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Abstract

Background and purpose. Neuroblastoma (NB) is the most frequent extracranial solid tumor in
pediatric age. It is included in the major group of neuroblastic tumors (NT), as well as ganglioneuromas and
ganglioneuroblastomas. NT are distributed along a malignance spectrum, expressing a wide variety of
characteristics. This study aimed to characterize a recent series of patients followed in a Pediatric Oncology
Centre. Methods. Patients diagnosed with NT between the 1% of January 2010 and 31* of December 2020
were selected and evaluated regarding variables such as: demographic data, tumor characteristics, staging, and
mortality. The outcome and associations with predictive variables were analyzed accordingly. Results. Of
the 38 patients included, the median age at diagnosis was 23 [3.25;47.5] months, gender ratio (F:M) was 1.24:1
and the most common clinic presentation was the abdominal mass (28,9%). Abdominal location, stage M,
very low risk, and NB were the main characteristics of this population. Age was significantly different among
histology types, with a lower age being found in NB (p=0.001). Abdominal location was more associated with
NB and stage M of NT (p=0.068 and p=0.041, respectively). Only NB showed disseminated disease
(p=0.003). Mean global survival time was 100.1 £ 8,9 months. MYCN amplification was associated with
lower age at diagnosis and it has influenced significantly the outcome, as well as others abnormalities (p=0.043
and 0.035, respectively). Conclusion. The wide TN’s heterogeneity was confirmed. NB and abdominal
presentation were predominant. The outcome appears to be mainly influenced by MYCN amplification and

presence of other genetic abnormalities.

Resumo

Fundamento e objetivos. O neuroblastoma (NB) ¢ o tumor sélido extracraniano mais frequente na
idade pediatrica. Faz  parte dos tumores neuroblasticos (TN), tal como os ganglioneuromas e
ganglioneuroblastomas. Os TN dispdem-se num espetro de malignidade e apresentam caracteristicas tumorais
muito diversificadas. O objetivo deste estudo foi caracterizar uma série recente de pacientes seguidos num
Centro Oncologico Pediatrico. Métodos. Foram selecionados os casos de TN diagnosticados entre 1 de janeiro
de 2010 e 31 de dezembro de 2020, sendo avaliados: dados demograficos, caracteristicas tumorais,

estadiamento e mortalidade, e estudadas a associacdo entre outcome e possiveis varidveis preditivas.



Resultados. Dos 38 pacientes incluidos, 23 [3,25;47,5] meses foi a mediana da idade ao diagndstico, o racio
entre sexo feminino e masculino foi 1,24 : 1 e a apresentagdo clinica mais comum foi a massa abdominal
(28,9%). A localizagdo abdominal, o estadio M, o grupo de risco muito baixo e os NB foram as caracteristicas
tumorais mais comuns. A idade foi significativamente diferente nos tipos histologicos, sendo menor nos NB
(p=0,001). A localizagdo abdominal apresentou-se com maior frequéncia de NB e de estadio M (p=0,068 e
p=0,041, respetivamente). Apenas os NB apresentaram doenga disseminada (p= 0,003). O tempo médio de
sobrevivéncia global foi 100,1 + 8,9 meses, sendo significativamente inferior com amplificacdo n-myc. Esta
alteracdo genética, tal como outras alteragdes, influenciaram significativamente o outcome (p=0,043 e 0,035,
respetivamente). Conclusao. Constatou-se a heterogeneidade dos TN. Predominam o tipo histolégico NB e
localizagdo abdominal. Amplificagdo n-myc e presenca de alteragdes genéticas influenciaram

maioritariamente o outcome.

Introduciao

O NB ¢ o tumor sdlido extracraniano mais frequente na idade pediatrica, contribuindo para cerca de
15% da mortalidade por cancro pediatrico. E diagnosticado geralmente até aos 5 anos de idade, sendo a
maioria esporadicos. Tem origem em células precursoras da linhagem simpaticoadrenérgica que derivam da
crista neural[1, 2].

O NB ¢ um TN, tal como os GN, ganglioneuroblastomas intermixed (GNBi) e nodular (GNBn), todos
derivados de células embrionarias da crista neural, com graus diferentes de maturacio e, consequentemente,
de prognoéstico. Os GN sdo tumores benignos, ao contrario dos NB e dos GNB. Diferem na predominancia de
estroma com células de Schwann (CS), como nos GN, ou na sua reduzida quantidade, como nos NB. Um
microambiente mais rico em CS no NB correlaciona-se com maior diferenciagdo, menor vascularizacao e
progndstico mais favoravel [3, 4, 5].

O NB surge nas glandulas suprarrenais ou ganglios simpaticos para-espinhais, desde a regido cervical
a pélvica. A sua apresentacdo clinica varia com a localizagdo e presenca de metéstases. O diagnostico e
estadiamento baseiam-se em testes laboratoriais, imagiologia, estudo citologico e histopatologia. Para

confirmagdo diagnoéstica e definicdo prognostica recorre-se a citologia aspirativa e biopsia, identificando o



tipo de tumor, grau de maturagdo e diferenciacdo, microambiente, presenca de alteragdes cromossdmicas €
mutagoes significativas [6].

Os TN apresentam comportamento heterogéneo, podendo ser encontrados com varios espectros de
apresentacao clinica, de malignidade e, consequentemente, da terapéutica recomendada [2, 3].

O tratamento determina-se recorrendo a estratificacdo de risco, que depende de varios marcadores
preditivos. Esta estratificacdo tem evoluido nas ultimas décadas. Destacam-se atualizagdes de classificagoes
de risco que evoluem a par com maior precisdo no estadiamento. A classificagdo INRGSS (International
Neuroblastoma Risk Group Staging System) ¢ a mais recente, desenvolvida entre 2005-2007, e atualmente
em revisdo pelo COG (Children’s Oncology Group). Este tipo de classificagdes sdo determinantes na acuidade
diagnéstica e na uniformizagdo do tratamento [6, 7].

O presente estudo tem como objetivo a caracterizagdo de pacientes com tumores neuroblasticos

seguidos num centro oncologico pediatrico.

Métodos

Desenho do estudo

Foi realizado um estudo observacional descritivo retrospetivo.
Participantes

O estudo avaliou pacientes com idade inferior de 18 anos, diagnostico de TN (NB, GN ou GNB),
seguidos no Servico de Oncologia Pediatrica do Centro Hospitalar do Sao Jodo, diagnosticados entre 1 de
janeiro de 2010 e 31 de dezembro de 2020. Os critérios de exclusdo foram a idade superior a 18 anos a data

do diagndstico ou quando o mesmo foi estabelecido fora do periodo do estudo.

Recolha e analise de dados

Os dados obtiveram-se pela plataforma SClinico e foram coletados e analisados a partir do IBM SPSS
Statistics 26.0. Os pacientes foram avaliados relativamente as caracteristicas demograficas (sexo, idade ao
diagnéstico, apresentacdo clinica), caracteristicas do tumor (localizagdo e tipo histoldgico). As alteragdes

citogenéticas, estadiamento, grupo de risco, meios complementares de diagnostico (citologia aspirativa,



bidpsia) e tipo de tratamento foram analisados em todos os incluidos, exceto num caso por auséncia de dados.
A localizagdo tumoral foi dividida em abdominal ou cervicotoracica. Todos aqueles que apresentavam a
totalidade ou parte do tumor primario no abdémen foram classificados como TN abdominais e aqueles cuja
localizagdo era, exclusivamente, toracica ou cervical classificaram-se como cervicotoracicos. Partindo da
evolucdo das classificagdes de estadiamento e risco e para proporcionar comparabilidade na informagdo ao
longo do seguimento, foram estabelecidas correspondéncias, analisando os dados por dois sistemas, INSS e
INRG. A varidvel referente ao tipo de terapéutica instituida foi nominalmente ordenada segundo a
implementagdo temporal de cada terapéutica. Foi realizada uma estatistica descritiva para cada variavel. As
variaveis continuas sdo apresentadas como mediana [percentil 25; percentil 75], no caso da idade ao
diagnéstico, e como média (desvio padrao), no caso do tempo de seguimento; as varidveis categoricas sao
expressas como a frequéncia absoluta (n) e relativa (%). O teste de Fisher foi utilizado na comparagdo de
variaveis categoricas, o teste de Mann-Whitney e o teste de Kruskal-Wallis para analise de varidveis continuas
e as curvas de Kaplan Meier para analise de sobrevivéncia. A significancia estatistica foi fixada para valor de

p inferior a 5%.

Consideracoes éticas
Apenas foram analisados os dados referentes as variaveis de estudo. Nao foram expressas informagdes
potencialmente sensiveis ou que identificassem doentes ou familiares, para a manuten¢do da anonimizagao

dos mesmo. O estudo foi aprovado pela Comissao de Etica CHUSJ/FMUP.

Resultados
Dados demograficos

Da amostra inicial de 42 criancas, 4 criangas foram excluidas do estudo, por serem casos
diagnosticados antes de 2010.

Os dados demograficos relativos ao sexo, idade e apresentagdo clinica estdo expostos na tabela 1. Os
pacientes tinham uma idade mediana de 23 meses com predominio no sexo feminino e uma apresentagao

clinica heterogénea. As outras manifestagdes clinicas que ndo constam na tabela 1 dizem respeito a: massas



cervical, mediastinica, pélvica ou dorsal, equimose periorbitaria, dor abdominal, vémitos e diarreia e através
da autopsia.

TABELA 1-Caracteristicas demograficas (N=38)

Sexo
Feminino 21 (55.3)
Masculino 17 (44,7)
Réacio F:M 1,24 : 1

Idade, meses

Mediana 23

[P25; P75] [3,25 ; 47,5]
Apresentagdo clinica

Massa Abdominal 11 (28,9)

Sintomas 6 (15,8)

Constitucionais'

Sintomas 4 (10,5)

Respiratorios

Incidental 4 (10,5)

Outros 13 (34,2)

! Febre e/ou anemia

Caracteristicas tumorais e estadiamento (tabela 2)

A grande maioria dos tumores apresentaram localizagao abdominal. O NB foi o tipo histolégico mais
frequente. Os pacientes com tumores cervicotoracicos, com grupo de risco muito baixo, INRG de estadio L1
e os GN apresentaram idades ao diagnostico mais altas. Contudo, s6 o grupo histologico apresentou
distribui¢do significativamente diferente, com a grande maioria dos NB a ocorrerem em idade mais baixas.
Localizacao primaria vs tipo histologico (fig. 1) vs estadiamento (fig. 2)

Nos 7 tumores cervicotoracicos verificou-se a presenga de todos os tipos histoldgicas com exce¢do dos
GNBn, com prevaléncia de GN e NB idénticas; todos apresentavam estadio INRG L1 e L2, com predominio
do primeiro. Nos 31 tumores abdominais todos os tipos histologicos e estadios do INRG foram identificados,
sendo os NB e o estadio M os mais comuns, em 77,4% e 48,4%, respetivamente. A localizagdo abdominal
tinha uma prevaléncia substancialmente superior de NB como tipo histologico e do estadio M como

estadiamento por INRG (p=0,068 e p=0,041, respetivamente).



TABELA 2 - Caracteristicas tumorais vs idade ao diagnostico

Mediana, em meses Valor de p
n, (%) [P25; P75]
Localizagao
Cervicotoracica 7 (18,4) 4910 124] 0282
Abdominal 31 (81,6) 20[4;41] ’
Grupo de risco
Muito baixo 16 (43,2) 40[2,25; 83,75]
Baixo 4 (10,8) 7,5 1,75 ; 8,75] 0.082
Intermédio 2(5,4) 55[0;Y] ’
Alto 15 (40,5) 23 [ 14;41]
INRG
L1 14 (37,8) 45,5[5,75;99,25]
L2 4 (10,8) 8,5[2;30,25] 0,155
M 15 (40,8) 23 [ 14;41]
MS @ 4 (10,8) 210,25;3,75]
Grupos Histologicos
GN 5(13,2) 124 [65,5 ; 187]
GNB im 4 (10,5) 53,5[37;61] 0,001
GNBn 2 (5,3) 25(8; ]
NB 27 (71,1) 11[1;24]
Doenga ©
Sim 12 23 [1;38,75]
Nao 26 21,5 [ 6;54,25] 0,545

2 Nio foi incluido no célculo do valor de p | ® N demasiado pequeno para calculo de quartis |
¢ Doenga no final do seguimento

Tipo histologico vs estadiamento INRG (fig. 3)
A distribui¢do do estadio INRG por tipo histologico foi significativamente diferente (p=0,003). A
maioria dos GN apresentou-se no estadio L1. Nenhum dos GNBim e dos GNBn apresentou estadio avangado.

A maioria dos NB apresentou-se no estadio M.

Caracteristicas citogenéticas e localizacio (tabela 3)

Enquanto que na localizagdo cervicotoracica apenas um de seis casos que realizou avaliagdo
citogenética apresentou caracteristicas de pior progndstico (16,7%), nomeadamente alteragdes genéticas
segmentares, na localizagdo abdominal aquelas estavam presentes em 15 (48,4%) dos casos, a saber: perda do

segmento 1p36 em 3 tumores, ganho do segmento 17q em 4 tumores, vdrias alteragdes segmentares foram



observadas em 2 tumores e a dele¢do do segmento 11 q num caso; foi verificada a amplificagdo n-myc em 9

casos ¢ a diploidia do DNA num caso.

ENB E GNBn # GNBim GN
100%

6,5% n=2

90%

80%

42.9%
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Abdominal Cervicotoracico

FIGURA 1 — Localizagdo primaria vs tipo histolégico (p = 0,068)
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FIGURA 2 — Localizag@o primaria vs estadiamento INRG (p = 0,041)
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FIGURA 3 -Tipos histologicos vs estadiamento por INRG (p=0,003)




TABELA 3 - Caracteristicas citogenéticas de pior prognostico por localizagao

Cervicotoracico (n=7) Abdominal (n=31)
Sim 1(16,7%) 15 (48,4%)
Nao 5 (83,3%) 16 (51,6%)

Diagnostico por citologia aspirativa vs por exame histologico

25 de 37 criangas (67,6%) realizaram citologia aspirativa, das quais 20 (80%) foram conclusivas.
Destas, em 18 (90%) obteve-se um diagnostico citoldgico coincidente com o exame histolégico ulterior, ou
seja, a citologia apresentou uma sensibilidade de 72%.

Modalidades terapéuticas e grupo de risco (tabela 4)

Nos casos pertencentes aos grupos de risco muito baixo, baixo e intermédio, a terapéutica restringiu-
se a cirurgia e/ou quimioterapia, ou monitorizagao. Nos casos de alto risco, as abordagens terapéuticas foram,
com a excecao de um caso submetido a QT isolada, multimodais.

Mortalidade

Global. No seguimento de 38 criangas, 30 (78,9%) sobreviveram, a maioria destes casos (70,3%) sem
evidéncia de doenca (tabela 4). O tempo médio de sobrevivéncia (TMS) foi de 100,1 + 8,9 meses (fig. 4).

Por género. 16 das 21 criancas do sexo feminino (23,8%) e 14 das 17 criangas do sexo masculino
(17,6%) encontravam-se vivas a data do estudo. O TMS foi superior no sexo masculino relativamente ao sexo
feminino, 100,5 £ 13,8 meses vs 89,6 + 10,6 meses (p=0,704).

Por localizacao. 6 das 7 criangas com tumor cervicotoracico (85,7%) e 24 das 31 criangas com tumor
abdominal (77,4%) sobreviveram (tabela 6). Os pacientes com localizacdo primaria a nivel abdominal
apresentaram menor TMS, comparativamente com a localizacao cervicotoracica, 97,7 vs 109,7 meses (fig. 6).

Por grupo de risco pré-tratamento. Apenas houve registo de mortalidade em pacientes do grupo de
alto risco (tabela 5). Nos restantes grupos de risco, 20 de 22 pacientes ndo apresentava evidéncia de doenca.

Por caracteristicas tumorais: grupo histologico, amplificacio do oncogene n-myc e alteracoes
genéticas (tabela 6, fig. 5). Apenas houve registo de mortalidade em pacientes com NB. Das 9 criangas com
amplificagdo n-myc, 5 sobreviveram (55,4%). Das 22 criancas sem amplificacdo do gene n-myec,

sobreviveram 20 (90,9%). O TMS dos pacientes com amplificacdo n-myc foi significativamente inferior, a do

10



grupo sem amplificacdo (59,4 vs 116,5 meses). Nao houve registo de mortalidade em pacientes com auséncia

de alteragdes genéticas. Dos 3 pacientes com dele¢do do segmento 1p36, 1 sobreviveu (33,3%); dos 4 com

ganho de 17q; 2 sobreviveram (50%); e, dos 11 com alteragdes numéricas, 9 sobreviveram (81,8%). A

presenga de alteragdes numéricas alterou significativamente a mortalidade (p=0,043 e p=0,035,

respetivamente).

TABELA 4 - Modalidades terapéuticas e grupo de risco

Muito baixo Baixo Intermédio Alto

QT + ACE + Cirurgia + RT + TM - - - 2(13,3)
QT + IT + Cirurgia + ACE - - - 1(6,7)
QT + Cirurgia + ACE + RT + TM - - - 3 (20)
QT + Cirurgia + MIBG + ACE + RT + TM - - - 2(13,3)
QT + Cirurgia + ACE + MIBG + RT + TM - - - 1(6,7)
QT + MIBG + Cirurgia + ACE - - - 1(6,7)
QT + ACE + Cirurgia - - - 1(6,7)
QT + ACE - - - 1 (6,7)
QT + Cirurgia 1(6,3) 2 (50) 1 (50) 2(13,3)
QT 0 0 1 (50) 1 (6,7)
Cirurgia 14 (87,5) 2 (50) 0 0
Monitorizag¢ao 1(6,3) 0 0 -

Legenda: QT- quimioterapia; ACE — autotransplante de células estaminais; RT — radioterapia; TM — terap€utica de manutengao

TABELA 5 - Outcome vs grupo de risco

Muito
Baixo Intermédio Alto Total
Outcome baixo
N=4 N=2 N=15 N=37
n=16
Falecido 0 0 7 (46,7) 7 (18,9)
Vivo, sem doenga” 15 (93,8) 4 (100) 1 (50) 6 (40) 26 (70,3)
Vivo, com doencga 1(6,3) 0 1 (50) 2 (13,3) 4(10,8)

* Assintomdtico, catecolaminas normais, sem evidéncia imagiolégica do tumor

11



Sobrevivéncia Cumulativa

TABELA 6 - Caracteristicas tumorais vs mortalidade

n Vivo Falecido  Valor de p*
Localizagao, n (%)
Cervicotoracica 7 6 (85,7) 1(14,3)
Abdominal 31 24 (77,4) 7 (22,6) 0,538
Grupo histolégico, n (%)
GN 5 5(100,0) -
GNBim 4 4 (100,0) -
GNBn 2 2 (100,0) - NA!
NB 27 19 (70,4) 8(29,6)
Amplificacdo n-myc, n (%)
Sim 9 5(55,4) 4 (44,4)
Nao 22 20 (90,9) 2(9,1) 0,043
Alteragdes genéticas, n (%)
Nenhuma 10 10 (100) -
Delegdo 1p36 3 1(33,3) 2 (66,7)
Ganho 17q 4 2 (50,0) 2 (50,0) 0,035
Segmentares 3 3(100,0) -
Numéricas 11 9 (81,8) 2 (18,2)

*Teste de Fisher | ! Ndo aplicavel

1,0

0,8

0,6

0,4

0,2

0,0

~I1Sobrevivéncia Global

FIGURA 2 - Sobrevivéncia global (100,1+ 8,9 meses).
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Discussao

Os tumores neuroblasticos tém sido tema central de varios estudos devido a sua elevada prevaléncia
na area de Oncologia Pediatrica e ao padrao de comportamento tdo heterogéneo [6].

Na analise dos dados demograficos, verificou-se uma maior incidéncia no sexo feminino, com um
racio F:M de 1,24 : 1, valores discordantes de estudos epidemioldgicos prévios que indicam maior incidéncia
no sexo masculino (1,1-1,5:1) [8]. Quanto a idade, a populagdo em estudo apresentou uma mediana de idade
ao diagnostico de 23 meses, sendo que 75% das criancas foram diagnosticadas até aos 47,5 meses. Estes dados
sdo coincidentes com um estudo epidemioldgico norte-americano em que a média da idade foi de 18-22 meses
¢ a maioria dos casos foram diagnosticados antes dos 5 anos. [9] Em relacdo a apresentacdo clinica, destaca-
se massa abdominal indolor (28,9%), em concordancia com a informagdo descrita e discutida em estudos
epidemioldgicos realizados no Egipto e no Suddo e a artigos de revisdo recentes. Contudo, os tumores
neuroblasticos da nossa série de casos apresentaram uma extensa variabilidade de sintomas. Esta diversidade
clinica implica uma alta suspeicao clinica destes tumores para se obterem diagnosticos e tratamentos mais
precoces. A analise das caracteristicas tumorais quanto a sua localizagdo e grupo histologico foram
concordantes com artigos prévios, revelando maior frequéncia de uma localizagdo primaria a nivel abdominal
e maior incidéncia de NB comparativamente com outros grupos histologicos [7, 8, 9, 10, 11].

A variavel idade ao diagnostico s6 destaca efeito significativo para os tipos histoldgicos, no entanto,
verificou-se uma tendéncia de diagnosticos mais tardios para caracteristicas descritas na literatura como mais
favoraveis, nomeadamente localizag¢do cervicotoracica, GN e GNB, estadio L1 e grupo de risco muito baixo.
Os NB foram diagnosticados significativamente em idades mais precoces, comparativamente com 0s outros
tumores neuroblasticos [6]. Contudo, aquando do diagndstico histologico de NB, as idades mais avancadas
sdo consideradas de pior prognostico, nomeadamente apos os 18 meses, tendo presente a possibilidade de
regressao espontanea de NB em criancas com idade inferior a 18 meses.

Os TN incluem-se num espetro de malignidade, sendo os GN tumores benignos, mais diferenciados,
e os NB tumores mais agressivos e indiferenciados. Estudos prévios referem metastizacdo a idade de

diagnodstico em 50% dos pacientes com NB. De igual modo, no presente estudo verificou-se que apenas os
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NB se apresentaram com doenga disseminada, sendo o estadio M o mais frequente, ao contrario dos GN e
GNB com doenga localizada como tnica apresentagdo, L1 e L2 [6].

A localizacdo podera ser um fator prognéstico importante pela associag¢@o a caracteristicas com valor
prognostico independente. Assim, os NB encontram-se maioritariamente na localizagdo abdominal,
comparativamente a localizagdo cervicotoracica, verificando-se o inverso nos GN que conferem melhor
progndstico aos tumores cervicotoracicos. A nivel cervicotordcico encontram-se apenas estadios localizados,
estando as doengas disseminadas associadas em absoluto a localizagao abdominal [6].

O pior progndstico da localizagdo abdominal atribui-se igualmente a maior frequéncia de alteragdes
citogenéticas. Assim, aquando do diagndstico de TN abdominal, existindo maior probabilidade de ser NB,
existe maior suspeita clinica de doenga metastizada e alteragdes citogenética de pior prognostico.

O diagnostico de TN pode ser realizado através de bidpsia cirargica, biopsia por agulha ou citologia
aspirativa (CA), métodos que tém sido comparados para determinagdo do mais seguro e custo-eficiente. A
cirurgia associa-se a mais complicagdes, como o adiamento de QT ou eventos deletérios nos casos de NB mais
avangados. A histologia obtida por bidpsia de agulha ecoguiada podera causar “efeito de sementeira” e
associar-se a amostras insuficientes, embora apresente maior seguranga e sensibilidade diagndstica. A CA tem
sido estudada como método de primeira linha pela simples execu¢do, boa sensibilidade diagnostica e custos
reduzidos. Behera et al.(2020) considerara a CA método diagnostico definitivo e de estratificacdo patologica,
através da analise de caracteristicas citomorfologicas e imunohistoquimicas por patologistas experientes. De
igual modo, o Centro de Oncologia Pediatrica do HSJ colabora com um especialista em Patologia que analisa
a qualidade da amostra em tempo real. Assim, no presente estudo, verificou-se que a maioria dos casos (72%)
corresponderam ao diagndstico definitivo por histologia, apoiando a hipdtese de eficacia da CA como método
de primeira linha no diagnoéstico definitivo dos TN [12, 13, 14].

O seguimento de protocolos terapéuticos dependente da classificacdo de grupo de risco do COG,
apresenta como objetivos otimizar taxas de sobrevivéncia e reduzir exposi¢do terapéutica desnecessaria.
Assim, os grupos de risco muito baixo, baixo e intermédio apresentam uma terapéutica mais simples que pode
consistir apenas em monitorizacao, cirurgia com ou sem quimioterapia (QT) associada e, em casos especificos,

pode ser necessaria a radioterapia (RT). Nos tumores de alto risco, o tratamento ¢ mais extenso pela maior
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agressividade e presenca de caracteristicas citogenéticas especificas. Divide-se em terapéuticas de: inducao
com QT e cirurgia; consolidacao com terapia mieloablativa em série e autotransplante de células estaminais
(ACE); pos-consolidagao com RT e terapéutica de manutengao, ou seja, dinutuximab e isotretinoina e, embora
J& ndo seja realizado na Europa, alguns casos receberam I1-2/GMCSF. No presente estudo verificou-se uma
concordancia no seguimento do protocolo por parte dos profissionais do CHSJ, havendo maiores variagdes
nas terap€uticas de alto risco. A imunoterapia foi incluida nos protocolos nos tltimos anos. A introducao de
MIBG terapéutico foi incluida em alguns casos deste estudo, embora a sua eficacia continue a ser estudada.
De igual forma, alteragdes no gene ALK estdo a ser analisadas nos TM alto risco para integragdo em
terapéuticas mais dirigidas com inibidor da ALK [15, 16].

A taxa de mortalidade (TM) global da populacdo em estudo foi 18,9%, sendo 29,6% quando restringida
aos NB. As TM apresentadas em estudos prévios sdo semelhantes, com exce¢do de Youssef et al que descreve
uma TM global de 60,6%, numa populagdo com 142 casos de NB [8]. Estas evidéncias podem ser justificadas
pela correlacdo entre a mortalidade e investimento na area de saude do proprio pais. Outros estudos prévios
descrevem uma taxa de sobrevivéncia com valores mais elevados ao longo das tltimas décadas, pela melhoria
no estadiamento e terapéutica. Existem fatores que contribuem para maior mortalidade nos TN e, na avalia¢do
de alguns fatores, verificou-se apenas o falecimento de criangas com alto risco e com NB. Nao houve
diferencas quanto ao grupo histologico ou localizagdo, ndo correspondendo aos dados encontrados na
literatura e sendo justificado pelo tamanho reduzido da amostra (n=38). Contudo, verificaram-se diferencas
estatisticamente significativas na mortalidade pela presenca da amplificacdo de n-myc e de outras alteragdes
genéticas, especificamente a delegcao 1p36. De igual modo, TMS foi significativamente menor na presenca de
amplificacdo n-myc. Atendendo ao tamanho da amostra, estas diferencas significativas na mortalidade
relativas as alteragdes citogenéticas demonstram o poder destas varidveis. Ou seja, condicionam pior
progndstico de forma mais relevante do que a propria localizagdo primaria tumoral.

O numero reduzidos de participantes permitiu, maioritariamente, conclusdes descritivas, sendo
necessaria uma amostra maior para determinagdo da significancia estatistica. A evolu¢do do conhecimento

cientifico na ultima década dificultou a recolha retrospetiva de dados, nomeadamente no estadiamento
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tumoral. Contudo, a amostra era maioritariamente homogénea na abordagem diagnostica e terapéuticas

aplicadas, permitindo uma analise e comparagao dos dados mais fidvel.

Conclusio

As caracteristicas dos TN evidenciaram a variabilidade descrita na literatura, relativamente a
apresentacao clinica, localizacdo, tipo histologico e terapéuticas. NB, estadio M e localizacdo abdominal
foram as caracteristicas mais frequentes na nossa amostra. A CA apresentou uma elevada sensibilidade
diagnostica. A mortalidade parece ser mais influenciada pela presenca da amplificacdo n-myc ou outras

alteracdes genéticas.
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FIGURES

--There is no charge to authors for color figures. Please use color for emphasis and clarity,
but avoid use of unnecessary and background colors or shading.

--Figures should be numbered using Arabic numerals, i.e., Figure 1, Figure 2, etc., and
cited in the manuscript as (Fig. 1), (Figs. 3A and 3B), etc. Do not include a label (“Figure
X”) in the image itself.



--The figure number and legend should be included in BOTH:
a) The legend list at the end of the manuscript AND
b) The Description field of the online submission form for that file.

--Figures and text within a figure should not be surrounded by boxed lines. Crop extra
white space from around images. Do not include legend text in the figure files.

--Label each panel with a capital letter in the upper left corner
--Panels should be labeled as A and B (not A. or A- or A)).

--Presentation of growth charts may be facilitated by utilizing tools such as those listed
below:

a) http://www.seattlechildrens.org/about/community-benefit/obesity-
program/excel-based-clinical-tools-assist-growth-charts/

b) http://www.who.int/childgrowth/software/en/

¢) https://itunes.apple.com/us/app/pediatric-growth-charts-
by/id617601789?mt=8

--Upload figures as individual TIF, EPS, or PNG files. High resolution PDF files may
also be uploaded.

--Upload composite figures (with multiple panels) as one file. Do not upload separate
panel files for a single figure.

--The journal requires a minimum resolution of 300dpi for all figures.
* 1200 DPI/PPI for black and white images, such as line drawings or graphs
* 300 DPI/PPI for picture-only photographs

» 600 DPI/PPI for photographs containing pictures and line elements, i.e., text
labels, thin lines, arrows

--Figures must be legible at 100% zoom in the file itself. We recommend that all text in
figures be at least 6pt.

--Arrows should be included in radiographs or histology figures to point out areas of
interest described in the figure legends below the figures.

--Please ensure that all axes are labeled clearly and in accordance with the journal's
requirements for numbering. Place zeroes before decimals. Separate digits with a space,
not a comma, to indicate place values beyond thousands. For example: 5034 but 12 345.

--Any axis in a given figure must have a centered label. Note that numbers on the y-axis
should be oriented to read left to right. For example:
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FIGURE 1 Platelet count and absolute neutrophil count (ANC) versus time since
diagnosis. Treatment courses are indicated at top with doses as described in Table 1: Vbl,
vinblastine; Pred, prednisone; Ritux, rituximab; MP, mercaptopurine. IVIg = short course
intravenous immunoglobulin 1 g/kg/day for 2 days, given for immune thrombocytopenia.

Image from: Cooper, S. L., Arceci, R. J., Gamper, C. J., Teachey, D. T. and Schafer, E.
S. (2015), Successful Treatment of Recurrent Autoimmune Cytopenias in the Context of

Sinus Histiocytosis With Massive Lymphadenopathy Using Sirolimus. Pediatr. Blood
Cancer. doi: 10.1002/pbc.25770

SUPPORTING INFORMATION MATERIAL

--Supporting Information will be published as submitted and will not be corrected or
checked for scientific content, typographical errors or functionality. The responsibility
for scientific accuracy and file functionality remains entirely with the authors. A
disclaimer will be displayed to this effect with any Supporting Information published.

--Supporting Information should always be provided in its final format, as it will not be
copyedited or changed from its original format. It will not be available for review prior
to publication.

--Upload these files as either “Supporting Information for Review” or “Supporting
Information NOT for Review,” as appropriate.

--For each individually uploaded Supporting Information file, a corresponding legend
must be included in the manuscript file.



--Supporting tables or figures should be be cited within the text as Supplemental Table S1,
S2, etc. and Supplemental Figure S1, S2, etc.. They are readily accessible to readers online.

--Tables may be uploaded as Word or Excel files, in either portrait and landscape
orientation. There is no limitation on table length in Supporting Information.

SPECIFIC JOURNAL STYLE GUIDELINES

--Either American or British style is acceptable. American: use Merriam-
Webster's; British: Oxford Shorter Dictionary.

--The statement ‘data not shown’ is not allowed within the manuscript text as readers
cannot evaluate if the data are not shown. Such information should either be included in
the manuscript or provided as a Supporting Information for Review file.

--Please do not use slang expressions, such as “On the other hand”.

--Avoid statements such as “This is the first study...” and “To our knowledge...” and
“this is the largest.” These expressions are not meaningful.

>>Name Formatting

--Disease names should be written without apostrophes, as follows: Wilms tumor, Burkitt
lymphoma, Hodgkin disease, Ewing sarcoma.

--Abbreviations should be defined on first usage, then using of abbreviation alone is
acceptable: e.g., Wilms Tumor (WT), then referred to as WT in subsequent mention,
without quotation marks.

--Abbreviations should follow the guidelines in the CBE Style Manual, 5th Edition
(available from the Council of Biology Editors, Inc., One Illinois Center, Suite 200, 111
East Wacker Drive, Chicago, IL60601-4298).

--Gene and protein designations should be written in the international style approved by
the HUGO Gene Nomenclature Committee
at http://www.genenames.org/guidelines.html

--Use uncapitalized generic names (e.g., cyclophosphamide) for all drugs and
pharmaceutical preparations.

--Trade names (capitalized) for appliances, etc., may be used in the Methods section, and
the manufacturers identified by name.

--Use of 'gir]l' and 'boy' should instead be 'male' and 'female'.

>>Human Subjects

--Please do not refer to patients by their diseases, e.g. “Wilms tumor patients” or “ALL
patients.” Instead, identify them as “patients with Wilms tumor” and “patients with ALL.”
--Patients should be referred to only by subject numbers and not with names, initials, or
other potentially identifying characters.

--Manuscripts reporting the results of experimental investigations on human subjects
must include a statement to the effect that procedures had received official institutional
approval.

--There should be no dates in the text or on radiographs as these are potential patient
identifiers.



>>Numbers

--All measurements must be in metric units.

--Decimal numbers should have a zero preceding the decimal point (e.g., 0.95g).

--Decimal points should be periods and not commas.

--Do not begin sentences with a number. For example, it should be “Three patients...”
instead of “3 patients...”

--Separate digits with a space, not a comma, to indicate place values beyond thousands.
For example: 5034 but 12 345.

--P values should not be zero but refer to a number (e.g., p<0.0001 not p=0.0000).
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* Structured headings: (Background, Procedure, Results, and Conclusions)
** Word count excludes title page, Abstract, References, Tables, Figures, and Legends
*%* Tables and figures should not simply repeat information in the text. Additional figures and tables
can be included as Supporting Information.

MEETING ABSTRACTS

* Abstract text should be 300 words or less. That word count excludes the abstract title,
author names and affiliations.

*There should be 4 sections to the abstract: Background/Objectives, Design/Methods,
Results, Conclusion. All text should be included in a single paragraph and contain no
lists.

*Abstract text should be written in complete sentences and in correct English.
*There should be a period at the end of all sentences.

*Tables and figures (if allowed in the submitting society’s instructions), only when
critical to the content, may be included and must comply with PBC Author Guideline
format.

*Abstract titles should be in all capital letters, e.g., INDUCTION OUTCOMES IN
CHILDREN WITH ALL

* Author names should be listed below the abstract title. The first and last names of authors
should be written in upper and lower case letters and should be boldface. No degrees of
authors should be included.

* Author affiliations should be written in upper and lower case letters, e.g., Tata Memorial
Centre

*Geographic location should be indicated by city and country, with state, province, or
other subdivision added if necessary for disambiguation, e.g. London, UK; but Portland,
OR, USA. Names of cities and countries with 2 words should be written in upper and
lower case letters, e.g., Czech Republic, South Africa, Los Angeles, St. Louis. Common
abbreviations may be used, e.g. UK, USA.

*Periods should be used in numbers for decimal points, not commas, e.g., P=0.015, and
numbers beginning with a decimal point should be preceded by a zero.

*Disease names should be written without apostrophes, e.g., Hodgkin lymphoma, Non-
Hodgkin lymphoma, Burkitt lymphoma, Ewing sarcoma

*Separate digits with a space, not a comma, to indicate place values beyond thousands.
For example: 5034 but 12 345.

*Abbreviations should be defined on first usage, then using of abbreviation alone is
acceptable: e.g., Wilms Tumor (WT), then referred to as WT in subsequent mention, no
quotation marks, however.

* Abstracts need to be proofread for all spelling and grammatical errors.
* Abstracts that do not satisfy publication instructions will not be published.

CLINICAL TRIALS



- NOTE: Clinical trials can be submitted as either a Research Article or a Brief Report.
There is not a separate article type for clinical trials.

- Reporting prospectively conducted trials is strongly encouraged and such trials will be
prioritized

- Retrospective reporting of clinical data is potentially acceptable for publication. All such
manuscripts need to comply with documentation of approval by an institutional ethical
review board or equivalent. Retrospective therapeutic studies should be avoided, as they
may circumvent necessary informed consent, safety, and monitoring standards.

- All manuscripts reporting clinical trials need to document that the trial or study was
approved Institutional Review Board or equivalent.

- All manuscripts reporting clinical trials need to be registered with ‘ClinicalTrials.Gov’
and/or an equivalent site.

-Manuscripts must include NCT numbers in the abstract.

Data Sharing and Data Accessibility

Please review Wiley’s policy here. This journal expects data sharing.
Expects Data Sharing

Pediatric Blood and Cancer recognizes the many benefits of archiving research
data. Pediatric Blood and Cancer expects you to archive all the data from
which your published results are derived in a public repository. The repository
that you choose should offer you guaranteed preservation (see the registry of
research data repositories at https://www.re3data.org/) and should help you
make it findable, accessible, interoperable, and re-useable, according to FAIR
Data Principles (https://www.forcel 1.org/group/fairgroup/fairprinciples).

All accepted manuscripts are required to publish a data availability statement
to confirm the presence or absence of shared data. If you have shared data, this
statement will describe how the data can be accessed, and include a persistent
identifier (e.g., a DOI for the data, or an accession number) from the repository
where you shared the data. Authors will be required to confirm adherence to the
policy. If you cannot share the data described in your manuscript, for example
for legal or ethical reasons, or do not intend to share the data then you must
provide the appropriate data availability statement. Pediatric Blood and
Cancer notes that FAIR data sharing allows for access to shared data under
restrictions (e.g., to protect confidential or proprietary information) but notes
that the FAIR principles encourage you to share data in ways that are as open
as possible (but that can be as closed as necessary).

Sample statements are available here. If published, all statements will be placed
in the heading of your manuscript.
NIH Public Access Mandate

For those interested in the Wailey-Blackwell policy on the NIH Public Access
Mandate, please visit our policy statement

Wiley Author Licensing Services (WALS)



If your paper is accepted, the author identified as the formal corresponding author for the
paper will receive an email prompting them to login into Author Services; where via the
Wiley Author Licensing Service (WALS) they will be able to complete the license
agreement on behalf of all authors on the paper.

For authors signing the copyright transfer agreement
If the OnlineOpen option is not selected the corresponding author will be presented with
the copyright transfer agreement (CTA) to sign. The terms and conditions of the CTA can
be previewed in the samples associated with the Copyright FAQs below:

CTA Terms and
Conditions http://authorservices.wiley.com/bauthor/fags copvright.asp

For authors choosing OnlineOpen
If the OnlineOpen option is selected the corresponding author will have a choice of the
following Creative Commons License Open Access Agreements (OAA):

Creative Commons Attribution License OAA
Creative Commons Attribution Non-Commercial License OAA
Creative Commons Attribution Non-Commercial -NoDerivs License OAA

To preview the terms and conditions of these open access agreements please visit the
Copyright FAQs hosted on Wiley Author
Services http://authorservices.wiley.com/bauthor/fags copyright.asp and

visit http://www.wileyopenaccess.com/details/content/12f25db4¢87/Copyright--
License.html.

If you select the OnlineOpen option and your research is funded by The Wellcome Trust
and members of the Research Councils UK (RCUK) you will be given the opportunity to
publish your article under a CC-BY license supporting you in complying with Wellcome
Trust and Research Councils UK requirements. For more information on this policy and
the Journal’s compliant self-archiving policy please
visit: http://www.wiley.com/go/funderstatement.

For RCUK and Wellcome Trust authors click on the link below to preview the terms and
conditions of this license:



