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RESUMO

Introdugdo: Os tumores neuroblasticos periféricos (TNPs) sao neoplasias
embrionarias que acometem predominantemente criangcas e apresentam um amplo
espectro clinico, variando desde regresséo espontanea até metastases agressivas a
distdncia. Esses tumores s&o classificados em ganglioneuroma (GN),
ganglioneuroblastoma (GNB) e neuroblastoma (NB), com base em suas
caracteristicas morfolégicas. Apesar dos avangos terapéuticos, a taxa de sobrevida
a longo prazo para pacientes de alto risco permanece inferior a 40%, evidenciando a
necessidade de estratégias mais eficazes para o manejo da doenga. Polimorfismos
genéticos tém sido estudados na oncologia por seu potencial impacto na
predisposi¢ao, progressdo e prognostico das neoplasias humanas. Em particular,
variantes em genes envolvidos nas vias de reparo do DNA, como PARP1, XPC e
XPA, séo de grande interesse, pois podem influenciar a instabilidade genémica e,
consequentemente, o comportamento tumoral. No entanto, a relevancia dessas
variantes nos TNPs ainda é pouco compreendida. Diante disso, o presente estudo
teve como objetivo investigar a associagdo dos polimorfismos rs1136410 (PARP1),
rs1800975 (XPA) e rs2228000 (XPC) com parametros clinicopatologicos e
prognésticos em pacientes infantojuvenis diagnosticados com GN, GNB e NB.
Foram analisadas caracteristicas como idade ao diagnostico, estadiamento clinico,
histopatologia do tumor, presenca de metastases, local do tumor primario, extensao
da doenca ao diagndstico, recorréncia residual, ocorréncia de recidivas, entre outros,
buscando associar os diferentes gendtipos com o comportamento clinico da doenca.
Metodologia: Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos (CAAE 59515722.70000.5231 e CAAE 80073124.9.0000.0020). No total,
foram analisadas 72 amostras biologicas, sendo 15 de sangue periférico e 57
provenientes de blocos de parafina. A extracdo do DNA gendmico foi realizada, e a
genotipagem avaliada por qPCR, utilizando ensaios TaqgMan® previamente
validados. Para analise estatistica, empregou-se o teste de qui-quadrado, exato de
Fisher e analise de associagao de risco relativo (RR-1C 95%), considerando um nivel
de significancia de p<0.05. Resultados e Conclusdes: Em relagcdo ao SNP do gene
PARP1 nao foram encontradas associag¢des significativas ao comparar os modelos
genéticos e parametros prognosticos. Entretanto, para o gene XPC rs2228000,
encontramos que individuos com gendtipos GG quando comparados a individuos
com gendtipos GA+AA apresentam maior risco a desenvolver a doenga em estagios
mais avangados, com p=0,036 (RR 1,529). Em relacdo ao gene XPA rs1800975, foi
possivel encontrar um fator de protegdo para o desenvolvimento de infiltracdo na
medula éssea ao diagndstico em individuos que carregam o gendtipo TT quando
comparados a individuos que apresentam CT+CC, com p=0,037 (RR 0,324). Esses
resultados reforgam a complexidade biolégica dos TNPs e indicam que marcadores
genéticos individuais podem ter limitagbes na predicdo do comportamento da



doenca. Dessa forma, estudos adicionais, contemplando diferentes populacdes e
interagcdes gene-gene e gene-ambiente, sdo essenciais para elucidar o papel dessas

variantes na progressdao dos TNPs e seu potencial uso como biomarcadores
prognosticos.

Palavras-chave: tumores pediatricos, genes de reparo, PARP1, XPA, XPC



OLIVEIRA, Beatriz Mancini. Genetic Polymorphisms in DNA Damage Repair
Pathway Genes: Associations with Prognostic Markers in Pediatric Patients
with Peripheral Neuroblastic Tumors. 2025. 78 pp. Dissertation— Londrina State
University, Londrina, 2025.

ABSTRACT

Introduction: Peripheral neuroblastic tumors (PNTs) are embryonic neoplasms that
predominantly affect children and display a wide clinical spectrum, ranging from
spontaneous regression to aggressive distant metastasis. These tumors are
classified as ganglioneuroma (GN), ganglioneuroblastoma (GNB), and
neuroblastoma (NB), based on their morphological characteristics. Despite
therapeutic advances, the long-term survival rate for high-risk patients remains below
40%, highlighting the need for more effective strategies in disease management.
Genetic polymorphisms have been studied in oncology due to their potential impact
on predisposition, progression, and prognosis of human neoplasms. In particular,
variants in genes involved in DNA repair pathways, such as PARP1, XPC, and XPA,
are of great interest, as they may influence genomic instability and consequently
tumor behavior. However, the relevance of these variants in PNTs is still poorly
understood. Therefore, the present study aimed to investigate the association of
polymorphisms rs1136410 (PARP1), rs1800975 (XPA), and rs2228000 (XPC) with
clinicopathological and prognostic parameters in pediatric patients diagnosed with
GN, GNB, and NB. Characteristics such as age at diagnosis, clinical staging, tumor
histopathology, presence of metastasis, primary tumor site, disease extent at
diagnosis, residual recurrence, and relapse occurrence were analyzed to associate
different genotypes with the clinical behavior of the disease. Methods: This study
was approved by the Research Ethics Committee for Human Subjects (CAAE
59515722.70000.5231 and CAAE 80073124.9.0000.0020). A total of 72 biological
samples were analyzed, including 15 peripheral blood and 57 paraffin-embedded
tissue blocks. Genomic DNA extraction was performed, and genotyping was
assessed by qPCR using previously validated TagMan® assays. Statistical analysis
included chi-square test, Fisher's exact test, and relative risk (RR-95% CI)
association analysis, considering a significance level of p<0.05. Results and
Conclusions: No significant associations were found for the PARP1 gene SNP when
comparing genetic models and prognostic parameters. However, for the XPC gene
rs2228000, individuals with the GG genotype showed a higher risk of being
diagnosed with advanced-stage disease compared to those with GA+AA genotypes
(p=0.036; RR 1.529). For the XPA gene rs1800975, a protective factor against bone
marrow infiltration at diagnosis was identified in individuals with the TT genotype
compared to those with CT+CC genotypes (p=0.037; RR 0.324). These findings
reinforce the biological complexity of PNTs and suggest that individual genetic
markers may have limitations in predicting disease behavior. Therefore, additional
studies, including diverse populations and gene-gene and gene-environment
interactions, are essential to further elucidate the role of these variants in PNT
progression and their potential use as prognostic biomarkers.

Key-words: Pediatric tumors; repair genes; PARP1; XPA; XPC.
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1. INTRODUCAO
1.1 CANCER INFANTOJUVENIL

O cancer infantojuvenil & relativamente raro, caracterizado por acometer
individuos entre 0 e 19 anos. Segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA, 2023),
para cada ano do triénio de 2023 a 2025, sao estimados cerca de 7.390 novos
casos, sendo a Regido Sul com maior incidéncia (153,29 por milhdo). No Brasil, no
ano de 2020, ocorreram cerca de 2.289 mortes por cancer infanto-juvenil, e é a
principal causa de morte em criangas e adolescentes no mundo (Instituto Nacional
de Cancer José Alencar Gomes da Silva, 2020a; Lam et al, 2019;
Steliarova-Foucher et al., 2017). Apesar da taxa de sobrevida para neoplasias
pediatricas ser atualmente superior a 80%, 95% dos sobreviventes tém pelo menos
uma condi¢ao séria, incapacitante ou com risco de vida, frequentemente associada
as terapias e tratamentos do cancer (Bhakta et al., 2017)

Os tipos de neoplasias que se desenvolvem em criangas e adolescentes se
diferem daqueles que se desenvolvem em adultos, principalmente pela sua origem.
Geralmente denominados “tumores embrionarios”, os canceres infanto-juvenis sao
mais comum em criangas de até 5 anos, originados de células embrionarias e
associados a alteracbes durante o desenvolvimento embrionario do 6rgéo
acometido. Devido sua raridade, encontrar evidéncias para associagdes causais
entre fatores de risco putativos com neoplasias infantis € extremamente limitante
(Montalvao-de-Azevedo et al., 2015). A raridade €&, portanto, um dos principais
fatores que dita a qualidade e quantidade de evidéncias para associa¢des causais
entre fatores de risco e neoplasias infantojuvenil. Sindromes hereditarias, causadas
por mutacbes de DNA de alta penetrdncia da linha germinativa, aneuploidia
cromossOmica ou disturbios epigenéticos sdo conhecidos por causar uma minoria de
canceres infantis (DeBaun, Tucker, 1998; Malkin, 2011; Ross et al., 2005; Seif,
2011).



1.2 Tumores NEuROBLAsTICOS PERIFERICOS: EPIDEMIOLOGIA, FATOREs DE Risco E
ConsTITUIGAO HISTOPATOLOGICA

Os tumores neuroblasticos periféricos (TNPs) correspondem a um espectro
de neoplasias benignas e malignas decorrentes da linhagem simpatoadrenal da
crista neural e, incluem Neuroblastoma (NB), Ganglioneuroblastoma (GNB) e
Ganglioneuroma (GN),podendo apresentar-se como lesbes de massa no pescogo,
térax, abdémen ou pelve (Shimada et al., 1999). Por ser uma neoplasia complexa e
heterogénea, muitos fatores como a idade ao diagndstico, estagio da doencga ao
diagnostico e algumas caracteristicas moleculares, celulares e genéticas do tumor,
determinam se ele ira regredir espontaneamente ou se disseminara através de
metastases tornando-se refratario a terapia (Cheung, Dyer, 2013).

Atualmente sabe-se que algumas mutagdes em vias de sinalizagao
essenciais para o desenvolvimento da linhagem simpatoadrenal estdo associadas a
sindromes genéticas familiares caracterizadas por defeitos no desenvolvimento e
predisposicdao para TNPs. Porém, casos desta neoplasia familiar sdo raros,
correspondendo a <2% de todos os diagnésticos (Maris et al., 2002; Mosse et al.,
2008). A primeira mutagdo de predisposicao encontrada em TNPs foi no gene
PHOX2B, o qual codifica um fator de transcricdo de homeodominio pareado que
promove a saida do ciclo celular e a diferenciagdo neuronal, desempenhando um
papel critico no desenvolvimento de neurdnios autondmicos derivados da crista
neural (Raabe et al., 2008; Trochet et al., 2005). Outra mutacdo associada ao
desenvolvimento desta neoplasia esta no gene da quinase do linfoma anaplasico
(ALK). Este gene é expresso na linhagem simpatoadrenal em desenvolvimento da
crista neural, podendo regular o equilibrio entre a proliferacdo e diferenciagdo por
meio de diversas vias celulares (Degoutin et al., 2009; Iwahara et al., 1997).

Estudos recentes de associagdo em todo o genoma identificaram varios loci
de suscetibilidade ao NB, incluindo polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) em
HACE1, LIN28B, BARD1, CASC15, TP53 e LMO1 (Capasso et al., 2009; Dsikin et
al., 2012; Maris et al., 2008; Wang et al., 2010). Porém, vale ressaltar que a mutagao
genética mais comum em TNPs esporadicos, a amplificagdo do oncogene MYCN,
que ocorre em aproximadamente 22% dos tumores, estd associada a um pior

prognéstico (Brodeur, 2003). O MYCN regula a proliferacdo, crescimento,



3

diferenciacdo e sobrevivéncia de células do sistema nervoso central (SNC) em
desenvolvimento e também é expresso na crista neural (Grimmer, Weiss, 2006).
Apesar de ser um importante fator oncogénico nesta neoplasia e tenha sido
estudado extensivamente por quase 3 décadas, atualmente ndo ha ensaios clinicos
direcionados a proteina MYCN diretamente em TNPs, devido as dificuldades
inerentes ao desenvolvimento de terapias moleculares direcionadas a fatores de
transcricao (Brodeur et al., 1984; Cheung, Dyer, 2013).

Os TNPs pertencem as neoplasias denominadas de “pequenas células
redondas azuis”, sendo derivadas de células progenitoras do sistema nervoso
simpatico: a simpatogbnia da linhagem simpatoadrenal. Depois de migrarem da
crista neural, essas simpatogénias pluripotentes formam os ganglios simpaticos, as
células cromafins da medula adrenal e os paragénglios, refletindo as localizagdes
tipicas dos TNPs. No diagnostico imunohistoquimico de TNPs, a coloragao positiva
para marcadores neuronais, incluindo enolase especifica de neurénio, sinaptofisina,
proteina de neurofilamento, gangliosideo GD2, cromogranina A e tirosina
hidroxilase, combinada com coloracdo negativa para marcadores de outros tumores
de pequenas células redondas deve ser considerada (Park et al., 2008).

Em 1963, os pesquisadores Beckwith e Perrin, através de estudos
observacionais de “neuroblastoma in situ”, sugeriram uma histéria natural dos TNPs
que poderia incluir involugao (regressao) e maturagao (Beckwith, Perrin, 1963). Essa
histéria/conceito foi incorporada na Classificacdo Internacional de Patologia do
Neuroblastoma do inglés International Neuroblastoma Pathology Classification
(INPC), o qual foi estabelecido em 1999 adotando o sistema original proposto por
Shimada em 1984 (Shimada et al. 1984; Shimada et al. 1999). O INPC foi revisado
em 2003, e é um sistema que distingue um grupo de histologia favoravel (HF) de um
grupo de histologia desfavoravel (HD) de TNPs, aplicando o conceito de intervalos
normais dependentes da idade e de caracteristicas morfolégicas, como
desenvolvimento estromal de Schwann, grau de diferenciagao neuroblastica e indice
de mitose-cariorrexe (Park et al., 2008; Peuchmaur et al., 2003).

De acordo com o INPC, os TNPS sao classificados em uma das trés
categorias morfolégicas. Um NB € um tumor composto de células neuroblasticas
formando grupos ou ninhos separados por septos estromais com ou sem
proliferagdo Schwaniana, divididos em 3 subtipos: (1) indiferenciado, (2) pouco

diferenciado e (3) diferenciado. Um GNB pode ser dividido em intermisturado ou
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nodular; o intermisturado é um tumor que contém ninhos microscépios bem
definidos de células neuroblasticas intermisturadas ou distribuidas aleatoriamente no
estroma ganglioneuromatoso; ja o nodular é caracterizado pela presenca de ndodulos
neuroblasticos grosseiramente visiveis, geralmente hemorragicos coexistindo com
GNB, intermisturados ou com GN. O GN também apresenta dois subtipos,
denominados de em maturagdo e maduro; o subtipo em maturacédo é composto
predominantemente de estroma ganglioneuromatoso com colegdes dispersas de
NBs em diferenciagcdo ou células ganglionares em maturacdo, além de células
ganglionares maduras; o subtipo maduro & composto de estroma Schwaniano
maduro e células ganglionares (Shimada et al., 1999) (Figura 1)

Figura 1 - Subtipos histolégicos de Tumores Neuroblasticos Periféricos (TNPs).
PP S
: S

Fonte: Adaptado de Shimada et al., 1999. (a) NB pobre em estroma de Schwann, subtipo indiferenciado. (b) NB
pobre em estoma de Schawnn, subtipo pouco diferenciado. (c) NB pobre em estroma de Schwann, subtipo em
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diferenciagdo. (d) GNB rico em estroma de Schwann, subtipo intermisturado. (e) GN estroma dominante de
Schwann, subtipo em maturagdo. (f) GN estroma dominante de Schwann, subtipo maduro; nas setas & possivel
identificar células ganglionares totalmente maduras e individualmente embutidas no estroma de Schwann.

1.3 ComporTAMENTO CLiNIcO, DiaGNGsTICO E EsTADIAMENTO DE TNPs.

A forma com que essa neoplasia se apresenta clinicamente depende do local
de origem do tumor, da extensdo da doenca e da presenga de sindromes
paraneoplasicas. A maioria dos tumores (65%) surgem no abdémen, com mais da
metade deles surgindo na glandula adrenal; outros locais de origem incluem o
pescoco, torax e pelve. Aproximadamente 50% dos pacientes apresentam a doenca
localizada ou regional, e quase 35% dos pacientes apresentam disseminagao
regional dos linfonodos no momento do diagnéstico. Normalmente pacientes com a
doenca localizada sao assintomaticos. A disseminacdo da doenga acontece pelas
vias linfaticas e/ou hematogénicas (osso, medula 6ssea e figado), e estes pacientes
geralmente apresentam sintomas como febre, dor abdominal e irritabilidade (Park et
al., 2008).

Os critérios atuais para diagnostico e estadiamento sdao baseados nos
critérios do Sistema Internacional de Estadiamento do Neuroblastoma (do inglés
International Neuroblastoma Staging System -INSS), inicialmente foram formulados
em 1986 e revisados em 1988 (Brodeur et al., 1988; Brodeur et al., 1993). Estes
tumores sao diagnosticados e estadiados por meio de uma combinagao de métodos
histologicos, bioquimicos e de imagem. As avaliagdes laboratoriais principais
incluem hemograma, exames de coagulagao (devido ao frequente envolvimento do
figado), avaliacdo da sindrome de lise tumoral, creatinina sérica, ferritina e lactato
desidrogenase (LDH) (Qiu, Matthay, 2022). Apesar de correlacionarem os niveis de
ferritina e LDH com o prognodstico, estes parametros nao estdo incluidos nos
protocolos atuais do European Neuroblastoma Group (SIOPEN) e do Children’s
Oncology Group (COG) para a estratificagdo de risco da doenga (Morgenstern et al.,
2018; Moreno et al., 2020). Amostras de urina também s&o analisadas para acido
vanil mandélico e acido homovanilico, pois estes metabdlitos da catecolamina
apresentam niveis elevados em 90% dos pacientes ao diagnéstico (Strenger et al.,
2007).

Imagens anatémicas com tomografia computadorizada (TC) ou ressonancia
magnética (RM) também sdo necessarias para a delimitacido e identificagdo de
progndstico e estadiamento tumoral (Qiu Matthay, 2022). O método de varredura

funcional com '#?|-metaiodobenzilguanidina ('?°I-MIBG) tornou-se padrdao de
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tratamento para diagndstico e estadiamento dos TNPs. Como a
metaiodobenzilguanidina (mIBG) é um derivado da guanetidina e um analogo da
norepinefrina, ele é especificamente absorvido e armazenada em tumores derivados
de tecidos de origem do sistema nervoso simpatico que expressam o transportador
de norepinefrina (McCluskey et al., 2005; Moroz et al., 2007). A cintilografia com
123-MIBG tem uma sensibilidade de 90% e uma especificidade de 99%, permitindo a
identificacdo da doencga primaria e metastatica (Matthay et al., 2010). As definicoes

do INSS para o estagio nos TNPs est&o listadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Sistema Internacional de Estadiamento de Neuroblastoma

Estagiol Tumor localizado com excisao macroscépica completa, com ou sem
doenga residual macroscopica; linfonodos ipsilaterais representativos
negativos para tumor microscopicamente (linfonodos anexados e
removidos com o tumor primario podem ser positivos).

Estagio Tumor localizado com ressecgdo macroscoépica incompleta; linfonodos
A ipsilaterais ndo aderentes representativos negativos para tumor
microscopicamente.

Estagio Tumor localizado com ou sem excisdo macroscépica completa com
B linfonodos ipsilaterais ndo aderentes positivos para tumor; linfonodos
contralaterais aumentados devem ser negativos microscopicamente.

Estagio Tumor unilateral irressecavel infiltrando-se na linha média com ou sem

1] envolvimento de linfonodos regionais, tumor unilateral localizado com

envolvimento de linfonodos regionais contralaterais ou tumor da linha

média com extensdo bilateral por infiltracdo (irressecavel) ou por
envolvimento de linfonodos.

Estagio Qualquer tumor primario com disseminacdo para linfonodos distantes,
v 0sso, medula éssea, figado, pele ou outros érgaos.

Estagio Tumor primario localizado (conforme definido para estagio I, lIA ou IIB)
IVS com disseminagao limitada a pele, figado ou medula dssea (limitado a
bebés <1 ano de idade).
Fonte: Adaptado de Brodeur et al., 1993.

A possibilidade de resseccao implica na remogao do tumor sem remocgao de
orgaos vitais ou comprometimento dos vasos principais. Tumores completamente
ressecados sao classificados como estagio |, tumores regionais parcialmente
ressecados com ou sem envolvimento nodular regional sdo classificados como
estagios Il e Ill. A doenga em estagio IV €& definida como disseminagéo

hematogénica ou nodal distante do tumor primario (Brodeur et al., 1993).



1.4 CrassiIFicacAo DE Risco PARA NB E TRATAMENTOS PARA TNPs

Diversos fatores clinicos e biolégicos demonstraram prever o comportamento
clinico de NB, e existe um consenso internacional de que uma combinagao desses
fatores prevé melhor o progndstico clinico. O COG estratifica os pacientes em
categorias de baixo, intermediario ou alto risco com base na idade ao diagndstico,
estagio INSS, histopatologia do tumor, indice de ploidia de DNA e status de
amplificagdo do MYCN (Tabela 2) (Park et al., 2008).

Devido a sua heterogeneidade bioldgica, existem diferentes estratégias
terapéuticas para os TNPs. Para os tumores com caracteristicas biologicas
favoraveis, a tendéncia tem sido reduzir a intensidade terapéutica, diferentemente da
abordagem para tumores com caracteristicas progndsticas adversas, onde ha a
intensificagdo da quimiorradioterapia (Maris, 2010). O tratamento utilizado para a
doenca de alto risco pode ser dividido em 3 fases: indugdo da remisséo,
consolidagdo da remissdo e uma fase de manutengdo focada na erradicagdo da
doenga residual minima. A indugdo consiste em ciclos de quimioterapia multiagente
composto de platina (carboplatina, cisplatina), etoposideo, ciclofosfamida e
vincristina adjunto da ressecc¢édo do tumor primario, seguida por uma consolidagéo
que compreende quimioterapia de alta dose com resgate de células-tronco
autélogas e radioterapia (Pinto et al., 2015). A fase de manutencdo envolve
imunoterapia usando anticorpo monoclonal (mAb) anti-disialogangliosideo (GD2)
com citocinas e terapia de diferenciagdo usando isotretinoina, a qual sera citada

posteriormente nesta se¢ao (Coughlan et al., 2017; Smith, Foster, 2018).



Tabela 2 - Estratificagédo de risco de neuroblastoma do COG.

Grupo de Estagio Idade Amplificacao MYCN  Ploidia Shimada
risco
Baixo risco I Qualquer Qualquer Qualquer  Qualquer
[IA/11IB Qualquer Nao amplificado Qualquer  Qualquer
Baixo risco
[HA/IIB Qualquer Amplificado Qualquer  Qualquer
Alto risco
1] <547dias Nao amplificado Qualquer  Qualquer
Risco
intermediario
Il >547dias Nao amplificado Qualquer HF
Risco
intermediario
Il Qualquer Amplificado Qualquer  Qualquer
Alto risco
Il >547dias Nao amplificado Qualquer HD
Alto risco
v <365dias Amplificado Qualquer  Qualquer
Alto risco
\Y] <365dias Nao amplificado Qualquer  Qualquer
Risco
intermediario
v 365 a Amplificado Qualquer  Qualquer
Alto risco <547dias
\Y, 365 a Qualquer DI =1 Qualquer
Alto risco <b47dias
v 365 a Qualquer Qualquer HD
Alto risco <547dias
v 365 a Nao amplificado DI>1 HF
Risco <b47dias
intermediario
v >547dias Qualquer Qualquer  Qualquer
Alto risco
IVS <365dias N&o amplificado DI>1 HF
Baixo risco
IVS <365dias Nao amplificado DI=1 Qualquer
Risco
intermediario
IVS <365dias Nao amplificado Qualquer HD
Risco
intermediario
IVS <365dias Amplificado Qualquer  Qualquer

Alto risco
Fonte: adaptado de Park et al., 2008; Abreviagdes: DI, indice de DNA; HF: histologia favoravel; HD:
histologia desfavoravel; Significado da palavra qualquer: independente da caracteristica.

Sabe-se que aproximadamente metade dos pacientes com NB de alto risco

nao responde ao protocolo de terapia de primeira linha ou sofre recaida nos
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primeiros 2 anos apos o tratamento (Castel et al., 2001; London et al., 2011; Pearson
et al., 2008). Uma das explicagcbes mais provaveis para a falha do tratamento em
pacientes com esta neoplasia é a presenca residual de células cancerosas
circulando no sangue, o que pode levar a recidivas e, consequentemente, uma
resisténcia adquirida aos tratamentos utilizados (Maris, 2010). A presenca de
ensaios clinicos randomizados demonstraram uma melhora na sobrevida livre de
doenca com quimioterapia mieloablativa ou terapia citotoxica mieloablativa com
transplante autélogo de medula 6ssea (TAMO), a qual € comumente administrada
apos a terapia de indugdo e seguida pelo resgate com células progenitoras
hematopoiéticas autélogas (Berthold et al., 2005; Pritchard et al., 2005).

Experimentos da década de 1980 mostraram que as linhagens celulares de
TNPs podem frequentemente ser induzidas a se diferenciar terminalmente mediante
exposicao a compostos retinoides (Sidell, 1982; Thiele et al., 1985). Esses estudos
levaram a um ensaio clinico randomizado no qual a isotretinoina (acido
13-cis-retinoico) foi utilizada apdés a terapia de consolidacdo mieloablativa em
pacientes com NB, onde o risco de recidiva foi reduzido entre aqueles que
receberam isotretinoina (Matthay et al., 1999). O uso da isotretinoina melhora a
sobrevida livre de eventos, mas nao a sobrevida global dos pacientes, logo a adi¢ao
de imunoterapia com anticorpos anti-GD2 e citocinas exdgenas (visando aumentar a
imunidade antitumoral) melhorou os resultados em relagédo ao uso isolado deste
medicamento em pacientes com doenga de alto risco (Ladenstein et al. 2018; Yu et
al., 2010; Yu et al., 2021).

Quanto as imunoterapias relacionadas aos inibidores de ponto de verificagao
do sistema imune, apesar de serem bem-sucedidas em alguns tipos de canceres
como melanoma, certos carcinomas adultos e algumas malignidades hematologicas
adultas e pediatricas (Maude et al., 2018; Postow et al., 2015; Reck et al., 2016).
Existem poucos sucessos clinicos em relagdo aos tumores solidos infantis, com
taxas de resposta especialmente decepcionantes aos inibidores de ponto de

verificacdo imunoldgica (Merchant et al., 2015).
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1.5 Vias be RErARO A0 DNA E 0 CANCER

O acido desoxirribonucleico (DNA) € uma molécula intrinsecamente reativa e
altamente suscetivel a modificagdes quimicas por agentes enddégenos e exdgenos.
Em relagdo aos meios enddgenos, as enzimas envolvidas na replicagao e reparo do
DNA cometem falhas, levando a uma sobrecarga nas células e, consequentemente,
desencadeando mutagdes potencialmente desvantajosas. Os meios exdgenos
incluem fatores externos como radiag&o ionizante (RI) e ultravioleta (UV), produtos
quimicos como agentes alquilantes e aminas aromaticas, agentes cancerigenos no
ar ou naturais da dieta, exposicao no local de trabalho, exposicdo voluntaria e
medicamentos terapéuticos (Figura 2) (Chatterjee, Walker, 2017; Gupta, Lutz, 1999).
Essa instabilidade no genoma é uma etapa crucial no desenvolvimento do céncer,
contribuindo também para o envelhecimento e doencgas relacionadas a idade (lyama,
Wilson, 2013).

Figura 2 - Mecanismos de danos ao DNA.
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Fonte: Criado com BioRender.com

Entretanto, devido as varias fontes de danos ao DNA, existem mecanismos
com sistemas complexos e robustos presentes nas células que funcionam em
conjunto para reduzir as consequéncias dos danos ao DNA (Figura 3) (Chatterjee,
Walker, 2017). A maioria dos danos ao DNA podem ser divididos como quebra de
fita simples do inglés single strand breaks (SSBs) ou quebras de fita dupla do inglés
double-strand breaks (DSBs), onde cada uma apresenta seus proprios mecanismos
de reparo. As DSBs s&o reparadas por meio de jungdo de extremidade n&o
homologa do inglés non-homologous end joining (NHEJ) ou recombinagdo homologa

(RH). As SSBs sao corrigidas por reparo de quebra de fita simples (SSBR). As SSBs
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que aparecem como intermediarios de reparo sao verificadas por meio de reparo de
mapeamento do inglés mismatch repair (MMR) para incompatibilidades de bases
durante a replicagdo e Jloops de insergcdo-delecdo, reparo por excisdo de
nucleotideos do inglés nucleotide excision repair (NER) para remogao de lesdes
volumosas ou reparo por excisdao de base do inglés base excision repair (BER) para
danos de base que parecem ter efeitos minimos (Chatterjee, Walker, 2017; lyama,

Wilson, 2013). Neste trabalho, daremos énfase as vias BER e NER.

Figura 3 - Formas de danos ao DNA e respectivas vias que participam do seu reparo.
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Fonte: Criado com BioRender.com.

1.6 Reparo POR ExcisAo bE BAsE
O BER corrige a maioria dos danos enddégenos ao DNA, incluindo danos
oxidativos, desaminagao, alquilacdo e depurinacdes, chegando a aproximadamente
30.000 danos por célula humana a cada dia. A suposi¢ao existente € de que esta via
opera principalmente durante a fase G1 do ciclo celular, mantendo a transcricdo sem
erros e preparando o DNA para a replicagdo removendo lesbes da fita (Dianov,
Hubscher, 2013). Compartilham proteinas-chave e seguem 5 etapas gerais: (1) uma
glicosilase especifica para dano detecta e excisa a base de DNA danificada,
produzindo um sitio apurinico/apiriminidinico (AP), ou abdésico; (2) uma
endonuclease AP ou liase AP associada a glicosilase incisa incisa o sitio AP criando
um SSB; (3) repara as extremidades terminais da estrutura do agucar usando uma
liase ou uma fosfodiesterase; (4) uma DNA polimerase substitui a regido ausente por
DNA complementar e (5) a DNA ligase liga o DNA para remover cortes (Beard et al.,
2019; Kim, Wilson, 2013).
As (glicosilases de DNA sado frequentemente classificadas como
monofuncionais ou bifuncionais com base no seu mecanismo catalitico e capacidade

de executar atividade de clivagem de fita de AP liase (Krokan et al., 1997; Mitra,
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2001). As bifuncionais exercem atividade AP-liase e clivam liga¢des fosfodiéster no
lado 3’ do sitio AP por eliminagéo B ou no lado 3’ e 5’ por eliminagao /9, criando um
aldeido a/B insaturado na extremidade 3’ da fita de DNA clivada e grupos fosfato nas
extremidades 5 e 3’, respectivamente. As glicosilases de DNA monofuncionais
precisam da assisténcia de AP-endonucleases que hidrolisam a ligagao fosfodiéster
na extremidade 5 do sitio AP, produzindo SSB com a extremidade 5 contendo
desoxirribose sem base (5’dRP) e o grupo hidroxila 3’ (Tudek, 2007).

Apos a incisdo do DNA, a BER pode ser continuada em duas vias
alternativas. Estas sub vias sdo denominadas de BER de nucleotideo unico do
inglés single-nucleotide BER (SN-BER) e BER de via longa do inglés long-patch
BER (LP-BER) (Figura 4) (Prasad et al., 2010). Durante a SN-BER em mamiferos,
apenas um nucleotideo ausente é incorporado pela DNA polimerase B (pol B), que
também tem a atividade dRPase 5 e pode remover o agucar sem base na
extremidade 5’ da quebra do DNA. Na LP-BER, um fragmento mais longo variando
de 2 a 12 nucleotideos € excisado e ressintetizado e foi estabelecido que nesta
subvia o primeiro nucleotideo é incorporado pela pol B, enquanto os proximos sao
pelas DNA polimerases 6 ou €. O LP-BER também demanda de outras proteinas
auxiliares como o antigeno nuclear de proliferagao celular e a proteina de replicagéo

C (Fortini et al., 2003).
Figura 4 - Via de reparo por excisao de nucleotideos (BER) e subvias SN-BER e LP-BER.
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1.7 Pou (ADP-RIBOSE)POLIMERASE 1

Um dos primeiros eventos na resposta a danos no DNA (DDR) é o
recrutamento da poli(ADP-ribose) polimerase 1 (PARP1) para diversos tipos de
lesdes ao DNA. A PARP1 é uma proteina nuclear que, pés traducdo, anexa um
polimero carregado negativamente chamado poli(ADP)ribose (PAR) a si mesma e a
varias proteinas-alvo. Essa atividade é denominada poli(ADP) ribosilagéo
(PARilagao), cooperando para a grande parte das fungdes conhecidas da PARP1 no
reparo do DNA, incluindo o SSBs, estabilizacdo de forquilhas de replicagdo do DNA
e na mudanga da estrutura da cromatina (Chaudhuri, Nussenzweig, 2017). Ademais,
a PARP1 também esta envolvida na transcricdo genética e apoptose das células
(Kim et al., 2005; Yu et al., 2002). A PARP1 demonstrou influenciar o reparo do DNA
por meio de multiplas vias, incluindo BER, HR, NER, NHEJ e MMR, tendo como
substrato a adenina dinucleotideo (NAD") (Javle, Curtin, 2011).

A PARP1 foi a primeira da familia PARP a ser identificada, que agora
compreende 18 membros diferentes (Amé et al., 2004). Esta enzima é multifuncional
e altamente conservada encontrada em eucariotos. Sua estrutura foi caracterizada e
consiste em 3 dominios principais: um dominio de ligacdo ao DNA amino-terminal
(DBD), um dominio de auto modificagao central contendo um C-terminal de BRCA1
(BRCT) e um dominio catalitico carboxi-terminal altamente conservado (Kraus, Lis,
2003). Sua atividade catalitica ocorre apos a indugédo de varios tipos de danos ao
DNA, resultando na sintese de cadeias PAR em si mesma e em proteinas histonas e
nao histonas (Gagné et al., 2008; Isabelle et al., 2010; Jungmichel et al., 2013).
Proteinas envolvidas no DDR e no metabolismo do DNA podem se ligar ao PAR em
proteinas PARP por meio de interagdes nao covalentes, resultando em seu
recrutamento para locais de dano ao DNA (Krietsch et al., 2012).

O gene PARP1 esta localizado no cromossomo 1g41-qg42, abrangendo 47,3
kb de comprimento e contendo 23 éxons, é responsavel por codificar uma proteina
de ligacdo ao DNA -113KDa — poli(ADP ribosil)transferase que pode modificar varias
proteinas nucleares por poli(ADP-ribosil)agdo (Wood et al., 2001). Variagbes em
genes de reparo ao DNA podem modular a capacidade de ajuste destas vias,
resultando em um acumulo dessas anormalidades, levando a morte celular

programada ou crescimento celular desregulado e consequentemente ao cancer
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(Locket et al., 2004; Hua et al., 2014). Sabe-se que existem inumeros polimorfismos
de nucleotideo unico (SNPs) descritos no PARP1, incluindo 20 polimorfismos de
nucleotideo unico de regiao codificadora (cSNPs). Entre os SNPs deste gene, um
dos mais investigados € o rs1136410 (Val762Ala) localizado na sexta hélice do
dominio catalitico no éxon 17 (Hua et al., 2014).

Alguns autores sugerem que este SNP pode estar relacionado a alteragao
funcional da proteina PARP1 e sua atividade enzimatica, o que poderia levar a uma
diminuicao significativa na agédo da poli(ADP-ribosil), entretanto, os mesmos autores
falam sobre a necessidade de mais estudos para estabelecer de fato uma conclusao
sobre o efeito do polimorfismo (Locket et al., 2004; Wang et al., 2007). Até o
momento, diversas pesquisas procuraram a associagao do rs1136410 e o risco de
diferentes neoplasias como cancer de mama, cancer colorretal, glioma em adultos e
linfoma n&o-Hodgkin, porém diversos resultados foram inconsistentes ou
discrepantes, principalmente devido ao tamanho amostral pequeno ou pela
variedade de grupos étnicos (Cao et al., 2007; Liu et al., 2009; McKwan-Cowdin et
al., 2009; Shen et al., 2006; Stern et al., 2007; Zhang et al., 2006).

1.8 RePARO POR ExcisAo DE NucLEOTIDEOS

O NER ¢é uma via de reparo de danos ao DNA altamente versatil, que é capaz
de remover lesdes volumosas de DNA decorrentes da exposicao a luz solar,
metabdlitos endégenos e varias toxinas ambientais (Gillet, Scharer, 2006). O NER
atua de duas maneiras diferentes com base no reconhecimento do dano em
eucariotos: reparo acoplado a transcricdo (TCR-NER) e reparo global do genoma
(GGR-NER) (Figura 5). O mecanismo GGR remove lesdes em qualquer parte do
genoma, enquanto o TCR remove especificamente lesdes da fita que esta sendo
transcrita (Aleskeev, Coin, 2015).Sabe-se que a deficiéncia desta via resulta em uma
série de sindromes humanas autossémicas recessivas como: Xeroderma
Pigmentoso (XP) que esta ligado a uma predisposi¢ao a canceres de pele; sindrome
de Cockayne (CS); sindrome rara de sensibilidade a UV; e uma forma fotossensivel
de tricotiodistrofia (TTD) (Vermeulen, Fousteri, 2013). A resposta NER envolve 5
etapas principais: 1) reconhecimento do dano; 2) incisdo em ambos os lados da
lesdo, 3) remocgao do fragmento de oligonucleotideo contendo o dano; 4) sintese e
preenchimento de lacunas para restaurar um DNA livre de danos e 5) ligagao para

selar o corte restante (Fagbemi et al., 2011).
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Figura 5 - llustragéo da via de reparo por excisdo de nucleotideos (NER)
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Fonte: Adaptado de Steeg, Kraemer (1999) e Kraemer, 2008. Legenda: GGR: reparo genémico
global. TCR: reparo acoplado a transcricdo. CDP: dimeros de pirimidina ciclobutano. 6-4 PP:
fotoprodutos de ultravioleta. XPC: grupo C de complementagédo do xeroderma pigmentoso. HHR23B:
homdlogo humano da proteina Rad23 de levedura. XPE: grupo E de complementagéo do xeroderma
pigmentoso, também conhecido como DDB2. RNAP II: RNA polimerase Il. CSA: proteina codificada
pelo ERCCS8, um fator de remodelagédo da cromatina. CSB: proteina codificada pelo ERCC6, um fator
de remodelagdo da cromatina. TFIIH: fator de transcricdo || H. XPB: helicase do TFIIH, também
conhecido como ERCC3. XPD: helicase do TFIIH, também conhecido como ERCC2. XPG:
endonuclease, também conhecida como ERCC5. XPF: endonuclease, também conhecida como
ERCC4. RPA: proteina de replicacdo A. TTDA: proteina do grupo A da tricotiodistrofia. ERCC1: grupo
1 de complementacédo cruzada do reparo por excisao.

No GGR-NER, o principal sensor de dano ao DNA €& uma proteina
denominada grupo de complementagdo C do Xeroderma Pigmentoso (XPC),
complexada com a proteina de reparo de excisdo UV Radiation sensitive 23B
(RAD23B) e a Centrin 2 (CETNZ2). Este complexo verifica a presenga de DNA fita
simples transitorio (ssDNA) causado por pareamento de bases interrompido devido a
lesédo (Nish et al., 2005). Para o reparo dos dimeros de pirimidina ciclobutano
(CPDs) induzidos por UV, o complexo de proteina de ligagdo a danos ao DNA
danificado por ultravioleta (UV-DDB), consistindo de DDB1 (fator de ligacédo a
proteina do grupo de complementacdo E do xeroderma pigmentoso) e a proteina

DDB2 especifica de GG-NER, liga-se diretamente as lesdes induzidas por radiagao
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UV e entdo estimula a ligacédo de XPC (Scrima et al., 2008; Wakasugi et al., 2002). A
XPC ligado a lesao se torna um substrato para o complexo do fator de transcri¢ao Il
H (TFlIIH), um fator de iniciacdo e reparo da transcricio composto por 10
subunidades de proteinas que podem alternar fungdes tanto na iniciacdo da
transcricdo quanto no NER (Yokoi et al., 2000). A etapa final da excisdo dupla e
preenchimento de lacunas é coordenada para evitar a formacdo de lacunas do
ssDNA que pode potencialmente desencadear a sinalizagdo de resposta a danos no
DNA (DDR) (Marini et al., 2006, Marti et al., 2006).

A segunda via NER, TC-NER, é iniciada por uma RNA polimerase |II
paralisada por lesdo, que comega com o recrutamento de proteinas especificas de
TC-NER, a proteina A de repeticaio WD da CS (CSA) também conhecida como
ERCCS8, e a proteina B da CS (CSB) também conhecida como ERCCG6, que sao
essenciais para a montagem adicional de outros componentes de TC-NER (Fousteri
et al., 2021). Tirando os complexos UV-DDB e XPC que séo especificos de
GG-NER, esta via inclui os principais fatores NER e proteinas especificas, como a
proteina A de andaime estimulada por UV (UVSSA), a protease 7 de processamento
especifico de ubiquitina (USP7), a proteina 2 de ligagdo a XPA (XAB2) e a proteina 1
contendo dominio de ligagdo ao nucleossomo do grupo de alta mobilidade (HMGN1)
(Schwertman et al.,, 2012). Uma vez no local da lesdo, o complexo CSA-CSB
retrocede (ou transloca reversamente) a RNA polimerase Il, expondo o local da
lesao, entdo o TFIIH é recrutado. A sequéncia subsequente de eventos é prevista
como a mesma que em GG-NER, pois a lesdo é removida da fita transcrita (Marteijn
etal., 2014).

1.9 GrRurOo DE CcOMPLEMENTAGAO C po XEerRobeErRMA PiGMENTOSO e GRUPO DE
COMPLEMENTAGAO A DO XERODERMA PIGMENTOSO

A XPC é essencial para o GG-NER, servindo como o principal fator de
iniciacdo. Essa proteina varre o genoma em uma direcionalidade de &’ para 3’ até
detectar a distorgdo de fita causada por lesbes que danificam o DNA, ligando a fita
oposta de uma maneira independente de sequéncia (Shell et al., 2013; Sugasawa et
al., 2009). Para atuar no GG-NER, a XPC adjunto do homélogo humano da proteina
Rad23 de levedura (HR23B) formam um heterodimero que estimula ainda mais o
papel de XPC no reparo de NER (Krasikova et al., 2012). A centrin 2 (CETN2) forma

um heterotrimero com XPC/HR23B, que aumenta a ligagéo a locais de dano ao DNA
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(Renaud et al., 2011). A XPC atua no reconhecimento de dano inicial no GG-NER,
se ligando as lesbes antes dos outros fatores NER principais (Riedl et al., 2003). Na
literatura encontram-se hipéteses de que o XPC complexada com o HR23B, liga-se
inicialmente ao DNA de forma inespecifica e depois procura a presenga de dano ao
DNA, circundando a fita de DNA nao danificada e detectando estruturas de fitas
simples induzidas pela lesdo sem interagir diretamente com a lesdo (Min, Pavletich,
2007). Estudos anteriores descobriram que a expressdo anormal da proteina XPC
esta associada a progresséo do cancer (Dai et al., 2019; Hua et al., 2016).

O gene XPC, codifica uma proteina de 940 aminoacidos, abrange 33kb no
cromossomo 3p25 e contém 16 exons e 15 introns. Existem 3 SNPs mais comuns
do XPC, onde o rs2228000 € um deles. Localizado no exon 9, a variagao resulta na
substituicdo da timina para uma citosina na posigcao 499 na regido 5’ do intron, e ao
mesmo tempo o aminoacido alanina é substituido por valina (Das et al., 2021). Esta
variante foi estudada em diversos tipos de neoplasias em individuos adultos como
cancer de prostata, cancer de mama, cancer colorretal, entre outros, mas pouco se
sabe sobre sua associagdo ou correlagdo com parametros clinicopatolégicos de
criancas com TNPs (Dai et al., 2019). Ademais, ndo € possivel estabelecer com
certeza a implicacédo desta variante na fungdo da proteina XPC, porém, alguns
autores sugerem que o rs2228000 no XPC podem ter um efeito significativo na
funcdo da proteina, onde individuos que apresentam o genétipo homozigoto mutado
A/A podem ter a capacidade de reparo da XPC reduzida em cerca de 50% (Khan et
al., 2002; Yasuda et al., 2007).

Outra proteina chave no NER é a XPA, esta serve para a verificacdo de danos
ao DNA e no recrutamento de outras proteinas desta via. A XPA humana consiste
em 31 kDA e 273 aminoacidos que é encontrada principalmente como um
homodimero (Yang et al., 2002). Esta proteina apresenta-se em 3 dominios
separados, onde um dominio é globular central e os outros dois N e C-terminais com
a dindmica desordenada ou mal estruturada, o que fornece uma flexibilidade
importante para a sua interagdo com diferentes moléculas (Kuraoka et al., 1996).

A interacao primaria da XPA ocorre com a proteina de ligagdo de DNA de fita
simples ou proteina de replicagao A (RPA) (Lee et al., 1995). Apds a irradiacéo UV, a
XPA e RPA sao recrutados para o local do dano por meio de interagdes com XPC e
pelo TFIIH e, uma vez montados, formam um complexo compacto que permanece

associado ao local do dano durante todo o processamento (Park, Choi, 2006; Ried|
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et al., 2003). E conhecido que a XPA se liga ao DNA e a uma série de outras
proteinas da NER, sugerindo que ela serve como um andaime para a complexa
maquinaria multiproteica desta via (Camenisch, Nageli, 2008; Shell, Zou, 2008).

Esta proteina é vista como unica e essencial, pois remove todas as lesdes de
DNA reparadas por NER, incluindo aquelas induzidas por muitos regimes de
quimioterapia, como por exemplo a cisplatina (Feltes, Bonatto, 2015; Rabik, Dolan,
2007). Desta forma, a XPA é uma candidata atraente para a terapia direcionada ao
cancer, onde essas moléculas em combinagdo com cisplatina podem representar
uma nova estratégia para melhorar os resultados do tratamento, especialmente em
tumores resistentes a CDDP (Pulzova et al., 2020).

O gene XPA esta localizado no cromossomo 9p22.3, codificando uma
proteina relativamente pequena de 273 residuos sem atividade enzimatica.
Evidéncias de estudos indicam que mutagdes ou variagdes neste gene prejudicam a
funcdo normal do NER (States et al., 1998). E possivel encontrar na literatura
estudos em populagdes étnicas distintas associando um SNP rs1800975 do XPA
com o risco ou como um fator protetor para o cancer (Dziki et al., 2017; Zienolddiny
et al., 2006). Este SNP esta localizado na regidao 5’ nao codificadora (UTR) e esta a
4 nucleotideos a montante do cédon de inicio, mas sua relevancia funcional ainda
precisa ser determinada (Ding et al., 2011). Porém, sabe-se que polimorfismos nesta
area proximal ao codon de inicio podem ter implicagbes para a ligagdo da
subunidade ribossémica 40S e, como resultado, influenciar os niveis de proteina na
célula (Kozak, 1987; Kozak, 1996).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBuyETIVO GERAL

Investigar as associagbes de variantes em genes de via de reparo de danos ao
DNA (PARP1, XPC e XPA) (rs1136410, rs1800975 e rs2228000) com marcadores

clinicopatolégicos em TNPs.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Contribuir com estudos epidemiolégicos destas neoplasias no Estado do
Parana através da andlise de dados sociodemograficos, curso clinico,
fisiopatolégicos, entre outros, dos pacientes elegiveis e inseridos neste
estudo;

e Analisar as frequéncias genotipicas (rs1136410, rs1800975 e rs2228000) nos
TNPs;

e \Verificar se as variantes genéticas estudadas rs1136410, rs1800975 e

rs2228000 estao correlacionadas ao prognostico de pacientes com TNPs.
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3. PRrobpucAo BIBLIOGRAFICA

“XPC and XPA Gene Polymorphisms Are Associated with Tumor Staging and Bone
Marrow Infiltration in Pediatric Neuroblastoma Patients from Southern Brazil”

Abstract

Neuroblastoma is a heterogeneous pediatric cancer and a leading cause of
cancer-related mortality in children under five years of age. Genetic polymorphisms
in DNA repair pathway genes, such as PARP1, XPC and XPA, are hypothesized to
influence neuroblastoma progression and prognosis by altering DNA repair
efficiency. However, their role as prognostic markers remains unclear. Objective: To
investigate the correlation between single nucleotide polymorphisms (SNPs) in
PARP1 (rs1136410), XPC (rs2228000), and XPA (rs1800975) genes and
clinicopathological parameters in pediatric neuroblastoma patients from southern
Brazil. Methods: A cross-sectional study was conducted with 70 pediatric patients
diagnosed with neuroblastoma (NB), ganglioneuroblastoma (GNB), or
ganglioneuroma (GN). Genomic DNA was extracted from peripheral blood and
paraffin-embedded tissues. Genotyping for SNPs was performed using real-time
polymerase chain reaction (QPCR) with TagMan® probes. Clinicopathological data,
including staging, histology, metastases, and survival, were retrieved from medical
records. Associations were tested using Fisher’s exact and chi-square tests (p<0.05)
in SPSS. Results: Among the 72 pediatric patients, 77.7% were diagnosed with
neuroblastoma, and 22,3% with ganglioneuroblastoma (GNB) or ganglioneuroma
(GN). Neuroblastoma cases were predominantly diagnosed at advanced stages
(71.4% at Stage Ill or 1V), while GNB/GN cases were more frequently localized
(73.3%). A male predominance was observed in GNB/GN cases (67.7%),
contrasting with the nearly equal gender distribution in neuroblastoma cases (50.0%
male, 50.0% female). Age at diagnosis showed distinct patterns: neuroblastoma was
more common in patients under 18 months (46.4%), while GNB/GN was primarily
diagnosed in patients older than 18 months (100.0%). No significant correlations
were identified between the SNP rs1136410, and clinicopathological parameters,
including tumor staging, histology, extent of disease, metastases, bone marrow
infiltration, relapse, or survival (p > 0.05). Significant results were observed for the
XPC and XPA genes, both under the dominant genetic model. XPC was associated
with increased risk (RR = 1.529, p = 0.036) in relation to tumor staging, while XPA
conferred protection (RR = 0.324, p = 0.037) against bone marrow infiltration at
diagnosis. No significant associations were identified for the PARP1 gene
polymorphism.Notably, a high percentage of unknown histological classifications
(70.9% in neuroblastoma cases) and incomplete clinical data were limitations
affecting the depth of the analysis. Conclusions: The SNPs in PARP1, XPC, and
XPA genes investigated in this study do not appear to be independently associated
with prognostic markers in pediatric neuroblastoma. These findings highlight the
complexity of neuroblastoma biology and the limitations of individual genetic markers
as predictors of disease behavior. Larger, multi-center studies with diverse
populations are required to validate these results and explore potential gene-gene
and gene-environment interactions.

KEYWORDS: DNA damage repair pathways, pediatric solid tumors, genetic
polymorphisms
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Neuroblastoma is the most common extracranial solid tumor in children and
accounts for approximately 8% of pediatric cancer diagnoses, making it a significant
cause of cancer-related mortality in children under five years old (1). This disease
exhibits remarkable heterogeneity in clinical presentation, ranging from spontaneous
regression (2) to highly aggressive and metastatic forms (3). Despite advances in
cancer treatment, the prognosis for high-risk neuroblastoma remains poor, with
survival rates below 40% (4). Identifying molecular markers that can predict disease
behavior and improve treatment stratification is essential for optimizing clinical
outcomes.

Genetic variations in DNA repair pathway genes have been implicated in
cancer susceptibility and progression (5). DNA damage repair mechanisms, such as
base excision repair (BER) and nucleotide excision repair (NER), are crucial for
maintaining genomic stability (6). Deficiencies in these pathways can lead to the
accumulation of DNA damage, promoting carcinogenesis (5). Key proteins such as
poly (ADP-ribose) polymerase 1 (PARP1) (7) and xeroderma pigmentosum
complementation groups C (XPC) (8) and A (XPA) (9) play vital roles in these repair
processes. Polymorphisms in the genes encoding these proteins, including PARP1
rs1136410, XPC rs2228000, and rs1800975, may alter repair efficiency and
influence cancer risk and prognosis (6,10). However, their role in pediatric cancers
such as neuroblastoma remains poorly understood. While previous studies have
explored these genetic variants in various cancers (11-18), there is a scarcity of data
linking them to neuroblastoma, particularly in pediatric populations. Additionally,
most research has focused on populations outside South America, leaving a critical
gap in understanding how these polymorphisms may behave in diverse genetic and
environmental contexts, such as the Brazilian population. Investigating these
variants in a regional cohort is essential for uncovering potential population-specific
genetic associations and improving our understanding of neuroblastoma biology.

This study aimed to evaluate the correlation between the SNPs rs1136410,
rs2228000, and rs1800975 and clinicopathological parameters in pediatric patients
with neuroblastoma, ganglioneuroblastoma, and ganglioneuroma. By focusing on a
southern Brazilian cohort, this research sought to determine whether these SNPs
could serve as prognostic biomarkers and contribute to the broader understanding
of neuroblastoma progression and heterogeneity. Filling this knowledge gap is

critical for advancing personalized approaches to pediatric cancer management and
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potentially improving outcomes for affected children.
Subjects and Methods

Study Design and Ethical Aspects

This is a cross-sectional study using convenience samples. This study was approved
by the Ethics Committees on Research of the State University of Londrina (CAAE
59515722.70000.5231) and the Pontifical Catholic University of Parana (CAAE
80073124.9.0000.0020). For all participants a code was assigned after their legal
guardians signed the Informed Consent Form, and children aged 5 years or older

provided assent by signing the Assent Form.

Institutions Involved, Sample Selection, and Characterization

Four mL of total peripheral blood was collected in tubes containing
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) from 15 patients, along with 20 paraffin
blocks from patients diagnosed with NB, GNB, and GN, treated at the Pediatric
Oncology Service of Hospital do Cancer de Londrina (HCL), Parana. The invitation to
participate in this project was extended to the patients' legal guardians during their
clinical visits to the pediatric oncology service at HCL, with diagnoses provided by
both the attending physician and the Pathology Laboratory of HCL. 37 paraffin blocks
were collected from patients diagnosed with NB, GNB, and GN, treated at the
Pediatric Oncology Service of Hospital Pequeno Principe (HPP) from Curitiba,
Parana. Clinical, epidemiological, and pathophysiological data were retrieved from
the hospital records system, both online and in physical format (Table 1). Additionally,
data collection took place from November 2023 to December 2024 at the respective
hospitals. For the transportation of samples from Curitiba to Londrina, a thermal
container made of styrofoam with dry ice was used to maintain the samples at an
optimal temperature (approximately -80°C), ensuring their integrity for subsequent

analyses.
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Diagnosis
Parameters Neuroblastoma [n Ganglioneuroblastoma
(%)] Ganglioneuroma [n (%])]
Genre
Male 28 (50.0) 10 (66.7)
Female 28 (50.0) 5(33.3)
Staging
I+II+IVS 11 (19.6) 7 (50.0)
Hi+Iv 40 (71.4) 2 (14.3)
Unknown 5(9.0) 5(35.7)
Age at diagnosis
<18months 26 (46.4) 0 (0)
>18months 29 (51.8) 15 (100.0)
Unknown 1(1.8) 0 (0)
Death
No 23 (41.1) 8 (53.3)
Yes 19 (33.9) 1(6.7)
Unknown 14 (25.0) 6 (40.0)
Shimada classification
Favorable 9 (16.1) 6 (40.0)
Unfavorable 8 (14.3) 1(6.7)
Unknown 39 (69.6) 8 (53.3)
Histology
Undifferentiated or poorly differentiated 37 (66.1) 1(6.7)
Differentiated 2(3.6) 3(20.0)
Unknown 17 (60.4) 11 (73.3)
Extent of disease at diagnosis
Localized 19 (33.9) 11 (73.3)
Disseminated 32 (57.1) 3 (20.0)
Unknown 5(8.9) 1(6.7)
Metastasis at diagnosis
No 27 (48.2) 1(6.7)
Yes 24 (42.9 13 (86.7)
Unknown 5(8.9) 1(6.7)
Bone marrow infiltration at
diagnosis
No 41 (73.2) 15 (100.0)
Yes 11 (19.6) 0 (0)
Unknown 4(7.1) 0 (0)
Bone marrow infiltration
throughoout the clinical course
No 35 (62.5) 8 (563.3)
Yes 17 (30.4) 4 (26.7)
Unknown 4(7.1) 3(20.0)
Late metastasis
No 30 (53.6) 12 (80.0)
Yes 21 (37.5) 2(13.3)
Unknown 5(8.9) 1(6.7)
Relapse
No 28 (50.0) 10 (66.7)
Yes 17 (30.4) 3(20.0)
Unknown 11 (19.6) 2 (13.3)
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Table 1 - Clinicopathological characteristics of the patients.

Diagnosis

Parameters Neuroblastoma [n (%)] Ganglioneuroblastoma
Ganglioneuroma [n (%])]

Residual recurrence

No 21 (37.5) 8 (53.3)

Yes 25 (44.6) 4 (26.7)

Unknown 10 (17.9) 3(20.0)
Chemotherapy

No 4(7.1) 6 (40.0)

Yes 48 (85.7) 7 (46.7)

Unknown 4(7.1) 2 (13.3)
Radiotherapy

No 25 (44.6) 9 (60.0)

Yes 15 (26.8) 1(6.7)

Unknown 16 (28.6) 5(33.3)

Genomic DNA extraction

Genomic DNA extraction was performed using the BIOPUR MINI SPIN PLUS
extraction kit (Biometrix Diagndstica Ltda, Curitiba, Parana, Brazil), which employs a
column-based separation method, following the manufacturer's instructions with
some modifications, such as using a buffy coat volume of 200 pyL from peripheral
blood. For paraffin-embedded tissue samples, genomic DNA was extracted using the
innuPREP DNA Mini kit (Analytik Jena, Jen, Germany), according to the
manufacturer’s specifications. The extracted material was stored at -80°C until further
use. The quantification of extracted genomic DNA was performed using a NanoDrop
2000c™ spectrophotometer (ThermoScientific, Waltman, MA, USA) at 260 nm, and
purity was assessed by the 260/280 nm ratio. The DNA concentration was

standardized to 5 ng/pL in a final volume of 100 pL for genotyping analyses.

Analysis of Single Nucleotide Polymorphisms in the PARP1, XPA, and XPC

Genes

Polymorphisms in the PARP1 (rs1136410), XPA (rs1800975), and XPC (rs2228000)
genes were genotyped using quantitative polymerase chain reaction (QPCR) with

TagMan® probes. Validated assays were used for genotype determination
(rs1136410: C__ 1515368 1_; rs1800975: C 482935 1 ; rs2228000:
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C__16018061_10). Genotyping reactions were performed using a final reaction
volume containing 0.20 pyL of the TagMan® SNP Genotyping Assay 40x (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA), which includes two primers and two
allele-specific TagMan® MGB probes labeled with a 5’ reporter fluorophore (VIC® or
FAM®); 4.5 uL of TagPath ProAmp Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA); 0.8 uL of ultrapure water; and 4.5 uL of genomic DNA at a concentration of 5
ng/uL. Fluorescence levels were analyzed using the StepOne thermal cycler (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). The following thermal cycling conditions were: an
initial activation at 95 °C for 10 min., followed by 40 cycles of 95 °C for 15 s of

denaturation step at 95 °C and annealing/enzyme extension at 60 °C for 1 min.

Table 2 - Genetic variants studied, site of occurrence, global and Latin American prevalence, and their

pathway.
Gene Gene name CAT Chr.bp Alleles Location Global MAF LA2 MAF Pathwa
number y
PARP1 poly(ADP-ribose) rs1136410 1g42.12 A>G 3JUTR A=0.8349 A=0.6252 BER
polymerase 1 G=0.1650 G=0.3748
XPC rs2228000  3p25.1 G>A 5UTR G=0.7580 G=0.7697 NER
XPC complex A=0.2419 A=0.2685
subunit, DNA
damage recognition
and repair factor
XPA XPA, DNA damage rs1800975 9g22.33 T>C 5UTR T=0.3285 T=0.3506 NER
recognition and C=0.6714 C=0.6494

repair factor

PARP1: poly(ADP-ribose)polymerase1; XPC: xeroderma pigmentosum complementation group C; XPA: xeroderma
pigmentosum complementation group A; A: Adenine; G: Guanine; T: Thymine; C: Cytosine; BER: base excision repair;
NER: nucleotide excision repair; 3’'UTR: 3’ unstranslated region; 5’UTR: 5’ untranslated region;

Statistical analysis

Pearson chi-square test (x2) was used to determine the Hardy—Weinberg
(H-W) equilibrium and the differences in genotypes distribution. For statistical
analysis, the data presented in Table 1 were used, all expressed as categorical
variables. Association analyses involving polymorphisms in the PARP1, XPA, and
XPC genes and clinicopathological parameters were conducted using SPSS
STATISTICS 20.0 (Inc., Chicago, IL, USA). The chi-square test and Fisher’s exact

test were applied (p < 0.05), along with the calculation of relative risks and 95%
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confidence intervals. We first obtained the genotypic frequencies for each gene, and
subsequently combined genotype models were constructed for statistical analysis.
For the XPA and XPC SNPs, genotypic models of dominance (wild-type homozygous
genotype vs mutated heterozygous + recessive homozygous), and recessiveness
(recessive homozygous vs wild-type homozygous + mutated heterozygous) were
evaluated. For the PARP1 SNP, two genotypic models were analyzed, namely the
dominant model and the overdominant model, in which the heterozygous genotype

was compared to the combined wild-type and recessive homozygous genotypes.



27

Results

The majority of neuroblastoma cases were diagnosed before 18 months of
age (46.4%), while GNB/GN affected patients older than 18 months of age
(100.0%). This confirms the well-documented trend of age influencing tumor type
and prognosis in NB, where younger patients tend to have better outcomes.
Neuroblastoma patients had an almost equal gender distribution. However, GNB/GN
cases showed a male predominance (66.7%), highlighting the potential sex-related
differences in tumor biology and susceptibility. Most NB cases were diagnosed at
advanced stages (Stage Il and 1V), while GNB/GN cases were often diagnosed at
early stages (50.0% at Stage | and Il). This reflects the more aggressive nature of
NB compared to its less malignant counterparts. Moreover, NB was more frequently
disseminated at diagnosis (57.1%) compared to GNB/GN, which was predominantly
localized (73.3%), supporting the classification of NB as a highly aggressive and
metastatic pediatric tumor.

Subsequently, a total of 66 individuals were genotyped for rs1136410, 51
individuals for rs2228000, and 67 individuals for rs1800975 (Table 3). For the
statistical analysis of the XPC and XPA genes, genotype combinations were used to
construct dominant and recessive genetic models. For the PARP1 gene, only two
genetic models were constructed: the dominant and overdominant models. This
limitation was due to the fact that only one individual was identified with the
homozygous mutated GG genotype, making it impossible to perform a more

stratified statistical analysis for this group.

Table 3 - Frequency of each genotype of the XPC rs2228000, XPA rs1800975, and PARP1 rs1136410
variants in the study population and Hardy-Weinberg equilibrium analysis.

Variants genetics Genotype n (%)

GG 36 (69.2)

XPC rs2228000 G>A GA 13 (25.0)
HWE=0.240 AA 3(5.8)

TT 11 (16.2)

XPA rs1800975 T>C CT 28 (41.2)

HWE= 0.345 CcC 29 (42.6)

AA 49 (73.1)

PARP1 rs113641 A>G GA 17 (25.4)
HWE=0.727 AA 1(1.5)

HWE: Hardy-Weinberg equilibrium analysis;
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All clinicopathological parameters were statistically analyzed for the models of
each genetic polymorphism, considering a significance level of p<0.05. In the
stratified analysis for the XPC gene (Table 4), a significant risk association was
identified in the dominant model (GG vs GA+AA) in relation to tumor staging, with a
RR (95% CI) of 1.529 (1.098-2.131) and p=0.036. No significant associations were

found for the other parameters (Table in supplementary material).

Table 4 - Association of clinicopathological features of patients diagnosed with NB, GNB, or GN with
genotypic models of the XPC gene.

XPC rs2228000 G>A
Recessive model

Parameters Dominant model
p-value p-value
GG (n) GA+AA(n) [RR(C195%)] AA (n) GG+GA (n) [RR(CI95%)]
Diagnosis
NB 25 12 0.343 [1.760 2 35 0.627 [0.743
GNB+GN 11 3 (0.413-7.506)] 1 13 (0.062-8.901)]
RR 0.860 1.514 0.757 1.019
(C195%) (0.604-1.224) (0.501-4.572) (0.074-1.703)  (0.864-1.201)
Staging
[+I+IVS 13 1 0.036* [0.119 0 14
H+1v 17 11 (0.014-1.042)] 2 26 0.439
RR 1.529 0.182 1.077
(C195%) (1.098-2.131)* (0.026-1.127) - (0.972-1.193)
Age at diagnosis
<18months 12 5 0 17 0.287
>18months 23 11 0.831[0.871 3 31
RR 1.043 0.909 (0.245-3.092)] 1.097
(C195%) (0.710-1.533) (0.376-2.197) - (0.988-4.249)

RR: relative risk; Cl: confidence interval;

Furthermore, when analyzing the genetic models of the XPA gene with
clinicopathological parameters, a significant association was found between the
dominant model (TT vs. CT+CC) and individuals who developed bone marrow
infiltration at the time of diagnosis, suggesting a protective genotype, with a RR (95%
Cl) of 0.324 (0.116-0.905) and p=0.037. No significant associations were observed

for the other parameters (Table in supplementary material).
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Table 5 - Association of clinicopathological features of patients diagnosed with NB, GNB, or GN with

genotypic models of the XPA gene.

XPA rs1800975 T>C

Parameters Dominant model Recessive model
p-value p-value
TT (n) CT+CC (n) [RR(CI195%)] CC (n) CT+TT (n) [RR(CI95%)]
Diagnosis
NB 8 44 22 30
GNB+GN 2 13 0.605[0.846 7 8 0.764 [0.838
RR 1.154 0.976 (0.160-4.488)] 0.907 1.082 (0.264-2.657)]
(C195%) (0.274-4.866) (0.776-1.229) (0.484-1.698) (0.638-1.833)
Age at diagnosis
<18months 4 21 7 18
>18months 7 35 0.613 [1.050 22 20 0.051[0.354
RR 0.960 1.008 (0.274-4.019)] (0.122-1.023)]
(C195%) (0.312-2.955) (0.810-1.254) 0.535 1.512

Bone marrow
infiltration at

(0.268-1.067)

(1.013-2.257)

diagnosis
Yes 4 6 0.037* [4.476 3 7 0.492[2.011
No 7 47 (1.005-19.935) 25 29 (0.470-8.613)]
RR 0.324 1.451 1.543 0.767
(CI195%) (0.116-0.905)* (0.866-2.431) (0.574-4.415)  (0.477-1.234)
RR: relative risk; Cl: confidence interval;

For rs1136410,

the models were also analyzed

in

relation to the

clinicopathological characteristics; however, the calculated results indicated no

significant association between the variant models and the respective characteristics

(Table in supplementary material)
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Discussion

The observed gender disparity, with a male predominance in GNB/GN cases,
raises questions about potential hormonal or genetic influences on tumor biology.
This finding is consistent with some studies suggesting that sex-based differences in
immune responses or genetic susceptibilities may play a role in pediatric cancers
(19-21). Further research is needed to explore these potential mechanisms and their
implications for diagnosis and treatment. The significant age differences between
NB and GNB/GN patients reflect their distinct biological and clinical profiles.
Younger age at diagnosis for NB correlates with MYCN amplification and rapid
tumor progression, as described by London et al. (22).

On the other hand, the predominance of GNB/GN cases in patients older
than 5 years suggests slower tumor evolution, which aligns with their more favorable
prognosis. The clinical data presented here aligns with established literature on
pediatic NB and its subtypes, providing valuable insights into their
clinicopathological characteristics. The predominance of NB cases diagnosed at
advanced stages and with disseminated disease underscores its aggressive nature.
This reflects findings from large-scale studies, such as those by Maris et al. (1) and
Matthay et al. (4), which highlight the poor prognosis associated with high-stage NB.
In contrast, GNB/GN cases were predominantly diagnosed at early stages and were

more often localized, consistent with their less malignant behavior.

Maintaining genomic integrity through DNA repair genes (23) is a fundamental
aspect of normal cellular homeostasis, essential for proper cell growth, differentiation,
and apoptosis (24). Growing evidence suggests that reduced DNA repair efficiency,
often linked to polymorphisms in genes involved in repair pathways (25) , may
contribute to increased susceptibility to human solid tumors (15; 26). XPC is a key
component of the nucleotide excision repair (NER) pathway, playing a crucial role in
the recognition and initiation of global genome repair (27). Polymorphisms in the XPC
gene may impair DNA repair capacity within the NER pathway, which is critical for
preventing carcinogenesis (28). In this study, we found a significant association (p =
0.036) for XPC rs2228000 when applying the dominant model in relation to tumor
staging. In contrast, a case-control study conducted in Chinese children with
neuroblastoma by Zheng et al. (29) did not observe a significant association between

genotype models and clinicopathological features. This discrepancy may be due to
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ethnic differences or variations in sample size between the studies.

Although the GG genotype of XPC rs2228000 represents the wild-type
allele—typically associated with normal protein function (30)—our results indicate
that individuals with this genotype may have an increased risk of presenting with
advanced tumor staging. This seemingly paradoxical finding may reflect the influence
of rs2228000 on post-transcriptional regulatory mechanisms, such as altered mRNA
stability or translational efficiency (31). Additionally, gene-environment interactions or
the presence of other genetic modifiers could undermine DNA repair capacity, even
among individuals carrying the wild-type genotype, thereby contributing to genomic

instability and a more aggressive tumor phenotype.

The XPA gene encodes a crucial protein involved in the nucleotide excision
repair (NER) pathway, responsible for repairing bulky DNA lesions caused by
ultraviolet (UV) radiation and chemical carcinogens. These non-coding regions,
commonly referred to as intronic regions, differ from coding regions in terms of
typical length and nucleotide composition (32). 5' UTR introns are unusually long
and can significantly increase the total number of transcribed bases for a given
gene, directly influencing gene expression regulation (33). A significant association
was found with the clinicopathological parameter in the dominant model when
compared to bone marrow infiltration at diagnosis (p<0.037). Studies on this
polymorphism associated with the diagnosis of NB, both in case-control studies and
in the stratified analysis of the group, have not shown significant association (34,35).
This contrasts with the present study and may be justified by ethnic differences or
number of patients.

Through this analysis, we found that individuals carrying the wild-type
homozygous genotype TT exhibited protection (RR 95% CI 0.324, 0.116-0.905)
against bone marrow infiltration by the disease at diagnosis. This finding suggests
that individuals carrying the C allele may have reduced efficiency in the molecular
machinery in which XPA is involved, potentially leading to decreased protein
expression. Polymorphisms in the XPA gene could influence the expression levels or
stability of the XPA protein, thereby impacting its functionality within the NER
pathway (36). A reduction in DNA damage recognition and repair efficiency might

result in the accumulation of genomic mutations, contributing to cancer initiation (37)
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or progression in neuroblastoma cells. Specifically, the rs1800975 SNP is located in
a critical region involved in the regulation of gene expression. Variations in this
region could alter transcriptional efficiency, mRNA stability (38), or translation rates,
leading to decreased expression of the XPA protein(39). Such changes may impair
the cell’s capacity to repair DNA lesions (40), promoting genomic instability and
tumorigenesis (41).

An important limitation of the study is the high proportion of "unknown"
histological classifications, particularly in neuroblastoma cases. This was primarily
imposed by the absence of complete medical data for some patients in this
retrospective cohort. Incomplete reporting of histological details limits the ability to
perform robust prognostic assessments and undermines the application of
classification systems, such as the International Neuroblastoma Pathology
Classification (INPC) (42). Improving clinical data collection and documentation in
future studies is crucial to address these gaps and enhance the quality of research
and patient care.

The lack of correlation between this SNP (rs113641) and clinicopathological
parameters like age at diagnosis, disease staging, and metastasis underscores the
need for multi-gene and pathway-based approaches in understanding
neuroblastoma. Cheng et al. (43), in a case-control study involving Chinese children
diagnosed with neuroblastoma, also found no significant associations either in
comparisons with controls or in the stratification of patients' clinicopathological
parameters, which is consistent with our findings. Research by London et al. (22)
and Maris et al. (1) suggests that NB outcomes are influenced by a combination of
genetic amplifications (e.g., MYCN), tumor biology, and patient demographics, rather
than single nucleotide variations alone. These findings reaffirm known trends in the
clinicopathological characteristics of NB and its subtypes while highlighting
significant challenges related to incomplete medical data and the need for better
diagnostic precision.

Our findings suggest a potential role of the XPA rs1800975 polymorphism and
XPC rs2228000 polymorphism in the clinical behavior of NB. The significant
associations observed between these variants and bone marrow infiltration at
diagnosis, as well as tumor staging, suggest that these genes may contribute to a
better understanding of the pathophysiology of this disease.These results highlight

the need for further studies to validate these associations in larger and more diverse
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cohorts. Additionally, investigating gene-gene and gene-environment interactions
could provide deeper insights into the molecular mechanisms underlying NB

progression and potential prognostic biomarkers.
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XPC rs2228000 G>A

Parameters Dominant model Recessive model
p-value p-value
GG (n) GA+AA(n) [RR(CI95%)] AA (n) GG+GA (n) [RR(CI95%)
Genre
Male 17 7 0.529 [0.869 2 22 0.590 [2.455
Female 19 9 (0.266-2.843)] 1 27 (0.209-28.89
RR 1.044 0.907 2.333 0.951 )
(C195%) (0.727-1.499) (0.389-2.068) (0.225-24.168) (0.826-1.094)
Death
No 19 7 0.685[0.737 0 26
Yes 8 4 (0.168-3.238)] 2 10 0.094
RR 1.096 0.808 1.200
(C195%) (0.690-1.742) (0.291-2.241) - (0.932-1.546)
Shimada
classification
Favorable 9 4 0.664 [1.111 1 12
Unfavorable 5 2 90.148-8.367)] 1 6 0.589 [0.50
RR 0.969 1.077 0.538 1.077 (0.026-9.945
(C195%) (0.536-1.753) (0.258-4.487) (0.039-7.360) (0.766-1.514) )]
Histology
Undifferentiated or 19 9 0.632[1.421 2 26
poorly differentiated (0.129-15.635)] 4 0.762
Differentiated 3 1 0
RR 0.905 1.286 0.929
(Cl195%) (0.468-1.683) (0.217-7.629) (0.838-1.029)
Extent of disease
at diagnosis
Localized 17 9 0.838[1.134 2 24
Disseminated 15 7 (0.339-3.794)] 1 21 0.564 [1.75
RR 0.959 1.088 1.692 0.967 (0.148-20.70
(CI195%) (0.643-1.430) (0.485-2.441) (0.164-17.434) (0.838-1.116) )]
Metastasis at
diagnosis
No 23 8 0.135[0.391 2 29 0.717 [1.10
Yes 9 8 (0.112-1.361)] 1 16 (0.093-13.13
RR 1.401 0.548 1.097 0.994 )i
(C195%) (0.855-2.297) (0.251-1.198) (0.107-11.232) (0.855-1.155)
Bone marrow
infiltration at
diagnosis
No 31 12 0.136 [0.290 2 41 0.370 [0.29
Yes 3 4 (0.056-1.495)] 1 6 (0.023-3.744
RR 1.682 0.488 0.326 1.112
(C195%) (0.701-4.037) (0.219-1.089) (0.034-3.131) (0.816-1.516)
Bone marrow
infiltration
throughoout the
clinical course
No 27 11 0.304 [0.489 2 36 0.542 [0.55
Yes 6 5 (0.123-1.940)] 1 10 (0.046-6.772
RR 1.303 0.637 0.579 1.042
(CI195%) (0.732-2.318) (0.281-1.441) (0.058-5.802) (0.852-1.275)

RR: relative risk; Cl: confidence interval;



Table 3 - Association of clinicopathological features of patients diagnosed with NB, GNB, or GN with

genotypic models of the XPC gene.

42

XPC rs2228000 G>A

Parameters Dominant model Recessive model
p-value p-value
GG (n) GA+AA(n) [RR(C195%)] AA (n) GG+GA (n) [RR(C195%)
Late metastasis
No 23 10 0.834 [0.870 1 32 0.227 [0.203
Yes 10 5 (0.236-3.207)] 2 13 (0.017-2.43¢
RR 1.045 0.909 0.227 1.119 ]
(C195%) (0.685-1.595 (0.376-2.199) (0.022-2.316) (0.909-1.377)
Relapse
No 22 8 0.210[0.424 2 28 0.671 [0.85°
Yes 7 6 (0.109-1.649)] 1 12 (0.071-10.3
RR 1.362 0.578 0.867 1.011 9)]
(C195%) (0.788-2.355) (0.251-1.331) (0.086-8.736) (0.841-1.215)
Residual
recurrence
No 17 7 0.864 [0.892 2 22 0.589 [1.63
Yes 13 6 (0.241-3.299)] 1 18 (0.137-19.5¢
RR 1.035 0.924 1.583 0.968 0)]
(C195%) (0.695-1.543) (0.372-2.293) (0.155-16.172) (0.824-1.136)
Chemotherapy
No 7 3 0.603 [0.893 1 9 0.521 [1.94¢
Yes 25 12 (0.196-4.072)] 2 35 (0.158-23.9:
RR 1.036 0.925 1.850 0.951 0)]
(C195%) (0.652-1.646) (0.322-2.656) (0.186-18.389) (0.763-1.186)
Radiotherapy
No 19 7 0.098 [0.316 2 24 0.716 [1.00
Yes 6 7 (0.078-1.271)] 1 12 (0.082-12.1¢
RR 1.583 0.500 1.000 1.000 4)]
(C195%) (0.842-2.978) (0.223-1.123) (0.100-10.037) (0.825-1.212)

RR

: relative risk; Cl: confidence interval;
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Table 4 - Association of clinicopathological features of patients diagnosed with NB, GNB, or GN with
genotypic models of the XPA gene.

XPA rs1800975 T>C

Parameters Dominant model Recessive model
p-value p-value
TT (n) CT+CC (n) [RR(CI95%)] CC (n) CT+TT (n) [RR(CI195%)]
Genre
Male 6 29 0.543 [0.863 15 20 0.971[1.018
Female 5 28 (0.236-3.153) 14 19 (0.389-2.663)
RR 1.131 0.977 1.010 0.992
(C195%) (0.381-3.356) (0.793-1.203) (0.582-1.754) (0.659-1.495)
Staging
[+1+IVS 2 15 0.354 [1.935 7 10 0.992 [1.006
Hi+1V 8 31 (0.365-10.257)] 16 23 (0.316-3.202)
RR 0.574 1.110 1.004 0.997
(C195%) (0.136-2.423) (0.877-1.405) (0.508-1.984) (0.620-1.606)
Death
No 8 23 0.107 [0.192 11 20 0.581 [0.707
Yes 1 15 (0.022-1.009)] 7 9 (0.206-2.423)
RR 4.129 0.791 0.811 1.147
(C195%) (0.565-30.187) (0.621-1.009) (0.391-1.684) (0.682-1.900)
Shimada
classification
Favorable 2 13 0.731[0.929 7 8 0.611 [0.87
Unfavorable 1 7 (0.071-12.136) 4 4 (0.157-4.874)
RR 1.067 0.990 0.933 1.067
(CI195%) (0.113-10.038) (0.713-1.376) (0.387-2.248) (0.461-2.469)
Histology
Undifferentiated or 6 30 13 23 0.613[0.848
poorly differentiated 0.433 (0.125-5.749)
Differentiated 0 5 2 3
RR 0.833 0.903 1.065
(CI195%) - (0.720-0.964) (0.284-2.874) (0.500-2.269)
Extent of disease
at diagnosis
Localized 5 26 0.740[1.248 12 19 0.607 [0.76
Disseminated 6 25 (0.338-4.614)] 14 17 (0.279-2.108)
RR 0.833 1.040 0.857 1.118
(CI195%) (0.284-2.447) (0.825-1.311) (0.476-1.544) (0.731-1.709)
Metastasis at
diagnosis
No 4 32 0.102 [2.947 17 19 0.321 [1.69
Yes 7 19 (0.762-11.407)] 9 17 (0.598-4.780)
RR 0.413 1.216 1.364 0.807
(C195%) (0.135-1.265) (0.938-1.578) (0.726-2.564) (0.532-1.225)
Bone marrow
infiltration
throughoout the
clinical course
No 8 41 0.505 [1.281 20 29 0.688 [0.78
Yes 3 12 (0.293-5.998)] 7 8 (0.246-2.523)
RR 0.816 1.046 0.875 1.110
(CI195%) (0.247-2.695) (0.789-1.386) (0.462-1.655) (0.665-1.880)

RR: relative risk; Cl: confidence interval;
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Table 4 - Association of clinicopathological features of patients diagnosed with NB, GNB, or GN with
genotypic models of the XPA gene.

XPA rs1800975 T>C
Parameters Dominant model Recessive model
p-value p-value
[RR(C195%)] [RR(CI95%)
TT (n) CT+CC (n) CC (n) CT+TT (n)
Late metastasis
No 8 35 0.789[0.820 19 24 0.879[1.089
Yes 3 16 (0.192-3.507)] 8 11 (0.365-3.243)
RR 1.178 0.967 1.049 0.964
(C195%) (0.351-3.960) (0.759-1.231) (0.562-1.961) (0.605-1.537)
Relapse
No 7 32 0.442 [1.407 15 24 0.548 [0.703
Yes 4 13 (0.351-5.632)] 8 9 (0.223-2.221
RR 0.763 1.073 0.817 1.162
(CI195%) (0.257-2.265) (0.793-1.451) (0.430-1.553) (0.696-1.940)
Residual
recurrence
No 5 25 0.803[1.190 12 18 0.643 [0.77
Yes 5 21 (0.303-4.679)] 12 14 (0.26-2.250)]
RR 0.867 1.032 0.867 1.114
(CI195%) (0.282-2.664) (0.806-1.320) (0.474-1.585) (0.703-1.766)
Chemotherapy
No 2 9 0.630 [0.964 4 7 0.475[0.753
Yes 9 42 (0.177-5.241)] 22 29 (0.196-2.899
RR 1.030 0.994 0.843 1.119
(CI195%) (0.257-4.123) (0.731-1.349) (0.363-1.958) (0.674-1.857)
Radiotherapy
No 5 28 0.285 [2.036 11 22 0.376 [0.57
Yes 4 11 (0.460-9.020)] 7 8 (0.164-1.987)
RR 0.568 1.157 0.714 1.250
(C195%) (0.177-1.821) (0.826-1.622) (0.346-1.475) (0.737-2.126)

RR

: relative risk; Cl: confidence interval;
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Table 5 - Association of clinicopathological features of patients diagnosed with NB, GNB, or GN with
genotypic models of the PARP1 gene.

PARP1 rs113641 A>G

Parameters Dominant model Overdominant model
p-value p-value
AA (n) GA+GG (n) [RR(CI195%)] GA (n) AA+GG (n) [RR(CI95%)]
Diagnosis
NB 37 14 0.416 [0.661 13 38 0.476 [1.368
GNB+GN 12 3 (0.162-2.697)] 3 12 (0.333-5.623)]
RR 0.907 1.373 1.275 0.931
(C195%) (0.669-1.229) (0.454-4.149) (0.418-3.889) (0.690-1.257)
Genre
Male 26 23 0.532[1.413 8 26 0.725[0.821
Female 23 10 (0.477-4.185)] 9 24 (0.273-2.470)]
RR 1.097 0.776 0.863 1.051
(C195%) (0.819-1.470) (0.350-1.723) (0.379-1.965) (0.795-1.391)
Staging
[+I1+IVS 12 5 0.500 [0.640 5 12 0.362 [1.845
H+1V 30 8 (0.174-2.354)] 7 31 (0.489-6.957)
RR 0.894 1.397 1.597 0.865
(C195%) (0.631-1.266) (0.535-3.648) (0.590-4.318) (0.615-1.218)
Age at diagnosis
<18months 17 7 0.794 [0.862 7 17 0.632[1.318
>18months 31 11 (0.282-2.633)] 10 32 (0.425-4.083)
RR 0.960 1.114 1.225 0.930
(C195%) (0.701-1.313) (0.498-2.488) (0.537-2.797) (0.684-1.264)
Death
No 21 9 0.500[0.778 9 21 0.323[1.857
Yes 12 4 (0.197-3.076)] 3 13 (0.423-8.145)
RR 0.933 1.200 1.600 0.862
(C195%) (0.646-1.348) (0.437-3.293) (0.503-5.090) (0.618-1.201)
Shimada
classification
Favorable 10 5 0.179[3.333 5 10 0.184 [0.30
Unfavorable 3 5 (0.557-19.949) 5 3 (0.050-1.795)]
RR 1.778 0.533 ] 0.533 1.778
(CI195%) (0.678-4.659) (0.218-1.305) (0.218-1.305) (0.678-4.659)
Histology
Undifferentiated or 23 11 0.506 [0.523 11 23 0.506 [0.193
poorly differentiated (0.052-5.246)] (0.191-19.198
Differentiated 4 1 1 4
RR 0.846 1.618 1.618 0.846
(C195%) (0.515-1.389) (0.262-9.976) (0.262-9.976) (0.515-1.389)

Extent of disease
at diagnosis

Localized 22 9 0.766 [0.850 9 22 0.562 [1.40

Disseminated 23 8 (0.278-2.599) 7 24 (0.446-4.406)]
RR 0.957 1.112 1.286 0.917

(C195%) (0.704-1.299) (0.500-2.534) (0.548-3.017) (0.683-1.231)

Metastasis at

diagnosis
No 28 9 0.506 [1.464 9 28 0.746  [0.82
Yes 17 8 (0.474-4.519)] 7 18 (0.261-2.615)
RR 1.113 0.760 0.869 1.051

(C195%) (0.804-1.540) (0.340-1.702) (0.372-2.027) (0.775-1.426)

RR: relative risk; Cl: confidence interval;
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Table 5 - Association of clinicopathological features of patients diagnosed with NB, GNB, or GN with
genotypic models of the PARP1 gene.

PARP1 rs113641 A>G

Parameters Dominant model Overdominant model
p-value p-value
[RR(CI195%)] [RR(CI95%)]
AA (n) GA+GG (n) GA (n) AA+ GG (n)
Bone marrow
infiltration at
diagnosis
No 41 15 0.400 [1.640 15 41 0.643 [1.098
Yes 5 3 (0.349-7.717)] 2 6 (0.199-6.045)]
RR 1.171 0.714 1.071 0.976
(C195%) (0.669-2.050) (0.264-1.930) (0.299-3.838) (0.635-1.501)
Bone marrow
infiltration
throughoout the
clinical course
No 36 14 0.511 [0.771 13 37 0.570[1.171
Yes 10 3 (0.185-3.225)] 3 10 (0.278-4.927)]
RR 0.936 1.213 1.127 0.962
(C195%) (0.663-1.321) (0.409-3.600) (0.376-3.375) (0.685-1.352)
Late metastasis
No 28 14 0.133[0.375 13 29 0.177 [2.391
Yes 16 3 (0.093-1.506)] 3 16 (0.592-9.656)]
RR 0.796 2111 1.960 0.820
(C195%) (0.593-1.057) (0.687-6.490) (0.632-6.083) (0.619-1.086)
Relapse
No 26 12 0.270 [0.500 12 26 0.270 [2.000
Yes 13 3 (0.120-2.089)] 3 13 (0.479-8.354)
RR 0.842 1.684 1.684 0.842
(C195%) (0.612-1.159) (0.548-5.173) (0.548-5.1730 (0.612-1.159)
Residual
recurrence
No 19 10 0.352[0.570 10 19 0.352 [1.75
Yes 20 6 (0.173-.1.876)] 6 20 (0.533-5.773)]
RR 0.852 1.494 1.494 0.852
(Cl195%) (0.608-1.194) (0.631-3.541) (0.631-3.541) (0.608-1.194)
Chemotherapy
No 6 5 0.144 [0.379 5 6 0.109 [2.955
Yes 38 12 (0.098-1.466)] 1" 39 (0.756-11.540
RR 0.718 1.894 2.066 0.699
(CI195%) (0.409-1.258) (0.839-4.274) (0.900-4.746) (0.400-1.223)
Radiotherapy
No 23 10 0.105[0.192 10 23 0.105 [5.21
Yes 12 1 (0.022-1.680)] 1 12 (0.595-45.736
RR 0.755 3.939 3.939 0.755
(C195%) (0.574-0.993) (0.559-27.768) (0.559-27.768) (0.574-0.993)

RR

: relative risk; Cl: confidence interval;
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4. CONCLUSAO:

Através deste estudo, foi possivel levantar diversos dados socio-demograficos
e clinico-patoldgicos sobre pacientes que foram acometidos com TNPs no estado do
Parana. Nao foi possivel encontrar nenhuma associagao significativa (p<0.05) em
relacdo aos polimorfismo do gene PARP1 (rs1136410) comparados aos parametros
prognésticos em pacientes com TNPs. No SNP do gene XPC (rs2228000),
encontramos uma associagdo com o genétipo GG (p=0.034) como fator de risco
para o desenvolvimento da doenga em estagio mais avangado. Na variante genética
do XPA (rs1800975), encontramos associagdo com o gendtipo TT (p=0.037) como

fator protetor para o desenvolvimento de infiltragdo na medula éssea ao diagnéstico.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

Compreender a biologia do desenvolvimento tumoral em TNPs, bem como
seus mecanismos celulares e moleculares, € essencial para o avango no
entendimento dos fatores progndsticos e no desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas. Nossos achados, sejam eles associagdes significativas ou ndo entre os
genes estudados e os desfechos clinicos, fornecem uma base valiosa para futuras
pesquisas, contribuindo para o delineamento de estudos mais robustos e
comparagdes populacionais. Embora nosso tamanho amostral possa ser
considerado reduzido, € extremamente significativo quando levamos em conta a
raridade e a prevaléncia dos TNPs. Além disso, reconhecemos as limitacdes
inerentes a disponibilidade de dados clinicos, o que ressalta a necessidade urgente
de uma maior integracdo entre a pratica clinica e a pesquisa laboratorial. A
colaboracdo entre médicos e pesquisadores € crucial para aprimorar a qualidade
dos estudos e possibilitar avangos mais rapidos no diagnéstico e tratamento dessa
neoplasia infantojuvenil. Apesar dos desafios, atingimos nossos objetivos e
reforcamos a importancia de continuar investigando essa complexa doenca. Cada
novo conhecimento adquirido representa um passo adiante na busca por melhores
estratégias terapéuticas e prognésticas, trazendo esperanga para um futuro mais

promissor no manejo dos TNPs.
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Multiusuarios PUCPR.pdf 12:38:41 FRANCA LARA
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ANEXOS Ill - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para os responsaveis
legais dos pacientes.

Universidade

I FEsiadual de Londrina

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Prezado (a) Participante:

Vocé esta sendo convidado (a) a participar (a) da pesquisa intitulada “Implicacées
Progndésticas e Terapéuticas de Marcadores Genéticos, Imunologicos, Virais e de Estresse
Oxidativo em Neoplasias Hematologicas e Tumores de Wilms, Meduloblastoma e
Neuroblastoma”, que tem por objetivo analisar determinados tipos de moléculas que podem
influenciar na doenga. Vocé sera esclarecido (a) sobre a pesquisa em qualquer aspecto que desejar.

A participagao é totalmente voluntaria, podendo recusar-se a participar, ou mesmo desistir a
qualquer momento, sem que isto acarrete qualquer 6nus ou prejuizo a crianca. Esclarecemos, também,
que as informacdes obtidas nos prontuarios serdo utilizadas somente para os fins desta pesquisa e serdo
tratadas com o mais absoluto sigilo e confidencialidade, de modo a preservar a sua identidade. Os
procedimentos da pesquisa envolvem a obtencdo de aproximadamente 4mL de sangue periférico ou
0,5 mL de medula 6ssea ou blocos de parafina. Este material coletado sera suficiente para a realizacdo
desta pesquisa, portanto ndo restara material coletado. Esclarecemos ainda, que vocé ndo pagara e nem
sera remunerado (a) por sua participacdo.

Em relagdo aos beneficios, espera-se no final do projeto compreender um pouco sobre a
participacdo das moléculas estudadas no processo imune contra o cancer. O presente estudo ndo
trara nenhum dane fisico ao (a) participante, a exce¢do de algum desconforto relativo a coleta de
sangue, que para ser minimizado, sera realizada por profissional experiente. A coleta de medula
sera realizada pelo médico oncopediatrico no centro cirurgico do Hospital do Céancer de Londrina.
Caso ocorra qualquer outro tipo de risco ou desconforto (tanto no dmbito fisico, psiquico, moral,
intelectual, social, cultural ou espiritual) o participante serd prontamente atendido e amparado pelos
responsaveis por este projeto, que estardo presentes em todas as coletas.

Caso tenha duvidas ou necessite de maiores esclarecimentos podera contatar Dra. Marla
Karine Amarante, Laboratorio de Estudos de Polimorfismos, Departamento de Patologia, Analises
Clinicas e Toxicologicas, Centro de Ciéncias da Satde, Universidade Estadual de Londrina, Av.
Robert Koch, 60- Operaria, Londrina- PR 86038-350, Telefone: (43) 3371-2322, celular (43)
999903100, e-mail: marla@uel.br, ou procurar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos da Universidade Estadual de Londrina, situado junto ao LABESC — Laboratorio Escola,

no Campus Universitario, telefone 3371-5455, e-mail: cep268@uelbr. Este termo devera ser



preenchido em duas vias de igual teor, sendo uma delas devidamente preenchida, assinada e

entregue ao responsavel.

Pesquisador Responsavel:

Dra. Marla Karine Amarante

Eu, (nome) , declaro que fui devidamente esclarecido

(a) sobre os procedimentos do estudo e concordo em permitir a participagao voluntaria do (a) meu

(minha) filho(a)

Assinatura pai, mae ou responsavel (ou impressao dactiloscopica):

Data:
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ANEXOS IV - Termo de Assentimento para individuos maiores de 5 anos de idade.

Universidade
YS|I¥ Estadual de Londrina

Termo de Assentimento

Prezado (a) Participante:

Eu, Marla Karine Amarante, coordenadora do projeto “Implicacdes Prognosticas e
Terapéuticas de Marcadores Genéticos, Imunolégicos, Virais e de Estresse Oxidative em
Neoplasias Hematologicas e Tumores de Wilms, Meduloblastoma e Neuroblastoma” e
pesquisadora da Universidade Estadual de Londrina (UEL), juntamente com outros pesquisadores da
UEL e do Hospital do Cancer de Londrina (HCL), estamos investigando fatores (moleculares e
infecciosos) que podem influenciar nestas doengas. De forma benéfica, os resultados desse estudo
poderdo responder a relagdo dos fatores com a doenga e possiveis novos exames para um diagnostico
precoce. Para isso. precisamos analisar materiais de pacientes voluntarios e seus prontuarios, pois essas
informacdes sdo muito importantes para estes estudos. Os materiais necessarios sao: sangue (cerca de
4 mL), ou saliva, ou medula ossea (0,2 mL), ou blocos de parafina de material tumoral que ja foram
coletados e analisados pelos médicos patologistas. Estes materiais serdo suficientes para a realizagdo
desta pesquisa e nao serao necessarias novas coletas.

Vocé gostaria de participar dessa pesquisa?

Informamos que vocé sera bem informado sobre a pesquisa no que desejar saber e que sua
participaciio é totalmente voluntaria. Vocé pode ndo querer, ou desistir de participar a qualquer
momento, sem nenhum prejuizo a vocé e vocé ndo recebera nenhum pagamento pela participagéo.

As informagoes dos prontuarios serdo utilizadas somente para esta pesquisa e serdo tratadas
com o mais absoluto segredo para preservar sua identidade. Este estudo ndo lhe causara nenhum mal
ou dano fisico, podendo apenas ocorrer algum desconforto na coleta de sangue, mas para ser
minimizado, sera realizada por profissional experiente. Na coleta de medula oOssea, o meédico
responsavel no Centro Cirirgico do HCL que realizara a coleta. Mesmo assim, caso aconteca qualquer
outro tipo de risco ou desconforto, vocé sera prontamente atendido e amparado pelos responsaveis por
este projeto, que estardo presentes em todas as coletas.

Os resultados destas pesquisas serdo apresentados em congressos e publicadas em jornais ou
revistas cientificas, mas em hipotese alguma terdo seus dados pessoais revelados.

Caso tenha davidas ou necessite de maiores esclarecimentos podera contatar Dra. Marla
Karine Amarante, Laboratorio de Virologia Basica e Aplicada, Departamento de Microbiologia,
Centro de Ciéncias Biologicas, Universidade Estadual de Londrina, Rodovia Celso Garcia Cid,

PR445, K 380- Campus Universitario, Londrina- PR, 86057970, celular (43) 999903100, e-mail:



marla@uel.br, ou procurar o Comité de Ftica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da
Universidade Estadual de Londrina, situado junto ao LABESC — Laboratério Escola, no Campus
Universitario, telefone 3371-5455, e-mail: cep268@uel.br. Este termo devera ser preenchido em
duas vias de igual teor, sendo uma delas devidamente preenchida, assinada e entregue ao

responsavel.

Pesquisador Responsavel:

Dra. Marla Karine Amarante

Eu aceito participar desta pesquisa.
Entendi que posso dizer “sim” e participar, mas que, a qualquer momento, posso dizer
“ndo” e desistir que ninguém vai ficar furioso.

Os pesquisadores tiraram minhas duvidas e conversaram com os meus responsaveis
legais. Recebi uma copia deste termo de assentimento e concordo em participar da

pesquisa.

Londrina de de
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