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FILHO, Daniel Rubens Marques Vieira. Analise dos polimorfismos genéticos nos
genes CCR5 (rs333) e CXCL12 (rs1801157): associacdo com neuroblastoma
pediatrico. 2019. 65 f. Dissertacdo (Mestrado em Fisiopatologia Clinica e
Laboratorial) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

RESUMO

O céncer infantojuvenil corresponde a um grupo heterogéneo de doencas,
apresentando caracteristicas proprias tanto em relacdo a sua histologia quanto ao
seu comportamento clinico. Dentre estas doencas, estdo os tumores embrionérios
como o0s retinoblastomas, neuroblastomas e nefroblastomas, o0s quais sao
responsaveis por cerca de 20% de todos os tumores que acometem criangas e
adolescentes. O neuroblastoma (NB) é uma neoplasia infantil heterogénea e
particularmente maligna em seus estagios mais avancados, com propenséao a formar
metastase em Orgaos selecionados e para os quais ainda ndo ha tratamento eficaz
disponivel além da cirurgia. Evidéncias recentes indicam que as quimiocinas e seus
receptores apresentam envolvimento como mediadores de neuroinflamacdo e tém
papel neurofisiolégico. Sabe-se que polimorfismos genéticos podem modificar
funcionalmente ou quantitativamente um produto génico, podendo estar associados
ao desenvolvimento de diversos tumores malignos. Portanto, os objetivos do
presente trabalho foram avaliar a possivel influéncia de polimorfismos nos genes
CCR5 e CXCL12 no NB, como possiveis candidatos a marcadores de
suscetibilidade e prognéstico para esta doenca. Foram selecionados 28 pacientes
com diagnéstico de NB e 140 criancas livres de neoplasia e as amostras foram
genotipadas por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para o polimorfismo rs333
do gene CCR5 e por PCR seguida da analise do comprimento do fragmento de
restricdo para o polimorfismo do gene CXCL12. Em seguida, foi verificado se estas
variantes alélicas estavam associadas ao NB. Para os portadores do polimorfismo
rs333 (delta32) verificou-se diferenca significativa (p = 0,0004) e para CXCL12
houve diferenca estatisticamente significante para o genétipo em homozigose
3'A/3'A (p = 0,0001) e portador do alelo (p = 0,0001) em relagédo a suscetibilidade
nos pacientes com NB. A influéncia das variantes polimérficas em relacdo aos
parametros prognésticos do NB ndo mostrou resultados significativos para os dois
genes: CCR5- comprometimento de linfonodos e / ou metastases (p = 0,82),
estadiamento tumoral (p = 0,86) e obito (p = 0,66); CXCL12 comprometimento de
linfonodos e/ou metéastase (p = 0,23) estadiamento tumoral (p = 0,34) e 6bito (p =
0,14). No presente estudo foi verificado que os polimorfismos CCR5 (rs333) e
CXCL12 (rs1801157) estdo associados a suscetibilidade ao NB e merecem atencgao
em investigagdes futuras envolvendo um maior numero amostral.

Palavras-chave: Quimiocinas. Receptores de quimiocinas. Tumores pediatricos.
Prognéstico. Sucetibilidade. CXCL12. CCR5. Neuroblastoma.



FILHO, Daniel Rubens Marques Vieira. Analysis of genetic polymorphisms in
CCR5 (rs333) and CXCL12 (rs1801157) genes: association with pediatric
neuroblastoma. 2019. 65 p. Dissertation (Master's degree in Clinical and Laboratory
Physiopathology) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

ABSTRACT

Child-juvenile cancer corresponds to a heterogeneous group of diseases, presenting
characteristics both in relation to its histology and its clinical behavior. Among these
tumors are embryonic tumors, such as retinoblastomas, neuroblastomas and
nephroblastomas, which account for about 20% of all tumors affecting children and
adolescents. Neuroblastoma (NB) is a heterogeneous and particularly malignant
childhood neoplasm in its higher stages, with a propensity to form metastasis in
selected organs and for which there is still no effective treatment available besides
surgery. Recent evidence indicates that chemokines and their receptors are involved
as mediators of neuroinflammation and have a neurophysiological role. It is known
that genetic polymorphisms can functionally or quantitatively modify a gene product
and may be associated with the development of several malignant tumors. Therefore,
the objectives of the present study were to evaluate the possible influence of
polymorphisms in CCR5 and CXCL12 genes in NB, as potential candidates for
susceptibility and prognostic markers for this disease. We selected 28 patients with a
diagnosis of NB and 140 children free of neoplasia and the samples were genotyped
by conventional PCR (polymerase chain reaction) for the polymorphism rs333 of the
CCRS5 gene and by PCR followed by analysis of the fragment length of restriction for
the CXCL12 gene polymorphism. Next, it was verified whether these allelic variants
were associated with NB. A significant difference (p = 0,0004) was observed for the
D32 (polymorphic deletion in the CCR5) and for CXCL12 there was a statistically
significant difference for the 3'A / 3'A genotype (p = 0,0001) and for allelic frequency
(p = 0,0001) in relation to NB susceptibility. The influence of polymorphic variants on
NB prognostic parameters did not show significant results for the two genes: CCR5 -
lymph node involvement and / or metastasis (p = 0.82), tumor staging (p = 0.86) and
death ( p = 0.66); CXCL12 lymph node involvement and / or metastasis (p = 0.23)
tumor staging (p = 0.34) and death (p = 0.14). The polymorphisms evaluated in
CCRS5 (rs333) and CXCL12 (rs1801157) may be associated with NB susceptibility,
which deserves attention in future investigations involving a larger sample number.

Keywords: Chemokines. Chemokine receptors. Pediatric tumors. Prognosis.
Successiveness. CXCL12. CCR5. Neuroblastoma.
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1 INTRODUCAO

O cancer em criancgas e adolescentes (faixa etaria entre 0 a 19 anos)
corresponde a um grupo heterogéneo de doencas, apresentando caracteristicas
proprias tanto em relagcdo a sua histologia quanto ao seu comportamento clinico
(LITTLE, J., 1999). Quando comparado ao cancer em adultos, sua incidéncia é rara,
correspondendo entre 2% a 3% de todas neoplasias malignas registradas no Brasil
(INCA, 2017).

Em relacdo as suas caracteristicas, diferem dos tumores malignos
em adultos por apresentarem locais primarios, origem histoldgica e sinais clinicos
distintos, sendo que seu estudo deve ser individualizado. Grande parte dos tumores
na infancia e adolescéncia apresentam caracteristicas histologicas semelhantes aos
tecidos fetais em diferentes estadgios de desenvolvimento, sendo considerados
tumores embrionérios, gerando grande diversidade morfologica devido as constantes
transformacoes e diferenciacées celulares (SAUDE, M. D., 2017).

O cancer infantojuvenil torna-se de dificil diagnostico devido a sua
grande variedade de apresentacfes clinicas, muitas vezes apresentando sinais e
sintomas inespecificos, comuns a outras doencas benignas, como febre prolongada,
vOmitos, emagrecimento, sangramentos, adenomegalias generalizadas, dor éssea
inespecifica e palidez, o que dificulta sua localizacdo. Devido a tais caracteristicas,
torna-se importante o desenvolvimento de programas de diagnostico precoce do
cancer infantil, por meio de estratégias de programas de Saude da Familia na
atencao basica (SAUDE, M. D., 2017).

A Classificacdo Internacional do Cancer Infantil (CICI), devido a
diferencas morfologicas nos tumores infantis, divide o cancer infantojuvenil em 12
grupos e seus respectivos subgrupos: I) leucemias, doencas mieloproliferativas e
doencas mielodisplasicas; Il) linfomas e neoplasias reticuloendoteliais; IlI) tumores
do sistema nervoso central (SNC) e miscelanea de neoplasias intracraniais e
intraespinhais; IV) tumores do sistema nervoso simpatico; V) retinoblastoma,; VI)
tumores renais; VII) tumores hepaticos; VIII) tumores 6sseos malignos; 1X) sarcomas
de partes moles; X) neoplasias de células germinativas, trofoblasticas e outras
gonadais; Xl) carcinomas e outras neoplasias malignas epiteliais; XII) outros tumores
malignos n&o especificados (INCA, 2017).

A estimativa do Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da
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Silva (INCA), para o Brasil, era que em 2016 houvesse a ocorréncia de 12.600 novos
casos de cancer em criancas e adolescentes até 19 anos, sendo as regides Sudeste
e Nordeste apresentando os maiores numeros de casos novos (6050 e 2750,
respectivamente), seguidas pelas regides Sul (1320 casos novos), Centro Oeste
(1270 casos novos) e Norte (1210 casos novos).

De acordo com informacbes dos Registros de Cancer de Base
Populacional (RCBP), o percentual de neoplasias foi de 2% na populacdo de zero a
14 anos e de 3% quando se levou em consideracdo a populacédo de zero a 19 anos.
A maior frequéncia foi de leucemia em ambos os grupos (33,2% e 25,6%,
respectivamente). Na faixa etaria de 0 a 14 anos, os tumores de SNC representam a
segunda posicao (16%), seguido dos linfomas (13,7%). J& entre a faixa etaria de 0 a
19 anos, os tumores do grupo Xl da CICI (outras neoplasias malignas epiteliais)
ocupam a segunda posicdo com 14,1%, seguido pelos linfomas e tumores do SNC
(13,6% e 13,3%, respectivamente) (SAUDE, M. D., 2017)

Em relacdo a sua mortalidade, as neoplasias infantis ocuparam a
segunda posicao de Obitos em criancas e adolescentes de 0 a 19 anos no Brasil em
2014 (7%), somente sendo ultrapassada por mortes por causas externas, sendo a
doenca que mais matou nessa faixa etaria (SAUDE, M. D., 2016)

Os tumores embrionarios, como o0s retinoblastomas, NB e
nefroblastomas, s&do responsaveis por cerca de 20% de todos os tumores
infantojuvenis, quase nunca acometendo outras faixas etarias (INCA, 2017).

Os tumores do sistema nervoso simpatico (grupo V), de acordo com
a CICI, classificam-se em: IVa) NB e ganglioneuroblastoma; 1Vb) outros tumores de
células nervosas periféricas. No Brasil, esses tumores representaram 4,3% das
neoplasias malignas infantojuvenis, sendo o NB o tumor sélido extracraniano mais

frequente, com seu pico etario em menores de 4 anos (INCA, 2017).

1.1 Neuroblastoma

NB sédo tumores do sistema nervoso simpatico, provenientes de
tecidos neurais derivados da crista neural e que se mantiveram indiferenciados ou se
tornaram indiferenciados apoés atingir sua localizacéo periférica. Logo, sdo células
nervosas indiferenciadas, que originam a parte medular da glandula adrenal e todo

0s ganglios e plexos simpaticos. Podem se desenvolver, em ordem decrescente de
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incidéncia, na adrenal, regiao paravertebral do retroperitdnio, mediastino posterior,
pelve e pescoco. A variedade de localizagdo e as diferengas entre os graus de
diferenciacdo histopatolégico, faz com que o NB apresente muitas caracteristicas
clinicas e patologicas (GROSFELD, J. L., 1998).

Em neonatos e em criangcas menores de 18 meses, pode ter um bom
prognostico e até remissdo espontédnea, mesmo em tumores metastéaticos. Contudo,
em criancas maiores de 18 meses, apresenta uma biologia desfavoravel (FISHER, J.
P. H. e TWEDDLE, D. A., 2012). Possui uma prevaléncia maior em criancas
menores de 4 anos (85%), seguido de 8% em criancas até 9 anos e 1,5% apos o0s
15 anos de idade (NAVALKELE, P. et al., 2011). Aproximadamente 45% sao
classificados de alto risco, sendo metastéticos ao diagndstico (LONDON, W. B. et
al., 2005)

Os sintomas do NB refletem sua localizagdo primaria no paciente,
assim como a extensdo de sua doenca e metastases. Pacientes com tumores
localizados podem ser assintomaticos, porém aqueles com doenca avancada podem
apresentar sintomas sistémicos, muitas vezes inespecificos. Entre 0s sintomas,
podem incluir: massa abdominal (retroperitoneal e hepatica), dor abdominal e
constipacdo, proptose, equimose periorbital (“olhos de guaxinin”), sindrome de
Horner (miose, ptose e anidrose), dor lombar associado a fragueza (compresséo
espinhal), escoliose, disfuncao vesical, nddulos subcutaneos palpaveis, sindrome de
Opsoclonus-Mioclonus (caracterizado por movimentos oculares rapidos, irregulares
e descontrolados dos olhos — opsoclonia - e dos musculos — mioclonia), diarreia
secretoria inexplicada (devido a liberacéo de polipeptideo instestinal vasoativo), dor
0ssea, anemia, heterocromia de iris, hipertensao arterial, obstrucdo nasal unilateral e
sintomas sistémicos, como febre e perda de peso (GOLDEN, C. B. e FEUSNER, J.
H., 2002)

A classificacdo patolégica dos tumores  neuroblasticos,
primeiramente descrita por Shimada e colaboradores e revista posteriormente pelo
Comité Internacional de Patologia do Neuroblastoma (INPC), divide o NB em 4
categorias (tabela 1): NB — tumor pobre em estroma de Schwann,
ganglioneuroblastoma intermediario (GNBIi) — tumor rico em estroma de Schwann,
ganglioneuroma (GN) — tumor com predominio de estroma de Schwann e
ganglioneuroblastoma nodular (GNBnN) — tumor composto: parte tipo NB e parte tipo
ganglioneuroma ou ganglioneuroblastoma intermediario (Quadro 1) (SHIMADA, H. et



al., 2001).

Classificagdo — INPC (%)

Evolugdo ganglioneuromatosa
(células de Schwann)

Categorias e subtipos

Classificagdo —
Shimada

Nenhuma — minima

Nenhuma a < 50% do tecido tumoral

Neuroblastoma
(Estroma de
Schwann: pobre)

células

Indiferenciado
Pobremente diferenciado

Em diferenciagao

de

Estroma-pobre

Indiferenciado

Em diferenciacéo

> 50% do tecido tumoral

Ganglioneuroblastoma,

Estroma-rico

15

intermediario Intermediario

(Estroma de células de
Schwann: rico)
Ganglioneuroma

(Estroma de células de

Schwann: dominante)

Estroma-rico
Bem diferenciado

Dominante Em maturacao

Maduro Ganglioneuroma
Proporgao variavel entre areas com | Ganglioneuroblastoma, nodular | Estroma-rico
estroma de células de Schwann rico / (Estroma de células de Nodular
dominante / pobre (nodular) Schwann: composto [rico,

dominante e pobre] )
Quadro 1 — Categorias e subgrupos dos tumores neuroblasticos

Fonte: SHIMADA, H. et al. (2001)

O estadio do NB (1, 2A, 2B, 3, 4 e 4S) depende do tamanho do
tumor primario, da possibilidade de resseccéo cirurgica, do envolvimento de ganglios
regionais e da presenca de metastase a distancia (CASTLEBERRY, R. P. et al.,
1997). No quadro 2 temos os estadios clinicos aceitos pelo Sistema Internacional de
Estadio do NB — INSS (BRODEUR, G. M. et al., 1993), sendo que no estadio 4S, o
“S” representa a palavra “especial”’ (“special” em inglés), representando a grande
maioria dos tumores de regressao espontanea, ocorrendo em criangas menores de 1
ano, mesmo para os tumores de grande volume, assim como para apresentacdes
metastaticas para pele, figado e medula éssea (D'ANGIO, G. J.,, EVANS, A. E. e
KOOP, C. E., 1971).
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Quadro 2 - Estadiamento do NB: International Neuroblastoma Staging

Estadios | Caracterizagao

1 Tumor localizado, confinado a darea de origem; remocdo
macroscopicamente completa, com ou sem doenca residual
microscopica; linfonodos ipsi e contralaterais identificados livres de
comprometimento neoplasico
2" Tumor unilateral com remoc¢do macroscopicamente incompleta;
linfonodos ipsi e contralaterais identificados livres de
comprometimento neoplasico
2B Tumor unilateral com remog¢do macroscopicamente completa ou
incompleta; linfonodos ipsilaterais comprometidos; linfonodos
contralaterais identificados livres de comprometimento neoplasico
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
media, com envolvimento bilateral de linfonodos
4 Disseminacao do tumor a linfonodos distantes, ossos, medula 6ssea,
figado ou outros érgaos (exceto como definido em 45)
4S8 Tumor primario localizado conforme definido para estadios 1 ou 2,
com disseminacdo metastatica limitada a figado, pele e medula
ossea (infiltracdo = 10% das células neoplasicas)

System (INSS)

Fonte: BRODEUR, G. M. et al. (1993)

Porém, elementos clinicos e o estadiamento tumoral ndo séo
suficientes para determinar aqueles tumores de progndstico ruim. Os que tem
doenca progressiva e morte, independente da quimioterapia instituida, revelaram
amplificacdo do oncogene MYCN, que ndo representa o padrdao biolégico dos
estagios 4S (GARVIN, J. J., BENDIT, I. e NISEN, P. D., 1990; SCHMIDT, M. L. et al.,
2000). A amplificagdo do oncogene MYCN (localizado no brago curto do
cromossomo 2 — 2p24) codifica um fator de transcricdo que provoca um atraso na
diferenciacao celular, promovendo a replicacéo e a apoptose, com um balanco final
que favorece a replicacdo (SCHWAB, M. et al., 1983). Brouder e colaboradores
demonstraram a correlacdo da amplificacdo do MYCN, com os estadios mais
avancados da doencga, apresentando rapida progressao tumoral associada a mau
prognéstico, mesmo nos pacientes com baixa idade e para tumores nao
metastaticos (BRODEUR, G. et al., 1984).

A delecdo do braco curto do cromosso 1 (incluindo 1p36), € uma

anomalia genética congénita comum no NB e apresenta-se com maior frequéncia
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em criancas com a forma avancada da doenca e pior evolugdo dos casos. E
controverso seu valor como variadvel independente do progndstico da doenca, uma
vez que esta muito relacionado com a amplificacdo do MYCN. Porém, apesar desta
correlacéo entre a delecdo 1p36 e a presenca da amplificacdo, sua associagcdo nao
foi rigorosamente comprovada (CARON, H. et al., 1996).

Os NBs estdo associados com a presenca de varios marcadores,
com importancia na deteccéo de doenca ativa e verificacdo de seu controle. Os mais
importantes sdo as catecolaminas (dopamina e norepinefrina) e seus metabdlitos
(acidos vanilmandélico - VMA e homovanilico - HMA). Criancas maiores de 12
meses ao diagnostico, estadio 4 e tipo histolégico mais agressivo, estdo
relacionados com altos niveis urinarios de dopamina e norepinefrina e seus
metabalitos, sugerindo associacdo com a possibilidade de bloqueio do metabolismo
da dopamina nesses casos (ZAMBRANO, E. e REYES-MUGICA, M., 2002). A
relagdo entre as dosagens de VMA/HMA > 1, demonstra um progndéstico mais
favoravel com a sintese de catecolamina mais madura, associado a tumores de
provavel origem congénita, idades menores e estadios limitados (EVANS, A., 2000).

Idade acima de 1 ano ao diagnostico e doenca disseminada para
medula éssea sdo fatores que indicam pior prognéstico. O grau de risco
representado por esses dois fatores € tdo importante quanto outros fatores como a
amplificacdo do oncogene MYCN, classificacdo histologica de Shimada, niveis
séricos de ferritina, desidrogenase latica sérico (LDH) e &cidos vanilmandélico e
homovanilico (SCHMIDT, M. L. et al., 2000).

Uma das limitag6es no estadiamento do NB em paises de baixa e
média renda, é a dificuldade em avaliar a amplificacdo do MYCN. Levando-se em
consideracéo esta dificuldade, pode-se considerar o uso de LDH e ferritina séricos,
como marcadores associados a amplificacdo nos estadios 3 e 4, sendo
recomendado a intensificagcdo do tratamento para valores de LDH > 750UIl/L e de
ferritina > 120ng/mL (PARIKH, N. S. et al., 2015).

Apesar dos estudos sobre a origem genética do NB nas ultimas
décadas, ainda se tem pouco conhecimento sobre os eventos que induzem sua
génese tumoral. Alguns fatores de transcricdo tém sido envolvidos na patogénese do
NB pelo aumento de proliferagdo celular. Estes incluem o fator kappa-light-chain-
enhancer das células B ativadas (NF-kB), paired-like homeobox 2b (PHOX2B), TP53
e MYCN (STAFMAN, L. L. e BEIERLE, E. A., 2016).
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Assim como outras neoplasias malignas, o NB pode ter
caracteristicas familiares ou esporddicas. Em relacdo aos casos familiares,
mutacfes que ativam a tirosinoquinase associada ao oncogene de linfomas
anaplasicos (ALK), estédo correlacionadas com a maioria dos casos hereditarios da
doenca. Estas mutacbes germinativas codificadas pela substituicio de bases em
regides chave de quinases, resultam em ativacdes dessas quinases, levando a um
estado pré-maligno (MOSSE, Y. P. et al., 2008).

Nos casos de doencas esporadicas, 0 grupo cooperativo
multicéntrico de oncologia pediatrica (COG) tem demonstrado que polimorfismos
comuns isolados dentro dos genes FLJ22536, BRCAl-associated RING domain
protein 1 (BARD1) e NBPF23, aumentam a suscetibilidade da doenca, porém o
namero de loci de suscetibilidade ndo é conhecido e nem se estes polimorfismos
atuam de modo aditivo ou sinérgico (epistatico) (MARIS, J. M., 2010).

Sabe-se que a patogénese do cancer é iniciada e modulada pela
interacdo entre a transformacédo das células malignas, o estroma e a resposta inata e
adquirida do sistema imunoldgico. Estas interacbes sdo complexas e o0s
componentes do sistema imune atuam tanto na defesa quanto na contribuicdo da
iniciacdo, crescimento, potencial invasivo e desenvolvimento de metastase (YAQUB,
S. e AANDAHL, E. M., 2009).

O microambiente tumoral € complexo e dificil de ser decifrado, mas
sua compreensdo é fundamental para o desenvolvimento de novos marcadores e
estratégias terapéuticas (FRIDMAN, W. H. et al., 2011)

1.2 Quimiocinas

Os mecanismos que interrelacionam os processos inflamatorios, a
imunidade e o cancer tém sido discutidos. Mediadores solUveis produzidos pelas
células tumorais recrutam e ativam células inflamatérias que estimulam a progressao
tumoral. Importantes componentes nesta integracdo sdo as citocinas produzidas
pelas células ativadas do sistema imune inato ou adaptativo, que estimulam o
crescimento tumoral e a progressdo do cancer (CHENSUE, S. W., 2001; LIN, W.-W.
e KARIN, M., 2007). Estudos sobre os aspectos imunolégicos que envolvem o
microambiente tumoral dos NB ainda séao limitados na literatura, o que ressalta a

importancia de novos estudos.
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As quimiocinas ganharam destaque cientifico nas ultimas décadas,
uma vez que desempenham fung¢des cruciais no desenvolvimento de diferentes
doencas e processos patologicos, incluindo a inflamacgéo, doencas autoimunes,
doencas infecciosas como a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS)
causada pelo HIV, e no céncer, onde particularmente regulam o processo de
metéstase (ZLOTNIK, A., 2006).

Desde as décadas de 60-70, foram caracterizadas mais de 50
quimiocinas humanas e muitos homoélogos em murinos. O termo quimiocina foi
aplicado a estas moléculas, pois se acreditava que sua principal atividade biolégica
era de quimiotaxia, ou seja, direcionar 0 movimento de outras células durante os
processos inflamatorios. Posteriormente tornou-se evidente que seus efeitos se
estendem muito além de atrair leucécitos aos sitios de inflamacédo. Evidéncias
indicaram que as quimiocinas participam do desenvolvimento dos 6rgaos, na
angiogénese, na recirculacdo dos leucdcitos e na regulacdo imunoldgica
(BAGGIOLINI, M., DEWALD, B. e MOSER, B., 1994; CHENSUE, S. W., 2001;
LUSTER, A. D., 1998; LUSTER, A. D., GREENBERG, S. M. e LEDER, P., 1995;
SARAFI, M. N. et al., 1997; WALZ, A. et al., 1989; YOSHIMURA, T. et al., 1987).

Quimiocinas séo citocinas quimiotaticas (~8-14kDa) com funcao de
mensageiros intercelulares, as quais carregam sinais regulatérios de célula para
célula. Produzidas por varios tipos celulares, tanto constitutivamente quanto apés
inducdo, exercem seus efeitos de maneira autécrina ou paracrina e agem via
receptores em heptahélice acoplados a proteina G (BAGGIOLINI, M., 2001). Sao
proteinas constituidas de 70 a 130 aminoacidos com quatro residuos de cisteina
conservados (BAGGIOLINI, M., DEWALD, B. e MOSER, B., 1994). Como proteinas
secretorias, séo sintetizadas com uma sequéncia guia de 20-25 aminoécidos, a qual
e retirada antes de sua liberacdo (BAGGIOLINI, M., 2001).

Duas familias principais, CXC e CC, também conhecidas como [] e
[1 quimiocinas respectivamente, sdo distinguidas de acordo com a posi¢céo dos dois
primeiros residuos de cisteina, 0os quais sdo separados por um aminoacido variavel
(CXC) ou sao adjacentes (CC). As cisteinas formam duas pontes dissulfeto (Cys1 —
Cys3 e Cys2 — Cys4), o que confere as quimiocinas sua estrutura tridimensional. As
pontes dissulfeto mantém as regides amino terminais juntas, o que € essencial para
sua atividade biolégica (BAGGIOLINI, M., 2001).

Uma nomenclatura sistematica para as quimiocinas e para seus



20

receptores tornou-se necessaria com a descoberta de muitas moléculas novas. Esta
classificacdo baseia-se no principio estabelecido para os receptores na Conferéncia
Gordon em Citocinas Quimiotaticas de 1966. Os receptores sdo definidos como
CXC, CC, XC e CX3C, seguidos pela letra R (receptor) e um numero. As
guimiocinas sao definidas seguindo o mesmo padréo, baseado em sua estrutura,
seguidas pela letra L (ligante) e pelo numero de seu gene (PELUS, L. M. et al.,

2002), como demostrado na Figura 1.

CCL2, 3, 6,7, 8,12,13,16, 27 ~ CCL3, 5, 6,7, 8,11, 13, 15, 24, 26, 27, 28

CCL3, 5,6,7,9, 10,13, 14, 15, 16, 23, @ _ AL
ceLaL —— CCL3,4,5,8,14,
CCL3L1, CCL4L1
CXCL9, 10,11 . @ —— CCL19, 21
= —— CCL1, CCL3LY
\ \% (Cers) ceLaL
S _ % — ccL2r, 28
— @CcrRD < Shared

CXCL1,6,7,8 — (EXCR1) % —ccus. 21,25

ccL2, 5, =

CXCL1,8 : @ — XCL12
% Non-signalling ]

CCL2,3,5,7, : = g @

cCL17,22 e ..— ccL20

% Viral Specific @
CXCL1,8,10,12— @ . (ccrs) — couzs

Chemokine with
Unknown receptors:
CXCL4, CXCL14,
CXCL15,CCL18

CXCL1,5,7

Figura 1- Nomenclatura para as quimiocinas e seus receptores

Fonte: (BALKWILL, F. (2004); SLETTENAAR, V. I. e WILSON, J. L. (2006)); modificada pelo

proprio autor.

1.3 Receptor CCR5

Quimiocinas quando ligadas aos seus receptores podem induzir uma

série de reacdes em cascata intracelulares que podem regular a migracdo de
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células. Alguns relatos indicam que a expressdo de receptores de quimiocinas em
muitas células tumorais ndo é aleatéria e pode ter um papel no processo de
metastase (ZLOTNIK, A., 2006).

Tem sido discutido que o receptor CCR5 pode, também, apresentar
um efeito indireto sobre a progressdo de tumores, por meio do controle de uma
resposta imune antitumoral (MANES, S. et al., 2003), e que a retencéo de células T
no local do tumor parece ser mediada por mecanismos dependentes de CCR5 da
célula imune e do tumor.

VAN DEVENTER, H. W. et al. (2005) mostraram que camundongos
com metastase pulmonar de melanoma, que expressam CCR5, apresentam
crescimento tumoral e resposta inadequada a terapia, quando comparados com
camundongos knockout para CCR5. Os autores demonstraram que a expressao de
CCR5 em células estromais contribuiu para o processo de metéstase.

Com relagéo a importancia do eixo CCL5/CCR5 na carcinogénese
mamaria, foi demonstrado que células endoteliais progenitoras, derivadas da medula
0ssea, requerem o receptor CCR5 para promocao de angiogénese. Nesse estudo, a
supressdo do eixo CCL5/CCR5, na medula 6éssea, levou a diminuicdo do
crescimento tumoral. Surprendentemente, a restauracdo deste na medula Ossea,
ndo reverteu o crescimento tumoral. Tais achados sugerem que as células
endoteliais do microambiente tumoral necessitam de CCL5 produzido diretamente
pelas células tumorais para promover angiogénese (SAX, M. J. et al., 2016).

O CCR5 também estd envolvido na metastatizacdo de
condrossarcomas (TANG, X. Y. et al., 2010) e de células de tumor oral (CHUANG, J.
Y. et al.,, 2009), bem como no contexto hematopoiético, a expressdo de CCR5
correlaciona-se com a capacidade agressiva das doencas linfoproliferativas tipo NK-
cell, tanto para se infiltrar em mdaltiplos 6rgdos (MAKISHIMA, H. et al., 2007), bem
como contribuindo para o crescimento de células do mieloma multiplo (MENU, E. et
al., 2006).

A interacdo entre CCL5/CCR5 pode favorecer o desenvolvimento
tumoral de varias maneiras: agindo como fator de crescimento, estimulando a
angiogénese, modulando a matriz extracelular, induzindo o recrutamento de células
inflamatorias e estromais adicionais, e fazendo parte de mecanismos de evasao
imune (KERSHAW, M. H., WESTWOOD, J. A. e DARCY, P. K., 2013).

Um polimorfismo no gene CCR5 foi identificado, consistindo na
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delecédo de 32 pares de bases, sendo denominado de CCR5-delta32 (rs333) (LIU, R.
et al.,, 1996). Esta variante resulta em uma forma ndo funcional de receptor,
impedindo sua interagdo com suas quimiocinas ligantes (SIDOTI, A. et al., 2005;
SMITH, M. W. et al., 1997).

A variante delta32 € comum entre Europeus caucasoides (frequéncia
alélica variando entre 0,05 - 0,15), porém rara ou ausente na maioria dos outros
grupos étnicos, como nativos africanos e amerindios (MARTINSON, J. J. et al.,,
1997; MCNICHOLL, J. M. et al.,, 1997). A auséncia desta variante também foi
relatada na populagdo nativa da América do Sul, como populagbes nativas da
Amazoénia Brasileira (CHIES, J. A. B. e HUTZ, M. H., 2003; LEBOUTE, A. P., DE
CARVALHO, M. W. e SIMOES, A. L., 1999), e em Asiaticos (CHANG, H. Y. et al,,
2005; O'BRIEN, S. J. e MOORE, J. P., 2000; WANG, F.-S. et al., 2003).

Estudos sustentam que a delecdo poderia estar associada a
resisténcia a infeccao pelo virus da imunodeficiéncia humana - HIV (DEAN, M. et al.,
1996; SAMSON, M. et al.,, 1996; ZUNIGA, J. A. et al., 2003), e que pacientes
portadores desse alelo poderiam ter melhor prognostico na leishmaniose (BRAJAO
DE OLIVEIRA, K. et al., 2007), na esclerose multipla (KAIMEN-MACIEL, D. R. et al.,
2007), no lapus eritematoso sistémico (BALTUS, T. H. L. et al., 2016) na asma em
criancas com infeccdo por Mycoplasma pneumoniae (UNGVARI, I. et al., 2007) e na
rejeicdo de enxerto renal em modelos animais (KRUGER, B. et al., 2007).

De um modo geral, a compreensdo dos mecanismos celulares e
moleculares da patogénese do céancer é extremamente importante para o
desenvolvimento de novas abordagens e para o tratamento desta doenca. Estudos
mostram que as células e seus receptores desempenham um papel essencial em
processos moleculares e fisiologicos (AOKI, M. N. et al., 2009; DO VAL CARNEIRO,
J. L. et al., 2009). Assim, o cancer € uma doenca complexa, onde muitas alteracdes
merecem uma abordagem molecular aprofundada. A interagdo entre quimiocinas e
seus receptores depende da interagdo com moléculas de sinalizagcéo por células do
sistema imunoldgico e ndo imunologico, e este pode ser modificado por alteragbes
genéticas relacionadas a polimorfismos, expressdo génica e proteica. O CCR5 no
cancer poderia influenciar na progresséao, formacéo tumoral e progndéstico, mas essa
influéncia ainda nédo esta elucidada.

Com base no que foi relatado e frente ao fato de que recentemente

tem sido explorado o papel do receptor CCR5 no microambiente tumoral, neste
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estudo, pretende-se investigar sua relagcédo a suscetibilidade e ao prognéstico do NB.

1.4 Quimiocina CXCL12

Inicialmente denominada de fator estimulador de crescimento de
células B (Pre-B-cell growth-stimulating factor, PBSF) ou fator derivado de células
estromais-1 (stromal cell-derived factor-1, SDF1), agora formalmente denominada
CXCL12, é um membro da subfamilia de quimiocinas C-X-C (NAGASAWA, T. et al.,
1996). Esta quimiocina € constitutivamente produzida na medula Ossea por
osteoblastos imaturos e células endoteliais, sendo também produzida por células
hematopoiéticas (DOMMANGE, F. et al., 2006) e alguns tipos de tecidos, como
pulmao, figado, adrenal e linfonodos, onde atua como potente quimioatraente para
células hematopoiéticas maduras e imaturas (SUN, X. et al., 2010; WRIGHT, L. M. et
al., 2005).

Seis isoformas de CXCL12, derivadas de splicing alternativo, tém
sido identificadas em humanos: CXCL12a (alfa), CXCL12[3 (beta), CXCL12y (gama),
CXCL12d (delta), CXCL12¢ (épsilon) e CXCL12¢@ (phi). Dentre essas isoformas,
CXCL12a e CXCL12B sao os subtipos mais estudados. Embora derivados de um
gene comum, o gene de CXCL12a codifica uma proteina de 89 aminoacidos,
enquanto o gene do subtipo B da origem a uma proteina com 93 aminoacidos (YU,
L. et al., 2006). CXCL12a € a principal isoforma secretada pelas células da medula
O0ssea e por células endoteliais e é encontrada em quase todos os érgaos; esta
isoforma encontra-se aumentada no dano tecidual, porém é rapidamente degradada
no sangue. Em contrapartida, a isoforma B é mais resistente a degradagdo na
circulacao e esta presente em érgéos ricamente vascularizados, como figado, baco
e rins (JANOWSKI, M., 2009).

Tanto CXCL12a quanto CXCL12 possuem afinidade comparavel ao
receptor CXCR4. Este receptor encontra-se altamente expresso em células de
progenitores hematopoiéticos na medula 6ssea e também na superficie de
mondcitos, macrofagos, neutroéfilos, eosinofilos e linfécitos B e T. Aléem das células,
CXCR4 é também detectado nas células do endotélio vascular e de 6érgdos como
cérebro, pulméo, e muitos outros (RATAJCZAK, M. Z. et al., 2006). Estudos com
animais knockout tém estabelecido a importante funcdo de CXCL12 e CXCR4 na

embriogénese, pois apresentam defeito significativo na colonizacdo da medula
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O0ssea embrionaria por células estaminais, além de apresentarem defeitos no
desenvolvimento do coracdo, cérebro e grandes vasos (LAZARINI, F. et al., 2003;
TACHIBANA, K. et al., 1998; YU, L. et al., 2006).

A interacdo CXCL12/CXCR4 ativa varios sinais intracelulares,
incluindo a mobilizacdo de calcio e ativacdo de quinases (ERK1/2), que sé&o
reguladas por sinais extracelulares via p44/p42; e como resultado final, essa
interacdo leva a quimiotaxia celular (ROLAND, J. et al., 2003). Acreditava-se que a
interacdo CXCL12/CXCR4 era exclusiva, até que outro receptor, CXCR7, foi descrito
com uma forte afinidade a CXCL12 (BALABANIAN, K. et al., 2005). A auséncia de
CXCR7 em animais knockouts é também letal para o embrido, porém, diferente do
gue ocorre na deficiéncia de CXCR4, nao foi observado nenhum comprometimento
no sistema de células hematopoiética fetal (SIERRO, F. et al., 2007). Apesar da
identificacdo deste novo receptor, a importancia da interagdo CXCR4/CXCL12 no
homing, mobilizagcdo e estabelecimento do microambiente da medula O&ssea
permanece evidente (GEORGIOU, K. R., FOSTER, B. K. e XIAN, C. J., 2010).

Além da importante funcao do eixo CXCL12/CXCR4 na regulacao do
trafego de células hematopoiéticas, esta quimiocina e seu receptor estdo associados
a patogénese de diversas malignidades, como o cancer de mama (BOIMEL, P. J. et
al.,, 2012), de péancreas (WU, P. F. et al., 2013), de prostata (SINGH, S.,
SADANANDAM, A. e SINGH, R. K., 2007) e também em malignidades
hematoldgicas como as leucemias (DE OLIVEIRA, C. E. et al., 2007; PELED, A. e
TAVOR, S., 2013).

A expressdo de CXCR4 em células malignas indica que a via
CXCL12/CXCR4 pode influenciar na biologia do céncer e exercer um papel
fundamental no direcionamento de metastase de células tumorais CXCR4+ em
direcéo a 6rgdos que expressam CXCL12. Assim, células tumorais CXCR4+ tendem
a metastatizar para 0rgaos como 0ssos e noédulos linfaticos de modo CXCL12-
dependente (TEICHER, B. A. e FRICKER, S. P., 2010).

Além de atuar no processo de metastase, 0 eixo CXCL12/CXCR4
promove a progressao do tumor por estimular a sobrevivéncia e o crescimento das
células neoplasicas de modo paracrino (GIL, M. et al., 2013), favorece a
angiogénese tumoral por sua capacidade de recrutar da circulagdo células
progenitoras endoteliais para o estroma tumoral (ORIMO, A. et al.,, 2005) e ainda

recruta células T regulatorias para 0 meio neoplasico, dificultando os mecanismos de
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resposta antitumoral da imunidade inata e adaptativa (GIL, M. et al., 2013).

A analise de sequéncias do gene CXCL12 humano (numero de
acesso do GenBank L36033) revelou uma variante comum contendo uma transi¢cao
G para A num segmento evolutivamente conservado da regido 3' UTR néao traduzida
(3-UTR). Este polimorfismo foi designado como CXC12-3'A (SDF1-3'A, rs1801157).
O alelo CXCL12-3'A pode desempenhar um papel regulador importante aumentando
a producéo de CXCL12 (WINKLER, C. et al., 1998).

Estudos ja descrevem o eixo CXCL12/CXCR4 como um candidato
promissor a marcador tumoral, especialmente no processo metastatico
(DOMANSKA, U. M. et al., 2013). MEIER, R. et al. (2007) investigaram a
contribuicio do CXCR4 em relacdo a progressdo do NB in vivo e in vitro e
demonstraram que a superexpressdo do CXCR4 poderia promover tumores
primarios e secundarios, porém ndo conseguiram demonstrar sua influéncia no
poder de invasdo do NB. Além disso, também ja foi demonstrada a participacdo do
eixo CXCR4/CXCL12 em neoplasias, incluindo no desenvolvimento do
meduloblastoma (OZAWA, P. M. M. et al., 2016). No entanto h& necessidade de
estudos adicionais, visto seu potencial clinico nesse tipo de céncer pediatrico
especifico, sendo util a verificacdo de alguns parametros ligados ao polimorfismo e &
expressao das moléculas desse eixo.

Dentro deste contexto, a quimiocina CXCL12 no cancer poderia
influenciar a progressao, formacao tumoral e progndstico, mas essa influéncia ainda
ndo esta elucidada. Assim, a compreensao de seu papel no microambiente tumoral
podera sugerir esta molécula como um novo marcador para o progndstico, e até

mesmo para o tratamento do NB.

1.5 Envolvimento do CCR5 e CXCL12 no neuroblastoma

E conhecido que as quimiocinas e seus receptores apresentam
envolvimento como mediadores da neuroinflamacdo e tém um papel
neurofisiolégico, particularmente no controle da migracdo neuronal durante o
desenvolvimento cerebral (Zou et al., 1998). E importante salientar que uma
determinada quimiocina pode estimular respostas diferentes, dependendo do
receptor ao qual ela se liga, bem como das células nas quais esses receptores sao
expressos (LEGLER, D. F. e THELEN, M., 2018).
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O CCL5, um ligante do CCR5, pode induzir a migracdo e a
diferenciacdo de células do eixo dorsal embrionario (BOLIN, L. M. et al., 1998),
indicando que esse receptor pode mediar os efeitos tréficos nos neurdnios.

Héa o entendimento que a sinalizacdo de quimiocinas desempenham
papel importante no embrido em desenvolvimento. CARTIER, L. et al. (2003)
estudaram exclusivamente o efeito da ativacdo de CCR5 em uma populagao
homogénea de células e relataram pela primeira vez a apoptose induzida por CCR5
em células neuronais. Seus resultados sugerem que o CCR5 possa desempenhar
um papel duplo na neurodegeneracao inflamatéria. Sua regulagdo positiva na
microglia ativada leva ao aumento da inflamacgé&o e, junto com a secrec¢ao de ligantes
do CCRS5 pela microglia, originando uma alca de controle positivo autécrino. No
entanto, além dessa amplificacdo da resposta inflamatoria, os ligantes de CCR5
secretados pela microglia (juntamente com outros produtos da microglia, como
espécies reativas de oxigénio e TNF-alfa) também contribuem diretamente para a
morte celular.

Uma observacao interessante € que os receptores de quimiocinas
demonstraram ser expressos em ceélulas cerebrais humanas de tecidos adultos ou
fetais (MENNICKEN, F. et al., 1999). Isso nos levou a investigar se esse
polimorfismo estaria associado ao NB, o qual € um tumor de origem embrionaria.

GROSS, N. e MEIER, R. (2009) relataram que a quimiocina CXCL12
e seus receptores CXCR4 e CXCR7 participam da progressdao e sobrevida dos
tumores neuroectodérmicos, com énfase particular no NB, considerado o enigmatico
tumor neuroectodérmico da infancia.

MUHLETHALER-MOTTET, A. et al. (2015) realizaram investigacdes
no homing state particular da disseminacdo metastatica das células do NB, onde
ocorre o0 envolvimento dos receptores CXCR4 e CXCR7 que tem CXCL12 como um
ligante. Os autores mostraram que os receptores CXCR4 e CXCR?7 influenciam a
migracao de células do NB de maneira complexa. O CXCR4 favorece o implante de
células do NB no pulméo e no figado, enquanto o CXCR7 aumenta a disseminagao
para o figado e a glandula adrenal, e ambos os receptores aumentam a infiltragao
tumoral na medula 0ssea.

Curiosamente, a sinalizacdo de CCRS5 poderia regular as respostas
induzidas por CXCL12 de células progenitoras B em medula 6ssea humana por
dessensibilizacdo do receptor de quimiocina CXCR4 (HONCZARENKO, M. et al.,
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2002).

Dentro do que foi aqui exposto, fica clara a importancia da
quimiocina CXCL12 e do receptor CCR5 no contexto dos NB e, portanto, o objetivo
deste estudo foi verificar se polimorfismos nos genes CCR5 e CXCL12 estéao

associados a suscetibilidade e/ou progndéstico destes tumores malignos na infancia.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Verificar se polimorfismos nos genes CCR5 (rs333) e CXCL12
(rs181157) estdo associados a suscetibilidade e/ou progndéstico do neuroblastoma

na populacao infantojuvenil.

2.2 Objetivos especificos

e Analisar o polimorfismo genético rs333 do CCR5 em pacientes
com NB e em um grupo controle livre de neoplasias em um estudo de associa¢ao do
tipo caso-controle.

e Analisar o polimorfismo genético rs1801157 do CXCL12 em
pacientes com NB e grupo controle livre de neoplasias em um estudo de associagao
do tipo caso-controle.

e Realizar analise de correlacdo entre estas variantes alélicas
selecionadas e parametros progndésticos dos pacientes com NB, na busca por

possiveis marcadores de progndstico.
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3 METODOLOGIA

3.1 Aspectos éticos

O presente projeto foi cadastrado na Plataforma Brasil e todos os
procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Estadual de Londrina (CEP/UEL 189/2013 — CAAE N°
73557317.0.0000.5231). Todos os responsaveis legais dos individuos do estudo
foram orientados e somente foram utilizadas amostras de pacientes autorizados por
seus responsaveis mediante assinatura do Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido.

3.2 Selecdo e caracterizacdo da amostra

Este é um estudo caso controle, com amostra de conveniéncia.

Foram coletados 5 mL do sangue periférico de 8 pacientes e
analisados 20 blocos de parafina de pacientes de 0 a 19 anos diagnosticados com
NB atendidos no Hospital do Cancer de Londrina (HCL) e no Hospital Universitario
da Universidade Estadual de Londrina (HU — UEL) e 140 controles com faixa etaria
similar ao grupo caso, que foram coletados no HU — UEL.

O convite aos responsaveis pelos pacientes NB para participarem
deste projeto foi realizado durante seu atendimento clinico no Servico de
Oncopediatria do HCL, sendo os diagnosticos fornecidos pelo Laboratério de
Anatomia Patoldgica do HCL e também foi realizada andlise retrospectiva de blocos
de parafina fornecidos pelo Laboratério de Patologia do HU - UEL, e os dados
clinicos-patolégicos foram provenientes pelo SAME-HU.

Os doadores para o grupo controle foram provenientes de criancas
da regido de Londrina provenientes do HU - UEL e como critério de inclusdo foram
selecionados doadores sem histéria de neoplasia atual e processos inflamatoérios,
com testes bioquimicos e imunolégicos normais, realizados no Laboratério de
Andlises Clinicas — HU — UEL.
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3.3 Extracédo de DNA

A partir do sangue periférico das amostras dos controles e
pacientes, coletados em tubo EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético), foi extraido
o DNA utilizando o kit comercial Biopur MiniSpin Plus Kit (Biometrix Diagnostica,
Curitiba, Brasil), segundo as especificacfes do fabricante. O DNA extraido foi eluido
em 50 uL de tampéao de eluicdo e quantificado por espectrofotometria em aparelho
NanoDrop 2000c® (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, EUA).

As amostras de 20 pacientes foram coletadas em bloco de parafina
e o DNA foi extraido através do kit innuPREP DNA Mini (Analytik Jena, Jena,
Germany).

As absorbancias, no comprimento de onda de 260 nm, foram
utilizadas para determinar a concentracdo de acidos nucleicos e a razdo para
determinar o grau de pureza em relacéo a proteinas foi entre as absorbancias 260 e
280 nm.

3.4 Genotipagem do polimorfismo do CCR5 (rs333)

Os primers, para 0 gene CCR5 foram sintetizadas de acordo com as
sequéncias depositadas no GenBank, sob numero de acesso AF009962, e o
protocolo das reagcdes de PCR foram descritas por AOKI, M. N. et al. (2009).

As reacdes de amplificacdo em cadeia da polimerase (PCR) foram
realizadas em termociclador Master cycler Gradient (Eppendorf, Hamburg, Germany)
e consistiram de um ciclo com uma temperatura inicial de 94°C durante 5 minutos,
seguidos de 35 ciclos de um minuto a 94°C para desnaturacdo, um minuto a 57°C
para anelamento e um minuto a 72°C para extensdo das fitas, e por fim uma
temperatura de 72°C durante 10 minutos para uma extensao final. Todas as reacoes
foram efetuadas com um controle negativo (auséncia de DNA) para assegurar a ndo
contaminag¢do com acidos nucléicos, e com um controle positivo, no qual se utilizou

DNA de amostra previamente testada e positiva para a delecéo.
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3.5 Genotipagem do polimorfismo do CXCL12 (rs1801157)

O polimorfismo do CXCL12 (rs1801157, G/A) foi identificado pelo
ensaio de PCR seguida pela analise do polimorfismo do comprimento do fragmento
de restricdo (PCR-RFLP). A reacdo foi realizada em um volume final de 25uL
usando 1X PCR buffer, dNTP (0,1 mM), 0,2 pyM de cada primer. sense 5'-
CAGTCAACCTGGGCAAAGCC-3' e antisense 5'CCTGAGAGTCCTTTTGCGG-3'
(nimero de acesso do GenBank L36033), MgCI2 1,5 mM, 1,25U Taq polimerase
(InvitrogenTM, Carlsbad, CA, EUA) e 100 ng de DNA gendmico. As condi¢des de
PCR foram: 5 min de desnaturacdo a 94°C, 35 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 60°C
e 1 min a 72°C e 10 min de alongamento a 72°C. Os amplicons contendo a regiao
polimdrfica do CXCL12 foram digeridos com a enzima de restricdo Mspl (Promega,
Madison, WI, EUA) por 3h a 37°C.

Todos os produtos de amplificacdo para CCR5 e CXCL12 e os
fragmentos de restricdo foram analisados por eletroforese em gel de acrilamida

(10%), detectados por coloracéo de prata.

3.6 Andlise estatistica

As variaveis categoricas foram expressas em numeros absolutos e
0s genotipos e as frequéncias alélicas foram determinadas pelo teste exato de
Fisher. Odds ratio (OR) e intervalo de confianca de 95% (IC 95%) foram
determinados para avaliar o estudo de associacao caso-controle. Um p bilateral foi
considerado significativo. Analises de correlacdo envolvendo a variante alélica e os
parametros prognésticos foram realizadas pelo teste Tau b de Kendall (SPSS 20.0
Inc., Chicago, IL, EUA). Foram considerados estatisticamente significativos valores
de p < 0,05.
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4 PRODUCAO BIBLIOGRAFICA

CCR5 AND CXCL12 ALLELIC VARIANTS: ASSOCIATION WITH CHILDHOOD

NEUROBLASTOMA SUSCEPTIBILITY

ABSTRACT

Neuroblastoma (NB) is a heterogeneous and particularly malignant childhood
neoplasm in its higher stages, prone to form metastasis in selected organs and for
which there is still no efficient treatment available beyond surgery. Evidence indicates
that chemokines and their receptors present involvement as mediators of
neuroinflammation and have a neurophysiological role. In the present study, we
aimed to verify if CCR5 (rs333) and CXCL12 (rs1801157) allelic variants were
associated with NB. For CCR5 (rs333) D32 carriers (OR: 5.96, IC: 2.21 -16.06) and
for CXCL12 genotype 3’A/3’A (OR:26.18, 1C:6.15-111.4) there were statistically
significant difference as well to allelic frequency (OR:4.20, IC: 2.19-8.03). Although
no correlation was verified regarding prognostic parameters for both CCR5 and
CXCL12 regarding polymorphic variants, these polymorphisms may be associated

with NB susceptibility which deserve attention for future investigations.

Keywords: Neuroblastoma; CCR5; CXCL12; genetic polymorphism.
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INTRODUCTION

Neuroblastomas (NB) are tumors originated from undifferentiated nerve cells
of the neural crest, that originate the medular adrenal gland and all the sympathetic
ganglia and plexuses, that can justify not only the preferential site but also its wide
distribution through the body. NB is the neural tissue derived from the neural crest
that remains or becomes undifferentiated after reaching its peripheral location
(Grosfeld 1998). It is more prevalent in children younger than 4 years (85%), falling to
8% in children up to 9 years and 1.5% after 15 years old (Navalkele, O'Dorisio et al.
2011). Approximately 45% are classified as high risk, being metastatic when
diagnosed (London, Castleberry et al. 2005).

It is known that chemokines and their receptors present involvement as
mediators of neuroinflammation and have a neurophysiological role, particularly in
the control of neuronal migration during brain development (Zou, Kottmann et al.
1998).

The classification of chemokine receptors is based on the type of their ligands.
Thus, CXC receptors bind to CXC ligands, while CC receptors bind CC ligands, etc.
(Balkwill 2004). It is important to emphasize that a given chemokine can stimulate
different responses depending on the receptor to which it binds as well as the cells in
which these receptors are expressed (Legler and Thelen 2018).

The CC chemokine receptor 5 (CCR5) is a chemokine-binding receptor,
located in the plasmatic membrane through 7 turns and in the cytoplasm, is G protein
(Raport, Gosling et al. 1996). This receiver performs its activity via G protein and
binds to chemokines RANTES (CCL5), MIP-1a (CCL3) and MIP-18 (CCL4) (Samson,
Labbe et al. 1996).

It is known that the polymorphism rs333 in CCR5 gene, a common 32-base
pair deletion (D32), causes truncation and loss of this receptor on cell surface, with
complete retention in the endoplasmic reticulum within homozygous or diminished
expression in heterozygous genotype (Chelli and Alizon 2001). An interesting
observation is that chemokine receptors have been shown to be expressed in human
brain cells from adult or fetal tissues (Mennicken, Maki et al. 1999). This led us to
investigate whether this polymorphism would be associated with NB, a tumor of
embryonic origin.

Gross and Meier (2009) has reported on CXCL12 chemokine and its CXCR4
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and CXCR7 receptors in the progression and survival of neuroectodermal tumors,
with emphasis on NB, considered the enigmatic neuroectodermal childhood tumor.
Sequence analysis of the human CXCL12 gene (GenBank accession number
L36033) revealed a common variant containing a G to A transition in an evolutionarily
conserved segment of the 3’ untranslated region (3’-UTR). This polymorphism has
been designated as CXC12- 3’A (SDF1-3'A, rs1801157). The CXCL12-3'A allele
may play an important regulatory role by increasing production of CXCL12, which
binds to CXCR4 (Winkler, Modi et al. 1998).

Interestingly, CCR5 signaling could regulate CXCL12 induced responses of
progenitor B cells in human bone marrow by desensitization of the CXCR4
chemokine receptor (Honczarenko, Le et al. 2002). Therefore, the aim of the present
study was to verify if polymorphisms in CCR5 and CXCL12 genes are associated

with NB susceptibility and/or prognosis.

Materials and methods

Human subjects

Human Ethics Committee of the State University of Londrina, Parana, Brazil,
approved the present study (CAAE 73557317.0.0000.5231). Children’s parents were
informed in detail regarding the research, and the Consent Term was obtained.

The 28 tissue samples were obtained from NB patients, who had undergone
surgery at the Londrina Cancer Hospital (LCH), Parana State, Brazil. As control
group, peripheral blood from 140 cancer-free children, from University Hospital (UH)
of State University of Londrina, Parana, Brazil were also collected. Control group
were taken from the same geographic region and without personal history of any
malignant disease. Prognostic parameters data of NB were kindly provided by LCH.
The parameters included: lymph nodes involvement and/or distant metastasis, tumor

staging and death.

Genomic DNA extraction

DNA extraction for blood samples was obtained using Biopur Mini Spin kit
(Biometrix Diagnostica®, Curitiba, PR, Brazil) and for paraffin embedded tissues the
DNAwas extracted using the innuPREP DNA Mini Kit (Analytik Jena AG, Jena,

Germany), following the manufacturer's instructions. All DNA samples were quantifed
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by a NanoDrop2000® Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientifc, Wilmington, DE,
EUA) at 260 nm. The 260/280 nm and 260/230 nm absorbance ratios were

measured to assess protein and organic compound contamination, respectively.

CCR5-delta32 polymorphism (rs333)

CCRb5-delta32 was determined by conventional polymerase chain reaction
(PCR), using specific primers according GenBank sequences accession AF009962
following PCR conditions from Aoki, da Silva do Amaral Herrera et al. (2009).
Genomic DNA (100 ng) was amplified using 1.25 units of Taq polymerase
(Invitrogen™, Calsbad, CA, USA) at 25uL of final volume, in a Master Cycler
Gradient thermal (Eppendorf, Hamburg, Germany). PCR conditions were as follows:
denaturation at 94°C for 5 min, 35 cycles of 1 min at 94°C, 1 min at 57°C and 1 min
at 72°C and 10 min of elongation at 72°C. Negative controls (without DNA) were

employed to make sure that no contaminants were introduced.

CXCL12 polymorphism (rs1801157)

For CXCL12 (rs1801157, G/A) polymorphism the polymerase chain reaction—
restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) was used. PCR reaction for
rs1801157 was performed in a final volume of 25uL using sense 5'-
CAGTCAACCTGGGCAAAGCC-3 and antisense 5CCTGAGAGTCCTTTTGCGG-3’
primers (GenBank accession number L36033), using 1.25U Taq polymerase
(Invitrogen™, Carlsbad, CA, USA) and 100ng of genomic DNA. The PCR conditions
were: 5min denaturation at 94°C, 35 cycles of 1 min at 94°C, 1 min at 60°C and 1
min at 72°C, and 10min elongation at 72°C. Amplicons containing polymorphic region
of CXCL12 polymorphism were digested with restriction enzyme Mspl (Promega,
Madison, WI, USA) for 3h at 37°C.

All PCR amplicons and restriction fragments products were analyzed by
electrophoresis in acrylamide gels (10%), detected by silver staining, CXCL12 wild-
type alleles (SDF1-wt) yielded 100 and 193 base-pair products, while SDF1-3'A
alleles yielded a 293 base-pair product. CCR5 wild-type alleles (wt/wt) yielded 225
base-pair products, heterozygous (wt/delta32) yields 225-bp and 193bp and
homozygous yielded only 193bp.
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Statistical analysis

Categorical variables were expressed as absolute numbers and genotypes
and allele frequencies were determined using Fisher’s exact test. Odds ratio (OR)
and 95% confidence interval (95% CI) were determined to evaluate case-control
association study. A two-sided p<0.05 was considered significant. Correlation
analyses involving the allelic variant and prognostic parameters were performed by
Kendall's Tau b test (SPSS 20.0 Inc., Chicago, IL, USA) and p< 0.05 values were

considered statistically significant.

Results

NB patients mean age was 4 years (1 month — 13 years) and for control group
was 10 years (1- 18 years) (p>0.05).

CCR5 (rs333) and CXCL12 (rs1801157) were genotyped in NB patients and in
control group. Eletrophoretic profiles for CCR5-delta32 (rs333) and CXCL12
(rs1801157) are demonstrated in Figures 1 and 2, respectively.

225bp —
193bp __

Figure 1. Eletrophoretic profile of CCR5-delta32 polymorphism. Lane 1: wild-type
homozygous genotype (wt/wt) yields 225-bp; Lane 2: heterozygous genotype (wt/delta32)
yields 225-bp and 193-bp; Lane 3: mutated homozygous genotype (delta32/delta32) yielded
a 193-bp product. L: 100bp DNA ladder (Invitrogen™, Carlsbad, California, USA); 4: negative
control.
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Figure 2. Eletrophoretic profile of CXCL12 (rs1801157) polymorphism. Lane 1: rare
homozygous genotype (3’A/3’A) yielded a 293-bp product; Lane 2: heterozygous genotype
(wt/3’A) yields 293-bp, 193-bp and 100-bp; Lane3: prevalent homozygous genotype (wt/wt)
yields 193-bp and 100-bp.

CCR5 (rs333) polymorphism were genotyped in 28 NB patients and in 80
control individuals and genotype and allelic frequencies were evaluated.

Table 1 shows genotypes distribution for NB and controls groups. Although
biased, genotypes did not differ significantly between controls and NB group (OR:
3.29, IC: 0.99-10.95). For D32 carriers it was verified significant difference (OR: 5.96,
IC: 2.21 -16.06) and a positive association in relation to NB susceptibility (OR: 4.94,
Cl: 1.63-14.98) was demonstrated in dominant model.

Table 1. CCR5 (rs333) case control study in NB patients and neoplasia-free
controls.

NB Control OR (CI95%) p value®
28) % (80) %
WT/WT 19 67.86 73 91.25 Reference

Genotypes  WT/ delta32 06 21.43 07 8.75 3.29 (0.99-10.95) 0.07
delta32/delta32 03 10.71 00 0

Allele WT 44 78,57 153 95.63 5.96(2.21-16.06) 0.0004
Frequency  delta32 12 21.43 07 4.37
Dominant Delta32/delta32+ 9 3214 7 8.75
WT/delta32 4.94 (1.63-14.98) 0.005
WT/WT 19 67.86 73 91.25

OR: Odds ratio; Cl: confidence interval. ® Fisher’'s exact test
NB: neuroblastoma, WT/WT: wild-type homozygous genotype, WT/delta32: heterozygous genotype,
delta32/delta-32: mutated homozygous genotype.

The CXCL12 (rs1801157) polymorphism were analysed in 24 NB patients and
in 140 healthy control individuals. There was statistically significant difference for
genotypes (OR: 26.18, IC: 6.15-111.4), allelic frequency (OR: 4.20, IC: 2.19-8.03),
and for dominant model (OR: 2.58, IC: 1.07-6.2), as showed in Table 2.
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Table 2. Case control study of CXCL12 (rs1801157) polymorphism in NB patients

and neoplasia-free healthy controls.

NB Control OR (CI95%) p value?
(24) % (140) %
wt/wt 11 45.83 96 68.57 Reference
Genotypes wt/ 3'A 04 16.67 41 29.29 0.85 (0.26-2.83) 1.00
3'AI3°A 09 3750 3 2.14 26.18 (6.15-111.4)  0.0001
Allele wit 26 54,17 233 95.63 4.20(2.19-8.03) 0.0001
frequency 3'A 22 4583 47 43.77
Recessive 3'A/3°A 9 3750 3 2.14
wt/ 3"A+ wt/wt 15 62,50 137 97.86 27.40(6.68-112.4) 0.0001
Dominant 3°A/3’A+wt/3’A 13 5417 44 31.43
wt/wt 11 4583 96 68.57 2.58 (1.07-6.2) 0.04

OR: Odds ratio; Cl: confidence interval. ® Fisher's exact test

NB: neuroblastoma, WT/WT: wild-type homozygous

genotype,3"A/3"A: mutated homozygous genotype.

genotype,

WT/3’A:  heterozygous

In this work the correlation between CCR5 polymorphism and NB prognostic

parameters were also evaluated (Table 3). There was no correlation regarding lymph

nodes commitment and/or metastasis (p=0.82), tumor staging (p=0.86) and death

(p=0.66).

Table 3. CCR5-delta32 and prognostic parameters in NB patients.

CCR5-delta32 genotypes

Number
- individuals wt/delta32+
Prognostic Parameters n (%) \rI1Vt(/<\)I/Vt) delta32/delta3?
0 n (%)
Lymph nodes 9 (32.14) 5(17.86) 4 (14.28)
commitment Absent
and/or metastasis Present 19 (6786) 14 (500) 5 (1786)
(n=28) 1=-0.04 p= 0.82
8 (28.58) 4 (14.29) 4 (14.29)
(n=28) 4 15 (53.57) 12 (42.86) 3(10.71)
1=-0.34 p=0.86
No 24 (85.71) 16 (57.14) 8 (28.57)
Death
(n =28) Yes 4 (14.29) 3(10.71) 1(3.58)
t=-0.08 p=0.66

Tau_b Kendall, p<0.05 values were considered statistically significant

WT/WT: wild-type homozygous genotype, WT/delta32: heterozygous genotype, delta32/delta-32:

mutated homozygous genotype
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In this context, prognostic parameters for CXCL12 (rs1801157) was also
analyzed and there was no correlation for lymph nodes commitment and/or
metastasis (p=0.23) tumor staging (p=0.34) and death (p=0.14) (Table 4).

Table 4. CXCL12 (rs1801157) and prognostic parameters in NB patients.

Number CXCL12 genotypes
Prognostic Parameters individuals wt/wt wt/3’A+ 3’A/S’A
" 00 n (%) n (%)
Lymph nodes Absent 8 (33.34) 3(12.5) 5(20.84)
e s PTESENt 16 (66.66) 8 (33.33) 8 (33.33)
(n=24) t1=-0.24 p=0.23
7 (29.17) 3(12.5) 4 (16.67)
Tumor staging 3 4 (16.67) 3(12.5) 1 (4.16)
(n=24) 4 13 (54.16) 5 (20.84) 8 (33.33)
1=-0.17 p=0.34
Death No 22 (91.66) 9 (37.5) 13 (54.16)
(n=24) Yes 2 (8.34) 2 (8.34) 0
1=-0.29 p=0.14

Tau_b Kendall, p<0.05 values were considered statistically significant

When it was analyzed both polymorphisms together, no statistically significant
difference was observed when comparing genotypes nor even both in relation to

clinical parameters (data not show).

Discussion

This work evaluated CCR5 and CXCL12 gene polymorphisms in NB regarding
susceptibility and/or prognosis. Although there was no difference in prognosis, for the
first time, it was verified that there is an association between genetic polymorphisms
of CCR5 and CXCL12 with NB susceptibility.

NB is an embryonal malignant tumor of neural crest origin that most commonly
arises in the adrenal gland. In children with localized disease or before 1 year of age,
the disease is often curable. However, older children with disseminated disease have
a poor outcome (Seeger, Reynolds et al. 2000). Navalkele, O'Dorisio et al. (2011)
reported the prevalence of NB in children younger than 4 years, In the presente study
the mean age for NB patients was 4 years and 67.86% presented involvement of
lymph nodes or metastases and 54.16% were included in stage 4, demonstrating a

characteristic profile of poor prognosis and tumor aggressiveness.



40

Our research group has investigated CCR5 rs333 in a Brazilian healthy control
subjects and comparing with leishmaniasis (Brajao de Oliveira, Reiche et al. 2007),
breast cancer (Banin-Hirata, Losi-Guembarovski et al. 2016) and acute lymphoblastic
leukemia (de Oliveira, Amarante et al. 2014) and no significant differences were
detected for the D32 carrier or genotype in these case-control studies. It is
noteworthy that none of these was an embryonic neoplasm. Beside this, the healthy
donors also present the same distribution of D32 carriers (Muxel, Borelli et al. 2008)
and D32 the carrier does not exceed 11%.

In the present study, for CCR5 rs333, in Dominant model, demonstrated a
positive association in relation to NB (OR:4.94, CI:1.63-14.88). It is known that NB is
the most common extracranial childhood solid tumor which derives from embryonic
neural crest cells (Malkin 1997). The CCL5, a ligand for CCR5, can induce migration
and differentiation of embryonic dorsal root ganglia cells (Bolin et al.,, 1998),
indicating that this receptor might mediate trophic effects on neurons. Following this
line of reasoning it could suggest that in the case of the D32 CCRS5 catrrier, there is a
possibility of nonfunctional receptor occurrence leading to some abnormality in the
neuronal development, hypothesizing a possible neoplasia.

The chemokines are a family of small secreted proteins that are known to be
important regulators of leukocyte trafficking under both normal conditions and during
inflammatory responses (Moser, Wolf et al. 2004). Furthermore, it is now known that
chemokine signaling has an important role to play in the developing embryo (Tran,
Banisadr et al. 2007). Cartier, Dubois-Dauphin et al. (2003) exclusively studied the
effect of CCR5 activation in a homogenous population of cells and reported for the
first time that the CCR5-induced apoptosis in neuronal cells. Their results have
suggested that CCR5 might play a double role in inflammatory neurodegeneration. Its
upregulation on activated microglia leads to increased inflammation and together with
the secretion of CCR5 ligands by microglia to an autocrine positive control loop.
However, in addition to this amplification of the inflammatory response, CCR5 ligands
secreted by microglia (together with other microglia products, such as reactive
oxygen species and TNF-alpha) will also directly contribute to cell death. We can
then hypothesize that, in the absence of an integral receptor for CCR5, there is an
imbalance with decreased apoptosis favoring cell proliferation. Children with the D32
allele are more susceptible to developing tumor of embryonic origin due to a

nonfunctional receptor.
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In this work, the CXCL12 (rs1801157) were also analysed in 24 NB patients
and 140 healthy control individuals and there was statistically significant difference
for genotype and allelic frequency, and also for dominant (OR:2.58, 1C:1.07-6.2) and
recessive (OR=27.40, CI=6.68-112.4) models as showed in Table 2. A meta-analysis
from Zhu, Jiang et al. (2014) suggested that CXCL12 G801A polymorphism was
associated with an increased risk of cancer but so far there are no studies on NB.
However, a case-control study from our reserarch group indicated a significant
association for allele A carriers of rs1801157 polymorphism in relation to Wilms’
tumor susceptibility (Ozawa, Ariza et al. 2016). It is known that the Wilms’ tumor
develops from nephroblastic remnants, and it is characterized as an embryonal tumor
(Beckwith 1994).

The combined effects of CXCL12 on adhesion and reduced CXCR4
expression on the cells may facilitate bone marrow metastases formation and prevent
the exit of the tumor cells to other CXCL12 expressing sites (Geminder, Sagi-Assif et
al. 2001). Many of the patients included in this study presented metastasis to bone
marrow possibly favored by 3’A carriers which may be related to increase in the
CXCL12 expression (Winkler, Modi et al. 1998).

Muhlethaler-Mottet, Liberman et al. (2015) focused investigations in the
homing phase of NB cells metastatic dissemination, where the involvement of
CXCR4 and CXCR7 receptors which has CXCL12 as a binder, was specifically
investigated. The authors showed that CXCR4 and CXCR7 receptors do influence
NB cell homing, however, in a complex way. Really, CXCR4 favors NB cell
implantation in the lung and liver, while CXCR7 enhances seeding to the liver and the
adrenal gland, and both receptors increase bone marrow invasion. Thus homozygous
3'A/3'A may be related to increase of CXCL12 and increases migration to bone
marrow. In this context, Geminder, Sagi-Assif et al. (2001) suggested that SH-SY5Y
NB cells are contemplated with adequate machinery to support their homing to the
bone marrow. Finally, the ability of NB tumors to preferentially to metastize for bone
marrow may be influenced by CXCR4/CXCL12 axis.

Through functional protein association networks database (STRING) it has
been verified that CXCL12 and CCR5 present first-line interactions and are
neighboring genes. Although no correlation was verified regarding prognostic
parameters as lymph nodes commitment and/or metastasis, tumor staging and death
for both CCR5 and CXCL12 in NB, these polymorphisms somehow, were associated



42

with NB susceptibility, which requires future investigations for its validation and

potential application as tumor markers.
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5 CONCLUSAO

e Os gendtipos ndo diferiram significativamente entre o grupo
controle e o grupo NB para o polimorfismo CCR5-Delta32, embora essa diferenca
tenha sido marginal (OR= 3,29, IC= 0,99-10,95). Para os portadores deste
polimorfismo, verificou-se diferenga significativa (OR= 5,96, IC= 2,21-16,06) e no
modelo dominante foi demonstrada uma associacdo positiva em relacdo a
suscetibilidade ao NB (OR=4,94; IC= 1,63-14,88).

e O polimorfismo CXCL12 (rs1801157) foi analisado em 24
pacientes com NB e em 140 controles saudaveis. Houve diferenca estatisticamente
significativa para os gendtipos (OR: 26,18, IC: 6,15-111,4), frequéncia alélica (OR=
4,20, IC= 2,19-8,03), e para os modelos dominantes (OR= 2,58, IC= 1,07-6,2) e
recessivos (OR= 27,40, IC= 6,68-112,4).

e Em relacdo ao polimorfismo do CCR5 e o0s parametros
prognosticos do NB ndo foi evidenciada correlacdo quanto ao comprometimento de
linfonodos e/ou metastases (p= 0,82), estadiamento do tumor (p= 0,86) e 6bito (p=
0,66).

e Adicionalmente em relagdo ao CXCL12 (rs1801157), também
nao apresentou correlacao para comprometimento de linfonodos e/ou metastase (p=
0,23), de estadiamento tumoral (p= 0,34) e 6bito (p= 0,14).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo demonstrou que os dois polimorfismos estudados,
CCR5 e CXCL12, apresentaram uma associacdo com a susceptibilidade ao NB,
embora nenhuma correlagdo com o prognostico tenha sido evidenciada. Novos

estudos deveréo ser conduzidos para melhor compreensdo desses mecanismos.
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- 50 Amostras de medula de pacientes pediitricos diagnosticados com leucemias agudas (linfaide &
mieldide) para extragio de RMNA & plasma.

- 300 Amostras de sangue perifénco efou saliva de controles saudaweis, sem histdrico de necplasia, para
exfragdo de ONA, RMA = plasma.

Serfo realizados analise de PCR-RFLP para estudo das wvariantes alélicas polimarficas, analise de
imunohistequimica, analise da expressao génica por PCR quantitativo, andlise da Expressdo Proteica por
ELISA. Os participantes da pesquisa serfo convidados 8 participar do estudo durante o atendimento clinico
no Servigo de Oncologia do Hospital do Céncer de Londrina. Mo grupo caso seréo incluidas todos os
pacientes que tiverem diagndstico para cancer de mama, cancer laringe & cancer colorretal & tumores
pediatricos. E no grupo controle ser&o incluidos individuos saudaveis sem histdrico de neoplasias, doengas
autcimunes e infecpbes. Serdo excluidos pacientes com doengas infecciosas ou autoimunes.

Objetive da Pesquisa:

Objetive Primario:

- Avaliar a8 presenga doe polimorfismos genéticos, express&o génica e expressdo proteica do fator de
transcrigio FOXP3, das citocinas TGFE1, IL10, IL124, IL35 IL18, TMFa e INFg, das guimiocinas CXCL12 &
CCLS, das proteinas SMAD, IGF1, CTLA4, dos receplores de quimiocinas CXCR4, CXCRT & CCRS &
receptores de citocinas TRI, TRIN, GIPR, IL1BM & ILTR, dos genes JAKZ, ROR & p&3, & também das
enzimas de metabolizagéo MODI, GSTT1 & GSTM1, no tecido tumoral & mormal, & no sangue perifénico dos
pacientes com ciéncer de mama, laringe e colormetal @ nos tumores pediatricos.

Enderego: LABESC « Sala 14

Baima: Campus Universiting CEP: p&087-470

UF: PR Municipéo: LOMDORINA

Telefone: (4333715488 E-mail: copafifBuel.br
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Objetives Secundarios:

« Detectar a presenca dos polimorfismos genaticos do FOXP3, TGF, IL10, IL124, IL35 IL1B, TNFa e INF
gama, das guimiocinas CXCL12 & CCLS dos receptores de quimiccines CXCR4, CECRYT & CCRS &
receptores de citocinas TRII, TRIN, GIFR, IL1RN e ILTR, dos genes JAK2 ROR e p&3, & também das
enzimas de metabolizagfo MO0, GSTT1 & GETM1 nos DMAs exiraidos do cdncer de mama, cancer de

calon, tumores de laringe e céncer colomretal e para os tumores pediatricos (tumor de Wilms,

meduloblastoma, neurcblastoma, leucemias agudas, linfomas e tumor
adrenocortical).
= Awaliar a expressfo génica dos genes acima citados por PCR quantitativo.

« Realizar imunohistequimica para FOXP3, TGFb1, IL10, IL124, IL3S IL1B, CXCL12 CCLS, SMAD, CXCR4,

CCRS, p53 nos tecidos tumoral e saudavel fixados em formalina tamponada e embebido em parafina, para
avaliar 8 expressdo proteica.

= Awaliar a expresséo proteica por ELISA dos genes CXCL12, TGF-, FOXP3, CCLS e INF gama.

= Awaliar a influéncia dos polimorfismos genaticos na expressso génica e proteica desses genses.

= Comparar a frequéncia alélica dos polimorfiemos dos genes supracitados & compara-kos com os dados
clinicopatoldgicos dos pacientes com os diferentes tipos de cincer.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Segundo 3 pesquisadora o risco gue os participantes da pesquisa podem ter neste projeto & guanto ao
desconforto na hora da coleta de sangue periférico, porém a coleta sera efetuada por profissional habilitado
saguindo-se todas a8 normas de biosseguranga, & caso ocoma algum fipo de desconforto o participants sera
prontaments atendido & amparado pelos coletores responsaveis. O estudo néo trard bensficios diretos aos
participantes, mas pretends-s& obier marcadores gue possam fornecer subsidios adicionais de auxilio
prognéstico & delineamento terapéutico de pacientes com cncer de mama, cancer laringe & cancer
colorretal & tumores pediatricos. Espera-se também obfer uma integraglo maior entre as instituigies
colaboradoras, Universidade Estadual de Londring e Hospital do Cancer de Londrina. O envolvimento de
pesquisadores colaboradores permitira a formagdo de profissionais qualificados para atuarem nas areas de
Imunologia & Genética do cancer, disseminando o conhecimento. Pretende-se contribuir com um maior
conheciments dos mecaniemos envolvidos com a patogénese das doengas acima referidas e futuraments
com a melhoria na qualidade de vida dos pacientes, através da inclusdo de marcadores que, de alguma

forma, possam ser aplicados futuramente na pratica clinica.

Enderego:  LABESC = Sala 14

Baimro: Campus Universitano CEP: p&OST-4T0
UE: PR Municipéo: LOMDORING
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Comentarios e Consideragies sobre a Pesquisa:

0 estudo & relevanie.

Consideragbes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:
A pesquisadora apresentou folha de rosto devidamente assinada pelo Coordenador do Programa de Pds
Graduagio em Patologia Experimental, cronograma adequado e orgamento detalhado. Apresentou 04

63

Qe

modalos de TCLE adequados em forma de convite (adultos e criangas caso & adulio & criangas controle

saudaveis). Apresentou ainda termo de autorizagio do hospital & declaragdo de 02 bioguimicas

responsaveis pelas

coletas das amosiras.

Conclusbes ou Pendéncias e Lista de Inadeguagdes:
M&o ha pendéncias ou inadequacies.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Relatoria realizada em reunido ordingria em 2500802017

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Argquivo Postagem Autor Situagio
Informagdes Basicas | PE_INFORMACOES_BASICAS DO P | 11/08/2017 Acsiin
do Prog ROJETO 963665 pdf 16:08:50 _

Folha de Rosto Folha_rosto. pdf 241072017 |Maria Angelica Eha Acsifo
16:01:36  |Watanabe rE1

Cronograma 8 _cronograma.pdf 18072017 |Marnia Angelica EhEPE1 Acsifo
15:57:

[Projeto Detalhado /. |B_Projeto_Cancer_2017.pdr 18/07/2017 |Maria Angelica Ehara| Acsiln

Brochura 153016 | Watanabe

| Investigador _ — — _

Cutros 6_Declaracao_HCL pdf 18/07/201T |Marna Angelica Eha Acsitn
15:29:55 | Watanabe rE1

TCLE ! Termos de  |4_TCLE_pacientes_adultospdf 18/07/2017 |Maria An Angelica Ehara| Acsilo

Aseentimento | 15:28:43 |Watanabe

Justificativa de

LAUSENCIS — — : — :

TCLE ! Termos de | 3_TCLE_criancas.pdf 18072017 |Mana Angelica Ehara| Acsilo

Aseentimento | 15:28:12 |Watanabe

Justificativa de

| AUSENCia — — — : — :

TCLE ! Termos de  |2_TCLE_controles_ssudaveis_crancap| 18072017 |Marna Angelica Ehara| Acsilo

Aseentimento | df 152711  |Watanabe

Justificativa de

Auséncia

Enderego:  LABESC = Sala 14

Baimro: Campus Universitino
Municipio: LOMDORPSA
43533715458

UF: PR
Tberfioina:

CEF: m&asharo

Esmail: oep2filiBuel br
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TCLE ! Termos de | 1_TCLE_controles_saudaveis_adulios.p| 18/07/2017 |Maria Angelica Eha Acsiio
Assentimento | df 15:25:12 |Watanabe
Justificativa de
L Auséncia — _ _ — —
Dedaragho de T_Temo_responsabilidade_coleta. pdf 18072017 |Maria Angelica Eha Acsitn
Pesquisadores 15:24:58 |Watanabe
Dedaragéo de 5 Termo_de_Confidencialidade_e_Sigil | 18072017 |Maria Angelica Ehars1 Acsitn
Pesguisadores o.pdf 152223  |Watanabe
Situagdo do Parecer:
Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:

Mao

LOMDRIMA, 26 de Setembro de 2017

Assinado por:
Rosana Lopes
{Coordenador)
Enderego:  LABESC - Sala 14
Baima: Campus Universitino CEP: m&0as7-470

UF: PR

Municipio: LOMORINA

Tebefone:  [4£3X371.5488 E.mail: oen2i8Fuel.br
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ANEXO B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

]

== UNIVERSIDADE ESTADUAL DE LONDRINA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Informacdes sobre a pesquisa:

Vocé estd sendo convidada (0) a participar, como voluntéria (0), da pesquisa intitulada
“Estudo de marcadores genéticos, epigenéticos, moleculares e imunologicos em cancer”,
que tem por objetivo analisar determinados tipos de moléculas que podem influenciar na
imunidade da (0) paciente. VVocé sera esclarecida (0) sobre a pesquisa em qualquer aspecto
que desejar. Sua participacdo ndo é obrigatdria e, a qualquer momento, vocé podera desistir de
participar e retirar seu consentimento, sem que isso acarrete qualquer penalidade.

Procedimentos do Estudo:

Os procedimentos da pesquisa envolvem a obtengdo de 5mL de sangue periférico para analise
das células e moléculas do sistema imunolégico.

Confidencialidade da Pesquisa

As informagdes obtidas atraves desta pesquisa serdo confidenciais e asseguramos o sigilo
sobre sua participagdo. Os dados nédo serdo divulgados de forma a possibilitar sua identificacao.

A amostra de sangue obtidos sera utilizada para obtencdo de DNA e RNA para a realizacdo
deste projeto. A participacdo no estudo ndo acarretara custos para vocé e ndo havera nehuma
compensagdo financeira adicional. A coordenadora do projeto € a Profe. Dr? Maria Angelica Ehara
Watanabe, que pode ser encontrada no endereco: Rod. Celso Garcia Cid, 445, Departamento de
Ciéncias Patoldgicas, Centro de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Estadual de Londrina, CEP:
86051-970, Tel / Fax: (43) 3371-5629, como também procurar o Comité de Etica em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina, na Avenida Robert Kock, n° 60,
ou no telefone 3371 — 2490.

Pesquisador Responsavel
RG::

Consentimento livre esclarecido e informado:

Eu, , RG , declaro
gue estou de acordo com as informacgfes contidas neste documento, fui devidamente esclarecido
pelo(s) pesquisador (es) dos objetivos e procedimentos da pesquisa de maneira clara e detalhada, e
esclareci minhas duvidas. Concordo em participar voluntariamente desse estudo permitindo a coleta
do sangue do meu filho (a), sendo que poderei retirar meu consentimento a qualquer momento, antes
ou durante 0 mesmo, sem penalidades ou prejuizos no meu atendimento neste projeto.

Londrina, de , 20

Assinatura do responsavel (ou representante legal):




