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RESUMO

Análise de alterações somáticas no número de cópias de DNA do carcinoma renal

de células claras

O carcinoma de células renais (CCR) é o décimo sexto câncer em incidência

e mortalidade no mundo para o ano de 2018 e é responsável por 85-95% dos casos

de câncer de rim. O subtipo histológico mais frequente é o de células claras (cCCR)

(70%-85%), sendo também o mais agressivo e o responsável pelo maior número de

mortes. As alterações somáticas no número de cópias de DNA (CNAs) são meca-

nismos intimamente associados com a patogênese do cCCR e têm sido fonte para a

descoberta de alvos terapêuticos. Dentre as alterações cromossômicas recorrentes

para esse tipo tumoral descritas pelo consórcio The Cancer Genome Atlas (TCGA)

encontram-se a perda do 3p (91%), ganho do 5q (67%) e perda do 14q (45%), que

têm se mostrado importantes para o desenvolvimento e progressão da doença. A

deleção do braço curto do cromossomo 3, onde está localizado o gene supressor tu-

moral von Hippel-Lindau (VHL), é considerado um hallmark do cCCR. No entanto,

a inativação do VHL isoladamente não é suficiente para o desenvolvimento da do-

ença. Sugerindo, portanto, que outras alterações também possam contribuir para

o surgimento e progressão do cCCR. Apesar dos diversos estudos moleculares, não

existe atualmente uma caracterização de tais alterações na população brasileira,

sendo este o objetivo do estudo. Para isso, foram avaliados 92 pacientes de origem

brasileira com cCCR nefrectomizados no Hospital de Câncer de Barretos no período

de 2008 a 2013. O DNA extraído das áreas tumorais macrodissecadas foi analisado

para CNAs por meio das técnicas de Comparative genomic hybridisation (aCGH)

e exoma pelas plataformas Agilent 4x180K e Illumina, respectivamente. A análise



bioinformática foi feita através do software Nexus Copy Number (Biodiscovery) con-

siderando as regiões significativas de acordo com a ferramenta Significance Testing

for Aberrant Copy Number (STAC). Dados clínicos e de sobrevida foram utilizados

para explorar associações clínicas. A coorte foi composta principalmente por pa-

cientes em estadios iniciais e doença localizada. Em média 10 a 12% do genoma

de cada paciente encontrou-se alterado. As alterações mais significativas incluem

perda dos cromossomos 3p (87,3%), 14q (35,8%), 6q (29,3%), 9p (28,6%) e 10q

(25%), e ganho dos cromossomos 5q (59,7%), 7p (29,3%) e 16q (20,6%). A análise

in silico revelou 19 genes mapeados nas regiões significativas, incluindo genes conhe-

cidos como oncogênicos (SETD2, BAP1, FLT4, PTEN) e possíveis drivers (FGFR4

e NSD1) para CCR. Além disso, uma fração dos genes identificados nas regiões de

CNAs foram associadas com expressão gênica e pior sobrevida. As CNAs encontra-

das correspondem às alterações relatadas em estudos anteriores. Além disso, novas

alterações foram identificadas como significativas para a sobrevida global. No ge-

ral, o estudo fornece o perfil de 92 pacientes brasileiros com cCCR e pontua regiões

potencialmente válidas de futura investigação.

Palavras-chave: 1. Carcinoma renal 2. Células claras 3. aCGH 4. Exoma 5.

Alterações cromossômicas 6. In silico 7. Bioinformática



ABSTRACT

Analysis of somatic DNA copy number alterations of clear cell renal carcinoma

Renal Cell Carcinoma (RCC) is the most prevalent type of kidney cancer,

accounting for about 90% of the cases. It is the sixteenth cancer in incidence and

mortality for 2018 worldwide. Clear cell renal cell carcinoma is the most common

histological subtype of RCC, and is also the more aggressive and responsible for

the highest mortality rates. Somatic copy number alterations (CNAs) are often

associated with the pathogenesis of ccRCC and have been a source for new relia-

ble biomarkers and therapeutic targets. The most recurrent chromosomal changes

described by The Cancer Genome Atlas (TCGA) consortium for this tumor type

includes 3p loss (91%), 5q gain (67%) and 14q loss (45%), which have shown to

play important roles on development and disease progression. The Loss of 3p, wich

harbours von Hippel-Lindau gene (VHL), is considered an hallmark of ccRCC.

However, inativation of VHL alone is not sufficient for cancer development. Thus

suggesting that other alterations may also contribute to ccRCC development and

disease progression. Despite several molecular studies, there is currently no descrip-

tion of chromosomal alterations in a brazilian cohort of patients with ccRCC, which

is the main purpose of the study. Therefore, a total of 92 ccRCC brazilian patients

who underwent nephrectomy at Barretos Cancer Hospital between 2008 and 2013

were analyzed for SCNAs using Comparative Genomic Hybridisation (aCGH) and

exome techniques. DNA was extracted from macrodissected tumor areasand analy-

zed for SCNAs by Agilent 4x180K and Illumina platforms. Bioinformatics analysis

was performed using Nexus Copy Number (Biodiscovery) software and significant



regions were identified according to Significance Testing for Aberrant Copy Num-

ber (STAC) algorithm. Clinical and survival data were used to explore associations.

The cohort was mainly consistent of early stages and localized disease. On average,

10-12% of the genome of each patient was found to be altered. The most frequent

alterations identified by STAC included loss of 3p (87,3%), 14q (35,8%), 6q (29,3%),

9p (28,6%) and 10q (25%), and gains of 5q (59,7%), 7p (29,3%) and 16q (20,6%).

The CNAs found in ccRCC brazilian patients correspond to the alterations reported

in previously cohorts. In addition, new alterations were identified as significant for

overall survival. In silico analysis revealed 19 genes mapped to CNAsignificant re-

gions, including genes known to be oncogenic (SETD2, BAP1, FLT4 e PTEN) and

predicteddrivers (FGFR4 e NSD1). In addition, a fraction of the CNA genes were

associated with gene expression and worse survival. Overall, this study provides

the CNA profile of 92 ccRCC Brazilian patients and highlights regions potentially

worthy of further investigation.

Keywords: 1. Renal carcinoma 2. Clear cell 3. aCGH 4. Exome 5. Chromossomal

alterations 6. In silico 7. Bioinformatics
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1 INTRODUÇÃO

1.1 Características Gerais do Carcinoma de Células Renais

1.1.1 Epidemiologia do Carcinoma de Células Renais

O carcinoma de células renais (CCR) representa aproximadamente 2-3% de to-

das as neoplasias malignas em adultos1 e trata-se de um conjunto complexo de doenças,

originário do epitélio dos túbulos renais, responsável por 85-95% dos casos de câncer de

rim2; 3; 4; 5; 6. Os demais, 10-15% dos tumores, incluem carcinomas incomuns, não clas-

sificados ou tumores benignos2; 7; 8; 9. Apenas 4-5% dos casos de CCRs são hereditários,

ocorrendo de forma esporádica na grande maioria dos casos7. A incidência de CCR é

maior em países desenvolvidos e acomete, em sua maioria, indivíduos do sexo masculino,

com uma relação homem:mulher de 2:11. A maioria dos pacientes apresenta uma idade

média de 64 anos ao diagnóstico10. Estimativas para o ano de 2018 apontaram 403.262

novos casos e 175.098 mortes por câncer de células renais no mundo todo. No Brasil,

para o mesmo ano, o número estimado de novos casos foi de 10.688, com uma taxa de

mortalidade de 4.084 indivíduos, um aumento no número de casos comparado ao ano de

2012 (6.200 casos e 3.000 mortes)1.

No ano de 2017, os tumores urológicos representaram 12.7% de todos os casos

de câncer admitidos pelo Hospital de Amor (unidades de Barretos e Jales - São Paulo).

Para o mesmo ano, 154 novos casos de câncer renal foram registrados (1.4% do total de

casos), sendo a maioria do sexo masculino (Figura 1A). De todos os casos de câncer renal

admitidos em 2017, aproximadamente 50% deles foram diagnosticados em estadiamento

avançado (III/IV) (Figura 1B). Segundo dados compilados de 2000 à 2015, a taxa média

de sobrevida em 5 anos dos pacientes avançados é de aproximadamente 30% (Figura 1C)
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(https://infogram.com/rhc_hcb).

Figura 1. Infográfico referente ao perfil dos casos de câncer de rim admitidos pelo
Hospital de Câncer de Barretos (HCB, unidades Barretos e Jales - São Paulo). Gráficos
representativos do (A) número de casos novos e número por sexo, (B) estadiamento clínico
e (C) taxa de sobrevida global em 5 anos. Dados sobre número de casos e estadiamento
referentes ao ano de 2017. Dados de sobrevida baseados nos casos de 2000 a 2015. Infor-
mações geradas pelo departamento de Registro Hospitalar HCB. (*) C64 - CID10 para
Neoplasia Maligna do Rim (Classificação Internacional de Doenças (*) EC: Estadiamento
Clínico

.

1.1.2 Histologia do Carcinoma de Células Renais

A classificação atual dos tumores de células renais foi proposta pela Organização

Mundial da Saúde (OMS)11, em concordância com a classificação publicada pela Interna-

tional Society of Urological Pathology (ISUP)12, a qual baseia-se em aspectos patológicos

e genéticos. Segundo essa classificação, os subtipos mais frequentes de carcinoma renal

são: carcinoma de células claras (70%-85%); carcinoma papilar (10%-15%); e carcinoma

cromófobo (5%) (Figura 2).
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Figura 2. Distribuição da frequência dos tipos histológicos do carcioma de células renais.
(Adaptado de Shaw, 2016)13.

.

O carcinoma renal de células claras é o subtipo mais comum de CCR e também

o mais agressivo. Mais de 90% dos tumores de carcinoma renal de células claras apresen-

tam deleção do braço curto do cromossomo 3, mais especificamente em 3p25.3, onde se

encontra o gene supressor tumoral von Hippel-Lindau (VHL), responsável pela síndrome

familiar de tumores von Hippel-Lindau14; 15; 16.

1.1.3 Diagnóstico, Prognóstico e Tratamento do Carcinoma de Células Renais

O diagnóstico do CCR é fortemente sugestivo por estudos de imagem. Hoje, mais

de 60% dos casos são detectados acidentalmente. Muitos pacientes com pequenas massas

renais permanecem assintomáticos até nos estadiamentos mais avançados. Atualmente,

a tríade clássica de sinais e sintomas: dor no flanco, hematúria macroscópica e massa

abdominal palpável é rara e se associa com doença avançada e pior prognóstico. Essa

mudança se deu, basicamente, em conseqüência do aumento do uso de técnicas radiológicas
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não invasivas, como ultrassonografia ou tomografia computadorizada de abdômen, feitas

por outros motivos17. Biópsias de tumores renais também são raras e são utilizadas a fim

de evitar cirurgias desnecessárias no caso de uma lesão benigna, selecionar pacientes para

vigilância ativa ou obter histologia antes do tratamento ablativo. As biópsias também

podem ser usadas no contexto metastático para a seleção de tratamentos e cirurgias

adequados 18.

O estadiamento tumor-linfonodo-metástase (TNM) do Comitê Conjunto Ame-

ricano de Câncer (AJCC) é o sistema de estadiamento mais comumente usado e uni-

versalmente aceito. Desde sua primeira publicação em 1977, a AJCC passou por várias

alterações e, desde janeiro de 2018, sua 8ª edição é utilizada na prática clínica19 (Fi-

gura 3). O sistema reflete o tamanho do tumor, a extensão da invasão de estruturas

adjacentes, o envolvimento dos linfonodos (disseminação regional) e metátase à distância

(principalmente pulmão, ossos, linfonodos, fígado, glândula adrenal e cérebro) (Figura 3).

Aproximadamente 30% dos pacientes com CCR apresentam metástase ao diagnóstico,

e a recorrência se desenvolve em mais de um terço dos pacientes tratados para doença

localizada20; 21; 22. Aqueles com câncer renal localizado costumam ter bom prognóstico,

por outro lado, aqueles com doença avançada apresentam uma diminuição significativa na

sobrevida. A taxa de sobrevida em 5 anos para os estágios I e II é maior que 70%, com a

nefrectomia sendo amplamente curativa. Já para os pacientes diagnosticados em estadios

III (extensão local) e IV (metástase) a taxa de sobrevida de 5 anos cai para aproximada-

mente 60% e 10%, respectivamente1. Inúmeros marcadores moleculares, bem como perfil

de expressão gênica e estudos de GWAS têm sido estudados, mas até o momento não foi

possível melhorar os sistemas prognósticos atuais, logo não são válidos de serem incluídos

na rotina clínica 23; 24; 25.



5

O tratamento cirúrgico é considerado o tratamento primário e amplamente cura-

tivo para o CCR localizado 26; 27, feito através de nefrectomia parcial ou radical, aberta

ou laparoscópica. Já o CCR metastático, costuma ser resistente à quimioterapia tradi-

cional e altamente resistente à radioterapia e requer terapia sistêmica. Durante muito

tempo a única terapia sistêmica para a doença metastática era baseada em imunote-

rapias como interferon-a (IFN-a) e interleucina-2, porém sem benefícios na sobrevida

dos pacientes28; 29; 30; 31. Na última década, no entanto, avanços foram feitos no trata-

mento do CCR metastático, com a aprovação de diversas terapias-alvo que conseguiram

a estabilização da doença e aumento de sobrevida incluindo sorafenibe32, sunitinibe33,

bevacizumabe34, pazopanibe35 e axitinibe36, que inibem o fator de crescimento endote-

lial vascular (VEGF) e seu receptor (VEGFR); e everolimus37 e temsirolimus38, inibi-

dores de mTOR. Outros alvos além do VEGFR também foram adicionados ao com-

bate à doença metastática como o cabozantinibe e lenvatinibe; e imunoterapias como

o nivolumabe29; 39; 40. Recentemente, o estudo CheckMate 214 relatou superioridade do

nivolumabe e do ipilimumabe sobre o sunitinibe em pacientes de risco intermediário e de

baixo risco, levando a uma mudança de paradigma no tratamento de primeira linha de

pacientes metastáticos41. Esses achados resultaram em uma recomendação atualizada do

tratamento sistêmico da doença metastática com inibidores de checkpoint imunológicos41.

Apesar das recentes melhorias nas estratégias de tratamento do carcinoma renal, a

identificação de novos marcadores moleculares não invasivos para prognóstico, diagnóstico

precoce e monitoramento do tratamento continua sendo um grande desafio no manejo do

CCR39.



6

Figura 3. Visão geral do sistema de estadiamento para câncer renal. As cores repre-
sentam estruturas normalmente acometidas de acordo com cada estadio. Na coluna da
esquerda, principais características para cada estadio e sua frequência em relação a todos
os casos (entre parênteses). Na coluna da direita encontram-se as taxas de sobrevida em
cinco anos para cada estadio. Os dados de estadiamento são baseados nas diretrizes da
8ª edição da classificação TNM da AJCC19. Os dados de sobrevida e número de casos
são baseados no SEER 18 2009-2015. Todas as raças, ambos os sexos (seer.cancer.gov).
Adaptado de Cohen et al. (2005)42.

1.1.4 Fatores de Risco e Predisposição ao Carcinoma de Células Renais

Obesidade e hipertensão são fatores de risco estabelecidos para CCR43; 44; 45. Ou-

tros fatores de risco modificáveis incluem, tabagismo e alcoolismo (Figura 4), além de ou-

tras condições médicas como doença renal crônica, hemodiálise, transplante renal, doença

cística renal adquirida e, possivelmente, diabetes mellitus5; 46. Os fatores não-modificáveis

associados ao devenvolvimento do CCR incluem principamente fatores genéticos, que en-

globam o diagnóstico prévio de CCR, histórico familiar e a Síndrome de von-Hippel Lindau

(Figura 4). A história familiar contribui para uma parcela do risco de CCR, onde pacien-

tes com casos de câncer renal na família apresentam um risco aumentado em duas vezes

em relação àqueles sem casos prévios na família47. Além disso, o número de casos au-

menta notavelmente com a idade e é maior para os homens do que para as mulheres1. As
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razões para esse perfil não são conhecidas, apesar de exposições genômicas, ocupacionais

e ambientais, como o tabagismo, já terem sido associadas5. Entre fatores ocupacionais e

ambientais, o tricloroetileno está entre um dos agentes classificados como carcinogênicos

para câncer renal (Grupo 1) segundo a Avaliação de Riscos Carcinogênicos para Humanos

do IARC48. Também estão nessa categoria o tabagismo e radiações (X e gama)48.

Figura 4. Principais fatores de risco bem reconhecidos que afetam o desenvolvimento de
carcinoma de células renais (CCR). Isso inclui fatores não modificáveis (verde), modificá-
veis (azul), ambientais, e fatores de risco ocupacionais (vermelho). Adaptado de Sims et
al., (2018)49.

Para o CCR, onze genes de predisposição ao cancer renal foram identificados

até agora —VHL, MET, FLCN, FH, SDHB/C/D, TSC1, TSC2, BAP1, e MITF—

50; 51; 52; 53; 54; 55; 56; 57. Embora a identificação desses genes tenha levado a importantes

descobertas sobre a patogênese do CCR, essas doenças representam uma parcela muito

pequena do risco dobrado observado em parentes de primeiro grau de pacientes com

CCR58; 47. Portanto, muitos casos de CCR familial não apresentam mutações nos genes

de suscetibilidade conhecidos. Isso sugere que fatores genéticos ainda não identificados



8

contribuem para o desenvolvimento do CCR.

1.1.5 O Papel do Gene VHL no Carcinoma de Células Renais

O gene VHL é responsável pela síndrome familiar de tumores von-Hippel-Lindau

que predispõe à formação de múltiplas lesões neoplásicas, incluindo angiomas retinais,

hemangioblastomas do sistema nervoso central, tumores pancreáticos e carcinomas de

células renais, sendo este último a causa número um de morte em pacientes com a síndrome

de von-Hippel-Lindau59; 50. O VHL é um supressor tumoral lozalizado na região 3p25.3.

Os genes supressores tumorais PBRM1, SETD2 e BAP1 também estão localizados no

braço curto do cromossomo 3 (Figura 5), cuja perda está presente em mais de 90% dos

cCCRs60, prejudicando simultaneamente quatro genes supressores tumorais. Isso parece

confirmar o fato da perda do 3p ser quase um evento universal e precoce no cCCR61.
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Figura 5. Frequência de deleção das regiões do cromossomo 3 em cCCRs. A parte
inferior da imagem consiste em uma representação do cromossomo 3 e a localização dos
genes no braço curto. A curva e a área sob a curva representam a frequência de deleção
para cada gene (indicados em laranja), bem como para outras regiões do cromossomo 3.
(Dados provenientes do TCGA)62. Adaptado de Lindgren et al., (2018)63.

A maioria dos CCRs de células claras demonstra alterações no gene VHL con-

sistente com a “hipótese de dois eventos” de Knudson sobre a ocorrência de dois eventos

mutacionais para a formação de tumores envolvendo genes supressores tumorais64. Nos

casos hereditários de cCCRs, uma cópia deficiente do gene VHL pode ser herdada na

linhagem germinativa (considerado o primeiro evento) e a outra cópia normal. A doença

se desenvolve quando o alelo remanescente sofre uma mutacão somática, deleção ou meti-

lação da região promotora espontâneas (segundo evento). Nos casos esporádicos, ambos

os alelos normais de uma mesma célula devem sofrer mutações somáticas (dois eventos)

para o desenvolvimento da doença. No CCR de células claras esporádico um alelo pode

ser alterado por meio de mutação ou metilação da região promotora e o outro através de

deleção, caracterizando perda de heterozigosidade (LOH do inglês lost of heterozygosity).

Na maioria dos estudos, grande parte dos tumores apresentam, além das mutações so-

máticas, perda do alelo remanescente ou LOH), sendo esta última a alteração molecular

observada em maior frequência65; 66.
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O papel biológico conhecido do VHL é o envolvimento nos processos de ubiqui-

tinação e degradação proteossomal (Figura 6). Entre os seus alvos estão os fatores de

hipóxia HIF1� e HIF2�, que são fatores de transcrição atuantes em genes-chave relacio-

nados principalmente com o processo de angiogênese67. Sob condições normais, a pVHL

promove a degradação de HIF. Na célula tumoral, a inativação ou mutação do VHL

leva ao acúmulo de HIF na célula, seguido do aumento da atividade das mesmas e, por

consequência, à super expressão de vários genes HIF-dependentes como VEGF, PDGF,

EPO, CA9 e CXCR4, que são conhecidos como importantes em processos de carcinogê-

nese e metástase67 (Figura 6). A importância funcional do VHL em CCR foi reportada

uma vez que a reintrodução da pVHL selvagem em células VHL-deficientes foi capaz de

suprimir o crescimento tumoral tanto in vivo quanto in vitro, demonstrando seu papel

crítico no desenvolvimento de CCR de células claras68; 69. A relação entre as mutações

do VHL e aspectos clínicos da doença ainda são contraditórios e evidências sugerem que

a inativação do VHL isoladamente não é suficiente para o desenvolvimento de CCR de

células claras70; 71; 72; 73; 74; 75. Dessa forma, acredita-se que outros genes, além do VHL e

HIF, bem como outras alterações, também possam ser importantes no desenvolvimento

da doença76.

Embora a fração de CCRs hereditários seja pequena, o conhecimento sobre sua

patogênese é de grande importância para a compreensão do câncer renal esporádico60.

Atualmente as mutações germinativas em VHL encontram-se depositadas online em um

banco de dados universal para mutações germinativas identificadas em pacientes com a

síndrome de von Hippel-Lindau, UMD-VHL (do inglês Universal Mutation Database)77.

De acordo com o seu conteúdo, as mutações germinativas do VHL podem ser divididas

basicamente em três grupos: (1) grandes deleções, que respondem a aproximadamente
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40% de todas as mutações, (2) mutações missense com aproximadamente 30% e (3) mu-

tações que resultam em proteínas truncadas (nonsense, inserções e deleções frameshift,

mutações em sitios de splicing) com aproximadamente 30% das alterações.

Figura 6. Via VHL/HIF sob diferentes condições. Da esquerda para direita: condições
de normóxia, hipóxia e no cCCR. A parte inferior da imagem representa o interior da
célula (núcleo celular) e interações de fatores de transcrição com o DNA. Sob condições
de normóxia, a pVHL (em verde) promove a degradação de HIF (em rosa). Sob hipóxia, a
molécula de HIF age como fator de transcrição atuante em genes envolvidos nas respostas
celulares para adaptação à hipóxia (indicado pelas setas). Na célula tumoral, a inativação
ou mutação do VHL leva ao acúmulo de HIF na célula, seguido do aumento da atividade
das mesmas e, por consequência, à super expressão de vários genes HIF-dependentes
(VEGF, PDGF, EPO, CA9 e CXCR4), conhecidos como importantes em processos de
carcinogênese e metástase.

.
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1.2 Características Moleculares do Carcinoma Renal de Células Claras

1.2.1 Alterações no Número de Cópias de DNA

As células carregam diferentes tipos de mutações associadas ao desenvolvimento

do câncer. Algumas alterações afetam apenas uma ou algumas bases do genoma. Ou-

tras, conhecidas como alterações no número de cópias (CNAs), envolvem porções maiores

do genoma que podem incluir perdas ou ganhos de um braço cromossômico ou de um

cromosso inteiro78; 79. As alterações somáticas no número de cópias (CNAs) são quase

onipresentes no câncer e alteram uma porção maior do genoma do câncer do que qual-

quer outro tipo de alteração genética somática80. A maioria delas compreendem eventos

grandes78; 79 que podem abrigar múltiplos genes81; 82 capazes de influenciar desfechos de

câncer83; 84; 85.

A compreensão de cada alteração, incluindo a carga de CNAs em cada paciente,

pode ajudar na compreensão da biologia tumoral e consequentemente auxiliar em decisões

clínicas. A carga de CNAs é uma medida fundamental do nível de alterações de um tumor

e significa o quanto do genoma foi alterado (porcentagem). Recentemente, a carga de CNA

(independente da carga mutacional) foi reconhecida como um fator prognóstico associado

a recidivas e mortalidade e como um marcador útil em contextos clínicos para ajudar a

avaliar o risco de pacientes com diferentes tipos de câncer, incluindo rim86.
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1.2.2 Detecção de Alterações no Número de Cópias de DNA

A detecção de CNAs é importante para a descoberta de eventos drivers e para

o entendimento do câncer79; 78. Muitas CNAs são identificadas em regiões que contêm

oncogenes e genes supressores tumorais e, dessa forma, podem associar com desfechos

clínicos e prognósticos em vários tipos de câncer79. Isso demonstra a possível utilização

de CNAss como biomarcadores.

Nos últimos anos, técnicas high-throughput, incluindo arrays de hibridação genô-

mica comparativa (aCGH)87, SNP arrays88 e sequenciamento de nova geração (NGS)89; 90; 91,

têm sido utilizadas para identificação de CNAs. As tecnologias de microarranjos têm sido

amplamente utilizadas desde o final dos anos 90 por mais de uma década como um teste

acessível e de alta resolução para detecção de alterações cromossômicas92. É uma abor-

dagem muito comum para detecção de CNAs, principalmente devido à tecnologia ter sido

desenvolvida há mais tempo e os métodos de detecção serem bem estabelecidos, inclusive

em câncer93.

Recentemente, o sequenciamento do exoma tem sido amplamente utilizado para

identificar alterações genômicas. Ocasionalmente, a identificação de CNAs por NGS é

comparável em desempenho à identificação por aCGH94. Desta forma, os dados de exoma

estão sendo cada vez mais utilizados para a investigação de CNAs87. A tecnologia oferece

uma resolução a nível de nucleotídeo único e contagens absolutas do número de leituras

podendo, portanto, fornecer resultados sensíveis e precisos, o que a torna fundamental

para o desenvolvimento de terapias-alvo. Porém, a detecção por NGS pode ser uma tarefa

desafiadora, devido à complexidade do processamento de dados95. A complexidade dos

tumores por si já torna a detecção de CNAs específicas para o câncer muito desafiadora.

Embora muitas ferramentas de detecção de CNAs tenham sido desenvolvidas desde o
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surgimento do NGS, ainda são poucas as ferramentas específicas para a detecção somática

de alterações no número de cópias para dados de exoma no câncer.

À medida que o custo do NGS diminui, ele se torna cada vez mais útil em pes-

quisas oncológicas96. Estudos sugerem que o NGS pode vir a ser uma alternativa aos

microarrays para a detecção de CNAs no câncer. Os microarrays são superiores por ofe-

recerem uma resolução mais precisa. No entanto, se o interesse for aplicação em rotina,

o exoma pode ser preferível devido sua relação custo-benefício97; 98. No entanto, há de se

considerar que, mesmo para os maiores eventos detectados, há uma discrepância ao com-

parar os resultados entre as plataformas e entre diferentes estudos. Apesar da literatura

indicar uma sobreposição entre as CNAs detectadas entre os dados de microarray e NGS,

ainda é um desafio comparar os métodos97.

1.2.3 Alterações no Número de Cópias de DNA no Carcinoma Renal de Células

Claras

A patogênese do CCR de células claras encontra-se diretamente associada à alte-

rações genéticas comuns em determinadas regiões cromossômicas99; 100 que têm sido fontes

para novas aplicações diagnósticas, prognósticas e terapêuticas potencialmente úteis101; 102

Estudos avaliando alterações somáticas no número de cópias do DNA têm revelado muito

sobre a arquitetura genômica do CCR103; 6. Este conhecimento contribui para a compre-

ensão da etiologia da doença, melhor classificação histológica e, principalmente, melhor

estratificação dos pacientes e descoberta de alvos terapêuticos6. A Tabela 1 apresenta um

resumo das principais alterações cromossômicas específicas de cada subtipo de carcinoma

renal e seus principais alvos terapêuticos associados, incluindo o cCCR.
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Tabela 1. Alterações cromossômicas somáticas recorrentes e alvos terapêuticos no CCR.

A caracterização molecular do consórcio TCGA para o carcinoma renal de células

claras revelou que tais tumores apresentam, em média, menos de 20 alterações no número

de cópias de DNA por genoma, um número menor de alterações quando comparado aos

cânceres de cólon e de mama, por exemplo (Figura 7)103. No entanto, há uma grande

representação de alterações no número de cópias envolvendo braços cromossômicos inteiros

(Figura 7).
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Figura 7. Descrição do perfil de alterações somáticas no número de cópias de DNA no
cCCR, segundo dados do TCGA. Gráfico da esquerda: porcentagem do genoma alterado
(eixo y) de acordo com o nível de CNA (eixo x): braço cromossômico versus alterações
focais. Gráfico da direita: número de alterações no número de cópias por amostra (eixo
y) de acordo com cada tipo de câncer. Em azul, ganhos. E em vermelho, perdas. Câncer
de Cólon (CRC), Glioblastoma (GBM), Câncer de Mama (BRCA) e Câncer de Ovário
(OVCA). (TCGA, 2013)103.

Alterações recorrentes específicas dos tumores de células claras envolvem os cro-

mossomos 3p (perda - 91%), 14q (perda - 45%) e 5q (ganho – 67%)103. Algumas dessas

alterações cromossômicas foram associadas a piores prognósticos, enquanto apenas o ga-

nho de 5q foi associado a bom prognóstico104; 105; 102; 106. Acredita-se que a perda do

cromossomo 3p e o ganho dos cromossomos 5q e 7, talvez sejam alterações indispensáveis

para o desenvolvimentos do cCCR. E quando a perda dos cromossomos 1p, 4, 9, 13q ou

14q é adicionada, pode levar ao desenvolvimento de tumores mais agressivos107. A região

3p21 tem sido demonstrada como importante no desenvolvimento de cCCR e encontra-se

descrita a associação significativa entre a perda de segmentos do cromossomo 14q e a pro-

gressão do tumor e a perda do 9p como um fator de prognóstico independente. O ganho

do 8q foi demonstrado como um candidato a marcador de prognóstico para diminuição

da sobrevida global. Além disso, a sobrevida parece diminuir ainda mais em pacientes
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com perda de 14q concomitante108. Duplicações nos cromossomos 5q e 7 e a deleção dos

braços cromossômicos 6q, 8p e 9p também são alterações reportadas como características

dos tumores de células claras103; 6; 71.

Além de inúmeras outras alterações cromossômicas descritas, foram identifica-

dos genes relevantes em regiões alteradas, tais como PTEN e CDKN2A (Figura 8). A

identificação dos genes nessas regiões é de extrema importância visto que outros genes de

câncer frequentemente mutados em tumores sólidos adultos, como RAS, BRAF, TP53,

RB, PIK3CA, EGFR e ERBB2, parecem fazer apenas uma pequena contribuição para o

cCCR109; 103.

Figura 8. Ganhos e perdas genômicas a nível focal reportadas pelo TCGA. Perdas repre-
sentadas em azul e ganhos em vermelho. Eixo y: genoma distribuído por cromossomos e
genes mapeados nessa regiões; eixo x: significância das alterações de acordo com Q-valor
(p-valor corrigido) (TCGA, 2013)103.
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A compreensão de cada alteração, incluindo a carga da CNA, é essencial para

caracterizar o genoma do cCCR, elucidar a biologia do tumor e ajudar o cenário clínico

no futuro. Apesar de múltiplos estudos sobre CNAs de CCR, atualmente não há descri-

ção de alterações cromossômicas em uma coorte brasileira e dados sobre a epidemiologia

e aspectos moleculares do cCCR no Brasil são escassos. Portanto, avaliar o perfil cro-

mossômico de pacientes brasileiros com cCCR e suas associações clínicas, pode contribuir

para e epidemiologia e para a descrição do perfil de alterações moleculares com impacto

clínico e para a descoberta de alvos potencialmente válidos de investigações futuras.
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2 HIPÓTESE

Alterações cromossômicas somáticas no carcinoma renal de células claras estão

relacionadas com desfechos clínicos e podem levar à identificação de genes e regiões im-

portantes para futuras abordagens de medicina personalizada do CCR de células claras.
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3 JUSTIFICATIVA

Apesar de grandes avanços, as taxas de incidência e mortalidade do carcinoma de

células renais têm aumentado em muitos países ao longo dos anos. A razão para o aumento

não é clara, mas aspectos genéticos já foram implicados, demonstrando a importância dos

estudos genômicos. Em torno de 30% dos pacientes são metastáticos ao diagnóstico e

o prognóstico geral ainda é ruim, onde, mesmo com o tratamento, a doença progride e

é a causa de morte da maioria dos pacientes. Assim, são necessários novos e melhores

tratamentos.

O carcinoma renal de células claras é o subtipo histológico responsável pelo maior

número de casos e mortes de CCR. Sua patogênese é diretamente associada à alterações

cromossômicas que têm sido fontes para novas aplicações diagnósticas, prognósticas e

terapêuticas. Curiosamente, genes de câncer frequentemente alterados em tumores sólidos

adultos (RAS, BRAF, TP53, RB, PIK3CA, EGFR e ERBB2) parecem fazer apenas uma

pequena contribuição para o cCCR. Dessa forma, a descrição de alterações moleculares

com impacto clínico e de potenciais genes-alvo válidos de investigações futuras pode guiar

futuras abordagens personalizadas. Apesar da alta frequência de alterações somáticas

no número de cópias de DNA envolvendo genes de relevância para a carcinogênese do

carcinoma renal de células claras, não existe atualmente a caracterização cromossômica

de uma causuística brasileira com CCR de células claras.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar alterações somáticas no número de cópias de DNA (CNAs) em uma cau-

suística brasileira de pacientes com carcinoma renal de células claras e associar com in-

formações clinicopatológicas.

4.2 Objetivos Específicos

1. Caracterizar as alterações somáticas no número de cópias de DNA (CNAs) de

pacientes com carcinoma renal de células claras em uma causuística brasileira por meio

da análise do exoma e de aCGH ;

2. Comparar os resultados das técnicas de exoma e aCGH ;

3. Realizar uma anotação funcional in silico dos genes encontrados nas regiões

de alteração em conjuntos de dados disponíves publicamente;

4. Verificar o status germinativo do gene VHL;

5. Associar os dados moleculares com os dados clinicopatológicos.
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5 MATERIAL E MÉTODOS

As etapas principais da metodologia encontram-se resumidas na Figura 9.

Figura 9. Fluxograma representativo das principais etapas da metodologia.
*ICGC: International Cancer Genome Consortium; REDCap: Research Electronic Data
Capture; DAVID: Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery; SPSS:
Statistical Package for the Social Sciences

5.1 População de Estudo

Este é um estudo observacional retrospectivo, cujo número amostral para o es-

tudo foi designado por conveniência. Tratando-se desta uma amostra de conveniência,

foram incluídas 92 amostras com dados de aCGH e dessas, 78 possuíam também dados

de exoma. As amostras foram filtradas por critérios de qualidade e material suficiente

para os experimentos de exoma, resultando em um número total de 78 pacientes com am-

bos dados. As amostras são provenientes de uma coorte retrospectiva de pacientes com

carcinoma renal de células claras com confirmação histológica, em estadiamentos inicial e

avançado admitidos no Hospital de Câncer de Barretos entre 11/2008 e 05/2014. Todos os
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pacientes incluídos no estudo foram submetidos à nefrectomia sem qualquer terapia pré-

operatória e tiveram disponibilidade de material congelado do tumor, bem como amostra

de sangue do paciente. Como critério de exclusão, encontraram-se amostras com material

insuficiente para pesquisa, ou extração de DNA com qualidade insatisfatória.

5.2 Levantamento dos Dados Clinico-patológicos dos Pacientes

O período de follow up dos pacientes foi de aproximadamente 10 anos (112 me-

ses; 10/2009 à 02/2019). Foram coletadas informações contidas nos prontuários dos par-

ticipantes, como informações sociodemográficas (idade, gênero, etnia, histórico familiar,

etc), dados clínicos (idade ao diagnóstico, estadiamento, tratamento, presença de mestás-

tase, recidiva ou progressão, dados de follow-up, etc), fatores de risco associados (obesi-

dade, hipertensão, tabagismo e condições médicas como doença renal crônica, hemodiálise,

transplante renal, doença cística renal adquirida, diagnóstico prévio de CCR e diabetes

mellitus) e dados histopatológicos (confirmação histológica, tamanho do tumor, invasão

tecidual adjacente, etc). Estes dados foram coletados baseados no modelo padrão de fi-

cha de coleta internacional do Internacional Cancer Genome Consortium - ICGC, a qual

se encontra em anexo (Anexo F), e foram depositados online no software para gestão

de dados de pesquisa RedCap Research Eletronic Data Capture (Vanderbilt University,

Tennessee, EUA) (https://hcbredcap.com.br).
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5.3 Análise Molecular

5.3.1 Extração de DNA

As amostras congeladas com porcentagem de células tumorais acima de 60%

e abaixo de 20% de necrose observados por microdissecção e avaliados por patologista

experiente foram consideradas para este estudo. A extração de DNA foi realizada de te-

cido tumoral de carcinoma renal utilizando-se a plataforma automatizada QIASymphony

com o Kit QIAsymphony DNA mini Kit seguindo as instruções do fabricante. Somente

amostras com excelente padrão de qualidade verificadas por Nanodrop e quantificados

por Qubit® Fluorometric Quantitation (Life Technologies) foram utilizadas no sequenci-

amento de nova geração.

5.3.2 Experimentos de Array-Comparative Genetic Hybridization (aCGH)

A técnica de aCGH foi executada de acordo com o protocolo padrão da plata-

forma de microarranjo Agilent SurePrint G3 CGH+SNP 4x180K (Agilent Technologies,

Santa Clara, CA) utilizando um DNA de referência diplóide (Agilent Technologies) como

controle. A técnica é constituída por lâminas com quatro áreas de hibridização de apro-

ximadamente 180.000 oligonucleotídeos cada. O DNA de referência foi incubado com

Cianina-3 (Cy3), enquanto o DNA teste (amostra tumoral) foi incubado com Cianina-5

(Cy-5). Os DNAs marcados foram purificados e a qualidade da marcação foi avaliada atra-

vés do NanoDrop (Thermo Scientific). A partir disso, quantidades iguais de DNA teste

e referência de cada paciente foram combinadas e preparadas para hibridação nas lâmi-

nas, durante 24 horas. Em seguida, as lâminas foram lavadas com tampões de lavagem,

estabilização, além de acetonitrila. As lâminas foram escaneadas (SureScan Microarray
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Scanner, Agilent Technologies) seguindo as recomendações do fabricante.

5.3.3 Controle de Qualidade Array-Comparative Genetic Hybridization (aCGH)

Uma das principais medidas quantitativas padrões empregadas para avaliar a

qualidade dos experimentos de aCGH é o DLRS (Derivative of the Log Ratio Spread).

Para todos os 92 pacientes analisados para CNAS através da técnica de aCGH, a média

do DLRS (variância experimental e técnica do ensaio) foi de 0.20 (Figura 10). Valores

acima de 0.30 tiveram os experimentos repetidos ou foram excluidos da análise.

De uma forma geral, essa medida consiste em um detector sensível da variação

entre sondas adjacentes, uma medida de desvio padrão das diferenças entre duas sondas

presentes nas junções onde começa e termina uma amplificação ou deleção. Ela descreve

o valor absoluto da variância da razão de log2 de cada sonda em relação à próxima, para

o genoma inteiro. O valor apenas deve variar significativamente se houver uma mudança

abrupta no número de cópias no intervalo entre os segmentos. Como normalmente existem

menos que algumas centenas de segmentos onde uma mudança abrupta no número de

cópias ocorre e centenas de milhares de probes consecutivas ao longo do genoma, pode-se,

portanto, obter uma excelente estimativa da variância experimental e técnica do ensaio

através da média do valor absoluto da diferença sonda-a-sonda.

Frequentemente correlaciona-se com abundância ou ausência de segmentos iden-

tificados em dados de número de cópias de DNA. Amostras com valores muito altos de

DLRS apresentam a capacidade de detecção precisa limitada, levando, muitas vezes, à

exclusão desses casos da análise. Valores <0.20 são classificados como excelentes. Valores

entre 0.20 e 0.30 como bons e valores >0.30 precisam ser investigados.
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Figura 10. Gráfico Box-plot representativo da qualidade dos experimentos de aCGH no
tecido tumoral

.

5.3.4 Sequenciamento do Exoma

O sequenciamento de nova geração do exoma foi realizado utilizando a plataforma

Illumina HiSeq 2500™ System, pela empresa de biotecnologia Mendelics (São Paulo).

Foram sequenciadas amostras de tecido tumoral, assim como do sangue do mesmo paciente

para identificação de alterações somáticas no número de cópias de DNA. Para esta reação,

foi utilizado o Nextera Rapid Capture Expanded Exome (Illumina), o qual permite realizar

o sequenciamento de todos os exons, regiões 5’ e 3’ UTR e sítios de ligação a microRNAs.

O sequenciamento do exoma foi feito para 78 amostras. As regiões sequenciadas

englobaram toda a região codificadora do genoma. A cobertura média do exoma para

cada amostra tumoral foi de 74,2x (com mínimo de 41,5x e máximo de 154,0x). Para as
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amostras normais, a média foi 69,5x (variando entre 27,8x a 117,5x) (Figura 11).

Figura 11. Gráfico Box-plot representativo da cobertura nos experimentos de Exoma;
tecido tumoral e normal.

.

O protocolo envolve a etapa de fragmentação do DNA genômico e ligação dos

adaptadores e índices às extremidades dos fragmentos gerados. Após a hibridização, são

utilizadas beads de estreptavidina, a fim de capturar as sondas contendo as regiões de

interesse ligadas. Posteriormente, foram realizados diversos passos de lavagens para a

remoção das ligações inespecíficas, seguido da eluição das bibliotecas. Essas bibliotecas

foram submetidas a uma segunda hibridização para aumentar o enriquecimento, seguido

de ciclos de lavagens e eluição. As bibliotecas quantificadas foram submetidas à etapa de

clusterização, sendo que cada fragmento de DNA da biblioteca incorporado à superfície

da flowcell, coberta com oligonucleotídeos, utilizados para amplificar o DNA de forma iso-
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térmica, dando origem aos clusters. A linearização retira os dois adaptadores e assegura

que a hibridação e o sequenciamento ocorram somente em uma das fitas de cada cluster.

A terceira etapa de clusterização é caracterizada palo bloqueio das hidroxilas presentes

nas extremidades 3’ dos clusters linearizados, a fim de evitar a adição de substratos de

fluoróforos a qualquer outro segmento que não seja o primer de sequenciamento. A des-

naturação permite a formação de templates de fita simples, que foram hibridizados aos

primers de sequenciamento. A tecnologia de sequenciamento baseia-se na terminação da

síntese da cadeia de DNA após a detecção do sinal fluorescente. Por terminação entende-

se a clivagem do nucleotídeo marcado já detectado que possibilita a adição do próximo

nucleotídeo. Os eventos de incorporação e clivagem do nucleotídeo marcado e modificado

ocorrem sucessivas vezes dentro da flowcell, permitindo a leitura base a base e, ao mesmo

tempo elimina possíveis erros em sequências com repetições da mesma base.

5.4 Análise Bioinformática

As etapas principais da análise bioinformática dos dados encontram-se represen-

tadas na Figura 12.

Figura 12. Fluxograma representativo das principais etapas da análise bioinformática.
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5.4.1 Análise Germinativa do Gene VHL

Para a análise germinativa do gene VHL foi utilizada a ferramenta VEP (Vari-

ant Effect Predictor) (https://www.ensembl.org) para classificar, informar a localização

e consequência das variantes. A anotação adicional das variantes foi realizada através do

software ANNOVAR (http://www.openbioinformatics.org/annovar), incluindo banco de

dados doença-específico ClinVar e os bancos de dados populacionais gnomAD e AbraOM

para avaliação de frequência. Foram consideradas variantes raras aquelas cuja frequência

foram menor do que 1% na população. Outras ferramentas de anotação também foram uti-

lizadas para a predição do possível impacto e consequência das variantes (SIFT, PolyPhen-

2, LTR, Mutation Taster, Mutation Assessor, FATHMM, PROVEAN, VEST3, Meta

SVM, Meta LR, M-CAP, CADD, DANN, FATHMM-MKL, Eigen coding or noncoding,

Eigen-raw, Eigen-PC-raw, GenoCanyon, integrated fitCons, GERP++, phyloP100way,

phastCons100way, SiPhy 29way e REVEL).

5.4.2 Análise do Número de Cópias de DNA

A análise bioinformática das alterações no número de cópias de DNA foi feita

através do software Nexus Copy Number Versão 10.0 (BioDiscovery, Inc., El Segundo,

CA) (http://www.biodiscovery.com/nexus-copy-number/). As amostras foram processa-

das e corrigidas automaticamente através das definições padrões da Agilent. A opção

de ajuste para mosaicismo foi usada para regular os limites utilizados para classificar as

chamadas. As razões de Log2 entre a amostra e a referência normal foram calculadas. Os

limites para ganho de cópia única e perda de cópia única foram estabelecidos em +0.18

e -0.18, respectivamente. Os limites da razão logarítmica para ganho de 2 ou mais có-
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pias e para uma perda homozigótica foram estabelecidos em +0.7 e -1.1, respectivamente

(Figura 13). As CNAs foram chamadas usando o algoritmo SNP-FASST2, baseado no

Modelo Oculto de Markov. A sensibilidade do algoritmo foi ajustada para uma sensi-

bilidade média. Os cromossomos sexuais foram normalizados pelo método Lowess com

base no sexo de cada amostra. O algorítmo STAC foi utilizado para determinar as CNAs

significativamente frequentes.

Figura 13. Corte Logarítimo estabelecido para a classificação de ganhos e perdas nos da-
dos de CGH. O eixo Y representa os valores da razão de Log2. O eixo X é a representação
de um cromossomo. Em azul, ganhos e em vermelho, perdas.

A análise de CNAs a partir dos dados do exoma de forma pareada foi baseada no

algoritmo ngCGH Matched (https://github.com/seandavi/ngCGH), o algoritmo do Nexus

Copy Number que permite o processamento de amostras pareadas. O método utilizado foi

baseado no algoritmo ngCGH original que estima CNAs do tumor em relação ao tecido

normal. A abordagem foi matched paired, onde calculou-se um pseudo-CGH através da

cobertura (contagem de leituras/reads) de cada amostra. Os valores foram submetidos

à correção sistemática e às etapas seguintes de segmentação e chamada. As razões de

log2 foram estabelecidas em +0.2 e -0.3, para ganhos e perdas únicas e, +0.6 e -1.0, para

grandes ganhos e grandes perdas.
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5.4.3 Carga de Alterações no Número de Cópias do DNA

Os pacientes foram classificados em subgrupos de acordo com o número de CNAs.

A classificação foi baseada em quartis, considerando a distribuição do número de eventos

obtidos a partir dos dados de aCGH. Os grupos correspondentes aos valores de carga

de CNAs foram submetidos a análises estatísticas de associação com as características

clinico-patológicas.

5.4.4 Identificação de Regiões Cromossômicas e Genes de Interesse

As regiões de interesse foram classificadas como mais prováveis para a identifi-

cação de genes de câncer (oncogenes e genes supressores tumorais, alvos das mudanças

no número de cópias de DNA). Para isso, foi utilizado o Teste de Significância para Al-

terações no Número de Cópias (STAC, Significance Testing for Aberrant Copy Number)

(http://cbil.upenn.edu/STAC). O algoritmo identificou regiões de alteração que preen-

chiam os critérios de significância (p≤0.05) e de porcentagem de agregação (>20%).

Tais regiões foram investigadas para alterações oncogênicas por meio da plata-

forma CGI (Cancer Genome Interpreter) (http://www.cancergenomeinterpreter.org). O

CGI consiste em um compilado de múltipos bancos de dados de classificação e predição,

como o Catalog of Cancer Genes (genes validados ou preditos como oncogênicos); Ca-

talog of Validated Oncogenic Mutations (mutações validadas como oncogênicas em genes

drivers) e OncodriveMUT (estimação do efeito oncogênico das variantes de significado

incerto). O CGI foi desenvolvido para dar suporte à identificação de alterações tumorais

que conferem vantagens às células tumorais para o desenvolvimento do câncer (drivers) e

detectar aquelas em potencial para alvos terapêuticos. Como consequência, ele também
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classifica as alterações que não contribuem diretamente para o fenótipo de câncer (passen-

gers). Este baseia-se no conhecimento existente coletado de vários estudos e em métodos

computacionais que anotam as alterações de um tumor de acordo com níveis distintos de

evidência. As alterações identificadas são classificadas em três categorias: sabidamente

oncogênicas, preditas como drivers ou preditas como passageiras (do inglês known on-

cogenic, predict driver e predicted passenger). São identificadas pelo CGI como drivers

aquelas alterações validadas clínica ou experimentalmente que direcionam a identificação

dos fenótipos. São consideradas como oncogênicas mutações nos genes de câncer que im-

pulsionam o crescimento do tumor ou predispõem ao câncer, e mutações que aumentam

a sensibilidade às terapias-alvo. Enquanto que o efeito das alterações de significância

incerta é previsto usando abordagens in silico (métodos computacionais de predição).

5.4.5 Integração com Perfil Transcriptômico por meio da ferramenta Oncomine

Os genes presentes nas regiões de interesse foram avaliados, principalmente,

quanto ao perfil de expressão nos bancos de dados de experimentos feitos com CCR de

células claras disponíveis na plataforma Oncomine™ (Compendia Bioscience, Ann Arbor,

MI) (https://www.oncomine.org/). Os genes de interesse foram investigados quanto a

ganhos e perdas nos níveis de expressão gênica no conjunto de dados do TCGA, totali-

zando 579 amostras de CCR contendo dados clínicos, dados de número de cópias do DNA

e expressão gênica. A avaliação das alterações na expressão utilizou como estratégia a

comparação tumor versus normal.
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5.4.6 Anotação Funcional dos Genes Identificados

A anotação funcional foi aplicada para todos os 1.248 genes encontrados nas

regiões significativas e foi feita através do banco de dados DAVID v6.8 (Database for

Annotation, Visualization and Integrated Discovery), considerando p≤0.05, corrigido pelo

método de Benjamini Hochberg. Apenas as top 10 associações foram selecionadas. Os

genes foram analisados separadamente de acordo com o tipo de alteração associada (ganho

ou perda). O conjunto de ferramentas de anotação forneceu, principalmente, os termos

do Gene Ontology (GO) mais relevantes associados aos genes, incluindo processos bioló-

gicos, função molecular e componente celular; e análise de vias (Biocarta e KeggPathway).

5.5 Análise Estatística

O pacote R utlizado para análise estatística foi implementado localmente na pla-

taforma Galaxy (https://usegalaxy.org/) e foi utilizado para as análises de associações.

As associações entre frequências das alterações moleculares e características clínicas, his-

tológicas e patológicas foram realizadas usando o Teste Chi-quadrado ou Exato de Fisher

Uni e Bicaudal, ambos com significância estabelecida em p ≤ 0,05. A análise multiva-

riada pelo método de Regressão Logística Binária foi realizada pelo modelo Backward

utilizando variáveis com significância igual ou abaixo de 0.2 na univariada. A sobrevida

global foi definida como o tempo entre a nefrectomia até o último contato ou morte. A

sobrevida foi avaliada usando o método Kaplan-Meier e comparações log-rank na análise

univariada. O valor de significância adotado em todos os testes foi de p ≤ 0.05.
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5.6 Considerações Éticas

O presente estudo foi aprovado pelo comitê de ética do Hospital de Câncer de

Barretos (n# 8042014), e obedeceu aos critérios éticos em conformidade com a resolução

CNS 466/12.

Este estudo apresenta riscos mínimos por utilizar coleta retrospectiva de material

biológico e dados de prontuários, sendo o principal risco para os participantes a quebra

acidental de sigilo o que os pesquisadores vão procurar minimizar utilizando cuidadosa-

mente medidas de segurança quanto à confidencialidade, privacidade e armazenamento

de dados.

Outro risco potencial é a utilização total do material parafinado existente. Para

isso, será sempre salvaguardada a existência de material tumoral no bloco de parafina

para possível confirmação anatomopatológica, e serão seguidas as normas e protocolos pré-

estabelecidas pelo procedimento operacional padrão do Biobanco do Hospital de Câncer

de Barretos.
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6 RESULTADOS

6.1 Dados Clínicopatológicos dos Pacientes com Carcinoma Renal de Células Claras

A causuística de 92 pacientes foi composta por 50 homens e 42 mulheres, vivos

em sua maioria (75%), com uma idade média de 58 anos (variando entre 20 e 81 anos).

Os pacientes foram diagnosticados, em sua maioria, em estadios e graus iniciais da doença

(65,2% e 75%, respectivamente) com a presença de metástase ao diagnóstico em 18,5%

dos casos. Os principais fatores de risco encontrados incluíram hipertensão e tabagismo,

seguido da obesidade e diabetes (com hipertensão concomitante ou não) (Tabela 2) (Anexo

A).
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Tabela 2. Principais características epidemiológicas e clinicopatológicas dos 92 pacientes
brasileiros com ccRCC.
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A taxa de sobrevida global em 5 anos para os pacientes com câncer de rim foi de

77,3%, com tempo médio de sobrevida estimatimado em 53,5 meses (Figura 14).

Figura 14. Curvas de Kaplan-Meier para sobrevida global dos 92 pacientes com ccRCC.

A sobrevida global foi significativamente menor para pacientes em estadiamento

(A; p=0,01) e grau histológico (B; p=0,000) avançados, metástase ao diagnóstico (C;

p=0,002) e tumores maiores que 7 centímetros (D; p=0,003) (Figura 15). Não houve as-

sociação significativa da sobrevida global com sexo, etnia, alcoolismo, tabagismo, diabetes,

hipertensão ou obesidade.
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Figura 15. Curvas de Kaplan-Meier para sobrevida global de acordo com (A) estadia-
mento clínico, (B) grau histológico, (C) metástase e (D) tamanho do tumor. O tempo foi
calculado em meses e a significância (p-valor) pelo teste de Log-rank.



39

6.2 Dados Genômicos dos Pacientes com Carcinoma Renal de Células Claras

6.2.1 Análise Germinativa do Gene VHL

A análise germinativa do gene VHL foi feita em 78 pacientes que possuíam dados

de exoma. O gene VHL apresentou-se alterado em 33 pacientes, com um total de 89

variantes. Destas, 10 eram únicas. A anotação dessas 10 variantes foi realizada através

do ANNOVAR (Tabela 3) que classificou as variantes como sendo 6 intrônicas, 1 vari-

ante exônica, 2 em região 3’-UTR e 1 em região 5’-UTR. Apenas 2 variantes já foram

descritas no Clinvar, ambas como beningas. Seis variantes encontraram-se registradas do

dbSNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP). Entre as 10 variantes, 5 não possuem dados

de frequência populacional e 2 foram consideradas raras (frequência < 1% nos bancos de

dados populacionais). Apenas 2 variantes já foram descritas no Clinvar, ambas como

benignas. A ferramenta de anotação in silico Combined Annotation Dependent Depletion

(CADD) permitiu a anotação de 9 variantes e não indicou patogenicidade em nenhuma

delas. Enquanto que a ferramenta de anotação de splicing Human Splicing Finder per-

mitiu a identificação de 5 variantes e revelou fracos indícios de alteração patogênica de

splicing em 3 variantes (Tabela 3).

Apesar de não terem sido encontradas mutações germinativas potencialmente pa-

togênicas no gene VHL,a maioria dos casos apresentou alterações somáticas (deleções) por

ambas as técnicas, aCGH e Exoma, com frequências relativamente similares à reportada

pelo TCGA (78%, 54% e 72%, respectivamente).
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Tabela 3. Anotação das variantes germinativas do gene VHL (ANNOVAR).



41

6.2.2 Descrição do Perfil de Alterações Somáticas no Número de Cópias de DNA

As alterações somáticas no número de cópias de DNA (CNAs) foram avaliadas em

um conjunto de 92 amostras de cCCR. A partir dos dados de aCGH foram identificadas

o total de 10.525 CNAs, com uma mediana de 67,5 alterações por paciente. Enquanto

que, a partir dos dados de exoma, foram identificadas 4.448 CNAs e uma mediana de

17 por paciente. Verificou-se que em média de 10 a 12% do genoma de cada paciente

apresentou-se alterado para CNAs. O número total de alterações e o valor mediano por

amostra são especificados na Tabela 4, bem como a comparação dos mesmos valores com

dados do TCGA.

Tabela 4. Resumo dos eventos de CNAs dividos por número total e mediana por paciente.
As colunas representam o número de CNAs de acordo com a técnica (a-CGH e Exoma)
em comparação aos dados do TCGA.
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A figura 16 consiste em uma representação visual da frequência de todas as alte-

rações ao longo do genoma de todos os pacientes de acordo com cada técnica empregada

neste trabalho (aCGH e exoma) e de acordo com os dados do TCGA. As análises poste-

riores tiveram um foco maior nos dados de aCGH devido ao maior número de amostras e

regiões identificadas. Sendo assim, a figura 17 representa graficamente as regiões mais fre-

quentes identificadas pelo teste de frequência significativa (STAC) nos dados de aCGH. As

alterações mais significativas incluem a perda dos cromossomos 3p (87,3%), 14q (35,8%),

6q (29,3%), 9p (28,6%) e 10q (25%), e ganho dos cromossomos 5q (59,7%), 7p (29,3%) e

16q (20,6%) (Figura 17).
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Figura 16. Representação das CNAs ao longo de todo o genoma, por cromossomo.
Regiões de ganhos em azul e regiões de perda em vermelho. (Dados do TCGA, aCGH e
exoma, respectivamente)

.
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Figura 17. Frequência das alterações significativas nos tumores de cCCR identificadas
pela ferramenta STAC nos dados de aCGH. A parte superior da imagem indica os cromos-
somos. A lateral esquerda representa a frequência das alterações. Ganhos são indicados
em azul e perdas em vermelho.

6.2.3 Carga de Alterações no Número de Cópias do DNA e Associações Clinico-

patológicas

A análise univariada foi realizada com o objetivo de investigar as associações entre

a carga de CNAs (número total de eventos) e características clínicas (Tabela 5) (a versão

completa encontra-se no Anexo A). Para essa análise, o genoma dos pacientes foi dividido

em quartis afim de estabelecer um valor de corte para as associações seguintes. O valor de

corte de aproximadamente 50 eventos (1º quartil), foi capaz de estabelecer perfis diferentes

da doença em comparação às outras divisões. Pacientes com menos de 50 eventos ao todo

(ganhos e perdas) foram significativamente associados a tumores menores, além de estadio

(p=0,0003) e grau histológico (p=0,0008) iniciais. Por outro lado, pacientes com mais de

50 CNAs por genoma (n=16) foram associados com o Grau de Fuhrman 3 (p=0,006)

(Tabela 5) (Anexo A).



45

Tabela 5. Análise Univariada de características significativamente enriquecidas de acordo
com a carga de CNAs e o tipo de evento.

A análise multivariada de regressão logística binária (método Backward) foi re-

alizada a fim de estimar a probabilidade associada à ocorrência dos eventos clínicos em

face à quantidade de CNAs (Tabela 6). De acordo com os resultados, pacientes com

mais de 50 eventos no total possuem um risco aumentado para tumores acima de 7 cen-

tímetros (p=0.002; IC95% 2,1-28,5) e com grau histológico avançado (p=0.01; IC95%

1.80-111.13), além de possuírem um risco aproximadamente 4 vezes maior de vir a óbito

(p=0.04; IC95% 1.02-14.02) quando comparados aos pacientes com menos de 50 eventos

(Tabela 6).

Tabela 6. Regressão Logística Binária para as variáveis clínicas significativas na univa-
riada, de acordo com o valor de corte de 50 CNAs.



46

6.2.4 Regiões Cromossômicas de Interesse

Com base nos resultados do teste de frequência significativa (STAC), foram iden-

tificadas 158 regiões significativas presentes em pelo menos 20% dos pacientes (Tabelas 7

e 8). No total, 1.248 genes foram identificados nestas regiões. No entanto, foram conside-

radas para análise de associações apenas regiões que continham genes de câncer, referidas

aqui como regiões de interesse. A tabela 7 lista todas as regiões de interesse identifi-

cadas nos dados de aCGH, exoma e TCGA sob às mesmas condições de análise (20, 2

e 16 regiões, respectivamente) e a Tabela 8 apresenta uma descrição apenas das regiões

de interesse identificadas nos dados de aCGH que foram consideradas paras as análises

posteriores. Para fins de associações clínicas, regiões próximas e de mesma frequência

foram agrupadas em uma só, conforme descrito na Tabela 8 (12 regiões).
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Tabela 7. Resultado do teste de frequência significativa (STAC), ranqueados por frequên-
cia de ambas técnicas nos dados do Hospital de Câncer de Barretos (aCGH e exoma) e
nos dados do TCGA. Os resultados foram filtrados para regiões com genes de câncer.
Dados gerados pelo software Nexus Copy Number. Significância ajustada para p ≤ 0.05
e porcentagem de agregação mínima de 20%)
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A frequência das alterações mais significativas encontradas na coorte em questão

foi relativamente similar à frequência encontrada nos dados TCGA e superior à frequência

reportada pelo exoma (Tabela 8). Os eventos a nível de braço cromossômico (maiores

que 3Mb)(110) foram representados pelo ganho dos cromossomos 5q e 16q e perda do

cromossomo 3. A análise in silico revelou 19 genes mapeados nas regiões de interesse

(Tabela 8). De acordo com as evidências do CGI, as alterações nos genes SETD2, BAP1,

FLT4 e PTEN foram interpretadas como oncogênicas, e as alterações dos genes FGFR4

e NSD1 como prováveis drivers. As deleções dos genes PTEN, SETD2 e BAP1 são

descritas como biomarcadores para CCR responsivas a medicamentos em ensaios pré-

clínicos e clínicos de fase I-II (111; 112; 113; 114; 115). Outras alterações como a deleção dos

genes JAK2, CD274 e MYD88, e a amplificação dos genes FGFR4 e NPM1, também estão

envolvidos em ensaios clínicos para outros tipos tumorais (116; 117; 118; 119), sendo que para as

alterações nos genes JAK2, MYD88 e NPM1, já existem drogas aprovadas pela FDA para

outros tumores (120; 121; 122). Nenhum dos 19 genes encontrados nas regiões de interesse

permaneceu significativo após análise multivariada ou foi associado com sobrevida nos

nossos dados.
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Tabela 8. Resultado do teste de frequência significativa (STAC) ranqueados por frequên-
cia para os dados de aCGH em comparação com dados de exoma e TCGA. Para fins de
associação clínica, regiões próximas e de mesma frequência (coluna ”Citobandas”) foram
agrupadas em 12 regiões (coluna ”Região”). Resultados filtrados para regiões com genes
de câncer. Dados gerados pelo software Nexus Copy Number. Significância ajustada para
p ≤ 0.05 e porcentagem de agregação mínima de 20%)
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6.2.5 Regiões Cromossômicas de Interesse e Impacto Clínico

Toda as regiões de interesse, isto é, aquelas que continham genes de câncer, fo-

ram investigadas para associações clínico-patológicas (Tabela 9) (Anexo B). Dentre elas,

deleções nos cromossomos 9p e 14q, e o ganho do 7p foram significativamente associados

à características de doença avançada (tumores grandes, metástase ao diagnóstico, grau

histológico e estadiamentos avançados) (Tabela 9) (Anexo B).

Tabela 9. Análise univariada de associação entre características clinicopatológicas e
alterações moleculares das regiões de interesse.
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Além disso, a perda do cromossomo 14q, que engloba o gene NIN, foi a única

região associada a menor sobrevida (Figura 18). Curiosamente, o ganho do 5q também se

mostrou associado a piores resultados (Tabela 9). E o ganho do 7p, associado a tumores

em estadiamento e grau histológico avançados. Perdas no cromossomo 3p mostraram-se

relacionadas a sinais de doença inicial, principalmente com grau histológico de Fuhrman

1 (p=0.01) (Tabela 9) (Anexo B).

Figura 18. Curvas de Kaplan-Meier para sobrevida global para pacientes com perda de
14q.

As características clínico-patológicas significativamente associadas às regiões de

interesse na univariada foram analisadas simultaneamente por meio de de uma regressão

logística binária (método Backward), a fim de estimar a probabilidade associada à ocor-

rência dos eventos clínicos em face aos eventos de cada região (Tabela 10). De acordo com

a análise multivariada, o ganho no 5q mostrou aumentar o risco para tumores grandes

(acima de 7 centímetros) (p=0.03; IC95% 1.084-8.144). Pacientes com ganho de 7p21.2
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possuem maiores chances de serem diagnosticados com tumores que comprometem estru-

turas adjacentes (T3 e T4) (p=0.02; IC95% 1.119-8.045) e em graus histológicos avançados

(p=0.01; IC95% 1.285-9.107). Pacientes com perda de 9p21.3 possuem maiores chances

de serem diagnosticados com tumores grandes (p=0.01; IC95% 1.256-9.049), em estadi-

amento avançado (p=0.005; IC95% 1.514-10.202) e com doença metastática (p=0.003;

IC95% 1.731-16.028). Além de possuírem risco aumentado para o surgimento de recidivas

(p=0.04; IC95% 1.027-7.704) em comparação àqueles sem este evento. Por fim, pacientes

com perda de 14q22.1 tiveram o risco de vir a óbito aumentado em aproximadamente 3

vezes em comparação aos pacientes sem este evento (p=0.02; IC95% 1.125-7.845) (Tabela

10).

Tabela 10. Regressão Logística Binária a partir das variáveis clínico-patológicas associ-
adas às regiões cromossômicas de interesse.
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6.2.6 Outras Regiões Cromossômicas Frequentes e Impacto na Sobrevida dos Pa-

cientes com Carcinoma Renal de Células Claras

Todas as 158 regiões identificadas pelo STAC (com ou sem genes de câncer)

foram associadas com a sobrevida dos pacientes. Dez regiões que não continham genes

sabidamente associados ao câncer se mostraram significativamente associadas a sobrevida

(Figura 19). Pacientes com perda das regiões 7q35 (A) e 10q11.2 (F) e ganho da região

9p13.1 (B), apresentaram maior sobrevida comparado a pacientes normais para estas

regiões (p=0.03, p=0.04 e p=0.01, respectivamente). Enquanto que outas 7 regiões foram

associadas a menor sobrevida: perda das regiões 9q22.2 (C; p=0.007), 9q33.2 (D; p=0.01),

9q33.3 (E; p=0.01), 14q11.2 (H; p=0.02) e 22q11.1 (J; p=0.02); e ganho do 10q26.1 (G;

p=0.03) e 20q13.3 (I; p=0.03) (Figura 19). A identificação dessas alterações no genoma

pode fornecer informações importantes sobre processos que interferem no surgimento e

progressão da doença e, portanto, sugerir possíveis novos alvos prognósticos e terapêuticos.
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Figura 19. Curvas de Kaplan-Meier para sobrevida global de acordo com regiões signi-
ficativas para alterações no número de cópias e ausentes para genes de câncer.

A anotação funcional feita com os genes contidos nessas regiões não identficou

categorias de relevância ao processo tumoral. Nem para os genes deletados, nem para os

amplificados. O que, provavelmente, se deve ao fato de ter um número grande de genes

de diferentes processos e muitos com funções ainda desconhecidas (Anexo E).

6.2.7 Região 14q22.1 e Impacto na Sobrevida dos Pacientes com Carcinoma Renal

de Células Claras

A análise de sobrevida de todas as regiões alteradas nas amostras de cCCR apon-

tou para a associação da perda do cromossomo 14 e pior sobrevida dos pacientes. A
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região 14q22.1, associada à diminuição de sobrevida global, e o gene NIN identificado

nessa região, também foram identificados nos dados do TCGA. No presente estudo, além

da associação da perda do gene NIN com diminuição da sobrevida global (Figura 20), a

análise estatística demonstrou associação significativa com estadio e grau histológico avan-

çados (p=0.04 e p=0,006, respectivamente), além de metástase ao diagnóstico (p=0.03)

e pior desfecho (p=0.02) (Anexo C).
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Figura 20. Kurvas de Kaplan-Meier para sobrevida global para pacientes com perda do
gene NIN.

6.2.8 Integração in silico das Alterações no Número de Cópias do DNA com Perfil

de Expressão Gênica

A fim de procurar associações entre as CNAs e expressão gênica, todos os 19 genes

identificados nas regiões de interesse foram investigados para ganho ou perda de expressão

em 579 amostras clínicas de ccRCC nos dados públicos do TCGA através da plataforma

Oncomine(103). O resultado da análise de associação está representado em forma de circus

plot (Figura 21), onde são apresentados apenas genes com alterações no número de cópias

de DNA e expressão gênica concordantes. A perda dos genes BAP1, MYB, MLLT3 e TFG

apresentaram perda de expressão gênica concordantes. Da mesma forma, o ganho dos

genes CDH11, NSD1 e FLT4 exibiu ganho de expressão gênica simultânea nas amostras

clínicas do TCGA (Figura 22).
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Figura 21. Circus plot evidenciando a associação de CNAs e expressão gênica a partir
dos dados de 579 amostras clínicas de cCCR do TCGA. O círculo externo representa
regiões de CNAs ao longo do genoma por cromossomo. Em azul, ganhos e em vermelho,
perdas. O círculo interno contém genes com alteração na expressão gênica concomitante.
Pontos verdes representam genes com perda de expressão e pontos vermelhos, genes com
ganho de expressão.



59

Os genes com alterações no número de cópias e expressão gênica condordantes

pela plataforma Oncomine foram investigados para associações clínicas nos nossos dados

(Tabela 11) (Anexo C). A perda dos genes MYB e MLLT3 foram significativamente

associadas a características de doença avançada. A perda do gene MLLT3 foi associada a

metástase ao diagnóstico (p=0.005), estadiamento IV (p=0.02), tumores grandes (p=0.01)

e pior desfecho (p=0.02), e a perda do MYB ao Grau Histológico 3 (p=0.02) (Tabela

11) (Anexo C). O ganho dos genes no 5q, apresentou associação significativa a sinais

de doença agressiva. A perda do gene FLT4 foi associada a tumores grandes (maiores

que 10 centímetros; p=0.007). E a perda do gene NSD1 também associou-se a tumores

grandes (acima de 10 centímetros; p=0.007) e estadiamento IV (p=0.01). A perda do

gene BAP1 foi associado apenas com grau histológico Fuhrman 1 (p=0.02). Não houve

significância nas associações para as alterações nos genes TFG e CDH11. Nenhum dos 7

genes permaneceu significativo após análise multivariada ou foi associado com sobrevida

nos nossos dados.
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Tabela 11. Análise Univariada para genes associados a expressão gênica nas 579 amostras
clínicas de cCCR do TCGA e as características clínicas significativamente enriquecidas
para cada gene.
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6.2.9 Anotação Funcional dos Genes Identificados

A fim de explorar características funcionais e relevância biológica das regiões

afetadas por CNAs, uma anotação funcional foi aplicada para todos os 1.248 genes en-

contrados nas regiões significativas (com ou sem genes de câncer) regiões funcionais ou

de relevância biológico. Apesar da anotação funcional não ter identificado associações

significativas para os genes amplificados, para os genes deletados, por outro lado, foi

demonstrado grupos de anotação relacionados a processos biológicos potencialmente im-

portantes, principalmente ligados ao sistema imune (quimiotaxia, atividade de citocinas e

quimiocinas e ligantes de Interferon I) (p ≤ 0.05) e possivelmente associados a processos

oncogênicos (diferenciação celular e via PI3K-Akt) (p ≤ 0.005) (Figura 22). Tais achados

reforçam que esses genes podem ser de particular interesse para a patologia do CCR, pois

entre eles podem estar oncogenes ou genes supressores tumorais localizados em regiões

amplificadas ou deletadas, respectivamente, e, portanto, potencialmente envolvidos na

etiologia do tumor. A análise de todos os outros genes dessas regiões (além dos genes

de câncer) tabmém foi feita para explorar possíveis associações. No entanto, não foram

identficadas categorias de relevância ao processo tumoral, o que se deve ao fato de ter um

número grande de genes de diferentes processos e muitos com funções ainda desconhecidas

(Anexo D).
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GO:0005132 - receptor de ligação do tipo
 Interferon I

GO:0019221 - via de sinalização mediada 
por citocina

GO:0005125 - atividade de citocinas

GO:0005126 - receptor de ligação de 
citocina

GO:0045596 - regulação negativa de 
diferenciação celular

GO: 0006935 - quimiotaxia

GO:004930 - atividade do receptor 
acoplado à proteína-G

GO:0005576 - região extracelular

GO:0070098 - via de sinalização mediada 
por quimiocina

hsa041151 - via de sinalização PI3K-Akt

Figura 22. Anotação funcional doos genes identificados nas regiões de interesse. Os
dados foram gerados por meio do banco de dados DAVID. No eixo y encontram-se as top
10 categorias enriquecidas do Gene Ontology e do Kegg. No eixo x está representado o
valor de P corrigido por Benjamini-Hochberg em escala de -10 vezes o log10 do mesmo.
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7 DISCUSSÃO

O carcinoma de células renais, em especial o subtipo histológico de células claras

(cCCR), corresponde ao alvo de estudo do presente trabalho. Este, compreende a maioria

de casos observados na incidência global de câncer de rim, sendo frequentemente descrito

na literatura como o mais agressivo e responsável pelo maior número de mortes5; 6. Além

disso, o aumento contínuo nas taxas de incidência e mortalidade relacionadas ao tipo

tumoral em questão tem sido observado no mundo todo, mesmo em vista dos recentes

avanços no controle da doença e nas diferentes modalidades de tratamento sistêmico5; 123.

Tais evidências apontam o cCCR como um tipo tumoral complexo, com particularida-

des genéticas, histopatológicas e clínicas, ainda a ser explorado sob diversos aspectos no

âmbito da pesquisa.

Em paralelo, a caracterização molecular de diversos tumores têm apresentado um

grande aumento nos últimos cinco anos, principalmente em decorrência da maior acessibi-

lidade a técnicas de investigação em larga escala, identificando alterações em nível genô-

mico, ampliando a compreensão dos mecanismos de desenvolvimento do câncer e forne-

cendo novas possibilidades no campo dos biomarcadores prognósticos e terapêuticos124; 125.

Dentro desse contexto, as alterações do número de cópias do DNA correspondem a bons

alvos candidatos por compreender regiões genômicas de ampla extensão, com grande im-

pacto em determinados tipos tumorais, tais como cCCR126. Apesar da descrição em

outras populações, o perfil completo de CNAs do cCCR nunca foi relatado na população

brasileira.

Os achados deste trabalho incluem a avaliação do perfil de alterações do número

de cópias de DNA com foco somático de 92 pacientes com cCCR da população brasi-

leira por meio da técnica de aCGH, e, em parte dos pacientes (n = 78), por análise do
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exoma. A comparação dos resultados entre técnicas diferentes forneceu uma validação

interna das análises de bioinformática da instituição, uma vez que os mesmos devem ser,

pelo menos em parte, concordantes. Os dados obtidos também permitiram a associação

de regiões frequentemente alteradas nos pacientes avaliados com diversas características

clínicas, validando achados da literatura e apontando regiões e genes de interesse para

estudos futuros.

7.1 Visão Geral dos Dados da Série de Carcinoma Renal de Células Claras

O presente projeto utilizou dados provenientes de experimentos conduzidos em

projetos prévios, tendo como foco, portanto, a bioinformática e análise dos dados. Essa

estratégia permitiu maior agilidade na obtenção dos resultados e também a avaliação do

mesmo paciente por meio de diferentes metodologias. Dentro desse contexto, em rela-

ção ao impacto da técnica, buscou-se primeiramente avaliar a reprodutibilidade entre as

diferentes metodologias empregadas (aCGH e exoma). Evidências prévias mostram que

mesmo para os eventos de maior extensão, os resultados podem não ser consistentes en-

tre diferentes plataformas e estudos97. Entretanto, é importante considerar a qualidade

dos experimentos moleculares e o avanço dos algoritmos de identificação de CNAs que

possibilitaram as análises deste estudo. Dessa forma, amostras de aCGH com valor de

DLRS maior que 0.3, o que corresponde a um grande efeito associado à variância téc-

nica e experimental conforme recomendações do fabricante, foram excluídas da análise.

Além disso, a cobertura média do sequenciamento do exoma foi de aproximadamente 70x,

considerado de boa qualidade para as análises127. Adicionalmente, todos os dados foram

analisados utilizando os mesmos algorítmos, incluindo a re-análise dos dados do TCGA
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na mesma plataforma sob os mesmos parâmetros. Assim, foram comparados os perfis

de CNAs do aCGH e do exoma da casuística deste trabalho, que apresentou resultados

similares e também foi possível observar uma concordância com o perfil de CNAs dos

dados do TCGA (Figura 16).

Ainda, a comparação do perfil geral de CNAs entre diferentes técnicas (aCGH

e exoma) e entre diferentes instituições (comparação com o TCGA) é um ponto de par-

tida importante em relação a reprodutibilidade das análises. Isso torna-se ainda mais

evidente quando se considera a análise de CNAs advinda de NGS (exoma), pois, ape-

sar de diversos guidelines estarem disponíveis para variantes tais como SNVs e indels a

partir desse tipo de experimento, não existe um consenso sobre os parâmetros básicos de

análise de CNAs, e a forma de reportar os resultados, além de variar consideravelmente

entre laboratórios128. Dentre as recomendações mais atuais encontram-se a variação de

parâmetros para avaliação de CNAs, avaliando com cautela genes/loci, os quais poderiam

ser superestimados ou subestimados em decorrência da aneuploidia tumoral. Além disso,

recomenda-se avaliar regiões que não deveriam ser afetadas pela doença de estudo128. No

presente estudo, foram alterados diversos parâmetros de análises e o perfil de CNAs se

manteve similar entre todos os conjuntos de dados (Figura 16).

Em relação ao número de alterações, o exoma apresentou um número menor

destas em comparação ao aCGH, sendo aproximadamente 4 mil (mediana de 17 por

paciente) versus aproximadamente 10 mil (mediana de 67 por paciente), respectiva-

mente. Estudos prévios mostraram uma mediana e média de 12 e 20 CNAs por paciente,

respectivamente129; 103. Enquanto aos dados do TCGA, mesmo em re-análise pela mesma

plataforma, apresentou 44 mil alterações no total, com uma mediana de 77 alterações por

paciente. Dessa forma, apesar do perfil global ser muito similar, a correspondência em re-
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lação ao número de alterações ainda é baixa, não havendo um consenso quanto ao número

de alterações globais em cCCR. Além disso, apenas 28% de todas as regiões significativas

identificadas pelo STAC nos dados de exoma foram sobrepostas às regiões identificadas

nos dados de aCGH. E, ao se considerar apenas as regiões que englobam genes de câncer,

nosso estudo indica uma sobreposição ainda mais baixa entre as CNAs detectadas em am-

bas fontes de dados. Esses resultados mostram que os dados provenientes de estatísticas

baseadas em frequência do aCGH forneceram mais regiões que o exoma. Dessa forma,

para situações onde o interesse for apenas na identificação das principais CNAs em cada

paciente ou mesmo para um perfil geral dos tumores de cCCR, o exoma pode ser uma

alternativa ao aCGH devido sua relação custo-benefício. Mas no presente trabalho, o foco

das análises foi maior no aCGH devido ao número maior de alterações e em frequência e

por ser ainda a técnica de escolha de grandes projetos, como o próprio TCGA103.

Considerando o impacto da série deste trabalho, a principal comparação envolve

os dados do TCGA. Trata-se da maior casuística avaliada da maioria dos 33 tipos tumorais

com diferentes re-análises e interpretações, conferindo maior confiabilidade e reprodutibi-

lidade dos achados 130. Em relação ao cCCR, um total 446 amostras foram inicialmente

avaliadas pelo TCGA 103 com dados disponíveis para 441 casos que foram re-analisados

neste trabalho. Posteriormente, os estudos mais recentes de pan-cancer do TCGA ex-

tenderam a casuística para 488 pacientes com ccRCC 6; 131. Apesar da crescente taxa de

mortalidade da doença, a taxa de pacientes vivos neste trabalho é de 78%, e a do TCGA

apresentou uma taxa de aproximadamente 67% em ambos os estudos 103; 6.

É importante reforçar que, apesar da casuística do presente trabalho ser diferente

da do TCGA, o perfil de CNAs é bem similar, conforme já mencionado. Uma provável

explicação para a similaridade é que os eventos tumorais ocorrem ao longo do tempo, e
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aqueles considerados drivers em geral ocorrem no início do processo da carcinogênese132.

Um exemplo é a alteração correspondente à perda do cromossomo 3, típica dos tumores de

cCCR e que tem sido caracterizada como um evento inicial da tumorigênese desse subtipo

específico de carcinoma renal133. Além disso, o TCGA também confirmou o ganho do

5q e a perda do 14q em câncer renal de células claras e estudos posteriores confirmaram

tratar-se de eventos iniciais no desenvolvimento dessa neoplasia131; 134. Além disso, as

principais características clínico-patológicas avaliadas para sobrevida apresentaram aos-

sociações significativas: estadiamento, grau histológico, metástase e tamanho do tumor.

Mostrando, dessa forma, que mesmo com um número menor de casos, ainda foi possível

identificar associações importantes.

Finalmente, considerando os principais fatores de risco associados ao cCCR, fo-

ram avaliadas diversas variáveis clínicas neste trabalho de forma sistemática. Os pacientes

avaliados apresentaram em sua maioria hipertensão, tabagismo, obesidade e diabetes. No

entanto, as análises estatísticas realizadas não identificaram nenhuma região associada a

esses fatores (Anexo B).

7.2 Carga de Alterações no Número de Cópias de DNA e Associações Clinico-

patológicas

A análise do genoma completo do presente estudo revelou aberrações frequentes

de braços cromossômicos ou cromossomos inteiros nos tumores de cCCR, como já demons-

trado por outros estudos107; 103; 6. Poucos estudos avaliaram a relação entre a carga de

CNAs e dados clínicos no cCCR. Para os tumores de células claras, acredita-se que altera-

ções cromossômicas acumuladas possam desempenhar um papel significativo no potencial
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maligno dos tumores107), onde o cariótipo dos tumores metastáticos são reportados como

mais complexos (com mais aberrações) em comparação aos tumores não-metastáticos105.

No presente estudo, o grupo de pacientes que apresentou menos de 50 CNAs foi

significativamente associado à características de doença localizada como tumores meno-

res, estadiamento e grau histológico iniciais, ausência de metástases e melhor desfecho.

Além disso, pacientes metastáticos apresentaram mais aberrações em relação aos não-

metastáticos (mediana de 126 CNAs versus 62, respectivamente). Arai e colaboradores

em uma análise de cluster hierárquica não supervisionada baseada em resultados de aCGH,

conseguiram separar os pacientes em 2 grupos de acordo com seu padrão de CNAs. Paci-

entes que apresentaram graus histológicos mais elevados, envolvimento vascular, trombos

de tumores nas veias renais e estágios patológicos mais elevados foram acumulados no

grupo com maior número de alterações cromossômicas107. Além disso, apesar da associa-

ção significativa entre o número de alterações e o grau de malignidade da doença, os níveis

não foram associados com sobrevida, como também observado por um estudo prévio102.

7.3 Perfil de Alterações no Número de Cópias de DNA e Associações Clinico-

patológicas

As alterações mais significativas incluíramm a perda dos cromossomos 3p (87,3%),

14q (35,8%), 6q (29,3%), 9p (28,6%) e 10q (25%), e ganho dos cromossomos 5q (59,7%),

7p (29,3%) e 16q (20,6%). Exceto pela região do 3p, todas as regiões foram associadas a

sinais de doença avançada. Também foram investigados os dados de CNAs em uma coorte

de 441 amostras clínicas de cCCR do TCGA, cuja casuística é majoritariamente composta

por pacientes europeus com doença avançada (metastáticos e com estadiamento e grau
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histológico avançados)103. Em comparação aos dados do TCGA, a frequência das altera-

ções mostrou-se consideravelmente similar, com um percentual máximo de diferença de

12%. As alterações mais recorrentes foram a perda do 3p (83.7% versus 72.2% no TCGA),

seguido do ganho no cromossomo 5q (59.7% versus 47.6%) e da perda do 14q (35.9% ver-

sus 29%). Foram identificadas 12 regiões significativamente frequentes que continham

genes de câncer. Com excessão das regiões de perda no 3p, a perda nos cromossomos 9p

e 14q, e as regiões de ganho nos cromossomos 5q e 7p foram significativamente associa-

dos à características mais agressivas na análise univariada e muitas delas permaneceram

significativas após o modelo multivariado.

Tumores com perda do 3p são um hallmark no cCCR e estão associados a está-

gios menos avançados e melhor sobrevida101; 135; 136. Essa região codifica um dos principais

genes descritos na patologia do cCCR, o VHL, identificado previamente em estudos de

alterações germinativas de susceptibilidade ao carcinoma renal50. Em decorrência da

importância desse gene nesse contexto, nesse estudo foram avaliadas as variantes germi-

nativas do gene em questão. No entanto, não foram identificadas variantes consideradas

patogênicas. Uma possível explicação é a composição da população de pacientes deste

estudo, composta quase que inteiramente por casos de câncer renal esporádico, excluindo

assim potenciais influênciaa de tumores hereditários. Além disso, dados do TCGA iden-

tificaram outros genes envolvidos no mesmo mecanismo biológico do VHL, o complexo

E3 ubiquiitina ligase que atuam como mutuamente exclusivos em relação a ele103. Dessa

forma, o fenótipo é o mesmo mas sem a alteração desse gene em si. Finalmente, por

se tratar de uma doença complexa, muitos fatores associados ao caráter somático ainda

carecem de ser identificados.

No presente estudo, a perda do 3p foi identificada de forma relativamente similar
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nos tumores metastáticos e não-metastáticos (88% vs 84%, respectivamente) e, apesar de

haver associação da perda do 3p com graus histológicos iniciais de acordo com a análise

univariada, houve ausência de significância na multivariada e de associação com sobrevida.

Observações semelhantes foram feitas por outros autores136; 70; 105; 101.

Gunawan e colaboradores sugerem que o ganho no 5q seja uma alteração cli-

nicamente favorável no cCCR com aumento da taxa de sobrevida global. Apesar do

aumento de sobrevida em pacientes avançados, eles não observaram associação com ne-

nhuma variável clínicopatológica102. Além disso, ganhos de 5q foram relatados por Kardas

e colaboradores com uma frequência duas vezes maior em tumores não-metastáticos do

que nos metastáticos, no entanto a diferença não foi estatisticamente significativa105. Por

outro lado, os dados de sobrevida para o ganho do 5q na coorte em questão não apre-

sentou diferença significativa na sobrevida global. Mesmo considerando apenas pacientes

em estadiamento clínico avançado, o ganho do 5q não influenciou na taxa de sobrevida

dos pacientes. Curiosamente, o ganho do 5q foi associado a piores resultados como pre-

sença de metástase ao diagnóstico e tumores grandes, com permanência da significância

no modelo multivariado como um fator de risco para tumores grandes aumentado em

aproximadamente 3 vezes (p=0.03; IC95% 1.084-8.144). Apesar do ganho do 5q ter sido

identificado como uma alteração clinicamente favorável102, essa alteração é freqüentemente

sugerida como uma região cromossômica muito provável de conter genes responsáveis pela

tumorigênese dos tumores de células claras137; 138. Além disso, os ganhos detectados no

cromossomo 5q, bem como no 7q, já foram associados com aumento de expressão gênica,

sugerindo fortemente a presença de genes importantes nessas regiões104. Ainda não é

claro a importância dessa região desde que foi descrita. Mais estudos são necessários para

elucidar o papel do ganho do 5q no CCR.
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Os principais achados desde trabalho no que diz respeito à deleção no 9p é que

ela está associadas à lesões mais agressivas, com maior probabilidade de envolver tumores

grandes em estadiamentos avançados, metástase ao diagnóstico e com maior probabili-

dade de recidivas após nefrectomia. Apesar da tendência de associação, a perda do 9p

não atingiu significância para sobrevida (p=0.07). A falta de associação com sobrevida

no neste estudo pode ser explicada pelo fato de essa associação ter sido feita em uma

população majoritariamente composta por pacientes com doença inicial, ou seja, poucos

pacientes metastáticos ao diagnóstico, ao contrário da população de estudos prévios, que

indicaram a perda do 9p como um fator prognóstico independente106; 101; 139. Embora

esses tumores sejam mais prováveis de serem maiores e em estadios avançados, a perda

do 9p também esteve presente em tumores menores (24.1%, 14 dos 58 tumores <7cm)

e estadios (43.7%, 14 dos 32 tumores em estadios iniciais) e graus histológicos iniciais

(27.5%, 19 dos 69 tumores Fuhrman 1 e 2). Atualmente, não existem fatores prognósti-

cos confiáveis que possam ser usados para prever o potencial maligno de tumores menos

agressivos e não há características suficientes para basear uma decisão sobre necessidade

de tratamento imediato ou a segurança de seguir com vigilância ativa. Principalmente

no que diz respeito a tumores pequenos, menores que 4 centímetros, conhecidos como

pequenas massas renais. O conhecimento do status da deleção do 9p poderia, portanto,

fornecer informações adicionais sobre o curso clínico desses pacientes. Apesar do tamanho

do tumor (>7cm) ter retido significância, tanto para o número de eventos quanto para

as regiões de interesse, no modelo multivariado o tamanho por si só não é suficiente para

distinguir o comportamento benigno ou agressivo do cCCR. A biologia desses tumores

deve ser melhor compreendida. La Rochelle e colaboradores indicaram que a perda do

9p estava, especificamente, associada a um desfecho ruim em pacientes com pequenas
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massas renais localizadas139, sugerindo que a perda do 9p não influenciaria no prognós-

tico de tumores grandes (avançados) ou já metastáticos. Sendo assim, a possibilidade de

realizar uma análise coromôssomica pré-operatória para caracterizar o potencial maligno

dos tumores pequenos e localizados ajudaria a determinar quais lesões devem ser tratadas

de imediato. Mais estudos são necessários para validar esses achados e elucidar os genes

específicos de 9p envolvidos na concessão desse fenótipo agressivo.

Os tumores que apresentaram ganho do 7p (29%), foram associados a doença

localmente avançada (tumores T3 e T4) e permaneceram significativos após o modelo

multivariado, mostrando conferir um risco 3 vezes maior para tumores avançados em

relação à pacientes sem a presença deste evento. No entanto, a amplificação do gene

ETV1 contido nesta região de ganho, não apresentou ganho de expressão gênica de acordo

com a análise in silico dos dados do TCGA, nem associação com sobrevida na análise de

log rank. Sugerindo, assim, que talvez haja outros genes possivelmente responsáveis pelo

fenótipo agressivo dos tumores com ganho do 7p além do ETV1. Outros estudos apontam

o ganho do cromossomo 7 como um possível responsável pela tumorigênese do CCR devido

à amplificação do gene EGFR localizado em 7p11.2137; 102; 138. Neste estudo, no entanto,

a região significativa de ganho foi 7p21.2, que engloba o gene ETV1. Além disso, há

evidências de aumento de sobrevida global para pacientes com ganho do chr7 em outros

tipos tumorais, mostrando a importância desses loci na tumorigênese140.

Assim como os ganhos do 5q e 7q e a perda de 3p, a perda do 14q também é

freqüentemente detectada nos tumores de cCCR. Em 2007, Yoshimoto e colaboradores

revelaram que as CNAs em 14q estão significativamente associadas com a desregulação

da expressão gênica nos cCCRs (perda) e foi sugerida como uma alteração específica de

tumores de alto grau104. Mais tarde, no entanto, diversos estudos mostraram a associa-
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ção significativa com pior prognóstico (estadio e grau histológico avançados), metástase

a distância e menor sobrevida também em pacientes não metastáticos108; 102; 106; 101; 139.

A perda do cromossomo 14q é associada, portanto, a estadios avançados, alto risco de

recorrência e diminuição da sobrevida global no cCCR esporádico. Foi demostrado ainda

que a perda do cromossomo 14 leva à diminuição dos níveis da proteína HIF1�, uma vez

que seu gene (HIF1A) reside nesse cromossomo (14q23.2). Apesar da importância do

14q para a agressividade da doença, até o momento, estudos indicam que a perda do

14q não é associada à resposta aos agentes antiangiogênicos, especialmente sorafenibe ou

bevacizumabe108. Os resultados do estudo em questão estão em acordo com o perfil agres-

sivo visto na literatura: estadios e grau histológico avançados, metástase ao diagnóstico e

pior desfecho. Além disso, a região 14q22 foi a única região que abriga um gene de câncer

associada com diminuição de sobrevida global.

A região 14q22.1, associada à diminuição de sobrevida global, e o gene NIN

identificado nessa região, também foram identificados nos dados do TCGA. Não há relatos,

no entanto, do papel deste gene no RCC. No presente estudo, além da associação da

perda do gene NIN com diminuição da sobrevida global, a análise estatística demonstrou

associação significativa com estadio e grau histológico avançados, além de metástase ao

diagnóstico e pior desfecho. No entando, apesar de ser um bom cadidato para avaliações

futuras, é importante considerar que outros genes próximos podem contribuir para o

papel da região em cCCR. De forma comparativa, a região do 3p corresponde a perda

de pelo menos 4 supressores tumorais. Portanto, uma avaliação cautelosa do papel desse

gene deve levar em consideração os mecanismos biológicos envolvidos e, ao mesmo tempo,

genes localizados próximo do gene NIN que talvez ainda não tenham um papel associado

ao câncer até o momento.
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O gene NIN codifica uma das proteínas importantes para a função centrossomal

(141), a Nineína. Trata-se de uma proteína necessária para o posicionamento e ancoragem

dos microtúbulos (142; 143). Recentemente, várias proteínas-quinases foram encontradas

localizadas no centrossomo (144) tendo possíveis envolvimentos em erros na segregação

cromossômica, aneuploidia e instabilidade genômica (144; 145; 146). Acredita-se que muitas

quinases possam ser resultado da ligação direta ou indireta com a Nineína. E que o de-

clínio/depleção desta proteína durante a mitose possa influenciar na regulação da função

centrossomal (147), bem como interferir na segregação cromossômica durante o ciclo de

divisão celular. A perturbação desses processos celulares pode induzir alterações ao longo

do ciclo celular que, podem não ser suficientes para iniciar a tumorigênese, mas podem

induzir o estado contínuo de instabilidade cromossômica que facilita a tumorigênese (148).

Estudos futuros devem ser conduzidos a fim de esclarecer o papel do gene NIN na tumo-

rigênese do ccRCC.

7.4 Integração in silico das Alterações no Número de Cópias de DNA com Perfil

de Expressão Gênica

Alterações do número de cópias de DNA são conhecidas como mecanismos que

podem levar à ativação de oncogenes ou a inativação de genes supressores tumorais. Uma

maneira poderosa de descobrir genes-chave que desempenham papéis importantes no de-

senvolvimento e evolução do câncer é identificar regiões genômicas que sofrem alterações

cromossômicas frequentes. O principal desafio, no entanto, é identificar os alvos de cada

um desses eventos, que podem ser genes de câncer ou não. Além disso, algumas CNAs

podem afetar vários alvos funcionais ao mesmo tempo. Para câncer renal, alguns genes
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incluídos em regiões de CNA desempenham papéis fundamentais na tumorigênese, no

prognóstico ou resposta ao tratamento149.

No presente estudo, menos de 10% (n=12) das 158 regiões significativas contém

alvos previamente validados no câncer. A análise de significância das regiões aponta para

mais de mil genes candidatos, enquanto apenas 19 deles são reportados como genes de

câncer. A fim de procurar associações entre CNAs e perfil de expressão gênica, os 19 genes

foram investigados para ganho ou perda de expressão em 579 amostras clínicas de cCCR

nos dados públicos do TCGA através da plataforma Oncomine. Os resultados mostram

que os genes BAP1 (3p), TFG (3q), NSD1 e FLT4 (5q), MYB (6q), MLLT3 (9p) e CDH11

(16q) apresentam alterações cromossômicas e de expressão gênica concordantes, sugerindo

que estes, ou outros genes importantes responsáveis pela tumorigênese do CCR, podem

estar presentes nessas regiões cromossômicas.

Ao analisar os genes contidos nas regiões significativas de alteração, a perda dos

genes MYB e MLLT3, apesar de serem alterações tidas como alterações passengers pelos

bancos de dados150; 151; 152; 153; 154; 155, foram significativamente associadas à características

de doença avançada. A perda do gene FLT4, uma alteração oncogênica, foi associada a

tumores grandes. E a perda do gene NSD1, considerada uma alteração possivelmente

driver pela plataforma CGI150; 151; 152; 153; 154; 155, também associou-se a tumores acima

de 10 centímetros e estadiamento avançado. A perda do gene BAP1, uma alteração

oncogênica demonstrada como biomarcador para CCR, foi associado apenas com grau

histológico Fuhrman 1. Alterações nos genes TFG e CDH11, apesar de apresentarem

mudanças de expressão gênica concomitante, não apresentaram associações clínicas e são

reportadas como alterações passengers pela análise in silico150; 151; 152; 153; 154; 155

Apenas as CNAs dos genes BAP1, FLT4 e NSD1 são relatadas como alterações
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oncogênicas ou drivers para CCR150; 151; 152; 153; 154; 155. Apesar dos genes TFG, MYB,

MLLT3 e CDH11 serem reconhecidos como genes de câncer e apresentarem mudança no

número de cópias de DNA e de expressão gênica concordantes, tais alterações ainda são

reportadas como eventos passengers pelos bancos de dados150; 151; 152; 153; 154; 155. Uma vez

que as CNAs são conhecidas como mecanismos possivelmente responsáveis pela ativação

de oncogenes e inativação de genes supressores tumorais, genes que apresentam alterações

nos padrões de expressão gênica coexistente e em conformidade com CNAs, devem ser

alvos de futuras investigações e melhor compreensão dos seus efeitos.

A literatura propõe que as CNAs no CCR são suspeitas de interferir em funcio-

nalidades gênicas, principalmente expressão156; 103. Essa afirmação é bem exemplificada

pela perda do 14q e a haploinsuficiência de HIF1A157, ganho do gene MYC através do

ganho do cromossomo 8q158 e diminuição na expressão do gene MPDZ associada à deleção

do 9p159, todas associadas a piores desfechos clínicos e sobrevida no CCR, demonstrando

a importância dos genes contidos nas regiões de CNAs no desenvolvimento do cCCR.

Ademais, o gene SQSTM1 (5q) foi considerado um alvo patogênico dos ganhos deste cro-

mossomo no câncer renal. Li e colaboradores mostraram que a amplificação do 5q levou à

superexpressão do oncogene SQSTM1 em linhagens e em tumores, e foi capaz de regular

outros genes supressores de câncer renal conhecidos, como o VHL, TSC1 (9q34.13) e TSC2

(16p13.3)119; 160. Do mesmo modo, estudos sugerem que perda dos supressores tumorais

VHL (3p25.3) e BAP1 (3p21.1), a perda do supressor tumoral CDKN2A em 9p21.3 e o

ganho do oncogene MET em 7q31.1, possuem papéis relevantes na tumorigênese e pro-

gressão do CCR, e potencial valor preditivo para orientar terapias-alvo161; 162; 163. Para

os genes identificados nas regiões de CNAs no presente estudo, por outro lado, ainda não

há estudos sobre os possíveis efeitos funcionais dos mesmos mediante a ação das CNAs
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no cCCR.

Considerando esses genes potencialmente importantes, foram exploradas associ-

ações clínicas que sugerem o gene MLLT3 como um possível alvo da deleção em 9p21.3.

O gene MLLT3 (subunidade do complexo de super elongamento MLLT3) é um gene

codificador de proteínas associado a doenças como leucemia mielóide aguda e leucemia

aguda164; 165; 166. Trata-se de um leitor de cromatina pertencente a um complexo neces-

sário para aumentar a taxa de transcrição da RNA Polimerase II, suprimindo a pausa

transitória pela Polimerase em vários locais ao longo do DNA167; 168; 169. Sendo assim, os

resultados do presente trabalho referentes à esta alteração, sugerem que genes localizados

nesta e em outras regiões de CNA possam participar do fenótipo agressivo da doença.

Estudos de validação são necessários para confirmar as associações. Análises funcionais

podem contribuir para o melhor entendimento dos efeitos da perda do MLLT3 na biologia

tumoral do cCCR.

7.5 Limitações e Perspectivas Futuras

A principal limitação do presente estudo envolve o número relativamente pe-

queno de amostras, sendo o alto custo de tais ensaios o principal fator. Com exceção

do TCGA, poucos estudos no presente momento contam com centenas de amostras de

experimentos de larga escala. É importante ressaltar que o TCGA apresenta limitações

quanto à disponibilidade de dados clínicos, viés em dados de sobrevida e problemas na

integração de dados entre diferentes centros. No entanto, mesmo se tratando de uma

doença geneticamente complexa, por apresentar uma amostragem mais homogênea, foi

possível identificar alterações recorrentes e características clínicas semelhantes às descri-
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tas em estudos prévios, além de apontar novos candidatos. Os achados reportados aqui

também puderam demonstrar o impacto das alterações no número de cópias de DNAs em

desfechos clínicos. Dessa forma, CNAs recorrentes previamente reportadas puderam ser

confirmadas, demonstrando enriquecimentos distintos de tais CNAs na doença e sugerindo

subtipos moleculares distintos com base na carga de CNAs que poderiam potencialmente

ter diferentes valores prognósticos para os pacientes.

As amostras, em sua maioria de tumores primários, refletem pacientes de todos

os estágios da doença adequados para nefrectomia. Portanto, outras aberrações cromos-

sômicas relevantes ou relacionadas especificamente à doença metastática, ou à doença

avançada tão extensa que a nefrectomia não pôde ser indicada, podem não ser completa-

mente abordadas, podendo ter sido subestimadas neste estudo. Isto pode ser evidenciado

por estudos futuros de análise genômica das lesões metastáticas em comparação com as

primárias.

Finalmente, a comparação dos achados das análises de CNAs com dados TCGA

levou à identificação de novas regiões e genes que podem ser bons candidatos para fu-

turas investigações. Espera-se que este estudo estimule avaliações adicionais, com foco

prospectivo e de validação. Também é de interesse uma possível aplicabilidade das CNAs

na rotina clínica, bem como estudos de pesquisa básica para identificar genes específicos

associados à alterações cromossômicas envolvidas na patogênese e progressão da doença

em questão. Futuros estudos utilizando outros aspectos moleculares, tais como expressão

gênica e análise proteica podem validar os presentes achados e elucidar alvos específicos

envolvidos ou responsáveis pelo fenótipo do cCCR.
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8 CONCLUSÃO

Diante dos resultados do presente trabalho, entende-se que o perfil de CNAs das

amostras da população brasileira foi similar em relação aos experimentos de aCGH e

exoma, e também aos dados externos do consórcio TCGA. A análise utilizando a mesma

plataforma permitiu a reprodutibilidade dos resultados e as CNAs oriundas do aCGH

conferiram um número maior de regiões que do exoma. Foi possível identificar várias

regiões previamente descritas na literatura por caracterizar o cCCR, e também novas

possíveis candidatas para estudos futuros, em especial na região do 14q.
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ANEXOS

Anexo A - Análise Univariada completa da associação entre o número de eventos

divididos em quartis e características clinicopatológicas dos 92 pacientes com ccRCC.
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Anexo B - Análise Univariada completa da associação entre as alterações cromossô-

micas de interesse e características clinicopatológicas dos 92 pacientes com ccRCC.
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Anexo C - Análise Univariada completa da associação entre genes de interesse e

características clinicopatológicas dos 92 pacientes com ccRCC.
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Anexo D - Anotação funcional de todos os genes identificados nas regiões de in-

teresse. Os dados foram gerados por meio do banco de dados DAVID. Em A

encontram-se as categorias identificadas em regiões amplificadas e em B as regiões

deletadas.
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1

ABSTRACT Somatic copy number aberrations (SCNAs) are often associated with the clear cell renal car-

cinoma (ccRCC) pathogenesis and have been a source for new potentially useful diagnostic, therapeutic

and prognostic applications. Recurrent SCNAs include loss of crhomossomes 3p, 14q, 9p and gains of 5q

and 8q. Some of them are suspected to interfere on gene expression and can influence clinical outcomes.

Despite multiples studies on RCC CNAs, there is currently no description of chromosomal alterations in a

Brazilian ccRCC cohort. The aim of the present study was to evaluate the chromosomal profile of Brazilian

ccRCC patients and explore clinical associations. Therefore, a total of 92 ccRCC Brazilian patients that

underwent nephrectomy at Barretos Cancer Hospital were analyzed for SCNAs by array comparative genomic

hybridization.The cohort was mainly consistent of patients with early stages and localized disease. Most

significant alterations identified by STAC included loss of 3p (87,3%), 14q (35,8%), 9p (28,6%) and 10q (25%),

and gains of 5q (59,7%), 7p (29,3%), 6q (29,3%) and 16q (20,6%). Gene annotation and enrichment analysis

were performed. In silico analysis revealed 19 genes mapped to CNA significant regions, including genes

known to be oncogenic (SETD2, BAP1, FLT4 e PTEN) and predicted drivers (FGFR4 e NSD1). In addition, a

fraction of the CNA genes correlated with gene expression and worse survival. Overall, this study provides the

CNA profile of 92 ccRCC Brazilian patients and highlights regions potentially worthy of further investigation.
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INTRODUCTION1

Renal cell carcinoma (RCC) is a complex set of diseases made2

up of different genetic drivers, clinical courses, and therapeutic3

responses (Linehan et al. 2010; Linehan 2012; Jonasch et al. 2014;4

Ricketts et al. 2018). Worldwide, Renal Cancer represents 2-3% of5

all cancers, affecting over 403,000 new individuals and account-6

ing for around 175,000 cancer-related deaths in 2018 (Bray et al.7

2018). Clear cell renal cell carcinoma (ccRCC) is the most com-8

mon histological subtype (70% -85%) and accounts for the most9

Manuscript compiled: Thursday 27th February, 2020
1Correspondence should be addressed to Adriane F. Evangelista:

adriane.evangelista@hcancerbarretos.com.br.

RCC-specific deaths (Srigley et al. 2013). The 5-year survival rate 10

for localized kidney cancer is up to 90%, but it drops dramatically 11

for patients with distant metastasis (11.9%), which accounts for 12

30% of the advanced disease diagnosed at presentation (Bray et al. 13

2018; Middleton 1967). In Brazil, the estimated number for 2018 14

was 10,688 new cases and 4,084 deaths (Bray et al. 2018). In our 15

institution, urologic tumors accounted for 11.3% of all cancer cases 16

admitted in 2017, and over 150 new cases of kidney cancer were 17

diagnosed in the same year. More than half of the patients were 18

diagnosed at stages II and IV, with 5-year survival rate of 56% and 19

10%, respectively (https://infogram.com/rhc_hcb). 20

The ccRCC is often associated with recurrent chromosomal ab- 21

normalities that have been a source for new potentially useful di- 22

agnostic, therapeutic and prognostic applications (Klatte et al. 2009; 23

1

INVESTIGATIONS



126

Gunawan et al. 2001). Most of the ccRCC copy number alterations1

consist of large events that can host multiple genes and interfere2

with gene expression (Higgins 2006; The Cancer Genome Atlas3

Research Network 2013; Shen et al. 2011; Klatte et al. 2012; Huang4

et al. 2017). Some CNA genes have already been shown to inter-5

fere with gene functionalities Klatte et al. (2012); Shen et al. (2011);6

Huang et al. (2017), but the association with tumor biology and7

disease is still lacking. The cytogenetic ccRCC hallmark is loss of8

chromosome 3p, wich is specific of this RCC subtype (Kovacs and9

Frisch 1989; Wei and Hsieh 2015). The inactivation of the von Hip-10

pel–Lindau (VHL) tumor-suppressor gene at 3p25.3 is considered11

a crucial step in ccRCC carcinogenesis, however, other alterations12

are required for ccRCC development (The Cancer Genome Atlas13

Research Network 2013; Ricketts et al. 2018). Loss of chromosomes14

14q, 9p and deletion of 6q and 8p arms are also reported as char-15

acteristic of ccRCC, and are suggested to correlate with advanced16

tumors and worse survival (Moch et al. 1996; Gunawan et al. 2001;17

Brunelli et al. 2008; Elfving et al. 1997). Gain of chromosome 5q18

is the only alteration known to improve survival (Gunawan et al.19

2001). Understanding each alteration, including the CNA burden,20

is essential to characterize ccRCC genome, elucidate tumor biology21

and help clinical setting in the future.22

Despite multiples studies on RCC CNAs, there is currently23

no description of chromosomal alterations in a Brazilian ccRCC24

cohort and data regarding the epidemiology and molecular aspects25

of RCC in Brazil are scarce. Therefore, the aim of the present26

study was to evaluate the chromosomal profile of Brazilian ccRCC27

patients and explore clinical associations, describing potentially28

molecular features with clinical impact and targets that could be29

worthy of further investigation.30

MATERIALS AND METHODS31

Sample Collection32

A retrospective cohort of patients diagnosed with clear cell renal33

cell carcinoma that underwent nephrectomy and did not receive34

any preoperative therapy between 2008 and 2014 at Barretos Can-35

cer Hospital was included in the study. All clinical data were36

obtained from medical records and managed through RedCap Re-37

search Electronic Data Capture (Vanderbilt University, Tennessee,38

and UA) (https://hcbredcap.com.br). The study protocol was ap-39

proved by the local ethics committee, under the number 8042014.40

Tumor tissues were dissected from surgical specimens, snap-frozen41

in liquid nitrogen and stored at –80◦C until DNA preparation.42

Histopathological diagnosis was performed independently by two43

pathologists according to the WHO classification system (Eble et al.44

2006). Nuclear grade was scored according to the Fuhrman classifi-45

cation system (Fuhrman et al. 1982). Patients without histologically46

confirmed ccRCC or suspicious histology other than ccRCC were47

excluded.48

DNA extraction49

DNA was isolated from frozen tissue following a percentage crite-50

rion of minimum 60% tumor cellularity and maximum 20% necro-51

sis. DNA isolation was performed using QIAsymphony DNA mini52

Kit following the manufacturer’s instructions. DNA quality and53

integrity was assessed by NanoDrop and quantified by Qubit®54

Fluorometric Quantitation (Life Technologies). Samples with insuf-55

ficient material for research or poor quality DNA extraction were56

also removed from the analysis.57

DNA Labeling and Hybridization 58

CGH-array was performed according to the standard protocol from 59

Agilent SurePrint G3 CGH+SNP 4x180K (Agilent Technologies, 60

Santa Clara, CA) using a diploid DNA reference as control(Agilent 61

Technologies). Normal DNA (reference) was labeled with Cyanine- 62

3 and tumor DNA (test) with Cyanine-5 (Agilent Technologies). La- 63

beled DNAs were purified and the quality of labeling was assessed 64

by NanoDrop (Thermo Scientific). Equal quantities of DNA (test 65

and reference) from each patient were hybridized into the slides 66

for 24 hours and cleaned with washed and stabilization buffers, 67

plus acetonitrile. The slides were scanned (SureScan Microarray 68

Scanner-Agilent Technologies) following the manufacturer’s rec- 69

ommendations and as previously reported by our group (Bidinotto 70

et al. 2016). The recommended cutoff Derivative of the Log Ratio 71

Spread (DLRS) considered for the aCGH experiments was 0.30. 72

Samples with DLRS > 0.30 were excluded. . 73

Bioinformatic Analysis 74

SCNAs analysis was performed using Nexus Copy 75

Number software (BioDiscovery Inc., El Segundo, CA) 76

(http://www.biodiscovery.com/nexus-copy-number/). 77

The Significance Testing for Aberrant Copy number (STAC) 78

(http://cbil.upenn.edu/STAC) was applied to identify regions 79

of interest that meet both the p-value cut-off (p≤0.05) as well as 80

the aggregate cut-off (>20%). Significant regions were queried 81

for oncogenic alterations through Cancer Genome Interpreter 82

plataform (CGI) (http://www.cancergenomeinterpreter.org). 83

Affected genes were also interrogated for functional annotation 84

using the DAVID bioinformatics tool (The Database for Annota- 85

tion, Visualization, and Integrated Discovery) under the Benjamini 86

Hochberg adjusted p-value≤0.05 (Huang et al. 2017). Onlly the 87

top 10 associations were selected. The Oncomine™ transcriptomic 88

cancer profiling platform (Compendia Bioscience, Ann Arbor, MI) 89

(https://www.oncomine.org/) was used to explore changes in 90

gene expression. Genes were investigated for gains and losses of 91

expression in TCGA dataset (totaling 579 ccRCC clinical samples 92

with DNA copy number data)(The Cancer Genome Atlas Research 93

Network 2013; Beroukhim et al. 2009). 94

Enrichment Analysis and CNA Burden 95

To further investigate associations, enrichment analysis was per- 96

formed in order to identify clinical features overrepresented within 97

a particular CNA group. The analysis was based on one-sided 98

Fisher’s exact test with the significance was set at p≤0.05. Pa- 99

tients were analyzed according to CNA burden: number of total 100

CNAs and number of CNA gains and losses separately. The cutoff 101

number of events was set at 50 CNA events. The IBM SPSS Statis- 102

tics software version 23 (https://www.ibm.com/analytics/spss- 103

statistics-software) was used to associate CNA burden and clinical 104

data. 105

Statistical Analysis 106

The R Package for statistical analysis (https://www.R- 107

project.org) was locally implemented in Galaxy plataform 108

(https://usegalaxy.org/) for the associations. Correlation between 109

frequencies of molecular alterations and clinical, histological and 110

pathological features were performed using chi-square or Fisher’s 111

exact test. Overall survival (OS) was defined as the time from 112

nephrectomy until the last contact or death. OS was assessed using 113

the Kaplan-Meier method and log-rank comparisons, considering 114

p≤0.05 as significance value. 115
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Data Availability1

Microarray data are available at ArrayExpress with the accession2

number: XXX.3

RESULTS AND DISCUSSION4

Clinical Data - Study Population5

Slightly more patients were male, with a mean age of 58 years old6

(ranging from 20 to 81 years). More than half of the patients were7

white and presented localized disease (stages I and II). Around8

20% of the patients were metastatic at diagnosis and received9

adjuvant treatment. The mean follow-up time was 4 years and10

by the end of the study, almost 70% of the patients were alive11

without disease. Disease progression and cancer specific death12

was seen in 19.5% of the cases (Table 1). The major risk factors13

seen in the cohort was hypertension (54.3%), smoking (33.6%)14

and Diabetes (22.8%). The 5-year overall survival rate for kidney15

cancer patients was 77.3%, with an estimated average survival16

time of 53.5 months. Kaplan Meier plots showed that OS was17

significantly lower for patients in advanced stages (p=0.01) and18

histological grade (p=0.000), presence of metastasis (p=0.002) and19

tumors bigger than 7 centimeters (p=0.003).20

Analysis of Somatic Copy Number Aberrations21

Somatic DNA copy number aberrations (SCNAs) landscape are22

represented in Figure 1. A total of 10.525 CNAs were identified23

along the entire genome, with a median of 67.5 alterations per pa-24

tient. An average of 10-12% of each patient’s genome was found to25

be altered. STAC analysis identified 158 significant regions, wich26

encompassed 1.248 genes. Most significant regions included loss27

of 3p (87,3%), 14q (35,8%), 9p (28,6%) and 10q (25%), and gains28

of 5q (59,7%), 7p (29,3%), 6q (29,3%) and 16q (20,6%) Figura 1).29

In silico analysis revealed 19 genes mapped to CNA significant30

regions (Table 2). Compared to TCGA data, there was a slightly31

difference in overall CNA frequencies. According to CGI analysis,32

alterations in SETD2, BAP1, FLT4 and PTEN genes were inter-33

preted as oncogenic, and events in FGFR4 and NSD1 genes as34

predicted drivers. Deletions of PTEN, SETD2 and BAP1 genes, are35

described as biomarkers for RCC and are responsive to drugs of36

preclinical and clinical trials (Fan et al. 2007; Iorio et al. 2016; Pfister37

et al. 2014; Peña-Llopis et al. 2012; Yap et al. 2011). Also, deletions of38

JAK2, CD274 and MYD88 genes, and amplification of FGFR4 and39

NPM1 genes, are also involved in clinical trials for other tumor40

types Eghtedar et al. (2012); Chase et al. (2013); Motzer et al. (2015);41

Li et al. (2013). Interestingly, alterations in JAK2, MYD88 and NPM142

genes, already have drugs FDA approved for other cancers (Patel43

et al. 2012; Treon et al. 2015; Zhao et al. 2018).44

CNAs Clinical Impact and Survival Analysis45

Significant regions were investigated for clinical associations (Ta-46

ble 3). Deletions of chromosomes 9p and 14q, and the gain of 7p47

were significantly associated with advanced disease (bigger tu-48

mors, metastasis, higher histological grade and staging) (Table 3).49

In addition, loss of chromosome 14q, wich emcompasses the NIN50

gene, was associated with worse survival (p=0.03) (Figure 3). Inter-51

estingly, 5q gain was also associated with poor outcomes (Table 3).52

In addition, gain of 7p, wich was associated with advanced tumors,53

was also significantly present in black and brown patients (p=0.01).54

On the other hand, losses of chromosome 3p were shown to be55

related to localized disease, specially with Fuhrman histological56

grade 1 (p=0.01) (Table 3).57

Enrichment Analysis 58

We further investigated for associations between CNA burden (To- 59

tal number of CNAs, CNA Gains and CNA Losses) and clinical 60

features. Patients with less than 50 CNAs in total (n=28) were sig- 61

nificantly associated with small tumors and early stages (p=0.0003) 62

and grades (p=0.0008). While patients with more than 50 CNAs per 63

genome (n=16) were correlated with Fuhrman grade 3 (p=0.006). 64

Patients with less than 50 CN gains (n=61) and losses (n=69) mostly 65

presented localized disease, with lower tumor stage (p=0.003) and 66

grade (p=0.008), and better outcomes (p=0.001). Although there 67

was no significance in the group with more than 50 CN loss, pa- 68

tients with more than 50 CN gains specifically were associated with 69

bigger tumors (p=0.001) and higher histological grades (p=0.001). 70

Interestingly, the group with more than 50 CNA events, especially 71

CNA gains, were enriched with younger patients (p=0.01) and 72

brown ethnicity (p=0.02). 73

Integration of CN data with transcriptomic profile 74

To search for correlations between SCNAs and expression profile, 75

we identified 19 cancer genes mapped to STAC regions (Table 2). 76

All genes were investigated for gain or loss of expression in TCGA 77

data through the Oncomine platform (504 ccRCC samples) (The 78

Cancer Genome Atlas Research Network 2013). Loss of BAP1, 79

MYB, MLLT3 and TFG genes showed concomitant loss of gene 80

expression. Likewise, gain of CDH11 and FLT4 genes showed gain 81

of expression in TCGA data (Figura 4). The other genes (SETD2, 82

PPARG, MYD88, RANBP17, NPM1, ETV1, JAK2, CD274, PTEN, 83

CBLB and FGFR4) showed a negative correlation pattern: CN gain 84

with loss of expression and vice-versa. 85

Functional Annotation 86

Functional annotation analysis did not identify significant asso- 87

ciations for the amplified genes. On the other hand, for deleted 88

genes, groups of annotation related to important biological pro- 89

cesses were demonstrated, mainly linked to the immune system 90

(chemotaxis, cytokine and chemokine activity and Interferon I lig- 91

ands) (p <0.05) and possibly associated with oncogenic processes 92

(cell differentiation and via PI3K-Akt) (p<0.005) (Figure 2). 93
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■ Table 1 Patient clinicopathological features.

Clinical Data Category Patients (Frequency)

Gender Male 50 (54.3%)

Female 42 (45.7%)

Status follow-up Alive 69 (75.0%)

Deceased 23 (25.0%)

Age Average (min-max) 58 (20-81)

Clinical stage I/II 60 (65.2%)

III/IV 32 (44.8%)

T T1a-b 47 (51.1%)

T2a-b 23 (25.0%)

T3a-c 17 (18.5%)

T4 5 (5.4%)

N N0 77 (83.7%)

N1 9 (9.8%)

Nx 6 (6.5%)

M M0 75 (81.5%)

M1 17 (18,5%)

Tumor size < 7cm 58 (63.0%)

> 7cm 34 (37.0%)

Furhman Grade 1 20 (21.7%)

2 49 (53.3%)

3 16 (17.4%)

4 7 (7.6%)

Ethnicity White 64 (69.6%)

Black 3 (3.3%)

Yellow 1 (1.0%)

Brown* 20 (21.7%)

Other 4 (4.4%)

Systemic Therapy Sunitinib 12 (13.0%)

Interferon 4 (4.3%)

Pazopanib 1 (1.1%)

None 74 (80.4%)

Other 1 (1.1%)

Disease status (last follow-up) Alive without disease 64 (69.6%)

Alive with disease progression 2 (2.1%)

Progression and death from the disease 18 (19.6%)

Died without disease recurrence 8 (8.7%)

*Brown = Brazilian mixed.
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■ Table 2 Frequency of significant regions according to STAC with frequency >20% in the present casuistic and in TCGA.

Chromosome Cytoband Event Patients Frequency

(%)

TCGA Frequency

(%)

Cancer genes

Chr3 p21.2-p21.3 DEL 83.7 72.2 BAP1, SETD2

Chr3 p22.2 DEL 83.7 72.2 MYD88

Chr3 p25.2 DEL 83.7 72.2 PPARG

Chr3 q11.2-q13.11 DEL 20.6 25.7 TFG, CBLB

Chr5 q34-q35.3 AMP 59.7 47.6 RANBP17, NPM1,

FGFR4, NSD1, FLT4

Chr6 q23.2-q23.3 DEL 29.3 19.0 MYB

Chr7 p21.1 AMP 29.3 22.9 ETV1

Chr9 p21.3 DEL 28.2 17.9 MLLT3

Chr9 p24.1 DEL 27.1 20.7 JAK2, CD274

Chr10 q23.31 DEL 25.0 13.6 PTEN

Chr14 q22.1 DEL 35.9 29.0 NIN

Chr16 q21 AMP 20.6 11.9 CDH11

■ Table 3 Association of clinical features with significant regions identified by STAC.

Chromosome Cytoband Event Clinical Features Pvalue

Chr3 p21.2 DEL Fuhrman Grade (1-2) 0.02

Chr3 p25.2 DEL Fuhrman Grade (1-2) 0.01

Chr5 q34-q35.1 AMP Metastasis 0.03

Tumor size (>10 cm) 0.01

Chr7 p21.2 AMP Ethnicity (Black/Brown)* 0.01

Fuhrman Grade (3-4) 0.01

Tumors T3/T4 0.02

Chr9 p21.3 DEL Metastasis 0.01

Tumor size (>10 cm) 0.02

Tumors T3-T4 0.04

Clinical stage (3-4) 0.01

Chr9 p24.1 DEL Tumor size (>10 cm) 0.04

Tumors T3-T4 0.05

Chr14 q22.1 DEL Clinical stage (3-4) 0.05

Outcome (Death) 0.02

Metastasis 0.03

Fuhrman Grade (3-4) 0.01

* Brown = Brazilian mixed.

5



130

Figure 1 Somatic DNA copy number aberrations (SCNAs) of 92 patients of ccRCC. In (A) The linear distribution of DNA gains and losses and

in (B) Chromosomal representation of all the aberrations.
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Figure 2 Top 10 categories from functional enrichment of the genes

in CN loss regions.
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Figure 3 Overall survival of chromosome 14 q 22.1 which encom-

passes the NIN gene.
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The data was generated using R.
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Anexo F - Ficha de Coleta Modelo ICGC
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