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RESUMO
Sanches AON. Identificacdo do perfil de expressdo génica preditivo de resposta ao sunitinibe,
em carcinomas renais de células claras metastdticos. Dissertagao (Mestrado). Barretos:

Hospital de Cancer de Barretos; 2020.

JUSTIFICATIVA: Carcinoma de células renais representa 2-3% de todos os canceres de paises
ocidentais. Dados brasileiros sobre o cancer de rim mostram uma incidéncia de 6.270 novos
casos para 2018, sendo que pouco menos da metade destes pacientes morreram da doenca.
Novas terapias alvo-moleculares emergiram nos ultimos anos para pacientes com cancer de
rim metastatico, apresentando taxas de respostas em torno de 30% e aumento de sobrevida
global. O sunitinibe é uma terapia alvo-molecular de uso oral direcionada principalmente aos
fatores de crescimento do endotélio vascular, sendo um dos principais medicamentos
utilizados no tratamento do carcinoma renal de células claras metastaticos, proporcionando
ganhos em taxa de resposta e sobrevida. Devido a heterogeneidade intrinseca das neoplasias
renais e da falta de marcadores especificos, a escolha do tratamento sistémico baseia-se em
nomogramas compostos por varidveis clinicas e laboratoriais. A busca por biomarcadores
progndsticos e preditivos pode melhor individualizar o tratamento do paciente com cancer de
rim e proporcionar um guia mais sensivel para o manejo terapéutico. OBJETIVOS: O objetivo
geral é identificar um perfil de expressao génica preditivo de resposta ao sunitinibe em
pacientes com carcinoma renal de células claras metastaticos. Os objetivos especificos sao
determinar a expressao génica da populacdo do estudo, descrever seu perfil epidemioldgico
e clinico-patoldgicos, bem como comparar o perfil de expressdo génica encontrado com dados
de sobrevida livre de progressao e sobrevida global, buscando encontrar associacao génica
progndstica com estes desfechos. MATERIAIS E METODOS: Descrever através de coleta de
dados sistematica, o perfil epidemiolégico, caracteristicas clinico-patoldgicas, dados de taxa
de resposta, sobrevida livre de progressao e sobrevida global de 60 pacientes adultos com
carcinoma renal de células claras metastatico que fizeram uso de sunitinibe em primeira linha,
entre 2009 a 2018 no Hospital de Cancer de Barretos. A expressdo génica foi avaliada pela
técnica de nanostring utilizando um painel com 770 genes relacionados a progressao de
doenca. As amostras de RNA do tumor primario foram obtidas unicamente através de
nefrectomia ou core bidpsia. A taxa de resposta foi definida pelos critérios estabelecidos no

RECIST 1.1, e os desfechos de sobrevida elaborados pelo método de Kaplan-Meier.



RESULTADOS: Com a ocorréncia de 95% dos eventos, observamos uma sobrevida livre de
progressdo (SLP) mediana de 13 meses, e com 80% de dbitos, uma sobrevida global (SG)
mediana de 34 meses. A taxa de resposta ao tratamento foi de 56,7%. A SLP foi maior no grupo
dos respondedores (27,4 meses; IC95% 18 - 36,7 meses) comparado ao grupo dos nao-
respondedores (7,5 meses; IC95% 5,1 - 9,8 meses; p < 0,0001). Resultado favoravel também
foi observado em termos de SG. O grupo dos respondedores mostrou uma SG mediana de
54,5 meses (1C95% 37,7 - 71,4 meses) versus 12,7 meses (IC95% 8,5 - 16,9 meses) no grupo
dos ndo respondedores (p < 0,0001). Na avaliacdo de expressdo génica das amostras,
encontramos 31 genes diferencialmente expressos entre os grupos de resposta, capazes de
identificar os pacientes que responderam ao tratamento com sunitinibe. A curva ROC mostrou
gue a combinacado de 3 genes diferencialmente expressos, foi capaz de identificar os pacientes
que responderam ao tratamento com uma sensibilidade e especificidade de 88,2% e 84,6%,
respectivamente. Houve associacao entre os desfechos de sobrevida e o perfil de expressao
génica encontrado. O gene R18 com baixa expressdao e o gene |9 com alta expressdo foram
associados a melhor SLP (p = 0,024 e p = 0,014, respectivamente). A baixa expressdo do gene
R18 foi também associada a maior SG comparado ao grupo com alta expressdo do gene (p=
0,012). Avaliamos um escore obtido da expressdo combinada de 3 genes (C3, N14 e R18), e
observamos que os pacientes com escore alto obtiveram um ganho na mSLP de 16,2 meses
(24,4 meses; IC95% 18,6 - 42,1) comparado aqueles com escore baixo (8,2 meses; IC95% 6,2 -
14,2 meses; p < 0,0001). Os pacientes com escore alto apresentaram uma SG mediana de 48,3
meses (IC95% 35 - NR) versus 16,6 meses nos pacientes com escore baixo (1C95% 10,6 - 42,9
meses), o que se traduziu em um ganho de mSG de 31,7 meses em favor dos pacientes com
escore alto (p= 0,0015). CONCLUSAO: Encontramos um perfil de expressdo génica que se
associou a taxa de resposta em pacientes com carcinoma de células renais metastaticos
tratados com sunitinibe na primeira linha. O nivel de expressdao combinada dos genes C3, N14
e R18 genes indica associagdo com progndstico em termos de sobrevida global e sobrevida
livre de progressdo nos pacientes do estudo. Estudos posteriores sdao fundamentais para
validar a presente assinatura génica, que podera constituir uma ferramenta importante na

decisdo terapéutica em pacientes com carcinoma de células renais metastaticos.

PALAVRAS-CHAVE: Carcinoma de Células Renais; Sunitinibe; Biomarcadores tumorais;

Expressdo génica; Progndstico; Terapia de Alvo Molecular.



ABSTRACT
Sanches AON. Identification of the gene expression profile predictive of response to sunitinib
in renal metastatic clear cell carcinomas. Dissertation (Master's degree). Barretos: Barretos

Cancer Hospital; 2020.

BACKGROUND: Renal cell carcinoma represents 2-3% of all cancers in westerns countries.
Brazilian kidney cancer data show an incidence of 6,270 new cases for 2018, with just under
half of these patients dying from the disease. New target-molecular therapies have emerged
in recent years for patients with metastatic kidney cancer, with response rates of around 30%
and increased overall survival. Sunitinib is a target-molecular therapy for oral use mainly
directed to inhibit growth factors of the vascular endothelium, being one of the main drugs
used in the treatment of renal metastatic clear cell carcinoma, providing advantage in
response rate and survival. Due to the intrinsic heterogeneity of renal neoplasms and the lack
of specific markers, the choice of systemic treatment is based on nomograms composed of
clinical and laboratory variables. The search for prognostic and predictive biomarkers can
better individualize the treatment of patients with kidney cancer and provide a more sensitive
guide for therapeutic management. AIM: The general aim is to identify a gene expression
profile predictive of the response to sunitinib in patients with metastatic clear cell renal
carcinoma. The specific aims are to determine the gene expression of the study population,
describe its epidemiological and clinical-pathological profile, as well as to compare the gene
expression profile found with progression-free and global survival data, seeking to find a
prognostic gene association with these outcomes. MATERIALS AND METHODS: Describe
through patient medical records, the epidemiological profile, clinical-pathological
characteristics, response rate data, progression-free survival and overall survival of 60 adult
patients with metastatic clear cell renal carcinoma who used sunitinib in first line, between
2009 and 2018 at the Barretos Cancer Hospital. Gene expression was evaluated using the Pan-
Cancer progression panel of Nanostring which contain 770 genes panel related to disease
progression. The RNA was isolated from FFPE samples of nephrectomy or core biopsy of
primary tumor. The response rate was defined by the criteria established in RECIST 1.1, and
the survival outcomes elaborated by the Kaplan-Meier method. RESULTS: With the
occurrence of 95% of the events, we observed a median progression-free survival (PFS) of 13

months, and with 80% of deaths, a median overall survival (OS) of 34 months. The response



rate to treatment was 56.7%. The PFS was higher in the group of responders (27.4 months;
95% Cl 18 - 36.7 months) compared to the group of non-responders (7.5 months; 95% CI 5.1 -
9.8 months; p <0, 0001). A favorable result was also observed in terms of OS. The responders
group showed a median OS of 54.5 months (95% Cl 37.7 - 71.4 months) versus 12.7 months
(95% Cl1 8.5 - 16.9 months) in the group of non-responders (p < 0.0001). The evaluation of gene
expression showed 31 genes differentially expressed between the response groups, capable
of identifying the patients who responded to treatment with sunitinib. The ROC curve showed
that the combination of 3 differentially expressed genes was able to identify patients who
responded to treatment with a sensitivity and specificity of 88.2% and 84.6%, respectively.
There was an association between survival outcomes and the gene expression profile found.
The R18 gene with low expression and the 19 gene with high expression were associated with
better PFS (p = 0.024 and p = 0.014, respectively). The low expression of the R18 gene was
also associated with higher OS compared to the group with high expression of the gene (p =
0.012). We evaluated a score obtained from the combined expression of 3 genes (C3, N14 and
R18), and observed that patients with a high score obtained a gain in the mPFS of 16.2 months
(24.4 months; 95% Cl 18.6 - 42, 1) compared to those with low scores (8.2 months; 95% Cl 6.2
- 14.2 months; p <0.0001). Patients with a high score had a median OS of 48.3 months (95%
ClI 35 - NR) versus 16.6 months in patients with a low score (95% Cl 10.6 - 42.9 months), which
translated into a mOS gain of 31.7 months in favor of patients with a high score (p = 0.0015).
CONCLUSIONS: We found a gene expression signature that was associated with the response
rate in patients with metastatic renal cell carcinoma treated with sunitinib in the first line. The
level of combined expression of the C3, N14 and R18 genes indicates an association with
prognosis in terms of overall survival and progression-free survival in the study patients.
Further studies are essential to validate the present gene signature, which can be an

important tool in the management of metastatic renal cell carcinoma patients.

KEYWORDS: Renal Cell Carcinoma; Sunitinib; Tumor biomarkers; Gene expression; Prognosis;

Molecular Target Therapy.



1 INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia

A maioria dos tumores primarios de rim sdo originarios no cortex do parénquima renal®.
Destes tumores, o carcinoma de células renais derivado do epitélio dos tubulos renais é o
subtipo tumoral de maior prevaléncia, representando quase 90% de todas as neoplasias
primérias do rim% 3. O carcinoma de células renais (CCR) representa 2-3% de todas as
neoplasias em paises desenvolvidos*. Dados globais para o ano 2018, mostram que pouco
mais de 400.000 pessoas foram diagnosticadas com cancer renal, sendo que a mortalidade foi
estimada em 175.000 casos?, com uma distribuicdo global conforme mostrada na figura 1.
Dados americanos para 2020, estimam uma incidéncia de 73.750 casos novos e uma
mortalidade de 14.830 casos para ambos sexos, com um aumento de 12,8% na incidéncia
quando comparado a dados de 2018, sendo que a mortalidade se manteve estavel®. Dados
brasileiros de 2018 sobre o cancer de rim, calculados a partir das informacdes do Registro de
Cancer de Base Populacional (RCBP), mostram uma incidéncia de 6.270 novos casos/ano
(sendo 3.760 em homens e 2.510 em mulheres), fazendo desta neoplasia a 152 em incidéncia

no Brasil, sendo responsével por uma mortalidade estimada de 2.000 mortes/ano®.

(World) per 100 000
. >7.2
3.4-7.2
. 1834
0.97-1.8 |
<0.97

Fonte: Bray et al.*

Figura 1 - Taxa de incidéncia global estimada para cancer renal, em ambos os sexos e em todas
as idades.



Estimativas do INCA para 2020 ndo contemplam dados epidemiolégicos para as neoplasias
renais até o momento’.

O CCR é mais comum em homens que em mulheres em uma propor¢ao aproximada de
2:18, e ocorre predominantemente entre a sexta e a oitava década de vida, com mediana de
idade ao diagndstico aos 64 anos, sendo incomum em pacientes com menos de 40 anos e raro
em criancas® 0.

Os principais fatores de risco para desenvolvimento de CCR sdo o tabagismo, obesidade
e a hipertensdo!!l. Além dos fatores ambientais, fatores genéticos influenciam o risco de
desenvolvimento desta doenga, sendo que individuos com parentes de primeiro grau
diagnosticados com CCR podem apresentar um risco até 4 vezes maior de desenvolver
neoplasias renais?.

Com relacdo a apresentacao da doenca ao diagndstico, dados do registro do SEER
(Surveillance, Epidemiology and End Results Cdncer Statistics Review), mostram a seguinte
distribuicdo!®: Doenca localizada (isto &, confinada ao érgdo) corresponde a 65% dos casos ao
diagnodstico; Doenca regional (quando a doenca se dissemina para linfonodos regionais)
corresponde a 16% dos casos ao diagndstico; Doenga metastatica (quando a neoplasia alcanga
estruturas a distancia) acontece em aproximadamente 16% dos casos ao diagndstico;
Pacientes nao estadiados sdao 3% dos casos. A principal via de metdstase do carcinoma de
células renais é hematogénica, principalmente para os pulmdes, ossos, adrenais e linfonodos

a distancia®.

1.2 Classificagao

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), revista e modificada pela ISUP (The
International Society of Urological Pathology)*®, o CCR pode ser classificado histologicamente
em trés principais grupos: carcinoma de células claras, carcinoma papilar e carcinoma
cromoéfobo (Figura 2). Estes trés subgrupos apresentam distintas caracteristicas
epidemioldgicas e altera¢des genéticas'® 1. O carcinoma de células claras é a histologia mais
prevalente, correspondendo de 75 a 85% dos carcinomas de células renais'* ¢, Apresenta-se
geralmente como uma massa solitaria, distribuida aleatoriamente com igual frequéncia em
ambos os rins. O citoplasma é comumente preenchido por lipidios e glicogénio, os quais se
dissolvem no processo de rotina histolégica criando um aspecto de citoplasma claro, cercado

por membrana celular (por isso o nome de células claras)® (Figura 2).



Em 94% dos CCR de células claras ocorre a delecdo na regido 3p25-26 do braco curto do
cromossomo 3pt” 18 onde estd localizado o gene VHL (von Hippel-Lindau). A altera¢do neste
gene desempenha um papel precipuo no desenvolvimento do carcinoma de células renais tipo
células claras em pacientes com doenga de von Hippel-Lindau, e estd também relacionado
com patogénese do carcinoma renal de células claras esporadico®®. O gene VHL é expresso
em uma variedade de tecidos humanos, particularmente em células epiteliais da pele, no trato

gastrointestinal, respiratdrio e génito-urinario.

Medullary , Collecting
Papillary , : .

Clear Cell \ B Sarcomatoid

Fonte: Shuch et al.?*

Figura 2 - Classificagdo histoldgica do cancer de células renais.

Os mecanismos pelos quais o produto do gene supressor tumoral, a proteina VHL
(pVHL), causa transformagao neopldsica nas células, pode envolver varios caminhos de
sinalizac3o, como por exemplo, o seu papel na degradacdo proteica e na angiogénese??. Em
relacdo a este ultimo, sabe-se que um dos dominios do pVHL interage com o fator indutor de
hipdxia (HIF-1), o qual faz a mediagdo da resposta celular a hipdxia?3. Em caso de auséncia de
funcionalidade do gene VHL ocorre acimulo de HIF, que por sua vez promove um ambiente
hipoxémico, ativando a transcricdo de genes induzidos pela hipdxia, dentre eles o fator de
crescimento endotelial (VEGF) e o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) 4. A
superexpressao de VEGF e PDGF explica o extraordindrio componente capilar das neoplasias

associadas a doenca de von Hippel-Lindau®*.



O segundo subtipo histoldgico mais frequente, o carcinoma papilar, corresponde a
aproximadamente 10-15% dos CCR!> 25 (Figura 2). A sua apresentacdo é com tumores
geralmente multifocais e bilaterais, caracteristica mais comuns nesta que em outras
histologias'®. Da mesma forma que o subtipo de células claras, o carcinoma papilar pode
ocorrer esporadicamente ou da forma familiar. A variante hereditaria do CCR papilar é uma
sindrome autossdmica dominante de alta penetrancia, sendo o rim o Unico érgdao acometido
pela sindrome. Esta variante hereditdria estd associada a mutacao do proto-oncogéne MET
no cromossomo 793126, Outros achados genéticos associados ao subtipo papilar s3o a
trissomia do cromossomo 7 e 17, bem como a perda do cromossomo Y?’. Destaca-se na
variante papilar, a ocorréncia de dois subtipos baseados no aspecto histolégico e no
comportamento bioldgico da lesdo, sendo eles, o de Tipo 1 (basofilico) que representa 5% dos
casos, e o Tipo 2 (eosinofilico) que representa cerca de 10% dos casos?®. O subtipo basofilico
geralmente é detectado em estdgios mais iniciais e € de melhor grau histolégico que o subtipo
eosinofilico, conferindo a ele um melhor prognéstico. Habitualmente, o subtipo eosinofilico é
detectado em estagios mais avancados, exibindo caracteristicas de um tumor de alto grau,
sendo frequente a ocorréncia de invasao venosa locorregional e metastases ganglionares. Os
carcinomas papilares de uma maneira geral, estdo associados a doenca renal cronica?” 2.

O terceiro subtipo histoldgico mais frequente é o carcinoma croméfobo. Este acomete
5-7% dos tumores epiteliais removidos cirurgicamente (Figura 2). Alguns casos de doenga
metastatica foram descritos, porém a apresentacdo na maioria dos casos é como doenca
localizada®> 16, Esse subtipo é menos agressivo do que subtipo de células claras, sendo desta
forma o subtipo de melhor progndstico entre os CCR. A ocorréncia de metdstase é de apenas
7% dos casos?. Este tipo histoldgico é caracterizado por perda cromossdmica extensa, e a
nivel molecular pela presenga de mutagdao no gene supressor tumoral TP53 em 25% dos
casos?.

Entre os demais subtipos menos frequentes, estdo o subtipo de carcinoma dos ductos
coletores (0,5%), o carcinoma de células medulares (0,5%), e o carcinoma associado a
translocagdo cromossdmica (1%). O carcinoma dos ductos coletores é um subtipo infrequente,
gue geralmente se apresenta ao diagndstico em estdgios avancados, acometendo com
frequéncia o hilo renal e infiltrando o tecido adiposo perirrenal. Por razdes ainda nao
explicadas, sdo mais prevalentes no rim direito?® 3°. O carcinoma de células medulares é um

tumor agressivo, que se origina nas células dos néfrons mais distais e que afeta geralmente



pacientes mais jovens (20-30 anos), sendo uma caracteristica diferencial, sua forte associacdo
com a doenca falciforme e traco falciforme?®. O pobre progndstico deste raro subtipo, estd
associado a sua capacidade de metastatizar rapidamente para o figado e pulm3o?®. O
carcinoma associado a translocacdao cromossémica é aqueles cuja ocorréncia esta relacionada
alteragdes genéticas envolvendo a transcricdo do fator E3 do gene TFE3, localizado no braco
curto do cromossomo 11 (Xp11.2). Geralmente acometem pacientes mais jovens e criangas>?,
com mediana de idade de aproximadamente 20 anos, sendo este subtipo curiosamente mais
prevalente em mulheres (2.5:1). S3o tumores geralmente grandes (alguns chegando a 20cm),
gue na maioria dos casos ddo sintomas ja em fases iniciais (hematuria e dor abdominal) e
apresentam uma tendéncia de extensdo extra-renal e envolvimento linfonodal ao

diagndstico3!.

1.3 Fatores progndsticos

Para o estadiamento das neoplasias renais a classificacdo anatémica TNM (AJCC 82 ed)3?
é a recomendada, sendo considerada também como um dos fatores que auxiliam na avaliacao
progndstica dos pacientes (Anexo A). Tais fatores anatémicos como tamanho do tumor,
invasdo venosa, invasao de capsula renal, envolvimento da adrenal, acometimento linfonodal
e metdstases a distancia estdo agrupadas neste sistema33. Enquanto o estagio do tumor na
apresentacdo permanece como um preditor confidvel do curso clinico da doenca apds a
cirurgia, os resultados de sobrevida s3do heterogéneos dentro de cada subgrupo de
estadiamento3*. Com relacdo aos aspectos histoldgicos, alguns fatores progndsticos sio
elementos independentes, como por exemplo o grau nuclear de Fuhrman, que consiste na
avaliacdo microscdpica da heterogeneidade nuclear, e assim, classifica o padrdo nuclear da
neoplasia em quatro graus, de um a quatro, sendo o grau quatro o de pior progndstico®
(Figura 3). Os subtipos histolégicos de carcinoma de células renais descritos no subitem
anterior, também sdo considerados na avaliacdo progndstica, sendo os tumores croméfobos
considerados os de melhor progndstico, seguido pelos papilares, e por ultimo, o subtipo de
células claras, apontado como o de pior progndstico entre os trés3®. Pacientes com tumores
gue apresentam diferenciacdo sarcomatéide independente do subtipo histoldgico, também
apresentam progndstico desfavoravel, sendo que muitos desses pacientes morrem antes de

12 meses do diagndstico®> 16,
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Fonte: modificado de Mikami et al.3”

Figura 3 - Classificacdo histopatoldgica do grau nuclear de Furhman para o CCR.

Além dos elementos patoldgicos, os dados clinicos como performance status, caquexia
e presenca de sintomas, bem como dados laboratoriais como anemia, plaquetose, DHL
(lactato desidrogenase) e calcio sérico, sdo importantes parametros para avaliacdo
progndstica em pacientes com carcinoma de células renais metastético®®. Para melhorar a
classificacdo progndstica desses pacientes, algumas ferramentas chamadas de "nomogramas"
estimam a sobrevida e a recorréncia do carcinoma renal baseados em parametros clinico-
patoldgicos e laboratoriais3® 3.

Um dos nomogramas utilizados para avaliagdo progndstica na doenca metastatica é o
nomograma desenvolvido pelo Memorial Sloan Kettering Cancer Center (MSKCC), também
conhecido como diagrama ou nomograma de Motzer®3. As varidveis progndsticas que o
compdem sdo cinco: intervalo entre o diagndstico e o tratamento menor que um ano,
performance status Karnofsky menor que 80%, DHL sérico maior que 1,5 vez o limite superior
da normalidade, célcio sérico corrigido maior que o limite superior da normalidade e

hemoglobina sérica menor que o limite inferior da normalidade. Pacientes sem nenhuma

dessas varidveis sdao considerados de baixo risco ou bom progndstico, pacientes com um ou



dois desses fatores sdao considerados de risco intermedidrio e pacientes com trés ou mais
desses fatores sdao considerados de alto risco ou progndstico ruim. Este sistema de avaliacdo
progndstica foi validado quando a terapia de escolha nos pacientes com CCR metastaticos era

realizada com citoquinas imunoldgicas, principalmente interleucina-2 e interferon- o33,

Escore de desempenho de Karnofsky < 80%.

Tempo entre o inicio do tratamento e o diagnéstico < 1 ano.

Hemoglobina abaixo do limite inferior da normalidade.

Célcio sérico acima do limite superior da normalidade.

Contagem de neutréfilos acima do limite superior da normalidade.

Contagem de plaquetas acima do limite superior da normalidade.

e Risco favoravel: nenhum dos fatores de risco acima presentes.
e Risco intermediario: 1 ou 2 dos fatores de risco acima presentes.
e Risco pobre: 3 ou mais dos fatores de risco acima presentes.

Figura 4 - Classificagdo de risco IMDC (International Metastatic Database Consortium)

Atualmente, um dos modelos progndsticos mais utilizados e que foi aplicado em
populagdes com carcinoma de células renais tratados ja na era das terapias alvo-molecular,
foi desenvolvido e validado em uma base de dados independente®. Este, é o modelo do IMDC
(International Metastatic Database Consortium), também conhecido como nomograma de
Heng (Figura 4). Este nomograma é derivado de um estudo retrospectivo de 645 pacientes
com carcinoma de células renais tratados com sunitinibe, sorafenibe ou bevacizumabe mais
interferon®’. A andlise dos dados deste estudo identificou varidveis clinicas e laboratoriais que
estratificam os pacientes em 3 grupos progndsticos: favoravel, intermediario ou pobre.
Quatro, das seis varidveis utilizadas migraram do nomograma progndstico do MSKCC como
preditores independentes de curta sobrevida, sendo eles, o intervalo entre o diagndstico e o
tratamento menor que um ano, performance status Karnofsky menor que 80%, calcio sérico
corrigido maior que o limite da normalidade e hemoglobina sérica menor que o limite superior

da normalidade®. Os outros dois fatores progndstico independentes validados para o



nomograma de Heng sdo a contagem de neutréfilos absolutos maior que o limite superior da
normalidade e plaquetas maior que o limite superior da normalidade (Figura 4).

Pacientes com nenhum fator adverso foram classificados como sendo de progndstico
favoravel, com sobrevida mediana de 43 meses. Pacientes com um ou dois fatores adversos
foram classificados como progndstico intermedidrio, com sobrevida mediana desses
pacientes de 27 meses, sendo que 53% desses pacientes estavam vivos em 2 anos. Ja os
pacientes com trés ou mais fatores adversos apresentavam progndstico pobre, com apenas
7% desses pacientes estavam vivos em 2 anos®°.

Os modelos progndsticos discutidos acima, principalmente o IMDC, sdo utilizados na
pratica clinica ndo s6 como modelos progndsticos, mas também para guiar a indicacdo do
tratamento sistémico, tornando-se outrossim, em verdadeiras ferramentas preditivas.

Embora terapias alvo-dirigidas (ex. contra receptores do VEGF, m-TOR) tenham sido
desenvolvidas com base na compreensao bioldgica e molecular dos pacientes com tumores
CCR avancados, ainda nao sao utilizados biomarcadores que relacionem estes aspectos
moleculares do tumor com dados de resposta a terapia especifica®:.

Sem esses biomarcadores disponiveis, a histologia e a estratificacdo de risco pelos
nomogramas de Motzer e mais recentemente pelo nomograma de Heng, sdo utilizados na
individualizacdo do tratamento sistémico de pacientes com doenca neoplasica renal
avancada?®’. Cabe destacar que a heterogeneidade molecular dentro dos subtipos tumorais
provavelmente desempenha um papel importante na diversidade de respostas e resisténcia
a terapias direcionadas*?. Além desta consideracdo, os dois nomogramas, o do IMDC e o do
MSKCC foram comparados para avaliar a sua concordancia como ferramenta progndstica e
preditiva®?, sendo constatada uma discordancia significativa em termos de sobrevida global,
sobrevida livre de progressao e sobrevida cancer especifica entre eles. Os autores concluiram
gue esta discordancia pode ter um impacto negativo na avaliacdo progndstica de pacientes
com CCR metastaticos*®*. Uma metanadlise publicada recentemente apontou que o modelo
IMDC, devido a heterogeneidade tumoral, poderia ter prejudicada sua precisdao preditiva e

progndstica com respeito a dados de sobrevida**.

1.4 Tratamento
O tipo de tratamento difere de acordo com o estadiamento do paciente®. A ressec¢do

cirlrgica é a terapia mais efetiva em pacientes com carcinoma de células renais na doencga



localizada, sendo que as opg¢des cirurgicas sdao a nefrectomia parcial ou radical, ambas
apresentando suas préprias indica¢des, assim como riscos e beneficios*> %6, J4 os pacientes
com CCR metastatico sdo um grupo heterogéneo onde nao se aplica a mesma terapia inicial
para todos os casos?’. Por exemplo, em casos selecionados tem-se a indicacdo de resseccdo
cirdrgica do tumor primdrio mesmo em pacientes metastaticos, como forma de aumentar a
sobrevida global, chamado cirurgia de citorreducdo®®. Porém de forma geral, para aqueles
pacientes com doenca disseminada a terapia sistémica se fard necessaria® %°.

O uso de quimioterapia no tratamento do carcinoma renal historicamente se mostrou
uma opc¢ao ruim, provavelmente pelo fato destes tumores se desenvolverem nos tubulos
proximais renais, que apresentam altos niveis de proteinas resistentes a multiplas drogas
(MDR proteins)*. Como o carcinoma de células renais é resistente a quimioterapia, tanto a
interleucina-2 em altas doses, como o interferon alfa foram amplamente utilizados no
tratamento de primeira linha da doenca metastatica3> *°. As taxas de resposta com essas
opgOes terapéuticas eram baixas, variando de 5 a 20%, e a sobrevida global média de
aproximadamente 12 meses®°. Além disso, estes regimes, principalmente interleucina-2,
foram associados com alta toxicidade e custo significativos, limitando seu uso a pacientes
altamente selecionados e com acesso a centros especializados™.

Como citado, nos carcinomas de células renais, especialmente naqueles tipo células
claras, ocorre o acimulo do HIF devido a inativacao do gene de von Hippel-Lindau, resultando
na superexpressdo do fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) e fator de
crescimento derivado das plaquetas (PDGF), ambos promotores da angiogénese, um dos
pilares para o desenvolvimento e progressdo do cancer renal’l. Com esse conhecimento,
avancos bioldgicos e farmacoldgicos levaram ao desenvolvimento de agentes que tém como
alvo, moléculas que blogqueiam a sinalizacdo dos receptores VEGF e PDGF, inibindo assim a
angiogénese e consequentemente a progressdo tumoral®” >2.Essas medicacdes foram de
extrema importancia para o aumento da sobrevida livre de progressao e sobrevida global em
pacientes com carcinoma de células renais metastéticos3* >3, Trés classes de farmacos alvo-
moleculares se destacaram (Anexo B): os anticorpo monoclonais que inibem a circulagdo de
VEGF-A, como o bevacizumabe; os inibidores da proteina mTOR (mammalian Target of
Rapamycin), proteina responsdvel pela regulacdo de micronutrientes, crescimento celular,
apoptose e angiogénese, sendo o tensirolimo e o everolimo as duas drogas mais importantes;

e por fim, os inibidores de multi-receptores tirosina-quinase, incluindo os receptores de
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crescimento endotelial vascular (VEGFR) e os receptores de fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGFR)*3. Exemplos deste inibidores de tirosina-quinase usados como opgdo
terapéutica no cancer de rim metastatico sdo o sunitinibe, sorafenibe, pazopanibe®* e mais
recentemente o axitinibe®>. Para o CCRcc avangado, a resposta ao tratamento e o tempo de
sobrevida alcangado sdo varidveis mesmo na era da terapia alvo, ja apontando para uma
possivel heterogeneidade molecular intrinseca neste tipo de tumor, conforme ja mencionado

e também pela auséncia de marcadores preditivos de resposta®.

1.4.1 Sunitinibe

O sunitinibe, um dos primeiros inibidores de tirosina-quinase disponiveis, ¢ um dos
agentes mais utilizados na pratica clinica no tratamento da doenca renal avancada,
apresentando uma acdo inibidora em multiplos receptores tirosina-quinase, exibindo assim

ampla atividade antitumoral e antiangiogénica®’.
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Figura 5 - Principais alvos de inibi¢cdo pelo sunitinibe.

A primeira descrigdo do sunitinibe em carcinoma de células renais metastatico foi feita por
Faivre et al. em 2006 em estudo fase I. Neste estudo, 3 pacientes com carcinoma de células

renais metastaticos apresentaram resposta objetiva sustentada com duracdo de



11

aproximadamente 54 semanas®®. A partir destes resultados, estudos fase |l conduzidos por
Motzer et al. confirmaram sua eficicia®®, até que em 2007 resultados do estudo fase llI
conduzido também por Motzer et al., consolidou o sunitinibe como primeira linha de
tratamento para pacientes com carcinoma de células renais metastatico®?. Neste ultimo
estudo, pacientes eram randomizados para dois bracos: o braco experimental com sunitinibe
ou para o brago controle com interferon-a, considerado como o tratamento padrao a época.
Os resultados foram animadores em termos de taxa de resposta objetiva, que alcangou 31%
no brago sunitinibe versus 6% no brago do interferon-a, bem como em relagdao ao tempo para
progressao da doenca, sendo 11 meses para o braco do sunitinibe e 5 meses para o braco do
interferon-a, além de melhor perfil de toxicidade a favor do sunitinibe®2. Na atualizacdo deste
estudo em 2009, a mediana de sobrevida livre de progressao foi mantida a favor do sunitinibe,
com ganho médio de 6 meses (p < 0,001). Foi verificada uma maior taxa de resposta objetiva
da observada no primeiro estudo, com 47% versus 12% a favor do sunitinibe (p= < 0,001). A
sobrevida global mediana foi de 26,4 meses no brago sunitinibe versus 21,8 meses no braco
interferon-a, ganho de 4,6 meses a favor do sunitinibe, através da estratificacdo do teste log-
rank (HR 0,81; 1C95% 0,669 — 0,999; p= 0,049)%°. Apds publicacdo destes estudos, o sunitinibe
foi incorporado na pratica da nossa instituicdo desde 2009, para uso na primeira linha de
tratamento em pacientes com carcinoma de células renais metastaticos.

O sunitinibe é tal como ja descrito, um potente inibidor dos receptores tirosina-quinase,
tendo como seus principais alvos os receptores VEGFR-1, VEGFR-2, KIT, familia PDGFR®’. Os
receptores de tirosina-quinase sdo proteinas que interagem com fatores de crescimento, e
fazem parte de uma grande familia de proteinas de membrana (transmembranicas) com uma
diversidade de estruturas de ligantes extracelulares, mas que possuem em comum um
dominio de atividade tirosina-quinase intracelular®® (Figura 5). A partir dessa interacdo
receptor/fator de crescimento, sinais de transducdo sdo enviados para o interior da propria
célula, e que culminardo em distintas atividades, podendo variar desde sua sobrevivéncia até
sua morte programada®®- ¢2,

O sunitinibe é uma das op¢des como regime preferencial na primeira linha em pacientes
considerados de progndstico favoravel pelo IMDC, também, figura como outros regimes
recomendados naqueles pacientes de progndstico intermedidrio e pobre, conforme ultima
atualizacdo em 2020 do NCCN (National Comprehensive Cancer Network).*” No Brasil, a vers3o

2020 da Diretriz sobre cancer renal da Sociedade Brasileira de Oncologia Clinica (SBOC) tras o
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sunitinibe em seu fluxograma, como uma op¢ao na primeira linha para pacientes de risco
baixo, intermediario e alto risco pelo IMDC ou MSKCC, caso n3o haja acesso a imunoterapia®3.

Com estudos publicados recentemente, a imunoterapia contemporanea com os
Inibidores de checkpoints imunoldgicos (ICl) — do inglés Immune checkpoint inhibitors vem
ganhando espaco no tratamento do CCR avancado*®. Com foco na 12 linha de tratamento, o
estudo CheckMate 214 avaliou a combinacdo de dois Inibidores de checkpoint imunolégico no
CCR avancado®, o nivolumabe, um ICI anti-PDL1 (Programmed death-ligand 1) associado ao
ipilimumabe, um ICI anti-CTLA4 (Cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4), que mostrou
uma melhora na sobrevida global (SG) de 15% em relagdo ao sunitinibe no subgrupo de
pacientes classificados como risco intermedidrio e pobre pelo nomograma do IMDC®. Outra
combinacdo avaliada foi a do avelumabe, um ICl anti-PDL1, associado ao axitinibe (um inibidor
de tirosina-quinase) versus sunitinibe em primeira linha de CCR avanc¢ados do subtipo células
claras no estudo JAVELIN Renal 101, mostrando um ganho de sobrevida livre de progressao
em favor da combinacdo®. Nesta mesma linha, o estudo Keynote 426 comparou
pembrolizumabe (um ICI, anti-PDL1) mais axitinibe versus sunitinibe em primeira linha de CCR
avancados do subtipo células claras®®, mostrando ganho em sobrevida global em favor da
combinacdo no subgrupo de pacientes classificados como risco intermediario e pobre, porém,
os pacientes classificados como risco favoravel pelo nomograma IMDC ndo derivaram o

mesmo ganho ©°.

1.5 Biomarcadores

A definicdo de biomarcadores tem evoluido na dltima década®”. Com uma definicdo
ampla tomada da OMS podemos aludir que biomarcador é qualquer substancia, estrutura ou
processo, que possa ser aferido no corpo e assim influenciar ou prever a incidéncia de
desfechos ou doencas®” 8, Especialmente no cancer, um biomarcador pode medir o risco de
desenvolver uma neoplasia em um tecido especifico, medir o seu risco de progressao e até
mesmo avaliar uma potencial resposta ao tratamento, podendo assim fornecer informacdes
Uteis na tomada de decis3o clinica e terapéutica® 707

Varios marcadores tumorais moleculares foram investigados no cendrio do cancer renal,
como anidrase carbénica IX, VEGF, HIF, Ki67m p53, PTEN, entre outros, mas até o momento

nenhum destes prosperou como biomarcador molecular para uso corrente na pratica clinica’?.
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Visando melhorar o poder prognéstico dos nomogramas clinicos utilizados atualmente,
foi estudada a incorporacdo do uso de determinadas moléculas (citoquinas), associadas ao
risco clinico j& estabelecido pelos nomogramas em pacientes com CCR metastaticos*!. Foi
evidenciado que algumas moléculas como osteopontina, interleucina-6, TIMP-1, e também a
carga tumoral, quando integrados aos critérios clinicos de risco (IMDC/ MSKCC), aumentaram
a acuracia progndstica em termos de sobrevida global em pacientes com CCR metastaticos*!.
Nesta mesma linha, Takagi et al. identificaram parametros clinicos progndsticos
independentes entre 71 pacientes do grupo de risco intermedidrio do IMDC que receberam
TKI na primeira linha de tratamento’3. Os autores concluiram que tais pardmetros: proteina C
reativa, razao de neutrdfilos-linfocitos e o numero de sitios metastdticos, poderiam
estratificar melhor a SG no grupo de risco intermediario pelo IMDC3,

No campo da gendmica e da transcriptémica, avancos tecnoldgicos tem viabilizado a
busca de biomarcadores moleculares e de express3o génica relacionadas aos tumores’®. Esta
personalizacdo possibilita retratar de maneira direta a biologia do tumor, e assim, pode levar
ao desenvolvimento de ferramentas progndsticas e preditivas mais eficazes’.

Nesta linha, analisando a expressao génica no CCRcc, Takahashi et al. em 2001, avaliou
a expressao génica em 29 amostras de CCRcc de pacientes submetidos a nefrectomia usando
um microarray personalizado de 21.632 cDNAs (complementary deoxyribonucleic acid)’. Os
resultados sugeriram a existéncia de pelo menos duas formas molecularmente distintas de
CCRcc que possuem comportamentos e mecanismos de progressao distintos. A pesquisa
também apontou que a integracdo de dados de perfil de expressdao com parametros clinicos,
poderia servir para melhorar o diagndstico e o progndstico destes pacientes’”.
Posteriormente, outros estudos avancaram neste campo para melhor definir estes subgrupos
de expressdo génica no CCR na doenca localizada (ndo metastatica), com objetivo de predizer
progndstico e determinar o risco de metdstase em pacientes tratados’*.

Avancando nesta énfase, em 2010, Brannon et al., analisaram e identificaram dois
subgrupos de painel génico de 48 pacientes com CCRcc submetidos a nefrectomia e
designaram como clear cell type A (ccA) e clear cell type B (ccB) baseado em andlise logica de
dados (LAD)’®. Estes subgrupos foram corroborados por um conjunto de dados de 177
tumores e validados quanto ao desfecho clinico. Baseado na avaliacdo individual dos tumores,
aqueles designados por ccA mostraram melhor sobrevida livre de doenca especifica, quando

comparada com o subgrupo designado como ccB (mediana de sobrevida de 8,6 vs 2,0 anos,
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p= 0,002)’. Metanilise publicada em 2012 confirma a robustez da classificacdo destes dois
subgrupos, ccA e ccB, no carcinoma renal de células claras com doenca localizada, indicando
sua possivel implicacdo nos tratamentos atuais e desenvolvimento de futuras drogas’’.

Com bases nestes dados, e com objetivo de gerar um biomarcador prognéstico de
assinatura génica para CCRcc, Brooks et al., desenvolveram um painel de 34 genes (o
ClearCode 34) a partir de 72 amostras baseados nos subgrupos concordantes previamente
identificados no CCRcc como: ccA (de bom risco) e ccB (de baixo risco)’®. O objetivo era que o
painel de 34 genes pudesse ser aplicado a amostras clinicas para desenvolver um modelo
integrado de estratificacdo de risco definida biologicamente, para ser utilizado em pacientes
com doenca localizada. O modelo baseado no painel ClearCode34 mostrou-se eficaz na
estratificacdo progndstica para avaliar o risco de recidiva e morte dos pacientes com CCRcc,
no cendrio de doenga ndo metastatica’® 7°.

Ja no cendrio metastatico, o ClearCode34 foi avaliado em associacdo com o modelo de
risco clinico IMDC, com objetivo de melhorar o poder progndstico do modelo, em 54 pacientes
com CCRcc metastaticos tratados com terapia alvo. Os autores concluiram que o painel
ClearCode34 tem validado poder progndstico em termos de sobrevida nos pacientes tratados
com terapia alvo molecular, porém, ele nao foi associado a poder preditivo de resposta que
ajude a definir a melhor estratégia de tratamento sistémico para esta populaciao de CCRcc
metastaticos®®.

Ainda falando em modelos moleculares progndsticos, Apanovich et al. publicaram no
corrente ano, estudo avaliando a expressao de 10 genes em 56 amostras de pacientes com
CCR do tipo células claras que tinham ou ndo metdstase, com objetivo de determinar genes
progndsticos marcadores de metastase utilizando PCR (reacdo em cadeia da polimerase) em
tempo real. Eles encontraram 4 genes (CAD9, NDUFA4L2, BHLHE4 e EGLN3) fortes candidatos
como marcadores de metastase®!. Nesta énfase, outros estudos vém sendo publicados
recentemente mostrando um crescente interesse na avaliacdo de fatores progndsticos
moleculares como ferramentas no apoio de decisdes no CCR.

Além disso, conforme apontado por Henrique R, et al, existem também fatores
epigenéticos (ex. metilacdo do DNA) com um papel fundamental na carcinogénese do cancer
renal, fornecendo uma oportunidade de explorar fatores preditivos de resposta ao
tratamento®. Como exemplo, o estudo de Zhang et al, avaliando a metilacdo e expressdo de

13 genes para formar um escore progndstico®3, e do mesmo autor, estudo sobre o papel dos
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RNA longos ndo-codificantes (LncRNA) como possiveis biomarcadores progndsticos®;
também, Nam et al, que estudaram o papel da epigenética no fenbmeno de progressao ao
CCR metastatico®, bem como outras publica¢cbes na mesma linha8¢-8,

llustrando agora possiveis fatores moleculares preditivos de respostas aos TKIs (inibidor
de tirosina-quinase), o nosso grupo de pesquisa, avaliou o papel do receptor de tirosina
quinase AXL como fator preditivo de resposta ao sunitinibe®. Os resultados mostraram que a
superexpressdao do AXL estava associada com pior desfecho clinico, no entanto, ndo se
correlacionava com resposta ao tratamento com o sunitinibe®. Como destacado
anteriormente, um possivel complicador na descoberta de biomarcadores preditivos no CCR
é a heterogeneidade molecular dentro dos subtipos tumorais, podendo explicar em parte, a
diversidade de resposta e resisténcia a terapias direcionadas*?. Na mesma linha, Carlos Dzik
et al avaliaram o perfil de expressdo génica de 5 amostras congeladas extraidas de pacientes
com CCR e doenca localizada, submetidos a nefrectomia depois de serem tratados com dois
ciclos de sunitinibe neoadjuvante®. O objetivo foi explorar outros possiveis mecanismos de
acao do sunitinibe no tecido tumoral. Foram observados niveis de expressao diminuida dos
genes IGFBP1, CCL20, CRP, FGB, TGFPI, SCN9A, CXCL6 e MMP9 nos pacientes expostos ao
sunitinibe, quando comparado ao grupo controle. Na busca da causa desta baixa expressao,
os autores estudaram a metilacdo de dois genes (IGFBP1 e CXCL6), encontrando que o gene
IGFBP1, gene que apresentou menor nivel de expressdo (downregulation) estava metilado,
levando a hipotese de que a metilagdo da regido promotora do gene (fendbmeno epigenético),
pode ser parte do mecanismo de acdo do sunitinibe, o que pode explicar a regulacdo negativa
da expressdo génica nestes pacientes®®. Mais recentemente, Carrigds et al. publicaram no
inicio do ano corrente, estudo avaliando o papel da expressdo de micro-RNAs (miRNA)
comparando dois grupos de taxa de resposta aos inibidores de tirosina-quinase em 51
pacientes com CCR metastaticos®. Os autores concluiram que existe um potencial papel dos
miRNA como ferramenta de predicdo de tratamento nos pacientes do estudo, com
necessidade de valida¢do dos achados®™.

Atualmente, conforme apontamento de Adashek et al. ®?, o Gnico ensaio clinico fase Il
guiado por biomarcador, foi um estudo para testar o uso de savolitinibe (TKI seletivo para
inibicdo do MET) em grupos de pacientes com CCR metastdtico do subtipo papilar, onde um

grupo apresentava amplificacdo ou mutacdo do MET, e outro grupo n3o®3. Ainda segundo os
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autores, em se tratando de subtipo histoldgico ndao-células claras, este estudo marca o inicio
de ensaios clinicos guiados por biomarcadores no cendrio CCR metastaticos”?.

Apesar dos varios esforcos, e tal como reportado na metandlise de Heng et al., dos varios
biomarcadores que estdo sobre investigacdo ativa, a Unica ferramenta preditiva de uso
corrente é o modelo do IMDC, mesmo levando em conta suas limita¢des frente ao aumento
crescente de medicamentos disponiveis para o tratamento do CCR metastatico, bem como da
possivel heterogeneidade tumoral intrinseca apontada em outro momento®.

Com avanco da biologia molecular integrada ao estudo das neoplasias, conforme
ilustrado acima, percebemos crescente interesse na busca de biomarcadores personalizados
gue traduzam de forma mais precisa a heterogeneidade dos tumores renais, avancando assim
no sentido de desenvolver ferramentas progndsticas e preditivas para melhor individualizar a

abordagem destes pacientes®.
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2 JUSTIFICATIVA

Atualmente, os modelos estabelecidos como estratificadores dos pacientes com CCR
metastatico que receberdo terapia sistémica integram somente dados clinicos e
laboratoriais3* 4% e portanto, refletem consequéncias dos processos bioldgicos tumorais, e
ndo a sua causa*.

No panorama de uma doenca com alto grau de heterogéneidade*?, a descoberta de
biomarcadores confidveis que possam melhor identificar os pacientes que se beneficiardo do
tratamento é de importancia critica. Para mais, em um campo de crescimento exponencial de
medicamentos para o CCR avancado, faz-se necessdria a investigacdo de ferramentas
preditivas objetivas para uma melhor tomada de decisdo®.

N3o existem hoje biomarcadores integrados na pratica clinica, que auxiliem na
identificacdo dos pacientes que irdo responder ao tratamento com sunitinibe* ¢ %7, No
futuro, uma vez identificados e validados, estes marcadores podem auxiliar na escolha entre

as multiplas op¢des de tratamento no cendrio atual®” 94 %6,
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Identificar um perfil de expressdo génica preditivo resposta ao sunitinibe em carcinomas

renais de células claras metastaticos.

3.2 Objetivos especificos
Determinar o perfil de expressdo génica das amostras da populacdo do estudo.
Descrever as caracteristicas epidemioldgicas e clinico-patolégicas dos pacientes e
correlaciona-los com dados de resposta e sobrevida.
Estimar a sobrevida livre de progressao (SLP) e a sobrevida global (SG), com objetivo de

identificar possiveis fatores prognésticos associados a expressdo génica encontrada.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho e populagao do estudo

Trata-se de um estudo de coorte retrospectiva no qual avaliamos a expressao génica de
amostras de tumor primario obtidas por nefrectomia ou core bidpsia, de uma populacdo por
conveniéncia de 60 pacientes adultos com diagnéstico de carcinoma renal de células claras
metastaticos, tratados com sunitinibe em primeira linha no servico de Oncologia Clinica do
Hospital de Cancer de Barretos entre 2009 e 2018. O presente estudo foi aprovado pelo CEP
do Hospital de Cancer de Barretos conforme parecer consubstanciado n? 2.787.173 em
22/06/18. O desenho do estudo foi submetido e aceito no Clinical Trials sob o registro

NCT04415697.

4.2 Critérios de elegibilidade

Pacientes adultos (> 18 anos) do Hospital de Cancer de Barretos com diagndstico de
carcinoma renal de células claras metastatico, no periodo entre 2009 e 2018, prescritos com
sunitinibe no cendrio de primeira linha de tratamento, e que dispdem unicamente de amostra
de tumor primdrio obtidas por nefrectomia ou core bidpsia. Todas as amostras tumorais forma

revistas por um patologista experiente em oncologia urolégica (Dr Frederico Santana).

4.3 Critérios de exclusao
Material insuficiente do tumor primario para andlise molecular;
Pacientes com auséncia de registro de dados de resposta ao tratamento;
Pacientes com histdrico de tratamento sistémico prévio para CCRcc metastaticos;
Pacientes com segundo tumor primario sincrénico ou metacrénico em tratamento;
Ter recebido menos de um ciclo de sunitinibe em primeira linha;
Ter recebido tratamento prévio adjuvante e/ou neoadjuvante, com intervalo < de 1 ano

entre o término do tratamento e o diagndstico de metastase.

4.4 Coleta de dados
As informacgbes epidemioldgicas, demograficas e clinico-patoldgicas dos 60 pacientes

foram coletadas por meio do Sistema Online do Hospital de Cancer de Barretos (SisOnco),
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juntamente com a revisdo dos dados nos respectivos prontuarios fisicos, na ficha de coleta de
dados (Anexo C).

O registro, a organizacao e a guarda dos dados levantados, se deu na plataforma
eletrdnica de captura de dados para pesquisa cientifica conhecida como REDCap® (Research

Electronic Data Capture).

4.5 Variaveis

Incluimos no levantamento de dados dos pacientes do estudo, varidveis demograficas,
clinico-patoldgicas, e de resposta ao tratamento com sunitinibe.

Entre as caracteristicas demograficas e clinico-patoldgicas incluimos as varidveis de
sexo, cor, idade, peso e altura, o tipo de amostra do tumor primario, o subtipo histoldgico,
grau de Furhman, tamanho do tumor primario, estadiamento TNM, grupos de risco
progndsticos pelo IMDC, e de taxa de resposta ao tratamento (Anexo C).

O grau de Furhman diz respeito a avaliacdo microscépica da heterogeneidade nuclear,
e desta forma pode classificar o padrao nuclear em 4 graus, sendo o grau quatro aquele de
pior progndstico>.

A classificacdo progndstica pelo IMDC, consiste na avaliacdo da presenca de seis
caracteristicas clinico-laboratoriais que sdo consideradas como fator de risco: KPS (Karnofsky
Performance Status) < 80%; intervalo entre o diagndstico e tratamento < 1 ano; hemoglobina
< 11g/dL, calcio acima do limite superior de normalidade; neutrdéfilos acima do limite superior
de normalidade; plaquetas acima do limite superior de normalidade. O paciente é considerado
de risco favoravel quando nao apresenta nenhum dos fatores de risco acima; é considerado
de risco intermediario se apresentar 1 ou 2 dos fatores de risco, e é considerado de risco pobre
se apresentar 3 ou mais fatores de risco elencados acima.

Com relacdo a taxa resposta ao tratamento com sunitinibe, as varidveis avaliadas
seguiram os critérios estabelecidos pelo RECIST 1.1%, e foram definidas apds avaliac3o
realizada em conjunto com radiologista da instituicdo onde ocorreu o estudo. Das varidveis de
taxa de resposta, foram formados dois grupos comparadores de resposta ao tratamento,

conforme detalhado no tépico seguinte.
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4.6 Definicao dos grupos de resposta

Apds coleta dos dados, separamos os pacientes em dois grupos conforme os dados de
taxa de resposta ao tratamento na primeira avaliacdo radioldgica que ocorre entre o 32 e 42
més do inicio do tratamento, e apds pelo menos um ciclo de tratamento com sunitinibe.

Esta avaliacdo radioldgica foi efetuada conjuntamente com um radiologista experiente
(Dr Fabiano Lucchesi), utilizando os critérios definidos pelo RECIST 1.1%. Conforme tal anélise,
os pacientes foram alocados em 2 grupos comparativos (Tabela 1) de acordo a taxa de
resposta radioldgica em:
1) Grupo dos respondedores, quando apresentarem resposta completa (RC), resposta parcial
(RP) ou doenca estavel (DE) utilizando os critérios do RECIST 1.1.
2) Grupo dos ndo-respondedores, quando apresentarem progressdo de doenca (PD)

utilizando os critérios do RECIST 1.1, ou morte.

Tabela 1 - Grupos de resposta definidos pelo RECIST 1.1.

RESPONDEDORES NAO - RESPONDEDORES
Resposta Completa Progressao de Doenca
Resposta Parcial Morte

Doenca Estavel

4.7 Analise molecular
4.7.1 Extragao de RNA
Dos blocos parafinados contendo material tumoral dos casos incluidos, foram cortadas
5 laminas de 10 micras para posterior extracdo de RNA. Em uma lamina de hematoxilina-
eosina de cada caso, a area tumoral foi identificada e demarcada pelo médico patologista.
A proxima etapa foi realizar a macrodisseccdao do material, utilizando um bisturi, para
um tubo eppendorf, seguida da extracdo do RNA total utilizando o RecoverAll Total Nucleic
Acid Isolation Kit (Ambion-Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA), seguindo

as recomendac0des do fabricante e conforme descrito abaixo.
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Apds a macrodisseccdo, foi realizada a extracdo do RNA. Esta, consta da etapa de
desparafinizagdo, onde é adicionado as amostras 1 ml de xilol 100% (/nvitrogen, UK),
incubando por 5 minutos a 502C para derreter a parafina, seguido de centrifugacdo por 5
minutos em velocidade maxima para sedimentar o tecido. Logo, despreza-se o sobrenadante
lavando duas vezes com 1 ml de etanol absoluto. Apds a lavagem com etanol 100%,
centrifugamos & vacuo por 10 min & 452C para secagem do pallet.

Na sequéncia, vem a etapa de digestdo com protease, onde as proteinas ligadas ao
material genético da amostra sdo degradadas, adicionando 200 ul de tampao de digestdo e 4
ul de protease, seguido de incubacdo por 3 horas a 502C e 15 minutos a 802C 4 500rpm, em
seguida, o mix é brevemente centrifugado (spin) para evitar quaisquer gotas de condensacao.

Apds a digestdo com protease e com o tampao, segue-se a etapa de isolamento e
purificacdo de dacidos nucleicos. Para isso é adicionado a amostra, 240 uL de Aditivo de
Isolamento e 550ulL de etanol 100%. Essa mistura é adicionada ao tubo Filter Cartridge
(fornecido pelo fabricante) e centrifugados a 10.000x por 30 segundos, de forma que o acido
nucleico fique ligado a coluna de silica. Segue-se entdo a lavagem da coluna de silica com
solucdo Wash 1 (fornecido pelo fabricante) e solugdo Wash 2 (tampdo de lavagem fornecido
pelo fabricante).

Terminado o isolamento dos acidos nucleicos, a etapa seguinte consiste em degradacao
do DNA. Esta ocorre pela adicdo de 6ul de DNAse buffer, 4ul de DNAse e 50ul de agua a
amostra, para entdo esse mix ser incubado por 30 minutos em temperatura ambiente. Segue-
se entdo a lavagem da coluna de silica novamente com 700ul de Wash 1 (fornecido pelo
fabricante), deixando incubar por 1 minuto em temperatura ambiente, seguida de nova
centrifugacdo por 1 minuto 4 10.000 rpm. Segue-se entdo, nova lavagem da coluna de silica
com 500ul de Wash 2 (tampdo de lavagem fornecido pelo fabricante), seguido de
centrifugacdo por 1 minuto & 10.000 rpm. E realizada centrifugac¢do adicional por 1 minuto &
10.000 rpm para remocao de qualquer fluido residual.

Ao final, o RNA isolado é eluido com 30ul de dgua ultra pura, incubado em temperatura
ambiente por 1 minuto, e logo, centrifugado por 1 minuto a 14.000 rpm.

A qualidade do RNA obtido foi avaliada por NanoDrop® Spectrophotometer v3.7
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA), pelas razoes A260/A280 de 1.7-2.3
e A260/A230 de 1.8-2.3. A quantificacdo do RNA, foi realizada no Qubit (/nvitrogen).



23

Verificada a qualidade e quantidade do RNA, o material foi armazenado em freezer no

CPOM & - 80°C, aguardando a préxima etapa.

4.7.2 Andlise da expressao génica pela plataforma Nanostring.
4.7.2.1 Principios da tecnologia Nanostring:

A tecnologia nanostring é uma plataforma de contagem digital que permite a deteccao
de centenas de moléculas em um Unico ensaio. O principio da técnica inclui a utilizacdo de
barcodes moleculares (codigo baseado em combinacdes de seis sequéncias com quatro cores
distintas), e posteriormente a geracdo de uma imagem microscépica digital de alta resolucdo,
que juntos permitem a contagem de diversas moléculas Unicas em uma Unica reacdo®®.

No presente estudo, para andlise da expressao génica utilizamos o painel nCounter
PanCancer Progression Panel (NanoString Technologies, Seattle, WA, EUA). Este painel
contempla 770 genes alvos sabidamente envolvidos no processo patoldgico de
desenvolvimento e progressao tumoral, tais como alguns genes relacionados a angiogénese,
remodelamento da matriz extracelular, ao processo de transicdo epitélio-mesénquima, e de
metdstasel® (Figura 6). Todos os 770 genes que compdem o painel e suas respectivas vias de

atuacdo estdo elencados no anexo D.

Measurement of Angiogenesis and @\ CUERH
response to inhibitors. 277

Assessment of ExtraCellular Matrix
components and remodeling mechanisms.

Detection of key genes that mark the
Epithelial to Mesenchymal Transition.

Evaluation of Metastatic growth and
Metastasis suppression genes throughout tumor
173 progression.

Fonte: modificado de Warren.1®

Figura 6 - Vias relacionadas aos genes que compdem o painel de progressao.

A técnica nanostring é considerada extremamente sensivel quando comparada a PCR
(Polymerase Chain Reaction) em tempo real e ndo necessita de reagbes enzimaticas

intermediarias, nem amplificacdo. Além disso, ela é capaz de detectar fragmentos
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provenientes de amostras com alto grau de degradacdo, tais como amostras derivadas de
tecido parafinado©?,

O processo inicia-se com a adicdo de probes especificas que possuem tanto uma
sequéncia de pares de bases complementar para cada alvo de interesse, como barcodes
moleculares fluorescentes Unicos. No primeiro passo, cada probe contendo um barcode Unico
ird hibridizar com um alvo de interesse na solucdo, assim, varias probes com seus respectivos
barcodes diferentes sdo adicionadas, permitindo que os mesmos sejam identificados. Essas
probes sdao de dois tipos: a primeira conhecida como reporter, possui os cddigos de cores em
sua extremidade 5’, desta forma, carrega o sinal identificador que possibilita a leitura digital.
A segunda probe (probe de captura) contém a biotina em sua extremidade 3', a qual
proporciona que o complexo probe/alvo seja imobilizado por meio de beads magnéticas
contidas em um cartucho especifico (nCounter Cartridge), que contém estreptavidina em seu
interior.

Na segunda etapa, as amostras sao levadas para o equipamento nCounter PrepStation,
onde ocorre um processo automatizado de purificacdo (para retirada do excesso de sondas
que ndo foram hibridizadas), imobilizacdo e alinhamento dos complexos probes/alvos dentro

dos cartuchos. Concluida esta etapa, os complexos estardo purificados e imobilizados dentro

dos cartuchos, prontos para a leitura dos dados por um processo de contagem digital*®.
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Fonte: brochura eletrdnica da NanoString® Technologies.

Figura 7 - Cartucho (nCounter cartridge)

A préxima etapa, é a leitura digital dos complexos hibridizados no interior dos slots de
cada cartucho (Figura 7). De maneira automatizada, o equipamento nCounter Digital Analyzer

processa o exame das sondas através da leitura digital de um barcode com cdédigo de cores
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Unico, identificando assim as amostras hibridizadas presentes em cada slot do cartucho. Cada
cddigo de cor é correspondente a um RNA alvo especifico, e assim é possivel realizar a
contagem absoluta de cada molécula presente nas amostras. Por fim, o equipamento entrega
o resultado desta contagem digital de forma tabulada em arquivos com um formato chamado
RCC (Reporter Code Count), extraidos através de um pendrive.

O sistema nCounter (NanoString Technologies, Seattle, WA, EUA) é um dispositivo
automatizado que requer pouco tempo de atividades de bancada e pode processar até 12

amostras distintas simultaneamente.

4.7.2.2 Protocolo técnico da andlise génica:

Seguindo o protocolo recomendado pelo kit nCounter XT CodeSet Gene Expression
Assays, deve ser preparado um master mix para 12 amostras por vez: adicionando 70 uL do
buffer de hibridizacdo em um microtubo contendo a sonda reporter (fornecido pelo kit). Apds
etiquetar os tubos de hibridizacao, é adicionado 8 puL do master mix em cada um dos 12 tubos.
Posteriormente adiciona-se 5uL da amostra de RNA total a cada um dos microtubos, seguido
da adicdo de 2uL da sonda capture (Figura 8). Imediatamente, os microtubos sdo levados para
a etapa de hibridizagdo a 65°C durante 21 horas no termociclador pré-aquecido.

Apds a finalizacdo da etapa de hibridizacdo, as amostras sao transferidas para uma
estacdo de preparacdo automatizada (PrepStation) para purificacdo e preparacdo das
amostras dentro dos cartuchos (nCounter® Cartridge). Este processo tem durac3o aproximada
de 3 horas e 30 minutos. Finalmente, os cartuchos contendo os complexos imobilizados e
alinhados s3o transferidos manualmente para o nCounter Digital Analyzer (NanoString®
Technologies), que procederd com a leitura digital dos complexos formados pelos genes e
amostras, identificados por um barcode unico, fornecendo cerca de 600 imagens de alta

resolucdo por amostra. Este processo tem a duracdo de 1 hora e 30 minutos.
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1. Create Master Mix

r =+ Add 70 plL to Reporter CodeSet - - -

‘ A/
Hybridization Butfer [  ReporterCodeset [l MasterMix |
Invert to mix and spin down. Thaw at room temperature, then Invert to mix and spin down.

invert to mix and spin down.

2. Set up Hybridization Reactions

To each tube, add: . _ . 13 puLtotal volume per tube

8 uL Master Mix L S L,

isusme HEEN

RNase-free Water
(if needed)

7999

5. Complete Hybridization Reactions

To each tube, add: 15 pL final volume after addition of Capture ProbeSet
2 L Capture ProbeSet B

1. Cap tubes. ; ; '

2. Mix by inverting tubes.

3. Briefly spin down.

4, Incubate at 65°C. 7Y

Fonte: brochura eletronica da NanoString® Technologies.

Figura 8 - Workflow para nCounter XT gene expression assays.

4.8 Analise bioinformatica

Os valores brutos obtidos no equipamento nCounter Digital Analyzer, foram exportados
em formato RCC em uma midia removivel. Os dados em formato RCC foram entdo importados
para analise de bioinformdtica em ambiente estatistico-matematico R Studio (R-project
v3.6.6; The R Foundation, Viena, Austria), utilizando um pacote de pré-processamento, que
originalmente foi desenvolvido para normalizacdo e processamento de dados neste ambiente
estatistico-matematico chamado NanoStringNorm. O NanoStringNorm é portanto um
conjunto de ferramentas utilizadas para pré-processar, executar diagndsticos e visualizar
dados de expressdo do Nanostring nCounter®?. Este pacote serd utilizado no Galaxy, que se

trata de uma ferramenta de interface user-friendly, e visa tornar a biologia computacional
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acessivel a pesquisadores que ndo possuem experiéncia em programacao de computadores
ou administracao de sistemas e que executa os scripts na linguagem R. O Galaxy é um software
gue se diferencia pela sua aceitabilidade de diferentes pacotes utilizados para a analise
comparativa de dados gendmicos, por isso foi escolhido para as andlises de controles de
qualidade e de normalizacdo dos dados'®3.

A etapa de normalizacdo dos dados tem como objetivo corrigir minimas flutuacdes
técnicas entre as amostras submetidas a condi¢cdes experimentais. A normalizacdo é entdo
uma ferramenta utilizada na tentativa de reduzir a variacdo exagerada de contagem entre
amostras ocasionadas por algum fator técnico e/ou bioldgico%4.

Esta normalizacao é feita pela multiplicacdo dos valores de contagem das moléculas por
um fator de normalizacdo dividido pela soma de cada amostra. Estes cdlculos sdo obtidos
automaticamente pelo software Galaxy.

Os dados foram normalizados por quantil, nos quais, os valores sdo multiplicados por
um fator de normalizacdo previamente calculado. Este fator de normalizacdo corresponde a
razdo entre a média aritmética e média geométrica de todos os valores de contagens dos
genes. A etapa de normalizacdo sera realizada utilizando o software Galaxy. Os dados ja
normalizados foram novamente importados ao ambiente R para analise estatistica e geracao
de graficos especificos tais como boxplots, PCAs e heatmaps. Para essa etapa foi realizado o
teste T considerando o nivel de significancia de p < 0,05 e Fold Change de 1,5 (ou seja, quantas
vezes um gene estd expresso com relacdo ao outro grupo amostral que estd sendo

comparado).

4.9 Analise estatistica
4.9.1 Calculo amostral

Embora sendo uma amostra por conveniéncia, realizamos o calculo do tamanho
amostral com a finalidade de estimar o poder estatistico do presente estudo. Com base nos
dados do trabalho pivotal de Motzer et al.’?, realizamos o calculo amostral para sobrevida
livre de progressao (SLP), e, considerando uma diferenca clinicamente relevante (HR 0,42) em
SLP com nivel de significancia de 5%, uma amostra de 60 pacientes proporcionaria um poder
estatistico de 90%. Também, realizamos calculo amostral para taxa de resposta ao sunitinibe
com base na atualizacdo do trabalho de Motzer et al ®° e, levando em conta um nivel de

significancia de 5%, o tamanho amostral de 60 pacientes confere um poder estatistico de 80%.
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4.9.2 Método estatistico

Para finalidade deste estudo, o levantamento dos dados de interesse foi realizado por
meio de ficha individual padronizada. Para registro e arquivo das informacdes, bem como o
posterior processamento estatistico, foi criado um banco de dados especifico em SPSS com os
elementos epidemioldgicos, clinicos patolégicos, e de desfechos de resposta e de sobrevida
dos pacientes incluidos no estudo.

Para testar a associacdo entre a frequéncia de expressdo génica e os diferentes
subgrupos patoldgicos em estudo, foi utilizado o teste de x2 ou teste exato de Fisher. Curvas
de sobrevida foram desenvolvidas usando o método de Kaplan-Meier.

Estimamos a sobrevida livre de progressdo (SLP) e a sobrevida global (SG). A SLP foi
definida como o tempo desde o diagndstico da metdstase até a primeira progressao de doencga
ou morte por qualquer causa (a que ocorrer primeiro). Caso a progressao de doenga ainda
nado tenha ocorrido, os pacientes foram censurados na data do ultimo seguimento. A SG foi
definida como o tempo entre a data do diagndstico da metastase até a data do dbito por
gualquer causa ou censura na data do ultimo seguimento, caso o ébito ndo tenha ocorrido.

As variaveis das caracteristicas clinicas e patolégicas foram comparadas utilizando o
teste de Log-rank. Posteriormente, através da regressao logistica verificamos a relacdo
conjunta entre as caracteristicas do paciente, taxa de resposta, sobrevida livre de progressao
e sobrevida global, utilizando o modelo reduzido (método de Backward). Para isso,
selecionamos apenas as varidveis que obtiverem p-valor menor que 0,2 em teste anterior.

Os resultados foram considerados significativos quando p < 0,05. Todas estas analises
estatisticas foram realizadas no programa IBM-SPSS para Windows/Mac, versdo 23.0 (SPSS

Inc., Chicago, IL, USA).
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5 RESULTADOS

5.1 Formacgao amostral

A partir do levantamento retrospectivo do periodo entre janeiro de 2009 e janeiro de
2018 no Hospital de Cancer de Barretos foram incluidas no estudo uma amostra por
conveniéncia de 84 pacientes. Do levantamento inicial, um total de 24 pacientes foram
excluidos: 3 pacientes que ndo receberam nenhum ciclo sunitinibe; 4 pacientes que
apresentavam um segundo primario com indicacdo de tratamento; 5 pacientes que nao
apresentaram registro de dados de resposta ao tratamento; 6 pacientes foram excluidos apds
revisdo histopatoldgica ndo confirmar a histologia de CCR do tipo células claras; 6 pacientes
por material insuficiente para realizar analise molecular (Figura 9).

Apds aplicacdo dos critérios de exclusdo, a amostra final contou com 60 pacientes. Dos
pacientes incluidos, 34 foram alocados no grupo dos respondedores e 26 no grupo dos nao
respondedores, apds etapa de "Definicdo dos grupos de resposta" pelos critérios

estabelecidos no item 4.6 da metodologia.

Pacientes Incluidos

(n = 84)

N3o receberam

Sunitinibe
(n=3)
Pacientes com
2° primario
(n=4)
Sem dados de
resposta
(n=15)
Patologia
(n=6)

Analise Molecular
(n=6)

Amostra Final

(n =60)

Figura 9 - Fluxo das amostras finais incluidas no estudo.



5.2 Caracteristicas epidemioldgicas e clinico-patolégicas

Com base nos levantamentos de
dados epidemioldgicos e clinico-patolégico
dos 60 pacientes com carcinoma renal de
células claras metastdticos que usaram
sunitinibe na primeira linha de tratamento,
sumarizamos as variaveis agrupadas das
principais caracteristicas demograficas e
clinico-patoldgicas da populagdo (Tabela 2).

Da série avaliada encontramos uma
maior prevaléncia de pacientes do sexo
masculino (66,7%), correspondendo a uma
propor¢ao de aproximadamente 2:1, com
relacdo ao sexo feminino. A idade mediana
ao diagnéstico foi de 59 anos, variando de
29 - 76 anos, sendo que os pacientes < 60
anos corresponderam a 58,3%. Os
pacientes brancos formaram 66,7% dos
casos, os pacientes negros/pardos 31,7% e
um paciente ndo possuia dados de cor
(1,7%) (Tabela 2).

A mediana do IMC foi de 26,9. Os
pacientes com IMC > que 25 representaram
metade da amostra e aqueles com IMC < 25
foram 33,3%, e os pacientes sem dados
disponiveis para o cdlculo desta variavel
somaram 16,7% (n=10) (Tabela 2).

No aspecto clinico-patolégico, o
subtipo histoldgico de células claras sem
outra especificagdo compreendeu 85% das
amostras

amostras e 55% das

corresponderam ao alto grau de Furhman.

30

Tabela 2 — Caracteristicas da populagdo.

Variavel
Sexo — % (n)
Masculino
Feminino
Idade mediana — anos (min-max?)
Cor — % (n)
Branco
N&o-branco®
Missing ¢©
Amostra do Tumor Primdrio — % (n)
Nefrectomia
Core bidpsia
IMC — % (n)
225
<25
Missing 2
Subtipo Histolégico — % (n)
Cel. C. sem outra especificagdo
Cel. C. especificada
Grau de Furhman — % (n)
Baixo Grau (I - 1)
Alto Grau (Il - 1V)
Missing 2
Tamanho do Tumor Primdrio — % (n)
<10cm
>10cm
Estadiamento TNM — % (n)
Metastatico
N3o-metastatico
Grupo de Risco pelo IMDC — % (n)
Favoravel (0 FR)
Intermediario (1 -2 FR)

Pobre (= 3 FR)

Amostra
(N=60)

66,7 (40)
33,3 (20)
59 (29 - 76)

66,7 (40)
31,7 (19)
1,7 (1)

96,7 (58)
3,3(2)

50 (30)
33,3 (20)
16,7 (10)

85 (51)
15 (9)

36,7 (22)
55 (33)
8,3 (5)

63,3 (38)
36,7 (22)

45 (27)
55 (33)

20 (12)
70 (42)
10 (6)

IMC: indice de massa corpdrea; Cel. C.: células claras; TNM: tumor; nodal;
mestastdse; IMDC: International Metastatic Database Consortium; FR: fator

de risco

2: Pacientes com dados de insuficientes para o calculo da variavel.

1: min: valor minimo; max: valor maximo.

b: Nesta agrupamento estdo os negros (5%) e pardos (26,7%).
¢: Pacientes com dados de insuficientes para o célculo da varidvel
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(Tabela 2). A mediana de tamanho do tumor primdrio ao diagndstico foi de 9cm (min. 4 - max.
20cm), sendo que 63,3% dos pacientes apresentaram tumores primarios de < 10cm. Com
relacdo ao estadiamento TNM, 55% dos pacientes ao diagndéstico tinham doenga ndo-
metastdtica e o restante, 45%, eram metastdticos ao diagndstico (Tabela 2).

A classificacdo de risco de acordo o IMDC foi realizado. O grupo de risco intermedidrio
representou a maioria dos casos (70% dos pacientes), seguido do grupo de risco favoravel
(20%) e por ultimo o grupo de risco pobre (10%) (Tabela 2).

Com relacdo a frequéncia dos principais sitios de metastase dos pacientes do estudo,
encontramos a maior prevaléncia de lesdes a distancia no pulmao, seguido dos linfonodos,

adrenais e ossos (Figura 10).

adrens! | 250
ossos | 250
Fizaco | 16,7%

SNC F 5,0%

0,0% 10,0% 20,0% 30,0% 40,0% 50,0% 60,0% 70,0%

Figura 10 - Frequéncia dos sitios de metastases.
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5.3 Taxa de Resposta Global (TRG) e Objetiva (TRO)

Os grupos de resposta foram classificados como respondedores e ndo-respondedores,
conforme avaliacdo de taxa de resposta realizada pelo radiologista, utilizando os critérios do
RECIST 1.1%8. O grupo dos respondedores corresponde aos pacientes que apresentaram
resposta completa, resposta parcial ou doenca estavel; o grupo dos ndao-respondedores sao

aqueles pacientes que apresentaram progressao de doenca ou dbito.

A taxa de resposta ao Tabela3 - Dados de taxa de resposta global e resposta objetiva.

sunitinibe foi de 56,7%, destes, Grupos de Resposta Tipos de Resposta®
Resposta Global ® Resposta Objetiva®
1 o)
1 paciente (1'76) apresentou Respondedores — % (n) 56,7 (34) 30(18)
resposta completa, 17 pacientes Resposta Completa 1,7 (1) 1,7 (1)
(28,3%) apresentaram resposta Resposta Parcial 28,3 (17) 28,3(17)
parcial e 16 pacientes (26,7%) I A/t
, Ndo-respondedores — % (n) 43,3 (26) 70 (42)
apresentaram doenca estavel
Doenga Estavel o 26,7 (16)
(Tabela 3). ;
Progressdo de Doenga 30(18) 30(18)
O grupo dos ndo- Morte 13,3 (8) 13,3 (8)

respondedores compreendeu

2: Tipos de resposta ao tratamento em que os grupos dos respondedores e ndo-respondedores

foram avaliados.

b: Resposta global: engloba os pacientes que tiveram resposta completa, parcial e doenga estavel

¢: Resposta objetiva: engloba somente os pacientes que tiveram resposta completa e parcial.

pacientes (30%) apresenta ram Neste grupo de avaliagdo, os pacientes com doenga estdvel ndo entra no grupo de
respondedores.

43,3% dos casos, sendo que 18

progressdao de doenca e 8
pacientes (13,3%) foram a 6bito antes da avaliagdo de resposta. Como mostrado também na
tabela 3, avaliamos também a taxa de resposta objetiva relacionada ao tratamento com
sunitinibe. Esta, representa somente os pacientes que tiveram resposta completa e resposta
parcial.

Através do teste exato de Fisher, investigamos a associacdo entre a os grupos de risco
pelo IMDC e os grupos de resposta ao tratamento com sunitinibe com a finalidade de observar
a existéncia de alguma correlagcdo com significancia estatistica entre os grupos. Nao foi
encontrada associagdo significativa entre os grupos de risco do IMDC e os grupos de resposta

ao tratamento (p= 0,138).

5.4 Sobrevida Livre de Progressao (SLP)
A sobrevida livre de progressao (SLP) foi calculada com a ocorréncia de 95% dos eventos

na amostra do estudo, o que corresponde a 57 pacientes.
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A SLP mediana dos pacientes incluidos no estudo foi de 13 meses (IC95% de 9,7 - 17,5

meses). A sobrevida livre de progressao aos 12 meses foi de 55% (Figura 11).

Sobrevida Livre de Progressao

1.007] SLP mediana: 13 meses (IC95% de 9,7 - 17,5 meses)
0.757
£
=
£
3 0.50
g o
=
0.25+
0.00 T T T T T T T '] T
0 12 24 36 48 60 72 84 96

Tempo SLP meses

Figura 11 - Estimativa da sobrevida livre de progressao (Kaplan-Meier).

Os pacientes que responderam ao tratamento com sunitinibe (grupo dos
respondedores) apresentaram uma maior SLP quando comparada ao grupo dos nao-
respondedores. O grupo dos respondedores apresentou uma SLP mediana de 27,4 meses
(1C95% 18 - 36,7 meses) versus 7,5 meses (IC95% de 5,1 - 9,8 meses) do grupo dos ndo-
respondedores (p < 0.0001) (Figura 12).

Em andlise univariada, a resposta ao tratamento, o grupo de risco favoravel pelo IMDC,
0 baixo grau de Furhman e aqueles com IMC = 25 apresentaram uma melhor SLP, com

diferenca estatisticamente significante (Tabela 4).
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SLP em funcao da Resposta

1.004 - Respondedores: 27,4 meses (IC95% 18 - 36,7 meses)
' — - Ndo-respondedores: 7,5 meses (IC95% de 5,1 - 9,8 meses)
l
L * Diferenga na mediana SLP: 19,9 meses (p < 0.0001)
0.7577 L
1
1] L
o {
T
3 |
g L
W 0.507 -
" L
= 1 +
0.254 L
Y ® Respondedor
L L‘ ® N3o-respondedores
0.00 T T T T T T T T
0 12 24 36 48 60 72 84 96
Tempo SLP meses

Figura 12 - Kaplan-Meier da SLP e taxa de resposta ao tratamento.

A sobrevida livre de progressao dos diferentes grupos de risco IMDC estdo sumarizados
também na tabela 4. Os pacientes com risco favordvel, intermedidrio e pobre risco
apresentaram respectivamente uma mediana de SLP de 23,4 meses, 13,6 meses e 3,6 meses
(p <£0,0001). Pacientes com baixo grau de Furhman atingiram uma mSLP de 18,6 meses versus
9,4 meses nos pacientes com alto grau (p = 0,037). Na andlise do indice de massa corpdrea
(IMC), os pacientes com IMC = 25 apresentaram um ganho de 9,1m em mSLP, quando
comparado aos pacientes com IMC < 25 (p = 0,049).

Em analise multivariada da SLP realizada através da regressao logistica, utilizando o
modelo reduzido (método de Backward), somente a resposta ao tratamento foi associada a
uma diminuicdo no risco de progressdao de doenca com significdncia estatistica naqueles

pacientes que responderam ao tratamento (HR 0,03; IC95% 0,009 - 0,093; p < 0,001).



Tabela 4 — Anadlise univariada da sobrevida livre de progressao.
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Variavel

Resposta ao tratamento
Respondedores
Nao-respondedores

Grupo de Risco pelo IMDC®
Risco Favoravel
Risco Intermediario
Risco Pobre

Grau de Furhman
Baixo Grau
Alto Grau

Indice de Massa Corpdrea

225

SLP mediana (m?)

27,4

7,5

23,4
13,6

3,6

18,6

9,4

19,4

10,3

IC 95%

(18 -36,7)

(5;1 - 9:8)

(10,9 -35,9)
(9,6-17,7)

(0r4 - 619)

(9,4-27,7)

(6,9-11,9)

(8,5-30,3)

(1-21,3)

p valor

<0,0001

<0,0001

0,037

0,049

2 "m": meses.

b: IMDC: International Metastatic Database Consortium
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5.5 Sobrevida Global (SG)
Ap0ds atualizacdo dos dados de sobrevida global (SG), constatamos a ocorréncia de 48
Obitos (80% dos casos). Com esta proporg¢do de eventos, a mediana de SG foi de 34 meses

(1C95% de 21,4 - 46,5 meses). A sobrevida global aos 12 meses foi de 76% (Figura 13).

Sobrevida Global
Lo l SG mediana: 34 meses (IC95% de 21,4 - 46,5 meses)
L
0.8+ 4
i
1,
g 064 L
=
E ]
3
3 L
u LS.
0.4+ T
! |
R
i
0.2+
0.0 T T T T T T T T T T T T
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144

Tempo de SG (meses)

Figura 13 - Estimativa da sobrevida global (Kaplan-Meier).

Em andlise univariada da mediana de sobrevida global, as varidveis de resposta ao
tratamento, o grupo de risco IMDC, o grau de Furhman e o IMC, apresentaram diferenca
estatisticamente significante entre os subgrupos, conforme exibido na tabela 5. Destacamos
gue com relagdo ao grupo de Risco IMDC, a mSG do subgrupo de risco favoravel foi de 43,7
meses, do grupo de risco intermedidrio foi 35 meses e do risco pobre foi de 5,3 meses.

Em analise multivariada da SG realizada através da regressao logistica, somente a
resposta ao tratamento foi associada a uma diminuicdo no risco de morte nos pacientes que

responderam ao tratamento (HR 0,07; IC95% 0,028 - 0,184; p < 0,001).
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Tabela 5 — Anadlise univariada da sobrevida global.

Variavel
SG mediana (m?) IC 95% p valor
Resposta ao tratamento
Respondedores 54,5 (37,7-71,4) <0.0001
N3o-respondedores 12,7 (8,5-16,9)
Grupo de Risco IMDC®
Risco Favoravel 43,7 (37,6 —49.7) <0.0001
Risco Intermediario 35,0 (19,4 - 50,5)
Risco Pobre 5,3 (3,2-7,4)
Grau de Furhman
Baixo Grau 37,7 (20,2-55,3) 0.021
Alto Grau 19,6 (9,6 — 29,5)
Indice de Massa Corpdrea
225 43,7 (36,3-51,1) 0.016
<25 15,0 (1-30,6)

a; IMDC: International Metastatic Database Consortium
b: m: meses.




As curvas de Kaplan Meier da SG em relagdo aos grupos de resposta ao tratamento e

IMDC sao mostradas respectivamente nas figuras 14 e 15.

SG em funcao da Resposta

leo—j - Respondedores: 54,5 meses (IC95% 37,7 - 71,4 meses)
q - Ndo-respondedores: 12,7 meses (IC95% de 8,5 - 16,9 meses)
* Diferenga na mediana de SG: 41,8 meses (p < 0.0001)
0754 | 1
S [
=
=1
g |
z 0.50 {
g L e
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® Nao-respondedores
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Figura 14 - Kaplan-Meier da sobrevida global relacionada a taxa de resposta ao tratamento.

SG em funcdo do IMDC

1,00 - Risco Favoravel: 43,7 meses (IC95% 37,6 - 49,7 meses)
- Risco Intermediario: 35 meses (IC95% de 19,4 - 50,5 meses)
- Risco Pobre: 5,3 meses (IC95% de 3,2 - 7,4 meses)
* Nivel de significancia nas diferengas das medianas de SG: p < 0.0001
0,757
=
£
§ 0,50
[
v
® Risco Favoravel
® Risco Intermediario
® Risco Pobre
0,254
0,00 T T T T T T T T T T T T T
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156

Tempo SG (meses)

Figura 15 - Kaplan-Meier da sobrevida global relacionada ao IMDC.
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5.6 Perfil de expressao génica
5.6.1 Controle de qualidade dos dados de nanostring e sua normalizagao

Iniciamos as andlises verificando a qualidade dos dados em busca da existéncia de
possiveis inconsisténcias na qualidade das amostras. Os dados brutos do nCounter Digital
Analyzer (arquivos RCC) foram exportados para o software nSolver 3.0 (NanoString
Technologies, Seattle, Washington, EUA), com a finalidade de avaliarmos o desempenho geral
do ensaio. Para isso, utilizamos os controles de qualidade do préprio software nSolver, como
binding density, imaging QC, bem como da linearidade de controles positivos e negativos.
Todas as amostras passaram nos controles de qualidade técnicas.

Na sequéncia, exportamos os dados brutos do software nSolver para uma planilha .x/s
(eXcel Spreadsheet) com o objetivo de prosseguir com as avaliagGes de qualidade e também
de normalizacgdo utilizando o pacote Quantro package, dentro do ambiente R Studio (R versao
3.6.6). Este pacote auxilia na avaliacdo da qualidade do dado bruto, na observacdo de
diferencas significativas de expressao entre os cartuchos, verificando, portanto, a existéncia
dos chamados Batchs de cartuchos (problemas técnicos relacionados aos cartuchos ou entre
seus lotes). Além disso, apoia na analise das diferencas na distribuicdo global de grupos de
interesse, que nos ampara na escolha do método de normalizacdo. Nesta etapa, nao
constatamos erros de contagem amostral (flags) que evidenciassem problemas genéricos no

nSolver, tampouco foram verificados batchs de cartuchos (Figura 16).

Log2 raw counts

Figura 16 - Representac¢do dos cartuchos com 12 amostras cada, diferenciados por cores. No eixo
horizontal inferior estdo representadas as amostras, iniciadas com a letra "S"; No eixo vertical &

esquerda estao representados os logs de contagem de genes.
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Na etapa seguinte, utilizamos o filtro missing com cutoff de 20 contagens em todas as

Tabela 6 — Controles positivos e negativos. amostras para eliminar genes de baixa contagem.
Code Class Em seguida, realizamos uma inspecao visual para
Name s03 S05 o - .
avaliacdo dos controles positivos e negativos das
Positive POS_A 26657 27441
Positive POS_B 7401 8058 amostras pelo pacote NanoStringNorm. Na
Positive POS_C 2066 2239 avaliacdo destes controles foram gerados tabelas
Positive POS_D 467 530 - .
- e graficos que mostram a qualidade dos dados.
Positive POS_E 84 83
. Espera-se que os controles positivos apresentem
Positive POS_F 39 42
Negative  NEG_A 7 7 um aumento linear do nivel de contagem de
Negative ~ NEG_B 4 3 "POS_F" até o "POS_A" e que os controles
Negative NEG_C 5 6 . , . .
negativos apresentem um nivel similar de baixa
Negative NEG_D 8 8
T —— ) g contagem, conforme exemplificado na Tabela 6.
Negative NEG_F 8 9 Convertendo as informacdes dos exemplos
Negative  NEG_G . 8  amostrais acima em graficos, observamos que os
Negative NEG_H 4

controles positivos apresentam aumento linear

do nivel de contagem préxima a linha ascendente do grafico, e os controles negativos se
mostram com expressao baixa e um nivel similar de contagem, sendo representado no grafico

de forma agrupada e abaixo a linha dos controles positivos, conforme esperado (Figura 17).
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Figura 17 - Controles positivos lineares, e negativos agrupados. Os controles positivos (pontos verde-
claros) aparecem em ascensdo linear, enquanto os controles negativos (pontos alaranjados) aparecem

agrupados com contagem inferior aos controles positivos.
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Apds as etapas de controle, procedemos com a normalizacdo dos dados. Para tal,
executamos a normalizacdo por Quantil utilizando o software NanoStringNorm dentro do
ambiente R (Figuras 18 e 19). Apds normalizacdo, ndo foram constatadas perdas devido a

correcao na disparidade da contagem de genes, nem na propor¢ao de missing.

15

Figura 18 - Genes enddgenos antes da Normalizagdo: no eixo horizontal inferior estdo representadas

as amostras, iniciadas com a letra "S"; no eixo vertical 4 esquerda estd representados o log; da

contagem dos genes.

Figura 19 - Genes enddgenos apds a Normalizagdo: no eixo horizontal inferior estdo representadas as

amostras, iniciadas com a letra "S"; no eixo vertical 4 esquerda estd representados o log, da contagem

dos genes.
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5.6.2 Perfil de expressao génica diferencial entre os grupos de resposta
Utilizando o pacote NanoStringNorm no ambiente R Studio, avaliamos a expressao

génica diferencial das amostras entre os grupos de resposta (respondedores e nao-

Tabela 7 — 31 genes diferencialmente expressos Tabela 8 — 30 genes diferencialmente expressos
(TRG). (TRO).
Genes Genes

P!_Respondedores FC?>_Respondedores P'_Respondedores  FC?_Respondedores
Al 0,0067 0,9 Al 0,047 0,7
B2 0,047 0,6 F32 0,017 0,6
c3 0,0032 0,9 c3 0,017 0,8
D4 0,0036 0,8 G33 0,045 0,7
ES 0,03 0,7 D4 0,011 0,7
E6 0,017 0,6 H34 0,048 0,7
G7 0,004 0,8 19 0,021 0,8
G8 0,035 0,8 135 0,0028 0,7
19 0,00028 1 J36 0,05 0,8
J10 0,047 0,6 K37 0,031 0,8
K11 0,01 0,6 J10 0,027 0,7
L12 0,021 0,6 L38 0,022 -0,6
M13 0,019 0,7 M39 0,027 11
N14 0,0032 0,7 N40 0,0072 0,7
015 0,0072 06 041 0,02 0,7
P16 0,05 0,6 N14 0,022 -0,7
Q17 0,04 0,7 P42 0,01 0,6
R18 0,0051 -0,6 Q43 0,0085 -0,9
S19 0,0027 0,6 P16 0,0047 -0,8
T20 0,017 0,7 Q17 0,019 0,8
u21 0,04 0,6 R44 0,021 0,6
V22 0,012 08 s45 0,0087 0,6
X23 0,04 0,6 519 0,013 0,6
W24 0,026 0,7 T20 0,016 -0,7
Y25 0,016 0,6 Ta6 0,012 -0,6
226 0,022 0,6 ua7z 0,021 -0,8
A27 0,018 0,7 V48 0,008 -0,9
B28 0,024 0,8 Y25 0,029 0,7
c29 0,049 0,7 D30 0,026 -0,6
D30 0,023 06 X49 0,036 0,6
E31 0,022 -0,6
*: p valor *: pvalor

%: Fold Change. %: Fold Change.
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respondedores), levando em conta a expressao de genes diferencialmente expressos com fold
change de 1,5 e com nivel de significancia estatistica de 95% (p=0,05).

Na andlise amostral do perfil de expressdao génica diferencial entre os grupos de
resposta, considerando a taxa de resposta global (TRG), encontramos 31 genes
diferencialmente expressos capazes de identificar com significancia estatistica o grupo dos
respondedores, ou seja, aqueles pacientes que apresentaram resposta ao tratamento com
uso de sunitinibe na 12 linha terapéutica do carcinoma renal de células claras metastaticos,
na amostra do presente estudo (Tabela 7).

Na mesma andlise amostral do perfil de expressao génica diferencial entre os grupos de
resposta, mas agora considerando a taxa de resposta objetiva (TRO), obtivemos 30 genes
diferencialmente expressos capazes de identificar os pacientes respondedores ao sunitinibe
na 12 linha terapéutica do carcinoma renal de células claras metastaticos (Tabela 8).

Ainda na analise génica diferencial entre grupos de resposta, apresentamos nas Figuras
21 e 22, os heatmaps com o agrupamento hierdrquico dos genes diferencialmente expressos,
entre o grupo de pacientes respondedores e ndao respondedores, observados tanto na TRG

(Figura 20), quanto na TRO dos pacientes tratados com sunitinibe (Figura 21).
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Figura 20 - Heatmap com agrupamento de genes diferencialmente expressos de acordo ao grupo de
resposta global. No eixo horizontal estdo representadas as amostras do estudo iniciadas com a letra "S";
no eixo vertical a direita estdo os genes enddgenos diferencialmente expressos e agrupados conforme os
grupos de resposta (respondedor e ndo-respondedor); Genes com mais alta expressdo estdo representados

em vermelho; Genes com mais baixa expressdo estdo representados em azul;
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Group
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Figura 21 - Heatmap com agrupamento de genes diferencialmente expressos de acordo ao grupo de
resposta objetiva. No eixo horizontal estdo representadas as amostras do estudo iniciadas com a letra
"S"; no eixo vertical & direita estdo os genes enddgenos diferencialmente expressos e agrupados
conforme os grupos de resposta (respondedores e nao-respondedores); Genes com mais alta
expressao estdo representados em vermelho; Genes com mais baixa expressao estdo representados

em azul;

Na figura 22, apresentamos o diagrama de Venn, que evidencia os genes que sao

comuns na resposta global e na resposta objetiva.

RESPOSTA GLOBAL RESPOSTA OBIJETIVA
, G8 > H34
E6 e o
e 29 / — Gz
/G7 B2 /Al J36
L12 / s19 35
a1 V22 [ 3 K37 \ao
19
| K11 26 b4 T20
[ { p3o | 38 - P42
x R18 ‘ ‘
\ o1 X23 | P16 10 041
Q43 s45
E31 Y25 N14
«\ \ R44 )
. B28 M13 T46 X49
AN \\QH 4
w24 4 va7

A27 P

Figura 22 - Diagrama de Venn com os genes de resposta global e resposta objetiva ao tratamento.
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5.6.3 Curva ROC individual e combinada dos genes associados a resposta

Com objetivo de avaliar a sensibilidade e especificidade dos genes diferencialmente
expressos relacionados a taxa de resposta, realizamos curvas ROC (receiver operating
characteristic) individuais e combinada dos genes que classificam as amostras em
respondedores e ndo respondedores, utilizando-se de um fold change de 1,5 com nivel de
significancia estatistica de 95% (p=0,05). A forma de uma curva ROC e da sua AUC (area under
the curve) nos auxilia a quantificar o poder discriminativo de um teste ou biomarcador®, A
AUC pode ter qualquer valor entre 0 e 1, sendo o AUC de 1,0 um teste discriminatério
diagndstico perfeito, enquanto um teste ndo discriminatdrio tem uma drea menor que 0,5'%,
Em geral uma AUC entre 0,7 e 0,8 é considerada aceitavel para diferenciar um teste
discriminatdrio de dois grupos'©®.

Realizamos a curva ROC com os genes diferencialmente expressos conforme os grupos
de resposta (respondedores e ndo-respondedores), levando em conta a taxa de resposta

global ao tratamento. Os resultados sao mostrados nas tabelas 9 e 10.

Tabela 9 — Lista de genes das curvas ROC! individuais
(grupo dos respondedores).

Tabela 10 — Lista de genes das curvas ROC! individuais
(grupo ndo-respondedores).

Genes Genes

Sensibilidade  Especificidade cutoff? AUC3 Sensibilidade  Especificidade cutoff 2 AuC3
19 0,676470588 0,846153846 5,066 0,75113 K11 0,653846154 0,705882353 5,524 0,724547511
G7 0,617647059 0,730769231 2,585 0,72681  R18 0,769230769 0,647058824 7,596 0,721719457
S19 0,647058824 0,807692308 5,845 0,72002 N14 0,769230769 0,558823529 2,322 0,719457014
D4 0,676470588 0,692307692 3,248 0,71833 015 0,615384615 0,705882353 9,563 0,694004525
c3 0,676470588 0,653846154 2 0,70984 M13 0,730769231 0,558823529 2 0,69061086
L12 0,794117647 0,615384615 7,331 0,70645 E31 0,576923077 0,794117647 6,15 0,688348416
Al 0,794117647 0,653846154 2 0,70305 T20 0,692307692 0,676470588 4,459 0,680429864
B28 0,647058824 0,692307692 7,017 0,68948 D30 0,576923077 0,676470588 8,637 0,661764706
E6 0,676470588 0,730769231 6,209 0,68269 C29 0,615384615 0,647058824 11,37 0,647624434
226 0,735294118 0,615384615 4,728 068213 G8 0,653846154 0,588235294 3,459 0,638574661
V22 0,529411765 0,769230769 6,18 0,67873 P19 0,576923077 0,676470588 3,807 0,632352941
J10 0,764705882 0,653846154 5,781 0,6776 B2 0,653846154  0,529411765 2,585 0,625
ES 0,647058824 0,615384615 3,524 0,67534
Y25 0617647059  0,730769231 7,788 067534 ES;}?’;,‘::“:Z’ perating Characteristics):
X23 0,588235294 0,769230769 7,14 0,67421 3: AUC (Area Under the Curve): Area sob a curva.
w24 0,676470588 0,653846154 6,5 0,66233
Q17 0,676470588 0,576923077 3,459 0,65724
u21 0,588235294 0,653846154 8,963 0,65724
A27 0,529411765 0,692307692 2 0,64649

1: ROC (Receiver Operating Characteristics):
2: Cutoff: Ponto de corte
3: AUC (Area Under the Curve): Area sob a curva.
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Aplicando o ponto de corte do AUC em 0,7 identificamos 10 genes acima deste AUC (19;
G7; K11; D4; S19; R18; A1; C3; N14; L12), sendo 7 no grupo dos respondedores e 3 no grupo
de ndo respondedores (Figura 23).

A partir dos 10 genes acima identificados com AUC > 0,7, procedemos com a elaboracao
da curva ROC combinada (Figura 24). Para tanto, foi utilizada a regressao logistica combinando
os dados de expressdao dos genes individualmente, com a finalidade de identificar uma
associacdo de expressdao que melhor classifica o grupo de pacientes que respondem ao
tratamento (respondedores) com o sunitinibe. Para isso foi aplicado o método backward do
pacote MASS (Modern Applied Statistics with S) em ambiente R Studio, para selecionar o
melhor conjunto de genes para o modelo de regressao.

Apds realizacdo da regressao, obtivemos o resultado da expressdo combinada de 3
genes que se mostraram capazes de melhor identificar o "grupo dos respondedores",
conforme a associacdo do nivel de expressdo de cada um: gene R18 (baixa expressao); gene
N14 (baixa expressdo); gene C3 (alta expressdo). A combinacdo da expressdo destes genes
apresentou uma sensibilidade de 88,2% e especificidade de 84,6%, para identificar o grupo
dos respondedores, com um AUC de 0,896, levando em conta a combinacdo linear da

expressao dos genes (Figura 24).
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Ir.eta = 0.461

@« _| Sens: 88.2%
© Spec: 84.6%
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Model: Status ~ predict(stepwise.model)

Area under the curve: 0.896

T T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

1-Specificity

Figura 24 - Curva ROC combinada dos genes C3, N14 e R18 no grupo dos respondedores.

Sens: sensibilidade; Spec: especificidade.
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5.6.4 Desfechos de sobrevida e perfil de expressao génica diferencial

Considerando a mediana de expressdo (em baixa expressdo e alta expressao) dos 10
genes diferencialmente expressos, avaliamos a relacdo dos mesmos com os desfechos de
sobrevida livre de progressao (SLP) e de sobrevida global (SG). A finalidade foi de explorar
possiveis associacdes entre a expressao dos genes e os desfechos de sobrevida.

Desta forma, observamos desfechos significativos somente para os genes R18 e 19. A
baixa expressdo do gene R18 foi associada a uma SLP mediana de 19,0 meses (IC95% 14,2 -
40,9 meses) versus 10,4 meses (IC95% 6,4 - 23,4 meses; p= 0,024) quando comparado aos
pacientes que apresentaram alta expressdao do gene. Uma maior SLP também foi observada
com a alta expressao do gene 19, com uma mediana de 23,5 meses (IC95% 13,6 - 42,1 meses)
versus 9,5 meses (IC95% 7,5 - 16,1 meses; p= 0,014) quando comparado aqueles pacientes

gue apresentaram baixa expressdo do gene (Figura 25).

Gene R18 Gene 19
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Figura 25 - Kaplan-Meier com dados de sobrevida livre de progressdo (SLP) associado a expressdo dos
genes R18 e 19. Os pacientes que exibiram baixa expressdao do gene R18 apresentaram uma maior
sobrevida livre de progressao. Os pacientes que a exibiram alta expressdao do gene 19 apresentaram
uma maior SLP.

Time: tempo em meses
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Em termos de sobrevida global (SG), observamos que a baixa expressdo do gene R18 foi
associado a uma melhor sobrevida global. A SG mediana foi de 45,5 meses (IC95% 34,3 - N/A)
versus 21,1 meses (IC95% 13,2 - 43,7 meses; p = 0,012) quando comparado aqueles pacientes
com a alta expressdo do gene (Figura 26). Os outros genes analisados ndo apresentaram

associacao significativas com desfechos de sobrevida.
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Figura 26 - Kaplan-Meier com dados de sobrevida global (SG) associado a expressdo do gene R18. Os
pacientes que exibiram baixa expressao do gene R18 apresentaram melhor sobrevida global, quando
comparado aos pacientes que apresentaram alta expressao do gene.

Time: tempo em meses
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5.6.5 Escore de expressao génica e desfechos de sobrevida.

Como demostrado anteriormente, identificamos que a combinacdo da expressdo
diferencial de 3 genes (C3, N14 e R18) foi capaz de identificar o grupo dos respondedores com
uma sensibilidade de 88,2% e especificidade de 84,6% com um AUC de 0,896 (item 5.6.3).
Também, verificamos que 1 dos genes de maneira isolada (R18) foi associado com melhor
sobrevida livre de progressado (SLP) e de sobrevida global (SG) quando considerada sua baixa
expressao (item 5.6.4).

Assim, com a finalidade de relacionar a combinacdo dos 3 genes (C3, N14 e R18) com
desfechos de sobrevida, pressupomos a elaboracdo de um "Escore Progndstico" (EP) e a
construcdo das curvas de Kaplan-Meier com objetivo de estimar a relacdo da sobrevida livre
de progressado (SLP) e da sobrevida global (SG), com a combinacdo dos referidos genes. Para
isto, foi calculado um escore para cada paciente do estudo utilizando os dados de coeficiente
linear da expressdao dos 3 genes, através da seguinte equacdo de regressdo logistica,
executada dentro do ambiente R: Escore = 14.5089 — (1.6741 x a expressdo do R18) —(1.3452
x a expressdo do N14) + (1.0824 x a expressao do C3).

Apds cdlculo do escore para cada paciente, foi estabelecido um ponto de corte de 0,461.
A finalidade foi separar os pacientes em dois grupos: aqueles com escore acima de 0,461
foram classificados como escore alto (high score) e aqueles abaixo de 0,461 foram
classificados como escore baixo (low score).

Este ponto de corte foi definido através da melhor intersecdo estatistica fornecida pela
curva ROC da combinacdo dos genes associados a resposta, conforme figura 24 (item 5.6.3).
Esta escolha, utilizando a melhor intersec¢do da andlise da curva ROC combinada, foi baseada
na metodologia aplicada em estudo retrospectivo dos autores Rabinovitch-Chable et a/*?’.

Com a formacdo dos dois grupos de acordo ao escore calculado, foram realizadas curva
de Kaplan-Meier para obter dados de sobrevida livre de progressao (SLP) e sobrevida global
(SG). A SLP mediana no grupo de pacientes com Escore Alto foi de 24,4 meses (IC95% 18,6 -
42,1) versus 8,2 meses (IC95% 6,2 - 14,2 meses; p < 0,0001) quando comparado aqueles
pacientes com Escore Baixo (Figura 27). A SG mediana no Escore Alto foi de 48,3 meses (IC95%
35 - NR) versus 16,6 meses (1C95% 10,6 - 42,9 meses; p = 0,0015) quando comparado aqueles

pacientes com Escore Baixo (Figura 28).



51

=+ High Score =+ Low Score

- 1.001
a p <0.0001
S 2
o E 0.751
S| 8
S| ©
] o 0.501
S —
S ©
= =
>
S | 50251
S )
Q
S
)
3 0.001 . . ' ‘ .
0 20 40 60 80
Time
Number at risk
= |29 18 11 2 2
- |31 5 2 0 0
0 20 40 60 80

Time

Figura 27 - Kaplan-Meier com a diferenga em sobrevida livre de progressao (SLP) associada ao score
obtido da expressdao combinada dos genes C3, N14 e R18. Os pacientes com score alto apresentaram
melhor SLP quando comparado aos pacientes que apresentaram baixo score.
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Figura 28: Kaplan-Meier com a diferenga em sobrevida global (SG) associada ao score obtido da
expressao combinada dos genes C3, N14 e R18. Os pacientes com score alto apresentaram melhor
sobrevida global comparado aos pacientes que apresentaram baixo score.
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6 DISCUSSAO

Com a finalidade de encontrar um perfil de expressao génica com potencial papel como
biomarcador de resposta ao tratamento com sunitinibe no carcinoma de células renais
metastaticos, realizamos a avaliacdo da expressdao génica de um painel de 770 genes
associadas a vias de progressao tumoral pela tecnologia de NanoString em material tumoral
parafinado de uma coorte de 60 pacientes rigorosamente selecionados seguindo os critérios
de inclusdo do estudo e cujos dados de resposta radiolégica ao tratamento foram definidos
de maneira criteriosa através do RECIST 1.1.

O carcinoma de células renais apresenta um comportamento clinico varidvel entre os

108 Mesmo com varias op¢des de tratamentos no cendrio da

pacientes no cendrio metastatico
doenca avancada, a escolha da melhor terapéutica permanece desafiadora, e atualmente
baseada em dados clinicos®*. Existem métodos que estratificacdo o risco clinico para auxiliar
na escolha do tratamento sistémico, como o nomograma de HENG. Entretanto, devido a alta
variabilidade entre pacientes dentro destes subgrupos baseados em achados clinicos,
pacientes classificados em um subgrupo podem responder de maneira divergente ao
tratamento sistémico®. Sabemos que a variabilidade nos desfechos clinicos reflete em grande
parte a heterogeneidade bioldgica do tumor’4.

O sunitinibe é um inibidor de tirosina quinase amplamente utilizado na primeira linha
dos pacientes metastdticos, porém sem nenhum marcador molecular para guiar sua
indicacdo’® 1%, Apesar de novos tratamentos alvo-direcionados e imunolégicos terem surgido
nos ultimos anos para o CCR metastatico, a selecdo e a melhor sequéncia destes tratamentos
continua sendo um cendrio desafiador®.

A taxa de resposta objetiva encontrada foi de 30%, compativel com estudo pivotal que
avaliou o sunitinibe em primeira linha nos pacientes com CCR metastaticos®?. Calculamos a
sobrevida livre de progressao e sobrevida global dos pacientes do estudo. Com a ocorréncia
de 95% dos eventos, a mSLP na amostra do estudo foi de 13 meses (IC95% 9,7 - 17,5 meses),
similar aos 11 meses alcancados pelos pacientes na atualizacdo do estudo pivotal de Motzer
et al*®®. A SG foi calculada com uma maturidade de 80% dos desfechos. Os pacientes do estudo
alcancaram uma mSG de 34 meses (IC95% 21,4 - 46,5 meses). Este resultado é acima do
esperado quando comparamos com dados de estudos pivotais (mSG de 26,4 meses [IC95% 23

- 32,9 meses]) . Porém, quando comparamos coma literatura mais recente, observamos que
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o sunitinibe quando utilizado em brago comparador, alcangou uma mSG de 35,7 meses (IC95%
33,3 - not reached), similar & observada no estudo!®. O melhor cuidado com os pacientes
oncolégicos, a evolucdo das diferentes modalidades de tratamento, o cross-over em estudos
com imunoterapia isolada ou em associacdo com novos TKls, bem como o acesso a outras
linhas de tratamentos em pesquisa clinica, sdo aspectos que podem explicar a mSG alcancada
neste estudo e também nos seguimentos dos estudos atuais'!?!.

As caracteristicas epidemioldgicas e clinico-patoldgica dos pacientes foram descritas, e
comparadas com dados de sobrevida livre de progressao (SLP) e sobrevida global (SG). Em
analise univariada, a mediana de SLP foi significantemente maior nos pacientes que
responderam ao tratamento (27,4 versus 7,5 meses) comparado aos ndo-respondedores (p <
0.0001). Comparando os grupos de risco conforme o IMDC, aqueles com risco favoravel
apresentaram uma melhor mSLP quando comparado aos pacientes com risco intermedidrio e
risco alto, respectivamente, 23,4 versus 13,6 versus 3,6 meses (p < 0,0001). Os pacientes com
baixo grau de Furhman alcancaram um ganho em SLP, com mediana de 18,6 meses
comparado a 9,4 meses nos pacientes com alto grau de Furhman (p = 0,037). Na andlise do
indice de massa corpdrea (IMC), os pacientes com IMC > 25 apresentaram uma mediana de
SLP de 19,4 meses, enquanto aqueles pacientes com IMC < 25 apresentaram 10,3 meses de
mSLP, mostrando um ganho de 9,1 meses em favor dos pacientes com IMC > 25 (p = 0,049).
A SG também mostrou diferenca estatistica entre os grupos estratificados que compdem as
varidveis de resposta ao tratamento, grupo de risco IMDC, grau de Furhman e IMC.
Destacamos que com relacdo ao grupo de Risco IMDC, a mSG dos subgrupos de risco
favoravel, intermedidrio e risco alto foram respectivamente 43,7 meses, 35 meses e 5,3 meses
(p= 0,016), mostrando similaridade com a literatura comparado aos dados de validacdo
externa do modelo IMDC *°. Um dado que chamou a atenc3o foi a diferenca significativa na
mSG (43,7 versus 15 meses; p= 0,016) em favor dos pacientes com IMC > 25. Sabe-se que o
sobrepeso e a obesidade esta entre os fatores de risco de ocorréncia de carcinoma renal'*?,
porém, curiosamente, os pacientes do estudo que estavam acima do peso tiveram um melhor
desfecho de SG comparado aqueles com peso normal pelo IMC. Este aparente paradoxo pode
ser explicado, em parte, pelo fato de que o tumor de pacientes obesos mostra uma maior
expressdao de genes relacionados a angiogénese, bem como mostra um maior infiltrado

inflamatdrio no tecido adiposo peritumoral quando comparado aos pacientes com peso
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normal!!3, Estes aspectos relacionados ao microambiente tumoral, podem contribuir para um
aparente ganho em SG observado nos pacientes obesos com CCR!3,

A andlise do perfil genético no presente estudo foi conclusiva em 91% dos casos (60 das
66 amostras com RNA extraido), corroborando a robustez da tecnologia nCounter para a
analise de expressdao de mRNA em material parafinado. Dos 60 casos avaliados, observamos
gue a expressao diferencial de 31 genes foi capaz de diferenciar os dois grupos de resposta,
classificando os pacientes em respondedores e ndo-respondedores, em termos de taxa de
resposta definidos pelo RECIST 1.1. Avaliamos a seguir, a dimensao do impacto de cada gene
encontrado com o objetivo de melhor caracterizar a associacdo entre expressao genica e taxa
de resposta. Para isso, elaboramos curvas ROC individuais que mostraram dez genes (19, G7,
K11, D4, 519, R18, A1, C3,N14 e L12) que de maneira significante foram capazes de diferenciar
os grupos de resposta considerando um AUC > 0,7. Para mais, exploramos a combinacdo
destes genes na busca de um melhor ponto de corte em sensibilidade e especificidade, na
identificacdo dos grupos. Assim, foi construida uma curva ROC combinada dos dez genes com
AUC > 0,7. Constatamos que a combinacdo da expressdo de trés genes (R18, N14 e C3)
contribuiram de maneira significante em melhor identificar o grupo dos respondedores
(sensibilidade: 88,2%; especificidade: 84,6%; AUC: 0,896).

Em termos de sobrevida, individualmente, os genes R18 e |9 foram associados com
melhor sobrevida, de acordo ao nivel de expressao dos genes nos pacientes. Com respeito a
SLP, a baixa expressdo do gene R18 apresentou uma mSLP de 19,0 meses (IC95% 14,2 - 40,9
meses) quando comparada com 10,4 meses (IC95% 6,4 - 23,4 meses; p= 0,024) nos pacientes
que apresentaram alta expressdo do gene. Os pacientes que apresentaram alta expressdo do
gene 19, alcancaram uma mSLP de 23,5 meses (IC95% 13,6 - 42,1 meses) versus 9,5 meses
(1C95% 7,5 - 16,1 meses; p= 0,014) naqueles pacientes que apresentaram baixa expressao do
gene. Com respeito a SG, aqueles pacientes que tiveram baixa expressdao do gene R1
alcangaram uma mSG foi de 45,5 meses (IC95% 34,3 - N/A) comparada a 21,1 meses (1C95%
13,2 - 43,7 meses; p = 0,012) naqueles pacientes com a alta expressdo do gene. O gene |19 ndo
apresentou associacdao com desfechos de SG.

Os genes encontrados que se associaram a taxa de resposta e sobrevida, estdo
envolvidos nas principais vias de desenvolvimento dos carcinomas, em especial neoplasias
renais. O gene R18 esta associado a regulacdo da via de adesao celular mediada por integrina

nos CCR, e alteracdo de sua expressao pode interferir no equilibrio da matriz extracelular,
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favorecendo a comunicacdo celular no tecido tumoral*!#*. Neste trabalho, a baixa expressdo
(considerando sua expressdao média) do gene R18 foi associada a uma melhor sobrevida livre
de progressao (p= 0,024) e uma melhor sobrevida global (p= 0,012) dos pacientes, quando
comparado a sua alta expressdo. O gene N14 é classificado como gene relacionado a fatores

endodérmicos!??

, € tem um papel principalmente associado a via de angiogénese. Em nosso
estudo, os pacientes classificados como respondedores, apresentaram uma baixa expressao
do gene N14. O gene C3 também estd relacionado a mecanismos associados a angiogénese,
adesdo da matriz extracelular e comunicacdo celular!®, Em nosso estudo, observamos que os
pacientes respondedores, apresentavam alta expressdao do gene. O Gene 19, associado a
fatores de adesdao da matriz extracelular, esta "downregulated" no carcinoma renal de células
claras. No presente trabalho, os pacientes que apresentaram baixa expressdo do gene |9
tiveram pior sobrevida livre de progressao, comparado aos pacientes que tinham o gene |9
com alta expressdo (p= 0,014), porém, sem associacdo estatisticamente significante com
relacdo ao desfecho de sobrevida global.

Existem varios estudos que descrevem painéis génicos para pacientes com carcinomas
de células renais. O mais recente, o ClearCode34, foi desenvolvido inicialmente a partir de
genes relacionados a recidiva de doenca localizada’>. Quando avaliado no cendrio metastético
ndo mostrou ser um painel preditivo de resposta ao tratamento nestes pacientes’®. O painel
adotado neste trabalho, "nCounter PanCancer Progression Panel", engloba genes
relacionados as principais vias associadas a doenca metastatica. Por outro lado, a avaliacao
molecular através da metodologia "nanostring" proposta no estudo, tem a vantagem de
trabalhar com amostras conservadas em parafina, mesmo aquelas com certo grau de
desgaste, sendo portanto, uma ferramenta especialmente util para medir os niveis de
expressao génica de amostras clinicas degradadas, nas quais os acidos nucleicos extraidos nao
sdo facilmente amplificados por outros métodos, como por exemplo com a PCR%.
Ressaltamos que os principais genes |19, C3, N14 e R18 associados com resposta ao tratamento
e desfechos de sobrevida, identificados neste estudo, ndo estdo contemplados no painel
ClearCode34’8. Cabe destacar também que o ClearCode34, desenvolvido com base em
pacientes com doenca localizada, realizou a medida da expressdo génica em coorte de
validac3o utilizando-se da mesma tecnologia nanostring”®.

Avaliamos também, a elaboracdo de um escore progndstico (EP) com a combinacgdo

daqueles genes relacionados a resposta ao sunitinibe: R18, N14 e C3. Baseados no ponto de
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corte 0,461, classificamos os pacientes como tendo um escore alto (high score) se tivesse
acima do ponto de corte, e como escore baixo (low score), se estivessem abaixo do ponto de
corte. Os pacientes classificados com EP alto (high score) tiveram uma maior sobrevida livre
de progressdo (24,4 meses (IC95% 18,6 - 42,1) versus 8,2 meses (IC95% 6,2 - 14,2 meses; p <
0,0001) e bem como de uma maior sobrevida global 48,3 meses (IC95% 35 - NR) versus 16,6
meses (IC95% 10,6 - 42,9 meses; p = 0,0015) quando comparado aos pacientes com um EP
baixo (low score).

O presente trabalho apresenta algumas limitacdes. O desenho retrospectivo pode estar
sujeito a vieses inerentes ao método do estudo, ademais, limita a conclusao dos achados a
geracao de hipdteses que precisam ser mais bem exploradas em estudos de desenho
prospectivo, por exemplo. A elevada mediana de SG poderia ser mais bem explorada para
ajudar explicar tal achado. Apesar de ndo pré-planejada, pensamos em avaliar as linhas
subsequentes dos pacientes, porém devido ao cendrio atual, com respeito a pandemia de
COVID19, houve restri¢gdes ao transito na regido, bem como acesso a algumas dependéncias
do hospital, o que dificultou a finalizacdo de novo levantamento dos prontuarios. Outra
importante limitacdo é o tamanho amostral relativamente pequeno. Apesar de incluirmos
todos os pacientes disponiveis de acordo os critérios de elegibilidade do estudo, é dificil
verificar a dimensdo do efeito encontrado quando estratificamos a amostra do estudo. Estas
limitacdes exigem a necessidade de validar os achados encontrados em uma amostragem
maior, idealmente em pacientes oriundos de outras instituicdes, a fim de avaliar o papel desta
assinatura génica, em pacientes sujeitos a outras variaveis, e com processamento de material
bioldgico distinto, para assim assegurar o seu potencial papel como biomarcador.

Em suma, os resultados desenvolvidos na presente dissertacao, identificaram um novo
perfil génico que potencialmente podera auxiliar na selecao do tratamento de pacientes com
carcinoma de células renais, definindo aqueles que melhor responderdao ao sunitinibe.
Futuramente, esta assinatura génica podera também ser adicionada a uma calculadora, onde
o escore de risco identificado, juntamente a variaveis clinicas e laboratoriais, pode aprimorar

o correto manejo destes pacientes.
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7 CONCLUSOES

No presente trabalho, descrevemos as caracteristicas epidemioldgicas e clinico-
patolégica de uma série de 60 pacientes com cancer de rim metastatico, tratados em primeira
linha com sunitinibe no Hospital de Cancer de Barretos. Em analise univariada, encontramos
correlagdes entre a taxa de resposta, os grupos de risco pelo IMDC, grau de Furhman e o IMC,
com os desfechos de sobrevida livre de progressao (SLP) e sobrevida global (SG). Em analise
multivariada, somente a taxa de resposta foi associada a SLP e SG.

Através de plataforma nanostring estudamos um painel de 770 genes associado a
progressdao tumoral, em tecido tumoral parafinado, onde identificamos 31 genes
diferencialmente expressos, capazes de reconhecer os pacientes que responderam ao
sunitinibe. Destes genes, a associacdo do R18, N14 e C3 mostrou alta sensibilidade e
especificidade na identificacdo daqueles pacientes que responderam ao sunitinibe em
primeira linha na amostra do estudo.

A associacdo dos genes R18, N14 e C3 combinada em um escore, mostrou que aqueles
pacientes classificados com escore alto tiveram uma maior sobrevida livre de progressao e
sobrevida global com significancia estatistica, quando comparados aos pacientes que
apresentavam escore baixo.

No futuro, uma vez validados, estes marcadores poderiam se tornar ferramentas
génicas preditivas e progndsticas, auxiliando na escolha do tratamento sistémico dos

pacientes com carcinoma renal de células claras metastatico.
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ANEXOS

Anexo A — Sistema de Classificagdo TNM para cancer de rim 82 edigdo (2017)

Tumor Primario (T)

TX

TO

T1a
Tib
rim
T2a
rim
T2b
T3a

Tumor primdrio ndo pode ser avaliado
Sem evidéncia de tumor primario
Tumor de 4 cm ou menos em sua maior dimensao, confinado ao rim

Tumor maior que 4 cm, mas ndao maior de 7 cm em sua maior dimensao, confinado ao

Tumor maior que 7 cm, mas ndao maior de 10 cm em sua maior dimensao, confinado ao

Tumor maior que 10 cm, confinado ao rim

Tumor se estende para dentro da veia renal ou seus bracos, ou invade a gordura

perirrenal ou a gordura do seio renal, mas ndo ultrapassa a fascia de Gerota

T3b

Tumor se estende para veia cava inferior abaixo do diafragma

T3c Tumor se estende para dentro da veia cava acima do diafragma ou invade a parede da
veia cava;
T4 Tumor ultrapassa a fascia de Gerota incluindo extensdao contigua a glandula

suprarrenal ipsilateral

Linfonodos Regionais

NX
NO
N1

Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
Auséncia de metastase em linfonodos regionais

Comprometimento linfonodal regional

Metastase a Distancia

MO
M1

Auséncia de metastase a distancia

Metastase a distancia



Agrupamento (TNM)
Estadio |
Estadio Il

Estadio Il

Estadio IV

T1 NO MO
T2 NO MO
T1-2 N1 MO
T3 NO-1 MO
T4 NO-1 MO

aqT qgqN M1
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Anexo B — Eficacia de drogas alvo moleculares em CCR metastaticos

SLP Hazard SG Hazard
p-value
Medicagdo Comparador mediana ratio mediana ratio
SG
(meses) SLP (meses) SG
Sorafenibe! Placebo 5.5vs 2.8 0.44 17.8 vs 0.88 0.146
15.2
Sunitinibe? IFN-a 11.0vs 5.0 0.54 26.4 vs 0.82 0.051
21.8
Temsirolimo?® | IFN-a 5.5vs 3.1 0.66 109vs 7.3 0.73 0.0078
Everolimo* Placebo 49vs 1.9 0.33 14.8 vs 0.87 0.162
14.4
Bevacizumab | IFN-a 10.2vs 5.4 0.60 23.3vs 0.86 0.129
e + IFN-a>® 21.3
Pazopanibe’® | Placebo 9.2vs 4.2 0.46 22.9vs 0.91 0.224
20.5
Axitinibe® Sorafenibe 6.7 vs 4.7 0.66 29.4 vs 0.81 0.144
27.8"

'Escudier B, et al. J Clin Oncol. 20 July 10, 2009; 2Motzer RJ, et al. JCO. 27 August 1, 2009;
3Torisel Prescribing Information, 2011; *Motzer RJ, et al. Cancer. September 15, 2010;
>Avastin Prescribing Information, 2009; ®Escudier B, et al. J Clin Oncol. 28: 2144-2150, 2010;
’Votrient Prescribing Information, 2011; 8Sternberg C, et al. J Clin Oncol. 28:1061-1068, 2010;
°Rini BI, et al. Lancet 2011; * OS available only in cytokine-treated subgroup Michaelson et

al, ASCO 2012, Abstract No. 4546.




Anexo C — Ficha de coleta

Confidential

Ficha De Coleta CCR

Perfil dos pacientes com CCR tipo CC metastético do HCB

Page 1

Record ID

DESCRICAO DEMOGRAFICA, IDENTIFICACAO E REGISTRO

Pass ID

Nome (iniciais)

((Iniciais em letra maiuscula))

RH Barretos

Municipio de Nascimento

Estado

Data de Nascimento

Sexo

O Feminino
O Masculino

Cor

QO Indefinido
QO Branco
O Negro

O Amarelo
QO Pardo

QO Indigena
QO Cafuso
QO Ignorado

Estado Civil

QO Indefinido

QO Separado

QO Divorciado
QO Casado

QO Solteiro

QO Viuvo

QO Uniao estavel

Grau de Instrugao

18/11/2020 5:10pm

QO Indefinido

QO Analfabeto

QO Primeiro grau incompleto
QO Primeiro grau completo
(O Segundo grau incompleto
QO Segundo grau completo
QO Superior incompleto

QO Superior completo

QO Pos graduacao incompleto
QO Pos graduacao completo

projectredcap.org

REDCap’
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Page 2

Religidao

O Catdlico

O Evangélica

QO Espirita

O Umbanda e Candomblé
O Judaica

O Religides orientais

O Sem religidao

QO Outro

Ocupacao

(Se nao informado: N/I)

Telefone para recados

(Se ndo informado: N/I)

HISTORIA FAMILIAR

Histdria Familiar de Cancer (parentes de 12 grau)

O Nao

O Mama

QO Prostata
O Pulmao
O Cérvix

O Estdémago
QO Colorretal
O Ovario

O SNC

O Rim

O Melanoma
ocp

QO Ignorado
O Outro

DADOS ONCOLOGICOS

Data do Diagnéstico do Cancer

(Data de entrada (12 AP - mx ou primério))

Tipo de amostra

O Nefrectomia
QO Core bidpsia de rim

Data da Nefrectomia

Data da Core bidpsia de rim

N2 Exame de Patologia

18/11/2020 5:10pm

(Descrever ex E00/0000)

projectredcap.org &EDCHP,
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Confidential
Page 3

MICROSCOPIA PATOLOGICA DA AMOSTRA TUMORAL

Tipo Histolégico QO Células Claras (sem outra especificagao)
O Células Claras (subtipo especificado)

Subtipo Histoldgico (O Componente eosinofilico
O Componente sarcomatéide
QO Outro subtipo

Porcentagem do componente sarcomatdide

Especificar "outro subtipo"

Grau de Furhman

Q<=

norado

Tamanho do Tumor Primério

(Maior diametro (em cm))

ESTADIAMENTO TNM - AJCC

Data do estadiamento inicial

Estadiamento T

Estadiamento N

Estadiamento M

Agrupamento TNM
|
|
\
9

00000 | OO0 | OCOOOO | OOOOOOOOOOO

norado

18/11/2020 5:10pm projectredcap.org &EDCBP’
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Page 4

AVALIACAO POR IMAGEM AO DIAGNOSTICO DE METASTASE

Data do diagnéstico de metastase

(data da inicial da biépsia ou data do
diagnéstico radioldgico se MO inicial)

Sitio metdstases

[] Figado
[] Pulmao
[] Ossos
[J LFN

[J SNC

[] Outro

[] Ignorado

Se outras metdstases, detalhar:

AVALIACAO FiSICA E LABORATORIAL AO DIAGNOSTICO DE METASTASE

Peso

(Em Kg)

Altura

(em centimetros)

Intervalo entre o diagnéstico e o tratamento < 1 ano?

O Sim
O Nao

KPS < 80%?

O Sim
O Nao
(KPS de 80% corresponde a ECOG 1)

LDH maior que 1.5x 0 LSN?

O Sim

O Néo

QO Ignorado

(LSN: limite superior da normalidade.)

Hemoglobina menor que 11 g/dL?

O Sim
O Nao

Neutréfilos ACIMA do LSN?

O Sim
O Nao
(LSN: limite superior da normalidade.)

Plaquetas ACIMA do LSN?

QO Sim
O Nao
(LSN: limite superior da normalidade.)

Albumina

((em g/dL))

Célcio sérico ACIMA do LSN?

18/11/2020 5:10pm

O Sim
O Nao

(LSN: limite superior da normalidade.)

projectredcap.org &EDCHP,
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Page 5

TRATAMENTO DE PRIMEIRA LINHA

Data do Inicio do Sunitinibe

Dose Inicial

((em miligramas))

Resposta ao tratamento

O Completa

QO Parcial

QO Estavel

QO Progressao

QO Beneficio Clinico

QO Resposta Mista

QO Ignorado

(Resposta na 12 avaliagao pds inicio do
Sutent)

Evento adverso Grau 5 (CTCAE)

O Néo

O Sim

(O Nao se aplica
QO Ignorado

Redugao de dose durante o tratamento

O Nao

O Sim

O Nao se aplica
O Ignorado

Interrupcdo de dose por toxicidade

Motivo da interrupgao por toxicidade

QO Diarreia

QO Sd. Mao-Pé
O Hipotireoidismo
O Néusea

O Hematoldgico
O Fadiga

QO Astenia

QO Dispnéia

O Nao se aplica
O Ignorado

O Outro motivo

Outro motivo de interrupgao por toxicidade:

(Descrever o motivo)

Progressdo da doenca?

O Sim
O Ignorado
O Outro

Qutro:

(Descrever, exemplo: seguimento, etc)

Data do fim do tratamento com Sunitinib

18/11/2020 5:10pm

projectredcap.org %EDCBP,
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Page 6

ADESAO E OUTRAS LINHAS DE TRATAMENTO

Posologia Inicial O 50mg 4:2
O 50mg 2:1
O 50mg L:1
O Outros

Se outra posologia inicial, descreva:

Alteracao de dose [J Nao

[] Alterou para 37,5mg 4:
[] Alterou para 37,5mg 2:
[] Alterou para 12,5mg 4:
[] Alterou para 12,5mg 2
[] Alterou para 50mg 2:2
[] Alterou para 50mg 1:1

[] Outras

Se outra posologia, descreva:

Tratamento na segunda linha

O Nivolumabe

O Nivolumabe + ipilimumabe
QO Pembrolizumabe
QO Pazopanibe

O Axitinibe

O Cabozantinibe
QO Everolimo

QO Interferon alfa
O Sorafenibe

O Quimioterapia
O Outros

Se outro segunda linha, descreva:

Tratamento na terceira linha

O Nivolumabe

O Nivolumabe + ipilimumabe
O Pembrolizumabe
QO Pazopanibe

O Axitinibe

(O Cabozantinibe
QO Everolimo

QO Interferon alfa
O Sorafenibe

O Quimioterapia
O Outros

Se outro terceira linha, descreva:

18/11/2020 5:10pm

projectredcap.org *EDCHP’J
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Page 7

DESFECHO

Ultimo Follow Up:

(Data do Ultimo contato)

Status clinico no ultimo follow-up

QO Vivo SEM doenca

O Vivo COM doenca

O Obito PELA doenca

O Obito OUTRAS causas
(O Obito causa ndo descrita
QO Perda do seguimento

O Ignorado

Data do 6bito

18/11/2020 5:10pm

projectredcap.org &EDCBP”
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Anexo D — Lista de genes do Painel "nCounter progression panel" e suas vias.

ABI3BP
ACHE
ACTG2
ACVR1
ACVR1C
ACVRL1
ADAM15
ADAM17
ADAM28
ADAMS8
ADAM9
ADAMTS1
ADAMTS12
ADAMTS8
ADAP1
ADD1
ADM2
ADRA2B
AEBP1
AGGF1
AGR2
AGRN
AGT
AHNAK
AKAP12
AKAP2
AKT1
AKT2
AKT3

ALB
ALDOA
ALOX5
AMH
ANG
ANGPT1
ANGPT2
ANGPTL2
ANGPTL4
ANPEP
ANXA2P2

ARHGAP32
ARHGDIB
ASPN
ATPIF1
B3GNT3
BAD
BAG2
BAI1
BAI3
BCAS1
BGN
BICC1
BMP4
BMP5
BMP7
BMPER
BMPR1A
BMPR1B
BMPR2
BNC2
BRMS1
BTG1
C1s

rogression Categories
giogenesis, ECM Layers

/ECM Layers
'ECM Layers, Tumor Growth, Tumor Invasion
+ ' Metastasis

ECM Layers, Tumor Growth, Tumor Invasion

{ECM Layers, Tumor Growth

' Angiogenesis, Tumor Growth

§Mgiogenesis, ECM Layers, ECM Remodeling, EMT, Tumor Invasion ;

ECM Layers, ECM Remodeling, Tumor Growth, Tumor Invasion, Hypoxia, Tumor Growth, Tumor Invasion

!ECM Layers, ECM Remodeling
' Angiogenesis, ECM Layers, ECM Remodeling, Tumor Invasion

iECM Layers, ECM Remodeling, Tumor Growth, Tumor Invasion

ECM Layers, ECM Remodeling, Tumor Growth, Tumor Invasion

{ECM Layers, ECM Remodeling

AR AESENENENENE NENENE S + |+

'ECM Layers, ECM Remodeling, Tumor Growth

/ECM Layers, EMT

iAngiogenesis, ECM Layers, Transcription Factor, Tumor Invasion
! Angiogenesis

iAngiogenesis, ECM Layers, Tumor Growth

| ECM Layers, Transcription Factor, Tumor Invasion

iAngiogenesis, Tumor Growth, Tumor Invasion

(EMT
+ %ECM Layers, ECM Remodeling
| + | §Mgiogenesis, ECM Layers, Tumor Growth
+ (EMT
+ | + ' ECM Layers, EMT, Metastasis
+ 'EMT
+ + + fAngiogenesis, Cancer Metabolism, ECM Layers, EMT, Tumor Invasion, Tumor Growth
+ + ' Angiogenesis, Cancer Metabolism, ECM Layers, Hypoxia
+ + | + ' Angiogenesis, Cancer Metabolism, ECM Layers, EMT, Hypoxia
+ ' Angiogenesis, ECM Layers
+ fAngiogenesis, Cancer Metabolism, Hypoxia, Tumor Invasion
[+ {EMT
i Transcription Factor, Tumor Growth
+ §Mgiogenesis, ECM Layers, Hypoxia, Tumor Growth
+ + fAngiogenesis, Hypoxia, Tumor Invasion
o + ' Angiogenesis, ECM Layers, Hypoxia
+ | {EMT
+ iAngiogenesis, Hypoxia
+ iAngiogenesis, ECM Layers
+ | | ! Angiogenesis, ECM Layers, Tumor Invasion

! Angiogenesis, Tumor Growth, Tumor Invasion

| /ECM Layers, Tumor Growth

| ! Angiogenesis, ECM Layers, Tumor Growth, Tumor Invasion

' Angiogenesis, ECM Layers

(EMT

{ECM Layers, EMT, Tumor Growth
!ECM Layers, EMT

| + - EMT, Metastasis, Tumor Invasion

| ECM Layers, EMT, Tumor Growth

§Angiogen esis, Tumor Growth

{ECM Layers, EMT

iAngiogen esis, Tumor Growth

(EMT

iAngiogenesis, ECM Layers, Tumor Growth, Tumor Invasion
! Angiogenesis, ECM Layers

JEMT

{ECM Layers, EMT

'EMT

}’Angiogenesis, Tumor Growth

iTumor Growth

! Angiogenesis, ECM Layers, EMT, Transcription Factor, Tumor Growth, Tumor Invasion

' Angiogenesis, Tumor Growth

}’ECM Layers, Tumor Growth

ECM Layers, Tumor Growth

!ECM Layers, Tumor Growth

;ECM Layers, EMT !
umor Growth, Metastasis, Transcription Factor :

:Angiogenesis, Tumor Growth

[EMT




(Continuagdo...)

c3 +

C3ARL

CADM1

CALCRL

fAngi ogenesis, Tumor Growth
! Angiogenesis, ECM Layers, Tumor Growth, Tumor Invasion

+ ECM Layers, Metastasis, Tumor Growth, Tumor Invasion

fAngiogenesis, ECM Layers, Tumor Growth

CALD1 + [ECM Layers, EMT, Tumor Invasion
CAMK2A + ' ECM Layers, Hypoxia, Transcription Factor, Tumor Growth
CAMK2B | + ECM Layers, Hypoxia, Tumor Growth
CAMK2D + 1:ECM Layers, Hypoxia, Tumor Growth, Tumor Invasion
CAMP & EAngi ogenesis
CASP8 + + ' Angiogenesis, ECM Remodeling, Metastasis
CAV1 + + ' Angiogenesis, ECM Layers, EMT, Hypoxia, Tumor Growth, Tumor Invasion
CBLC + {EMT, Tumor Growth
CCBE1 | + + iAngiogenesis, ECM Layers
CCDC80 + !ECM Layers
CCL11 | + + ?:Angi ogenesis, ECM Layers, Tumor Growth, Tumor Invasion
CCL21 + {ECM Layers, Tumor Invasion
CCL5 + ' Tumor Invasion
CCL7 + + ' ECM Remodeling, Tumor Growth, Tumor Invasion
s o e BT
CCR2 I + + [ j(Angiogenesis, ECM Layers, Tumor Growth
CCR3 | + %Angiogenesis, ECM Layers, Tumor Growth
CD163 + | ECM Layers, EMT
CD24 + ECM Layers, EMT, Hypoxia, Tumor Growth, Tumor Invasion
CD2AP + ECM Layers, EMT, Tumor Growth
CD34 + 2Angiogenesis, ECM Layers, Transcription Factor, Tumor Growth, Tumor Invasion
CD36 + | ;Angiogenesis, ECM Layers, ECM Remodeling, Transcription Factor, Tumor Invasion
CD44 | + + | + ' ECM Layers, ECM Remodeling, Metastasis, Transcription Factor, Tumor Invasion
CD46 [+ | ECM Layers, EMT
CD82 + ' ECM Layers, Metastasis
CDC42 & ! Angiogenesis, ECM Layers
CDH1 + | + | + ' ECM Layers, ECM Remodeling, EMT, Metastasis, Tumor Invasion
CDH11 + | | + _ ECM Layers, EMT, Tumor Invasion, Metastasis

CDH13 +

CDH2
CDK14

j:Angiogenesis, ECM Layers, Tumor Growth, Tumor Invasion
'ECM Layers, EMT, Tumor Invasion
' ECM Layers, EMT, Tumor Growth

CDKN1A
CDKN2A

+ ‘Hypoxia, Tumor Growth
+ ‘Tumor Growth, Transcription Factor, Tumor Invasion

CDS1

CEACAM1 +

CEACAMS

CEACAM6

CEP170

EER IR IEER CER

CEP295
CFP

CGN +

! ECM Layers, EMT

;;Angiogenesis, ECM Layers, EMT, Tumor Invasion
{ECM Layers, EMT

{ECM Layers, EMT

EMT

ECM Layers

ECM Layers

(EMT

CHAD + ' ECM Remodeling, Tumor Growth

CHD4 + ‘Transcription Factor

CHI3L1 + EAngiogenesis

CHP1 + j:Angiogenesis

CHP2 + ! Angiogenesis

CHRDL1 + (EMT

CHRNA7 + ! Angiogenesis, ECM Layers, Hypoxia, Tumor Growth

CIB1 + EAngiogenesis, ECM Layers, Tumor Growth, Tumor Invasion

CKMT1A + (EMT

CLDN1 + ! ECM Layers, ECM Remodeling, Tumor Invasion

CLDN3 w ECM Layers, EMT, Hypoxia, Tumor Invasion

CLDN4 + ECM Layers, EMT, Tumor Invasion

CLDN7 + , ECM Layers, EMT, Tumor Invasion

CLEC2B + 'ECM Layers, EMT

CLEC3B + ECM Layers, Tumor Growth

cLica [ o [+ | Angiogenesis, ECM Layers, EMT

CLU + §Angiogenesis, ECM Layers, Tumor Growth

CMA1 | + | + viAngiogenesis, ECM Layers, ECM Remodeling, Tumor Invasion

CNN1 + ' Metastasis

COL18A1 | + | + ' Angiogenesis, ECM Layers, Tumor Growth, Tumor Invasion

COL1A1 + + %Angiogenesis, ECM Layers, ECM Remodeling, EMT, Metastasis

COL1A2 | + + + ' Angiogenesis, ECM Layers, ECM Remodeling, Metastasis, Tumor Growth
ocosAr [+ ] Lo I {Angiogenesis, ECM Layers, ECM Remodeling, Tumor Growth, TumorInvasion

COL4A1 + ' ECM Layers, ECM Remodeling, Tumor Growth

COL4A2 + | + + ' Angiogenesis, ECM Layers, ECM Remodeling, Tumor Growth

COL4A6 + ECM Layers, ECM Remodeling, Tumor Invasion

COL5A1 + fAngiogenesis, ECM Layers, ECM Remodeling, Tumor Growth, Tumor Invasion

COL5A2 + + ' ECM Layers, ECM Remodeling, EMT, Tumor Invasion

COL6A1 + + ECM Layers, ECM Remodeling, EMT, Tumor Growth, Tumor Invasion

COL6A2 + + ECM Layers, ECM Remodeling, EMT, Tumor Invasion
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(Continuagdo...)

COL6A3
COL7A1
COmMP
CREBBP
CRIP2
CRISPLD2
CSF2RB
CSPG4
CsT17
CTNNB1
CTNND1
CTSG
CTSH
CTSK
CTSL
CuL1
CX3CL1
CXADR
CXCL10
CXCL11
CXCL12
CXCL13
CXCL17
CXCL8
CXCR2
CXCR3
CXCR4
CYB561
CYBB
CYP1B1
DAG1
DCC
DCN
DDR2
DENNDSA
DENR
DESI1
DICER1
DLC1
DLG1
DLL4

DPYSL3
DSC2
DST
ECM1
ECM2
ECSCR
EDN1
EGF
EGFL7
EGFR
EGLN2
EGLN3
EIF2AK3
EIF4E2
EIFAEBP1
ELF3
ELK3
EMCN
EMILIN1
EMILIN3
EMP3
ENO1
ENO2
ENO3
ENPEP
ENPP2
EP300
EPAS1
EPCAM
EPHA1
EPHA2
EPHB1
EPHB3
EPHB4
EPN3
EPS8L1
ERBB2
ERBB2IP
ERBB3
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j:F.CM Layers, ECM Remodeling, Tumor Invasion
{ECM Layers, Tumor Invasion
! ECM Layers, ECM Remodeling, Tumor Growth, Tumor Invasion

+

Tumor Growth, Hypoxia, Transcription Factor

LAE B NE NE K]

ECM Layers, Tumor Growth
{ECM Layers, EMT

'ECM Layers, EMT

' Angiogenesis, ECM Layers

+ Metastasis

+
+

+~

! Angiogenesis, ECM Layers, Transcription Factor, Tumor Growth, Tumor Invasion
/ECM Layers, Tumor Invasion

'ECM Layers, Tumor Invasion

Angiogenesis, EMT, Tumor Growth

EMT

: Metastasis

‘Tumor Growth, Tumor Invasion

ijAngiogenesis, ECM Layers, Hypoxia, Tumor Growth, Tumor Invasion
:Angiogenesis, ECM Layers, EMT, Tumor Invasion

| Angiogenesis, ECM Layers, Tumor Growth

:ECM Remodeling

‘Tumor Growth, EMT, Tumor Invasion

! Angiogenesis, EMT, Tumor Growth, Tumor Invasion
| Angiogenesis
Angiogenesis

+ ' ECM Layers, Tumor Growth, Tumor Invasion

: Angiogenesis, ECM Layers, Tumor Invasion

:ECM Layers, EMT, Hypoxia

ECM Layers, EMT

ECM Layers, Hypoxia

:Angiogenesis, EMT, Tumor Invasion
! ECM Layers, ECM Remodeling, Tumor Invasion
' ECM Layers, Metastasis

| ECM Layers, EMT, Tumor Growth
ECM Layers, EMT, Transcription Factor, Tumor Invasion
(EMT

‘Tumor Growth, Tumor Invasion

+

+

(EMT
! Angiogenesis, Tumor Growth

+ Metastasis, Tumor Invasion
+ ECM Layers, Tumor Growth, Tumor Invasion

| Angiogenesis, ECM Layers
:ECM Layers, EMT, Tumor Growth, Tumor Invasion

! EMT, Metastasis

' ECM Layers, EMT, Tumor Invasion

ECM Layers, Tumor Growth, Tumor Invasion
:Angiogenesis, ECM Layers, Tumor Growth
!ECM Layers, EMT

' Angiogenesis, ECM Layers

Hypoxia, Tumor Growth

+

Angiogenesis, Cancer Metabolism, ECM Layers, Hypoxia, Tumor Growth

+

‘:Angiogenesis, ECM Layers

' Cancer Metabolism, EMT, Hypoxia, Tumor Growth, Tumor Invasion

0y
+

' Cancer Metabolism, Hypoxia, Tumor Growth
Cancer Metabolism, Hypoxia, Tumor Growth
; Angiogenesis, Cancer Metabolism

+ ' Cancer Metabolism, Tumor Invasion, Hypoxia, Metastasis
+ ' Cancer Metabolism, Hypoxia, Tumor Growth

:EMT, Transcription Factor

| Angiogenesis, Transcription Factor
Angiogenesis, ECM Layers, Tumor Invasion
ECM Layers, Tumor Invasion

:ECM Layers

! ECM Layers, EMT, Tumor Growth

Cancer Metabolism, ECM Layers, Hypoxia, Transcription Factor, Tumor Growth
ECM Layers, Hypoxia

‘Hypoxia

I[Angiogenesis, ECM Layers, Tumor Growth

ECM Layers, EMT, Transcription Factor

+

Tumor Growth, Hypoxia, Transcription Factor

Angiogenesis, Hypoxia, Transcription Factor
;ECM Layers, EMT, Tumor Growth
‘! Angiogenesis, ECM Layers, EMT, Tumor Growth, Tumor Invasion
:’Angiogenesis, ECM Layers, Tumor Growth, Tumor Invasion
' Angiogenesis, ECM Layers, Tumor Growth
::Angiogenesis, ECM Layers, Tumor Invasion
! Angiogenesis, ECM Layers, Tumor Invasion
(EMT

EMT

+
+

+

' Angiogenesis, Cancer Metabolism, ECM Layers, EMT, Hypoxia, Tumor Growth

:ECM Layers, Tumor Growth, Tumor Invasion
! ECM Layers, EMT, Tumor Growth, Tumor Invasion



(Continuagdo...)

EREG
ERMP1
ESRP1
ETV4
EVI2A
EVPL
F11R

F3
FAM174B

FXYD6
GALNT?7
GATA4
GDF15
GDF5
GDF6
GIMAP4
GIMAP6
GJAS
GLYR1
GPI
GPR124
GPR56
GPX1
GREM1
GRHL2
GSN
GTF21
GZMK

HAPLN1
HAS1
HDACS
HDHD3
HEG1

L+ |

éAngiogenesis, ECM Layers, Tumor Growth
/ECM Layers, EMT
' ECM Layers, EMT

+ fTranscription Factor, Tumor Growth

'ECM Layers, EMT
EMT
:Angiogenesis, ECM Layers, EMT, Tumor Invasion

éAngiogenesis, ECM Layers, Tumor Growth

ECM Layers, EMT
,3,A giogenesis, ECM Layers, EMT
éAngiogenesis, ECM Layers, Tumor Growth

{ECM Layers, EMT

! Angiogenesis, ECM Layers, Tumor Invasion

'ECM Layers, EMT

ECM Layers

EMT, Tumor Growth
:EMT, Tumor Invasion
iAngiogen esis, Tumor Growth

| ! Angiogenesis, ECM Remodeling, Tumor Growth

| ! Angiogenesis, ECM Layers, Tumor Growth

fAngiogenesis, Cancer Metabolism, Tumor Growth

|||+ |+

| éAngiogenesis, Cancer Metabolism, ECM Layers, Tumor Growth

! Cancer Metabolism, ECM Layers, EMT, Tumor Growth, Tumor Invasion

| + ' ECM Layers, Tumor Growth

JEMT

{ECM Layers, EMT, Tumor Growth
éAngiogenesis, Hypoxia, Tumor Growth
'EMT, Transcription Factor

fAngiogenesis, ECM Layers, Hypoxia, Tumor Growth

-

+ fAngiogenesis, ECM Layers, Tumor Growth

'ECM Layers, Tumor Growth, Tumor Invasion

+ ‘ Angiogenesis, ECM Layers, ECM Remodeling, EMT, Tumor Invasion

‘ Angiogenesis, EMT, Transcription Factor, Tumor Growth, Tumor Invasion
iAngiogen esis, Transcription Factor, Tumor Growth

/ECM Layers, Tumor Invasion

ECM Layers, Tumor Invasion

ECM Layers, Tumor Invasion

|k |*|+

{Tumor Growth

||+ |+

JEMT

'ECM Layers, EMT

{ECM Layers, EMT

{ECM Layers, EMT

! Angiogenesis, Transcription Factor, Tumor Growth
EMT, Tumor Growth

+ STumor Growth
+ iTumor Growth

JEMT

JEMT

éAngiogenesis, ECM Layers, Tumor Invasion
(EMT

§Angiogen esis, ECM Layers, Tumor Growth

! Angiogenesis, ECM Layers

iAngiogenesis, ECM Layers, EMT, Tumor Invasion
iAngiogen esis, Tumor Growth

| ! Angiogenesis, ECM Layers, EMT, Transcription Factor, Tumor Growth

' EMT, Transcription Factor

+ ‘ Metastasis, Tumor Invasion

Angiogenesis, Transcription Factor

iAngiogenesis, Transcription Factor
(EMT
! Angiogenesis, ECM Layers, EMT, Tumor Invasion

+ ' 'ECM Layers, Tumor Invasion
+ ECM Layers, Tumor Invasion
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HGF + | + | + ‘ Angiogenesis, ECM Layers, EMT, Tumor Growth, Tumor Invasion
HIF1A + | + | + Anglogene5|s, Ca Metabolism, ECM Layers, ECM Remodeling, EMT, Hypoxia, Transcription, Tumor Growth
HIPK1 + Anglogene5|s, Tumor Growth
HIPK2 + :Anglogenems, Tumor Growth
HK2 + :Cancer Metabolism, Hypoxia
HK3 + : Cancer Metabolism, Hypoxia
HKDC1 + ‘ Cancer Metabolism, Hypoxia
HLA-DPB1 + {ECM Layers, Metastasis
HMOX1 + + ‘ Angiogenesis, Hypoxia, Tumor Growth, Tumor Invasion
HOXAS + EAngiogenesis, Transcription Factor, Tumor Growth
HOXA7 + ' Angiogenesis, Transcription Factor
HOXB13 + EAngiogenesis, Transcription Factor
HOXB3 + : Angiogenesis, Transcription Factor
HPSE + + ﬁAngiogenesis, Tumor Growth, Tumor Invasion
HRAS + + ' Angiogenesis, Cancer Metabolism, ECM Layers, Tumor Growth
HSD17B12 + |ECM Layers
HSP90B1 + ECM Layers, Hypoxia, Tumor Invasion
HSPB1 | + | %Angiogenesis, ECM Layers, Tumor Invasion
HSPG2 | + | [+ | Angiogenesis, ECM Layers, ECM Remodeling
HUNK + ' Metastasis
IBSP + :ECM Remodeling, Tumor Growth, Tumor Invasion
ICAM1 + ECM Layers, Transcription Factor, Tumor Invasion
ID1 + + iAngiogenesis, ECM Layers, Transcription Factor, Tumor Growth, Tumor Invasion
ID2 + iTranscription Factor, Tumor Growth
D4 + fTranscription Factor, Tumor Growth
IFNG & ) ' Angiogenesis, ECM Layers, Hypoxia, Tumor Growth
IGF1 | + + ' Angiogenesis, EMT, Hypoxia, Tumor Growth
IGFBP4 + | EMT, Tumor Growth
IGFBP7 + 'ECM Layers, Tumor Growth, Tumor Invasion
IL10RA + ,ECM Layers, EMT
IL11 + ' Tumor Growth
IL13RA2 + %Angiogenesis, ECM Layers
IL15 + ! ECM Layers, Tumor Growth
1L18 + + ' Angiogenesis, ECM Layers, Hypoxia, Tumor Growth, Tumor Invasion
IL1A i + EAngiogenesis, Hypoxia, Tumor Growth
IL1B i i i ' Angiogenesis, Hypoxia, Tumor Growth, Tumor Invasion
IL1RL1 + {ECM Layers
ILIRN + ECM Layers, EMT, Tumor Invasion
IL6 + + ' Angiogenesis, ECM Layers, Hypoxia, Tumor Growth
ILK + + ECM Layers, EMT, Tumor Growth, Tumor Invasion
INHBA + ' Tumor Growth
INHBE + ' Tumor Growth
IRF6 + ' Tumor Growth, EMT, Transcription Factor
sk | __._______iAngiogenesis, Transcription Factor, Tumor Growth
ISLR + ;EMT, Tumor Invasion
ITGA1 + %ECM Layers, ECM Remodeling, Tumor Invasion
ITGA11 + ' ECM Layers, ECM Remodeling, Tumor Invasion
ITGA2 + EAngiogenesis, ECM Layers, ECM Remodeling, Tumor Invasion
ITGA3 + EAngiogenesis, ECM Layers, ECM Remodeling, Tumor Invasion
ITGAS + + + ! Angiogenesis, ECM Layers, ECM Remodeling, Tumor Growth, Tumor Invasion
ITGA6 + EAngiogenesis, ECM Layers, ECM Remodeling, Tumor Invasion
ITGA7 + + :ECM Layers, ECM Remodeling, Tumor Invasion
ITGA8 + ECM Layers, ECM Remodeling, Tumor Growth, Tumor Invasion
ITGA9 + ECM Layers, ECM Remodeling, Tumor Invasion
ITGAM + ! Angiogenesis, ECM Layers, Tumor Invasion
ITGB1 | + | + + fAngiogenesis, ECM Layers, ECM Remodeling, Tumor Growth, Tumor Invasion
ITGB1BP1 | + | ' Angiogenesis
ITGB2 + EAngiogenesis, ECM Layers, Tumor Invasion
ITGB3 | + + + ' Angiogenesis, ECM Layers, ECM Remodeling, Tumor Growth, Tumor Invasion
ITGB4 + + 'ECM Layers, ECM Remodeling, EMT, Tumor Invasion
ITGB6 + + ECM Layers, ECM Remodeling, EMT, Tumor Invasion
ITGB7 + ! ECM Layers, ECM Remodeling, Tumor Invasion
ITGB8 + EAngiogenesis, ECM Layers, ECM Remodeling, Tumor Invasion
ITM2A + | ECM Layers, EMT
JAG1 | + + EAngiogenesis, ECM Layers, EMT, Tumor Growth, Tumor Invasion
JAM2 + EAngiogenesis, ECM Layers, EMT, Tumor Invasion
JAM3 | i + ‘Angiogenesis, EMT, Tumor Invasion
JUN + EAngiogenesis, Cancer Metabolism, Transcription Factor, Tumor Growth, Tumor Invasion
KCNJ8 + /ECM Layers, EMT

KDM1A + ' Angiogenesis, Metastasis, Transcription Factor

KDR ! Angiogenesis, ECM Layers, Tumor Growth
KIAA1462 + EMT

KISS1 + ' Metastasis, Tumor Growth

KLK3 + EAngiogenesis, Tumor Invasion

KRAS + + ‘ Angiogenesis, Cancer Metabolism, ECM Layers, Tumor Growth
KRIT1 + EAngiogenesis, Tumor Growth

KRT1 o v | ! Angiogenesis, ECM Layers

KRT14 o | EMT, Tumor Invasion

KRT19 + EMT

KRT7 + EMT

LAD1 + + | 'ECM Layers, EMT

LAMAL + ;| ECM Layers, ECM Remodeling, Tumor Invasion
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LAMA3 + iECM Layers, ECM Remodeling, Tumor Invasion
LAMA4 + iAngiogenesis, ECM Layers, ECM Remodeling, Tumor Invasion
LAMAS | + + ! Angiogenesis, ECM Layers, ECM Remodeling, Tumor Growth, Tumor Invasion
LAMB3 + ECM Remodeling, Tumor Invasion
LAMC1 + ECM Layers, ECM Remodeling, Tumor Growth, Tumor Invasion
LAMC2 + 'ECM Remodeling, Tumor Invasion
LDHA + 'Hypoxia :
LEFTY1 + ' Tumor Growth :
LGALS1 | + + ECM Layers, EMT i
LHFP [+ 'ECM Layers, EMT

CJWRR | % ECMLlayers Metastasis TumorGrowth
LLGL2 + + :ECM Remodeling, EMT, Tumor Growth
LOX + + iAngiogenesis, ECM Layers, ECM Remodeling, EMT ;
LOXL2 I + + + fAngiogenesis, ECM Layers, ECM Remodeling, EMT, Tumor Invasion
LRG1 | + ! Angiogenesis :
LTBP4 + 'ECM Layers, Tumor Growth, Tumor Invasion
LUM + ECM Layers, Tumor Growth
LY96 + {ECM Layers, EMT
MAF i {EMT, Transcription Factor
MAP2K1 + + ‘ Angiogenesis, Cancer Metabolism, ECM Layers, Hypoxia, Tumor Growth, Tumor Invasion ;
MAP2K2 + + §Mgiogen5is, Cancer Metabolism, Hypoxia, Tumor Growth, Tumor Invasion
MAP2K4 +  Metastasis :
MAP3K7 + ! Angiogenesis, ECM Layers
MAPK1 + | + | + ‘ Angiogenesis, Cancer Metabolism, ECM Remodeling, Hypoxia, Transcription Factor, Tumor Growth, Tumc rI
MAPK3 + | + | + fAngnogensls Cancer Metabolism, Hypoxia, Tumor Growth, Tumor Invasion
MAPKAPK3 + | Angiogenesis
MCAM + + ' Angiogenesis, ECM Layers, Tumor Invasion
MED1 + ! Angiogenesis, Tumor Invasion, Transcription Factor

MED23 + 1 Metastasis, Transcription Factor

MEG3 iAngiogenesis, Tumor Growth, Tumor Invasion
MEOX2 + + ! Angiogenesis, EMT, Transcription Factor ;

MET + ' Cancer Metabolism, ECM Layers, Tumor Growth ;
MFAP4 | + | + : ECM Layers, EMT, Tumor Invasion
MGATS + 'ECM Layers, Tumor Invasion
MGP + /ECM Layers ;
MISP [+ EMT I
MMP1 + iAngiogenesis, ECM Layers, ECM Remodeling, Tumor Invasion :
MMP10 + + ' ECM Layers, ECM Remodeling !
MMP12 + 'ECM Remodeling, Tumor Growth
MMP13 + + ' ECM Layers, ECM Remodeling, Hypoxia
MMP14 | + I + Anglogene5|s, ECM Layers, ECM Remodeling, Hypoxia, Transcription Factor, Tumor Growth, Tumor Invasmn
MMP17 + {ECM Layers, ECM Remodeling
MMP2 | + I + + + ' Angiogenesis, ECM Layers, ECM Remodeling, EMT, Hypoxia
MMP24 + ' ECM Layers, ECM Remodeling, Tumor Invasion
MMP3 &+ &+ o %ECM Layers, ECM Remodeling, EMT, Hypoxia, Tumor Invasion ;
MMP9 + + + ' ECM Layers, ECM Remodeling, EMT, Hypoxia, Tumor Growth
MMRN2 + + ' Angiogenesis, ECM Layers :
MPDZ + ECM Layers, EMT )
MRC1 + /ECM Layers, EMT 1
MS4A4A o {ECM Layers, EMT
MS4AGA o | ECM Layers, EMT i
MT3 + EAngiogenesis, Hypoxia, Metastasis, Tumor Growth
MTAL + Transcription Factor
MTBP + ' Metastasis, Tumor Growth
MTDH |I| ' Angiogenesis, ECM Layers, Transcription Factor ;
MTOR + Cancer Metabolism, Hypoxia, Transcription Factor, Tumor Growth
MUC1 | + | {ECM Layers, EMT, Tumor Growth
MYC + + ' Cancer Metabolism, Transcription Factor, Tumor Growth :
MYCL + ‘Transcription Factor

L R +  Metastasis
MYLK + + {EMT, Metastasis :
MYO1D + (EMT /
MYO5C + EMT :

NAA1S5 + iAngiogenesis, Transcription Factor

NAP1L3 + {EMT §
NCAM1 + 'ECM Layers, Tumor Invasion :

NCL | + | ;Angiogenesis

NDNF + ECM Layers, Tumor Growth

NDP i fAngiogenesis, ECM Layers, Transcription Factor, Tumor Growth
NDRG1 &+ /ECM Layers, Hypoxia, Metastasis

NF2 + 'ECM Layers, Tumor Growth, Tumor Invasion

NFATS fAngiogensis, Transcription Factor

NFATC2 ! Angiogenesis, ECM Layers, Transcription Factor, Tumor Growth
NFKB1 + ‘Hypoxia, Transcription Factor

NID2 + {ECM Layers, Tumor Invasion

NMEL + ' Metastasis, Tumor Growth

NME4 + ' Metastasis

NODAL + | + ' Angiogenesis, EMT, Tumor Growth, Tumor Invasion

NOS2 + 1 Angiogenesis, Hypoxia, Tumor Growth

NOS3 + ' Angiogenesis, ECM Layers, Hypoxia, Tumor Growth

NOTCH1 + | ! Angiogenesis, ECM Layers, EMT, Transcription Factor, Tumor Invasion

NF1 ' Angiogenesis, Hypoxia, Tumor Growth, Tumor Invasion
+
+
+




(Continuagdo...)

NOX5
NPR1
NR3C1
NR4A1
NR4A3
NRCAM
NRP1
NRP2
NRXN1
NRXN3
NTRK1
OAS1
OCLN
OGN
OLFML2B
ovoL2
P3H1
P3H2
PCOLCE
PDCD10
PDCL3
PDGFA
PDGFC
PDGFRB
PDK1
PDPN

PECAM1
PFKFB1
PFKFB4
PGK1
PIK3CA
PIK3CD
PIK3CG
PIK3R1
PIK3R2
PIK3R5
PIK3R6
PITX2
PKM
PKN1
PKNOX1
PLA2G10
PLA2G2A
PLA2G2D
PLA2G3
PLAU
PLAUR
PLCG1
PLCG2
PLEKHO1
PLS1
PLXDC1
PLXNC1
PLXND1
PMP22
PNPLA6
POPDC3
POSTN
PPFIBP2
PPL
PPP1R16B
PPP2CB
PPP2R1A
PPP3R1
PRELP
PRF1
PRKCB
PRKCG
PRKCZ
PROK2
PROM1
PRR15L
PRSS22
PRSS8
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iAngiogenesis, Cancer Metabolism, ECM Layers, Tumor Growth
fAngiogenesis, ECM Layers, Tumor Growth
! Angiogenesis, EMT, Transcription Factor, Tumor Growth

+ |+ ||+

+ Angiogenesis, Metastasis, Transcription Factor, Tumor Growth
+ Transcription Factor, Tumor Growth
fAngiogenesis, ECM Layers, Tumor Invasion
; Angiogenesis, ECM Layers, Tumor Growth, Tumor Invasion
: Angiogenesis, ECM Layers, Tumor Growth, Tumor Invasion
ﬁAngiogenesis, ECM Layers, Tumor Invasion
fAngiogenesis, ECM Layers, Tumor Invasion
! Angiogenesis, Cancer Metabolism, ECM Layers, Tumor Growth, Tumor Invasion
JEMT
{ECM Layers, EMT

+ | {ECM Layers, Tumor Growth

+ | ' ECM Layers, EMT

! Angiogenesis, EMT, Tumor Growth
(EMT

& | [ECM Layers, Tumor Invasion

+ | /ECM Layers, EMT

1Angiogenesis, ECM Layers, Tumor Growth, Tumor Invasion
‘ Angiogenesis, Tumor Invasion

+ | ! Angiogenesis, Cancer Metabolism, ECM Layers, ECM Remodeling, Hypoxia, Tumor Growth, Tumor Invasnon

! Angiogenesis, Cancer Metabolism, EMT, Tumor Growth
' Cancer Metabolism, ECM Layers, Tumor Growth, Tumor Invasion

|||+

& B ‘ Angiogenesis, ECM Layers, Tumor Invasion

+ Cancer Metabolism, Hypoxia

ECM Layers, Tumor Growth, Tumor Invasion
+  Metastasis

Hypoxia

Hypoxia

Cancer Metabolism, Hypoxia

Angiogenesis, Cancer Metabolism, Hypoxia, Tumor Growth

'Angiogenesis, Cancer Metabolism, ECM Layers, Hypoxia

Angiogenesis, Cancer Metabolism, ECM Layers, Hypoxia, Tumor Growth, Tumor Invasion
Angiogenesis, Cancer Metabolism, ECM Layers, Hypoxia, Tumor Invasion

Angiogenesis, Cancer Metabolism, Hypoxia, Tumor Growth

Angiogenesis, Cancer Metabolism, Hypoxia

iAngiogenesis

||+

w fTranscription Factor, Tumor Growth

+ ! Cancer Metabolism, ECM Layers

+ ECM Layers, EMT, Transcription Factor, Tumor Invasion

[+ |+ |+ [+

' Angiogenesis, Transcription Factor
! Angiogenesis, Transcription Factor
! Angiogenesis

‘ Angiogenesis

iAngiogenesis, ECM Layers

+ fAngiogensis, ECM Layers, ECM Remodeling, Hypoxia, Tumor Growth, Tumor Invasion

+ Angiogenesis, ECM Layers, Tumor Growth
+ Angiogenesis, Cancer Metabolism, ECM Layers, Hypoxia, Tumor Growth
+ Angiogenesis, ECM Layers, Hypoxia

/ECM Layers, EMT

(EMT

' Angiogenesis, ECM Layers

fECM Layers, EMT, Tumor Invasion
! Angiogenesis, ECM Layers

! ECM Layers, EMT, Tumor Growth
' Angiogenesis, ECM Layers

{ECM Layers, EMT

i [ECM Layers, Tumor Invasion

(EMT
'ECM Layers, EMT
! Angiogenesis, ECM Layers

+ ;Tumor Growth
+ ‘Tumor Growth

‘ Angiogenesis, EMT

[+ {ECM Layers, Tumor Invasion
+ | + ECM Layers, EMT, Transcription Factor
+ Angiogenesis, Cancer Metabolism, ECM Layers, Hypoxia, Tumor Growth, Tumor Invasion
w Angiogenesis, Cancer Metabolism, ECM Layers, Hypoxia, Tumor Growth, Tumor Invasion

| EMT, ECM Layers
' Angiogenesis, Tumor Growth, Tumor Invasion

+ | + ECM Layers, EMT, Transcription Factor
+ JEMT
+ | :ECM Remodeling
+ ‘ECM Layers, ECM Remodeling, EMT
,,,,,,,,,,,,, * I % Angiogenesis, Cancer Metabolism, ECMLayers Tumor Growth
+ | (EMT
+ + | ! Angiogenesis, ECM Layers, EMT
v ﬁAngiogenesis, Tumor Growth, Tumor Invasion
+ + l + | fAngiogenesis, ECM Remodeling, EMT, Tumor Invasion
+ ! Angiogenesis, Hypoxia, Tumor Growth, Tumor Invasion

;ECM Layers, EMT
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PTPRB + iAngiogenesis, ECM Layers, Tumor Invasion ;

PTPRC + 'ECM Layers, EMT, Tumor Growth, Tumor Invasion
+

PTPRM + fAngiogenesis, ECM Layers, Tumor Growth, Tumor Invasion
PTRF ' ECM Layers, EMT !
PTTG1 I + ‘Tumor Growth, Metastasis, Transcription Factor

PTX3 + (EMT

PXDN + /ECM Layers
PYCARD I {EMT, Transcription Factor :
QKI + iAngiogenesis, ECM Layers, EMT
RAB25 + 'ECM Layers, EMT, Tumor Growth
RAC1 + + ! Angiog! is, Cancer Metaboli ECM Layers, EMT, Tumor Invasion
RAC2 + ' Angiogenesis, Cancer Metabolism, ECM Layers, Tumor Growth, Tumor Invasion i
RAF1 + ﬁAngiogenesis, Cancer Metabolism, ECM Layers, Hypoxia, Tumor Growth
RAMP1 + fAngiogenesis, ECM Layers
RAMP2 + ! Angiogenesis, ECM Layers, Tumor Growth
RB1 + ‘Transcription Factor, Tumor Growth
RBL1 + iTranscription Factor, Tumor Growth ;
RBL2 + iTranscription Factor, Tumor Growth

RBM47 + (EMT

RBPJ + ! Angiogenesis, Transcription Factor, Tumor Invasion
RBX1 + + %Hypoxia, Tumor Growth

RELN + {ECM Remodeling, Tumor Invasion

RGCC [ + ' Angiogenesis
RHOA + | + | ECM Layers, EMT, Tumor Growth, Tumor Invasion ;
RNH1 B { Angiogenesis
ROBO4 + iAngiogenesis, ECM Layers
ROCK1 + | + | ! Angiogenesis, Tumor Growth, Tumor Invasion
ROCK2 + | + | iAngiogenesis, ECM Layers, Tumor Growth, Tumor Invasion ;
RORA + iAngiogenesis, Transcription Factor
RORB + fTranscription Factor, Tumor Growth
RPS27A | + !ECM Layers, EMT, Tumor Growth, Tumor Invasion
RPS6KB1 | + + ' Cancer Metabolism, Hypoxia, Tumor Growth ;
RPS6KB2 + + /Cancer Metabolism, Hypoxia, Tumor Growth
RRAS + /Angiogenesis, ECM Layers
RTN4 + ! Angiogenesis, ECM Layers, EMT
RUNX1 + + | + ' Angiogenesis, ECM Layers, Metastasis, Transcription Factor :
RUNX1T1 + EMT, Transcription Factor
S100A14 + {ECM Layers, EMT j
S100A7 i ! Angiogenesis, Tumor Invasion
S1PR1 + : Angiogenesis, ECM Layers, Tumor Growth, Tumor Invasion ;
SACS 5 JEMT ]
SAMSN1 + {EMT
oscg2 | & /Angiogenesis, Tumor Growth ]
SCNN1A + 'ECM Layers, EMT :
SDC4 + + | :ECM Layers, ECM Remodeling, EMT, Tumor Invasion
SELE + | {ECM Layers, Tumor Invasion
SEMA3E + {Angiogenesis
SERINCS i 'ECM Layers, EMT ;
SERPINA1 + 5Angiogenesis, ECM Remodeling, Hypoxia
SERPINE1 | + + + + ' Angiogenesis, ECM Layers, ECM Remodeling, EMT, Hypoxia
SERPINF1 | + + + ! Angiogenesis, ECM Layers, EMT, Tumor Growth
SERPING1 + ! Angiogenesis, EMT :
SERPINH1 + ECM Layers, ECM Remodeling
SET + /Tumor Growth
SETD2 + ! Angiogenesis
SFRP1 + + + I ' Angiogenesis, ECM Layers, EMT, Tumor Growth ;
SFRP2 + + | §Mgiogenesis, ECM Layers, EMT, Tumor Growth
SH2B3 o ! Angiogenesis, EMT ;
SH2D3A + (EMT ]
SH3YL1 + {EMT :
SHB + iAngiogenesis, ECM Layers, Tumor Growth :
SIRT1 + iAngiogenesis
SKP1 + | :Tumor Growth
SLC12A6 + ' Angiogenesis, ECM Layers ;
SLC2A1 + %Cancer Metabolism, ECM Layers, Hypoxia
SLC35A3 + {ECM Layers, EMT /
SLC37A1 + 'ECM Layers, EMT ]
SLC44A4 + :Cancer Metabolism, ECM Layers, EMT i
SLIT2 + + §Mgiogenesis, ECM Layers, EMT, Tumor Growth
SLPI + + {ECM Layers, EMT
SMAD1 + ! Transcription Factor, Tumor Growth
SMAD2 + + + ' ECM Remodeling, EMT, Tumor Growth, Tumor Invasion, Transcription Factor ;
SMAD3 + ECM Remodeling, Hypoxia, Transcription Factor, Tumor Growth
SMAD4 + + 'ECM Layers, Hypoxia, Transcription Factor, Tumor Growth
SMADS i /Transcription Factor, Tumor Growth
SMAD9 + ‘Tumor Growth, Hypoxia, Transcription Factor ;
SMC3 + ECM Layers, Tumor Growth
smoc1 + /ECM Layers i
SMURF1 | + + !ECM Layers, EMT, Tumor Growth
SMURF2 + 'ECM Layers, Tumor Growth :
SNAIL | + + + fAngiogenesis, ECM Layers, ECM Remodeling, EMT, Transcription Factor, Tumor Invasion
SNAI2 | + + ] EMT, Transcription Factor, Tumor Invasion
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SNAI3
SNRPF
SOD1
SORD
SOX17
SOX2
SOX9
SP1
SPARC
SPARCL1

SPINKS
SPINT1
SPOCK3
sPP1
SRC
SRF
SRGN
SRPK2
SRPX2
SSTR2
sT14
STABL
STAB2
STATL
STAT3
SULF1
sv2B
SYK
SYNEL
TACSTD2
TALL
TBX1
TBX4
TBXA2R
TCEB1
TCEB2
TCF20
TCF3
TCF4
TDGF1
TEK

TF
TFDP1
TFPI2
TGFB1
TGFB2
TGFB
TGFBR2
THBS1
THBS2
THBS4
THYL
TIEL
TIMP1
TIMP2
TIMP4

TMEM100
TMEM30B
TMPRSS2
TMPRSS4
TMPRSS6
TNC

TNF
TNFRSF12A
TNFRSF1A
TNFSF10
TNFSF12
TNFSF13
TNMD
TNN

TNS1
TNXB
TOM1L1
TP53
TPM2
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+ | ! EMT, Transcription Factor
+ ' Metastasis
_fAngi ogenesis, ECM Layers
+ EMT, Tumor Invasion
+ ' Angiogenesis, Transcription Factor, Tumor Growth
+ + ' EMT, Transcription Factor, Tumor Growth
+ + ] EMT, Transcription Factor, Tumor Growth, Tumor Invasion
+ ! Cancer Metabolism, Transcription Factor, Tumor Growth
| + + + éAngiogenesis, ECM Layers, EMT, Tumor Growth
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, Lo I - V)
+ : EMT, Transcription Factor
+ ! Angiogenesis, Tumor Growth
i vangiogenesis
+ §Angiogenesis, EMT
+ 'ECM Layers
+ + ! ECM Remodeling, EMT, Tumor Invasion

+ +
+

+ ECM Layers, Tumor Growth

' Angiogenesis, ECM Layers, Tumor Growth, Tumor Invasion
éAngiogenesis, Transcription Factor, Tumor Growth, Tumor Invasion
_fAngi ogenesis, ECM Layers, EMT

Angiogenesis, Tumor Growth

‘ Angiogenesis, Tumor Invasion

| ECM Layers, EMT

;Angiogenesis, ECM Layers, Tumor Invasion

' Angiogenesis, ECM Layers, Tumor Invasion
iAngiogenesis, Transcription Factor, Tumor Growth

'ECM Layers, Hypoxia, Transcription Factor, Tumor Growth, Tumor Invasion

B

! Angiogenesis, ECM Layers, Tumor Growth
' ECM Layers, ECM Remodeling, Tumor Invasion

+

+

fAngiogenesis, ECM Layers, Tumor Growth, Tumor Invasion

EER T RN I

| ECM Layers, EMT

'ECM Layers, EMT, Tumor Growth, Tumor Invasion
‘Angiogenesis, Transcription Factor

éAngiogenesis, Transcription Factor, Tumor Growth
| Angiogenesis, Transcription Factor

! Angiogenesis, ECM Layers

‘Hypoxia

‘Hypoxia

/Metastasis

+ |+
+

| Transcription Factor, Tumor Growth

' EMT, Transcription Factor

iAngiogenesis, ECM Layers, Tumor Growth, Tumor Invasion
EAngiogenesis, ECM Layers, Hypoxia, Tumor Growth, Tumor Invasion
' Angiogenesis, ECM Layers, Hypoxia

‘Tumor Growth, Transcription Factor
! Angiogenesis, EMT

+

s

' ECM Remodeling, EMT, Hypoxia, Tumor Growth, Tumor Invasion

+
I N TR I BN

B CE R I CEN RN IEEN CE

! Angiogenesis, ECM Layers, EMT, Hypoxia, Tumor Growth, Tumor Invasion
vangiogenesis, ECM Layers, Tumor Growth, Tumor Invasion

§Angiogenesis, ECM Layers, EMT, Tumor Growth

fAngiogenesis, ECM Layers, ECM Remodeling, Hypoxia, Tumor Growth, Tumor Invasion
! Angiogenesis, ECM Layers, ECM Remodeling, Tumor Growth, Tumor Invasion

: Angiogenesis, ECM Layers, ECM Remodeling, Tumor Growth, Tumor Invasion
éAngiogenesis, ECM Layers, Tumor Invasion

| Angiogenesis, ECM Layers

o
+

' Angiogenesis, ECM Layers, ECM Remodeling, Hypoxia, Metastasis, Tumor Growth
' ECM Layers, ECM Remodeling, Metastasis, Tumor Growth ;

o
+

' ECM Remodeling, Metastasis, Tumor Growth

| ECM Layers, EMT

!ECM Layers, EMT

' ECM Layers, Hypoxia, Tumor Invasion

|ECM Layers, EMT

! Angiogenesis, ECM Layers

'ECM Layers, EMT, Tumor Invasion

! ECM Layers, ECM Remodeling, EMT

{ECM Layers, ECM Remodeling, EMT

EAngiogenesis, ECM Layers, ECM Remodeling

! ECM Layers, ECM Remodeling, EMT, Tumor Growth, Tumor Invasion
ECM Layers, ECM Remodeling, Hypoxia, Tumor Growth, Tumor Invasion
éAngiogenesis, ECM Layers, Tumor Invasion

| Angiogenesis, Hypoxia

+ 'ECM Layers

‘Angiogenesis, ECM Layers, Tumor Growth, Tumor Invasion
ECM Layers, EMT, Tumor Growth

’;Angiogenesis, ECM Layers, Tumor Growth, Tumor Invasion
| ECM Remodeling, Tumor Growth

{EMT, Tumor Invasion

EECM Layers, ECM Remodeling, Tumor Invasion

'EMT

+

' Cancer Metabolism, Transcription Factor, Tumor Growth

JEMT



(Continuagdo...)

TPSB2 + /ECM Remodeling
TPSD1 + /ECM Remodeling
TSHR + JECM Layers, Tumor Growth
TSPAN1 + /ECM Layers, EMT
TWIST1 | + + + ‘ Angiogenesis, EMT, Transcription Factor, Tumor Invasion
TWIST2 + + | EMT, Transcription Factor, Tumor Growth
TXNIP + ' Metastasis, Tumor Growth
TYMP + iAngiogenesis, Tumor Growth
UBA52 + !ECM Layers, EMT, Tumor Growth
uTS2 + fAngiogenesis
VAMPS + {ECM Layers, EMT
VASH1 + ! Angiogenesis, Tumor Growth
VAV2 + iAngiogenesis, ECM Layers, Tumor Growth
VAV3 + + iAngiogenesis, ECM Layers, EMT, Tumor Growth, Tumor Invasion
VCAM1 + + iAngiogenesis, ECM Layers, EMT, Hypoxia, Tumor Growth, Tumor Invasion
VCAN + + !ECM Layers, EMT, Tumor Growth, Tumor Invasion
VEGFA + + + ‘ Angiogenesis, ECM Remodeling, Tumor Growth, Hypoxia
VEGFB + + iAngiogenesis, ECM Remodeling, Tumor Growth
VEGFC + Angiogenesis, Tumor Growth, Tumor Invasion
VEZF1 + ! Angiogenesis
VHL + ' Angiogenesis, Hypoxia, Transcription Factor, Tumor Growth, Tumor Invasion
VIM + :ECM Layers, EMT, Tumor Invasion
vIT + (EMT
VPS13A + JEMT
VSIG4 + ECM Layers, EMT, Tumor Growth, Tumor Invasion
VWAL + {ECM Layers
wwAa2 I CMlayers
WARS | + : Angiogenesis
WIPF1 + EMT, Tumor Invasion
WNT5A | + + fAngiogenesis, ECM Layers, EMT, Transcription Factor, Tumor Growth, Tumor Invasion
WNT5B + ECM Layers, EMT, Tumor Invasion
WWTR1 + ! EMT, Transcription Factor
ZC3H12A | & iAngiogenesis, ECM Layers
ZCCHC24 + JEMT
ZEB1 + | + " Tumor Growth, EMT, Transcription Factor
ZEB2 + | + ' Tumor Growth, EMT, Transcription Factor
ZFPM2 + : Angiogenesis, EMT, Transcription Factor
ZFYVEL6 + ‘Tumor Growth
ZFYVE9 + {Tumor Growth
AGK ‘HKs
AMMECR1L 'HKs
CC2D1B 'HKs
CNOT10 {HKs
CNOT4 'HKs
COG7 'HKs
DDX50 'HKs
DHX16 {HKs
DNAJC14 HKs
EDC3 'HKs
EIF2B4 'HKs
ERCC3 'HKs
FCF1 ‘HKs
GPATCH3 {HKs
HDAC3 ‘HKs
MRPS5 'HKs
MTMR14 'HKs
NOL7 {HKs
NUBP1 ‘HKs
PRPF38A 'HKs
SAP130 'HKs
SF3A3 'HKs
TLK2 'HKs
TMUB2 'HKs
TRIM39 'HKs
USP39 {HKs
ZC3H14 ‘HKs
ZKSCANS 'HKs
ZNF143 'HKs
ZNF346 {HKs
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Anélise do perfil de expresséo génica pelo método de nanoString e do receptor tirosina
-quinase AXL em carcinomas de células renais metastaticos tratados com sunitinibe e
sua associagdo com prognostico.

Pesquisador: Luis Eduardo Rosa Zucca

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 34091114.1.0000.5437

Instituicdo Proponente: Fundacéo Pio Xl
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.787.173

Apresentacao do Projeto:

As informacdes elencadas nos campos denominados "apresentagéo do projeto", "objetivos" e "avaliagdo dos
riscosebeneficios”foramretiradasdodocumentointitulado
“PB_INFORMAQC)ES_BASICAS_QOBQSS_ES.pdf” (submetido na Plataforma Brasil em 15/05/2018)

RESUMO:

Carcinoma de células renais representa 2-3% de todos dos canceres de paises ocidentais. Dados de 2008,
estimaram a incidéncia de cancer de rim no Brasil de aproximadamente 4100 brasileiros, sendo que metade
dessas pacientes morreram da doencga naquele ano. Novas terapias alvomoleculares emergiram nos ultimos
anos para pacientes com cancer de rim metastatico, apresentando respostas tumorais objetivas em torno de
30%, com aumento significativo em sobrevida global. Devido a heterogeneidade desses pacientes e a falta
de marcadores especificos, atualmente o tratamento baseia-se em analises clinicas e laboratoriais. A busca
por biomarcadores prognésticos e preditivos mais sensiveis pode caracterizar melhor o paciente com cancer
de rim e proporcionar um guia mais sensivel para o manejo médico. Objetivos: Avaliar a expressdo do
receptor tirosina quinase AXL através da técnica de imuno-histoquimica em 64 pacientes com carcinoma de
células renais metastatico tratados com sunitinibe no Hospital de Cancer de
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Barretos, e correlacionar o perfil de expressdo com as caracteristicas clinico-patolégicas e resposta
terapéutica ao uso desta medicagdo. Também pretendemos avaliar a expressado génica diferencial de um
painel de 770 genes pela técnica de nanoString em 104 pacientes com carcinoma renal de células claras
gue receberam tratamento com sunitinibe como primeira linha e sua associacdo com prognostico dos
pacientes. Metodologia: Determinar o perfil epidemiol6gico e caracteristicas clinicas e patolégicas dos
pacientes com carcinoma de células renais metastatico que fizeram uso de sunitinibe; revisdo
histopatologica dos casos e realizagdo de um tissue-microarray (TMA) dos pacientes selecionados; avaliar a
expressdo do receptor tirosina quinase AXL, tanto sua forma total quanto fosforilada dos casos;
correlacionar o perfil de expressdo de AXL com as caracteristicas epidemiolégicas e clinico-patologicas dos
pacientes, em particular o seu impacto no prognostico e resposta terapéutica ao uso desta medicacéo;
avaliar os niveis de expressao de 770 genes relacionados ao perfil imunologico associado ao cancer e sua
relagdo com prognéstico e outros dados clinico-patologicos de pacientes com carcinoma renal de células
claras tratados com sunitinibe como primeira linha.

INTRODUCAO:

O paciente com carcinoma de células renais metastatico sdo heterogéneos e atualmente numerosas
terapias sistémicas estdo no mercado, porém ainda ndo temos nenhum biomarcador que nos ajude a tragar
a melhor abordagem para um tipo de paciente58. Biomarcador é qualquer indicador que possa ser usado
para identificar alguma caracteristica de certa doencga ou de seu tratamento. O contexto especifico onde um
biomarcador pode influenciar uma decisdo médica inclui58: detecgdo, onde o uso de biomarcador pode
estabelecer um diagnoéstico; prognéstico, na qual mensura-se a probabilidade de um especifico desfecho
clinico, como recorréncia, progressdo ou sobrevida; predi¢do, onde identifica-se a chance de resposta a
uma terapia especifica; indicador de resposta, no qual biomarcadores demonstram a resposta farmacologica
ou fisiolégica de um tratamento (ndo quer dizer que o paciente tenha se beneficiado do tratamento).
Numerosos marcadores tumorais moleculares estédo sendo analisados e investigados, como anidrase
carbonica IX, fator de crescimento endotelial, fator indutor de hipdxia, Ki67m p53, PTEN, entre outros58. Até
a presente data nao foi aprovado nenhum teste molecular que identifique quais pacientes o médico ira
mudar sua conduta em relagéo a algum tipo de biomarcador para carcinoma de células renais. Raz6es para
ndo termos tais biomarcadores inclui a auséncia de candidatos fortes, interacdo de multiplos fatores,
inadequacdo de tamanhos de amostras em estudos para identificar um biomarcador especifico, e muitos
outros. Sem esses testes disponiveis, a histologia e a
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estratificacdo de risco pelos nomogramas de Motzer e mais recentemente pelo nomograma de Heng,
aprovado com base no uso de terapia alvo molecular, sédo essenciais para individualizagdo do tratamento,
porém séo testes inespecificos que se baseiam em analises retrospectivas. A identificacdo de um
biomarcador tanto para prognéstico ou predi¢éo de resposta se faz necessario para melhor identificarmos e
individualizarmos a terapia para o paciente com carcinoma de células renais metastatico.

HIPOTESE:

1) HO - Os desfechos clinicos estudados em pacientes com carcinoma de células renais metastaticos em
uso de sunitinibe séo iguais entre aqueles que expressam e os que ndo espressam AXL. H1 - Os desfechos
clinicos estudados em pacientes com carcinoma de células renais metastaticos em uso de sunitinibe séo
diferentes entre aqueles que expressam e os que ndo espressam AXL.

2) Identificagdo de novos biomarcadores preditores de resposta ao tratamento com sunitinibe e prognéstico

Objetivo da Pesquisa:

OBJETIVO PRIMARIO:

- Determinar o perfil epidemioldgico e caracteristicas clinicas-patolégicas dos pacientes com carcinoma de
células renais metastatico que fizeram uso de sunitinibe.

- Reviséao histopatolégica dos casos e realizagdo de tissue microarray (TMA) dos pacientes selecionados.

- Avaliar a expressdo por imuno-histoquimica do receptor tirosina-quinase AXL, forma total e fosforilada dos
casos.

- Correlacionar o perfil de expressdo de AXL com as caracteristicas epidemiolégicas e clinicas-patologicas
dos pacientes, em particular o seu impacto no prognéstico e resposta terapéutica ao uso desta medicagéo.
- Avaliar o perfil de expressdo génica pela técnica de nanoString em pacientes com carcinoma renal de
células claras metastaticos, submetidos a tratamento com sunitinibe como primeira linha.

- Correlacionar os dados de expressdo génica com caracteristicas clinico-patolégicas e prognéstico
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Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
RISCOS:

Trata-se de um estudo retrospectivo, observacional, com uso de amostras biolégicas ja armazenadas, que

néo envolve aconselhamento genético ou mudanga na conduta clinica dos participantes. Assim, o principal

risco esta relacionado a quebra acidental de sigilo, mas no entanto, a equipe do estudo se compromete em

adotar medidas para evitar que a quebra de sigilo ocorra.

BENEFICIOS:

O estudo ndo deve trazer beneficios diretos aos seus participantes, mas gerar conhecimentos que trardo

beneficios futuros a outras pessoas.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

A presente submissao trata-se de E2 ao projeto para aprovacédo dos seguintes documentos:

- FolhaRosto_assinada.pdf;

- Projeto_Emenda2.pdf;

- CienciaEstudo_assinada.pdf;

- ResponsabilidadePesquisador_assinada.pdf;
- Mabin_assinado.pdf;

- CadastroNAP_assinado.pdf;

- FormularioEmenda_assinada.pdf;

- FonteFinanciamento_assinada.pdf;

- Zucca_et_al_2018.pdf;

- FormularioEmenda.docx;
- PB_INFORMACOES_BASICAS_1130546_E2.pdf

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Todos os termos foram adequadamente apresentados.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Sem ébices éticos.

Endereco: Rua Antenor Duarte Vilela, 1331

Bairro: Dr. Paulo Prata CEP: 14.784-400
UF: SP Municipio: BARRETOS
Telefone: (17)3321-0347 Fax: (17)3321-6600 E-mail:
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Consideracodes Finais a critério do CEP:
O Comité de Etica em Pesquisa da Fundacgéo Pio XlI - Hospital de Cancer de Barretos analisou o(s)
seguinte(s) documento(s) do projeto 837/2014, e:

- Aprovou a emenda ao estudo, submetida em 22/06/2018;

Apo6s analise do(s) documento(s) supracitado(s), o Comité faz a seguinte recomendagéo:
(x) O Estudo deve Continuar;

() O Estudo dever ser Interrompido;

() O Estudo esta Finalizado;

() Solicita-se Esclarecimento;

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas| PB_LINFORMACOES_BASICAS_113054| 22/06/2018 Aceito
do Projeto 6_E2.pdf 09:55:04
Outros FormularioEmenda.docx 22/06/2018 |Ana Carolina Laus Aceito
09:52:56

Outros Zucca_et_al_2018.pdf 14/06/2018 |Ana Carolina Laus Aceito
15:03:38

Outros FormularioEmenda_assinada.pdf 14/06/2018 | Ana Carolina Laus Aceito
15:03:13

Outros FonteFinanciamento_assinada.pdf 14/06/2018 | Ana Carolina Laus Aceito
15:02:17

Outros CadastroNAP_assinado.pdf 14/06/2018 | Ana Carolina Laus Aceito
15:01:22

Declaragéo de Mabin_assinado.pdf 14/06/2018 | Ana Carolina Laus Aceito

Manuseio Material 15:00:58

Biolégico /

Biorepositorio /

Biobanco

Declaragéo de ResponsabilidadePesquisador_assinada| 14/06/2018 [Ana Carolina Laus Aceito

Pesquisadores .pdf 15:00:34

Declaragéo de CienciaEstudo_assinada.pdf 14/06/2018 |Ana Carolina Laus Aceito

Instituicéo e 15:00:03

Infraestrutura
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Projeto Detalhado / | Projeto_Emenda2.pdf 14/06/2018 | Ana Carolina Laus Aceito
Brochura 14:58:44
Investigador
Folha de Rosto FolhaRosto_assinada.pdf 14/06/2018 | Ana Carolina Laus Aceito
14:57:35
QOutros Formulario para Emenda julho.2015.pdf | 07/08/2015 Aceito
09:42:01
QOutros mabin eduardo zucca ago.2015 2:2.pdf 07/08/2015 Aceito
09:40:29
QOutros mabin eduardo zucca ago.2015 1:2.pdf 07/08/2015 Aceito
09:39:57
Outros Projeto modificado com emenda 30/07/2015 Aceito
julho.2015.pdf 11:26:57
Outros Formulario para Emenda 30/07/2015 Aceito
julho.2015.docx 11:24:34
Envio de Relatorio | Relatério de Estudo Semestral - CEP 19/05/2015 Aceito
Parcial AXL.pdf 15:50:53
Outros Carta de Resposta Pendéncias - 20/09/2014 Aceito
Eduardo Zucca.pdf 15:26:31
Outros carta de resposta ao cep.docx 20/09/2014 Aceito
15:25:57
Projeto Detalhado / | Projeto Mestrado AXL 05/09/2014 Aceito
Brochura 05.09.2014.FINAL.pdf 11:42:27
Investigador
Outros declaracao assegurando a manutencao | 05/09/2014 Aceito
do material residual.pdf 11:41:17
Outros Declaracao Rui PAIP.pdf 05/09/2014 Aceito
11:40:50
Outros declarag@o de ciencia e autorizagdo de 28/07/2014 Aceito
estudo - CEPOM.pdf 15:41:08
Outros declaracdo de ciencia departamento de | 28/07/2014 Aceito
patologia.pdf 15:40:34
Outros Formulario MABIN - Dr. Eduardo 28/07/2014 Aceito
Zucca.pdf 15:39:53
Outros cadastro projeto de pesquisa - nap.pdf 28/07/2014 Aceito
15:39:35
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Anexo F — Documento comprobatdrio da situagao do artigo cientifico.

ha hospital Instituto de Ensino e Pesquisa
barretos Pés-graduacao

Carta de Intengdo

De acordo com as normas do Regimento Interno do Programa de Pdés-Graduagdo do Hospital de
Cancer de Barretos, o paragrafo 32, do artigo 26 prevé que “Para depdsito da Dissertagdo de
Mestrado, o aluno deverd ter previamente submetido artigo cientifico derivado do seu projeto, em
revista Qualis B1 ou superior (drea de avaliagdo MEDICINA I). Para depdsito da Tese de Doutorado o
aluno deverad ter previamente artigo cientifico aceito para publicacdo em revista Qualis B1 ou

superior (drea de avaliagdo MEDICINA ).”

Como o artigo cientifico ndo foi apresentado no momento do depdsito do exemplar, através do
presente documento, aluno e orientador comprometem-se fazé-lo no prazo maximo de 90
(noventa) dias a partir da data da defesa. Para tanto, deverdo encaminhar ao Conselho de Pds-
Gradugdo deste Programa, uma copia do artigo submetido e o respectivo comprovante de

submissdo ao periddico.
C
Ry

André Oct?(/io Niéolau Sanches Ru Manuel Vigirgd Reis

Barretos, 28 de dezembro de 2020.
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