ou morte; ' No ocorréncia de doenca progressiva ou morte
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Comparamos as caracteristicas clinicas entre os grupos G-1 e G-2 e os resultados
constam da Tabela 7.
Nao houve diferenca entre a freqii€ncia de histologia favoravel e desfavoravel

entre os dois grupos (P=0,387).

Tabela 7 — Avaliac@o das caracteristicas clinicas entre os grupos G-1 e G-2

EXPRESSAO TRANSCRITO
VARIAVEL CATEGORI G-1 G-2 P

Sexo Masculino 5 6 > (0,999
Feminino 9 9

Idade <lano 6 3 0,245
>lano 8 12

Grupo baixo risco Sim 5 2 0,215
Nao 9 13

Grupo risco intermedidrio  Sim 4 4 > (0,999
Nio 10 11

Grupo alto risco Sim 5 9 0,272
Nio 9 6

Morte Sim 2 6 0,215
Nao 12 9

Grupo G-1 — pacientes com expressdo do transcrito MYCN > mediana; Grupo G-2 — pacientes com expressdo do transcrito MYCN
< mediana
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Comparamos as varidveis idade, sexo e evolugdo clinica entre os grupos: baixo

risco G-1 e G-2; risco intermediario G-1 e G-2; alto risco G-1 e G-2. Todas as criangas

do grupo alto risco (G-1 e G-2) tinham idade >1 ano. No grupo de risco intermedidrio

(G-1 e G-2) ndo ocorreram mortes. Todos os resultados constam da Tabela 9, Tabela 10

e Tabela 11, respectivamente.

Tabela 9 — Avaliagdo das caracteristicas clinicas dos grupos G-1 e G-2 entre

os pacientes Baixo Risco

BAIXO RISCO
VARIAVEL CATEGORIA G-I G-2 P

Sexo Masculino 4 2 > (0,999
Feminino 1 -

Idade <lano 2 - > (0,999
> lano 3 2

Doenca progressiva  Sim - 1 0,286
Nao 5 1

Morte Sim 1 - > (0,999
Nio 4 2

Grupo G — 1 — pacientes com expressao do transcrito MYCN > mediana; Grupo G —2 — pacientes com expressao

do transcrito MYCN < mediana



Tabela 10 — Avaliagdo das caracteristicas clinicas dos grupos G-1 e G-2 entre

os pacientes Risco Intermedidrio

RISCO INTERMEDIARIO
VARIAVEL CATEGORIA G-2 P

Sexo Masculino 1 > 0,999
Feminino 3

Idade <lano 3 0,429
>lano 1

Doenca progressiva Sim 1 > 0,999
Nio 3

Morte Sim - -
Nao 4

Grupo G -1 — pacientes com expressao do transcrito MYCN > mediana; Grupo G —2 — pacientes com expressiao do

transcrito MYCN < mediana

Tabela 11 — Avaliagdo das caracteristicas clinicas dos grupos G-1 e G-2 entre

os pacientes Alto Risco

ALTO RISCO
VARIAVEL CATEGORIA G-2 P
Sexo Masculino 3 > 0,999
Feminino 6
Idade <lano - -
>lano 9
Doenca progressiva Sim 6 > 0,999
Nao 3
Morte Sim 6 0,266
Nao 3

Grupo G — 1 — pacientes com expressdo do transcrito MYCN > mediana; Grupo G -2 — pacientes com expressao do

transcrito MYCN < mediana
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Formamos um grupo de pacientes AR e outro ndo-AR para avaliarmos as
varidveis idade, doenga progressiva e morte. Primeiro avaliamos os dois grupos nao
considerando os niveis de expressdo do transcrito MYCN. Observamos uma freqiiéncia
de idade <1ano de 43% (P=0,001) e uma freqii€ncia maior de doenga progressiva e
morte entre os pacientes AR (P=0,014) (Tabela 12).

Repetimos as mesmas avaliacOes entre AR e ndo-AR nos grupos G-1 e G-2. A
avaliacdo no grupo G-1 entre AR e ndo-AR apresentou significincia estatistica em
relacdo a idade <lano (P=0,031) e ndo ocorreu diferenca com significincia estatistica
em relacdo a doenga progressiva e morte (P=0,091 e P>0,999, respectivamente) (Tabela
13).

No grupo G-2 a avaliacdo entre AR e ndo-AR apresentou significincia estatistica

em relacdo a idade <lano (P=0,044) e a morte (P=0,028) (Tabela 14).

Tabela 12 — Avaliagdo da idade e do morte nos pacientes do grupo
alto risco e ndo-alto risco
ALTO RISCO
VARIAVEL CATEGORIA  sim ndo P
Idade <lano - 9 0,001
>lano 14 6
Doenca progressiva ~ Sim 10 4 0,027
Nio 4 11
Morte Sim 7 1 0,014

Nio 7 14




Tabela 13— Avaliacdo da idade e do morte em pacientes alto risco e
ndo-alto risco do Grupo G-1

G-1+ ALTO RISCO

VARIAVEL CATEGORIA  sim nio P
Idade <lano 6 0,031
>lano 5 3
Doenca progressiva ~ Sim 4 2 0,091
Nao 1 7
Morte Sim 1 1 >0,999
Nao

Grupo G-1 — pacientes com expressao do transcrito MYCN > mediana

Tabela 14 — Avaliacdo da idade e do morte em pacientes alto risco e
ndo-alto risco do Grupo G-2

G-2 + ALTO RISCO

VARIAVEL CATEGORIA sim nao P
Idade <lano 3 0,044
>lano 9 3
Doenga progressiva Sim 6 2 0,315
Nio 2 4
Morte Sim 6 - 0,028
Nio 3 6

Grupo G- 2 — pacientes com expressao do transcrito MYCN < mediana
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Analisamos a SG nos pacientes de acordo com o risco (alto risco e ndo-alto
risco), com a idade ao diagndstico (<1 ano e >1 ano) e com o valor da expressao do
transcrito MYCN (com e sem aumento). Os resultados constam da Tabela 15 e os

gréficos sdo apresentados a seguir (Figuras 5, 6 e 7)

Tabela 15 — Sobrevida global em 12 m e 24 m

VARIAVEL SG/12m SG/24m ‘HAZARD 1c 95% P
Alto risco 84% 14% 0,1685 17% - 100% 0,05
Nido-alto risco 93% 93%

Idade <1 ano 100% 100% - 45% - 100% 0,14
Idade >1 ano 84% 31%
Expressao > 82% 82% 2,44 56% - 98% 0,24
Expressdo < 93% 15%

M1ntervalo de confianca

1.0 N
P
r 0.8
(o]
b
a 0.6
b
i
| 0.4 +
1
d
a 0.2
d
e
0.0 T T 1

T T T
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Sobrevida global (meses)

Figura 5 — Sobrevida global em pacientes
A alto risco e eN do-alto risco
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6 - DISCUSSAO

6.1 — Caracterizacao da casuistica

PACIENTE IDADE SEXO DIAGNOSTIC ~ CENSURA PROCEDENCIA
P

NB-1 5a2m Masculino Mai - 00 Dez - 04V Sorocaba — SP
NB -2 9m Feminino Jun - 00 Dez - 04 Sdo Paulo — SP
NB -3 2a 5Sm Feminino Out - 00 Jan - 02 Sao Paulo — SP
NB -4 2a 4m Masculino Fev - 01 Dez - 02% Sdo Paulo — SP
NB -5 15anos  Masculino Mai - 01 Ago - 03? Séo Paulo — SP
NB -6 2a llm Masculino Ago - 01 Dez - 04 Sédo Paulo - SP
NB -7 la9m Feminino Dez - 01 Mar - 02°) Sao Paulo — SP
NB -8 3 anos Feminino Jan - 02 Nov - 022 Sdo Paulo — SP
NB-9 la 8m Masculino Abr - 02 Set - 02 Sédo Paulo — SP
NB - 10 6a Sm Feminino Jul - 02 Mar - 047 Sao Paulo — SP
NB - 11 1 ano Feminino Jul - 02 Dez - 04V Curitiba — PR
NB -12 3 anos Feminino Dez - 02 Jun - 039 Sdo Paulo — SP
NB-13 6a Sm Masculino Mar - 03 Ago - 03? Séo Paulo — SP
NB - 14 6 anos Feminino Jun - 03 Out — 04 Sdo Paulo — SP
NB -15 8 meses Feminino Set - 03 Set - 04 Sdo Paulo — SP
NB - 16 2 meses Masculino Out - 03 Abr - 04? Sdo Paulo — SP
NB - 17 la8m  Masculino Out - 03 Dez - 04 Sdo Paulo — SP
NB - 18 6 meses Feminino Nov - 03 Mar - 04? Sdo Paulo — SP
NB - 19 la4m Feminino Nov - 03 Dez - 04 Porto Alegre — RS
NB -20 9 meses Feminino Dez - 03 Dez - 04V Porto Alegre - RS
NB -21 la7m Feminino Jan - 04 Dez - 04V Sédo Paulo — SP
NB -22 3 meses Feminino Jan - 04 Dez - 04V Sao Paulo — SP
NB -23 6 meses Masculino Fev - 04 Dez - 04 Sio José dos Campos —
NB -24 1 ano Masculino Mar - 04 Dez - 04 Sao Pa(:l'fo -SP
NB -25 10 meses Feminino Mar - 04 Dez - 04V Sdo Paulo — SP
NB -26 4a 6m Feminino Mar - 04 Dez - 04" Sio José dos Campos —
NB -27 3a4m Feminino Jul - 04 Nov - 042 Porto Afe?;re -RS
NB -28 la2m Masculino Set - 04 Out - 04 Porto Alegre — RS
NB - 29 9meses  Feminino Nov - 04 Dez - 04 Sorocaba - SP

(WRemissdo Completa; “Doenga progressiva; “’Morte apés doenca progressiva; “’Morte sem remissdo completa
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Fatores de progndstico clinico e biolégico sdo bem estabelecidos no
neuroblastoma, porém determinadas diferencas clinicas ainda ndo estdo definidas, tais
como, uma melhor resposta terapéutica entre criancas com idade <1 ano, doenca
avancada e sem amplificacio MYCN em relagdo as criancas com idade >1 ano e as
mesmas caracteristicas clinicas e bioldgicas (Schmidt et al, 2000; Van Noesel e
Versteeg, 2003). Assim, como muitas outras questdes, a relevancia clinica da expressao
MYCN em paciente sem amplificagdo permanece ndo definida, podendo estar
relacionada a um fator de prognéstico ja estabelecido. Portanto, escolhemos realizar
nosso estudo com criancas de todas as idades e em todos os estadios.

Kohl et al (1983)"”, citados por Seerger (1985), observaram que a amplificagdo
do gene MYCN resultava em um aumento no nivel do RNAm especifico para MYCN.
Quando compara-se a expressao do transcrito MYCN nas células SK-N-SH da linhagem
de neuroblastoma amplificado com um gene ndo amplificado, pode-se observar um
aumento de 40 a 60 vezes no nivel de sua expressdo. As células SK-N-SH humanas tém
uma unica copia de MYCN por genoma hapldide e expressam baixos niveis do seu
transcrito (Schwab, 2004).

Outros tecidos tumorais que podem apresentar um aumento na expressio MYCN
sem amplificacdo sdo os tumores de Wilms, os retinoblastomas e os tumores
pulmonares de pequenas células. Alguns tecidos ndao tumorais t€m como caracteristica
normal o aumento da expressdo MYCN sem amplificagdo, tais como, células do tecido
embriondrio da retina e renal nos mamiferos. Nivel de expressio MYCN , tao alto
quanto o do gene amplificado no neuroblastoma, pode ser observado em células do

tecido fetal do cérebro humano.

®Activated expression of the N-myc gene in human neuroblastoma and related tumors. Science.1984;226:1335-7
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O aumento da expressio MYCN sem amplificacdo nos tecidos tumorais do
retinoblastoma e Wilms poderia refletir a presenca de célula tumoral indiferenciada e
portanto seria considerado uma caracteristica normal (Schwab, 2004).

Triche e Sorensen (2002) referiram que tanto a andlise pelo PCR quantitativo,
como pela hibridizagdo in situ (método de FISH) da expressdo do gene MYCN
apresentam excelentes resultados, porém a técnica ‘RQ-PCR” é mais sensivel quando
comparada a outras técnicas e havendo material adequadamente disponivel para a
obtencdo do RNA, essa deve ser a técnica de escolha (Bernard e Wittwer, 2002;
Ginzinger, 2002; De Preter et al, 2002). Como nossas amostras possibilitaram a
obtencdo do RNAm integro foi realizada a técnica de ‘RQ -PCR”. Outra possivel anélise
da expressdo génica € pela imunohistoquimica, que é uma técnica semi-quantitativa e
sem custo excessivo, mas sua andlise € subjetiva e mais propensa ao erro (Oue et al,
1995; Pinho, 2005).

Estudos realizados por Kohl et al (1983) observaram que nas células da
linhagem do neuroblastoma os valores elevados da proteina MYCN correlacionavam-se
com os valores elevados do transcrito MYCN (Seeger et al, 1985). Em 2002, Boon et al
relataram que a expressdo da proteina MYCN estd diretamente relacionada a expressio
do transcrito MYCN. Em publicagdes referentes a expressdo do transcrito MYCN ndo
encontramos obrigatoriedade no uso de duas técnicas para sua andlise (Chan et al, 1997;
Raggi et al, 1999; Cohn et al, 2000; Valent et al, 2001; Ginzinger, 2002; Spitz et al,
2004), assim, foi utilizada somente a técnica ‘RQ-PCR” para a andlise da amostra
tumoral.

A avaliacdo do aumento na expressdo da proteina ou do transcrito MYCN como

fator de prognéstico pode ser realizada usando como referéncia o valor expresso pelo
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gene amplificado em dez copias (Valent et al, 2002). Contudo, a associagdo entre a
sobrevida e a expressdo MYCN em genes amplificados € influenciada pelo aumento da
expressdo génica (Brodeur et al, 1997; Bown, 2001; Westermann e Schwab, 2002;
Brodeur, 2003), assim, o aumento significativo da expressio MYCN em gene
amplificado poderia impedir a observacdo de um efeito da expressio MYCN na
sobrevida da crianga, devido ao seu aumento quantitativo relativamente menor no gene
nao amplificado. Como em nosso estudo todas as criangas apresentaram neuroblastoma
sem amplificacdo escolhemos como referéncia a mediana dos valores expressos pelo
transcrito MYCN nas amostras tumorais (Cohn et al, 2000; Matsunaga et al, 2000; Motta
e Wagner, 2002; Tanaka et al, 2004).

Avaliamos nosso grupo com o objetivo de detectar diferengas significativas
entre as idades ou estddios clinicos dos pacientes, pois sdo fatores de progndstico e
influem na evolugdo da doenca (Shimada et al, 1999; Lastowska et al et al, 2001; Van
Noesel e Versteeg, 2004). Na avaliacio de um grupo, a propor¢do de criangcas com
idade <lano ou com doenca ndo metastatica pode melhorar os resultados em relagdo ao
tempo de sobrevida (Cohn et al, 2000; Matthay, 2000). Em nossa casuistica 69% das
criangas tinham idade >1 ano e a distribuicdo entre os estadios foi de: 14% estadio 1;
11% estadio 2; 28% estadio 3 e 47% estadio 4. Porém, na estratificacdo em grupos de
risco (Brodeur et al, 1993) 49% das criangas eram AR e 51% ndo-AR. Assim, as
avaliacdes entre os grupos puderam ser realizadas sem a influéncia preponderante de um
tnico fator de progndstico.

A nossa casuistica em relagdo a idade foi muito pequena impossibilitando uma
avaliacdo entre as diferentes caracteristicas clinicas e bioldgicas. Mesmo assim, a

importancia da idade como fator de progndstico justifica sua inclus@o nesta discussao.
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Em 1999, Shimada et al demonstraram pela primeira vez a influéncia de um fator
clinico na classificagcdo patolégica do neuroblastoma. Eles relataram que pacientes com
idade > 18 meses apresentavam caracteristicas bioldgicas desfavordveis e pior
prognéstico. A partir desta afirmacdo estudos foram feitos e, atualmente, algumas
caracteristicas bioldgicas sdo relacionadas com uma idade especifica (Mora et al, 2003;
Schmidt et al, 2000).

Look et al (1984) analisando a ploidia nas células tumorais do neuroblastoma
encontraram uma associagdo significante entre o conteido de DNA e a idade do
paciente. Referiram que a maioria das criancas com idade <1 ano e hiperdiploidia
apresentaram estddio 1 ou 2 e uma melhor SLE. No entanto, a ploidia perdeu seu valor
de progndstico quando as criangas tinham idades >2 anos (Mora et al, 2001).

Em um estudo com criangas portadoras de neuroblastoma Mora et al (2002)
observaram que entre as criangas com idade <1 ano 83% dos neuroblastomas eram
indiferenciados. J4, entre as criangcas com idade >1 ano, seis apresentaram
ganglioneuroblastoma e uma crianga apresentou ganglioneuroma. Na nossa casuistica
duas (7%) criancas apresentaram ganglioneuroblastoma, sendo que, as duas eram do
sexo masculino, idades de 19 meses e 12 meses ao diagndstico, tumor primdrio em
supra renal, estddio 2 e ambas apresentaram remissao completa.

Neste mesmo estudo, Mora et al (2002) referiram que 17 pacientes apresentaram
classificagdo histoldgica desfavordvel. Entre eles, 13 (34%) ndo tinham amplificacdo do
gene MYCN e a distribuicdo neste subgrupo de histologia desfavordvel foi: trés criancas
eram estddio 1 e com idade >1 ano, uma crianca apresentou doenga progressiva; sete
criancas eram estddio 2 com idade >1 ano, quatro apresentaram doenca progressiva; seis

criangas eram estadio 3 com idade >1 ano, duas com doenga progressiva.
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Entre os nossos pacientes, 20 criancas foram classificadas de acordo com a
‘International Neuroblastoma Pathology Classification” (Shimada et al, 1999), sendo
seis pacientes com histologia desfavordvel e idade >1 ano. Cinco criangas eram estadio
4 e tiveram doenga progressiva e uma crianga era estddio 1 e apresentou remissao
completa. Entre os pacientes com histologia desfavordvel e idade <1 ano, duas criancas
eram estddio 4 e uma estddio 1. Duas estdo em remissdo completa e uma crianga
apresentou doencga progressiva e morreu.

Observamos que nossos pacientes, quando apresentaram histologia desfavoravel
e idade >1 ano, apresentaram evolucdes clinicas semelhantes aos pacientes descritos no
estudo de Mora et al (2002). Resultados semelhantes foram descritos por Goto et al
(2001) quando avaliaram pacientes com amplificacdo e sem amplificacdo do gene
MYCN. Entre os pacientes sem amplificacdo e histologia desfavordvel, quando
apresentaram idade <1 ano tiveram melhor evolucio clinica do que aqueles com idade
>1 ano e mesmo estadio clinico.

Entre os 11 (55%) pacientes que apresentaram histologia favoravel, seis (55%)
tinham idade <1 ano e quatro eram estddio 1 e 2. Shimada et al (1999) referiram que
tumores com histologia favoravel tem uma associagdo com idade <1 ano e estaddio 1 ou
2. Em nossa casuistica ndao encontramos diferenca na freqiiéncia de histologia favoravel
entre pacientes com idade <1 ano e >1 ano (P=0,387), contudo, nossa amostra era
pequena.

A amplificagdo do gene MYCN estd indiscutivelmente associada a doenca
avancada (Seeger et al, 1985; Brodeur et al, 2003) e é um dos principais fatores de
progndstico considerados na estratificagdo para a escolha de um tratamento (Look et al,

1991, Brodeur e Maris, 2000). Apesar de estudos sugerirem que genes co-amplificados
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ou expressdes génicas modificadas em decorréncia da amplificagdo do MYCN poderiam
contribuir para o fenétipo tumoral, o assunto permanece controverso (Matthay, 2000;
Vandesompele et al, 2001; Scott et al, 2003; Shimada et al, 2004).

Em nossa casuistica a expressdo do transcrito MYCN foi observada em todos os
29 pacientes e em varios niveis de intensidade, variando de 0,041 o nivel minimo e
27,569 o maximo, mediana 3,193. Cohn et al (2000) quando avaliaram o nivel de
expressao do transcrito MYCN em 69 amostras tumorais de neuroblastoma sem
amplificacdo observaram uma variacdo no nivel da expressdo. Tanaka et al (2004)
estudaram 46 amostras tumorais sem amplificagdo e observaram uma variagdo com
valor minimo 0,02 e maximo 1,24.

Os valores da expressdo do transcrito MYCN ndo apresentaram diferencas
quando analisamos os pacientes em relacdo ao grupo de risco, a idade ao diagnéstico, a
classificacdao de prognéstico e a ocorréncia de doenca progressiva ou morte. Em um
estudo com criangas portadoras de neuroblastoma Tanaka et al (2004) observaram que o
nivel de expressdao MYCN entre 35 tumores ndo amplificados de portadores com idade
<1 ano foi maior do que o nivel obtido entre 7 tumores ndo amplificados de portadores
com idade >1 ano, entretanto, Cohn et al (2000) ndo observaram esta diferenca. Em
nossa casuistica o nivel de expressdo do transcrito MYCN em criancgas com idade <1 ano
foi 0,399 o minimo e 10,520 o mdximo, com mediana de 5,222 e ndo houve diferenca
(P=0,268) em relacdo as criangas com idade >1 ano.

O aumento da expressdo gé€nica pode ocorrer mesmo na auséncia da
amplificacdo e seu mecanismo ainda ndo foi definitivamente estabelecido. Enquanto
alguns autores sugeriram um processo normal, porém mais longo na degradacdo

proteica (Brodeur et al, 1997), outros sugeriram uma disfuncdo nos mecanismos
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celulares que regulariam a transcricio do gene com um aumento na sua produgdo
(Alaminos et al, 2001).

Em 1997, Chan et al publicaram um dos primeiros estudos com o objetivo de
analisar o aumento da expressdo da proteina MYCN como fator de progndstico em
pacientes portadores de neuroblastoma sem amplificagdo. Nesta publicagdo eles
estudaram 57 criangas portadoras de neuroblastoma estddios 3, 4 e 4S com e sem
amplificacdo e avaliaram a relacdo entre os fatores de prognéstico e a expressdo da
proteina MYCN obtida em andlise imunohistoquimica. Eles observaram que criancas
sem amplificacdo apresentaram uma melhor SLE e, entre os pacientes deste grupo sem
amplificacio, observaram uma melhora na taxa de SLE quando a expressdo da proteina
MYCN nio apresentava aumento. Concluiram que o aumento na expressdo da proteina
MYCN em gene ndo amplificado era um fator de progndstico desfavoravel independente
e reforcava a hipétese de que a expressdo génica era essencial para a progressdo do
neuroblastoma. Em nosso estudo, embora tenhamos encontrado aumento da expressao
do transcrito MYCN em neuroblastoma sem amplificagdo, ndo observamos significancia
estatistica entre as evolugdes clinicas dos pacientes em seus diversos niveis de
expressoes (P=0,743).

Entretanto, € conveniente observarmos que em nossa casuistica todos os tumores
eram ndo amplificados e no estudo apresentado por Chan et al (1997) os tumores eram
amplificados e ndo amplificados. Quando estudamos um grupo com tumores
amplificados e ndo amplificados avaliando a relevincia no aumento da expressdao
MYCN em tumores sem amplificacdo, os resultados devem ser analisados
cuidadosamente, devido a presenca de altos niveis de expressio da proteina em

neuroblastoma amplificado. Sendo a expressio MYCN um fator de progndstico
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desfavordvel e de grande influéncia na evolucdo da doenca, pode-se observar em
tumores sem amplificagdo resultados que ndo se correlacionam a ela (Cohn et al, 2000;
Matthay, 2000).

Outro importante trabalho analisando a expressio MYCN em tumor ndo
amplificado foi publicado por Cohn et al (2000) quando estudaram 69 amostras
tumorais de neuroblastoma sem amplificacdo e doencga estddio C ou D (correspondentes
aos estddios 3 e 4 do INSS). Eles concluiram que o aumento na expressdo da proteina
MYCN em portadores de doenga avancada e sem amplificagdo ndo era um fator de
prognéstico desfavoravel. Quando avaliamos nossos pacientes em um mesmo grupo de
risco relacionando o aumento ou ndo da expressdo com a ocorréncia de doenca
progressiva e/ou morte nossos resultados sugeriram que a expressdo MYCN ndo foi um
fator de progndstico.

Com o desenvolvimento tecnoldgico, atualmente, é possivel conhecer o perfil da
expressdo génica nas células do neuroblastoma. Pesquisas estdo sendo realizadas para
identificarem e definirem a participacio do gene MYCN nos mecanismos de
crescimento, regressdo e maturacio tumoral (Hogart, 2003; Mora et al, 2003).

Em um estudo in vitro e in vivo Boon et al (2000) demosntraram que diferentes
niveis da expressio MYCN em células de linhagem tumoral e de amostra tumoral,
ambos sem amplificagdo, ocasionaram diferentes valores da expressdao nos genes de
proteinas ribossdmicas, assim como uma diferen¢a no volume do RNA ribossdmico. O
perfil génico da célula sem amplificacio e com aumento da expressio MYCN
correlacionou-se in vivo com o perfil génico do tumor amplificado e com aumento da

expressdo. Portanto, concluiram que a proteina MYCN ao inicio de sua a¢do induz genes
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com funcdo na sintese proteica, independente do seu nivel de expressdo e sugerem que
poderiam ocorrer outras altera¢des, associadas ou ndo a outros fatores.

Alaminos et al (2003) numa ampla andlise génica da expressio MYCN
identificaram alguns mecanismos bioldgicos e um perfil génico associado com o
aumento da expressdo proteica. Observaram que o perfil génico correlacionou-se com o
nivel de expressdo MYCN e a sua atuagdo reguladora sobre outros genes nem sempre foi
independente e muitas vezes foi associada a outras estruturas celulares. Eles definiram
um perfil génico para os tumores com aumento da expressdo MYCN e um outro perfil
para aqueles sem o aumento, independente da amplificacdo do gene MYCN. Concluiram
que uma sub-classificacdo molecular baseada no nivel da expressdo génica podera vir a
proporcionar melhores resultados terapéuticos.

Foi observado por Krasnoselsky et al (2004) que para cada estddio tumoral
corresponderia um perfil da expressao génica, por exemplo, genes relacionados ao
processo bioldgico de proliferagdo celular apresentavam aumentos nas expressdes nos
tumores estadios 4, mas ndo nos tumores estidios 1, 2 ou 3. Quando analisaram um
tumor com amplificagcdo do MYCN e estddio 4 observaram que os genes relacionados
com a proliferacdo celular apresentavam aumento na intensidade de suas expressdes,
assim como aqueles relacionados com a sintese proteica. No tumor sem amplificagdo as
expressdes correspondentes a estes genes estavam ausentes. Eles concluiram portanto
que, a expressdo sem amplificacdo ndo era clinicamente relevante e entre uma célula
amplificada e outra ndo amplificada o perfil génico era distinto.

Outro estudo, publicado por Hiyama et al (2004), analisou a expressio MYCN
relacionada as caracteristicas histoldgicas. Ao estabelecer o perfil de expressdo génica

para o grupo histolégico desfavordvel e para o favordvel em 20 amostras tumorais,
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observou que nos tumores com histologia favordvel as expressdes dos genes
responsdveis pela diferenciacdo neuronal e apoptose, tanto na amostra tumoral em
maturagdo como na em regressdo, apresentaram aumentos em seus valores. Jd, nos
tumores com histologia desfavoravel as expressdes de genes reguladores do ciclo
celular e da sintese proteica, incluindo o gene MYCN, apresentaram-se aumentadas tanto
nos tumores amplificados como nos ndo amplificados. Quando em nossa casuistica
analisamos a expressdo do transcrito MYCN em relagdo a classificagdo de progndstico
favordvel e desfavordvel observamos que os maiores valores estavam presentes entre 0s
pacientes com histologia desfavordvel (minimo 0,041, méximo de 11,753 e mediana
4,332), mas esta diferenca entre eles ndo apresentou significancia estatistica.

Matsunaga et al (2000) avaliaram a expressdo do transcrito MYCN em trés
grupos de pacientes: Grupo [1] com criancas <1 ano e diagndstico feito através do
exame de ‘Screening” (n=39); Grupo [2] com criangas <1 ano, tumor ndo amplificado e
com diagndstico clinico (n=16); Grupo [3] com criancas >1 ano, tumor nio amplificado
e com diagndstico clinico (n=15). Eles observaram que as criangas do Grupo [1]
apresentaram valores altos no nivel de expressdo do transcrito MYCN em relacdo ao
Grupo [2], mas a expressdo ndo foi um fator desfavordvel em nenhum dos grupos.
Concluiram que o aumento da expressdo do transcrito MYCN pode ser parte de um
mecanismo biolégico que induz morte celular em criancas <1 ano com tumores nao
amplificados e sem manifestacio clinica.

Entretanto, Kitanaka et al (2002) observaram que em amostra tumoral de
neuroblastoma, com diagndstico realizado pelo exame de ‘Screening”, a expressao do
gene RAS estava aumentada em dreas de degeneracdo celular sem caracteristicas de

apoptose. Estudando as células da linhagem do neuroblastoma observaram que o gene
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RAS in vitro induziu a célula para uma degeneracdo autofdgica e as alteragdes foram
semelhantes as obtidas in vivo na amostra tumoral. A evolu¢do de neuroblastoma em
crianca com idade <1 ano e diagndstico realizado pelo exame de ‘Screening” apresetou
regressdo espontinea em aproximadamente 30% dos casos e quando diagnosticado
clinicamente apresentou uma menor freqiiéncia de regressdo, mesmo ocorrendo em
idades semelhantes. Eles sugeriram duas possibilidades: fatores hereditarios de controle
genético poderiam aumentar a expressio HRAS em criangas <1 ano com diagndstico
pelo exame de ‘Screening’; ou, como no neuroblastoma a expressio MYCN ¢
inversamente proporcional a expressdo HRAS, o aumento da expressdo MYCN inibiria a
expressdo HRAS impedindo a regressdo tumoral espontdnea em criancas <1 ano e com
tumor clinicamente diagnosticado.

Como vimos, a relevancia clinica da expressio MYCN permanece indefinida e
controversa. Alguns trabalhos, incluindo o de Krasnoselsky et al (2004) referiram que o
aumento da expressdo MYCN em neuroblastoma ndo amplificado € insuficiente para
causar alteragdes significativas no mecanismo da sintese proteica. Porém, Boon et al
(2002) como j4 relatamos, referiram que a acdo do MYCN nos genes envolvidos na
sintese proteica foi precoce e outros fatores associados a expressdo poderiam exercer
uma importante influéncia. Igualmente, Valent et al (2002) sugeriram que o aumento da
expressdo MYCN sem amplificagdo poderia proporcionar um aumento no nivel da
proteina MYCN, suficientemente capaz de alterar o processo bioldgico, quando
associado a outros fatores.

Pacientes AR e ndo-AR apresentam diferentes respostas ao tratamento e esta

diferenca é observada em vérios estudos clinicos (George et al, 2001; Mora et al, 2001;

Mora et al, 2002). Na andlise global de nossa casuistica também observamos uma maior
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freqiiéncia de doenga progressiva e morte no grupo AR em relacdo ao ndo-AR, com
significancia estatistica (P=0,027 e P=0,014 respectivamente).

No grupo sem aumento da expressio ndo encontramos diferenca com
significancia estatistica na freqii€ncia de doenca progressiva entre os pacientes AR e
ndo-AR, mas a freqiiéncia de morte foi maior entre os pacientes do grupo AR em
relacdo ao ndo-AR e apresentou uma diferenga com significancia estatistica (P=0,028).

No grupo ndo-AR sem aumento da expressdo uma crianga com idade >1 ano,
estddio 2 e diagndstico histolégico de ganglioneuroblastoma apresentou maturacio
tumoral pés-quimioterapia e outra com idade <1 ano, estddio III e histologia favordvel
apresentou doenca progressiva seis meses apds o inicio do seu tratamento e obteve
novamente remissao completa. Porém, no grupo AR seis criancas apresentaram doenca
progressiva e todas morreram.

Ao contririo, observamos que as freqii€éncias de doenca progressiva e de morte
entre pacientes AR e ndo-AR do grupo com aumento da expressdo ndo apresentaram
diferenca.

Quando avaliamos os pacientes do grupo ndo-AR e com aumento da expressao
encontramos seis criancas com idade <1 ano e trés com idade >1 ano, sendo que trés
apresentaram doenga progressiva. Entre as trés criancas, duas eram <l ano e ndo
obtiveram nova remissdo e a outra crianca era >1 ano, estddio 2, com histologia
favordvel e morreu sem obter remissdo completa, 1 més apds o diagndstico. No grupo
AR quatro criangas criancas apresentaram doenga progressiva sendo que, uma morreu e
trés ndo obtiveram nova remissao.

Nosso estudo, diferentemente do estudo de Krasnoselsky et al (2004), sugeriu

que na crianga com estadio clinico ndo avangado a evolugéo clinica foi melhor, quando
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menor foi seu nivel de expressdo, porém, este resultado foi obtido em uma amostra
pequena de pacientes.

Quando em 1985, Seeger et al observaram que pacientes com amplificacdo do
gene MYCN apresentaram rdpida progressdo tumoral e referiram uma menor sobrevida
nestes pacientes. Eles também relataram que o neuroblastoma sem amplificacdo pode
apresentar um pequeno aumento no nimero de copias do gene MYCN (entre trés a dez
cOpias) e os pacientes tem uma sobrevida menor em relagdo aquela apresentada pelos
pacientes portadores de neuroblastoma com uma tnica copia do gene MYCN (SLE em
18 meses de 30% e 70%, respectivamente). Segundo Valent et al (2002) estes resultados
em criancas sem amplificacio demonstrariam existir um efeito linear da dosagem
MYCN na sobrevida das criangas e que niveis baixos da expressdo poderiam causar um
efeito protetor.

Nossos resultados relacionados a SG dos pacientes AR e ndo-AR foram
semelhantes a outros estudos ja publicados, com SG / 2 anos de 14% e 84%,
respectivamente. (P=0,05) (Cohn et al, 2000; George et al, 2001; Goto et al, 2001; Mora

et al, 2002).
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7 - CONCLUSOES

De acordo com nossos resultados, concluimos que no grupo de neuroblastoma
sem amplificagdo:

a) Nao hé associagdo de progndstico entre o aumento da expressao do transcrito MYCN
e a evolucdo clinica na totalidade da amostra avaliada. Entretanto, em criangas com
estadio clinico ndo avangado o nivel de expressdo do transcrito MYCN sugere um
efeito protetor associado a seus menores indices.

b) Naio hd associacdo entre o nivel de expressdao do transcrito MYCN e a classificacio

patolégica de progndstico, o grupo de risco e a idade ao diagndstico.



8 - ANEXOS

8.1 — Anexo 1

Protocolo NEURO-I-80 e NEURO-II-82 modificados.

Grupo Risco Intermediario = Tratamento quimioterdpico e cirdrgico.
- Quatro ciclos indutérios, com intervalo de 21 dias entre eles, com:
a) ciclofosfamida — 150 mg/m?d EV ou VO durante 7 dias

b) adriamicina — 35 mg/m?/dia EV no dia 8§
- Reavaliagdo cirdrgica
a) se negativa: final de tratamento
b) se positiva: reiniciar quimioterapia (reavaliar apds 3 ciclos)

- Reavaliagdo imagenoldgica exclusiva em tumores primarios toracicos

55
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8.2 — Anexo 2

Protocolo NEURO-VIII-97 e NEURO-IX-2000.

Grupo Alto Risco = Tratamento quimioterapico, cirdrugico e radioterdpico

D

Protocolo Neuro-VIII-97

Sao quatro ciclos indutdrios e o inicio de um novo ciclo serd no 38°diado dltimo ciclo, sendo os

dois primeiros iniciados com qualquer contagem celular e os dois dltimos com granulécitos > 500

células/mm? e plaquetas > 50.000 células/mm3.

a)

b)

Ciclofosfamida: 200 mg/m?dia EV ou VO durante 7 dias

Adriamicina: 45 mg/m?/dia EV no dia 8

Vincristina: 1,5 mg/m?/d EV nos dia 14 e dia 21

Carboplatina: 200 mg/m?/dia EV em 1 hora nos dia 20, dia 21 e dia 22

VP-16: 300 mg/m?dia EV em 6 horas nos dia 20, dia 21 e dia 22

Verapamil (iniciar 1 hora antes da carboplatina): doses e amostras conforme protocolo fase I com

Verapamil utilizado concomitantemente ao estudo Neuro-VIII-97

Infusdo de 72 horas consecutivas (mg/kg)

60 min pré-QT Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4

0,1 0,2 0,25 0,3 0,35

Resposta clinica completa (ap6s 4° ciclo)

Definir resposta cirdrgica e caracterizagdo de envolvimento de SN e/ou meningeo

Resposta cirdrgica completa (auséncia de tumor a cirurgia retardada ou residuos microscépicos pos-
cirurgia): transplante aut6logo de medula éssea (TAMO).

Resposta cirtrgica parcial: MIBG terapéutico (10 mCi/kg, maximo de 800mCi) + coleta de células
tronco, ap6s MIBG — TAMO.

Tumores residuais macroscépicos: radioterapia localizada (2.400 — 3000 cGy).

Infiltracdo meningea documentada ou envolvimento extenso de calota craniana: radioterapia craniana
(2.400 cGy).

Doenca progressiva (apds 4° ciclo)
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Inclusdo em programas fase I ou Il
Decisoes eletivas relativas a indicacdo de TAMO com MIBG terapéutico prévio.
Protocolo Neuro-IX-2000

Sao 2 fases com dois ciclos pré-indutérios e quatro ciclos indutérios, com reavaliagdo clinica

apds cada fase. Ao final da 2° fase ocorre uma avaliacdo cirtrgica e radioterapia. Posteriormente, MIBG

terapéutico e TAMO.

a)

b)

)

d)

€)

g)

1* fase

Ciclofosfamida: 250 mg/m?dia EV em 30min nos dias 1a 5
Topotecan: 0,75 mg/m?dia EV em 30min nos dias 1a 5

G-GM/CSF: 10 mcg/kg/dia SC ou EV no periodo do 6° dia ao 15° dia
Reiniciar ciclo no dia 16

Reavaliag@o clinica ao término do 2° ciclo

2" fase

Ciclofosfamida: 200 mg/m?/dia EV ou VO dias 1 ao 7

Adriamicina: 45 mg/m?/dia EV no dia 8

Carboplatina: 300 mg/m?dia EV em lhnos dias 20 a 22

Etoposide: 300 mg/m?dia EV em 6h nos dias 20 a 22

Verapamil: 0,1 mg/kg EV em 15min, apéds 0,2 mg/kg/hora EV continuo nos dias 19 a 22
Vincristina: 1,5 mg/m?dia EV no dia 28

G-GM/CSF: 10 mcg/kg/dia SC ou EV nosdias 23 a 34

Reiniciar novo ciclo no dia 35

Reavaliag@o clinica ao término do 4° ciclo

Reavaliagdo cirtirgica: se possivel, fazer a retirada de todo tumor
MIBG terapéutico: 10-12 mci/kg

TAMO



8.3 - Anexo 3

Classificacdo patoldgica de progndstico:

‘International Neuroblastoma Pathology Classification” (INPC)
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PROGNOSTICO HISTOPATOLOGIA E IDADE

Estroma rico, ndo nodular, todas as idades
FAVORAVEL Estroma pobre, em diferenciacio, MKI"<100, idades: 1 %2 — 5 anos
Estroma pobre, MKIP<200, idade < 1 ¥ anos

Estroma rico, nodular, qualquer idade
Estroma pobre, idade > 5 anos
DESFAVORAVEL Estroma pobre, indiferenciado, idades: 1 ¥2 — 5 anos
Estroma pobre, em diferenciacdo, MKIVY>100, idades: 1 ¥ — 5 anos
Estroma pobre, MKIP>200, idade < 1 ¥ anos

' MKI - indice de mitose : cariorrexia
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8.4 — Anexo 4

Estadiamento tumoral:

‘International Neuroblastoma Staging System” (INSS)

ESTADIO CARACTERIZACAO

1 Tumor localizado, confinado a drea de origem; remog¢do macroscopicamente completa, com
ou sem doencga residual microscépica; linfonodos ipsi e contralaterais identificados livres
de comprometimento neoplédsico

2A Tumor unilateral com remo¢ao macroscopicamente incompleta; linfonodos ipsi e
contralaterais identificados livres de comprometimento neoplésico

2B Tumor unilateral com remog¢ao macroscopicamente completa ou incompleta; linfonodos
ipsilaterais comprometidos; linfonodos contralaterais identificados livres de
comprometimento neopldsico

3 Tumor infiltrando-se através da linha mediana, com ou sem envolvimento regional de
linfonodos; ou tumor unilateral, com envolvimento contralateral de linfonodos; ou ainda,
tumor de linha média, com envolvimento bilateral de linfonodos

4 Disseminag@o do tumor a linfonodos distantes, ossos, medula 6ssea, figado ou outros
orgdos (exceto como definido em 4S)

48 Tumor primdrio localizado conforme definido para estddios 1 ou 2, com disseminac¢do
metastatica limitada a figado, pele e medula éssea (infiltracdo < 10% das células
neopldsicas)
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8.5 - Anexo 5

Sistema de estratifica¢do para grupos de risco:

‘COG Risk Stratification System”.

Estadio Idade MYCN ¢ Histologia DNAj @ Grupos de risco
(INSS) (anos) (Shimada)
1 0-21 Qualquer Qualquer Qualquer Baixo
2A <1 Qualquer Qualquer Qualquer Baixo
2B >1—-21 Sem amplifica¢do Qualquer Baixo
>1 521 Amplificado Favoravel Baixo
>1 521 Amplificado Desfavoravel Alto
3 <1 Sem amplificagdo Qualquer Qualquer Intermedidrio
<1 Amplificado Qualquer Qualquer Alto
>1—-21 Sem amplifica¢do Favoravel Intermedidrio
>1 521 Sem amplifica¢do Desfavoravel Alto
>1 21 Amplificado Qualquer Alto
4 <1 Sem amplificacdo Qualquer Qualquer Intermediario
<1 Amplificado Qualquer Qualquer Alto
>1—-21 Qualquer Qualquer Alto
48 <1 Sem amplificacdo Favoravel >1 Baixo
<1 Sem amplificacdo Qualquer =1 Intermediario
<1 Sem amplificacdo Desfavoravel Qualquer Intermedidrio

" MYCN amplificado — nidmero de cépias > 1; ¥ DNAI - indice mitético
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10 - Apéndice 1

Planilha de identificacdo e dos dados clinico-laboratoriais do

paciente.

Nome [I® |S® [T® |Meta® |P©® |ED |GP® Diag(9> Tratam"'® |Evento"" | Ult aval'®
DN(')

D'DN — data de nascimento
)1 _ idade ao diagndstico

3)'s — sexo

) Tumor — local primario do tumor

) Meta — local de metdstase, quando estddio 4 ou 4S

(® p _ classificacdo patolégica de prognéstico (favordvel / desfavordvel)
M E - estadiamento clinico

) GR - grupo de risco

) Diagn — data do diagnéstico

(19 Tratam — data do inicio do tratamento

(1) Eventos — data de recaida tumoral ou 6bito

(12 Ult aval — data da dltima consulta & partir de janeiro de 2005




