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RESUMO

Analise de alteracdes somaticas no nimero de cépias de DNA do carcinoma renal

de células claras

O carcinoma de células renais (CCR) é o décimo sexto cdncer em incidéncia
e mortalidade no mundo para o ano de 2018 e é responsavel por 85-95% dos casos
de cancer de rim. O subtipo histolégico mais frequente é o de células claras (cCCR)
(70%-85%), sendo também o mais agressivo e o responsavel pelo maior niimero de
mortes. As alteragdes sométicas no nimero de copias de DNA (CNAs) sdo meca-
nismos intimamente associados com a patogénese do cCCR e tém sido fonte para a
descoberta de alvos terapéuticos. Dentre as alteracdes cromossdémicas recorrentes
para esse tipo tumoral descritas pelo consorcio The Cancer Genome Atlas (TCGA)
encontram-se a perda do 3p (91%), ganho do 5q (67%) e perda do 14q (45%), que
tém se mostrado importantes para o desenvolvimento e progressao da doenca. A
delecao do brago curto do cromossomo 3, onde esta localizado o gene supressor tu-
moral von Hippel-Lindau (VHL), é considerado um hallmark do cCCR. No entanto,
a inativagdo do VHL isoladamente ndo é suficiente para o desenvolvimento da do-
enga. Sugerindo, portanto, que outras altera¢bes também possam contribuir para
o surgimento e progressao do cCCR. Apesar dos diversos estudos moleculares, ndao
existe atualmente uma caracterizagao de tais alteracbes na populagao brasileira,
sendo este o objetivo do estudo. Para isso, foram avaliados 92 pacientes de origem
brasileira com cCCR nefrectomizados no Hospital de Cancer de Barretos no periodo
de 2008 a 2013. O DNA extraido das dreas 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 anélise



bioinformaética foi feita através do software Nexus Copy Number (Biodiscovery) con-
siderando as regioes significativas de acordo com a ferramenta Significance Testing
for Aberrant Copy Number (STAC). Dados clinicos e de sobrevida foram utilizados
para explorar associagoes clinicas. A coorte foi composta principalmente por pa-
cientes em estadios iniciais e doenca localizada. Em média 10 a 12% do genoma
de cada paciente encontrou-se alterado. As alteragdes 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%), Tp (29,3%) e 16q (20,6%). A andlise
in silico revelou 19 genes mapeados nas regioes significativas, incluindo genes conhe-
cidos como oncogénicos (SETD2, BAP1, FLT/, PTEN) e possiveis drivers (FGFR},
e NSD1) para CCR. Além disso, uma fracdo dos genes identificados nas regides de
CNAs foram associadas com expressao génica e pior sobrevida. As CNAs encontra-
das correspondem as alteracoes relatadas em estudos anteriores. Além disso, novas
alteragoes foram identificadas como significativas para a sobrevida global. No ge-
ral, o estudo fornece o perfil de 92 pacientes brasileiros com cCCR e pontua regioes

potencialmente validas de futura investigagao.

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

Alteracoes cromossomicas 6. In silico 7. Bioinformética



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



1 INTRODUCAO

1.1 Caracteristicas 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 adultos' e trata-se de um conjunto complexo de doencas,
originario do epitélio dos tibulos renais, responsavel por 85-95% dos casos de cancer de

2;3;4;5;6

rim Os demais, 10-15% dos tumores, incluem carcinomas incomuns, nao clas-

sificados ou tumores benignos® 7 % 9. Apenas 4-5% dos casos de CCRs sdo hereditdrios,
ocorrendo de forma esporddica na grande maioria dos casos”. A incidéncia de CCR é
maior em paises desenvolvidos e acomete, em sua maioria, individuos do sexo masculino,
com uma relacio homem:mulher de 2:1'. A maioria dos pacientes apresenta uma idade

10 Estimativas para o ano de 2018 apontaram 403.262

média de 64 anos ao diagnostico
novos casos e 175.098 mortes por cancer de células renais no mundo todo. No Brasil,
para o mesmo ano, o nimero estimado de novos casos foi de 10.688, com uma taxa de
mortalidade de 4.084 individuos, um aumento no nimero de casos comparado ao ano de
2012 (6.200 casos e 3.000 mortes).

No ano de 2017, os tumores urolégicos representaram 12.7% de todos os casos
de cancer admitidos pelo Hospital de Amor (unidades de Barretos e Jales - Sao Paulo).
Para o mesmo ano, 154 novos casos de cdncer renal foram registrados (1.4% do total de
casos), sendo a maioria do sexo masculino (Figura 1A). De todos os casos de cancer renal
admitidos em 2017, aproximadamente 50% deles foram diagnosticados em estadiamento

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

de sobrevida em 5 anos dos pacientes avangados é de aproximadamente 30% (Figura 1C)
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Figura 1. Infografico referente ao perfil dos casos de cancer de rim admitidos pelo
Hospital de Cancer de Barretos (HCB, unidades Barretos e Jales - Sdo Paulo). Gréficos
representativos do (A) niimero de casos novos e niimero por sexo, (B) estadiamento clinico
e (C) taxa de sobrevida global em 5 anos. Dados sobre ntimero de casos e estadiamento
referentes ao ano de 2017. Dados de sobrevida baseados nos casos de 2000 a 2015. Infor-
magoes geradas pelo departamento de Registro Hospitalar HCB. (*) C64 - CID10 para

Neoplasia Maligna do Rim (Classificagdo Internacional de Doengas (*) EC: Estadiamento
Clinico

1.1.2 Histologia do Carcinoma de Células Renais

A classificacao atual dos tumores de células renais foi proposta pela Organizagao
Mundial da Satide (OMS)!| em concordancia com a classificacdo publicada pela Interna-
tional Society of Urological Pathology (ISUP)'?, a qual baseia-se em aspectos patolégicos
e genéticos. Segundo essa classificagdo, os subtipos mais frequentes de carcinoma renal
sdo: carcinoma de células claras (70%-85%); carcinoma papilar (10%-15%); e carcinoma

croméfobo (5%) (Figura 2).
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Figura 2. Distribuicao da frequéncia dos tipos histologicos do carcioma de células renais.
(Adaptado de Shaw, 2016)*.

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 delecao do braco curto do cromossomo 3, mais especificamente em 3p25.3, onde se
encontra o gene supressor tumoral von Hippel-Lindau ( VHL), responsavel pela sindrome

familiar de tumores von Hippel-Lindau®% 15 16,

1.1.3 Diagnéstico, Prognéstico e Tratamento do Carcinoma de Células Renais

O diagnéstico do CCR ¢é fortemente sugestivo por estudos de imagem. Hoje, mais
de 60% dos casos sao detectados acidentalmente. Muitos pacientes com pequenas massas
renais permanecem assintomaticos até nos estadiamentos mais avancados. Atualmente,
a triade classica de sinais e sintomas: dor no flanco, hematuria macroscopica e massa
abdominal palpavel é rara e se associa com doenca avancada e pior prognostico. Essa

mudanca se deu, basicamente, em conseqiiéncia do aumento do uso de técnicas radiolégicas



nao invasivas, como ultrassonografia ou tomografia computadorizada de abdomen, feitas
por outros motivos!”. Bidpsias de tumores renais também sdo raras e sao utilizadas a fim
de evitar cirurgias desnecessarias no caso de uma lesao benigna, selecionar pacientes para
vigilancia ativa ou obter histologia antes do tratamento ablativo. As bidépsias também
podem ser usadas no contexto metastatico para a selecao de tratamentos e cirurgias
adequados 8.

O estadiamento tumor-linfonodo-metastase (TNM) do Comité Conjunto Ame-
ricano de Céncer (AJCC) é o sistema de estadiamento mais comumente usado e uni-
versalmente aceito. Desde sua primeira publicacao em 1977, a AJCC passou por varias
alteragoes e, desde janeiro de 2018, sua 8* edicdo é utilizada na prética clinica® (Fi-
gura 3). O sistema reflete o tamanho do tumor, a extensdo da invasdo de estruturas
adjacentes, o envolvimento dos linfonodos (disseminagao regional) e metédtase a distancia
(principalmente pulméo, ossos, linfonodos, figado, glandula adrenal e cérebro) (Figura 3).
Aproximadamente 30% dos pacientes com CCR apresentam metastase ao diagndstico,
e a recorréncia se desenvolve em mais de um terco dos pacientes tratados para doenca

20:2122 - Aqueles com cancer renal localizado costumam ter bom progndstico,

localizada
por outro lado, aqueles com doenga avangada apresentam uma diminuicao significativa na
sobrevida. A taxa de sobrevida em 5 anos para os estdgios I e IT é maior que 70%, com a
nefrectomia sendo amplamente curativa. Ja para os pacientes diagnosticados em estadios
IIT (extensdao local) e IV (metastase) a taxa de sobrevida de 5 anos cai para aproximada-
mente 60% e 10%, respectivamente!. Intimeros marcadores moleculares, bem como perfil
de expressao génica e estudos de GWAS tém sido estudados, mas até o momento nao foi
possivel melhorar os sistemas prognésticos atuais, logo nao sao validos de serem incluidos

na rotina clinica 23 2% 25,



O tratamento cirirgico é considerado o tratamento priméario e amplamente cura-
tivo para o CCR localizado 2% 27, feito através de nefrectomia parcial ou radical, aberta
ou laparoscopica. J4 o CCR metastatico, costuma ser resistente a quimioterapia tradi-
cional e altamente resistente a radioterapia e requer terapia sistémica. Durante muito
tempo a Unica terapia sistémica para a doenca metastatica era baseada em imunote-
rapias como interferon-a (IFN-a) e interleucina-2, porém sem beneficios na sobrevida

dos pacientes? 29 30; 31

Na tultima década, no entanto, avancos foram feitos no trata-
mento do CCR metastatico, com a aprovagao de diversas terapias-alvo que conseguiram
a estabilizacdo da doenca e aumento de sobrevida incluindo sorafenibe®?, sunitinibe3?,
bevacizumabe®*, pazopanibe®® e axitinibe®®, que inibem o fator de crescimento endote-
lial vascular (VEGF) e seu receptor (VEGFR); e everolimus®” e temsirolimus®, inibi-
dores de mTOR. Outros alvos além do VEGFR também foram adicionados ao com-
bate a doenca metastatica como o cabozantinibe e lenvatinibe; e imunoterapias como

o nivolumabe?% 3% 40

Recentemente, o estudo CheckMate 214 relatou superioridade do
nivolumabe e do ipilimumabe sobre o sunitinibe em pacientes de risco intermediario e de
baixo risco, levando a uma mudanca de paradigma no tratamento de primeira linha de
pacientes metastaticos*'. Esses achados resultaram em uma recomendacao atualizada do
tratamento sistémico da doenca metastatica com inibidores de checkpoint imunolégicos*!.

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

identificagdo de novos marcadores moleculares nao invasivos para prognodstico, diagndstico

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

CCR™.
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Figura 3. Visao geral do sistema de estadiamento para cancer renal. As cores repre-
sentam estruturas normalmente acometidas de acordo com cada estadio. Na coluna da
esquerda, principais caracteristicas para cada estadio e sua frequéncia em relagao a todos
os casos (entre parénteses). Na coluna da direita encontram-se as taxas de sobrevida em
cinco anos para cada estadio. Os dados de estadiamento sdo baseados nas diretrizes da
8% edicdo da classificacio TNM da AJCC'?. Os dados de sobrevida e ntimero de casos
sdo baseados no SEER 18 2009-2015. Todas as ragas, ambos os sexos (seer.cancer.gov).
Adaptado de Cohen et al. (2005)%2.

1.1.4 Fatores de Risco e Predisposicao ao Carcinoma de Células Renais

Obesidade e hipertensao sao fatores de risco estabelecidos para CCR*% 44 45 OQu-
tros fatores de risco modificaveis incluem, tabagismo e alcoolismo (Figura 4), além de ou-
tras condi¢oes médicas como doencga renal cronica, hemodialise, transplante renal, doenca
cistica renal adquirida e, possivelmente, diabetes mellitus® 6. Os fatores nao-modificiveis
associados ao devenvolvimento do CCR incluem principamente fatores genéticos, que en-
globam o diagndstico prévio de CCR, historico familiar e a Sindrome de von-Hippel Lindau
(Figura 4). A histéria familiar contribui para uma parcela do risco de CCR, onde pacien-
tes com casos de cancer renal na familia apresentam um risco aumentado em duas vezes

47

em relacao aqueles sem casos prévios na familia®*’. Além disso, o nimero de casos au-

menta notavelmente com a idade e é maior para os homens do que para as mulheres'. As



razoes para esse perfil ndo sdo conhecidas, apesar de exposi¢oes genémicas, ocupacionais
e ambientais, como o tabagismo, j4 terem sido associadas®. Entre fatores ocupacionais e
ambientais, o tricloroetileno esta entre um dos agentes classificados como carcinogénicos
para cancer renal (Grupo 1) segundo a Avalia¢ao de Riscos Carcinogénicos para Humanos

do TARC*8. Também estao nessa categoria o tabagismo e radiacoes (X e gama)?®.

Pressdo Alta

[ Sindrome VHL ] Obesidade
[ Histérico Familiar ] N3o
Modificaveis I Modificaveis
[ Idade ]
[ Género ]

Ambiental
E
Ocupacional
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[ Substancias Quimicas ]

Figura 4. Principais fatores de risco bem reconhecidos que afetam o desenvolvimento de
carcinoma de células renais (CCR). Isso inclui fatores ndo modificaveis (verde), modifica-
veis (azul), ambientais, e fatores de risco ocupacionais (vermelho). Adaptado de Sims et
al., (2018)%9.

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

até agora —VHL, MET, FLCN, FH, SDHB/C/D, TSC1, TSC2, BAPI1, e MITF—
50; 515 52; 53; 54; 55; 56; 57 Fmbora, a identificacdo desses genes tenha levado a importantes
descobertas sobre a patogénese do CCR, essas doengas representam uma parcela muito
pequena do risco dobrado observado em parentes de primeiro grau de pacientes com

CCR® 47, Portanto, muitos casos de CCR familial ndo apresentam mutacdes nos genes

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



contribuem para o desenvolvimento do CCR.

1.1.5 O Papel do Gene VHL no Carcinoma de Células Renais

O gene VHL é responsavel pela sindrome familiar de tumores von-Hippel-Lindau
que predispoe a formacao de miultiplas lesoes neoplasicas, incluindo angiomas retinais,
hemangioblastomas do sistema nervoso central, tumores pancreaticos e carcinomas de
células renais, sendo este ultimo a causa niimero um de morte em pacientes com a sindrome
de von-Hippel-Lindau®® *°. O VHL é um supressor tumoral lozalizado na regidao 3p25.3.
Os genes supressores tumorais PBRM1, SETD2 e BAP1 também estao localizados no
brago curto do cromossomo 3 (Figura 5), cuja perda estd presente em mais de 90% dos
cCCRs®, prejudicando simultaneamente quatro genes supressores tumorais. Isso parece

confirmar o fato da perda do 3p ser quase um evento universal e precoce no cCCRS!.
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Figura 5. Frequéncia de delecao das regioes do cromossomo 3 em cCCRs. A parte
inferior da imagem consiste em uma representacao do cromossomo 3 e a localizacao dos
genes no bracgo curto. A curva e a area sob a curva representam a frequéncia de delegao
para cada gene (indicados em laranja), bem como para outras regides do cromossomo 3.
(Dados provenientes do TCGA)%. Adaptado de Lindgren et al., (2018)%.

A maioria dos CCRs de células claras demonstra alteragoes no gene VHL con-
sistente com a “hipdtese de dois eventos” de Knudson sobre a ocorréncia de dois eventos
mutacionais para a formacao de tumores envolvendo genes supressores tumorais®. Nos
casos hereditarios de ¢cCCRs, uma cépia deficiente do gene VHL pode ser herdada na
linhagem germinativa (considerado o primeiro evento) e a outra cépia normal. A doenga
se desenvolve quando o alelo remanescente sofre uma mutacio somatica, delecao ou meti-
lagao da regido promotora esponténeas (segundo evento). Nos casos esporadicos, ambos
os alelos normais de uma mesma célula devem sofrer mutagoes somaticas (dois eventos)
para o desenvolvimento da doenca. No CCR de células claras esporadico um alelo pode
ser alterado por meio de mutacao ou metilacao da regiao promotora e o outro através de
delegao, caracterizando perda de heterozigosidade (LOH do inglés lost of heterozygosity).
Na maioria dos estudos, grande parte dos tumores apresentam, além das mutacoes so-
maticas, perda do alelo remanescente ou LOH), sendo esta tltima a alteragdo molecular

observada em maior frequéncia®% .
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O papel biologico conhecido do VHL é o envolvimento nos processos de ubiqui-
tinagdo e degradacao proteossomal (Figura 6). Entre os seus alvos estdo os fatores de
hipoxia HIF1 e HIF2, que sao fatores de transcricao atuantes em genes-chave relacio-
nados principalmente com o processo de angiogénese®”. Sob condicoes normais, a pVHL
promove a degradacdao de HIF. Na célula tumoral, a inativacdo ou mutacao do VHL
leva ao acimulo de HIF na célula, seguido do aumento da atividade das mesmas e, por
consequéncia, a super expressao de varios genes HIF-dependentes como VEGF, PDGF,
EPO, CA9 e CXCR4, que sao conhecidos como importantes em processos de carcinogé-
nese e metdstase®” (Figura 6). A importancia funcional do VHL em CCR foi reportada
uma vez que a reintrodugao da pVHL selvagem em células VHL-deficientes foi capaz de
suprimir o crescimento tumoral tanto in vivo quanto in wvitro, demonstrando seu papel

critico no desenvolvimento de CCR de células claras®® 0. A

relacao entre as mutagoes
do VHL e aspectos clinicos da doenga ainda sao contraditérios e evidéncias sugerem que
a inativagdo do VHL isoladamente nao ¢é suficiente para o desenvolvimento de CCR de

T0: 7L T2 T3 T4 TS Degsa forma, acredita-se que outros genes, além do VHL e

células claras
HIF, bem como outras alteragoes, também possam ser importantes no desenvolvimento
da doenca®.

Embora a fracao de CCRs hereditarios seja pequena, o conhecimento sobre sua
patogénese é de grande importancia para a compreensao do cancer renal esporadico®.
Atualmente as mutagdes germinativas em VHL encontram-se depositadas online em um
banco de dados universal para mutacoes germinativas identificadas em pacientes com a
sindrome de von Hippel-Lindau, UMD-VHL (do inglés Universal Mutation Database)™.

De acordo com o seu conteido, as mutagoes germinativas do VHL podem ser divididas

basicamente em trés grupos: (1) grandes delegbes, que respondem a aproximadamente
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40% de todas as mutacoes, (2) mutagoes missense com aproximadamente 30% e (3) mu-

tagoes que resultam em proteinas truncadas (nonsense, inser¢oes e delegoes frameshift,

mutagoes em sitios de splicing) com aproximadamente 30% das alteragoes.

r r - - L4 - _\
Normoxia Hipoxia ccRCC
VEGF, PDGF, EPO,
CA9 e CXCR4
\_ J

Figura 6. Via VHL/HIF sob diferentes condi¢oes. Da esquerda para direita: condigoes
de normoxia, hipéxia e no cCCR. A parte inferior da imagem representa o interior da
célula (ntucleo celular) e interagoes de fatores de transcri¢ado com o DNA. Sob condigoes
de norméxia, a pVHL (em verde) promove a degradacao de HIF (em rosa). Sob hipéxia, a
molécula de HIF age como fator de transcrigdo atuante em genes envolvidos nas respostas
celulares para adaptagao a hipdxia (indicado pelas setas). Na célula tumoral, a inativagao
ou mutacao do VHL leva ao acimulo de HIF na célula, seguido do aumento da atividade
das mesmas e, por consequéncia, a super expressao de varios genes HIF-dependentes
(VEGF, PDGF, EPO, CA9 e CXCR4), conhecidos como importantes em processos de

carcinogénese e metastase.



12

1.2 Caracteristicas Moleculares do Carcinoma Renal de Células Claras

1.2.1 Alteracées no Numero de Cépias de DNA

As células carregam diferentes tipos de mutagoes associadas ao desenvolvimento
do céncer. Algumas alteragoes afetam apenas uma ou algumas bases do genoma. Ou-
tras, conhecidas como alteragoes no nimero de cépias (CNAs), envolvem porgoes maiores

do genoma que podem incluir perdas ou ganhos de um brago cromossomico ou de um

78; 79

€romosso inteiro As alteragoes sométicas no numero de copias (CNAs) sdo quase

onipresentes no cancer e alteram uma por¢ao maior do genoma do cancer do que qual-

quer outro tipo de alteracao genética somatica®®. A maioria delas compreendem eventos

78; 79 81; 82

grandes que podem abrigar multiplos genes capazes de influenciar desfechos de

cAncer®3 84 85

A compreensao de cada alteragao, incluindo a carga de CNAs em cada paciente,
pode ajudar na compreensao da biologia tumoral e consequentemente auxiliar em decisoes
clinicas. A carga de CNAs é uma medida fundamental do nivel de alteragoes 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 progndstico associado
a recidivas e mortalidade e como um marcador 1til em contextos clinicos para ajudar a

avaliar o risco de pacientes com diferentes tipos de cancer, incluindo rim®.
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1.2.2 Deteccao de Alteracoes no Numero de Cépias de DNA

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

778 Muitas CNAs sao identificadas em regides que contém

o entendimento do céncer
oncogenes e genes supressores tumorais e, dessa forma, podem associar com desfechos
clinicos e prognésticos em vérios tipos de cancer™. Isso demonstra a possivel utilizacdo
de CNAss como biomarcadores.

Nos ultimos anos, técnicas high-throughput, incluindo arrays de hibridacao gend-
mica comparativa (aCGH)®7, SNP arrays® e sequenciamento de nova geracao (NGS)3% 90: 91,
tém sido utilizadas para identificacdo de CNAs. As tecnologias de microarranjos tém sido
amplamente utilizadas desde o final dos anos 90 por mais de uma década como um teste
acessivel e de alta resolucdo para deteccio de alteragdes cromossomicas®. E uma abor-
dagem muito comum para deteccao de CNAs, principalmente devido a tecnologia ter sido
desenvolvida hé mais tempo e os métodos de detecgao serem bem estabelecidos, inclusive
em cancer”.

Recentemente, o sequenciamento do exoma tem sido amplamente utilizado para
identificar alteracoes gendmicas. Ocasionalmente, a identificacdo de CNAs por NGS é
comparavel em desempenho a identificacdo por aCGH?. Desta forma, os dados de exoma
estdo sendo cada vez mais utilizados para a investigacio de CNAs®". A tecnologia oferece
uma resolugao a nivel de nucleotideo tinico e contagens absolutas do ntimero de leituras
podendo, portanto, fornecer resultados sensiveis e precisos, o que a torna fundamental
para o desenvolvimento de terapias-alvo. Porém, a detecgdo por NGS pode ser uma tarefa

% A complexidade dos

desafiadora, devido a complexidade do processamento de dados
tumores por si ja torna a deteccao de CNAs especificas para o cancer muito desafiadora.

Embora muitas ferramentas de deteccao de CNAs tenham sido desenvolvidas desde o
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surgimento do NGS, ainda sdo poucas as ferramentas especificas para a deteccao somatica
de alteragoes no nimero de cépias para dados de exoma no cancer.
A medida que o custo do NGS diminui, ele se torna cada vez mais ttil em pes-

% Estudos sugerem que o NGS pode vir a ser uma alternativa aos

quisas oncologicas
microarrays para a detecgdo de CNAs no cancer. Os microarrays sao superiores por ofe-
recerem uma resolucao mais precisa. No entanto, se o interesse for aplicacdo em rotina,
o exoma pode ser preferivel devido sua relacio custo-beneficio?” %, No entanto, ha de se
considerar que, mesmo para os maiores eventos detectados, ha uma discrepancia ao com-
parar os resultados entre as plataformas e entre diferentes estudos. Apesar da literatura

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

ainda é um desafio comparar os métodos”’.

1.2.3 Alteracdoes no Nimero de Cépias de DNA no Carcinoma Renal de Células

Claras

A patogénese do CCR de células claras encontra-se diretamente associada a alte-

99; 100

racoes genéticas comuns em determinadas regioes cromossomicas que tém sido fontes

para novas aplicacoes diagnosticas, prognésticas e terapéuticas potencialmente tteis!?: 192
Estudos avaliando alteracoes somaticas no nimero de copias do DNA tém revelado muito
sobre a arquitetura gendmica do CCR!%% ¢, Este conhecimento contribui para a compre-
ensao da etiologia da doenca, melhor classificacao histologica e, principalmente, melhor
estratificacao dos pacientes e descoberta de alvos terapéuticos®. A Tabela 1 apresenta um

resumo das principais altera¢des cromossomicas especificas de cada subtipo de carcinoma

renal e seus principais alvos terapéuticos associados, incluindo o cCCR.
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Tabela 1. Alteracoes cromossomicas somaticas recorrentes e alvos terapéuticos no CCR.

GENES/VIAS ALTERAGAO
SUBTIPO AFETADAS CARACTERISTICA TERAPIAS
VHL, PBRM1, Sunitinibe, Pazopanibe, Axitinibe (VEGFRs)
Perda do 3p .
cCCR SETD2, BAP1, Ganhos no 5q e 14 Bevacizumabe (VEGFA)
PI3K-mTOR 9 9 Everolimus e Temsisolimus (mTOR)
pRCC I MET Ganhosdo 7,16 e 17
Foretinibe
pRCC 1] Via ARF-NRE Perdas do 1' 2' 6' 10' Cabozanitibe (CMET)
13e17
TP53, PTEN,
complexo 1
chRCC cadeia NA
transportadora
de elétrons

cCCR: células claras; pRCC: papilar; chRCC: cromdéfobo; NA: ndo disponivel. (Adaptado de Riazalhosseini
e Lathrop, 20167'8).

A caracterizagdo molecular do consorcio TCGA para o carcinoma renal de células

claras revelou que tais tumores apresentam, em média, menos de 20 alteracdes no ntimero

de copias de DNA por genoma, um nimero menor de alteragoes quando comparado aos

canceres de colon e de mama, por exemplo (Figura 7

)193. No entanto, h4 uma grande

representacao de alteragoes no niimero de copias envolvendo bracos cromossomicos inteiros

(Figura 7).
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Figura 7. Descricao do perfil de alteragoes somaticas no nimero de copias de DNA no
cCCR, segundo dados do TCGA. Gréfico da esquerda: porcentagem do genoma alterado
(eixo y) de acordo com o nivel de CNA (eixo x): brago cromossdmico versus alteragoes
focais. Gréfico da direita: ntimero de alteragoes no nimero de copias por amostra (eixo
y) de acordo com cada tipo de cancer. Em azul, ganhos. E em vermelho, perdas. Céancer
de Célon (CRC), Glioblastoma (GBM), Cancer de Mama (BRCA) e Cancer de Ovério
(OVCA). (TCGA, 2013)103,

Alteracoes recorrentes especificas dos tumores de células claras envolvem os cro-
mossomos 3p (perda - 91%), 14q (perda - 45%) e 5q (ganho — 67%)1%3. Algumas dessas
alteragdes cromossdmicas foram associadas a piores prognésticos, enquanto apenas o ga-

104; 1055 102106 Acredita-se que a perda do

nho de 5q foi associado a bom progndstico
cromossomo 3p e o ganho dos cromossomos 5q e 7, talvez sejam alteracoes indispensaveis
para o desenvolvimentos do cCCR. E quando a perda dos cromossomos 1p, 4, 9, 13q ou
14q ¢ adicionada, pode levar ao desenvolvimento de tumores mais agressivos'®”. A regiao
3p21 tem sido demonstrada como importante no desenvolvimento de cCCR e encontra-se
descrita a associacao significativa entre a perda de segmentos do cromossomo 14q e a pro-
gressao do tumor e a perda do 9p como um fator de prognostico independente. O ganho

do 8q foi demonstrado como um candidato a marcador de prognéstico para diminuicao

da sobrevida global. Além disso, a sobrevida parece diminuir ainda mais em pacientes
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com perda de 14q concomitante!®®. Duplicacoes nos cromossomos 5q e 7 e a delecao dos
bragos cromossomicos 6q, 8p e 9p também sao alteragoes reportadas como caracteristicas
dos tumores de células claras!®% 6 71,

Além de inimeras outras alteragdes cromossomicas descritas, foram identifica-
dos genes relevantes em regides alteradas, tais como PTEN e CDKN2A (Figura 8). A
identificacdo dos genes nessas regides é de extrema importancia visto que outros genes de
cancer frequentemente mutados em tumores sélidos adultos, como RAS, BRAF, TP53,

RB, PIK3CA, EGFR e ERBB2, parecem fazer apenas uma pequena contribui¢do para o

CCCRIOQ; 103‘
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Figura 8. Ganhos e perdas genémicas a nivel focal reportadas pelo TCGA. Perdas repre-
sentadas em azul e ganhos em vermelho. Eixo y: genoma distribuido por cromossomos e
genes mapeados nessa regides; eixo x: significancia das alteragoes de acordo com Q-valor
(p-valor corrigido) (TCGA, 2013)'%3.
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A compreensao de cada alteragao, incluindo a carga da CNA, é essencial para
caracterizar o genoma do cCCR, elucidar a biologia do tumor e ajudar o cenario clinico
no futuro. Apesar de miltiplos estudos sobre CNAs de CCR, atualmente nao ha descri-
¢ao de alteragdes cromossomicas em uma coorte brasileira e dados sobre a epidemiologia
e aspectos moleculares do cCCR no Brasil sao escassos. Portanto, avaliar o perfil cro-
mossomico de pacientes brasileiros com cCCR e suas associagoes clinicas, pode contribuir
para e epidemiologia e para a descricao do perfil de alteragoes moleculares com impacto

clinico e para a descoberta de alvos potencialmente validos de investigacoes futuras.
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2 HIPOTESE

Alteracoes cromossOmicas soméaticas no carcinoma renal de células claras estao
relacionadas com desfechos clinicos e podem levar a identificacao de genes e regioes im-

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

Apesar de grandes avancos, as taxas de incidéncia e mortalidade do carcinoma de
células renais tém aumentado em muitos paises ao longo dos anos. A razao para o aumento
nao ¢ clara, mas aspectos genéticos ja foram implicados, demonstrando a importancia dos
estudos gendmicos. Em torno de 30% dos pacientes sdo metastaticos ao diagnostico e
o prognostico geral ainda é ruim, onde, mesmo com o tratamento, a doenca progride e
¢ a causa de morte da maioria dos pacientes. Assim, sdo necessarios novos e melhores
tratamentos.

O carcinoma renal de células claras é o subtipo histologico responsavel pelo maior
numero de casos e mortes de CCR. Sua patogénese ¢ diretamente associada a alteragoes
cromossomicas que tém sido fontes para novas aplicacoes diagnodsticas, prognosticas e
terapéuticas. Curiosamente, genes de cancer frequentemente alterados em tumores solidos
adultos (RAS, BRAF, TP53, RB, PIK3CA, EGFR ¢ ERBB2) parecem fazer apenas uma
pequena contribuicao para o cCCR. Dessa forma, a descricao de alteragoes moleculares
com impacto clinico e de potenciais genes-alvo validos de investigacoes futuras pode guiar
futuras abordagens personalizadas. Apesar da alta frequéncia de alteragoes somaticas
no numero de copias de DNA envolvendo genes de relevancia para a carcinogénese do
carcinoma renal de células claras, nao existe atualmente a caracterizagao cromossémica

de uma causuistica brasileira com CCR de células claras.
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4 OBIJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar alteragoes sométicas no nimero de cépias de DNA (CNAs) em uma cau-
suistica brasileira de pacientes com carcinoma renal de células claras e associar com in-

formacoes clinicopatolégicas.

4.2 Objetivos Especificos

1. Caracterizar as altera¢oes somdticas no nimero de cépias de DNA (CNAs) de
pacientes com carcinoma renal de células claras em uma causuistica brasileira por meio
da andlise do exoma e de aCGH;

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

3. Realizar uma anotacao funcional in silico dos genes encontrados nas regides
de alteracao em conjuntos de dados disponives publicamente;

4. Verificar o status germinativo do gene VHL;

5. Associar os dados moleculares com os dados clinicopatologicos.
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5 MATERIAL E METODOS

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

ANALISE
BIOINFORMATICA

ANALISE

I LEVANTAMENTO 4 ANALISE
DE DADOS MOLECULAR ESTATISTICA
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o
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Nexus Copy Number
Oncomine
DAVID

Figura 9. Fluxograma representativo das principais etapas da metodologia.

*ICGC: International Cancer Genome Consortium; REDCap: Research FElectronic Data
Capture; DAVID: Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery; SPSS:
Statistical Package for the Social Sciences

5.1 Populacdo de Estudo

Este é um estudo observacional retrospectivo, cujo nimero amostral para o es-
tudo foi designado por conveniéncia. Tratando-se desta uma amostra de conveniéncia,
foram incluidas 92 amostras com dados de aCGH e dessas, 78 possuiam também dados
de exoma. As amostras foram filtradas por critérios de qualidade e material suficiente
para os experimentos de exoma, resultando em um ntimero total de 78 pacientes com am-
bos dados. As amostras sdo provenientes de uma coorte retrospectiva de pacientes com
carcinoma renal de células claras com confirmagao histolégica, em estadiamentos inicial e

avancado admitidos no Hospital de Cancer de Barretos entre 11/2008 e 05/2014. Todos os
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pacientes incluidos no estudo foram submetidos a nefrectomia sem qualquer terapia pré-
operatoria e tiveram disponibilidade de material congelado do tumor, bem como amostra
de sangue do paciente. Como critério de exclusao, encontraram-se amostras com material

insuficiente para pesquisa, ou extragdo de DNA com qualidade insatisfatoria.

5.2 Levantamento dos Dados Clinico-patolégicos dos Pacientes

O periodo de follow up dos pacientes foi de aproximadamente 10 anos (112 me-
ses; 10/2009 & 02/2019). Foram coletadas informagoes contidas nos prontudrios dos par-
ticipantes, como informagoes sociodemogréficas (idade, género, etnia, histérico familiar,
etc), dados clinicos (idade ao diagndstico, estadiamento, tratamento, presenga de mestas-
tase, recidiva ou progressao, dados de follow-up, etc), fatores de risco associados (obesi-
dade, hipertensao, tabagismo e condi¢bes médicas como doenga renal cronica, hemodialise,
transplante renal, doenga cistica renal adquirida, diagnéstico prévio de CCR e diabetes
mellitus) e dados histopatolégicos (confirmagao histolégica, tamanho do tumor, invasiao
tecidual adjacente, etc). Estes dados foram coletados baseados no modelo padrao 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 gestao
de dados de pesquisa RedCap Research Eletronic Data Capture (Vanderbilt University,

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

5.3.1 Extracao de DNA

As amostras congeladas com porcentagem de células tumorais acima de 60%
e abaixo de 20% de necrose observados por microdissec¢iao e avaliados por patologista
experiente foram consideradas para este estudo. A extragao 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 instrugoes do fabricante. Somente
amostras com excelente padrao de qualidade verificadas por Nanodrop e quantificados
por Qubit® Fluorometric Quantitation (Life Technologies) foram utilizadas no sequenci-

amento de nova geracao.

5.3.2 Experimentos de Array-Comparative Genetic Hybridization (aCGH)

A técnica de aCGH foi executada de acordo com o protocolo padrao da plata-
forma de microarranjo Agilent SurePrint G3 CGH+SNP 4x180K (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA) utilizando um DNA de referéncia dipléide (Agilent Technologies) como
controle. A técnica é constituida por ldminas com quatro areas de hibridizagao de apro-
ximadamente 180.000 oligonucleotideos cada. O DNA de referéncia 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 marcagao foi avaliada atra-
vés do NanoDrop (Thermo Scientific). A partir disso, quantidades iguais de DNA teste
e referéncia de cada paciente foram combinadas e preparadas para hibridagao nas lami-
nas, durante 24 horas. Em seguida, as laminas foram lavadas com tampoes de lavagem,

estabilizacao, além de acetonitrila. As laminas foram escaneadas (SureScan Microarray
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Scanner, Agilent Technologies) seguindo as recomendagoes do fabricante.

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

Uma das principais medidas quantitativas padroes 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 (varidncia experimental e técnica do ensaio) foi de 0.20 (Figura 10). Valores
acima de 0.30 tiveram os experimentos repetidos ou foram excluidos da analise.

De uma forma geral, essa medida consiste em um detector sensivel da variacao
entre sondas adjacentes, uma medida de desvio padrao das diferencas entre duas sondas
presentes nas jungoes onde comeca e termina uma amplificacdo ou delecao. Ela descreve
o valor absoluto da variancia da razao de log2 de cada sonda em relacao a préxima, para
o genoma inteiro. O valor apenas deve variar significativamente se houver uma mudanca
abrupta no niimero de copias no intervalo entre os segmentos. Como normalmente existem
menos que algumas centenas de segmentos onde uma mudanca abrupta no nimero de
copias ocorre e centenas de milhares de probes consecutivas ao longo do genoma, pode-se,
portanto, obter uma excelente estimativa da varidncia experimental e técnica do ensaio
através da média do valor absoluto da diferenca sonda-a-sonda.

Frequentemente correlaciona-se com abundancia ou auséncia de segmentos iden-
tificados em dados de nimero de copias de DNA. Amostras com valores muito altos de
DLRS apresentam a capacidade de deteccao precisa limitada, levando, muitas vezes, a
exclusao desses casos da analise. Valores <0.20 sdo 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. Gréfico Box-plot representativo da qualidade dos experimentos de aCGH no
tecido tumoral

5.3.4 Sequenciamento do Exoma

O sequenciamento de nova geracao do exoma foi realizado utilizando a plataforma
[Mlumina HiSeq 2500™ System, pela empresa de biotecnologia Mendelics (Sao Paulo).
Foram sequenciadas amostras de tecido tumoral, assim como do sangue do mesmo paciente
para identificacao de alteragdes somaticas no niimero de cépias de DNA. Para esta reacao,
foi utilizado o Neztera Rapid Capture Expanded Exome (Illumina), o qual permite realizar
o sequenciamento de todos os exons, regides 5’ e 3’ UTR e sitios de ligacao a microRNAs.

O sequenciamento do exoma foi feito para 78 amostras. As regioes sequenciadas
englobaram toda a regidao codificadora do genoma. A cobertura média do exoma para

cada amostra tumoral foi de 74,2x (com minimo de 41,5x e maximo 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).

GI'I.IpO E Mormal E Tumor
160
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Cobertura (X)

804

40
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Figura 11. Grafico Box-plot representativo da cobertura nos experimentos de Exoma;
tecido tumoral e normal.

O protocolo envolve a etapa de fragmentacao do DNA genomico e ligagdo dos
adaptadores e indices as extremidades dos fragmentos gerados. Apoés a hibridizagao, sao
utilizadas beads de estreptavidina, a fim de capturar as sondas contendo as regides de
interesse ligadas. Posteriormente, foram realizados diversos passos de lavagens para a
remocao das ligacoes inespecificas, seguido da eluicao das bibliotecas. Essas bibliotecas
foram submetidas a uma segunda hibridizacao para aumentar o enriquecimento, seguido
de ciclos de lavagens e eluigdo. As bibliotecas quantificadas foram submetidas a etapa de
clusterizacao, sendo que cada fragmento de DNA da biblioteca incorporado a superficie

da flowcell, coberta com oligonucleotideos, utilizados para amplificar o DNA de forma iso-
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térmica, dando origem aos clusters. A linearizacao retira os dois adaptadores e assegura
que a hibridacao e o sequenciamento ocorram somente em uma das fitas de cada cluster.
A terceira etapa de clusterizagdo é caracterizada palo bloqueio das hidroxilas presentes
nas extremidades 3’ dos clusters linearizados, a fim de evitar a adicao de substratos de
fluoréforos a qualquer outro segmento que nao seja o primer de sequenciamento. A des-
naturacdo permite a formacao de templates de fita simples, que foram hibridizados aos
primers de sequenciamento. A tecnologia de sequenciamento baseia-se na terminacao da
sintese da cadeia de DNA apés a deteccao do sinal fluorescente. Por terminacao entende-
se a clivagem do nucleotideo marcado ja detectado que possibilita a adi¢do do préximo
nucleotideo. Os eventos de incorporagao e clivagem do nucleotideo marcado e modificado
ocorrem sucessivas vezes dentro da flowcell, permitindo a leitura base a base e, a0 mesmo

tempo elimina possiveis erros em sequéncias com repeticoes da mesma base.

5.4 Analise Bioinformatica

As etapas principais da anélise bioinformatica dos dados encontram-se represen-

tadas na Figura 12.
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(Nexus)

L 1
(VEP) Regides de STAC (Oncomine)
(ANNOVAR) (Frequéncia >20% e p<0.05)

Figura 12. Fluxograma representativo das principais etapas da andlise bioinformatica.
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5.4.1 Analise Germinativa do Gene VHL

Para a andlise germinativa do gene VHL foi utilizada a ferramenta VEP ( Vari-
ant Effect Predictor) (https://www.ensembl.org) para classificar, informar a localizacao
e consequéncia das variantes. A anotacao adicional das variantes foi realizada através do
software ANNOVAR (http://www.openbioinformatics.org/annovar), incluindo banco de
dados doenga-especifico ClinVar e os bancos de dados populacionais gnomAD e AbraOM
para avaliacao de frequéncia. Foram consideradas variantes raras aquelas cuja frequéncia
foram menor do que 1% na populagdo. Outras ferramentas de anotagao também foram uti-
lizadas para a predi¢ao do possivel impacto e consequéncia das variantes (SIF'T, PolyPhen-
2, LTR, Mutation Taster, Mutation Assessor, FATHMM, PROVEAN, VESTS3, Meta
SVM, Meta LR, M-CAP, CADD, DANN, FATHMM-MKL, FEigen coding or noncoding,
Figen-raw, Figen-PC-raw, GenoCanyon, integrated fitCons, GERP++, phyloP100way,

phastCons100way, SiPhy 29way e REVEL).

5.4.2 Analise do Namero de Cépias de DNA

A anélise bioinformatica das alteracoes no nimero de cépias de DNA foi feita
através do software Nexus Copy Number Versao 10.0 (BioDiscovery, Inc., El Segundo,
CA) (http://www.biodiscovery.com/nexus-copy-number/). As amostras foram processa-
das e corrigidas automaticamente através das definicoes padroes da Agilent. A opcao
de ajuste para mosaicismo foi usada para regular os limites utilizados para classificar as
chamadas. As razoes de Log2 entre a amostra e a referéncia normal foram calculadas. Os
limites para ganho de copia tnica e perda de cdpia tnica foram estabelecidos em +0.18

e -0.18, respectivamente. Os limites da razao logaritmica para ganho de 2 ou mais c6-
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pias e para uma perda homozigdtica 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 algoritmo STAC foi utilizado para determinar as CNAs

significativamente frequentes.

0.7 @ Grande ganho (Amplificacdo)
0.18 @ Ganho
o T RIS IRR D TTIITHER W ID
-0.18 @ Perda
-1.1 @ Grande Perda (Delegio)

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

A anélise 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 Nezus
Copy Number que permite o processamento de amostras pareadas. O método utilizado foi
baseado no algoritmo ngCGH original que estima CNAs do tumor em relacdo 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
a correcao sistemdtica e as etapas seguintes de segmentacao e chamada. As razdes de
log2 foram estabelecidas em +0.2 e -0.3, para ganhos e perdas tnicas e, +0.6 e -1.0, para

grandes ganhos e grandes perdas.
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5.4.3 Carga de Alteracoes no Numero de Cépias do DNA

Os pacientes foram classificados em subgrupos de acordo com o niimero de CNAs.
A classificacao foi baseada em quartis, considerando a distribui¢ao do nimero de eventos
obtidos a partir dos dados de aCGH. Os grupos correspondentes aos valores de carga
de CNAs foram submetidos a andlises estatisticas de associagdo com as caracteristicas

clinico-patolégicas.

5.4.4 Identificacao de Regides Cromossomicas e Genes de Interesse

As regioes de interesse foram classificadas como mais provaveis para a identifi-
cacao de genes de cancer (oncogenes e genes supressores tumorais, alvos das mudangas
no nimero de cépias de DNA). Para isso, foi utilizado o Teste de SignificAncia para Al-
teragoes no Numero de Cépias (STAC, Significance Testing for Aberrant Copy Number)
(http://cbil.upenn.edu/STAC). O algoritmo identificou regioes de alteragdo que preen-
chiam os critérios de significincia (p<0.05) e de porcentagem de agregagao (>20%).

Tais regioes foram investigadas para alteragoes oncogénicas por meio da plata-
forma CGI (Cancer Genome Interpreter) (http://www.cancergenomeinterpreter.org). O
CGI consiste em um compilado de multipos bancos de dados de classificaciao e predicao,
como o Catalog of Cancer Genes (genes validados ou preditos como oncogénicos); Ca-
talog of Validated Oncogenic Mutations (mutagoes validadas como oncogénicas em genes
drivers) e Oncodrive MUT (estimagdo do efeito oncogénico das variantes de significado
incerto). O CGI foi desenvolvido para dar suporte & identificacao de alteragdes tumorais
que conferem vantagens as células tumorais para o desenvolvimento do cancer (drivers) e

detectar aquelas em potencial para alvos terapéuticos. Como consequéncia, ele também
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classifica as alteragoes que nao contribuem diretamente para o fenétipo de cancer (passen-
gers). Este baseia-se no conhecimento existente coletado de varios estudos e em métodos
computacionais que anotam as alteragdes de um tumor de acordo com niveis distintos de
evidéncia. As alteragoes identificadas sao classificadas em trés categorias: sabidamente
oncogénicas, preditas como drivers ou preditas como passageiras (do inglés known on-
cogenic, predict driver e predicted passenger). Sao identificadas pelo CGI como drivers
aquelas alteracoes validadas clinica ou experimentalmente que direcionam a identificacao
dos fenoétipos. Sao consideradas como oncogénicas mutagdes nos genes de cancer que im-
pulsionam o crescimento do tumor ou predispéem ao cancer, e mutagoes que aumentam
a sensibilidade as terapias-alvo. Enquanto que o efeito das alteracoes de significancia

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

5.4.5 Integracao com Perfil Transcriptomico por meio da ferramenta Oncomine

Os genes presentes nas regides de interesse foram avaliados, principalmente,
quanto ao perfil de expressao nos bancos de dados de experimentos feitos com CCR de
células claras disponiveis na plataforma Oncomine™ (Compendia Bioscience, Ann Arbor,
MI) (https://www.oncomine.org/). Os genes de interesse foram investigados quanto a
ganhos e perdas nos niveis de expressao génica no conjunto de dados do TCGA, totali-
zando 579 amostras de CCR contendo dados clinicos, dados de nimero de cépias do DNA
e expressao génica. A avaliacdo das alteragoes na expressao utilizou como estratégia a

comparagao tumor versus normal.
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5.4.6 Anotacdo Funcional dos Genes Identificados

A anotagado funcional foi aplicada para todos os 1.248 genes encontrados nas
regioes 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 associagoes foram selecionadas. Os
genes foram analisados separadamente de acordo com o tipo de alteracao associada (ganho
ou perda). O conjunto de ferramentas de anotagdo forneceu, principalmente, os termos
do Gene Ontology (GO) mais relevantes associados aos genes, incluindo processos biol6-

gicos, fungao molecular e componente celular; e anélise de vias (Biocarta e KeggPathway).

5.5 Analise Estatistica

O pacote R utlizado para analise estatistica foi implementado localmente na pla-
taforma Galaxy (https://usegalaxy.org/) e foi utilizado para as andlises de associagoes.
As associacoes entre frequéncias das alteracoes moleculares e caracteristicas clinicas, his-
tologicas e patologicas foram realizadas usando o Teste Chi-quadrado ou Exato de Fisher
Uni e Bicaudal, ambos com significancia estabelecida em p < 0,05. A andlise multiva-
riada pelo método de Regressao Logistica Binaria foi realizada pelo modelo Backward
utilizando varidveis com significancia igual ou abaixo de 0.2 na univariada. A sobrevida
global foi definida como o tempo entre a nefrectomia até o ultimo contato ou morte. A
sobrevida foi avaliada usando o método Kaplan-Meier e comparagoes log-rank na analise

univariada. O valor de significancia adotado em todos os testes foi de p < 0.05.
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5.6 Consideracdes Eticas

O presente estudo foi aprovado pelo comité de ética do Hospital de Cancer de
Barretos (n# 8042014), e obedeceu aos critérios éticos em conformidade com a resolugao
CNS 466/12.

Este estudo apresenta riscos minimos por utilizar coleta retrospectiva de material
biolégico e dados de prontuarios, sendo o principal risco para os participantes a quebra
acidental de sigilo o que os pesquisadores vao procurar minimizar utilizando cuidadosa-
mente medidas de seguranca quanto a confidencialidade, privacidade e armazenamento
de dados.

Outro risco potencial ¢ a utilizacao total do material parafinado existente. Para
isso, serda sempre salvaguardada a existéncia de material tumoral no bloco de parafina
para possivel confirmacao anatomopatolégica, e serao seguidas as normas e protocolos pré-
estabelecidas pelo procedimento operacional padrao do Biobanco do Hospital de Cancer

de Barretos.
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6 RESULTADOS

6.1 Dados Clinicopatolégicos dos Pacientes com Carcinoma Renal de Células Claras

A causuistica 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 doenca
(65,2% e 75%, respectivamente) com a presenca de metastase ao diagnéstico em 18,5%
dos casos. Os principais fatores de risco encontrados incluiram hipertensao e tabagismo,

seguido da obesidade e diabetes (com hipertensao concomitante ou nao) (Tabela 2) (Anexo

A).
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Tabela 2. Principais caracteristicas epidemiolégicas e clinicopatolégicas dos 92 pacientes

brasileiros com ccRCC.

Caracteristicas Categoria Pacientes (n=92) %
Género Homem 50 54,3%
Mulher 42 45,7%
Status Follow-up Vivo 69 75,0%
Falecido 23 25,0%
Idade Média (min-max) 58 (20-81)
Estadiamento /11 60 65,2%
/v 32 34,8%
Tla-b 47 51,1%
T2a-b 23 25,0%
T3a-c 17 18,5%
T4 5 5,4%
NO 77 83,7%
N1 9 9,8%
Nx 6 6,5%
MO 75 81,5%
M1 17 18,5%
Grau de Fuhrman 1 20 21,7%
2 49 53,3%
3 16 17,4%
4 7 7,6%
Tamanho do tumor <7cm 58(1.5-7.0cm) 63,0%
>7cm 34 (7.5-19.5cm) 37,0%
Etnia Auto-Declarada Branco 64 69,6%
Negro 3 3,3%
Amarelo 1 1,0%
Pardo 20 21,7%
Desconhecido 4 4,4%
Terapia Sistémica Sunitinib 12 13,1%
Interferon 4 4,3%
Pazopanib 1,1%
Outros 1 1,1%
Nao 74 80,4%
Status Doenga no ultimo follow-up Vivo sem doenga 64 69,6%
Vivo com progressao 2 2,1%
Progrecao e dbito pela doenga 18 19,6%
Obito sem recorréncia 8 8,7%

(*) Follow-up: acompanhamento; min: minimo; max: maximo; cm: centimetros



37

A taxa de sobrevida global em 5 anos para os pacientes com cancer de rim foi de

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

—1Sobrevida global

0,87

0,67

0,47

Sobrevida Global

0,27

0,07

T T T T T
,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0

Tempo(meses)

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 histolégico (B; p=0,000) avangados, metastase ao diagnostico (C;
p=0,002) e tumores maiores que 7 centimetros (D; p=0,003) (Figura 15). Nao houve as-
sociacao significativa da sobrevida global com sexo, etnia, alcoolismo, tabagismo, diabetes,

hipertensao ou obesidade.
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Figura 15. Curvas de Kaplan-Meier para sobrevida global de acordo com (A) estadia-
mento clinico, (B) grau histolégico, (C) metastase e (D) tamanho do tumor. O tempo foi
calculado em meses e a significancia (p-valor) pelo teste de Log-rank.
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6.2 Dados Genémicos dos Pacientes com Carcinoma Renal de Células Claras

6.2.1 Andlise Germinativa do Gene VHL

A analise germinativa do gene VHL foi feita em 78 pacientes que possuiam dados
de exoma. O gene VHL apresentou-se alterado em 33 pacientes, com um total de 89
variantes. Destas, 10 eram tnicas. A anotacao dessas 10 variantes foi realizada através
do ANNOVAR (Tabela 3) que classificou as variantes como sendo 6 intrénicas, 1 vari-
ante exoOnica, 2 em regiao 3-UTR e 1 em regiao 5-UTR. Apenas 2 variantes ja 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 ndo possuem dados
de frequéncia populacional e 2 foram consideradas raras (frequéncia < 1% nos bancos de
dados populacionais). Apenas 2 variantes ji foram descritas no Clinvar, ambas como
benignas. A ferramenta de anotagdo in silico Combined Annotation Dependent Depletion
(CADD) permitiu a anotagao de 9 variantes e nao indicou patogenicidade em nenhuma
delas. Enquanto que a ferramenta de anotacao de splicing Human Splicing Finder per-
mitiu a identificacdo de 5 variantes e revelou fracos indicios de alteracao patogénica de
splicing em 3 variantes (Tabela 3).

Apesar de nao terem sido encontradas mutagoes germinativas potencialmente pa-
togénicas no gene VHL,a maioria dos casos apresentou alteragoes soméaticas (delegoes) por
ambas as técnicas, aCGH e Exoma, com frequéncias relativamente similares a reportada

pelo TCGA (78%, 54% e 72%, respectivamente).
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Tabela 3. Anotacao das variantes germinativas do gene VHL (ANNOVAR).
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6.2.2 Descricao do Perfil de Alterac6es Somaticas no Nimero de Cépias de DNA

As alteragdes soméaticas no nimero de cépias 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 alteragoes 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 nimero total de alteragoes e o valor mediano por

amostra sao especificados na Tabela 4, bem como a comparac¢ao dos mesmos valores com

dados do TCGA.

Tabela 4. Resumo dos eventos de CNAs dividos por nimero total e mediana por paciente.
As colunas representam o nimero de CNAs de acordo com a técnica (a-CGH e Exoma)
em comparacao aos dados do TCGA.

AlteragBes Total Mediana por paciente

CGH Exoma TCGA CGH Exoma TCGA
Total de CNAs 10.525 4.448 44.502 67,5 (31-565) 17(0-636) 77,5(0-762)
Ganho de 1 cépia 5371 1.774  27.444  27,0(4-296)  7,5(0-431) 36 (0-403)
Ganho de 2 cépias ou mais 625 576 507 5,0 (1-139) 4,0 (0-148) 0(0-251)
Perda de 1 cdpia 4348 1707 16.402  28,5(9-272)  15(0-113) 27 (0-403)
Perda de 2 copiasoumais 181 391 149 1,0 (0-10) 1,0 (0-108) 0 (0-30)
% LOH 1.133 - 506 7,5 (1-158) 7,5 (1-158) 0 (0-24)
% Genoma Alterado - - - 11,8% 10,0% 12,3%

(*) LOH: Perda de Heterozigosidade
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A figura 16 consiste em uma representacao visual da frequéncia de todas as alte-
racoes 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 andlises poste-
riores tiveram um foco maior nos dados de aCGH devido ao maior nimero de amostras e
regioes identificadas. Sendo assim, a figura 17 representa graficamente as regioes mais fre-
quentes identificadas pelo teste de frequéncia significativa (STAC) nos dados de aCGH. As
alteracoes 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. Representacao das CNAs ao longo de todo o genoma, por cromossomo.
Regioes de ganhos em azul e regides de perda em vermelho. (Dados do TCGA, aCGH e
exoma, respectivamente)
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Figura 17. Frequéncia das alteragoes 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 frequéncia das alteragdoes. Ganhos sao indicados
em azul e perdas em vermelho.

6.2.3 Carga de Alteracées no Nimero de Cépias do DNA e Associacoes Clinico-

patolégicas

A anadlise univariada foi realizada com o objetivo de investigar as associagoes entre
a carga de CNAs (nimero total de eventos) e caracteristicas clinicas (Tabela 5) (a versao
completa encontra-se no Anexo A). Para essa andlise, o genoma dos pacientes foi dividido
em quartis afim de estabelecer um valor de corte para as associagoes seguintes. O valor de
corte de aproximadamente 50 eventos (1° quartil), foi capaz de estabelecer perfis diferentes
da doenca em comparacao as outras divisdes. 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 histologico (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).
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Tabela 5. Analise Univariada de caracteristicas significativamente enriquecidas de acordo
com a carga de CNAs e o tipo de evento.

Quartis
Variaveis Parametros Q1 Q2 Q3 Q4 p-valor
(n%) (n%) (n%) (n%)
<7cm 913%  56.5%  542%  50%
(RICE >7cm 8.7% 435%  45.8% 50% S0
lell 95.7%  82.6%  66.7%  54.5%
Fuhrman eIV 4.3% 17.4%  333%  455% 0.008
Metastase ao MO 100% 73.9% 83.3% 68.2% 0.01
diagnéstico M1 0% 26.1%  16.7%  31.8% :
Vivo 913%  69.6%  70.8%  68.2%
Desfecho Obito 8.7% 30.4%  292%  31.8% 0.05

(*) Q1: primeiro quartil; Q2: segundo quartil; Q3: terceiro quartil; Q4: quarto quartil; cm: centimetros;
M1:metastase; MO: sem metastase;

A anélise multivariada de regressao logistica binaria (método Backward) foi re-
alizada a fim de estimar a probabilidade associada & ocorréncia dos eventos clinicos em
face & 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-
timetros (p=0.002; 1C95% 2,1-28,5) e com grau histolégico avangado (p=0.01; 1C95%
1.80-111.13), além de possuirem um risco aproximadamente 4 vezes maior de vir a 6bito
(p=0.04; IC95% 1.02-14.02) quando comparados aos pacientes com menos de 50 eventos

(Tabela 6).

Tabela 6. Regressao Logistica Bindria para as variaveis clinicas significativas na univa-
riada, de acordo com o valor de corte de 50 CNAs.

Regressao Logistica Binaria

.. (Método Backward)
Variavel >50 eventos
B p-valor RR 1C95%
Tumores >7cm Total 2.05 0.002 7.8 2.14 - 28.55
Evento (dbito) Total 1.33 0.046 3.7 1.02 - 14.02
Fuhrman3e4 Total 2.64 0.012 14.1 1.80-111.13

(*) cm: centimetros; M1:metastase; N1: linfonodo comprometido; B: Coenficiente de Regressao;
RR: Razdo de Risco; IC: Intervalo de Confianca.
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6.2.4 Regioes Cromossomicas de Interesse

Com base nos resultados do teste de frequéncia significativa (STAC), foram iden-
tificadas 158 regides significativas presentes em pelo menos 20% dos pacientes (Tabelas 7
e 8). No total, 1.248 genes foram identificados nestas regides. No entanto, foram conside-
radas para andlise de associagoes apenas regioes que continham genes de cancer, referidas
aqui como regioes de interesse. A tabela 7 lista todas as regioes de interesse identifi-
cadas nos dados de aCGH, exoma e TCGA sob as mesmas condigdes de andlise (20, 2
e 16 regioes, respectivamente) e a Tabela 8 apresenta uma descrigdo apenas das regioes
de interesse identificadas nos dados de aCGH que foram consideradas paras as analises
posteriores. Para fins de associagoes clinicas, regioes proximas e de mesma frequéncia

foram agrupadas em uma s6, conforme descrito na Tabela 8 (12 regides).
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Tabela 7. Resultado do teste de frequéncia significativa (STAC), ranqueados por frequén-
cia de ambas técnicas nos dados do Hospital de Cancer de Barretos (aCGH e exoma) e
nos dados do TCGA. Os resultados foram filtrados para regioes com genes de céancer.
Dados gerados pelo software Nexus Copy Number. Significincia ajustada para p < 0.05
e porcentagem de agregagdo minima de 20%)

Regides de STAC Mb Citobanda Evento (%) Genes de Cancer
EXOMA

chr5:176,517,351-176,544,759 0.02  g35.2 Ganho 52,6 FGFR4
chr5:176,563,087-180,698,889 0.4 935.2-935.3 Ganho 52,6 NSD1, FLT4

CGH

chr3:38,173,964-39,193,986 1.0 p22.2 Perda 83,7 MYD88
chr3:45,826,102-48,474,760 2.6 p21.31 Perda 83,7 SETD2

chr3:51,332,164-52,559,238 1.2 p21.2-p21.1 Perda 83,7 BAP1
chr5:161,333,199-170,342,358 0.9 q34-935.1 Ganho 59,8 RANBP17

chr5:170,588,789-170,723,529 0.1 g35.1 Ganho 59,8 RANBP17
chr5:170,745,697-171,183,375 0.4 g35.1 Ganho 59,8 NPM1
chr5:176,350,789-176,708,657 0.3 g35.2-q35.3 Ganho 59,8 NSD1
chr5:176,726,398-180,221,523 0.3 g35.3 Ganho 59,8 NSD1
chr14:51,187,270-51,235,347 0.04 qg22.1 Perda 359 NIN
chr6:134,920,073-136,106,987 0.1 g23.2-q23.3 Perda 29,3 MYB
chr7:13,973,325-14,769,783 0.07 p21.2 Ganho 29,3 ETV1
chr9:20,583,920-20,702,979 0.01 p213 Perda 28,3 MLLT3
chr9:5,025,887-5,090,677 0.006 p24.1 Perda 27,2 JAK2
chr9:5,146,770-5,476,277 0.3 p24.1 Perda 27,2 CD274
chr10:89,651,372-89,726,830 0.07 g23.31 Perda 25,0 PTEN
chr10:89,727,369-90,626,330 0.08 @g23.31 Perda 25,0 PTEN
chr16:60,194,892-65,008,456 4.8 921 Ganho 20,7 CDH11
chr16:65,074,029-65,582,068 0.5 921 Ganho 20,7 CDH11
chr3:104,117,864-106,057,292 1.9 gql3.11 Perda 20,7 CBLB
chr3:96,925,000-103,350,030 6.4 q11.2-q13.11 Perda 20,7 TFG
TCGA

chr3:8,888,670-9,186,943 0.2 p25.3 Perda 72,3 SRGAP3
chr3:9,965,521-10,141,120 0.1 p25.3 Perda 72,3 FANCD2
chr3:13,621,750-14,344,930 0.7 p25.1 Perda 72,3 XPC

chr3:36,179,708-37,558,061 13 p22.3-p22.2 Perda 72,3 MLH1
chr3:37,987,464-41,254,734 3.2 p22.2-p22.1 Perda 72,3 MYD88, CTNNB1

chr3:41,255,245-41,255,501 0.02 p22.1 Perda 72,3 CTNNB1
chr3:47,036,240-47,816,121 0.7 p21.31 Perda 72,3 SETD2
chr3:52,383,181-52,782,335 0.3 p21.1 Perda 72,3 BAP1, PBRM1

PDGFRB, CD74, ITK, EBF1, RANBP17,
chr5:125,472,324-179,052,573 5.3 g23.2-qg35.3 Ganho 47,6 TLX3, NPM1, NSD1
SRGAP3, FANCD2, VHL, PPARG, RAF1,

chr3:0-91,000,000 9.1 p26.3-q11.1 DA 27,3 XPC, MLH1, MYD88, CTNNB1, SETD2,

BAP1, PBRM1, FHIT, MITF, FOXP1
chrX:1,477,511-1,700,299 0.2 p22.33 Ganho 20,1 CRLF2, P2RY8
chr3:93,605,126-109,820,299 1.6 qll.1-q13.13 DA 20,1 TFG, CBLB
chr5:111,861,831-112,047,863 0.1 q22.2 DA 20,1 APC

PDGFRB, CD74, ITK, EBF1, RANBP17,

TLX3, NPM1, NSD1
chr14:41,657,299-53,455,308 11 gq21.1-g22.1 DA 20,1 NIN

KTN1, GPHN, TSHR, TRIP11, GOLGAS,

DICER1, TCL6, TCL1A, BCL11B, AKT1

chr5:114,438,632-180,915,260 6.6 922.3-935.3 DA 20,1

chr14:55,916,996-106,342,971 5.0 022.3-q32.33 DA 20,1

(*) Mb: Mega bases (Tamanho); STAC: Teste de Frequéncia Significativa; CGH: Hibridizacdo Gendmica
Comparativa; DA: Desequilibrio Alélico
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A frequéncia das alteragoes mais significativas encontradas na coorte em questao
foi relativamente similar a frequéncia encontrada nos dados TCGA e superior a frequéncia
reportada pelo exoma (Tabela 8). Os eventos a nivel de bra¢o cromossémico (maiores
que 3Mb)(110) foram representados pelo ganho dos cromossomos 5q e 16q e perda do
cromossomo 3. A andlise in silico revelou 19 genes mapeados nas regioes de interesse
(Tabela 8). De acordo com as evidéncias do CGI, as alteracoes nos genes SETD2, BAPI,
FLTj} e PTEN foram interpretadas como oncogénicas, e as alteragoes dos genes FGFR/
e NSDI como provaveis drivers. As dele¢oes dos genes PTEN, SETD2 e BAPI sao
descritas como biomarcadores para CCR responsivas a medicamentos em ensaios pré-

clinicos e clinicos de fase I-TT (111 112; 113; 114; 115)

. Outras alteragdes como a delegdo dos
genes JAK2, CD274 e MYDSS8, e a amplificacao dos genes FGFR/ e NPM1, também estao
envolvidos em ensaios clinicos para outros tipos tumorais (116 117 18; 119) ‘sendo que para as
alteragoes nos genes JAK2, MYD88 e NPM1, ja existem drogas aprovadas pela FDA para

outros tumores (1205 121;122)

Nenhum dos 19 genes encontrados nas regioes de interesse
permaneceu significativo apds andlise multivariada ou foi associado com sobrevida nos

nossos dados.
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Tabela 8. Resultado do teste de frequéncia significativa (STAC) ranqueados por frequén-
cia para os dados de aCGH em comparacao com dados de exoma e TCGA. Para fins de
associacao clinica, regides proximas e de mesma frequéncia (coluna ”"Citobandas”) foram
agrupadas em 12 regides (coluna "Regiao”). Resultados filtrados para regides com genes
de cancer. Dados gerados pelo software Nexus Copy Number. Significancia ajustada para
p < 0.05 e porcentagem de agregacao minima de 20%)

Frequéncias (%)

Tamanho " i HCB HCB TCGA Genes de
Cromossomo Regido Citobandas Evento .
(Mb) (CGH) (Exoma) Cancer

1.2 p21.2-p21.1 Perda BAP1

3 p21.2-p21.3 83.7 52.5 72.2
2.6 p21.31 Perda SETD2
1.0 p22.2 p22.2 Perda 83.7 57.6 72.2 MYD88
0.7 p25.2 p25.2 Perda 83.7 53.8 72.2 PPARG
6.4 qll.2-gq13.11 Perda TFG

3 qll.2-q13.11 20.6 24.3 25.7
1.9 ql3.11 Perda CBLB
9.0 q34-935.1 Ganho RANBP17
0.1 g35.1 Ganho NPM1

5 04 q34-935.3 q35.1 Ganho 59.7 55.1 47.6 NSD1
0.3 q35.2-935.3 Ganho FGFR4
3.4 g35.3 Ganho FLT4
1.1 q23.2-923.3 q23.2-923.3 Perda 29.3 21.7 19.0 MYB

7 0.7 p21.2 p21.2 Ganho 29.3 16.6 22.9 ETV1

9 0.1 p21.3 p21.3 Perda 28.2 16.6 17.9 MLLT3
0.6 p24.1 Perda JAK2

9 p24.1 27.1 14.1 20.7
0.3 p24.1 Perda CD274
0.7 g23.31 Perda

10 q23.31 25.0 14.1 13.6 PTEN
0.8 g23.31 Perda

14 04 q22.1 q22.1 Perda 35.9 15.3 29.0 NIN
4.8 g21 Ganho

16 q21 20.6 19.2 11.9 CDH11
0.5 g21 Ganho

(*) HCB: Hospital de Cancer de Barretos; CGH: Hibridizacdo Genémica Comparativa; Mb: Mega bases



50
6.2.5 Regiées Cromossomicas de Interesse e Impacto Clinico

Toda as regides de interesse, isto €, aquelas que continham genes de céancer, fo-
ram investigadas para associagoes clinico-patolégicas (Tabela 9) (Anexo B). Dentre elas,
dele¢oes nos cromossomos 9p e 14q, e o ganho do 7p foram significativamente associados
a caracteristicas de doenga avangada (tumores grandes, metastase ao diagndstico, grau

histolégico e estadiamentos avangados) (Tabela 9) (Anexo B).

Tabela 9. Andlise univariada de associacao entre caracteristicas clinicopatologicas e
alteracoes moleculares das regides de interesse.

Cromossomo  Citobanda Evento Caracteristica P-valor

p21.2 Perda Grau de Fuhrman (1-2) 0.02

p25.2 Perda Grau de Fuhrman (1-2) 0.01

5 q34-35.1 Ganho Presenca de Metastase 0.03
Tumor =2 7cm 0.01

7 p21.2 Ganho Etnia (Pardos e Negros) 0.01
Grau de Fuhrman (3-4) 0.01

Tumores T3-T4 0.02

9 p21.3 Perda Presenca de Metastase 0.01
Tumor =2 7cm 0.02

Tumores T3-T4 0.04

Estadiamento (3-4) 0.01

9 p24.1 Perda Tumor > 7cm 0.04
Tumores T3-T4 0.05

14 g22.1 Perda Estadiamento (3-4) 0.05
Desfecho (dbito) 0.02

Presenca de Metastase 0.03

Grau de Fuhrman (3-4) 0.01

(*) cm: centimetros
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Além disso, a perda do cromossomo 14q, que engloba o gene NIN, foi a tnica
regiao 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 histolégico avangados. Perdas no cromossomo 3p mostraram-se

relacionadas a sinais de doenca inicial, principalmente com grau histolégico de Fuhrman

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

1.0 Perda 14g22.1

—TNormal
—TPerda 14g22.1

0,87

0,67

Cum Survival

0,47

0,27

0,0 p=0.03

T T T T T T T
,000 20,000 40,000 60,000 80,000 100,000 120,000

Tempo(meses)

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

As caracteristicas clinico-patologicas significativamente associadas as regides de
interesse na univariada foram analisadas simultaneamente por meio de de uma regressao
logistica bindria (método Backward), a fim de estimar a probabilidade associada a ocor-
réncia dos eventos clinicos em face aos eventos de cada regiao (Tabela 10). De acordo com
a analise multivariada, o ganho no 5q mostrou aumentar o risco para tumores grandes

(acima de 7 centimetros) (p=0.03; 1C95% 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 histol6gicos avangados
(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 avancado (p=0.005; 1C95% 1.514-10.202) e com doenga metastatica (p=0.003;
I1C95% 1.731-16.028). Além de possuirem risco aumentado para o surgimento de recidivas
(p=0.04; IC95% 1.027-7.704) em comparagao aqueles sem este evento. Por fim, pacientes
com perda de 14q22.1 tiveram o risco de vir a ébito aumentado em aproximadamente 3
vezes em comparagao aos pacientes sem este evento (p=0.02; IC95% 1.125-7.845) (Tabela

10).

Tabela 10. Regressao Logistica Bindria a partir das variaveis clinico-patolégicas associ-
adas as regides cromossomicas de interesse.

Regressao Logistica Binaria

Variavel Regides (Método Backward)
B p-valor RR 1C95%

Tumores T3 eT4 Ganho 7p21.2 1.09 0.02 3.0 1.11-8.04
Tumores >7cm Ganho 5g35.2-g35.3 1.08 0.03 29 1.08-8.14

Perda 9p24.1 1.21 0.01 33 1.25-9.04
Recidiva Perda 9p21.3 1.03 0.04 2.8 1.02-7.70
Estadiamento 3 e 4 Perda 9p21.3 1.36 0.005 3.9 1.51-10.20
Desfecho (6bito) Perda 14g22.1 1.08 0.02 2.9 1.12-7.84
Fuhrman3e4 Perda 7p21.2 1.23 0.01 3.4 1.28-9.10
Metastase ao diagndstico Perda 9p21.3 1.66 0.003 5.2 1.73 -16.02

(*) cm: centimetros; M1:metastase; N1: linfonodo comprometido; B: Coenficiente de Regressao;
RR: Razdo de Risco; IC: Intervalo de Confianga.



93

6.2.6 Outras Regidoes Cromossomicas Frequentes e Impacto na Sobrevida dos Pa-

cientes com Carcinoma Renal de Células Claras

Todas as 158 regioes identificadas pelo STAC (com ou sem genes de céncer)
foram associadas com a sobrevida dos pacientes. Dez regides que nao continham genes
sabidamente associados ao cancer se mostraram significativamente associadas a sobrevida
(Figura 19). Pacientes com perda das regides 7q35 (A) e 10q11.2 (F) e ganho da regiao
9p13.1 (B), apresentaram maior sobrevida comparado a pacientes normais para estas
regioes (p=0.03, p=0.04 e p=0.01, respectivamente). Enquanto que outas 7 regides foram
associadas a menor sobrevida: perda das regides 9q22.2 (C; p=0.007), 9933.2 (D; p=0.01),
9933.3 (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 identificacao dessas alteragoes no genoma
pode fornecer informagdes importantes sobre processos que interferem no surgimento e

progressao da doenga e, portanto, sugerir possiveis novos alvos prognosticos e terapéuticos.
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Figura 19. Curvas de Kaplan-Meier para sobrevida global de acordo com regioes signi-
ficativas para alteragoes no nimero de cépias e ausentes para genes de cancer.

A anotagao funcional feita com os genes contidos nessas regidoes nao identficou
categorias de relevancia ao processo tumoral. Nem para os genes deletados, nem para os
amplificados. O que, provavelmente, se deve ao fato de ter um nimero grande de genes

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

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

de Células Claras

A andlise de sobrevida de todas as regides alteradas nas amostras de cCCR apon-

tou para a associagdo da perda do cromossomo 14 e pior sobrevida dos pacientes. A
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regiao 14q22.1, associada a diminuicao de sobrevida global, e o gene NIN identificado
nessa regiao, também foram identificados nos dados do TCGA. No presente estudo, além
da associacdo da perda do gene NIN com diminuigdo da sobrevida global (Figura 20), a
analise estatistica demonstrou associacao significativa com estadio e grau histolégico avan-
cados (p=0.04 e p=0,006, respectivamente), além de metédstase ao diagndstico (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 Integracao in silico das Alteracoes no Nimero de Cépias do DNA com Perfil

de Expressao Génica

A fim de procurar associacoes entre as CNAs e expressao génica, todos os 19 genes
identificados nas regides de interesse foram investigados para ganho ou perda de expressao
em 579 amostras clinicas de ccRCC nos dados publicos do TCGA através da plataforma

(103)

Oncomine O resultado da analise de associacao esta representado em forma de circus

plot (Figura 21), onde sdo apresentados apenas genes com altera¢des no niimero de copias
de DNA e expressao génica concordantes. A perda dos genes BAP1, MYB, MLLT3 e TFG
apresentaram perda de expressao génica concordantes. Da mesma forma, o ganho dos

genes CDH11, NSD1 e FLT} exibiu ganho de expressao génica simultanea nas amostras

clinicas do TCGA (Figura 22).
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CDH11

Figura 21. Circus plot evidenciando a associagao de CNAs e expressao génica a partir
dos dados de 579 amostras clinicas de cCCR do TCGA. O circulo externo representa
regides de CNAs ao longo do genoma por cromossomo. Em azul, ganhos e em vermelho,
perdas. O circulo interno contém genes com alteracao na expressao génica concomitante.
Pontos verdes representam genes com perda de expressao e pontos vermelhos, genes com
ganho de expressao.
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Os genes com alteragoes no numero de copias e expressao génica condordantes
pela plataforma Oncomine foram investigados para associagdes clinicas nos nossos dados
(Tabela 11) (Anexo C). A perda dos genes MYB e MLLTS3 foram significativamente
associadas a caracteristicas de doencga avancada. A perda do gene MLLTS foi associada a
metéstase ao diagnéstico (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 Histolégico 3 (p=0.02) (Tabela
11) (Anexo C). O ganho dos genes no 5q, apresentou associacao significativa a sinais
de doencga agressiva. A perda do gene FLT/ foi associada a tumores grandes (maiores
que 10 centimetros; p=0.007). E a perda do gene NSD1 também associou-se a tumores
grandes (acima de 10 centimetros; p=0.007) e estadiamento IV (p=0.01). A perda do
gene BAP1 foi associado apenas com grau histolégico Fuhrman 1 (p=0.02). Nao houve
significancia nas associagoes para as alteracgoes nos genes TFG e CDH11. Nenhum dos 7
genes permaneceu significativo apds analise multivariada ou foi associado com sobrevida

nos nossos dados.
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Tabela 11. Analise Univariada para genes associados a expressao génica nas 579 amostras
clinicas de ¢cCCR do TCGA e as caracteristicas clinicas significativamente enriquecidas

para cada gene.

Cromossomo Regidao

Caracteristica

P-valor

p21.2-p21.3
q34-935.3
q34-935.3

g23.2-qg23.3
p21.3

Tumores >10cm
Tumores >10cm
Estadiamento Clinico 4

Metastase ao diagndstico
Estadiamento Clinico 4
Tumores >7cm

Desfecho (Obito)

0.02
0.007
0.007
0.01
0.02
0.005
0.02
0.01
0.02
0.01

(*) cm: centimetros
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6.2.9 Anotacao Funcional dos Genes Identificados

A fim de explorar caracteristicas funcionais e relevancia bioldgica das regides
afetadas por CNAs, uma anotacao funcional foi aplicada para todos os 1.248 genes en-
contrados nas regides significativas (com ou sem genes de cancer) regides funcionais ou
de relevancia biologico. Apesar da anotacao funcional nao ter identificado associagoes
significativas para os genes amplificados, para os genes deletados, por outro lado, foi
demonstrado grupos de anotacgao relacionados a processos bioldgicos 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
oncogénicos (diferenciacao celular e via PI3K-Akt) (p < 0.005) (Figura 22). Tais achados
reforcam 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 regioes
amplificadas ou deletadas, respectivamente, e, portanto, potencialmente envolvidos na
etiologia do tumor. A andlise de todos os outros genes dessas regioes (além dos genes
de cancer) tabmém foi feita para explorar possiveis associagoes. No entanto, nao foram
identficadas categorias de relevancia ao processo tumoral, o que se deve ao fato de ter um

numero grande de genes de diferentes processos e muitos com fungoes ainda desconhecidas

(Anexo D).
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Figura 22. Anotacao funcional doos genes identificados nas regioes 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 esta representado o
valor de P corrigido por Benjamini-Hochberg em escala de -10 vezes o logl0 do mesmo.



63

7 DISCUSSAO

O carcinoma de células renais, em especial o subtipo histolégico de células claras
(cCCR), corresponde ao alvo de estudo do presente trabalho. Este, compreende a maioria
de casos observados na incidéncia global de cancer de rim, sendo frequentemente descrito
na literatura como o mais agressivo e responsavel pelo maior ntimero de mortes® 6. Além
disso, o aumento continuo nas taxas de incidéncia e mortalidade relacionadas ao tipo
tumoral em questao tem sido observado no mundo todo, mesmo em vista dos recentes
avancos no controle da doenca e nas diferentes modalidades de tratamento sistémico® 123,
Tais evidéncias apontam o cCCR como um tipo tumoral complexo, com particularida-
des genéticas, histopatoldgicas e clinicas, ainda a ser explorado sob diversos aspectos no
ambito da pesquisa.

Em paralelo, a caracterizacao molecular de diversos tumores tém apresentado um
grande aumento nos 1ltimos cinco anos, principalmente em decorréncia da maior acessibi-
lidade a técnicas de investigacao em larga escala, identificando alteragoes em nivel gend-
mico, ampliando a compreensao dos mecanismos de desenvolvimento do cancer e forne-
cendo novas possibilidades no campo dos biomarcadores prognésticos e terapéuticos!?4 125,
Dentro desse contexto, as alteracoes do ntimero de copias do DNA correspondem a bons
alvos candidatos por compreender regioes gendémicas de ampla extensao, com grande im-
pacto em determinados tipos tumorais, tais como cCCR!?. Apesar da descricio em
outras populacoes, o perfil completo de CNAs do ¢cCCR nunca foi relatado na populacao
brasileira.

Os achados deste trabalho incluem a avaliacao do perfil de altera¢des do ntimero

de copias de DNA com foco somatico de 92 pacientes com cCCR da populagdo brasi-

leira por meio da técnica de aCGH, e, em parte dos pacientes (n = 78), por andlise do
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exoma. A comparagao dos resultados entre técnicas diferentes forneceu uma validacao
interna das andlises de bioinformatica da instituicdo, uma vez que os mesmos devem ser,
pelo menos em parte, concordantes. Os dados obtidos também permitiram a associagao
de regides frequentemente alteradas nos pacientes avaliados com diversas caracteristicas
clinicas, validando achados da literatura e apontando regides e genes de interesse para

estudos futuros.

7.1 Visao 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 bioinformatica e analise dos dados. Essa
estratégia permitiu maior agilidade na obtenc¢ao dos resultados e também a avaliacao do
mesmo paciente por meio de diferentes metodologias. Dentro desse contexto, em rela-
¢ao ao impacto da técnica, buscou-se primeiramente avaliar a reprodutibilidade entre as
diferentes metodologias empregadas (aCGH e exoma). Evidéncias prévias mostram que
mesmo para os eventos de maior extensao, os resultados podem nao ser consistentes en-

tre diferentes plataformas e estudos”’.

Entretanto, é importante considerar a qualidade
dos experimentos moleculares e o avango dos algoritmos de identificacdo de CNAs que
possibilitaram as andlises deste estudo. Dessa forma, amostras de aCGH com valor de
DLRS maior que 0.3, o que corresponde a um grande efeito associado a variancia téc-
nica e experimental conforme recomendacoes do fabricante, foram excluidas da analise.
Além disso, a cobertura média do sequenciamento do exoma foi de aproximadamente 70x,

considerado de boa qualidade para as andlises'?”. Adicionalmente, todos os dados foram

analisados utilizando os mesmos algoritmos, incluindo a re-analise dos dados do TCGA
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na mesma plataforma sob os mesmos parametros. Assim, foram comparados os perfis
de CNAs do aCGH e do exoma da casuistica deste trabalho, que apresentou resultados
similares e também foi possivel observar uma concordancia com o perfil de CNAs dos
dados do TCGA (Figura 16).

Ainda, a comparagao do perfil geral de CNAs entre diferentes técnicas (aCGH
e exoma) e entre diferentes instituigoes (comparagdo com o TCGA) é um ponto de par-
tida importante em relacao a reprodutibilidade das andlises. Isso torna-se ainda mais
evidente quando se considera a andlise de CNAs advinda de NGS (exoma), pois, ape-
sar de diversos guidelines estarem disponiveis para variantes tais como SNVs e indels a
partir desse tipo de experimento, nao existe um consenso sobre os parametros basicos de
andlise de CNAs, e a forma de reportar os resultados, além de variar consideravelmente

entre laboratérios'?®.

Dentre as recomendacoes mais atuais encontram-se a variacao de
pardmetros para avaliagdo de CNAs, avaliando com cautela genes/loci, os quais poderiam
ser superestimados ou subestimados em decorréncia da aneuploidia tumoral. Além disso,
recomenda-se avaliar regides que nao deveriam ser afetadas pela doenca de estudo'?®. No
presente estudo, foram alterados diversos pardmetros de andlises e o perfil de CNAs se
manteve similar entre todos os conjuntos de dados (Figura 16).

Em relacao ao nimero de alteracoes, o exoma apresentou um ndmero menor
destas em comparagao ao aCGH, sendo aproximadamente 4 mil (mediana de 17 por
paciente) wversus aproximadamente 10 mil (mediana de 67 por paciente), respectiva-
mente. Estudos prévios mostraram uma mediana e média de 12 e 20 CNAs por paciente,
respectivamente!?” 193 Enquanto aos dados do TCGA, mesmo em re-andlise pela mesma,

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

paciente. Dessa forma, apesar do perfil global ser muito similar, a correspondéncia em re-
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lacao ao nimero de alteracoes ainda é baixa, ndo havendo um consenso quanto ao nimero
de alteragoes globais em cCCR. Além disso, apenas 28% de todas as regioes significativas
identificadas pelo STAC nos dados de exoma foram sobrepostas as regioes identificadas
nos dados de aCGH. E, ao se considerar apenas as regides que englobam genes de cancer,
nosso estudo indica uma sobreposi¢ao ainda mais baixa entre as CNAs detectadas em am-
bas fontes de dados. Esses resultados mostram que os dados provenientes de estatisticas
baseadas em frequéncia do aCGH forneceram mais regioes que o exoma. Dessa forma,
para situagoes onde o interesse for apenas na identificagao 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 relacao custo-beneficio. Mas no presente trabalho, o foco
das analises foi maior no aCGH devido ao niimero maior de alteragoes e em frequéncia e
por ser ainda a técnica de escolha de grandes projetos, como o préprio TCGA%3,
Considerando o impacto da série deste trabalho, a principal comparacao envolve
os dados do TCGA. Trata-se da maior casuistica avaliada da maioria dos 33 tipos tumorais
com diferentes re-analises e interpretagdes, conferindo maior confiabilidade e reprodutibi-
lidade dos achados !3°. Em relacao ao cCCR, um total 446 amostras foram inicialmente
avaliadas pelo TCGA 9 com dados disponiveis para 441 casos que foram re-analisados
neste trabalho. Posteriormente, os estudos mais recentes de pan-cancer do TCGA ex-

C 6; 131

tenderam a casuistica para 488 pacientes com ccRC . Apesar da crescente taxa de

mortalidade da doenca, a taxa de pacientes vivos neste trabalho é de 78%, e a do TCGA
apresentou uma taxa de aproximadamente 67% em ambos os estudos 0% 6,
E importante reforcar que, apesar da casuistica do presente trabalho ser diferente

da do TCGA, o perfil de CNAs é bem similar, conforme ja mencionado. Uma provavel

explicacdo 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 inicio do processo da carcinogénese!32.

Um exemplo ¢é a alteracao correspondente a perda do cromossomo 3, tipica dos tumores de
cCCR e que tem sido caracterizada como um evento inicial da tumorigénese desse subtipo

1133

especifico de carcinoma rena Além disso, o TCGA também confirmou o ganho do

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

135134 Além disso, as

tratar-se de eventos iniciais no desenvolvimento dessa neoplasia
principais caracteristicas clinico-patolégicas avaliadas para sobrevida apresentaram aos-
sociacoes significativas: estadiamento, grau histolégico, metastase e tamanho do tumor.
Mostrando, dessa forma, que mesmo com um numero menor de casos, ainda foi possivel
identificar associa¢oes importantes.

Finalmente, considerando os principais fatores de risco associados ao cCCR, fo-
ram avaliadas diversas variaveis clinicas neste trabalho de forma sistematica. Os pacientes
avaliados apresentaram em sua maioria hipertensao, tabagismo, obesidade e diabetes. No

entanto, as analises estatisticas realizadas nao identificaram nenhuma regiao associada a

esses fatores (Anexo B).

7.2 Carga de Alteracoes no Nimero de Cépias de DNA e Associacdes Clinico-

patologicas

A anélise do genoma completo do presente estudo revelou aberragoes frequentes
de bragos cromossdémicos ou cromossomos inteiros nos tumores de cCCR, como ja demons-

trado por outros estudos!®” 103 6,

Poucos estudos avaliaram a relagao entre a carga de
CNAs e dados clinicos no cCCR. Para os tumores de células claras, acredita-se que altera-

¢Oes cromossomicas acumuladas possam desempenhar um papel significativo no potencial
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107)

maligno dos tumores'”"), onde o cariétipo dos tumores metastaticos sao reportados como

mais complexos (com mais aberragdes) em comparagao aos tumores nao-metastaticos'%.

No presente estudo, o grupo de pacientes que apresentou menos de 50 CNAs foi
significativamente associado a caracteristicas de doenca localizada como tumores meno-
res, estadiamento e grau histologico iniciais, auséncia de metastases e melhor desfecho.
Além disso, pacientes metastaticos apresentaram mais aberragoes em relagdo aos nao-
metastaticos (mediana de 126 CNAs versus 62, respectivamente). Arai e colaboradores
em uma analise de cluster hierarquica nao supervisionada baseada em resultados de aCGH,
conseguiram separar os pacientes em 2 grupos de acordo com seu padrao de CNAs. Paci-
entes que apresentaram graus histologicos mais elevados, envolvimento vascular, trombos
de tumores nas veias renais e estagios patolégicos mais elevados foram acumulados no
grupo com maior nimero de alteracoes cromossomicas!?”. Além disso, apesar da associa-
¢ao significativa entre o niimero de alteracoes e o grau de malignidade da doencga, os niveis

nao foram associados com sobrevida, como também observado por um estudo prévio'“2,

7.3 Perfil de Alteracoes no Numero de Cépias de DNA e Associacées Clinico-

patologicas

As alteragoes mais significativas incluframm 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%),
p (29,3%) e 16q (20,6%). Exceto pela regiao do 3p, todas as regides foram associadas a
sinais de doenga avancada. Também foram investigados os dados de CNAs em uma coorte
de 441 amostras clinicas de cCCR do TCGA, cuja casuistica é majoritariamente composta

por pacientes europeus com doenga avangada (metastaticos e com estadiamento e grau
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histolégico avangados)!?®. Em comparacgio aos dados do TCGA, a frequéncia das altera-
¢des mostrou-se consideravelmente similar, com um percentual maximo de diferenca de
12%. As alteragbes mais recorrentes foram a perda do 3p (83.7% wversus 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 regides significativamente frequentes que continham
genes de cancer. Com excessao das regides de perda no 3p, a perda nos cromossomos 9p
e 14q, e as regides de ganho nos cromossomos 5q e 7p foram significativamente associa-
dos a caracteristicas mais agressivas na analise univariada e muitas delas permaneceram
significativas apds o modelo multivariado.

Tumores com perda do 3p s@ao um hallmark no cCCR e estao associados a esta-
gios menos avangados e melhor sobrevida!®li 135 136 Fssa regiao codifica um dos principais
genes descritos na patologia do cCCR, o VHL, identificado previamente em estudos de
alteracoes germinativas de susceptibilidade ao carcinoma renal®®. Em decorréncia da
importancia desse gene nesse contexto, nesse estudo foram avaliadas as variantes germi-
nativas do gene em questao. No entanto, nao foram identificadas variantes consideradas
patogénicas. Uma possivel explicagao é a composicdo da populacao de pacientes deste
estudo, composta quase que inteiramente por casos de cancer renal esporadico, excluindo
assim potenciais influénciaa de tumores hereditarios. Além disso, dados do TCGA iden-
tificaram outros genes envolvidos no mesmo mecanismo biolégico do VHL, o complexo
E3 ubiquiitina ligase que atuam como mutuamente exclusivos em relacao a ele!®3. Dessa
forma, o fenétipo é o mesmo mas sem a alteracao desse gene em si. Finalmente, por
se tratar de uma doenca complexa, muitos fatores associados ao carater somatico ainda
carecem de ser identificados.

No presente estudo, a perda do 3p foi identificada de forma relativamente similar
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nos tumores metastaticos e ndo-metastaticos (88% vs 84%, respectivamente) e, apesar de
haver associacao da perda do 3p com graus histolégicos iniciais de acordo com a analise
univariada, houve auséncia de significancia na multivariada e de associagdo com sobrevida.
Observacoes semelhantes foram feitas por outros autores!3% 70 105 101,

Gunawan e colaboradores sugerem que o ganho no 5q seja uma alteracao cli-
nicamente favoravel no cCCR com aumento da taxa de sobrevida global. Apesar do
aumento de sobrevida em pacientes avancados, eles nao observaram associagao com ne-
nhuma varidvel clinicopatolégical®. Além disso, ganhos de 5q foram relatados por Kardas
e colaboradores com uma frequéncia duas vezes maior em tumores nao-metastaticos do
que nos metastaticos, no entanto a diferenca nao foi estatisticamente significativa!®®. Por
outro lado, os dados de sobrevida para o ganho do 5q na coorte em questdao nao apre-
sentou diferenca significativa na sobrevida global. Mesmo considerando apenas pacientes
em estadiamento clinico avancado, o ganho do 5q nao influenciou na taxa de sobrevida
dos pacientes. Curiosamente, o ganho do 5q foi associado a piores resultados como pre-
sencga de metastase ao diagnostico e tumores grandes, com permanéncia da significancia
no modelo multivariado como um fator de risco para tumores grandes aumentado em
aproximadamente 3 vezes (p=0.03; 1C95% 1.084-8.144). Apesar do ganho do 5q ter sido

1102

identificado como uma alteracao clinicamente favoravel ", essa alteragao é freqlientemente

sugerida como uma regiao cromossomica muito provavel de conter genes responsaveis pela

137; 138

tumorigénese dos tumores de células claras . Além disso, os ganhos detectados no

cromossomo 5¢q, bem como no 7q, ja foram associados com aumento de expressao génica,

04~ Ainda nao é

sugerindo fortemente a presenca de genes importantes nessas regioes!
claro a importancia dessa regiao desde que foi descrita. Mais estudos sao necessarios para

elucidar o papel do ganho do 5q no CCR.
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Os principais achados desde trabalho no que diz respeito a dele¢do no 9p é que
ela esta associadas a lesdes mais agressivas, com maior probabilidade de envolver tumores
grandes em estadiamentos avancados, metastase ao diagnostico e com maior probabili-
dade de recidivas apods nefrectomia. Apesar da tendéncia de associacao, a perda do 9p
nao atingiu significincia para sobrevida (p=0.07). A falta de associacdo com sobrevida
no neste estudo pode ser explicada pelo fato de essa associacao ter sido feita em uma
populacao majoritariamente composta por pacientes com doenca inicial, ou seja, poucos
pacientes metastaticos ao diagnodstico, ao contrario da populacao de estudos prévios, que

106; 101; 139 Embora

indicaram a perda do 9p como um fator prognéstico independente
esses tumores sejam mais provaveis de serem maiores e em estadios avancados, 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 histolégicos iniciais
(27.5%, 19 dos 69 tumores Fuhrman 1 e 2). Atualmente, ndo existem fatores prognésti-
cos confiaveis que possam ser usados para prever o potencial maligno de tumores menos
agressivos e nao ha caracteristicas suficientes para basear uma decisao sobre necessidade
de tratamento imediato ou a seguranca de seguir com vigilancia ativa. Principalmente
no que diz respeito a tumores pequenos, menores que 4 centimetros, conhecidos como
pequenas massas renais. O conhecimento do status da delecao do 9p poderia, portanto,
fornecer informagoes adicionais sobre o curso clinico desses pacientes. Apesar do tamanho
do tumor (>7cm) ter retido significAncia, tanto para o niimero de eventos quanto para
as regioes de interesse, no modelo multivariado o tamanho por si s6 nao 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 localizadas', sugerindo que a perda do 9p nao influenciaria no prognds-
tico de tumores grandes (avangados) ou ja metastaticos. Sendo assim, a possibilidade de
realizar uma andlise coromossomica pré-operatéria para caracterizar o potencial maligno
dos tumores pequenos e localizados ajudaria a determinar quais lesoes devem ser tratadas
de imediato. Mais estudos sao necessarios para validar esses achados e elucidar os genes
especificos de 9p envolvidos na concessao desse fendtipo agressivo.

Os tumores que apresentaram ganho do 7p (29%), foram associados a doenca
localmente avangada (tumores T3 e T4) e permaneceram significativos apés o modelo
multivariado, mostrando conferir um risco 3 vezes maior para tumores avancados em
relacdo a pacientes sem a presenca deste evento. No entanto, a amplificacdo do gene
ETV1 contido nesta regiao de ganho, nao apresentou ganho de expressao génica de acordo
com a analise in silico dos dados do TCGA, nem associacao com sobrevida na analise de
log rank. Sugerindo, assim, que talvez haja outros genes possivelmente responsaveis pelo
fenotipo agressivo dos tumores com ganho do 7p além do ETV1. Outros estudos apontam
o ganho do cromossomo 7 como um possivel responsavel pela tumorigénese do CCR devido
a amplificacdo do gene EGFR localizado em 7p11.2137 102138 " Neste estudo, no entanto,
a regiao significativa de ganho foi 7p21.2, que engloba o gene ETV1. Além disso, hé
evidéncias de aumento de sobrevida global para pacientes com ganho do chr7 em outros
tipos tumorais, mostrando a importancia desses loci na tumorigénese'4°,

Assim como os ganhos do 5q e 7q e a perda de 3p, a perda do 14q também é
freqiientemente detectada nos tumores de cCCR. Em 2007, Yoshimoto e colaboradores
revelaram que as CNAs em 14q estao significativamente associadas com a desregulacao
da expressao génica nos cCCRs (perda) e foi sugerida como uma alteracdo especifica de

104

tumores de alto grau'”*. Mais tarde, no entanto, diversos estudos mostraram a associa-



73

¢ao significativa com pior prognostico (estadio e grau histolégico avancados), metédstase
a distdncia e menor sobrevida também em pacientes ndo metastaticos!0® 102 106; 101; 139
A perda do cromossomo 14q é associada, portanto, a estadios avancados, alto risco de
recorréncia e diminuicdo da sobrevida global no cCCR esporadico. Foi demostrado ainda
que a perda do cromossomo 14 leva a diminui¢ao dos niveis da proteina HIF1 , uma vez
que seu gene (HIF1A) reside nesse cromossomo (14¢23.2). Apesar da importancia do
14q para a agressividade da doenga, até o momento, estudos indicam que a perda do
14q nao ¢é associada a resposta aos agentes antiangiogénicos, especialmente sorafenibe ou

108~ Os resultados do estudo em questio estdo em acordo com o perfil agres-

bevacizumabe
sivo visto na literatura: estadios e grau histolégico avancados, metastase ao diagnéstico e
pior desfecho. Além disso, a regiao 14q22 foi a tinica regiao que abriga um gene de cancer
associada com diminuicao de sobrevida global.

A regiao 14q22.1, associada a diminuicdo de sobrevida global, e o gene NIN
identificado nessa regiao, também foram identificados nos dados do TCGA. Nao ha relatos,
no entanto, do papel deste gene no RCC. No presente estudo, além da associacao da
perda do gene NIN com diminuicao da sobrevida global, a analise estatistica demonstrou
associacao significativa com estadio e grau histoldgico avancados, além de metéstase ao
diagnostico e pior desfecho. No entando, apesar de ser um bom cadidato para avalia¢oes
futuras, é importante considerar que outros genes préximos podem contribuir para o
papel da regiao em cCCR. De forma comparativa, a regiao do 3p corresponde a perda
de pelo menos 4 supressores tumorais. Portanto, uma avaliacao cautelosa do papel desse
gene deve levar em consideracao os mecanismos biolégicos envolvidos e, a0 mesmo tempo,

genes localizados proximo do gene NIN que talvez ainda nao tenham um papel associado

ao cancer até o momento.
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O gene NIN codifica uma das proteinas importantes para a fungao centrossomal

(141) "3 Ninefna. Trata-se de uma proteina necessaria para o posicionamento e ancoragem

142; 143)

dos microtibulos ( Recentemente, varias proteinas-quinases foram encontradas

(144)

localizadas no centrossomo tendo possiveis envolvimentos em erros na segregacao

144; 145, 146)  Acredita-se que muitas

cromossdmica, aneuploidia e instabilidade gendmica (
quinases possam ser resultado da ligacao direta ou indireta com a Nineina. E que o de-
clinio/deplecao desta proteina durante a mitose possa influenciar na regulagao da fungao
centrossomal %7 bem como interferir na segregacdo cromossomica durante o ciclo de
divisao celular. A perturbacao desses processos celulares pode induzir altera¢oes ao longo
do ciclo celular que, podem nao ser suficientes para iniciar a tumorigénese, mas podem
induzir o estado continuo de instabilidade cromossdmica que facilita a tumorigénese (148

Estudos futuros devem ser conduzidos a fim de esclarecer o papel do gene NIN na tumo-

rigénese do ccRCC.

7.4 Integracao in silico das Alteraces no Numero de Cépias de DNA com Perfil

de Expressao Génica

Alteracoes do numero de copias de DNA sao conhecidas como mecanismos que
podem levar a ativagao de oncogenes ou a inativagao de genes supressores tumorais. Uma
maneira poderosa de descobrir genes-chave que desempenham papéis importantes no de-
senvolvimento e evolucao do cancer ¢é identificar regidoes genomicas que sofrem alteracoes
cromossomicas frequentes. O principal desafio, no entanto, é identificar os alvos de cada
um desses eventos, que podem ser genes de cdncer ou nao. Além disso, algumas CNAs

podem afetar varios alvos funcionais ao mesmo tempo. Para céncer renal, alguns genes
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incluidos em regides de CNA desempenham papéis fundamentais na tumorigénese, no
progndstico ou resposta ao tratamento'*?.

No presente estudo, menos de 10% (n=12) das 158 regioes significativas contém
alvos previamente validados no cancer. A analise de significancia das regides aponta para
mais de mil genes candidatos, enquanto apenas 19 deles sao reportados como genes de
cancer. A fim de procurar associacoes entre CNAs e perfil de expressao génica, os 19 genes
foram investigados para ganho ou perda de expressao em 579 amostras clinicas de cCCR
nos dados publicos do TCGA através da plataforma Oncomine. Os resultados mostram
que os genes BAP1 (3p), TFG (3q), NSD1e FLT4 (5q), MYB (6q), MLLTS3 (9p) e CDH11
(16q) apresentam alteragoes cromossdmicas e de expressao génica concordantes, sugerindo
que estes, ou outros genes importantes responsaveis pela tumorigénese do CCR, podem
estar presentes nessas regioes cromossomicas.

Ao analisar os genes contidos nas regioes significativas de alteragao, a perda dos
genes MYB e MLLTS3, apesar de serem alteragoes tidas como alteragoes passengers pelos
bancos de dados!?% 151: 152 153: 154 155 foram significativamente associadas & caracteristicas
de doenca avancada. A perda do gene FLT/, uma alteracdo oncogénica, foi associada a
tumores grandes. E a perda do gene NSDI1, considerada uma alteracao possivelmente
driver pela plataforma CGI!0 1515152 153 154 155 tamhém associou-se a tumores acima
de 10 centimetros e estadiamento avancado. A perda do gene BAPI1, uma alteracao
oncogénica demonstrada como biomarcador para CCR, foi associado apenas com grau
histologico Fuhrman 1. Alteragoes nos genes TFG e CDH11, apesar de apresentarem
mudancas de expressao génica concomitante, ndo apresentaram associagoes clinicas e sdo
reportadas como alteracoes passengers pela andlise in silico!5% 1515 152; 153; 154; 155

Apenas as CNAs dos genes BAP1, FLT} e NSD1 sao relatadas como alteragoes
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oncogénicas ou drivers para CCR0 1515162153 154155 Apesar dos genes TFG, MYB,
MLLT3 e CDHI11 serem reconhecidos como genes de cancer e apresentarem mudanga no
numero de cépias de DNA e de expressdao génica concordantes, tais alteragoes ainda sao
reportadas como eventos passengers pelos bancos de dados!®% 1515 162 153: 154155 7 veg,
que as CNAs sao conhecidas como mecanismos possivelmente responsaveis pela ativagao
de oncogenes e inativagdo de genes supressores tumorais, genes que apresentam alteragoes
nos padroes de expressao génica coexistente e em conformidade com CNAs, devem ser
alvos de futuras investigagoes e melhor compreensao dos seus efeitos.

A literatura propoe que as CNAs no CCR sao suspeitas de interferir em funcio-

156; 103

nalidades génicas, principalmente expressao . Essa afirmacao é bem exemplificada

pela perda do 14q e a haploinsuficiéncia de HIF1AY", ganho do gene MYC através do

ganho do cromossomo 8q!%8

e diminuicao na expressao do gene MPDZ associada a delecao
do 9p'®, todas associadas a piores desfechos clinicos e sobrevida no CCR, demonstrando
a importancia dos genes contidos nas regides de CNAs no desenvolvimento do cCCR.
Ademais, o gene SQSTM1 (5q) foi considerado um alvo patogénico dos ganhos deste cro-
mossomo no cancer renal. Li e colaboradores mostraram que a amplificagdo do 5q levou a
superexpressao do oncogene SQSTM1 em linhagens e em tumores, e foi capaz de regular
outros genes supressores de cancer renal conhecidos, como o VHL, TSC1 (9q34.13) e TSC?2
(16p13.3)11% 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 tumorigénese e pro-

161; 162; 163 Para

gressao do CCR, e potencial valor preditivo para orientar terapias-alvo
os genes identificados nas regides de CNAs no presente estudo, por outro lado, ainda nao

ha estudos sobre os possiveis efeitos funcionais dos mesmos mediante a acao das CNAs



7

no cCCR.

Considerando esses genes potencialmente importantes, foram exploradas associ-
acoes clinicas que sugerem o gene MLLTS como um possivel alvo da delecao em 9p21.3.
O gene MLLT3 (subunidade do complexo de super elongamento MLLT3) é um gene
codificador de proteinas associado a doencas como leucemia mieldide aguda e leucemia

164; 165: 166 Trata-se de um leitor de cromatina pertencente a um complexo neces-

aguda
sario para aumentar a taxa de transcricio da RNA Polimerase II, suprimindo a pausa
transitéria pela Polimerase em vérios locais ao longo do DNA67 168169 - Qendo assim, os
resultados do presente trabalho referentes a esta alteracao, sugerem que genes localizados
nesta e em outras regides de CNA possam participar do fenétipo agressivo da doenca.
Estudos de validagdo sdo necessarios para confirmar as associagdes. Andlises funcionais

podem contribuir para o melhor entendimento dos efeitos da perda do MLLTS na biologia

tumoral do cCCR.

7.5 Limitacdes e Perspectivas Futuras

A principal limitacdo do presente estudo envolve o nimero relativamente pe-
queno de amostras, sendo o alto custo de tais ensaios o principal fator. Com excecao
do TCGA, poucos estudos no presente momento contam com centenas de amostras de
experimentos de larga escala. E importante ressaltar que o TCGA apresenta limitacoes
quanto a disponibilidade de dados clinicos, viés em dados de sobrevida e problemas na
integragdo de dados entre diferentes centros. No entanto, mesmo se tratando de uma
doenga geneticamente complexa, por apresentar uma amostragem mais homogénea, foi

possivel identificar alteragdes recorrentes e caracteristicas clinicas semelhantes as descri-
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tas em estudos prévios, além de apontar novos candidatos. Os achados reportados aqui
também puderam demonstrar o impacto das alteracoes no niimero de cépias de DNAs em
desfechos clinicos. Dessa forma, CNAs recorrentes previamente reportadas puderam ser
confirmadas, demonstrando enriquecimentos distintos de tais CNAs na doencga e sugerindo
subtipos moleculares distintos com base na carga de CNAs que poderiam potencialmente
ter diferentes valores prognosticos para os pacientes.

As amostras, em sua maioria de tumores primarios, refletem pacientes de todos
os estagios da doenca adequados para nefrectomia. Portanto, outras aberragoes cromos-
somicas relevantes ou relacionadas especificamente a doenca metastatica, ou a doenca
avancada tao extensa que a nefrectomia nao pode ser indicada, podem néao ser completa-
mente abordadas, podendo ter sido subestimadas neste estudo. Isto pode ser evidenciado
por estudos futuros de analise gendmica das lesoes metastaticas em comparagao com as
primaérias.

Finalmente, a comparacao dos achados das analises de CNAs com dados TCGA
levou a identificagdo de novas regides e genes que podem ser bons candidatos para fu-
turas investigacoes. Espera-se que este estudo estimule avalia¢oes adicionais, com foco
prospectivo e de validagao. Também é de interesse uma possivel aplicabilidade das CNAs
na rotina clinica, bem como estudos de pesquisa basica para identificar genes especificos
associados a alteracoes cromossomicas envolvidas na patogénese e progressao da doenca
em questao. Futuros estudos utilizando outros aspectos moleculares, tais como expressao
génica e andlise proteica podem validar os presentes achados e elucidar alvos especificos

envolvidos ou responsaveis pelo fenétipo do cCCR.
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8 CONCLUSAO

Diante dos resultados do presente trabalho, entende-se que o perfil de CNAs das
amostras da populagdo brasileira foi similar em relacao aos experimentos de aCGH e
exoma, e também aos dados externos do consoércio TCGA. A analise utilizando a mesma
plataforma permitiu a reprodutibilidade dos resultados e as CNAs oriundas do aCGH
conferiram um nimero maior de regides que do exoma. Foi possivel identificar varias
regides previamente descritas na literatura por caracterizar o cCCR, e também novas

possiveis candidatas para estudos futuros, em especial na regiao do 14q.
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Anexo A - Analise Univariada completa da assoc

divididos em quartis e caracteristicas clinicopatoldgicas dos 92 pacientes com ccRCC.
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Anexo B - Analise Univariada completa da assoc

de interesse e caracteristicas clinicopatolégicas dos 92 pacientes com ccRCC.
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Anexo C - Analise Univariada completa da associacao entre genes de interesse e

caracteristicas clinicopatolégicas dos 92 pacientes com ccRCC.

Variavel Genes com Alteragao de Expressao Concomitante e p-valor
Perda Ganho Ganho Perda Perda Ganho Perda Perda
BAP1 CDH11 FLT4 MLLT3 MYB NSD1 TFG NIN
Sexo 0.27 0.03 0.43 0.30 0.08 0.39 0.22 0.06
Idade 0.60 0.12 0.20 0.08 0.08 0.24 0.05 0.07
Etnia 0.36 0.12 0.16 0.07 0.29 0.32 0.23 0.09
Historicode 00 010 039 023 042 039 014 021
Alcoolismo
Historico 006 006 034 023 02 047 0.02 030
Tabagismo
PressdoAlta o1 022 010 029 019 016 023 017
e Diabetes
Estadiamento o35 006 007 002 050 001 020 0.04
Clinico
Tamanho 0.11 0.19 0.007 0.01 0.54 0.007 0.10 0.09
Grau de
0.02 0.22 0.48 0.01 0.02 0.15 0.20 0.006
Fuhrman
TNM -T 0.25 0.32 0.08 0.06 0.30 0.08 0.28 0.06
TNM - N 0.40 0.41 0.56 0.57 0.41 0.56 0.49 0.06
TNM - M 0.49 0.58 0.16 0.005 0.49 0.09 0.37 0.03
Sintomas 0.23 0.06 0.27 0.40 0.09 0.15 0.79 0.56
Dor Lombar 0.73 0.24 0.39 0.36 0.13 0.23 0.07 0.74
Dor
abdominal 0.58 0.65 0.43 0.47 0.38 0.80 0.31 0.71
Colica Renal
Hematuria 0.20 0.89 0.09 0.09 0.50 0.15 0.37 0.13
Desfecho 0.25 0.34 0.20 0.02 0.50 0.31 0.29 0.02
Recidiva 0.64 0.22 0.63 0.06 0.14 0.52 0.32 0.06




teresse.

deletadas.

A

G0:1900004~negative regulation of |
serine-type endopeptidase activity

G0:0004867~serine-type endopeptidase |
inhibitor activity

G0:0007156~homophilic cell adhesion |
via plasma membrane adhesion molecules

G0:0034332~adherens junction organization -

GO:0005774~vacuolar membrane -

G0:0007187~G-protein coupled receptor

signaling pathway, coupled to cyclic A

nucleotide second messenger

G0:0006405~RNA export from nucleus 1

hsa04080:Neuroactive ligand-receptor interaction 1

G0:0090575~RNA polymerase |l transcription factor complex -

G0:1990050~phosphatidic acid transporter activity -
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Anexo D - Anotacao funcional de todos os genes identificados nas regides de in-
Os dados foram gerados por meio do banco de dados DAVID. Em A

encontram-se as categorias identificadas em regioes amplificadas e em B as regioes

S =) =
[aV] <
-log10 pvalue

601



B G0:0004888~transmembrane signaling |

receptor activity

GO:0050907~detection of chemical |

stimulus involved in sensory perception

hsa04740:Olfactory transduction A

G0:0004984~olfactory receptor activity A

hsa04115:p53 signaling pathway A

G0:0042296~1SG15 transferase activity 1

GO:0050911~detection of chemical |

stimulus involved in sensory perception of smell

GO0:1903690~negative regulation of wound |

healing, spreading of epidermal cells

G0:1990316~ATG1/ULK1 kinase complex 1

GO:0045180~basal cortex 1
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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 8qg. 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.

KEYWORDS
Copy  number
aberrations;
Clear cell renal
carcinoma;
Brazilian popula-
tion.

INTRODUCTION

Renal cell carcinoma (RCC) is a complex set of diseases made
up of different genetic drivers, clinical courses, and therapeutic
responses (Linehan et al. 2010; Linehan 2012; Jonasch et al. 2014;
Ricketts et al. 2018). Worldwide, Renal Cancer represents 2-3% of
all cancers, affecting over 403,000 new individuals and account-
ing for around 175,000 cancer-related deaths in 2018 (Bray et al.
2018). Clear cell renal cell carcinoma (ccRCC) is the most com-
mon histological subtype (70% -85%) and accounts for the most

Manuscript compiled: Thursday 27" February, 2020
Correspt 1ce should be to Adriane F. Evangelista:
adriane. com.br.

1cancerbarr

£.G3 Genes | Genomes | Genetics

RCC-specific deaths (Srigley et al. 2013). The 5-year survival rate
for localized kidney cancer is up to 90%, but it drops dramatically
for patients with distant metastasis (11.9%), which accounts for
30% of the advanced disease diagnosed at presentation (Bray et al.
2018; Middleton 1967). In Brazil, the estimated number for 2018
was 10,688 new cases and 4,084 deaths (Bray et al. 2018). In our
institution, urologic tumors accounted for 11.3% of all cancer cases
admitted in 2017, and over 150 new cases of kidney cancer were
diagnosed in the same year. More than half of the patients were
diagnosed at stages I and IV, with 5-year survival rate of 56% and
10%, respectively (https://infogram.com/rhc_hcb).

The ccRCC is often associated with recurrent chromosomal ab-
normalities that have been a source for new potentially useful di-
agnostic, therapeutic and prognostic applications (Klatte et al. 2009;
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Gunawan et al. 2001). Most of the ccRCC copy number alterations
consist of large events that can host multiple genes and interfere
with gene expression (Higgins 2006; The Cancer Genome Atlas
Research Network 2013; Shen et al. 2011; Klatte et al. 2012; Huang
et al. 2017). Some CNA genes have already been shown to inter-
fere with gene functionalities Klatte et al. (2012); Shen et al. (2011);
Huang et al. (2017), but the association with tumor biology and
disease is still lacking. The cytogenetic ccRCC hallmark is loss of
chromosome 3p, wich is specific of this RCC subtype (Kovacs and
Frisch 1989; Wei and Hsieh 2015). The inactivation of the von Hip-
pel-Lindau (VHL) tumor-suppressor gene at 3p25.3 is considered
a crucial step in ccRCC carcinogenesis, however, other alterations
are required for ccRCC development (The Cancer Genome Atlas
Research Network 2013; Ricketts ef al. 2018). Loss of chromosomes
14q, 9p and deletion of 6q and 8p arms are also reported as char-
acteristic of ccRCC, and are suggested to correlate with advanced
tumors and worse survival (Moch et al. 1996; Gunawan et al. 2001;
Brunelli et al. 2008; Elfving et al. 1997). Gain of chromosome 5q
is the only alteration known to improve survival (Gunawan et al.
2001). Understanding each alteration, including the CNA burden,
is essential to characterize ccRCC genome, elucidate tumor biology
and help clinical setting in the future.

Despite multiples studies on RCC CNAs, there is currently
no description of chromosomal alterations in a Brazilian ccRCC
cohort and data regarding the epidemiology and molecular aspects
of RCC in Brazil are scarce. Therefore, the aim of the present
study was to evaluate the chromosomal profile of Brazilian ccRCC
patients and explore clinical associations, describing potentially
molecular features with clinical impact and targets that could be
worthy of further investigation.

MATERIALS AND METHODS

Sample Collection

A retrospective cohort of patients diagnosed with clear cell renal
cell carcinoma that underwent nephrectomy and did not receive
any preoperative therapy between 2008 and 2014 at Barretos Can-
cer Hospital was included in the study. All clinical data were
obtained from medical records and managed through RedCap Re-
search Electronic Data Capture (Vanderbilt University, Tennessee,
and UA) (https:/ /hcbredcap.com.br). The study protocol was ap-
proved by the local ethics committee, under the number 8042014.
Tumor tissues were dissected from surgical specimens, snap-frozen
in liquid nitrogen and stored at -80°C until DNA preparation.
Histopathological diagnosis was performed independently by two
pathologists according to the WHO classification system (Eble et al.
2006). Nuclear grade was scored according to the Fuhrman classifi-
cation system (Fuhrman et al. 1982). Patients without histologically
confirmed ccRCC or suspicious histology other than ccRCC were
excluded.

DNA extraction

DNA was isolated from frozen tissue following a percentage crite-
rion of minimum 60% tumor cellularity and maximum 20% necro-
sis. DNA isolation was performed using QIAsymphony DNA mini
Kit following the manufacturer’s instructions. DNA quality and
integrity was assessed by NanoDrop and quantified by Qubit®
Fluorometric Quantitation (Life Technologies). Samples with insuf-
ficient material for research or poor quality DNA extraction were
also removed from the analysis.
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DNA Labeling and Hybridization

CGH-array was performed according to the standard protocol from
Agilent SurePrint G3 CGH+SNP 4x180K (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA) using a diploid DNA reference as control(Agilent
Technologies). Normal DNA (reference) was labeled with Cyanine-
3 and tumor DNA (test) with Cyanine-5 (Agilent Technologies). La-
beled DNAs were purified and the quality of labeling was assessed
by NanoDrop (Thermo Scientific). Equal quantities of DNA (test
and reference) from each patient were hybridized into the slides
for 24 hours and cleaned with washed and stabilization buffers,
plus acetonitrile. The slides were scanned (SureScan Microarray
Scanner-Agilent Technologies) following the manufacturer’s rec-
ommendations and as previously reported by our group (Bidinotto
et al. 2016). The recommended cutoff Derivative of the Log Ratio
Spread (DLRS) considered for the aCGH experiments was 0.30.
Samples with DLRS > 0.30 were excluded. .

Bioinformatic Analysis

SCNAs analysis was performed using Nexus
Number software (BioDiscovery Inc., El Segundo,
(http:/ /www.biodiscovery.com /nexus-copy-number/).
The Significance Testing for Aberrant Copy number (STAC)
(http:/ /cbil.upenn.edu/STAC) was applied to identify regions
of interest that meet both the p-value cut-off (p<0.05) as well as
the aggregate cut-off (>20%). Significant regions were queried
for oncogenic alterations through Cancer Genome Interpreter
plataform (CGI) (http://www.cancergenomeinterpreter.org).
Affected genes were also interrogated for functional annotation
using the DAVID bioinformatics tool (The Database for Annota-
tion, Visualization, and Integrated Discovery) under the Benjamini
Hochberg adjusted p-value<0.05 (Huang et al. 2017). Onlly the
top 10 associations were selected. The Oncomine™ transcriptomic
cancer profiling platform (Compendia Bioscience, Ann Arbor, MI)
(https:/ /www.oncomine.org/) was used to explore changes in
gene expression. Genes were investigated for gains and losses of
expression in TCGA dataset (totaling 579 ccRCC clinical samples
with DNA copy number data)(The Cancer Genome Atlas Research
Network 2013; Beroukhim et al. 2009).

Copy
CA)

Enrichment Analysis and CNA Burden

To further investigate associations, enrichment analysis was per-
formed in order to identify clinical features overrepresented within
a particular CNA group. The analysis was based on one-sided
Fisher’s exact test with the significance was set at p<0.05. Pa-
tients were analyzed according to CNA burden: number of total
CNAs and number of CNA gains and losses separately. The cutoff
number of events was set at 50 CNA events. The IBM SPSS Statis-
tics software version 23 (https:/ /www.ibm.com/analytics/spss-
statistics-software) was used to associate CNA burden and clinical
data.

Statistical Analysis

The R Package for statistical analysis (https://www.R-
project.org) was locally implemented in Galaxy plataform
(https:/ /usegalaxy.org/) for the associations. Correlation between
frequencies of molecular alterations and clinical, histological and
pathological features were performed using chi-square or Fisher’s
exact test. Overall survival (OS) was defined as the time from
nephrectomy until the last contact or death. OS was assessed using
the Kaplan-Meier method and log-rank comparisons, considering
p<0.05 as significance value.
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Data Availability

Microarray data are available at ArrayExpress with the accession
number: XXX.

RESULTS AND DISCUSSION

Clinical Data - Study Population

Slightly more patients were male, with a mean age of 58 years old
(ranging from 20 to 81 years). More than half of the patients were
white and presented localized disease (stages I and II). Around
20% of the patients were metastatic at diagnosis and received
adjuvant treatment. The mean follow-up time was 4 years and
by the end of the study, almost 70% of the patients were alive
without disease. Disease progression and cancer specific death
was seen in 19.5% of the cases (Table 1). The major risk factors
seen in the cohort was hypertension (54.3%), smoking (33.6%)
and Diabetes (22.8%). The 5-year overall survival rate for kidney
cancer patients was 77.3%, with an estimated average survival
time of 53.5 months. Kaplan Meier plots showed that OS was
significantly lower for patients in advanced stages (p=0.01) and
histological grade (p=0.000), presence of metastasis (p=0.002) and
tumors bigger than 7 centimeters (p=0.003).

Analysis of Somatic Copy Number Aberrations

Somatic DNA copy number aberrations (SCNAs) landscape are
represented in Figure 1. A total of 10.525 CNAs were identified
along the entire genome, with a median of 67.5 alterations per pa-
tient. An average of 10-12% of each patient’s genome was found to
be altered. STAC analysis identified 158 significant regions, wich
encompassed 1.248 genes. Most significant regions 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%) Figura 1).
In silico analysis revealed 19 genes mapped to CNA significant
regions (Table 2). Compared to TCGA data, there was a slightly
difference in overall CNA frequencies. According to CGI analysis,
alterations in SETD2, BAP1, FLT4 and PTEN genes were inter-
preted as oncogenic, and events in FGFR4 and NSD1 genes as
predicted drivers. Deletions of PTEN, SETD2 and BAP1 genes, are
described as biomarkers for RCC and are responsive to drugs of
preclinical and clinical trials (Fan et al. 2007; Iorio et al. 2016; Pfister
et al. 2014; Pena-Llopis et al. 2012; Yap et al. 2011). Also, deletions of
JAK2, CD274 and MYD88 genes, and amplification of FGFR4 and
NPM1 genes, are also involved in clinical trials for other tumor
types Eghtedar et al. (2012); Chase et al. (2013); Motzer et al. (2015);
Liet al. (2013). Interestingly, alterations in JAK2, MYD88 and NPM1
genes, already have drugs FDA approved for other cancers (Patel
et al. 2012; Treon et al. 2015; Zhao et al. 2018).

CNAs Clinical Impact and Survival Analysis

Significant regions were investigated for clinical associations (Ta-
ble 3). Deletions of chromosomes 9p and 14q, and the gain of 7p
were significantly associated with advanced disease (bigger tu-
mors, metastasis, higher histological grade and staging) (Table 3).
In addition, loss of chromosome 14q, wich emcompasses the NIN
gene, was associated with worse survival (p=0.03) (Figure 3). Inter-
estingly, 5q gain was also associated with poor outcomes (Table 3).
In addition, gain of 7p, wich was associated with advanced tumors,
was also significantly present in black and brown patients (p=0.01).
On the other hand, losses of chromosome 3p were shown to be
related to localized disease, specially with Fuhrman histological
grade 1 (p=0.01) (Table 3).
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Enrichment Analysis

We further investigated for associations between CNA burden (To-
tal number of CNAs, CNA Gains and CNA Losses) and clinical
features. Patients with less than 50 CNAs in total (n=28) were sig-
nificantly associated with small tumors and early stages (p=0.0003)
and grades (p=0.0008). While patients with more than 50 CNAs per
genome (n=16) were correlated with Fuhrman grade 3 (p=0.006).
Patients with less than 50 CN gains (n=61) and losses (n=69) mostly
presented localized disease, with lower tumor stage (p=0.003) and
grade (p=0.008), and better outcomes (p=0.001). Although there
was no significance in the group with more than 50 CN loss, pa-
tients with more than 50 CN gains specifically were associated with
bigger tumors (p=0.001) and higher histological grades (p=0.001).
Interestingly, the group with more than 50 CNA events, especially
CNA gains, were enriched with younger patients (p=0.01) and
brown ethnicity (p=0.02).

Integration of CN data with transcriptomic profile

To search for correlations between SCNAs and expression profile,
we identified 19 cancer genes mapped to STAC regions (Table 2).
All genes were investigated for gain or loss of expression in TCGA
data through the Oncomine platform (504 ccRCC samples) (The
Cancer Genome Atlas Research Network 2013). Loss of BAP1,
MYB, MLLT3 and TFG genes showed concomitant loss of gene
expression. Likewise, gain of CDH11 and FLT4 genes showed gain
of expression in TCGA data (Figura 4). The other genes (SETD2,
PPARG, MYD88, RANBP17, NPM1, ETV1, JAK2, CD274, PTEN,
CBLB and FGFR4) showed a negative correlation pattern: CN gain
with loss of expression and vice-versa.

Functional Annotation

Functional annotation analysis did not identify significant asso-
ciations for the amplified genes. On the other hand, for deleted
genes, groups of annotation related to important biological pro-
cesses were demonstrated, mainly linked to the immune system
(chemotaxis, cytokine and chemokine activity and Interferon I lig-
ands) (p <0.05) and possibly associated with oncogenic processes
(cell differentiation and via PI3K-Akt) (p<0.005) (Figure 2).
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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 60 (65.2%)
v 32 (44.8%)
T T1a-b 47 (51.1%)
T2a-b 23 (25.0%)
T3a-c 17 (18.5%)
T4 5 (5.4%)
N NO 77 (83.7%)
N1 9 (9.8%)
Nx 6 (6.5%)
M Mo 75 (81.5%)
M1 7 (18,5%)
Tumor size <7cm 58 (63.0%)
>7cm 34 (37.0%)
Furhman Grade 1 0 (21.7%)
2 49 (53.3%)
3 6 (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%)

4

*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 83.7 722 PPARG
Chr3 q11.2-q13.11 DEL 20.6 25.7 TFG, CBLB
Chrs q34-935.3 AMP 59.7 47.6 RANBP17, NPM1,
FGFR4, NSD1, FLT4
Chré g23.2-923.3 DEL 29.3 19.0 MYB
Chr7 p21.1 AMP 29.3 229 ETV1
Chr9 p21.3 DEL 28.2 17.9 MLLT3
Chr9 p24.1 DEL 271 20.7 JAK2, CD274
Chr10 q23.31 DEL 25.0 13.6 PTEN
Chr14 g22.1 DEL 35.9 29.0 NIN
Chr16 q21 AMP 20.6 1.9 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 q34-935.1 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.
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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 4 Circus Plot showing the correlation of SCNAs and gene expression from Oncomine data. The periphery circle represents regions of

Copy Number Aberrations along the genome per chromosome. Blue represents copy number gains and red copy number losses. The inner

circle contains genes with concomitant alteration in gene expression. Green dots represents downregulated genes and red upregulated genes.

The data was generated using R.
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staging)
TEXT; -777- Unknown; -888- Not applicable

IDENTIFICATION
id_mendelics 1 ID mendelics 1
v_002_initials 2 Initials 2
v_003_medical 3 Medical register 3
_register
AP
v_004_ap * Descrever S
v_005_blood_s 5 Blood Specimen ID 5
pecimen_id
v_006_tumor_s 6 Tumor Specimen ID 6
pecimen_id
v_007_dt_pree 7 Data de preenchimento dos dados clinicos 7 / /
nch_clin DD/MM/AAAA
v_07a_dt_pree 7a Data de preenchimento dos dados moleculares 7a / /
nch_molec DD/MM/AAAA
v_008_resp_pr 8 Responsavel pelo preenchimento dos dados clinicos 8
eench_clin Descrever
v_08a_resp_pr 8 Responsavel pelo preenchimento dos dados moleculares 8
eench_molec a Descrever a
DONOR
Donor ID (Unique identifier for the donor; assigned by data provider. It must be
donor_id 9 coded, and correspond to a donor ID listed in the donor data file) 9
TEXT
Donor Sex (Donor biological sex)
donor_sex 10 10
1- male; 2- female; -777- Unknown; -888- Not applicable
g . Donor Region of Residence (Country, and optionally state or province code,
c’f"cr’égir:g:‘oc';—o 11 | but not city) — Controlled 11
B TEXT; -777- Unknown; -888- Not applicable
) Donor Vital Status (Donor's last known vital status)
donor_vital_stat 12 12
e 1- alive; 2- deceased; -777- Unknown; -888- Not applicable
Disease Status Last Followup (Donor's last known disease status)
disease_status 13 o . o . ) 13
_last_followup 1- complete remission; 2- partial remission; 3- progression; 4- relapse;
5- stable; -777- Unknown; -888- Not applicable
Donor Relapse Type (Type of relapse or progression (for liquid tumours), if
applicable)
donor_relapse_ 14 14
e 1- local recurrence; 2- distant recurrence/metastasis; 3- progression
(liquid tumours); -777- Unknown; -888- Not applicable
donor_age_at_ Donor Age at Diagnosis (Age at primary diagnosis) - INTEGER —7:
diagnosis | 19 -777- Unknown; -888- Not applicable | 1° Calc=ar-a8
3 ; Donor Age at Enroliment (Age at which first specimen was collected) -
e | 16 | INTEGER 16 Calc = 98-96
-777- Unknown; -888- Not applicable
donor_age_at_| Donor Age at Last Followup (Age at last followup) - INTEGER - .|
ast followwp | 17 -777- Unknown; -888- Not applicable | 1/ | ©Calc = var.4FU-96
Donor Relapse Interval (If donor was clinically disease free following primary
donor_relapse_i therapy and relapse or progression (for liquid tumours) occurred, length of -
nterval 18 | gisease free interval, in days) - INTEGER 18 Calc=146-101
-777- Unknown; -888- Not applicable
donor_diagnosi 19 Donor Diagnosis ICD-10 (ICD-10 diagnostic code) 19 cé4
s_icd10 TEXT; -777- Unknown; -888- Not applicable
Donor Tumour Staging System at Diagnosis (Clinical staging system used
donc_>r_tumour_ at time of diagnosis, if determined. Note that this is supplementary to
staging_system | 20 1 3 ; 20 AJCC7
at_diagnosis specimen's pathological staging) .
- TEXT; -777- Unknown; -888- Not applicable
p Donor Tumour Stage at Diagnosis (Stage at diagnosis using indicated
st:\ r;%r_—:z?:;; 21 staging system. Note that this is supplementary to specimen's pathological 21
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donor_tumour_
stage_at_diagn

Donor Tumour Stage at Diagnosis Supplemental (Optional additional

osis_suppleme | 22 | staging provided as a comma-delimited list of 'staging system:stage') 22 OPTIONAL
ntal TEXT; -777- Unknown; -888- Not applicable
Donor Survival Time (How long has donor survived since primary diagnosis,
donor_survival in days. If source data was collected in months, use a multiplier value of '30.44' _
tme 23 to co?wert value to days when preparing submission) - INTIFE’GER 23 Calc=147-97
-777- Unknown; -888- Not applicable
Donor Interval of Last Followup (Interval from primary diagnosis to last
donor_interval followup date. ICGC requests that patients be followed up every 6 months while
of tasitolowip | 24 | alive) - INTEGER . E pEEH 24 | Calc=dt_ult FU-97
-777- Unknown; -888- Not applicable
Donor Notes (Free text notes concerning donor) - Optional - Controlled
cende. e 25 TEXT; -777- Unknown; -888- Not applicable 28 OPTIONAL
) ‘ Prior Malignancy
"”°’—'“;"'9"a"° 26 | 1- Yes; 2- No; 3- Unknown Required; 26
-777- Unknown; -888- Not applicable
) Cancer Type Prior Malignancy (ICD-10 diagnostic code for type of
Csrncnf;ﬁgf:r;cp;' 27 | cancer in a prior malignancy) 27
- TEXT; -777- Unknown; -888- Not applicable
) Cancer History First Degree Relative (Does patient have a first degree
?ancer_mstory_ relative that has a history of cancer? If yes, please provide clinical information
irst_degree_rel 28 - 4 . 2 28
ative about relative's cancer history in Donor Family file)
1- Yes; 2- No; 3- Unknown Required; -777- Unknown
donor_primary_ | 145 | Interval between primary diagnosis and primary treatment, in days 145
treatment__inte Calc=97-146
rval
SPECIMEM TUMOUR
Specimen ID (Unique identifier for a collected specimen assigned by data provider)
specimen_id 29 29
TEXT
Specimen Type
102- Normal - blood derived; 108- Normal — other; 109- Primary tumour
- solid tissue; 112- Primary tumour - additional new primary;
specimen_type 30 | 113- Primary tumour - other; 114- Recurrent tumour - solid tissue; 30
117- Recurrent tumour - other; 119- Metastatic tumour - lymph node;
120- Metastatic tumour - metastasis local to lymph node;
121- Metastatic tumour - metastasis to distant location; 122- Metastatic
tumour - additional metastatic
; Specimen Type Other (Free text description of site of specimen if 'normal
Spec':;:;'ype 31 control (other)' or 'tumour (other)' was specified in specimen_type field) 31
- TEXT; -777- Unknown; -888- Not applicable
) ) Specimen Interval (Interval between primary diagnosis and specimen
specml:T_mter 32 | acquisition, in days) - INTEGER 32 Calc=98-97
-777- Unknown; -888- Not applicable
Specimen Donor Treatment Type (Type of treatment the donor received
prior to specimen acquisition)
specimen_dono
r_treatment_typ | 33 | 1- no treatment; 2- chemotherapy; 3- radiation therapy; 4- combined 33
e chemo + radiation therapy; 5- immunotherapy;
6- combined hemo+immunotherapy; 7- surgery; 8- other therapy;
-777- Unknown; -888- Not applicable
specimen_dono Specimen Donor Treatment Type Other (If 'other' therapy indicated in
r_treatment_typ 34 | previous column, describe it here. eg: molecular) 34
e_other TEXT,; -777- Unknown; -888- Not applicable
Specimen Processing (Description of technique used to process
specimen) - Required
x 1 - Cryopreservation in liquid nitrogen (dead tissue);
pec'rg‘::;aproce 35 2-Cryopreservation in dry ice (dead tissue); 3- Cryopreservation of 35 2
live cells in liquid nitrogen; 4- Cryopreservation, other;
5- Formalin fixed, unbuffered; 6- Formalin fixed, buffered;
7- Formalin fixed & paraffin embedded; 8- Fresh; 9- Other technique;
-777- Unknown; -888- Not applicable
Specimen Processing Other (If 'other' specified for specimen_processing,
specimen_proc 36 may indicate technique here) - Required 36 888

essing_other

TEXT; -777- Unknown; -888- Not applicable

2
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specimen_stora

Specimen Storage (Description of how specimen was stored. For specimens
that were extracted freshly or immediately cultured, answer (1) 'NA'.) -
Required

go 37 37 2
1- Frozen, liquid nitrogen; 2- Frozen, -70 freezer; 3- Frozen, vapor
phase; 4- RNA later frozen; 5- Paraffin block; 6- Cut slide;
7- Other; -777- Unknown; -888- Not applicable
A Specimen Storage Other (If 'other' specified for specimen_storage, may
Speg?i?r;::ma 38 | indicate technique here.) - Required 38 -888
- TEXT; -777- Unknown; -888- Not applicable
fumons. icanfife Tumour Confirmed (Whether tumour was confirmed in the specimen by
o 39 | histological examination.) - Required 39 1
1- Yes; 2- No; -777- Unknown; -888- Not applicable
) , Specimen Biobank (If the specimen was obtained from a biobank, provide the Blobarik at Bafretos
sPecm;s;—b'Ob 40 | biobank name here) - Required 40 C Hosbital
TEXT; -777- Unknown; -888- Not applicable ks e
. . Specimen Biobank ID (If the specimen was obtained from a biobank, provide
sPec;?:f niabmb 41 | the biobank accession number here) - Required 41
- TEXT; -777- Unknown; -888- Not applicable
) ) Specimen Available (Whether additional tissue is available for followup
specimen_avall | 42 | studies) - Required 42
1- Yes; 2- No; -777- Unknown; -888- Not applicable
) Tumour Histological Type ('WHO International Histological Classification of
tum&:‘;—g,'gt:log 43 | Tumours' code. See IARC'’s website for details) - Required 43 8312C/)3 3 R enal Cell
- TEXT; -777- Unknown; -888- Not applicable kb
tumour_grading Tumour Grading System (Name of tumour grading system) - Required
_system 44 TEXT; -777- Unknown; -888- Not applicable | #% Pl
Tumour Grade (Tumour grade using indicated grading system) - Required
sl M TEXT: -777- Unknown: -888- Not applicable | 4>
o Tumour Graf:ie Supplemental (Optional additional grading provided as a
supplemental 46 | comma-delimited list of 'grading system:grade') - Required . 46 OPTIONAL
TEXT; -777- Unknown; -888- Not applicable
tumour_stage_s | 4 Tumour Stage System (Name of tumour staging system used) - Required 47 AJCCT
ystem TEXT; -777- Unknown; -888- Not applicable
Tumour Stage (Pathological tumour stage value using indicated staging
tumour_stage 48 | system) - Required 48
TEXT; -777- Unknown; -888- Not applicable
CRIBIE 5508 Tumour SFage Sypplemental (Optional additional staging provided as a
upplemental 49 | comma-delimited list of 'staging system:stage') - Required . 49 OPTIONAL
TEXT; -777- Unknown; -888- Not applicable
digital_image_o Digital Image of Stained Section (Linkout(s) to digital image of a stained
f_stained_secti 50 | section, demonstrating a representative section of tumour) - Required 50 777
on TEXT; -777- Unknown; -888- Not applicable
Percentage Cellularity (The ratio of tumour nuclei to total number of nuclei in
f’mfym:g:aﬁg 51 a given specimen expressed as a percentage. Can populate information in 51
% either this field or level_of_cellularity) - Required
INTEGER; -777- Unknown; -888- Not applicable Required
Level of Cellularity (The proportion of tumour nuclei to total number of nuclei
in a given specimen. If exact percentage cellularity cannot be determined
submitter has option to use this field to specify a level that defines a range of
'e"e'—"&;“e"”'a’ 52 | percentage) - Required 52 4
1 -1-20%; 2- 21-40%; 3- 41-60%; 4- 61-80%;
5- >81%; -777- Unknown; -888- Not applicable
specim:n_note 53 Specimen Notes (Free text notes allowed) - Optional — Controllgrc:E - 53 OPTIONAL
SPECIMEN BLOOD
_ 29 Specimen ID (Unique identifier for a collected specimen assigned by data prowqfiEe;)(T 29
Specimen Type
102- Normal - blood derived; 108- Normal - other;
109- Primary tumour - solid tissue; 112- Primary tumour - additional
b_specimen_ty 30 | New primary; 113- Primary tumour - other; 114- Recurrent tumour - solid 30 102

pe

tissue; 117- Recurrent tumour - other; 119- Metastatic tumour - lymph
node; 120- Metastatic tumour - metastasis local to lymph node; 121-
Metastatic tumour - metastasis to distant location;

122- Metastatic tumour - additional metastatic
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b_specimen_ty

Specimen Type Other (Free text description of site of specimen if 'normal

pe. other 31 control (other)' or 'tumour (other)' was specified in specimen_type field) 31 -888
B TEXT; -777- Unknown; -888- Not applicable
e Specimen Interval (Interval between primary diagnosis and specimen
il 32 | acquisition, in days) - INTEGER 32 Calc=99-97
-777- Unknown; -888- Not applicable
Specimen Donor Treatment Type (Type of treatment the donor received
prior to specimen acquisition)
b_specimen_do
narftreatmeﬁt_t 33 | 1- no treatment; 2- chemotherapy; 3- radiation therapy; 33
ype 4- combined chemo + radiation therapy; 5- immunotherapy;
6- combined hemo+immunotherapy; 7- surgery; 8- other therapy;
-777- Unknown; -888- Not applicable
b_specimen_do Specimen Donor Treatment Type Other (If 'other' therapy indicated in
nor_treatment_t 34 previous column, describe it here. eg: molecular) 34
ype_other TEXT; -777- Unknown; -888- Not applicable
Specimen Processing (Description of technique used to process specimen) —
Required
B R 1 - Cryopreservation in liquid nitrogen (dead tissue);
~ ocessing 35 2- Cryopreservation in dry ice (dead tissue); 35 2
3- Cryopreservation of live cells in liquid nitrogen;
4- Cryopreservation, other; 5- Formalin fixed, unbuffered;
6- Formalin fixed, buffered; 7- Formalin fixed & paraffin embedded; 8-
Fresh; 9- Other technique; -777- Unknown; -888- Not applicable
Thm Spe(;imen Proce§sing Other (If 'other' specified for specimen_processing,
ocessing_ other 36 | may indicate technique here) - Required . 36 -888
B TEXT; -777- Unknown; -888- Not applicable
Speci men Storage (Description of how specimen was stored. For specimens that
were extracted freshly or immediately cultured, answer (1) 'NA".) - Required
b_specimen_st
- porage - 37 4. Frozen, liquid nitrogen; 2- Frozen, -70 freezer; 3- Frozen, vapor 37 2
phase; 4- RNA later frozen; 5- Paraffin block; 6- Cut slide; 7- Other;
-777- Unknown; -888- Not applicable
b_specimen_st Sp_ecimen Stprage Other (If 'other' specified for specimen_storage, may
orage: other 38 | indicate technique here.) - Required ' 38 -888
- TEXT; -777- Unknown; -888- Not applicable
I — Tumour Conﬁrn"\ed.(Whether tumour was confirmed in the specimen by
s 39 | histological examination.) - Required 39 -888
1- Yes; 2- No; -777- Unknown; -888- Not applicable Required
. ) Specimen Biobank (If the specimen was obtained from a biobank, provide the .
b—s‘)j;nr:f"—b' 40 bigbank name here) ( Requieed P 40 Biobank at Ban"etos
TEXT; -777- Unknown; -888- Not applicable Cancer Hospital
— Spe(;imen Bioban.k ID (If the specimen was obtained from a biobank, provide
= obank i 41 | the biobank accession number here) - Required 41
- TEXT; -777- Unknown; -888- Not applicable
b_specimen_av Spe.cimen Available (Whether additional tissue is available for followup
i 42 | studies) - Required 42
1- Yes; 2- No; -777- Unknown; -888- Not applicable
Tumour Histological Type (WHO International Histological Classification of
b_tumour_histol 43 Tumours' code. See 43 888
ogical_type http://w2.iarc.fr/en/publications/pdfs-online/pat-gen/bb2/BB2.pdf) - Required
TEXT; -777- Unknown; -888- Not applicable
b_tumour_gradi | 44 Tumour Grading System (Name of tumour grading system) - Required 44 -888
ng_system TEXT,; -777- Unknown; -888- Not applicable
b_tumour_grad 45 Tumour Grade (Tumour grade using indicated grading system) - Required 45 888
e TEXT; -777- Unknown; -888- Not applicable
b e Tumour Grade Supplemental (Optional additional grading provided as a
o_supplemental 46 | comma-delimited list of 'grading system:grade') — Required TEXT; 46 -888
B -777- Unknown; -888- Not applicable
b_tumour_stag | 4 Tumour Stage System (Name of tumour staging system used) - Required a7 888
e_system TEXT; -777- Unknown; -888- Not applicable
. Tumour Stage (Pathological tumour stage value using indicated staging
i 48 | system) — Required; TEXT 48 -888
-777- Unknown; -888- Not applicable
Butuour s Tumour Stage Supplemental (Optional additional staging provided as a
= =P 49 | comma-delimited list of 'staging system:stage') — Required; TEXT 49 -888

e_supplemental

-777- Unknown; -888- Not applicable
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b_digital_image Digital Image of Stained Section (Linkout(s) to digital image of a stained
_of_stained_se 50 | section, demonstrating a representative section of tumour) — Required; TEXT 50 -888
ction -777- Unknown; -888- Not applicable
Percentage Cellularity (The ratio of tumour nuclei to total number of nuclei in
b&ﬁﬁ;ﬁ;tasg:z? 51 a given specimen expressed as a percentage. Can populate information in 51 888
s either this field or level_of_cellularity) — Required; INTEGER;
-777- Unknown; -888- Not applicable
Level of Cellularity (The proportion of tumour nuclei to total number of nuclei
in a given specimen. If exact percentage cellularity cannot be determined
submitter has option to use this field to specify a level that defines a range of
b_lev?;ﬁ?;_ce"u 52 | percentage) - Required 52 -888
1 - 1-20%; 2- 21-40%; 3- 41-60%; 4- 61-80%; 5- >81%;
-777- Unknown; -888- Not applicable Required
b_spefcler:en_no 53 | specimen Notes (Free text notes allowed) - Optional-Controlled- TEXT 53 OPTIONAL
SAMPLE TUMOUR
Analyzed Sample ID (A unique identifier representing the particular sample
analy[z: diasamp 54 | that was analyzed; analyzed sample identifiers must be used consistently to 54
- relate those described in the sample file and in the related analysis files) TEXT
) ) Specimen ID (Unique identifier for a collected specimen assigned by data
Spseimen_id 55 | provider) — Required-TEXT; 777- Unknown 85
Analyzed Sample Interval (Interval from specimen acquisition to sample use
an?;yzi:g;::{" P | 56 | in an analytic procedure (e.g. DNA extraction), in days) - Optional — INTEGER 56 CALC
- -777- Unknown; -888- Not applicable
Percentage Cellularity (The cellularity (ratio of tumour nuclei to total number
of nuclei in a given sample) of the analyzed sample assessed by methods other
perci?;?ﬁ;-ce" 57 | than the pathologist's report (ie. cellularity derived from sequencing data). Can 57
populate information in either this field or level_of_cellularity) - INTEGER
-777- Unknown; -888- Not applicable
Level of Cellularity (The cellularity (proportion of tumour nuclei to total number
of nuclei in a given sample) of the analyzed sample assessed by methods other
than the pathologist's report (ie. cellularity derived from sequencing data). If
level_of cellular 58 exact percentage cellularity cannot be determined, submitter has option to use 58
ity this field to specify a level that defines a range of percentages)
1- 1-20%; 2- 21-41%,; 3- 41-60%; 4- 61-80%; 5->81%;
-777- Unknown; -888- Not applicable
Analyzed Sample Notes (Free text notes about sample allowed) - Optional —
analyzed_samp | 59 | Controlled TEXT 59 OPTIONAL
- -777- Unknown; -888- Not applicable
Study (Indicate if sample is part of a study) — Optional
study 60 | 4. PanCancer Study: -777- Unknown: -888- Not applicable 60 OPTIONAL
SAMPLE BLOOD
b_analyzed_sa Analyzed Sample ID (A unique ider_ﬂifiel_' representing the particu_lar sample
~mple_id_ 54 | that was analyzed; analyzed sample identifiers must be used consistently to 54
B relate those described in the sample file and in the related analysis files) TEXT
) ) Specimen ID (Unique identifier for a collected specimen assigned by data
b.SHeaimen. K - provider) - Required-TEXT; -777- Unknown d
T Analyzed _Sample Interval (Interval from_ spe(;imen acquisit_ion to sample use
il Tntemesl 56 | in an analytic procedure (e.g. DNA extraction), in days) - Optional — INTEGER_ | 56 CALC
- -777- Unknown; -888- Not applicable
Percentage Cellularity (The cellularity (ratio of tumour nuclei to total number
b percent of nuclei in a given sample) of the analyzed sample assessed by methods other
—pzucu?gr;?e—c 57 | than the pathologist's report (ie. cellularity derived from sequencing data). Can 57 -888
populate information in either this field or level_of_cellularity) - INTEGER
-777- Unknown; -888- Not applicable
Level of Cellularity (The cellularity (proportion of tumour nuclei to total number of
nuclei in a given sample) of the analyzed sample assessed by methods other than the
pathologist's report (ie. cellularity derived from sequencing data). If exact percentage
b_level_of cellu cellularity cannot be determined, submitter has option to use this field to specify a level
larity 58 that defines a range of percentages) 58 -888
1- 1-20%; 2- 21-41%; 3- 41-60%; 4- 61-80%; 5->81%;
-777- Unknown; -888- Not applicable
b_analyzed_sa 59 Analyzed Sample Notes (Freetext notes about sample allowed) - Optional - 59 OPTIONAL
mple_notes Controlled- TEXT; -777- Unknown; -888- Not applicable
— 60 Study (Indicate if sample is part of a study) - Optional 60 OPTIONAL

1- PanCancer Study; -777- Unknown; -888- Not applicable
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FAMILY

donor_has_rela

Donor Has Relative with Cancer History (Does patient have any relatives

tive_with_cance | 64 | with a history of cancer?) - Required 64
r_history 1- Yes; 2- No; 3- Unknown; -777- Unknown
_— Relationship Type (Relationship to the donor)
relationship_typ 65 65
© 1- sibling; 2- parent; 3- grandparent; 4- uncle/aunt; 5- cousin; 6- other
_ ) Relationship Type Other (If 'other' answered in previous column, specify the
rela?ﬁa'epr—typ 66 | relationship type here) TEXT 66
B -777- Unknown; -888- Not applicable
relationship_se 67 Relationship Sex (Biological sex of related individual) 67
X 1- male; 2- female; -777- Unknown; -888- Not applicable
relationship_ag | g Relationship Age (Age of relative at primary diagnosis (years)) - INTEGER 68
e -777- Unknown; -888- Not applicable
relationship_dis | eq Relationship Disease ICD-10 (ICD-10 code for the relative's disease) — INTEGER 69
ease_icd10 -777- Unknown; -888- Not applicable
relationship_dis | 50 Relationship Disease (Disease name) — INTEGER 70
ease -777- Unknown; -888- Not applicable
EXPOSURE
Exposure Type (Type of exposure. This is a controlled vocabulary term to be
Spoare e 11 de\f:eloped byy tie (su{)mitting group) TEXT ¥ A -568
exposure_inten 72 Exposure Intensity 72 0
sity 0- No exposition; 1- Chronic; 2- Non-chronic; 3- Others
Exposure Notes (Free text notes) - Controlled
exposure_notes | 73| =P ( TEXT? -777- Unknown; -888- Not applicable | '~ 688
Tobacco Smoking History Indicator (Donor's smoking history) -
Required
tobacco_smoki 1- Lifelong non-smoker (<100 cigarettes smoked in lifetime);
ng_history_indi | 74 2- Current smoker (includes daily smokers non-daily/occasional 74
cator smokers); 3- Current reformed smoker for > 15 years;
4- Current reformed smoker for <= 15 years; 5- Current reformed
smoker, duration not specified; 6- Smoking history not documented;
-777- Unknown
Tobacco Smoking Intensity (Smoking intensity in Pack Years: Number of
pack years defined as the number of cigarettes smoked per day times (x) the
number of years smoked divided (/) by 20. If patient has no tobacco smoking
tobacco_smoki 75 history (ie. tobacco_smoking_history_indjcator i_s either "' (nontsmoke_r) or'6' 75
ng_intensity (not documented), enter '--888' (not applicable) in this field.) This field is
required if the tobacoo_smoking_history_indicator field is 2-5 (smoker) -
INTEGER - Required
-777- Unknown; -888- Not applicable
Alcohol History (A response to a question that asks whether the patient has
aloahol_islsry 76 ;o:;zrlr;zz at least 12 drinks of any alcoholic beverage in their lifetime.) = 76
1- Yes; 2- No; 3- Don't know/Not sure; -777- Unknown
Alcohol History Intensity (Alcohol exposure intensity. If patient does not have
alcohol history (ie. alcohol_history field is either '2'(no) or '3'(do not know), enter
'--888' (not applicable) in this field.) - Required
alcobol_hi_story 77 ) ) 77
_intensity 1- None; 2- Social Drinker (> once a month, < once a week);
3- Weekly Drinker (>=1x a week); 4- Daily Drinker;
5- Occassional Drinker (< once a month);
6- Not Documented; -777- Unknown
SURGERY
x Procedure Interval (Interval between primary diagnosis and procedure, in
°’°°e“v“;f—'”‘e' 78 | days) - INTEGER; 78 Calc=100-97
-777- Unknown; -888- Not applicable
Procedure Type (Controlled vocabulary description of the procedure type.
Vocabulary can be extended by disease-specific projects. Prefix extensions
with 3-digit center code, e.g. 008.1 Beijing Cancer Hospital, fine needle
aspiration of primary)
procedure_type | 79 79

1- surgical resection of primary; 2- surgical resection of local
recurrence; 3- surgical resection of distant recurrence (metastasis); 4-
lymph node dissection performed at time of resection of primary; 5-
biopsy of primary; 6- biopsy of local recurrence; 7- biopsy of distant
recurrence; 8- other
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Procedure Site (Anatomical site of the procedure. This must use a standard

procedure_site 80 controlled vocabulary which should be reported in advance to the DCC) TEXT 80 KIDNEY
Resection Status (For resection procedures, an indication of the extent of
residual disease)
resection_statu
s 81 | 4.R0-no apparent residual disease; 2- R1 - microscopic residual 81
disease; 3- R2 - gross residual disease;
-777- Unknown; -888- Not applicable
specimen_id_s Specimen ID (ID of ICGC specimen resulting from procedure. If present, must
pecimen 82 match specimen_id in specimen data file) — INTEGER - TEXT; 82
-777- Unknown; -888- Not applicable
THERAPY
first_ therapy,_st First Therapy Start Interval (Interval between primary diagnosis and initiation
ST Intorcal 83 | of the first postresection therapy, in days) INTEGER - Required 83 Calc=103-97
B -777- Unknown; -888- Not applicable
first_therapy_du First Therapy Duration (Duration of first postresection therapy, in days)
tion 84 | INTEGER - Required 84 Calc=104-103
-777- Unknown; -888- Not applicable
First Therapy Type (Type of first postresection therapy) Required
WP 1- No treatment; 2- Chemotherapy; 3- Radiation therapy;
~ e 85 4- Combined chemo+radiation therapy; 5- Immunotherapy; 85
6- Combined chemo+immunotherapy; 7- Surgery; 8- Other therapy;
9- Bone marrow transplant; 10- Stem cell transplant;
11- Monoclonal antibodies (for liquid tumours); -777- Unknown
First Therapy Response (What was the clinical effect of the first
postresection therapy?) - Use this field to describe the clinical effect of the type
first_therapy re | ge of therapy described in ‘first_therapy_type' - Required 86
sponse
1- Complete response; 2- Partial response; 3- Disease progression;
4- Stable disease; 5- unknown; -777- Unknown; -888- Not applicable
First Therapy Therapeutic Intent (The therapeutic intent of the first post
first_therapy_th resection thergpy) _Use this field to describe the ttlerapeutic intent of the type of
suspaviltc Filant 87 | therapy described in 'first_therapy_type' - Required 87
1- Not applicable; 2- adjuvant; 3- curative; 4- palliative; -777- Unknown
Second Therapy Start Interval (Interval between primary diagnosis and
seg't;r;?—irt::s;y 88 | initiation of the second postresection therapy, in days) INTEGER - Required | 88 CALC=105-97
- -777- Unknown; -888- Not applicable
Second Therapy Duration (Duration of second postresection therapy, in
second 1herapy | 89 | days) INTEGER - Required 89 CALC=106-105
- -777- Unknown; -888- Not applicable
Second Therapy Type (Type of second postresection therapy) -
Required
second_therapy 20 1 -No treatment; 2- Chemotherapy; 3- Radiation therapy; 90
_type 4- Combined chemo + radiation therapy; 5- Immunotherapy; 6-
Combined chemo + immunotherapy; 7- Surgery; 8- Other therapy;
9- Bone marrow transplant; 10- Stem cell transplant; 11- Monoclonal
antibodies (for liquid tumours); -777Unknown
Second Therapy Response (What was the clinical effect of the second
postresection therapy?) Use this field to describe the clinical effect of the type
of therapy described in 'second_therapy_type' - Required
second_therapy 91 91
L i 1- Complete response; 2- Partial response; 3- Disease progression;
4- Stable disease; 5- unknown;
-777- Unknown; -888- Not applicable
Second Therapy Therapeutic Intent (The therapeutic intent of the second
—l postresection therapy) - U§e'this field to describe tt1e thera'peutic intent of the
inemapautice Jnt 92 type of therapy described in 'second_therapy_type'- Required 92
ent 1- Not applicable; 2- Adjuvant; 3- Curative; 4- Palliative;
-777- Unknown
Other Therapy (Other postresection therapy) Use this field to describe other
oibin tharspy 93 therapies if either 'first_therapy_type' or 'second_therapy_type' are specified as 93

‘other therapy' - Required - TEXT;
-777- Unknown; -888- Not applicable
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other_therapy_r

Other Therapy Response (What is the clinical effect of the postresection
therapy) Use this field to describe the response to the other therapy described

esponse %4 in 'other_therapy' - Required 94
TEXT; -777- Unknown; -888- Not applicable
Therapy Notes (Further description of therapy, such as dosing schedule)
therapy_notes 95 | Required 95

TEXT,; -777- Unknown; -888- Not applicable

DADOS ADICIONAIS NECESSARIOS PARA CALCULAR INTERVALOS/VARIAVEIS DO CONSORCIO

Data de nascimento

v_096_dt_nasc | 96 DD/MM/AAAA 96 / /
i Data do diagnoéstico
V097 didieg | 97 DDMMWAAAA | 7 L
v 098 dt inclu Data de inclus&do do paciente (data de coleta do TUMOR-12 coleta)
T s 8 DD/MM/AAAA | 98a .
v 099 dt inclu Data de inclusdo do paciente (data de coleta do SANGUE-12 coleta)
" ssg 9 DD/MM/AAAA | 98b -
; Data do procedimento (cirurgia ou biépsia)
100_dt
=L 100 DD/MM/AAAA | 99 I
Data da progresséao ou recidiva (considerar as fichas de follow up e
101 | colocar aqui sempre a Ultima data) 100 / /
DD/MM/AAAA
v_103_dt_inicio Inicio da 1° terapia
_t_terapia | 103 DD/MWAAAA | 103 .
v_104_dt_termi Termino da 1° terapia
fo_1 torapia | 104 DD/MWAAAA | 104 —
v_105_dt_inicio Inicio da 2° terapia
2 terapia | 105 DD/MMWAAAA | 105 i
v_106_dt_termi Termino da 2° terapia
no_2_terapia | 106 DD/MMWAAAA | 106 —
v_107_dt_inicio Inicio da outra terapia (se houver)
_outra_terapia 107 DD/MM/AAAA 107 / /
,V,;lgﬁ,—,‘;‘_—tﬁ;";‘i 108 | Termino da outra terapia (se houver 108 / /
a DD/MM/AAAA
v_146_dt_prim_ Data do primeiro tratamento
re 146 DD/MM/AAAA 146 / /
v_147_dt_obito | 147 | Data doobito ——— /I
ADITIONAL CLINIC
v_109_donor_r 109 Donor Race 109
ace 1- White; 2- Afro descendant; 3- Yellow; 4- Mixed
o Method of Cancer Sample Procurement
V- c;:::r -1 111 1- Surgical Resection; 2- Incisional Biopsy; 111
3- Excisional Biopsy; 4- Other Method (especificar)
v_112_histologi | 44 Tumor Histological Type 45
]
ceLApe 1- Células claras; 2- Papilifero; 3- Cromofobo 4- outros (especificar)
V113 pistologi | 113 Tumor Histological Type Other 13
I_t th
PR TEXT; -777- Unknown; -888- Not applicable
T
v_118_t 118 0-0; 1-1; 2- 2; 3- 3; 4- 4; 5- 5; 6- X; 7-is; -777- Unknown | 118
N
v_119_n 119 0-0; 1- 1; 2- 2; 3- 3; 4-X; -777- Unknown | 119
M
v_120_m 120 0-0; 1- 1; -<777- Unknown | 120
v_123_dt_norm | 454 Date of Normal Sample Procurement (DATA COLETA SANGUE) 123 / /
al_sample DD/MM/AAAA
Type(s) of Normal Control
v_124_type_nor 124 124

mal_control

1- Whole Blood; 2- Buffy Coat; 3- Lymphocytes; 4 - Extracted DNA from
Blood; 5- Non-Neoplastic Control Tissue
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sang

INFORMAGOES DA EXTRAGAO DNA/RNA — AMOSTRA TUMORAL
v_1§fmc::13<|:‘olet 125 Data de coleta do tumor (relacionada a variavel 30) R——— 125a / /
v_126_tecido_t Tecido tumoral
o 126 %: -888- Néo se aplica | 120
Necrose
v_127_necrose | 127 %: -888- N3 se aplica 127
v_128_descrica | 490 Descrigdo (DNA/RNA) 128 1
o_rna_dna_tum 1- DNA; 2- RNA; -777- Unknown; -888- Not applicable
v_1 ggfttl?:‘xtra 129 Data da extracéao DD/MMWAAAA 129 / /
v_130_concentr tracs E L
i tum 130 | Concentragéo m ng/u 130
v_1 3310_\'3;‘(&'“'0 131 | Vol.eluigéo Emul | 434 50
v_132_metodo_ | 445 Método de Extragao 132 1
extracao_tum 1- Manual; 2- Automatizado; -777- Ignorado
v_133_qual kit | 434 Kit utilizado 133 1
_tum 1- DNeasy Blood and tissue; 2- RNeasy kit; -777- Ignorado
v_1324é_0ab2580(|)'banci 134 Absorbancia A260/280 134
a_a260_280_tum Numero
v_135_absorbanci Absorbancia A260/230
= o 135 . 135
a_a260_230_tum Numero
, INFORMAGOES DA EXTRAGAO DNA/RNA - AMOSTRA SANGUINEA
Dat: let
v_;:i(:; gtg_ lj::let 136 ata da coleta do sangue R 136 / /
v_137_descricao | 44 Descricdo (DNA/RNA) 137 1
_ma_dna_sang 1- DNA; 2- RNA; -888- Nao se aplica
v_138_dt_extra Data da extragdo
_138_dt_ 138 138 / /
cao_sang DD/MM/AAAA
v_; 2gac:2ﬁzntr 139 | Concentragéo Emng/uL | 439
v_140_vol_eluic 140 Vol.eluicao Em ul 140 50
ao_sang
v_141_metodo_ | 4 44 Método de Extragao 141
extracao_sang 1- Manual; 2- Automatizado; -777- Ignorado
v_142_qual_kit 142 Kit utilizado 142
_sang 1- DNeasy Blood and tissue; 2- RNeasy kit; -777- Ignorado
v_143_absorbanci Absorbancia A260/280
a_a260_9280_san 143 Numero 143
v_144_absorba Absorbancia A260/230
ncia_a260_230 | 144 Namero | 144

Data do ultimo follow-up

/ /

2 Donor Age at Last Followup (Age at last followup)

Campo calculado

Donor Interval of Last Followup (Interval from primary diagnosis to last

4 - relapse; 5 - stable; -777 - Unknown; -888 - Not applicable

4 followup date) Campo calculado
Donor Vital Status (Donor's last known vital status)

4 1- alive; 2- deceased; -777- Unknown; -888 - Not applicable
Disease Status Last Followup (Donor's last known disease status)

5 1- complete remission; 2 - partial remission; 3 - progression;
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6 Numero da release

7 Data desse follow up DD/MM/AAAA
Contato

8 1 - Consulta; 2 - Ligagao telefénica com paciente; 3 - Ligag&o telefonica

familiar; -777 - Data verified to be unknown; -888 - Not applicable

9 Se contato com familiar, qual o familiar?

i Donor Vital Status (Donor's last known vital status)
1- alive; 2- deceased; -777- Unknown; -888 - Not applicable
Disease Status Last Followup

11 1 - complete remission; 2 - partial remission; 3 - progression; 4 - relapse;

5 - stable; -777 - Data verified to be unknown; -888 - Not applicable

12 Numero da release
13 Data desse follow up DD/MM/AAAA
Contato
14 1 - Consulta; 2 - Ligagéo telefénica com paciente; 3 - Ligacgéo telefonica
familiar; -777 - Data verified to be unknown; -888 - Not applicable
15 Se contato com familiar, qual o familiar?
8 Donor Vital Status (Donor's last known vital status)
1- alive; 2- deceased; -777- Unknown; -888 - Not applicable
Disease Status Last Followup
17 1 - complete remission; 2 - partial remission; 3 - progression; 4 - relapse;
5 - stable; -777 - Unknown; -888 - Not applicable
18 Numero da release
19 Data desse follow up DD/MM/AAAA
Contato
20 1 - Consulta; 2 - Ligagao telefénica com paciente; 3 - Ligagao telefonica
familiar; -777 - Data verified to be unknown; -888 - Not applicable
21 Se contato com familiar, qual o familiar?
22 Donor Vital Status (Donor's last known vital status)
1- alive; 2- deceased; -777- Unknown; -888 - Not applicable
Disease Status Last Followup
23 1 - complete remission; 2 - partial remission; 3 - progression; 4 - relapse;

5 - stable; -777 - Data verified to be unknown; -888 - Not applicable

10
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24 Numero da release

25 Data desse follow up DD/MM/AAAA
Contato

26 1 - Consulta; 2 - Ligagao telefonica com paciente; 3 - Ligagao telefénica
familiar; -777 - Unknown; -888 - Not applicable

27 Se contato com familiar, qual o familiar?
Donor Vital Status (Donor's last known vital status)

% 1- alive; 2- deceased; -777- Unknown; -888 - Not applicable
Disease Status Last Followup

29 1 - complete remission; 2 - partial remission; 3 - progression; 4 - relapse;

5 - stable; -777 - Unknown; -888 - Not applicable

Numero da release

31 Data desse follow up DD/MM/AAAA
Contato

32 1 - Consulta; 2 - Ligagao telefonica com paciente; 3 - Ligagao telefonica
familiar; -777 - Unknown; -888 - Not applicable

33 Se contato com familiar, qual o familiar?
Donor Vital Status (Donor's last known vital status)

34 1- alive; 2- deceased; -777- Unknown; -888 - Not applicable
Disease Status Last Followup

35 1 - complete remission; 2 - partial remission; 3 - progression; 4 - relapse;

5 - stable; -777 - Unknown; -888 - Not applicable

Numero da release

38 Data desse follow up DD/MM/AAAA
Contato

39 1 - Consulta; 2 - Ligagao telefonica com paciente; 3 - Ligagéo telefénica
familiar; -777 - Unknown; -888 - Not applicable

40 Se contato com familiar, qual o familiar?
Donor Vital Status (Donor's last known vital status)

4 1- alive; 2- deceased; -777- Unknown; -888 - Not applicable
Disease Status Last Followup

42 1 - complete remission; 2 - partial remission; 3 - progression; 4 - relapse;

5 - stable; -777 - Unknown; -888 - Not applicable

11




Informagoes adicionais - Projeto Mestrado

Tamanho do tumor na maior dimensao (em cm)

1 1
Tamanho do tumor - Observacdes adicionais

1a 1a
Neutrofilos

2 | 2.400-7.300 /mm3 2
Linfécitos

3 | 120-700 /mm3 3
Tempo Diagnéstico-Tratamento (cirurgia)
Data Diagnéstico:

4 4
Data 1° Tratamento:
Peso:

5 5
Altura:
Hipertensao (sim ou nao)

6 6
Intengdo da Nefrectomia

7 |1-Curativa 2- Paliativa 3- Adjuvante -888 Not aplicable 7
Data Recidiva/Progresséao:

8 8
Fez tratamento sistémico? Qual?

9 9
Data inicio terapia sistémica

10 10
Data fim terapia sistémica

1 1
Outros: doenga renal crénica, hemodialise, transplante,

12 diagnostico prévio de RCC e diabetes mellitus. Descrever. 12
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Declaracdo de Conclusdo

hospital
de amor

Declaro a pedido da interessada e para os devidos fins que Flavia Gongalves
Fernandes concluiu a Dissertacdo de Mestrado no Programa de Pds-Graduagdao em
Ciéncias da Saude — drea de Oncologia, da Fundacdo Pio Xl — Hospital de Cancer de

Barretos, sob a orientacdo da Profa. Dra. Adriane Feijé Evangelista.

A aluna defendeu publicamente a Dissertacdo intitulada: “Analise de
alteragGes somadticas do nimero de cépias de DNA do carcinoma renal de células claras”,
perante a Comissdo Julgadora constituida pelos professores: Dra Ana Cristina Victorino

Krepischi, Dr. Stenio de Cassio Zequi, no dia 16 de junho de 2020.

Apods julgamento, a candidata foi considerada aprovada e a ata da Banca

Julgadora serd homologada pelo Conselho de Pds-Graduacao.

Informo que o programa de Mestrado desta Instituicio teve seu
reconhecimento homologado pelo CNE (PORT. MEC 1364, DE 29/09/2011, DOU
30/09/2011, se¢.1, p.40) e o programa de doutorado foi homologado pelo CNE (Port. MEC
1331, de 08/11/2012, DOU 09/11/2012, sec 1, p. 8).

Declaro ainda que o diploma da interessada encontra-se em expedicao e
registro na secretaria de Pds-Graduacao do Instituto de Ensino e Pesquisa do Hospital de

Cancer de Barretos.

Barretos, 16 de junho de 2020.

[ Didlie Siotlem

Carolina Sgorlon Jargetto
Supervisora Administrativo
Pds-Graduagcao em Oncologia



