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RESUMO

O tumor de Wilms, ou nefroblastoma, € o cancer renal mais comum na infancia, afetando
uma em 10.000 criancas, com idade média entre 2 e 3 anos. Atualmente, devido a atuacdo
de equipes multidisciplinares, 90% dos pacientes diagnosticados com tumor de Wilms séo
curados, entretanto, cerca de 25% dos pacientes recaem da doenca, levando a uma
diminuicdo da sobrevida para cerca de 50%. A histologia dos tumores de Wilms é utilizada
como um dos principais fatores prognésticos, como a anaplasia difusa, que esta associada
a um prognastico menos favoravel. Outros fatores progndsticos incluem idade, estadio do
tumor e perda de heterozigosidade nos cromossomos 1p e 16q para tumores tratados com
cirurgia pré-quimioterapia. A implementacdo de biomarcadores moleculares em tumor de
Wilms visa melhorar a estratificag@o de risco dos pacientes, e por isso, diversos candidatos
vém sendo testados por estudos clinicos internacionais. O objetivo deste estudo foi validar
0 uso de potenciais biomarcadores — altera¢cdes de numero de copias de AMER1 (Xq), 1p,
19, MYCN (2p), WT1 (11p), 16q e TP53 (17p) — para auxiliar na classificagéo de risco de
pacientes com tumores de Wilms no Brasil. Para isso, foram coletadas informacdes clinicas
e patoldgicas de todos os pacientes diagnosticados no Centro Infantil Boldrini no periodo
de 2005 a 2020, totalizando 186 pacientes. Destes, 40 pacientes com amostras de tumor
preservadas em RNAlater armazenadas no biobanco da instituicdo, foram avaliadas pela
técnica de Amplificacdo Multiplex de Sondas Dependente de Ligacdo (MLPA, do inglés
Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) para quantificar o nimero de cépias dos
biomarcadores candidatos. Para os experimentos que obtiveram um resultado ambiguo ou
duvidoso, uma técnica ortogonal — Reagdo em Cadeia da Polimerase em tempo real (QPCR,
do inglés quantitative real-time PCR) — foi aplicada para confirmagédo. Dos 40 tumores
avaliados, 20 apresentaram alteragbes cromossOmicas. A alteracdo mais frequente foi o
ganho de 1q (9/40-22,5%), seguido de perda de 16q (8/40-20%) e perda de 1p (6/40-15%).
Um tumor de Wilms apresentou a perda de 1p e 16q concomitantes, referente a paciente
gue desenvolveu metastase durante o tratamento e foi a ébito. No grupo de tumores
analisados, observou-se que houve um predominio de alteragbes moleculares em
pacientes com metastase ao diagnostico, metastase durante o tratamento, progressao,
recaida e 6bito. Apenas um paciente que foi a 6bito ndo apresentou alteragées moleculares,
os demais apresentaram alguma alteracéo genética, sendo o ganho de 1q a alteracdo mais
frequente nesses pacientes. Além disso, a perda de 16q também foi mais frequente em
pacientes com desfechos mais problematicos. Contudo, alguns biomarcadores, como WT1
e MYCN, ndo apresentaram associacao significativa com a recaida e o 6bito. Desse modo,
as caracteristicas dos pacientes atendidos no Centro Infantil Boldrini se assemelham com
as caracteristicas de outras coortes internacionais, mostrando que a perda em 1p e 169 e
0 ganho de 1q sdo potenciais biomarcadores para 0 prognostico de sobrevida inferior em
determinados pacientes com TW.

Palavras-chave: tumor de Wilms, tumor embrionario, biomarcadores, 1q



ABSTRACT

Wilms tumor, or nephroblastoma, is the most common kidney cancer in childhood, affecting
one in 10,000 children, with an average age between 2 and 3 years. Currently, due to the
work of multidisciplinary teams, 90% of patients diagnosed with Wilms tumor are cured,
however, around 25% of patients recover from the disease, leading to a reduction in survival
to around 50%. The histology of Wilms tumors is used as one of the main prognostic factors,
such as diffuse anaplasia, which is associated with a less favorable prognosis. Other
prognostic factors include age, tumor status, and loss of heterozygosity on chromosomes
1p and 16q for tumors treated with prechemotherapy surgery. The implementation of
molecular biomarkers in Wilms tumor aims to improve patients' risk stratification, and
therefore, several candidates have been tested in international clinical studies. The objective
of this study was to validate the use of potential biomarkers — copy humber alterations of
AMER1 (Xq), 1p, 19, MYCN (2p), WT1 (11p), 16q and TP53 (17p) — to assist in risk
classification of patients with Wilms tumors in Brazil. For this, clinical and pathological
information was collected from all patients investigated at the Boldrini Children's Center from
2005 to 2020, totaling 186 patients. Of these, 40 patients with tumor samples preserved in
RNAlater stored in the institution's biobank were evaluated using the Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification (MLPA) technique to quantify the number of copies of
candidate biomarkers. For experiments that obtained an ambiguous or doubtful result, an
orthogonal technique — real-time Polymerase Chain Reaction (QPCR) — was applied for
confirmation. Of the 40 tumors evaluated, 20 showed chromosomal changes. The most
frequent change was the gain of 1q (9/40-22.5%), followed by loss of 16q (8/40-20%) and
loss of 1p (6/40-15%). A Wilms tumor presented the loss of concomitant 1p and 16q,
referring to a patient who developed metastasis during treatment and died. In the group of
tumors analyzed, it was observed that there was a predominance of molecular changes in
patients with metastasis at diagnosis, metastasis during treatment, progression, relapse and
death. Only one patient who died did not present molecular alterations, the others presented
some genetic alteration, with the gain of 1q being the most frequent alteration in these
patients. Furthermore, 16q loss was also more frequent in patients with more problematic
outcomes. However, some biomarkers, such as WT1 and MYCN, did not show a significant
association with relapse and death. Thus, the characteristics of patients treated at the
Boldrini Children's Center are similar to the characteristics of other international cohorts,
showing that the loss of 1p and 16qg and the gain of 1q are potential biomarkers for the
prognosis of inferior survival in certain patients with WT.

Keywords: Wilms tumor, embryonal tumor, biomarkers, 1q
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1 INTRODUCAO

O cancer infantojuvenil, diagnosticado em criancas e adolescentes entre 0 e 19 anos,
é uma doenca rara, representando 2 a 3% do total de canceres. No entanto, mundialmente,
representa a primeira causa de morte por doenca entre criancas e adolescentes. Cerca de 400
mil criangas e adolescentes sdo diagnosticados com cancer com variagdes relacionadas a
faixa etaria (STELIAROVA-FOUCHER et al., 2017), conforme apresentado na Figura 1.
No Brasil, para cada ano do triénio 2020-2022, foram cerca de 4.310 casos novos de cancer

infantojuvenil para o sexo masculino e de 4.150 para o sexo feminino (INCA, 2019).

Il | eucemia

I Linfoma

B Tumores do SNC

[ Tumores do sistema nervoso simpitico
I Retinoblastoma

3 Tumores renais

Bl Tumores hepaticos

[ Tumores ésseos
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Figura 1 - Distribui¢do mundial de canceres por faixa etaria no periodo de 2001-10 (retirada de
STELIAROVA-FOUCHER et al., 2017).

Os tumores renais correspondem a aproximadamente 5% dos tumores pediatricos,
sendo 0s mais comuns: tumor de Wilms (TW, que corresponde a 95% dos casos), tumor
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teratoide rabdoide, sarcoma de células claras renal e carcinoma renal (STILLER, ALLEN,
EATOCK, 1995; RIVERA, HABER, 2005; SPREAFICO, BELLANI, 2006; DAVIDOFF,
2009; CHU et al., 2010; STELIAROVA-FOUCHER et al., 2017; NAKATA et al., 2020;
BALIS et al., 2021).

1 Caracteristicas gerais do tumor de Wilms
1.1 Epidemiologia

O tumor de Wilms (TW), nome que remete ao médico alemdo Carl Max Wilhelm
Wilms (1867-1918), que descreveu a doenca pela primeira vez em 1899, é a neoplasia renal
mais comum na infancia, com prevaléncia de uma em 10.000 criancas menores de 15 anos
de idade (BRESLOW et al.,, 1993; SZYCHOT, APPS, PRITCHARD-JONES, 2014;
SPREAFICO et al., 2021). Tipicamente, a doenca apresenta um pico de incidéncia entre 0 2°
e 0 3°ano de vida, sendo que a maioria das criangas (75%) desenvolve o TW entre 1 e 5 anos
de idade (BRESLOW et al., 1993; BALIS et al., 2021).

A taxa de incidéncia mundial varia, sendo mais alta entre criancas afro-americanas,
seguida por criangas caucasianas e por ultimo em criancas asiaticas (BRESLOW et al., 1994;
HADLEY, ROUMA, SAAD-ELDIN, 2012; STELIAROVA-FOUCHER et al., 2017;
APPLE, LOVVORN, 2020). Incluindo outros tumores renais, as maiores taxas por milhdo
de pessoas-ano de 0 a 14 anos sdo da Africa Subsaariana (6,7 a 10,9), América do Norte e
Europa (9,1 a 9,8); a menor taxa é da Asia (4,1 a 5,4); sendo no Brasil de 8,4 e a taxa global
de 8,3 (LIBES et al., 2022).

Normalmente, o TW surge em um Gnico rim (unilateral), mas aproximadamente 5%
a 8% dos pacientes apresentam tumores em ambos os rins (bilateral) (CHARLTON et al.,
2017), situacdo que tende a se manifestar em idade mais precoce (KUMAR et al., 2004;
RIVERA, HABER, 2005; BUCKLEY, 2011).
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1.2 Diagnostico

O diagndstico do TW é realizado por meio de avaliagdes laboratoriais, radiologicas,
ultrassonograficas e tomogréaficas. Por meio dessas avaliacdes, e, se necessario outras, 0
médico infere o estadiamento da doenca, ou seja, avalia a sua magnitude por meio da

observacdo de diferentes varidveis estabelecidas internacionalmente.

H& dois tipos de estadiamento: o clinico, que € estabelecido por meio de exames
preliminares do paciente; e o patoldgico, que é estabelecido pelos achados cirdrgicos e na
peca tumoral. Ambos estadiamentos, clinico ou patoldgico, podem ou néo ser coincidentes,

sendo o estadiamento patoldgico mais preciso (INCA, 2022).

O estadiamento clinico do paciente com TW esta representado no Quadro 1 (PQD,
2002, BALIS et al., 2021).

Quadro 1 - Estadiamento clinico de pacientes com TW de acordo com o protocolo de tratamento do COG (do
inglés Children's Oncology Group), que preconiza cirurgia pré-quimioterapia.

Estadio | Caracteristicas

| Tumor restrito ao rim e completamente ressecado

1 Tumor além do rim, mas restrito a loja renal e completamente ressecado

11 Tumor além do rim, resseccdo incompleta, implantes peritoneais restritos ao abdome

v Qualquer um dos estadios anteriores com disseminacdo hematogénica/metéstases a distancia

Vv Tumor bilateral

Fonte: Children's Oncology Group

O estadiamento patologico de TW, conforme preconiza a Sociedade Brasileira de
Patologia, segue as seguintes classificagdes: | - tumor limitado ao rim e completamente
ressecado (margens livres); 1l - tumor estende-se além do rim, mas completamente ressecado
(margens livres) e linfonodos negativos; I - tumor residual ndo hematogénico confinado ao
abdome (pode se estender aos tecidos moles perirrenais, veia renal e veia cava); IV -

metastases hematogénicas (pulmao, figado, 0sso, cérebro e outros locais, como os linfonodos
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regionais). Se o estadiamento clinico é V, cada rim deve ser estadiado em um dos quatro

estadios iniciais.

1.3 Morfologia

O TW tem uma morfologia heterogénea, apresentando trés componentes histologicos:
blastematoso, epitelial e estromal (BECKWITH et al., 1990), que podem variar em
proporcédo, apresentando inclusive TWs bifasicos ou monofasicos. O perfil de expressédo
génica de cada componente se assemelha a fases distintas do desenvolvimento renal, sendo
que o componente blastematoso apresenta um perfil de expressdo mais semelhante as fases
iniciais (MASCHIETTO et al., 2008).

O componente epitelial € caracterizado por apresentar células diferenciadas, com
estruturas epiteliais primitivas semelhantes a rosetas, que se assemelham aos tubulos renais
ou glomérulos. O componente estromal é composto por células mesenquimais
indiferenciadas que podem se diferenciar em células de musculo esquelético, tecido adiposo,
cartilagem ou osso devido a diferenciacédo heteréloga do estroma neoplasico, principalmente
em TWs submetidos a quimioterapia pré-operatoria. O componente blastematoso representa
o tipo celular menos diferenciado e o mais maligno, caracterizado por pequenas células azuis
redondas e rapida atividade mitética (POPOV, SEBIRE, VUJANIC, 2016).

Os tipos histologicos do TW estdo representados na Figura 2 (SPREAFICO et al.,
2021).
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Flgura 2 leerentes padroes hlstologlcos do TW (retlrada de SPREAFICO et aI 2021) a) TIpO mlsto com
componente blastematoso e epitelial. b) Tipo blastemoso. ¢) Tipo misto con5|st|nd0 em componentes
epiteliais e estromais maduros. d) Tipo epitelial composto por tibulos moderadamente diferenciados. €) Tipo
estromal com elementos heter6logos incluindo cartilagem e musculo esquelético. f) Anaplasia em TW com
mitoses atipicas, aumento nuclear e hipercromasia.

De acordo com o protocolo de tratamento COG, mais especificado no proximo tépico,
o TW pode ser separado em dois grupos prognosticos: histologia favoravel e histologia
desfavoravel. Quanto a histologia favoravel, o TW imita o desenvolvimento trifasico de um

rim normal, com células blastematosas, epiteliais e estromais, embora nem todos os tumores
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sejam trifasicos (LI et al., 2002). Em condi¢es ideais de tratamento, a sobrevida em cinco
anos é superior a 90% para criangas diagnosticadas com tumores de histologia favoravel em
qualquer estadio (DOME, PERLMAN, GRAF, 2014; DOME et al., 2015; GRATIAS et al.,
2016; IRTAN, EHRLICH, PRITCHARD-JONES, 2016).

A histologia desfavoravel esté relacionada a presencga de anaplasia, definida como
celulas com grandes ndcleos hipercromaticos e de figuras mitoticas poliploides multipolares
anormais, e pode estar presente em qualquer dos trés componentes histologicos
(BECKWITH, PALMER, 1978). Essas células podem apresentar-se de maneira focal ou
difusa, ou seja, podem estar limitadas a certas partes do tumor ou espalhadas por ele (FARIA
et al., 1996). A anaplasia é observada em 5% a 10% dos TWSs, com incidéncia maior em
pacientes mais velhos (ZUPPAN, BECKWITH, LUCKEY, 1988), e é associada a resisténcia
a quimioterapia e ao pior prognostico (DOME, PERLMAN, GRAF, 2014).

Quanto a morfologia, também é possivel encontrar restos nefrogénicos (RN), que sdo
lesBes indiferenciadas com células precursoras renais embrionérias anormalmente retidas e
dispostas em grupos em cerca de 1% dos casos (BECKWITH, 1993, 1997). Os RNs sédo
classificados baseados na localizacdo no rim: RN perilobar (RNPL) sdo encontrados
préximos a periferia do I16bulo renal e associados com TW com predominio dos componentes
blastematoso ou epitelial (VUONONVIRTA et al., 2008); e RN intralobar (RNIL) sdo
encontrados na medula, como consequéncia de algum erro precoce durante a nefrogénese.
Os RNs sdo tipicamente associados com TW com predominio de componente estromal com
diferenciacdo para elementos mesenquimais e mutacao/delecdo de WT1 (SCHUMACHER et
al., 2003).

1.4 Tratamento

O tratamento de cada paciente com TW varia de acordo com o estadiamento, a
histologia e a resposta a quimioterapia (PRITCHARD-JONES et al., 2014; CHARLTON,
PAVASOVIC, PRITCHARD-JONES, 2015). O tratamento do TW é sempre

multidisciplinar, com cirurgia e quimioterapia, aléem de radioterapia em casos especificos.
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Atualmente, os fatores prognosticos considerados mais relevantes para a decisdo terapéutica
séo o estadiamento e a histologia da peca tumoral (DOME, PERLMAN, GRAF, 2014).

Héa duas abordagens principais de tratamento parao TW (LOPES, LORENZO, 2017):
o0 protocolo do Grupo de Oncologia Infantil (COG, do inglés Children's Oncology Group) e
o protocolo da Sociedade Internacional de Oncologia Pediétrica (SIOP, do francés Societé

Internationale d’Oncologie Pedidtrique).

Ambos o0s grupos, COG e SIOP, de forma geral, utilizam a quimioterapia pds-
operatoria, exceto em alguns casos. Além disso, ambos tratam criancas menores de 6 meses
de vida com nefrectomia primaria (VAN DEN HEUVEL-EIBRINK et al., 2017).

O protocolo do COG recomenda a nefrectomia inicial, seguida de quimioterapia p6s-
operatoria, e, em alguns pacientes, radioterapia (D’ANGIO et al., 1989; JEREB et al., 1994;
GREEN, 2004). Essa abordagem permite, por exemplo, o diagndstico histolégico precoce e

a coleta de materiais bioldgicos inalterados.

Por outro lado, o protocolo SIOP preconiza a quimioterapia pré-operatoria, visando
a diminuicdo do volume do tumor e, portanto, o risco de ruptura tumoral durante a cirurgia,
e menor estadiamento pés-operatorio (GRAF, TOURNADE, DE KRAKER, 2000). Nessa
abordagem, a quimioterapia pré-operatoria pode alterar a histologia do tumor, como diminuir
a quantidade de células blastomatosas, uma vez que essas células séo melhores respondedoras
ao tratamento quimioterapico. Desta forma, também permite a avaliacdo da resposta tumoral
ao tratamento quimioterapico inicial (POPOV, SEBIRE, VUJANIC, 2016).

O Quadro 2 compara os dois grupos de tratamento. E importante ressaltar que ambos
os protocolos apresentam semelhantes e excelentes sobrevida livre de eventos (EFS, do inglés
Event-Free Survival) quanto sobrevida global (OS, do inglés Overall Survival) (IRTAN,
EHRLICH, PRITCHARD-JONES, 2016).
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Quadro 2 - Protocolos do COG e da SIOP para pacientes diagnosticados com tumores renais.

COG

SIOP

Cirurgia

Primeira abordagem

Cirurgia ap6s quimioterapia

Quimioterapia
pré-operatdria

Em alguns casos é necessario fazer, como
quando o tumor esta inoperavel

Para todos os pacientes com mais de 6
meses

Regimes

Regimen EE-4A: vincristina,
dactinomicina x 18 semanas pOs-
nefrectomia

Regimen DD-4A: vincristina,

dactinomicina, doxorrubicina x 24
semanas; nefrectomia ou bidpsia basal
com nefrectomia subsequente

Regimen I. vincristina, doxorrubicina,
ciclofosfamida, etoposideo x 24 semanas
apos a nefrectomia

Regimen M: vincristina, dactinomicina,
doxorrubicina, ciclofosfamida e
etoposideo com subsequente radioterapia
Regimen UH1: vincristina,
doxorrubicina, ciclofosfamida,
carboplatina e etoposideo x 30 semanas +
radioterapia

Regimen vincristina,
doxorrubicina, ciclofosfamida,
carboplatina, etoposideo, vincristina e
irinotecano x 36 semanas + radioterapia

UH2:

Para pacientes com tumor localizado
unilateral, o pré-tratamento de 4 semanas
com vincristina (semanal) e dactinomicina
(quinzenal);

Para pacientes com tumores bilaterais,
recomenda-se  vincristina-dactinomicina
por ndo mais de 9-12 semanas (a
doxorrubicina é adicionada para reforco
em alguns pacientes);

Para pacientes com metastase, um regime
incluindo 6 semanas de vincristina-
dactinomicina e doxorrubicina nas
semanasle5

Quimioterapia
pés-operatdria

Em todos os pacientes, exceto aqueles com risco muito baixo

Estadio V

Ambos recomendam quimioterapia pré-operatoria e ressec¢do para TW bilateral

Recorréncia

A abordagem difere de TW recidivado de
risco baixo, risco intermediario e risco
alto

Classifica o0s pacientes com TW
recidivado em grupos AA, BB e CC

Fonte: Adaptada de PQD, 2002; WANG et al., 2019.

Considerando os dois protocolos principais de tratamento (COG e SIOP) e a
histologia do tumor, o paciente pode ser classificado como risco baixo, risco intermediario e

risco alto, conforme o Quadro 3.
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Quadro 3 - Classificacdo de risco para TW unilateral baseado em histologia.

favoravel

Sem evidéncia de
anaplasia

mais locais discretos dentro do
tumor primario, sem
envolvimento extrarrenal

Nenhum disturbio nuclear fora
dos focos anaplésicos

Protocolo | Risco Baixo Risco Intermediario Risco Alto

SIOP TW completamente TW com predominio do TW com predominio do
necrotico componente epitelial, estromal, | componente blastematoso

misto ou regressivo

Nefroblastoma cistico TW com anaplasia difusa
parcialmente
diferenciado TW com anaplasia focal

COG TW de histologia Anaplasia confinada a um ou TW com predominio do

componente blastematoso
Anaplasia néo localizada

Anaplasia em locais invasivos
ou depdsitos extrarrenais

Anaplasia localizada com
varios distlrbios nucleares

Anaplasia em uma amostra de
bidpsia aleatoria

Anaplasia envolvendo a borda
de uma ou mais se¢oes

Fonte: Adaptada de Dome, Perlman & Graf, 2014.

Como mencionado acima, embora existam algumas diferencas na abordagem

terapéutica e nos critérios para estadiamento e classificacdo de risco, esses grupos

conduziram diferentes estudos clinicos e moleculares que forneceram conhecimento baseado

em evidéncias para estabelecer os melhores tratamentos para pacientes com TW.

Com os avancos terapéuticos, as taxas de OS de pacientes com TW chegam a
aproximadamente 90% (SZYCHOT, APPS, PRITCHARD-JONES, 2014). No entanto, a OS
de subgrupos especificos de pacientes, como histologia desfavoravel, doenca bilateral e

recidiva da doenca, permanece em torno de 50%. Juntos, estes grupos de maior risco
representam cerca de 25% dos pacientes com TW (DOME et al., 2015; PRITCHARD-
JONES et al., 2015).
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2 Aspectos Biologicos do TW

Diferentes eventos moleculares sdo responsaveis pelo inicio e pela progressdao do
cancer. Os tumores solidos pediatricos provavelmente se originam durante a diferenciacéo
celular (CHEN, PAPPO, DYER, 2015).

Semelhante a outros tumores embrionarios, os TWs apresentam relativamente poucas
alteracOes genéticas, que podem estar associadas a predisposic¢ao ao desenvolvimento do TW
em 10% a 20% dos casos (DOME, HUFF, 2003; KALISH et al., 2017). A caracterizacéo
molecular de diversas sindromes de predisposicdo ao desenvolvimento de TW levou a

identificacdo de genes/loci que também séo encontrados nos tumores esporadicos.

Anomalias congénitas, como aniridia, anomalias geniturinarias, gigantismo, hemi-
hiperplasia, macroglossia ou crescimento excessivo sugerem a presenca de certas sindromes
de predisposicdo  genética, como Sindrome de Denys-Drash  (genitalia
ambigua/pseudohermafroditismo  masculino, esclerose mesangial difusa, TW e
gonadoblastoma), Sindrome de WAGR (tumor de Wilms, aniridia, anomalia genito-urinaria
e retardo mental), Sindrome de Frazier (hermafroditismo masculino, amenorréia primaria,
insuficiéncia renal crénica e outras anormalidades) e Sindrome de Beckwith-Wiedemann
(desordem de crescimento e associada com risco aumentado para desenvolver
hepatoblastoma e TW) (DOME, HUFF, 2003; HILLEN et al., 2016).

Ha outras sindromes associadas ao TW, como Perlman (DIS3L2), Simpson-Golabi-
Behmel (GPC3 e GPC4), CLOVES (PIK3CA), Sotos (NSD1), microdelecdo 9¢22.3
(PTCH1), Bloom (BLM), Li-Fraumeni (TP53 e CHEK?2), Alagille (JAG1) e Bohring-Opitz
(ASXL1).

O Quadro 4 apresenta sindromes e condi¢des relacionadas ao aumento de risco para
desenvolvimento de TW (TREGER et al., 2019).
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Quadro 4 - Caracteristicas clinicas associadas com aumento de risco para desenvolvimento de TW.

Sindrome / Condic¢éo

Gene / alteragéo

Alto Risco de TW (>20%)

Sindrome WAGR

Delecdo WT1

Sindrome Denys-Drash

Mutacdo missense WT1

Sindrome Perlman

Mutacéo DIS3L2

Anemia de Fanconi

Mutacdo bialélica BRCA ou PALB2

Separagdo cromatide prematura / aneuploidia variegada em
mosaico

Mutacdo bialélica BUB1B ou TRIP13

Moderado Risco de TW (5-20%0)

Sindrome Frasier

Mutacdo splicing no intron 9 de WT1

Sindrome Beckwith-Wiedemann

Dissomia uniparental ou epimutacéo
em IGF2/H19 (11p15)

Sindrome Simpson-Golabi-Behmel

Mutacdo GPC3

Baixo Risco de TW (<5%)

Sindrome Bloom

Mutacéo bialélica BLM

Sindrome DICER1

Mutacdo DICER1

Sindrome Li-Fraumeni

TP53, CHEK2

Hemihiperplasia isolada

Variavel

Sindrome de hiperparatireoidismo — Tumor de Mandibula

Mutagio CDC73 (HRPT2)

Sindrome de nanismo MULIBREY (anormalidades distintas dos
musculos, figado, cérebro e olhos)

Mutagéo TRIM37

Supercrescimento segmentar relacionado a PIK3CA incluindo
Sindrome de CLOVES (supercrescimento lipomatoso congénito,
malformac6es vasculares, nevos epidérmicos e anormalidades
esqueléticas/espinhais)

Mutacdo PIK3CA

Sindrome de microdele¢do 9922.3 9922.3
Sindrome Sotos NSD1
Tumor de Wilms familiar FWT1 e FWT2
Anomalias geniturinarias WT1
Aniridia esporadica WT1

Trissomia 18

Fonte: Adaptado de Treger et al., 2019 e PQD, 2002
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Uma caracteristica marcante dos TWSs, assim como em outros tumores embrionarios,
é a frequéncia relativamente baixa de mutacfes somaticas, detectadas em até 30% dos casos,
envolvendo cerca de 30 genes. Dentre estes, 0s mais frequentemente alterados sdo: WT1,
CTNNB1, AMER1 (WTX), DROSHA, DGCR8, XPO5, DICERL, SIX1, SIX2, MLLT1, MYCN
e TP53 (SCOTT et al., 2012; GADD et al., 2017; MAHAMDALLIE et al., 2019). Embora
alguns genes ja tivessem sido citados em outros estudos, como WT1, CTNNB1, FAM123B,
DROSHA, DGCR8, XPO5, DICERL, SIX1, SIX2, MLLT1, MYCN e TP53; com estudos de
sequenciamento de exoma e genoma completo, novas mutacdes foram identificadas em genes
anteriormente ndo reconhecidos como envolvidos em TWs, como BCOR, BCORL1, NONO,
MAX, COL6A3, ASXL1, MAP3K4 e ARID1A (GADD et al., 2017).

Além de alteracdes em genes especificos implicados no desenvolvimento do TW, a
patogénese da doenca também pode estar associada a outros eventos, como ganhos dos
cromossomos 1q, 2, 79, 8, 12 e 13, e perdas dos cromossomos 1p, 7p, 16q e 22q (HOGLUND
etal., 2004; WILLIAMS et al., 2011).

Também sdo identificadas alteracGes relacionadas aos processos de desenvolvimento
renal em pacientes com TW, sendo a via de sinalizacdo Wnt a mais comumente alterada.
Essa via apresenta dois ramos que controlam o desenvolvimento embrionario e a homeostase
das células adultas: o candnico (ou dependente de [B-catenina - codificada pelo gene
CTNNBL) e 0 ndo-canénico (ou independente de B-catenina). A via candnica Wnt é ativada
por proteinas WNT, que impede a degradagao da B-catenina, resultando no seu acumulo
citoplasmatico, e atuando na expressdo de genes envolvidos em importantes processos
celulares; contudo, mutagcdes em CTNNBL1 interferem nessa via de sinalizagdo (CARRARO,
RAMALHO, MASCHIETTO, 2016; DUHME et al., 2021).
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3 O panorama de alteracdes em TWs

Uma das maneiras de identificar um tumor é por meio de um biomarcador, que pode
ser definido como uma alteracdo qualitativa ou quantitativa de uma molécula, substancia ou
processo que pode ser detectado por algum tipo de ensaio, e essas alteracdes podem auxiliar
na detecgdo, progndstico e monitoramento do cancer (VIRJI, MERCER, HERBERMAN,
1988; HAYES et al., 1996; DUFFY, 2001).

A historia dos biomarcadores ndo € recente, ja que em 1846 o médico inglés Henry
Bence-Jones (1813-1873) identificou proteinas na urina como biomarcadores para mieloma
maltiplo (VIRJI, MERCER, HERBERMAN, 1988). No que tange ao TW, diferentes
biomarcadores tém sido propostos, como alteragdes em TP53 ou em WT1, a fim de permitir
um diagnostico precoce ou identificar pacientes de alto risco, consequentemente poupando
os indesejados efeitos da terapia em pacientes com a doenca menos agressiva (LAHOTI et
al., 1996; WEN et al., 1997; GHAGEM et al., 2005).

Os biomarcadores que refletem alteragcdes nas regides cromossdmicas, séo o foco
deste estudo, que visa validar ganhos e perdas cromossémicas que tém sido testados como
candidatos a biomarcadores associados ao prognostico de pacientes com TW pelos grupos
cooperativos internacionais. Dentre as alteracbes mais recorrentes em TWSs, as seguintes
estdo sendo avaliadas prospectivamente pelos estudos clinicos atuais: mutacdes em AMER1
(XQq), perda de 1p, ganho de 1q, amplificacdo e mutacdes em MYCN (2p), mutacdes e perda
de WT1 (11p), perda de 16q, alteracdes em TP53 (17p).

3.1 Ganho de 1q

O ganho do cromossomo 1q foi avaliado pela primeira vez em 67 casos de pacientes
com TW de histologia favoravel (46 com recidiva e 21 sem recidiva), pelo método de
hibridizacdo gendmica comparativa (CGH, do inglés Comparative Genomic Hybridization),
que identificou o ganho de 1q como sendo mais frequente no grupo de recaida 27/46 (59,0%)
vs. 5/21 (24,0%) (HING et al., 2001). No ano seguinte, por meio da hibridizag&o de sequéncia

expressa comparativa (CESH, do inglés Comparative Expressed Sequence Hybridization),


https://link.springer.com/referenceworkentry/10.1007%2F978-1-4020-6754-9_3398
https://link.springer.com/referenceworkentry/10.1007%2F978-1-4020-6754-9_3398
https://link.springer.com/referenceworkentry/10.1007%2F978-1-4020-6754-9_3398
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em 18 amostras tumorais de pacientes com TW de histologia favoravel (10 com recidiva e 8
sem recidiva), o ganho de 1q foi encontrado nas 10 amostras com recidiva, sugerindo uma

associacdo desse marcador com a recidiva dos pacientes (LU et al., 2002).

Um estudo realizado por Williams e colaboradores em 2004, em que 27 amostras de
TW de histologia favordvel de nefrectomias primérias (13 com recidiva) foram analisadas
pela técnica de microarranjo e a incidéncia de ganho de 1q foi maior nos casos recidivados
(7 de 13) do que néo recidivados (1 de 14) (WILLIAMS et al., 2004). Outra técnica utilizada
para a avaliacdo do ganho de 1q foi a hibridizacdo gendmica comparativa baseada em
microarranjos (aCGH, do inglés array Comparative Genome Hybridization), em que 33 de
76 amostras de TW apresentaram ganho do cromossomo 14, e 0s pacientes com maior ganho
de 1q tiveram pior prognostico (NATRAJAN et al., 2006a), demonstrando posteriormente
associacdo entre a microamplificacdo no cromossomo 1g25.3 e a recidiva em pacientes com
TW de histologia favoravel (NATRAJAN et al., 2006b).

Por meio da técnica de microarranjo de DNA, altera¢cdes de nimero de cdpias foram
avaliados em 77 TWs com e sem recidiva identificando que ganhos em 1qg21.1-931.3

poderiam estar associados a recidiva (PEROTTI et al., 2012).

Um outro estudo mostrou que 19% de pacientes com TWs (64/331) tiveram ganho de
1q e que esse ganho foi associado a perda de 16q e de 1p (SEGERS et al., 2013).
Corroborando esses achados, foram avaliadas amostras de TWSs de histologia favoravel e o
ganho de 1q e a perda de 1p e de 16q foram determinados usando a técnica de Amplificacdo
Multiplex de Sondas Dependente de Ligacdo (MLPA, do inglés Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification), identificando que 27% (58/212) dos pacientes apresentaram
ganho de 1q, além de mostrar uma forte relacdo entre o ganho de 1q e a perda de 1p/16q para
pacientes tratados no protocolo do COG. A EFS e a OS foram maiores para 0s casos que ndo
apresentaram ganho de 1g em relagdo aos que tiveram ganho. O estudo mostrou também que

0 ganho de 1q foi associado a recidiva da doenca (GRATIAS et al., 2013).

Um estudo com uma coorte de 1.114 pacientes com TW tratados no protocolo da
SIOP pela técnica de MLPA, em que 317 de 1114 (28%) apresentaram ganho de 1q, tanto a

EFS quanto a OS foi maior para 0s casos que ndo apresentaram ganho de 1q em relagéo aos
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que tiveram ganho. Dentro de cada estadio da doenca, o ganho de 1q foi associado a EFS
inferior (GRATIAS et al., 2016). Um outro estudo que também utilizou a técnica de MLPA,
publicado por Chagtai e colaboradores (2016), demonstrou a viabilidade da utilizacdo do
ganho de 1g como biomarcador progndstico, em que 167 de 586 (28%) dos pacientes
apresentaram ganho de 1g, em associagdo com EFS e OS, que foram maiores para oS
pacientes sem ganho de 1q, ou seja, 0 ganho de 1q pode ser um biomarcador prognostico
potencialmente valioso no TW associado a resposta histologica a quimioterapia preé-

operatoria e ao estadiamento do tumor (CHAGTAI et al., 2016).

3.2. Perda de 1p e 16q

A perda de heterozigosidade (LOH, do inglés Loss of Heterozygosity) do cromossomo
16q foi identificada concomitante com LOH no cromossomo 1p em TW (MAW et al., 1992).
Na maior parte do genoma humano, as células tém duas copias, uma de cada progenitor.
Contudo, eventos como delecdo, mutacdo, recombinacdo mitética ou perda de um
cromossomo inteiro, podem resultar na perda de uma das coOpias, tornando uma célula
somatica heterozigota em homozigota, denominada como perda de heterozigose (CAVENEE
etal., 1983; BROWN, 1997).

A perda de 1p e 16¢g mostrou associa¢do com aumento de risco de recidiva ou morte,
como demonstrado em um estudo que utilizou a técnica de Southern blot com 232 pacientes
com TW (206 com histologia favoravel, 17 com histologia desfavoravel (anaplasia focal ou
difusa) e 9 com histologia desconhecida), do total, a perda de 16q foi identificada em 35
casos (17%) enquanto a perda de 1p em 21 casos (12%), e 6 casos com ambos as perdas
(4%). Pacientes com perda de 16q tiveram taxas de recidiva 3,3 vezes maiores e de
mortalidade 12 vezes maiores do que pacientes sem perda 16g. Os pacientes com perda de
1p tiveram taxas de recidiva e mortalidade trés vezes maiores do que 0s pacientes sem perda
de 1p. Apesar desses resultados ndo terem sido estatisticamente significativos, foram
avaliados em um numero pequeno de casos, e por isso, ainda levantaram a hipétese de que
esta associacdo deveria ser mais bem avaliada em um grupo maior e independente de tumores
(GRUNDY et al., 1994).
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Posteriormente, foi reportado que a perda simultanea de 1p e 16q esta associada aos
resultados adversos em pacientes com TW de histologia favoravel tratados com nefrectomia
priméaria. De 1.727 casos de TWs com histologia favoravel, 301 (17,4%) tiveram perda de
16q e 195 (11,3%) apresentaram perda de 1p; e de 182 pacientes com histologia desfavoravel
(com anaplasia), 59 (32,4%) tiveram perda de 16q e 29 (15,9%) apresentaram perda de 1p
(GRUNDY et al., 2005).

Um estudo desenvolvido por Spreafico e colaboradores (2013) com 125 pacientes
com TW com histologia favoravel tratados primeiro com cirurgia, pela técnica de
microssatélites como marcadores de deteccdo de LOH encontrou uma associacdo entre
prognastico pior e delecdo de 1p, mas ndo nos casos com delecdo de 16q (SPREAFICO et
al., 2013).

Ja o estudo de Gratias et al. (2013), por meio da técnica de MLPA, mostrou uma forte
relacdo entre ganho de 1q e perda de 1p/16q, os tumores com ganho de 1q — que foram 58/212
(27%) — foram mais propensos a ter perda de 16q (42,6%) ou perda de 1p (32,5%) do que
tumores sem ganho de 19 (GRATIAS et al., 2013).

Por outro lado, outro estudo com 426 pacientes com TW de histologia favoravel
tratados com nefrectomia imediata (63%) ou quimioterapia pré-operatdria (37%), a perda de
1p foi encontrada em 44 pacientes (10,3%) e a perda de 16q foi encontrada em 62 pacientes
(14,6%) e a perda em ambos foi encontrada em 11 pacientes (2,6%); independentemente da
abordagem inicial da terapia, a perda de 16q foi associada a um risco aumentado de recaida
e morte e a perda de 1p ndo apresentou associacdes significativas (MESSAHEL et al., 2009).
Entretanto, um estudo mostrou que a EFS de pacientes com TW foi inferior na presenca de
LOH 1p ou 164, mas ndo houve impacto significativo na OS (FERNANDEZ et al., 2018).

Assim, em TW sem quimioterapia prévia, a LOH de 16q e 1p perde significancia
como marcadores prognoésticos independentes na presenca de ganho de 1g. No entanto, na
auséncia de ganho 1qg, a LOH de 16q e 1p retem seu impacto prognostico adverso e a LOH
de 1p e 16g combinada é associada a pior prognostico (GRATIAS et al., 2016).
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3.3 Alteragdes em TP53

Outra alteracdo cromossdmica recorrente em TW ocorre em 17p, afetando o gene
TP53 (17p13). Este gene codifica um fator de transcricdo que regula a expressdo de genes
envolvidos no ciclo celular, senescéncia e apoptose. Alteracfes em TP53 estdo associadas a
histologia anapléasica, sendo que um dos primeiros estudos que demonstrou que essa
associacao identificou mutages na proteina P53, presente em oito dos onze casos de TWs
anaplasicos avaliados (BARDEESY et al., 1994).

Mutacdes na regido codificadora de TP53 foram encontradas em 2 de 21 (9,5%) casos
de TWs avaliados de pacientes com doenca em estadiamento avancado (18 com histologia
favoravel e 3 com histologia desfavoravel - 2 com anaplasia focal e 1 com anaplasia difusa),
indicando que embora as mutagdes nesse gene ocorram com pouca frequéncia em TWSs, elas
podem estar associadas a doenca avancada (MALKIN et al., 1994). Outro estudo com sete
TWs de histologia desfavoravel (4 com anaplasia focal e 3 com anaplasia difusa), encontrou
mutacdes em TP53 em seis dos casos avaliados, dos quais em cinco essas alteragdes foram
restritas as regides anaplasicas (BARDEESY, BECKWITH, PELLETIER, 1995).

Em um outro estudo, trés TWs anaplasicos foram comparados com 10 TWSs de
histologia favoravel para expressao de P53 por técnicas de imunohistoquimica e de Northern
blot, em que todos os TWSs de histologia favoravel continham um gene TP53 de tipo selvagem
e expressavam niveis marginais de proteina como esperado para 0 TP53 normal, enquanto
todos os tumores anaplasicos demonstraram evidéncias de alteracdes da P53, sugerindo um
envolvimento do TP53 na anaplasia do TW (EL BAHTIMI et al., 1996).

Mutacdes em TP53 sdo encontradas em 4% a 20% dos TWs de histologia favoravel
(D’ANGIO et al., 2003). Posteriormente, analisando cinco loci (WT1, CTNNB1, WTX, TP53
e H19/IGF2) foram identificadas mutagdes em TP53 em 3 de 65 (5%) dos TWSs esporadicos
(SCOTT etal., 2012). Os pacientes com TW com anaplasia difusa (TWAD) séo classificados
como de alto risco em ambos os protocolos COG e SIOP, e podem ser divididos em dois
grupos distintos quanto ao progndstico. Pacientes com TWAD e alteracbes em TP53
(sequéncia alterada e/ou perda de pelo menos um alelo) tem um risco aumentado de recaida

e morte, comparado ao primeiro grupo, o que demonstra que pacientes com TWAD com ou
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sem mutagdo de TP53 devem ser classificados em diferentes grupos de risco e, portanto,
serem tratados de forma diferente (MASCHIETTO et al., 2014b).

Um estudo de pacientes tratados conforme o protocolo COG, demonstrou que 57 de
118 pacientes (48%) com TW de histologia desfavoravel apresentaram mutacdes TP53 pela
técnica de MLPA (OOMS et al., 2016).

Uma porcentagem similar para pacientes tratados conforme o protocolo SIOP foi
identificada utilizando técnicas de MLPA e hibridacao in situ por fluorescéncia (FISH, do
inglés Fluorescence In Situ Hybridization), em que foram avaliados 86 TWs (47 de alto risco
(30 anaplasia difusa e 17 blastémicos) e 39 de risco baixo/intermediério), sendo que 45/86
TWs apresentaram alteragdes TP53, predominantemente com anaplasia difusa de alto risco
(29/30) e TWs blastémicos (7/17) (WEGERT et al., 2017).

3.4 Amplificacdo e mutacGes em MYCN

MYCN € um oncogene localizado em 2p, que regula diversas fungdes celulares, como
proliferacdo celular, controle do ciclo celular, diferenciacdo e apoptose (RICKMAN,
SCHULTE, EILERS, 2018). O aumento da expressédo de MYCN foi reportado primeiro por
Nisen et al. (1986), em 12 dos 13 casos independentes de TW. Posteriormente, outro estudo
reportou um caso de TW com trés copias de MYCN (NORRIS, 1988).

Um estudo desenvolvido por McQuaid & O’Meara (1990) com 29 pacientes
pediatricos (14 neuroblastoma, 9 TWSs e 6 diversos) investigou a amplificacdo de MYCN em
amostra do tumor primario usando pNb-1, um plasmideo recombinante contendo um
fragmento de 1 Kb homodlogo a extremidade 5 de MYCN. Apenas um TW de histologia
desfavoravel, estadio 11, e resistente ao tratamento apresentou MYCN amplificado, sendo

que nos demais TWs o MYCN estava presente com copia unica.

Por meio da técnica de aCGH, 13 amostras (12 com histologia favoravel e 1 com
histologia desfavoravel) de TW foram avaliadas para alteracGes de nimero de copias,

revelando amplificagcdo em dois TWs (um deles anaplésico) (SCHAUB et al., 2007).
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Ainda utilizando a técnica de aCGH foi identificado o ganho de MYCN em 6/61
amostras anaplésicas (WILLIAMS et al., 2011). Perotti et al. (2012) também identificaram

alteracdes em 5 das 77 amostras de TWSs envolvendo a regido do MYCN.

Em posterior estudo, o ganho do nimero de copias em MYCN foi observado mais
frequente em casos anapléasicos difusos (7 de 23 casos, 30,4%) do que em casos nao-
anaplésicos (37 de 292, 12,7%) (WILLIAMS et al., 2015).

O sequenciamento de 810 TWs de histologia favoravel tratados conforme o protocolo
SIOP, revelou que 24 de 810 (3%) dos casos de TWSs apresentaram mutacGes em MYCN,
resultando na variante soméatica MYCN P44L, detectada na maioria dos subtipos histoldgicos,
com maior frequéncia no subtipo blastematoso, sendo que 10,9% dos tumores com mutagdo
em MYCN P44L apresentaram recidiva local, em comparacdo com 2,4% dos casos nao sem
a mutacdo (JIMENEZ et al., 2021).

3.5 Mutagcbes em AMER1

AMER1, anteriormente denominado de WTX, codifica a proteina AMERL que atua na
regulacdo da via de sinalizacdo Whnt, envolvida com a diviséo, a adeséo e a migragéo celular.
AMER1 esté localizado em Xq11.1 e € identificado mutado em aproximadamente 10% a 20%
dos casos esporadicos de TWs (WEGERT et al., 2009; SCOTT et al., 2012; GADD et al.,
2017).

Por meio da técnica de aCGH, foram identificadas dele¢cBes somaticas em um gene
anteriormente ndo caracterizado no cromossomo X, o AMER1, de 51 TWs analisados 11
(21,6%) tiveram delecOes de AMER1 e 4 (7,8%) tiveram mutagdes pontuais em AMER1
(RIVERA et al., 2007).

Um estudo avaliou a frequéncia de mutacGes de AMER1 em 125 TWs por meio da
técnica de sequenciamento sanger, em que 23 de 125 (18,4%) TWs carregavam um total de
24 mutacdes em AMER1, uma frequéncia mais baixa do que a observada por Rivera et al.,

2007. Além disso, por meio da técnica de PCR quantitativa em tempo real (QPCR, do inglés
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quantitative real-time PCR), o estudo também avaliou um grupo adicional de 52 TWSs quanto
a delecdo de AMER1, que foi identificada em cinco casos (9,6%) (RUTESHOUSER,
ROBINSON, HUFF, 2008).

Posteriormente, AMERL1 foi estudado em 102 TWs por meio de andlises de qPCR,
que detectaram delecdes em 5 de 45 (11%) TWSs do sexo masculino e em 9 de 50 (19%) TWs
do sexo feminino, sendo que a delegédo afetou o cromossomo X ativo apenas em dois casos
(4%) (PEROTTI et al., 2008).

Wegert et al. (2009) determinaram o status de mutacédo de WTX, CTNNB1 e WT1 em
uma coorte de 429 TWSs, em que alteracdes gendmicas (delecdes ou perda de alelos) de WTX
foram identificadas em 17% dos TWSs. Ao avaliar a expressao pela técnica de gPCR, 63 de
243 (26%) dos casos avaliados com TWSs de histologia favoravel tratados pelo protocolo
SIOP mostraram expressao muito baixa ou ausente de mRNA de WTX. Curiosamente, as
alteracdes em WTX (mutacdo ou auséncia de expressdo) ndo foram associadas com 0s
parametros clinicos avaliados, sugerindo que as mutaces de WTX tém pouco impacto direto
no comportamento dos TWs (WEGERT et al., 2009).

Scott et al. (2012) identificaram que dentre cinco loci analisados (WT1, CTNNB1,
WTX, TP53 e a regido 11p15) em 120 TWSs, 69% dos tumores apresentaram anormalidades
epigenéticas em 11p15, das quais 37% foram epimutacdes em H19 — a epimutacdo é uma
alteracdo hereditaria com origem em modificacBes aleatérias da cromatina em uma
determinada posic¢éo ou regido (HU, BARRETT, 2017) — e 32% dissomia uniparental paterna
(pUPD) — a UPD é uma heranca de um par de cromossomos de apenas um genitor (pai ou
mée), quando o par de cromossomos descendem do gameta feminino é dissomia uniparental
materna (mMUPD), e quando o par de cromossomos descendem do gameta masculino é ou
paterna (pUPD) (MALUF, RIEGEL, 2011). Também foram encontradas mutacdes de WTX
em 32%, CTNNB1 em 15%, WT1 em 12% e TP53 em 5% dos tumores. Além disso, o estudo
identificou associagdes entre 11p15 e WTX, entre WT1 e CTNNB1, entre WT1 e pUPD 11p15,

e uma forte associac¢do negativa entre WT1 e epimutagdo H19.
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3.6 Alteragdes em WT1 e CTNNB1

WT1, localizado no cromossomo 11p13, foi clonado pela primeira vez em 1990 como
um gene supressor de tumor em TW (CALL etal., 1990; BONETTA et al., 1990; GESSLER
etal., 1990). O WT1 codifica um fator de transcri¢do envolvido no desenvolvimento dos rins
e das gonadas (HUFF, 1998; DOME, HUFF, 2003), inativado em linhagem germinativa de
criancas com predisposi¢do genética ao TW e em um subconjunto de canceres esporadicos,

que pode causar graves anormalidades da diferenciacéo renal e sexual (LEE, HABER, 2001).

Koufos et al. (1984) publicaram um estudo em que 3 de 7 casos de TWSs primarios
analisados apresentaram a perda do cromossomo 11p. No mesmo ano, diferentes estudos
mostraram perdas no cromossomo 11p em pacientes com TWs (ORKIN, GOLDMAN,
SALLAN, 1984; FEARON, VOGELSTEIN, FEINBERG, 1984; REEVE et al., 1984).

Ao longo dos anos, os estudos tém mostrado que 11p13 esta alterado na linhagem
germinativa ou somaticamente em cerca de 15% dos casos de TWs (CHARLTON,
PRITCHARD-JONES, 2016). Além disso, cerca de 15% dos TWs apresentam mutacao em
CTNNB1 (RUTESHOUSER, ROBINSON, HUFF, 2008; GADD et al., 2017), as quais

normalmente ocorrem em concomitancia com WT1 (SCOTT et al., 2012).

3.7 11p15

Outra regido génica onde sdo encontradas anormalidades em aproximadamente 50 a
80% dos pacientes com TW s&o nos locis em 11pl5 (GADD et al.,, 2017), mais
especificamente no locus H19/IGF2, que engloba o fator de crescimento IGF2 e 0 RNA néo
codificante H19 (SCOTT et al., 2012).

Cerca de 70% dos casos esporadicos de TWs sdo caracterizados por perda de
imprinting (LOI, do inglés Loss of Imprinting) ou LOH de 11p15 (MASCHIETTO et al.,
2014a) — o imprinting € um processo de silenciar genes por meio da metilacdo do DNA, em
gue uma copia de um gene de em um individuo (da mée ou do pai) é expressa (ndo metilada),
enguanto a outra copia é suprimida (metilada) (JELINIC, SHAW, 2007).



39

3.8 Candidatos a biomarcadores para serem implementados em TWs

Os grupos internacionais COG e SIOP vém testando prospectivamente diversos
candidatos a biomarcadores (Tabela 1). Atualmente, os protocolos terapéuticos objetivam
personalizar o tratamento de pacientes com TWs, essencialmente com a finalidade de
diminuir os efeitos colaterais a curto e longo prazo, mas sem reduzir a sobrevida, aléem de
intensificar o tratamento nos casos que apresentam pior progndstico. Com o uso de
biomarcadores, estudos recentes tém buscado definir os grupos de pacientes com TW de

baixo e alto risco.

Tabela 1 - Candidatos a biomarcadores de TW.

Biomarcador Ocorréncia Tipo Histol6gico Alteracdes Referéncias
AMER1 (Xq) 15a20% Todas as histologias Perda WEGERT et al., 2009
1p 11% Histologia favoravel Perda GRUNDY et al., 2005
1q 30% Todas as histologias Ganho BOWN et al., 2002;
CHAGTAI et al., 2016
MYCN (2p) 13% Histologia Amplificacdes WILLIAMS et al., 2015
desfavoravel
WT1 (11p) 10 a 15% Todas as histologias Perda SCOTT etal., 2012;
GADD et al., 2017
169 17% Histologia favoravel Perda GRUNDY et al., 2005
TP53 (17p) 4% a 20% Histologia Perda MASCHIETTO et al., 2014b;
desfavoravel WEGERT et al., 2017

4 Justificativa

Nas Ultimas décadas, a abordagem multidisciplinar do tratamento dos TWSs tornou-se
um exemplo das histérias de sucesso da oncologia pediatrica (SZYCHOT, APPS,
PRITCHARD-JONES, 2014). Na América do Norte e Europa, 0s recentes avancos na terapia
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do TW evoluiram para modificar a intensidade de tratamento de acordo com propriedades
bioldgicas especificas (LOVVORN et al., 2015).

Entre as contribui¢bes para os avangos no tratamento de TW estdo a adequacéo da
terapia com base em fatores clinicos e biolégicos, como idade do paciente, tamanho e volume
do tumor, resposta a quimioterapia e LOH nos cromossomos 1p e 16q (DOME et al., 2013;
DOME et al., 2014).

Ensaios clinicos sucessivos realizados pelo COG, SIOP e outros grupos de estudo
resultaram em sobrevida global superior a 90% para pacientes com TW. Contudo, 0s
tratamentos tém morbidades associadas e existem subgrupos — com caracteristicas
histoldgicas e moleculares desfavoraveis, doenca bilateral e doenca recorrente — em que a

sobrevida global cai significativamente.

A fim de melhorar as taxas de cura, identificar pacientes de alto risco e reduzir a
morbidade relacionada ao tratamento — neoplasias secundarias, doencas cardiacas, problemas
reprodutivos e fadiga cronica, entre outras complicacbes (GREEN et al., 2001; WRIGHT,
GREEN, DAW, 2009; BRESLOW et al., 2010; TERMUHLEN et al., 2011; WONG et al.,
2016) — novas abordagens sao necessarias.

Desse modo, biomarcadores mais especificos para a estratificacdo do tratamento
poderiam permitir a terapia adaptada de acordo com os aspectos bioldgicos de cada tumor,
além de identificar alvos terapéuticos com um perfil de eficacia/toxicidade mais favoravel
em comparacdo com 0s agentes quimioterapicos normalmente utilizados (DOME et al.,
2015).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Validar os candidatos a biomarcadores AMER1 (Xq), 1p, 1q, MYCN (2p), WT1 (11p),
16q e TP53 (17p) em pacientes com TW tratados no Centro Infantil Boldrini.

2 Objetivos especificos

e Selecionar pacientes com TW tratados no Centro Infantil Boldrini com material
bioldgico disponivel;

e Coletar as informacdes clinicas e patoldgicas dos pacientes;
e Extrair o DNA das amostras de tumores congelados viaveis;

e Auvaliar o nimero de copias de AMER1 (Xq), 1p, 1g, MYCN (2p), WT1 (11p), 16q e
TP53 (17p);

e Comparar os achados moleculares com as informac@es clinicas e patolégicas dos

pacientes;

e Comparar os achados moleculares com os achados dos estudos de coortes

internacionais.
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3METODOLOGIA

3.1 Comité de Etica

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Centro Infantil
Boldrini sob o nimero do Certificado de Apresentagdo de Apreciacio Etica (CAAE):
18608519.2.0000.5376 (Anexos).

3.2 Casuistica

As amostras de tecido renal sdo provenientes de criangas com diagnostico
anatomopatologico confirmado de TW de casos retrospectivos, e a maioria delas tratada de
acordo com o protocolo COG no Centro Infantil Boldrini entre os anos de 2005 e 2020. Neste
periodo, conforme informacdes concedidas pelo Servico de Arquivo Médico e Estatistica

(SAME) do Hospital Infantil Boldrini, foram registrados 192 pacientes portadores de TW.

Dos 192 pacientes, ap0s analise dos prontuarios, constatou-se que 6 pacientes,
posteriormente, foram diagnosticados com um outro tipo de tumor renal. Para 0s
experimentos, foram utilizados pacientes diagnosticados com TW com amostras congeladas
no Biobanco da instituicdo e que tivessem o termo de consentimento assinado pelo
responsavel legal. Assim, dos 186 pacientes restantes, 47 casos foram selecionados para as

analises moleculares (Figura 3) realizado no software Lucidchart.
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SAME: 192 pacientes
(2005 a 2020)

6 pacientes
186 pacientes

congelados
analisados

Figura 3 - Fluxograma da casuistica produzido no Lucidchart. Observacao: Nefroblastoma Cistico é TW

3.3 Variaveis

cistico.

A partir do levantamento dos dados clinicos e patolégicos extraidos dos prontuarios

dos pacientes, as variaveis deste estudo foram organizadas em trés categorias (paciente,

tumor e tratamento), conforme apresentado no Quadro 5.

Quadro 5 - Variaveis do estudo.

Paciente Tumor Tratamento

Quantidade Estadiamento patolégico Quimioterapia Pré-Nefrectomia
Sexo Peso da Peca Cirdrgica Total | Radioterapia

Cor Lateralidade Protocolo

Peso ao Nascimento Classificacdo Histoldgica Regime

Idade ao Diagndstico

Predominio Histol6gico Desvio de Tratamento

Peso ao Diagnostico

Metéstase ao Diagndstico Duragdo do 1° Esquema

Quimioterapico

Altura aoDiagndstico

Resposta

indice de Massa Corporal (IMC)

Obito

Estadiamento Clinico
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3.4 Selecdo das amostras

As amostras de TW deste estudo foram obtidas no Biobanco do Centro de Pesquisa
do Centro Infantil Boldrini. Essas amostras foram coletadas por bidpsia, antes de qualquer

procedimento/tratamento e armazenadas em RNAlater a —80°C.

Para cada tumor, com o uso de bisturi, foi realizado um corte do tumor, que ficou
armazenado em microtubos de 1,5 mL e congelado a —20°C até o0 momento da extracdo de
DNA.

3.5 Extracdo de DNA

Para a padronizacdo de extracdo de material congelado, foi utilizado o Kit
GenELUTE Mammalian Genomic DNA Miniprep (Sigma-Aldrich by Merck KGaA,
Darmstadt, Alemanha), seguindo o protocolo sugerido pelo fabricante. As amostras foram
extraidas em temperatura ambiente. Inicialmente, com auxilio de uma ping¢a anatémica, o
tecido foi cuidadosamente coletado, fragmentado e transferido para um microtubo de 1.5 mL.
Em seguida, foi adicionado 20-30uL Lysis Solution T para macerar o tecido. Em seguida,
foi adicionado o volume restante de Lysis Solution T para completar 180 L e adicionado 20
uL de Proteinase K, e entdo o tubo foi vortexado e incubado a 55°C até a digestdo completa
(2 a 4 horas). Ap6s completar a digestéo, o tubo foi vortexado novamente, adicionado 20 pL
de RNAse A Solution e incubado a 2 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, foi
adicionado 200 pL de Lysis Solution C ao tubo, que foi vortexado por 15 seg para
homogeneizar a solugdo. Posteriormente, o tubo foi incubado a 70°C por 10 minutos.
Enquanto o tubo estava na incubag&o, foi montada a Coluna + Tubo Coletor de 2 mL. Para a
sua preparacdo, foi adicionado 500 puL de Columm Preparation Solution e centrifugado a
12.000 x g por 1 minuto. Finalizada a centrifugacdo, foi descartado o liquido, mas mantido o
tubo coletor. Em seguida, foi adicionado 200 pL de etanol 100% ao lisado e vortexado por
10 seg, deixando a solugdo homogénea. Em seguida, foi transferido todo o contetdo do passo
anterior (lisado + etanol) para a coluna tratada (utilizando uma ponteira de fundo largo), e

em seguida, o conteudo foi centrifugado a 7.000 x g por 1 minuto. Finalizada a centrifugacao,
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foi descartado o tubo coletor e posicionado a coluna sobre um novo. Em seguida, foi
adicionado 500 pL de Wash Solution diluido na coluna e centrifugado a 7.000 x g por 1
minuto. Apos, foi descartado o liquido, mas mantido o tubo coletor. Em seguida, foi
adicionado 500 pL de Wash Solution diluido na coluna e centrifugado a velocidade méaxima
(16.000x g) por 3 minutos. Entdo, a coluna ficou seca para retirar todo o etanol. Apos, foi
descartado o tubo coletor e posicionado a coluna sobre um novo coletor. Em seguida, foi
pipetado 100 pL de Elution Solution no centro da coluna e incubado por 5 minutos a
temperatura ambiente. Apds, foi centrifugado por 1 minuto a 7.000 x g. Em seguida, a etapa
anterior foi repetida utilizando um novo tubo coletor para uma segunda elui¢do, em que foi

utilizado 70 pL de Elution Solution.

3.6 Avaliacédo do DNA

Para obter o controle de qualidade do material genémico extraido foram realizadas as
seguintes etapas:

1) Quantificacdo obtida pelo fluorébmetro Qubit Fluorometric Quantitation

(Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA).

2) Pureza do DNA extraido avaliada pela razdo 260/280 analisada no
espectrofotdmetro Biodrop Duo (Biochrom Ltd Cambourne, Cambridge), que deve
ficar acima de 1,7, pois abaixo indicar a presenca de outras moléculas na amostra,

como proteinas (acima de 1,8 a amostra é considerada pura).

3) Integridade do DNA gendmico avaliada através de eletroforese em gel de
agarose (banda de alto peso molecular sem arraste significativo que indique

degradacéo).


https://www.thermofisher.com/br/pt/home/industrial/spectroscopy-elemental-isotope-analysis/molecular-spectroscopy/fluorometers/qubit.html
https://www.google.com/search?biw=1366&bih=625&sxsrf=ALiCzsaVdOLznXTpTYXnpY9Z4BpZK6L_oQ:1661262028582&q=Waltham&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcWLWNnDE3NKMhJzd7Ay7mJn4mAAANnpF-NWAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjKqt6oi935AhWBupUCHZG0ClEQmxMoAXoECFEQAw
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3.6.1 Quantificagdo - Qubit

Para quantificar o DNA, foi utilizado o kit Qubit dsSDNA BR Assay (Invitrogen by
Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA), conforme especificacdes do

fabricante.

Inicialmente, foi preparado o mix de quantificagdo na proporgdo 1:200 (buffer +
fluoréforo). Exemplo: 199 uL de buffer + 1 uL de fluor6foro. Em seguida, foi pipetado 198
uL de mix + 2 uL de cada amostra, nos respectivos tubos de quantificacdo previamente
identificados. Os tubos foram incubados no escuro a temperatura ambiente por 2 minutos.
Por fim, os tubos foram inseridos para leitura no equipamento Qubit Fluorometric

Quantitation.

3.6.2 Pureza - Biodrop

Para ver a pureza do DNA, foi utilizado o equipamento Biodrop conforme
especificacbes do fabricante. Inicialmente, foi pego 2 uL da solucdo em que foi eluida a
amostra para solugdo utilizar como “branco” no equipamento, calibrando-0. Em seguida, para

avaliar a razéo 260/280, foi pipetado 2 uL de amostra diretamente no Biodrop.

3.6.3 Integridade - Gel de Agarose

Apo0s determinadas concentracdes das amostras, seguiu-se para 0 passo de controle
de qualidade, com o preparo do gel de agarose 0,8%. Com o auxilio de uma espétula, foi
pesado 0,4 g de agarose em um erlenmeyer. Em seguida, foi medido na proveta 50 mL de
TBE 1x e inserido no erlenmeyer com a agarose, que foi levado ao micro-ondas até a
dissolucdo completa da agarose (cerca de 2 minutos). Depois de retirado do micro-ondas, foi
adicionado 2 uL de syber safe no erlenmeyer e deixado solidificando no suporte para gel de
agarose, previamente montado com a fita. Apds completamente solidificado o liquido, foram

aplicadas as amostras e o ladder 1kb, conforme os seguintes passos: foi pipetado 2 uL da


https://www.google.com/search?biw=1366&bih=625&sxsrf=ALiCzsaVdOLznXTpTYXnpY9Z4BpZK6L_oQ:1661262028582&q=Waltham&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcWLWNnDE3NKMhJzd7Ay7mJn4mAAANnpF-NWAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjKqt6oi935AhWBupUCHZG0ClEQmxMoAXoECFEQAw
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amostra e completado com TA 1x para o volume final de aplicagéo de 10 uL, e, considerando
a quantificacdo (ng/uL) de cada amostra, foi aplicado diferentes quantidades de uL de
amostra (se 50 ng, entdo 1 uL de amostra, se 50 ng, entdo 2 uL de amostra, e se 10 ng, entdo
5 uL de amostra). Especificacdes da corrida: foi aplicado 4,5 uL de ladder no primeiro poco
do gel, e aplicado 10 uL (amostra + TA 1x) no gel nos pocos restantes; a maquina de
eletroforese foi setada para 100 V por 40 minutos; apos a corrida, o gel foi fotografado no

Chemidoc.

3.7 MLPA

A técnica de Amplificacdo Multiplex de Sondas Dependente de Ligacdo (MLPA) é
baseada na amplificacdo de até 60 sondas, que detecta variagdes no nimero de copias em
sequéncias curtas de DNA (50-70 nucleotideos), descrita inicialmente por Schouten et al.
(2002) e hoje patenteada pela empresa holandesa MRC-Holland. Ao longo dos anos, MLPA
tornou-se uma das técnicas mais utilizadas para a investigacdo molecular de doencas
genéticas (STUPPIA et al., 2012, MRC-Holland, 2022).

A técnica é baseada na hibridizacdo de sondas especificas em regides de interesse do
genoma. Para isso, a MLPA € composta das seguintes etapas, de acordo com a MRC-Holland:
1) Desnaturacdo da amostra de DNA,; 2) Hibridacdo de uma mistura de sondas MLPA que
sdo adicionadas a amostra de DNA desnaturado, em que cada sonda contém dois
oligonucleotideos (5’ - 3" e 3’ - 5") separados que devem hibridar com sequéncias alvo
imediatamente adjacentes para serem ligadas em uma Unica sonda; 3) Ligacdo apenas das
sondas que foram hibridizadas; 4) Amplificacdo das sondas ligadas por meio de uma reagédo
de PCR, com com um primer marcado de forma fluorescente, resultando em um conjunto de
amplicons de PCR exclusivos; 5) Eletroforese capilar para separar os amplicons, permitindo
que os produtos de amplificagdo sejam visualizados durante a separacdo do fragmento em
um instrumento; 6) Analise dos fragmentos, que produzem um eletroferograma especifico de
cada amostra — aqui cabe ressaltar que a técnica de MLPA é relativa, ou seja, a altura relativa

de cada pico de sonda individual, em comparacdo com as alturas de pico de sondas relativas
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em vérias amostras de DNA de referéncia, reflete 0 nimero de copias relativo da sequéncia

alvo correspondente em uma amostra.

Abaixo, seguem as etapas detalhadas da técnica de MLPA, seguindo o Protocolo
Geral MLPA - MRC Holland.

1) Desnaturacéo do DNA (1° dia)

A primeira etapa consistiu em aquecer as amostras de DNA de 5 ul por 5 minutos a 98°C.

Rotulacédo de tubos de 0,2 ml.

Adicéo de 5 pl de amostra de DNA (totalizando 80 ng) a cada tubo.
Colocacéo dos tubos no termociclador.

Iniciacdo das etapas 1-2 do programa de MLPA.

Certificacdo de que as amostras estavam a 25°C antes da remocao dos tubos

do termociclador.

2) Hibridizacao de sondas para amostra de DNA (1° dia)

A segunda etapa consistiu em adicionar 3 ul do master mix de hibridizacdo a cada amostra
de DNA, incubar por 1 minuto a 95°C e hibridizar por 16 horas a 60°C.

Preparagdo do master mix de hibridizagdo (por reagdo): 1.5 pl MLPA buffer

e 1.5 ul SALSA probemix. Misturado bem com pipetagem.

Adicdo do master mix de hibridizacdo aos tubos com DNA da etapa anterior.
Misturado bem pipetando suavemente para cima e para baixo.
Continuagdo com as etapas 3-4 do programa de MLPA.

3) Ligacéo de sondas hibridizadas (2° dia)

A terceira etapa consistiu em abaixar a temperatura do termociclador para 54°C, abrir 0s

tubos e adicionar 32 pl do master mix de Ligase-65, incubar por 15 minutos a 54°C e aquecer

a inativagéo da enzima ligase: 5 minutos a 98°C.
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) Preparacdo do master mix de Ligase-65 (por reagdo): 25 ul agua ultrapura, 3
ul ligase buffer A, 3 ul ligase buffer B e 1 pul enzima Ligase-65. Misturar bem
pipetando suavemente para cima e para baixo.

° Continuacdo com a etapa 5 do programa do termociclador.

) Adicéo de 32 ul do master mix de Ligase-65 a cada reagdo MLPA, quando o
termociclador atingiu 54°C e enquanto as amostras estavam dentro do termociclador.
Misturado bem pipetando suavemente para cima e para baixo.

° Continuacdo com as etapas 6-8 do programa de MLPA.

4) Amplificagéo de PCR de sondas ligadas (2° dia)

A quarta etapa consistiu em esfriar até a temperatura ambiente, abrir os tubos, adicionar 10
pl do master mix de polimerase a temperatura ambiente, iniciar PCR (35 x {95°C 30 -
segundos, 60°C - 30 segundos, 72°C - 60 segundos}, 72°C - 20 minutos, pausa a 15°C).

) Preparacdo do master mix de polimerase (por reacdo): 7.5 pl dgua ultrapura,
2 Ul SALSA PCR primer mix e 0.5 pul SALSA polymerase. Misturado bem pipetando
suavemente para cima e para baixo.

) Adicdo de 10 pl do master mix de polimerase a cada reagdo MLPA a
temperatura ambiente. Misturado bem pipetando suavemente para cima e para baixo.
Colocado imediatamente os tubos no termociclador e continuado o programa do
termociclador com as etapas 9-11.

) Apo6s a reagdo de PCR, os tubos ndo foram abertos na mesma sala do
termociclador. Para evitar contaminagdo, foram utilizadas micropipetas diferentes
para realizar as rea¢cbes MLPA e manusear produtos MLPA PCR.

° O produto PCR foi armazenado protegido da luz a 4°C até ser processado.

Logo ap0s isso, o produto foi armazenado entre -25°C e -15°C.

5) Separacdo de fragmentos por eletroforese capilar (2° dia)

O instrumento utilizado foi ABI-3500, com o corante primer FAM, capilares de 36, 50 cm e
a mistura de injecdo de 0.7 pl de reagdo de PCR, 0.2 pl LIZ GS 500 tamanho padréo, 9 ul
HiDi formamida. Apos a injecdo da mistura, a placa de injecdo foi selada, aquecida por 3
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min a 86°C, resfriada por 2 min a 4°C (foi aquecido brevemente a mistura de injecdo antes

da eletroforese capilar).

6) Analise dos resultados
As analises dos dados foram realizadas por meio do Coffalyser.Net analysis software
(www.mrcholland.com).

A Tabela 2 mostra todas as etapas do programa de termociclador da técnica de MLPA.

Tabela 2 - Programa de termociclador para técnica de MLPA.

Desnaturacéo do DNA

1 98°C 5 minutos

2 25°C Pausa

Reacdo de Hibridizagéo

3 95°C 1 minuto

4 60°C 16-20 horas

Reacdo de Ligacdo

5 54°C Pausa

6 54°C 15 minutos

7 98°C 5 minutos

8 20°C Pausa

9 35 ciclos 95°C 30 segundos
60°C 30 segundos
72°C 60 segundos

10 72°C 20 minutos

11 15°C Pausa
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3.8 Validagdo de amostras utilizando ensaios TagMan®

As amostras de DNA que mostraram grande desvio padrdo nos dados do MLPA
foram submetidas a gPCR no sistema SDS 7500 Fast — que € uma variacdo da técnica de
PCR, a qual permite que a amplificacdo e quantificacdo da sequéncia de interesse ocorram
em tempo real. Para tanto, o experimento foi realizado com o ensaio TagMan (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA), que tem maior especificidade e sensibilidade.

A técnica é baseada em uma sonda (oligonucleotideo) que contém uma molécula
fluorescente chamada reporter na extremidade 5°, responsavel por gerar a fluorescéncia, ¢
outra molécula chamada quencher na extremidade 3°, que absorve o sinal fluorescente do
reporter (ou seja, quando a sonda estd intacta, as duas moléculas trocam energia uma com a
outra e a fluorescéncia fica inibida). Durante a gPCR, a sonda hibridiza com a sequéncia alvo
de DNA de fita simples. Na amplificacdo, a Tag DNA polimerase cliva a sonda ligada ao
DNA, de modo que o repérter e o quencher sdo separados, o que resulta no aumento da
intensidade da fluorescéncia emitida, o que permite a quantificagcdo do produto amplificado
a cada ciclo (HOLLAND et al., 1991; HEID et al., 1996).

Para este estudo foram utilizadas duas sondas: uma da regido de interesse e uma
referéncia (RNAseP), sendo que em cada uma delas ha um reporter e um quencher, marcadas
cada uma com corantes diferentes, VIC™ e TAMRA™, A Tabela 3 mostra os reagentes

utilizados para a reacdo de PCR quantitativa realizada neste estudo.

Tabela 3 - Reacéo e ciclo de PCR multiplex.

Reagentes Volume por reagdo Ciclo de gPCR (40x)
TagPath™ ProAmp™ Master Mix 5,0 uL 95°C — 10 min
TagMan® Copy Number Assay (20x) 0,5 uL 95°C - 155
TagMan® Copy Number Reference Assay (20x) 0,5 uL 60°C — 1 min

DNA 3,0 uL

Agua 1,0 uL

Volume total 10,0 uL.



https://www.bing.com/search?q=Waltham+Estados+Unidos&filters=ufn%3a%22Waltham+Estados+Unidos%22+sid%3a%229ab6edbf-73c4-a900-b366-f55561bbe95f%22+gsexp%3a%22619c033b-faf6-2849-e040-0fd3462d0282_cmVsL29yZ2FuaXphdGlvbi5vcmdhbml6YXRpb24uaGVhZHF1YXJ0ZXJzfFRydWU.%22

52

3.9 Avaliacédo do numero de copias de genes nos TWSs

Os experimentos de MLPA foram avaliados no programa Coffalyser.Net (MRC
Holland, Amsterdam, Holanda) que identifica um pico da seguinte forma: a) normal quando
o Indice de Pico Relativo (RPR) resulta dentro de uma faixa de 0,7 a 1,3, b) excluido quando
0 RPR é <0,7, c) duplicado quando o RPR é > 1,3. Estes valores sdo calculados a partir dos
valores de fluorescéncia de sondas desenhadas em regides normalmente nédo alteradas

(controle interno) além de uma amostra controle.

Para amostras analisadas em gPCR, foi utilizado o software Applied Biosystems
CopyCaller® (Thermo Fisher), que analisa os dados gerados por experimentos TagMan®
Copy Number Assay executados em sistemas de PCR em tempo real da Applied Biosystems.

O software CopyCaller® realiza uma analise de quantificacdo relativa de CT
comparativa (AACT) dos dados em tempo real, que determina o nimero de coOpias da
sequéncia alvo em cada amostra. O método AACT primeiro calcula a diferenga (ACT) entre
os ciclos de limiar das sequéncias de ensaio alvo e de referéncia. Em seguida, o método
compara os valores de ACT das amostras com uma amostra calibradora que contém um

namero conhecido de cdpias da sequéncia alvo (Thermo Fisher, 2022).

O ensaio deste estudo utilizou a quantificacdo relativa, ja que buscou analisar
alteragBes na expressdo génica em uma determinada amostra relativa a outra amostra de
referéncia, no caso, o rim normal. Além disso, no ensaio é utilizado um controle endégeno
como uma referéncia ativa, no caso a RNAse P. Foi feita a avaliacdo da quantidade de cépias
para as regides cromossdémicas: AMER1 (Xq), 1p, 1q, MYCN (2p), WT1 (11p), 16q e TP53

(17p).

3.10 Correlacéo dos achados com caracteristicas clinicas e patolégicas

As caracteristicas clinico-patolégicas foram organizadas em uma tabela em Excel
(Microsoft, Microsoft Corporation, Redmond, Washington, EUA), considerando variaveis
qualitativas e quantitativas e analisadas no programa IBM® SPSS Statistics 23 (International
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Business Machines Corporation, IBM, Armonk, Nova York, EUA) e foram comparadas com

as caracteristicas moleculares de cada paciente utilizando o teste qui-quadrado (X?).

Contudo, uma vez que os dados ndo atenderam a todos os pressupostos do teste (a
amostra deve ter pelo menos 5 observacdes em cada célula), foram utilizados os resultados

do Teste Exato de Fisher, que tem p-valor preciso para todos os tamanhos amostrais.

3.11 Avaliacdo de amostras armazenadas em parafina

Este estudo também avaliou casos da coorte dos pacientes com TW de 2005 a 2020
gue estavam armazenados em material parafinado no Hospital do Centro Infantil Boldrini, a

fim de aumentar o numero de individuos e aprimorar os resultados.

3.11.1 Selec&o de amostras tumorais parafinadas

Junto ao Departamento de Patologia, foi realizada uma busca das laminas de
hematoxilina-eosina (HE) referentes as amostras de tumores com predominio de componente
blastematoso fixadas em parafina. Todos os casos foram revisados pela patologista Dra.
Izilda Aparecida Cardinalli, acompanhados da pesquisadora (TOB), confirmando o
componente histolégico de interesse, ou seja, a selecdo de laminas com maior % de
componente blastematoso. Durante a revisdo das laminas e dos prontuarios, foi preenchida
uma ficha com as seguintes caracteristicas referente a composicao da lamina: % componente
blastematoso, % componente epitelial, % componente estromal, % necrose e demais

observacdes do patologista responsavel e/ou pesquisadora.

Para cada bloco selecionado, foi feita uma macrodissec¢do dos componentes do rim
normal e do TW, realizada pelos técnicos do Departamento de Patologia (Irineu Mantovanelli
Neto e Aparecido Paulo de Moraes), juntamente com a pesquisadora (TOB). Para cada bloco,
foram realizados de 5 a 10 cortes transversais de 5 um de espessura utilizando o micrétomo
(LEICA RM2125RT). O conjunto de cortes foram armazenados em microtubos de 1,5 mL e
congelados a —20°C até o momento da extracdo de DNA.



54

3.11.2 Extracdo de DNA

Para a padronizacdo de extracdo de material parafinado, foi utilizado o kit comercial
PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific), seguindo o
protocolo FFPE Tissue Lysate de acordo com as instrucdes sugeridas pelo fabricante. As

amostras foram extraidas em temperatura ambiente conforme as seguintes etapas:

Etapa 1 — Preparando o lisado: 1. Foram colocados cinco cortes de 5 pm de espessura
de cada amostra em um microtubo estéril. 2. seguido de adicdo de 1 mL de xilol as amostras,
qgue em seguida foram homogeneizadas por alguns segundos. 3. Posteriormente, 0s
microtubos foram centrifugados a velocidade méaxima da centrifuga durante 3 minutos e o
sobrenadante foi removido. 4. Logo apds, foi adicionado 1 mL de etanol absoluto, com
posterior homogeneizacdo e centrifugacdo (velocidade méxima durante 3 minutos) e
removido o sobrenadante (o passo 4 foi repetido mais uma vez). 5. Em seguida, 0s microtubos
foram incubados com a tampa aberta a 37°C por aproximadamente 10 minutos para evaporar
os residuos de etanol. 6. Logo ap6s, foram adicionados aos microtubos 180 puLL de PureLink®
Genomic Digestion Buffer e 20 pL de Proteinase K e misturados por breve vortex e
incubados a 50°C por aproximadamente 3 horas. 7. ApOs a incubacdo, o lisado foi
centrifugado (velocidade méxima durante 3 minutos) e transferido para um novo microtubo
estéril. 8. Em seguida, foram adicionados 20 pl. de RNase A ao lisado, com posterior
homogeneizacado e incubacdo a temperatura ambiente por 2 minutos. 9. Em seguida, foram
adicionados ao lisado 200 pL de PureLink® Genomic Lysis/Binding Buffer e misturado por
vortices breves. 10. Para finalizar esta etapa, foram adicionados 200 puL de etanol absoluto

ao lisado, misturado em vortex por 5 segundos para obter uma solu¢cdo homogénea.

Etapa 2 — Ligacdo do DNA: O lisado (~ 640 pL) foi adicionado a PureLink® Spin
Column. Em seguida, a coluna foi centrifugada a 10.000 x g durante 1 minuto. Apos a
centrifugacgdo, o tubo de coleta foi descartado e a coluna foi colocada em um PureLink®

Collection Tube.

Etapa 3 — Lavagem do DNA: 1. Foram adicionados a coluna 500 pL de Wash Buffer
1 e em seguida, a coluna foi centrifugada a 10.000 x g durante 1 minuto, e entdo descartado

0 tubo de coleta e colocado a coluna de centrifugacdo em um PureLink® Collection Tube. 2.
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Foram adicionados a coluna 500 pLL de Wash Buffer 2 e em seguida a coluna foi centrifugada

a velocidade maxima durante 3 minutos e novamente descartado o tubo de coleta.

Etapa 4 — Eluicdo do DNA: A coluna de centrifugacdo foi transferida para um
microtubo estéril de 1,5 mL e foi adicionado a ela 100 pL de PureLink® Genomic Elution
Buffer. Posteriormente, a coluna foi incubada em temperatura ambiente por 1 minuto e
centrifugada a velocidade maxima durante 1 minuto. Com o objetivo de recuperar maior
quantidade de DNA, foi executado novamente o passo anterior utilizando 50 pL de
PureLink® Genomic Elution Buffer em um novo microtubo estéril de 1,5 mL. Os microtubos
foram identificados e armazenados em aliquotas a 4°C para uso imediato e a —20°C para
armazenamento a longo prazo, para evitar o congelamento e descongelamento repetidos do
DNA.

3.11.3 Quantificacdo do DNA

Para quantificar o DNA, foi utilizado o kit Qubit dSDNA HS Assay (Invitrogen by
Thermo Fisher Scientific), conforme especificaces do fabricante. Foi preparada uma
solucao contendo 2 pLL de DNA diluido e 198 puL. do mix previamente preparado e incubado
no escuro a temperatura ambiente por 2 minutos. Logo apds, foi realizada a leitura no

aparelho Qubit Fluorometric Quantitation e determinadas as concentragcdes das amostras.

3.11.4 Avaliacdo da integridade do DNA

A integridade qualidade do DNA foi avaliada por uma PCR multiplex, que amplifica
quatro bandas de aproximadamente 100, 200, 300 e 400 pares de bases flanqueando
sequéncias localizadas no gene Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase (GAPDH),
com 4 pares de primers conforme o conjunto de 8 primers listados na (Tabela 19). O que
possibilitou estimar a degradacdo e verificar a possibilidade de amplificar tamanhos de
fragmentos equivalentes aos fragmentos para avaliar o nimero de copias. A reacéo e o ciclo

de PCR utilizados estdo descritos na Tabela 20.


https://www.thermofisher.com/br/pt/home/industrial/spectroscopy-elemental-isotope-analysis/molecular-spectroscopy/fluorometers/qubit.html

Tabela 19 - Sequéncias dos Primers.

56

Primer Forward (5°-3°) Reverse (5°-3°) Fragmento da
Amplificagédo
GAPDH1 | GTTCCAATATGATTCCACCC | CCATCACCATCTTCCAGGAG 100bp
GAPDH 2 AGGTGGAGCGAGGCTAGC AGGACATTTCCACCGCAAA 198bp
GAPDH 3 | AGGTGAGACATTCTTGCTGG | GACGCTGACTGGTTAGTGGA 299bp
GAPDH 4 | ACAGTCCATGCCATCACTGC | CAACGACCACTTTGTCAAGC 398bp
Tabela 20 - Reacéo e ciclo de PCR multiplex.
Reagentes Volume por reagéo Ciclo de PCR
H20 milli-Q 12,3 uL 94°C — 4 minutos
Buffer 10X ¢/ MgClI2 5,0 uL
94°C — 1 minuto
MgCI2 (50mM) 1,5 pL 56°C — 1 minuto (35 ciclos)
dNTP (10mM) 1,0 uL 72°C — 1 minuto
Primer 10mM (de cada um dos 8) 0,5 pL (X8)*
) 72°C — 7 minutos
Tag DNA polimerase 5U/uL 0,2 uL
4°C — ©
DNA 6,0 uL
Volume total 30 uL

*Qbservacao: oito primers foram utilizados nesta reacéo.

3.11.5 Gel de agarose

O meétodo da PCR convencional requer a visualizacdo em gel de agarose para

determinar a amplificacdo e especificidade do amplicon. A PCR foi verificada em gel de

agarose (2%) em TBE (1X), que foi preparado com 1g de agarose e 50 mL de TBE (1X).
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3.11.6 Ensaios TagMan® Gene Expression

Apbs a otimizacdo das extracbes de amostras em FFPE, as amostras de DNA que
amplificaram pelo menos a banda de 100 pb foram submetidas em qPCR no sistema SDS
7500 Fast. Amplificar uma banda de 100 bases seria suficiente para a integridade uma vez
que todas as reacOes de gPCR apresentavam em torno deste tamanho. Para tanto, o
experimento foi realizado com o ensaio TagMan, da mesma forma como descrito em métodos

para material congelado.
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4 RESULTADOS

4.1 Selecdo de casos

O SAME registrou 192 pacientes com TWSs entre os anos de 2005 e 2020. Apds
verificacdo dos prontuérios, foram excluidos 6 casos, visto que o diagnéstico ndo foi
confirmado como TW. Assim, foram utilizados 186 casos para as analises descritivas. Destes,
47 casos continham amostras congeladas armazenadas no Biobanco, que foram utilizadas

para validacdo dos biomarcadores candidatos.

4.2 Analise Descritiva

Os pacientes foram descritos conforme a lateralidade do tumor (unilateral ou
bilateral) e histologia do tumor (favoravel ou desfavoravel), isso porque o TW apresenta
caracteristicas distintas quando é unilateral ou bilateral e quando € de histologia favoravel ou

desfavoravel.

4.2.1 Pacientes diagnosticados com tumores de histologia favoravel

As informagBes apresentadas foram retiradas dos prontuérios dos pacientes. Os
pacientes diagnosticados com TW unilateral e sem anaplasia totalizaram 153 de 186 (82,3%)

casos, ou seja, sdo pacientes como TW esporadico e de histologia favoravel.

Na Tabela 4 estdo listadas todas as variaveis avaliadas neste estudo, dividida em trés
partes (A, B e C), contendo: em A as caracteristicas dos pacientes, em B as caracteristicas

dos tumores e em C as caracteristicas dos tratamentos.

Resumidamente, a Tabela 4 mostra predominio da cor branca (autodeclarada, 72,5%)

entre os pacientes, e maioria com indice de massa corporal (IMC) adequado (68,6%). Quanto
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ao tumor, a maioria (74,5%) apresenta os trés componentes celulares em proporcdes variadas,
sendo 49,7% com predominio do componente blastematoso, sem metastase ao diagndstico
(60,1%), 32% com estadiamento clinico Il e 39,2% com estadiamento patologico Il. A
maioria dos casos (84,3%) seguiu o protocolo de tratamento estabelecido pelo COG, 66%
dos pacientes com cirurgia seguido de quimioterapia, 48,4% seguindo o regime COG DD-
4A (48,4%). Do total de pacientes, 81% ndo tiveram eventos e 88,9% sobreviveram apds 5
anos do diagnoéstico. Ao nascimento, o0s bebés pesaram 3.255 g (720 a 5.000 g) em média.
Ao diagnostico, as médias foram de 48 meses de idade (1 a 304 meses), 17,3 kg (4,1 a 68
kg), 102 cm de altura (54 a 172 cm). Ja o produto da nefrectomia pesou 509 g em média (70
a 1.900g).
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Tabela 4 - Caracteristicas qualitativas dos casos com TW de histologia favoravel e esporadicos.

A - Caracteristicas dos Pacientes

N %
Quantidade 153 100
Sexo
Feminino 78 51
Masculino 75 49

Cor (autodeclarada)
Branco 111 72,5

Pardo 28 18,3
Negro 8 5,2
Amarelo 2 1,3
Né&o informado 4 2,6
Peso ao Nascimento (g)
Média 3.255 -
Idade ao Diagnéstico (meses)
Média 48 -
Peso ao Diagndstico (g)
Média 17.264 -
Altura ao Diagnéstico (cm)
Média 102 -
indice de Massa Corporal (IMC)
Baixo IMC para idade (< Percentil 3) 10 6,5
IMC adequado ou Eutréfico (> Percentil 3 e < Percentil 85) 105 68,6
Sobrepeso (> Percentil 85 e < Percentil 97) 14 9,2
Obesidade (> Percentil 97) 9 59
N&o informado 15 9,8
Estadiamento Clinico
I 25 16,3
I 37 24,2
I 50 32,7
v 37 24,2

Néo informado 4 2,6
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B) Caracteristicas dos Tumores

Estadiamento Patoldgico

I 30 19,6
I 60 39,2
I 41 26,8
IV 6 3,9
Nao informado 16 10,5
Peso da Peca Tumoral Total ()
Média 509 -
Lateralidade
Direito 72 47,0
Esquerdo 78 51,0
N&o informado 3 2,0
Classificacao Histoldgica
Unifasico 2 1,3
Bifasico 15 9,8
Trifasico 114 74,5
Necrético 3 2,0
Nao informado 19 12,4
Predominio Histoldgico
Blastematoso 76 49,7
Estromal 24 15,7
Epitelial 33 21,6
Misto 5 3,3
Necrose 3 2,0
Nao informado 12 7,8
Metéastase ao Diagnostico
Sim 50 32,7
Ndo 92 60,1
Nao informado 11 7,2




62

C) Caracteristicas dos Tratamentos

Quimioterapia Pré-Nefrectomia (a)

Sim 43 28,1
Ndo 101 66,0
Nao informado 9 59
Radioterapia (b)
Sim 841 54,9
Ndo 8 39,9
Nao informado 52
Protocolo
COG 129 84,3
SIOP 9 59
Misto 7 46
Néo informado 8 572
Regime
COG (EE-4A) 55 35,9
COG (DD-4A) 74 48,4
SIOP (Stage IIl) 5 3,3
SIOP (Stage 1V) 4 2,6
Misto 7 46
Nao informado 8 52
Desvio de Tratamento*
Sim 7 4,6
Ndo 136 88,9
Ndo informado 10 6,5
Duragdo do 1° Esquema de Quimioterapia (c)
Média 164 -
Resposta
Respondeu 124 81,0
Recaiu 19 12,4
Progrediu 5 3,3
Ndo informado 5 3,3
Obito
Sim 14 9,1
Nao 136 88,9
Nao informado 3 2,0

(@) A quimioterapia aqui se refere inclusive ao protocolo COG, que dependendo do estadiamento, utiliza
esquema quimioterapico antes da nefrectomia.

(b) A radioterapia aqui se refere a qualquer parte do corpo, ndo apenas na regido pélvica.

(c) Os esquemas quimioterapicos apresentam duragdes diferentes, esse valor é a média dos valores
apresentados, ou seja, ha pacientes que foram tratados em menor tempo e ha pacientes que foram tratados por
maior tempo. Considerando COG (EE-4A) — 19 semanas e COG (DD-4A) — 25 semanas.

* Os motivos dos desvios de tratamento, ou seja, da alteracdo ou troca de esquema quimioterapico, foram:
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Paciente 45 - Iniciou tratamento com o protocolo DD-4A (de 25/06/2014 a 05/01/2015). Apo6s diagnéstico de
metastase durante o tratamento para o pulméo, trocou para o protocolo ICE em 09/02/2015 e foi a ébito em
20/02/2015.

Paciente 74 - Iniciou o tratamento com o protocolo DD-4A (de 19/08/2011 a 16/09/2011. Depois foi para o
protocolo ICE (de 26/09/2011 a 04/03/2012). Devido a progressao tumoral, realizou o protocolo NWTS-4 por
44 semanas (quimioterapia paliativa) - Protocolo I, NWTS-IV (de 13/08/2012 a 03/05/2013) e foi a 6bito em
26/09/2013.

Paciente 89 - Iniciou o tratamento com o protocolo DD-4A por 15 semanas. Devido a progressdo tumoral,
realizou o protocolo ICE (de 22/11/2010 a 29/03/2011) e foi a 6bito em 08/07/2011.

Paciente 103 - Iniciou o tratamento com o protocolo DD-4A (de 15/05/2009 a 29/07/2009). Devido a nao
resposta, foi trocado o protocolo para o Regimen | - NWTS-V (de 31/08/2009 a 26/11/2009).

Paciente 120 - Iniciou o tratamento com o protocolo DD-4A em 26/05/2008, completando duas semanas e
depois passou para Regimen I, que parou em 04/10/2008, e foi a 6bito em 30/10/2008.

Paciente 128 - Iniciou o tratamento com o protocolo DD-4A (de 13/07/07 a 12/09/2007). Depois passou para
Regimen | - NWTS-V (de 24/09/2007 a 13/11/2007) e foi a 6bito em 05/12/2007.

Paciente 130 - Iniciou o tratamento com o protocolo DD-4A (de 12/07/2007 a 08/01/2008). Depois fez ICE (de
26/02/2008 a 10/06/2008 - sofreu choque séptico), em seguida realizou o Protocolo J - NWTS-IV (de
10/07/2008 a 16/02/2009).

Devido as diferencas de abordagens, € necessario analisar os pacientes tratados
conforme os protocolos do COG e da SIOP separadamente. Assim, a analise dos pacientes
com TW de histologia favoravel tratados com protocolo COG, resultou na associacdo
significativa entre a variavel “Resposta” ao tratamento com as variaveis “Radioterapia”
(p=0,023), “Tratamento” (p=0,024) ¢ “Obito” (p<0,0001) (Tabela 5A). Ao comparar a
variavel “Obito” ndo foi observada nenhuma associagio significativa entre as variaveis
(Tabela 5B). As varidveis com valores estatisticamente significativos estdo sinalizadas com

asterisco (*).
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Tabela 5 - Associacdo das caracteristicas qualitativas dos casos com histologia favoravel e esporadicos

tratados com COG.

A) Caracteristicas clinicas e patoldgicas de pacientes tratados conforme protocolo do COG em
comparag¢io com a “resposta ao tratamento” (exceto tratamentos desconhecidos, mistos e SIOP)

RESPOSTA
Respondeu  Recaiu Progrediu  Total
Classificacdo Histolégica ®  Unifasico 2 (1,7%) 0(0,0%) - 2 (1,7%)
Bifasico 10 (8,5%)  1(0,8%) - 11 (9,3%)
Trifésico 94 (79,7%) 10 (8,5%) - 104 (88,2%)
Necrotico 1 (0,8%) 0 (0,0%) - 1 (0,8%)
Total 107 (90,7%) 11 (9,3%) - 118 (100,0%)
Predominio Histoldgico @ Blastematoso 63 (50,8%) 7 (5,7%) - 70 (56,5%)
Estromal 20 (16,1%) 3 (2,4%) - 23 (18,5%)
Epitelial 26 (21,0%) 1(0,8%) - 27 (21,8%)
Misto 2 (1,6%) 0(0,0%) - 2 (1,6%)
Necrose 2 (1,6%) 0 (0,0%) - 2 (1,6%)
Total 113(91,1%) 11 (8,9%) - 124 (100,0%)
Estadiamento Patologico @ | 24 (19,8%) 3(2,5%) - 27 22,3%)
I 53 (43,8%) 4 (33%) - 57 (47,1%)
1l 29 (24,0%) 4 (33%) - 33 (27,3%)
v 4 (3,3%) 0(0,0%) - 4 (3,3%)
Total 110 (90,9%) 11 (9,1%) - 121 (100,0%)
Metastase ao Diagndstico* ¥ Sim 33(26,4%) 5(4,0%) - 38 (30,4%)
N&o 81(64,8%) 6 (4,8%) - 87 (69,6%)
Total 114 (91,2%) 11 (8,8%) - 125 (100,0%)
Quimioterapia Pré- Sim 36 (28,8%) 3 (2,4%) - 39 (31,2%)
Nefrectomia ®
No 79 (63,2%) 7(56%) - 86 (68,8%)
Total 115 (92,0%) 10 (8,0%) - 125 (100,0%)
Radioterapia* © Sim 62 (48,8%) 10 (7,9%) - 72 (56,7%)
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N&o 54 (42,5%) 1(0,8%) - 55 (43,3%)

Total 116 (91,3%) 11 (8,7%) - 127 (100,0%)
Tratamento* @ EE-4A 53 (41,4%) 1(0,8%) - 54 (42,2%)

DD-4A 64 (50,0%) 10 (7,8%) - 74 (57,8%)

Total 117 (91,4%) 11 (8,6%) - 128 (100,0%)
Obito* ® Sim 0 (0,0%) 4(31%) - 4 (3,1%)

N&o 117 (91,4%) 7 (55%) - 124 (96,9%)

Total 117 (91,4%) 11 (8,6%) - 128 (100,0%)

Observagdo: variavel “desvio” foi uma constante, pois todos os pacientes analisados nessa categoria foram “sem
desvio”. * indica p<0,05.

(1) X?@3= 0,320; p= 1,000 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, aceitamos a HO: a resposta ndo depende da
classificagao histologica (p>0,05), ¢ rejeitamos a H1: a resposta depende da classificag@o histologica (p<0,05).
(2) X?w= 1,887; p=0,664 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, aceitamos a HO: a resposta ndo depende do
predominio histoldgico (p>0,05), e rejeitamos a H1: a resposta depende do predominio histolégico (p<0,05).
(3) X?@3= 1,196; p= 0,764 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, aceitamos a HO: a resposta ndo depende do
estadiamento patoldgico (p>0,05), e rejeitamos a H1: a resposta depende do estadiamento patologico (p<0,05).
(4) X?1y=1,292; p= 0,307 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, aceitamos a HO: a resposta ndo depende da metéstase
ao diagndstico (p>0,05), e rejeitamos a H1: a resposta depende da metastase ao diagndstico (p<0,05).

(5) X?w= 0,007; p= 1,000 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, aceitamos a HO: a resposta ndo depende da
quimioterapia pré-nefrectomia (p>0,05), e rejeitamos a H1: a resposta depende da quimioterapia pré-
nefrectomia (p<0,05).

(6) X?my= 5,743; p= 0,023 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, rejeitamos a HO: a resposta ndo depende da
radioterapia (p>0,05), e aceitamos a H1: a resposta depende da radioterapia (p<0,05).

(7) X?w= 5,405; p= 0,024 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, rejeitamos a HO: a resposta ndo depende do
tratamento (p>0,05), ¢ aceitamos a H1: a resposta depende do tratamento (p<0,05).

(8) X2)=43,918; p< 0,0001 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, rejeitamos a HO: a resposta ndo depende do dbito
(p>0,05), e aceitamos a H1: a resposta depende do 6bito (p<0,05).
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B) Caracteristicas clinicas e patolégicas de pacientes tratados conforme protocolo do COG em
comparac¢io com o “6bito” (exceto tratamentos desconhecidos, mistos e SIOP)

OBITO
Né&o Sim Total
Classificagdo Histologica @ Uniféasico 2 (1,7%) 0(0,0%) 2 (1,7%)
Bifasico 11(9,3%)  0(0,0%) 11 (9,3%)
Trifasico 100 (84,8%) 4 (3,4%) 104 (88,2%)
Necrotico 1 (0,8%) 0(0,0%) 1 (0,8%)
Total 114 (96,6%) 4 (3,4%) 118 (100,0%)
Predominio Histologico @ Blastematoso 68 (54,9%) 2 (1,6%) 70 (56,5%)
Estromal 22 (17,7%) 1(0,8%) 23 (18,5%)
Epitelial 26 (21,0%) 1(0,8%) 27 (21,8%)
Misto 2 (1,6%) 0(0,0%) 2 (1,6%)
Necrose 2 (1,6%) 0(0,0%0) 2 (1,6%)
Total 120 (96,8%) 4 (3,2%) 124 (100,0%)
Estadiamento Patoldgico © | 26 (21,5%) 1(0,8%) 27 (22,3%)
I 56 (46,3%) 1(0,8%) 57 (47,1%)
1l 31(25,6%) 2(17%) 33 (27,3%)
v 4 (3,3%) 0(0,0%) 4 (3,3%)
Total 117 (96,7%) 4 (3,3%) 121 (100,0%)
Metastase ao Diagndstico ¥ Sim 36(28,8%) 2(1,6%) 38(30,4%)
Néo 85 (68,0%) 2 (1,6%) 87 (69,6%)
Total 121 (96,8%) 4 (32%) 125 (100,0%)
Quimioterapia Pré-Nefrectomia © Sim 37(29,6%) 2(1,6%) 39 (31,2%)
N&o 84 (67,2%) 2 (1,6%) 86 (68,8%)
Total 121 (96,8%) 4 (3,2%) 125 (100,0%)
Radioterapia © Sim 68 (53,6%) 4 (3,1%) 72 (56,7%)
Nzo 55(43,3%) 0 (0,0%) 55 (43,3%)
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Total 123 (96,9%) 4(3,1%) 127 (100,0%)

Tratamento @ EE-4A 54 (42,2%) 0 (0,0%) 54 (42,2%)
DD-4A 70 (54,7%) 4 (3,1%) 74 (57,8%)

Total 124 (96,9%) 4 (3,1%) 128 (100,0%)

Observagdo: variavel “desvio” foi uma constante, pois todos os pacientes analisados nessa categoria foram “sem
desvio”.

(1) X%3=0,557; p= 1,000 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, aceitamos a HO: o 6bito ndo depende da classificagéo
histologica (p>0,05), e rejeitamos a H1: o 6bito depende da classificagéo histoldgica (p<0,05).

(2) X?4)=0,276; p=1,000 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, aceitamos a HO: 0 6bito ndo depende do predominio
histolégico (p>0,05), e rejeitamos a H1: o ébito depende do predominio histolégico (p<0,05).

(3) X?%az= 1,363; p= 0,620 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, aceitamos a HO: o 6bito ndo depende do
estadiamento patoldgico (p>0,05), e rejeitamos a H1: o 6bito depende do estadiamenro patologico (p<0,05).
(4) X?@)= 0,750; p= 0,584 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, aceitamos a HO: o 6bito ndo depende da metastase
ao diagnostico (p>0,05), e rejeitamos a H1: o dbito depende da metastase ao diagnostico (p<0,05).

(5) X*w= 0,680; p= 0,588 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, aceitamos a HO: o 6bito ndo depende da
quimioterapia pré-nefrectomia (p>0,05), e rejeitamos a H1: o 6bito depende da quimioterapia pré-nefrectomia
(p<0,05).

(6) X?y= 3,155; p= 1,333 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, aceitamos a HO: o 6bito néo depende da radioterapia
(p>0,05), e rejeitamos a H1: o dbito depende da radioterapia (p<0,05).

(7) X2@)=3,013; p= 0,138 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, aceitamos a HO: o ébito ndo depende do tratamento
(p>0,05), e rejeitamos a H1: o dbito depende do tratamento (p<0,05).

Resumindo, com relacdo aos pacientes tratados pelo COG, no que diz respeito a
variavel “Resposta” ao tratamento, 0 teste exato de Fisher mostrou que ndo ha associacao,
ou ndo ha dependéncia entre a variavel “Resposta” e as seguintes variaveis: “Metéstase ao
Diagnostico” (X%m)= 1,292; p= 0,307), “Classificagdo Histoldgica” (X?g= 0,320; p=
1,000), “Predominio Histologico” (X%a4)=1,887; p=0,664), “Estadiamento Patoldgico”
(X?@= 1,196; p= 0,764) e “Quimioterapia Pré-Nefrectomia” (X?x)= 0,007; p= 1,000). O
teste exato de Fisher também mostrou que hé associagdo entre a variavel “Resposta” e as
seguintes variaveis: “Radioterapia” (X?u)=5,743; p=0,023) e “Tratamento” (X?)= 5,405;
p=0,024).

Com relagdo aos pacientes tratados pelo COG, no que diz respeito a variavel “Obito”,
0 teste exato de Fisher mostrou que ndo ha associagdo, ou ndo ha dependéncia entre a variavel
“Obito” e as seguintes variaveis: “Classificacdo Histologica” (X?@s)= 0,557; p= 1,000),
“Predominio Histoldgico” (X%#=0,276; p=1,000), “Estadiamento Patoldgico” (X?@=
1,363; p= 0,620), “Metastase ao Diagnostico” (X?m)= 0,750; p= 0,584), “Quimioterapia
Pré-Nefrectomia” (X%w= 0,680; p= 0,588), “Radioterapia” (X%u= 3,155; p= 1,333) e
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“Tratamento” (X?u)= 3,013; p= 0,138).

Jé& para os pacientes com TW de histologia favoravel tratados com protocolo SIOP,
observou-se associa¢do significativa entre a varidvel “Resposta” ao tratamento com a
variavel “Estadiamento Patologico” (p=0,048) (Tabela 6A). Ao comparar a variavel
“Obito” ndo foi observada nenhuma associagio significativa entre as variaveis (Tabela 6B).

As variaveis com valores estatisticamente significativos estdo sinalizadas com asterisco (*).
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Tabela 6 - Associagdo das caracteristicas qualitativas dos casos com histologia favoravel e esporadicos
tratados com SIOP.

A) Caracteristicas clinicas e patoldgicas de pacientes tratados conforme protocolo da SIOP em
comparac¢io com a “resposta ao tratamento” (exceto tratamentos desconhecidos, mistos e COG)

RESPOSTA
Respondeu  Recaiu Progrediu Total
Classificacdo Histolégica ®  Unifasico - - - -
Bifésico 1(142%)  0(0,0%) - 1 (14,2%)
Trifésico 2 (28,6%) 2 (28,6%) - 4 (57,2%)
Necrético 2(28,6%)  0(0,0%) - 2 (28,6%)
Total 5(71,4%) 2 - 7 (100,0%)
(28,6%)
Predominio Histoldgico @ Blastematoso 1 (14,3%) 1(14,3%) - 2 (28,6%)
Estromal 1(14,3%)  0(0,0%) - 1 (14,3%)
Epitelial 2(28,6%)  0(0,0%) - 2 (28,6%)
Misto 0 (0,0%) 1(14,3%) - 1 (14,3%)
Necrose 1 (14,3%) 0(0,0%) - 1 (14,3%)
Total 5(71,4%) 2 (28,6%) - 7 (100,0%)
Estadiamento | - - - -
Patoldgico* ©
I 0 (0,0%) 1(14,3%) - 1 (14,3%)
1l 5(71,4%)  0(0,0%) - 5 (71,4%)
v 0 (0,0%) 1(14,3%) - 1 (14,3%)
Total 5(71,4%) 2 (28,6%) - 7 (100,0%)
Metéastase ao Diagnostico ®  Sim 3 (42,8%) 2 (28,6%) - 5 (71,4%)
No 2(28,6%)  0(0,0%) - 2 (28,6%)
Total 5(71,4%) 2 (28,6%) - 7 (100,0%)
Radioterapia © Sim 5 (71,4%) 1(14,3%) - 6 (85,7%)
No 0 (0,0%) 1(14,3%) - 1 (14,3%)
Total 5(71,4%) 2 (28,6%) - 7 (100%)
Tratamento © Stage 111 3 (37,5%) 2 (25,0%) - 5 (62,5%)
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Stage IV 2(25,0%)  1(12,5%) - 3 (37,5%)
Total 5(625%) 3 (37,5%) - 8 (100,0%)
Obito Sim 5(714%)  1(14,3%) - 6 (85,7%)
Nzo 0 (0,0%) 1(14,3%) - 1 (14,3%)
Total 5(71,4%)  2(28,6%) - 7 (100,0%)

Observagdo: ndo foram analisadas as variaveis “desvio” e “quimioterapia pré-nefrectomia” porque ndo houve
desvio do tratamento e o protocolo estabelece a quimioterapia pré-nefrectomia como parte essencial para
criangas maiores do que 6 meses. * indica p<0,05.

(1) X?= 2,100; p= 0,619 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, aceitamos a HO: a resposta ndo depende da
classificacdo histolédgica (p>0,05), e rejeitamos a H1: a resposta depende da classificagdo histologica (p<0,05).
(2) X?= 4,550; p= 0,810 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, aceitamos a HO: a resposta ndo depende do
predominio histoldgico (p>0,05), e rejeitamos a H1: a resposta depende do predominio histoldgico (p<0,05).
(3) X?@2= 7,000; p= 0,048 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, rejeitamos a HO: a resposta ndo depende do
estadiamento patoldgico (p>0,05), e aceitamos a H1: a resposta depende do estadiamento patologico (p<0,05).
(4) X?1)=1,120; p= 1,000 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, aceitamos a HO: a resposta ndo depende da metéstase
ao diagnostico (p>0,05), e rejeitamos a H1: a resposta depende da metastase ao diagnéstico (p<0,05).

(5) X?w= 2,917; p= 0,286 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, aceitamos a HO: a resposta ndo depende da
radioterapia (p>0,05), e rejeitamos a H1: a resposta depende da radioterapia (p<0,05).

(6) X?a)= 0,036; p=1,000 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, aceitamos a HO: a resposta ndo depende do
tratamento (p>0,05), e rejeitamos a H1: a resposta depende do tratamento (p<0,05).

(7) X%wy= 2,917; p= 0,286 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, aceitamos a HO: a resposta ndo depende do 6bito
(p>0,05), e rejeitamos a H1: a resposta depende do 6bito (p<0,05).
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B) Caracteristicas clinicas e patoldgicas de pacientes tratados conforme protocolo da SIOP em
comparagio com o “6bito” (exceto tratamentos desconhecidos, mistos e COG)

OBITO
Néo Sim Total

Classificagdo Histoldgica @ Unifasico - - -

Bifasico 1(14,3%) 0(0,0%) 1 (14,3%)

Trifésico 3(42,8%) 1(14,3%) 4 (57,1%)

Necrotico 2(28,6%) 0(0,0%) 2 (28,6%)

Total 6(85,7%) 1(14,3%) 7 (100,0%)
Predominio Histoldgico @ Blastematoso 2 (28,6%) 0(0,0%) 2 (28,6%)

Estromal 1(14,3%) 0(0,0%) 1 (14,3%)

Epitelial 2(28,6%) 0(0,0%) 2 (28,6%)

Misto 0(0,0%) 1(14,3%) 1(14,3%)

Necrose 1(14,3%) 0 (0,0%) 1 (14,3%)

Total 6 (85,7%) 1(14,3%) 7 (100,0%)

Estadiamento Patoldgico @ I - - -
I 1(14,3%) 0(0,0%) 1 (14,3%)

' 5(714%) 0(00%)  5(714%)

WY 0(0,0%) 1(14,3%) 1 (14,3%)
Total 6(857%) 1(14,3%) 7 (100,0%)
Metéastase ao Diagnostico ¥ Sim 4(57,1%) 1(14,3%) 5 (71,4%)
Néo 2(28,6%) 0(0,0%) 2 (28,6%)
Total 6(85,7%) 1(14,3%) 7 (100,0%)
Radioterapia © Sim 5(71,4%) 1(14,3%) 6 (85,7%)
N&o 1(14,3%) 0(0,0%) 1 (14,3%)
Total 6(857%) 1(14,3%) 7 (100,0%)
Tratamento © Stage 111 4(57,1%) 0(0,0%) 4 (57,1%)

Stage IV 2(28,6%) 1(14,3%) 3 (42,9%)
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Total 6(857%) 1(14,3%) 7 (100,0%)

Observagdo: variavel “desvio” foi uma constante, pois todos os pacientes analisados nessa categoria foram “sem
desvio”; variavel “quimioterapia pré-nefrectomia”, pois todos os pacientes analisados nessa categoria foram
“sem quimioterapia pré-nefrectomia”. * indica p<0,05.

(1) X?=0,875; p= 1,000 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, aceitamos a HO: o 6bito ndo depende da classificagio
histologica (p>0,05), e rejeitamos a H1: o 6bito depende da classificagao histologica (p<0,05).

(2) X?4=7,000; p= 0,429 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, aceitamos a HO: o dbito ndo depende do predominio
histolégico (p>0,05), e rejeitamos a H1: o ébito depende do predominio histolégico (p<0,05).

(3) X?%x= 7,000; p= 0,286 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, aceitamos a HO: o 6bito ndo depende do
estadiamento patoldgico (p>0,05), e rejeitamos a H1: o 6bito depende do estadiamento patoldgico (p<0,05).
(4) X2q)=0,467; p= 1,000 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, aceitamos a HO: o 6bito ndo depende da metastase
ao diagnostico (p>0,05), e rejeitamos a H1: o 6bito depende da metastase ao diagndstico (p<0,05).

(5) X?y= 0,194; p= 1,000 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, aceitamos a HO: o dbito ndo depende da radioterapia
(p>0,05), e rejeitamos a H1: o dbito depende da radioterapia (p<0,05).

(6) X?1)= 1,556; p=0,429 (Teste Exato de Fisher). Ou seja, aceitamos a HO: 0 6bito ndo depende do tratamento
(p>0,05), e rejeitamos a H1: o dbito depende do tratamento (p=<0,05).

Resumindo, com relacdo aos pacientes tratados pela SIOP, no que diz respeito a
variavel “Resposta” ao tratamento, o teste exato de Fisher mostrou que ndo ha associacao,
ou ndo ha dependéncia entre a variavel “Resposta” e as seguintes variaveis: “Classificagdo
Histoldgica” (X?@= 2,100; p= 0,619), “Predominio Histoldgico” (X?4= 4,550; p= 0,810),
“Metéastase ao Diagnostico” (X?w= 1,120; p= 1,000), “Radioterapia” (X*w= 2,917; p=
0,286), “Tratamento” (X4u= 0,036; p=1,000) e “Obito” (X4w= 2,917; p= 0,286). O teste
exato de Fisher também mostrou que ha associag@o entre a variavel “Resposta” e a variavel

“Estadiamento Patoldgico” (X?2)= 7,000; p= 0,048).

Com relagio aos pacientes tratados pela SIOP, no que diz respeito & variavel “Obito”,
0 teste exato de Fisher mostrou que ndo ha associacdo, ou ndo ha dependéncia entre a variavel
“Obito” e as seguintes variaveis: “Classificacdo Histoldgica” (X%2= 0,875; p= 1,000),
“Predominio Histologico” (X%4= 7,000; p= 0,429), “Estadiamento Patol6gico” (X2)=
7,000; p= 0,286), “Metastase ao Diagndstico” (X?1)= 0,467; p= 1,000), “Radioterapia”
(X?w)= 0,194; p= 1,000) e “Tratamento” (X?u)= 1,556; p=0,429).
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4.1.2 Pacientes diagnosticados com doenca bilateral

Os pacientes diagnosticados com TW bilateral, considerados de estadio 1V,
totalizaram 25 de 186 (13,4% dos casos). Na Tabela 7 estdo listadas as caracteristicas desses
pacientes, resumidamente: IMC adequado (60%), estadiamento patoldgico | (36%),
classificacdo histologica trifasica (48%), predominio histologico blastematoso (44%),
metastase ao diagnostico ausente (68%), quimioterapia pré-nefrectomia (68%), protocolo
COG (76%), regime COG DD-4A (76%), melhor resposta ao tratamento (76%) e Obito
ausente (88%).

Ao nascimento, os bebés pesaram 3.161 g (1.020 a 4.000 g) em média. Ao
diagndstico, as médias foram de 33 meses de idade (8 a 81 meses), 15,104 kg (6,600 a 34,000
kg), 95 cm de altura (70 a 128 cm). J& o produto da nefrectomia pesou 311 g (120 a 800 g)
em média.



Tabela 7 - Caracteristicas qualitativas dos casos bilaterais.

A - Caracteristicas dos Pacientes
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N %
Quantidade 25 100
Sexo
Feminino 10 40
Masculino 15 60
Cor (autodeclarada)
Branco 13 52
Pardo 10 40
Negro 1 4
Amarelo 1 4
Peso ao Nascimento (g)
Média 3.161 -
Idade ao Diagnostico (meses)
Média 33,28 -
Peso ao Diagndstico (g)
Média 15.104 -
Altura ao Diagnéstico (cm)
Média 94,88 -
indice de Massa Corporal (IMC)
Baixo IMC para idade (< Percentil 3) 2 8
IMC adequado ou Eutroéfico (> Percentil 3 e < Percentil 85) 15 60
Sobrepeso (> Percentil 85 e < Percentil 97) 6 24
Obesidade (> Percentil 97) 1 4
N&o informado 1 4
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B) Caracteristicas dos Tumores

Estadiamento Patolégico

I 9 36
I 5 20
I 4 16
v 1 4
Nao informado 6 24
Peso da Peca Tumoral Total (g)
Média 311,15 -
Classificacao Histoldgica
Unifasico 1 4
Bifasico 4 16
Trifasico 12 48
Necroético 1 4
N&o informado 7 28
Predominio Histolégico
Blastematoso 11 44
Estromal 4 16
Epitelial 3 12
Necrose 1 4
Néo informado 6 24
Metéstase ao Diagnostico
Sim 3 12
Nao 17 68
Nao informado 5 20
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C) Caracteristicas dos Tratamentos

Quimioterapia Pré-Nefrectomia

Sim 17 68
Ndo 6 24
Nao informado 2 8
Radioterapia
Sim 8 32
Nao 15 60
Nao informado 2 8
Protocolo
COG 19 76
SIOP 1 4
Misto 2 8
Né&o informado 3 12
Regime
COG (EE-4A) 1 4
COG (DD-4A) 18 72
SIOP (Stage 1) 1 4
SIOP (Stage IV) 0 0
Misto 2 8
Nao informado 3 12
Desvio de Tratamento*
Sim 2 8
Nao 21 84
Né&o informado 2 8
Duragdo do 1° Esquema de Quimioterapia (dias)
Média 175
Resposta
Respondeu 19 76
Recaiu 2 8
Progrediu 1 4
Né&o informado 3 12
Obito
Sim 3 12
Ndo 22 88

*Paciente 87 - Iniciou o tratamento com o protocolo DD-4A (de 16/08/2010 a 17/11/2011). Depois, devido a
progressao tumoral, mudou para o protocolo ICE (de 26/11/2010 a 16/01/2011 - 3 ciclos).
Paciente 92 - Iniciou o tratamento com o protocolo EE-4A (até a 5% semana). Depois prosseguiu com tratamento
DD-4A (da 6 semana a 24% semana). Devido a recidiva renal a direita, foi realizado protocolo ICE (5 ciclos).
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4.1.3 Pacientes diagnosticados com tumores de histologia desfavoravel

Os pacientes diagnosticados com TW com anaplasia totalizaram 8 de 186 (4,3% dos

caso0s), ou seja, sdo pacientes com TW com histologia desfavoravel.

Na Tabela 8 estdo listadas as caracteristicas desses pacientes, que apresentaram
predominio das seguintes caracteristicas: IMC adequado (50%), estadiamento clinico IlI
(62,5%), estadiamento patoldgico Ill (62,5%), classificacdo histoldgica trifasica (75%),
predominio histolégico blastematoso (87,5%), protocolo COG (75%) e regime COG DD-4A
(50%).

Ao nascimento, os bebés pesaram 3.084 g (2.385 a 3.590 g) em média. Ao
diagndstico, as médias foram de 59 meses de idade (17 a 128 meses), 17,450 kg (12,400 a
31,300 kg), 107 cm de altura (81 a 153 cm). Ja o produto da nefrectomia pesou 561 g (178 a
1.850 g) em média.



Tabela 8 - Caracteristicas qualitativas dos casos com histologia desfavoravel (anaplasia).
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A - Caracteristicas dos Pacientes

N %
Quantidade 8 100
Sexo
Feminino 4 50
Masculino 4 50
Cor (autodeclarada)
Branco 5 62,5
Pardo 3 37,5
Negro O
Amarelo 0
Né&o informado 0O
Peso ao Nascimento (g)
Média 3.084 -
Idade ao Diagnostico (meses)
Média 59 -
Peso ao Diagndstico (g)
Média 17.450 -
Altura ao Diagnéstico (cm)
Média 107 -
indice de Massa Corporal (IMC)
Baixo IMC para idade (< Percentil 3) 3 37,5
IMC adequado ou Eutroéfico (> Percentil 3 e < Percentil 85) 4 50
Sobrepeso (> Percentil 85 e <Percentil 97) 0
Obesidade (> Percentil 97) 1 12,5
Né&o informado 0
Estadiamento Clinico
I 1 12,5
I o0
I 5 62,5
v 2 25,0
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B) Caracteristicas dos Tumores

Estadiamento Patolégico

11 12,5
I 1 12,5
I 5 62,5
IV 0
Nao informado 1 12,5
Peso da Peca Tumoral Total (g)
Média 561 -
Lateralidade
Direito 4 50
Esquerdo 4 50
Classificacao Histologica
Unifasico 0
Bifasico 1 12,5
Trifasico 6 75,0
Necrético 0
Nao informado 1 12,5
Predominio Histoldgico
Blastematoso 7 87,5
Estromal
Epitelial 1 12,5
Misto
Necrose
Nao informado
Metéstase ao Diagnoéstico
Sim 4 50
Nao 4 50
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C) Caracteristicas dos Tratamentos

Quimioterapia Pré-Nefrectomia

Sim 2 25
Ndo 6 75
Radioterapia
Sim 7 87,5
Ndo 1 12,5
Protocolo
COG 6 75
SIOP 0
Misto 2 25
Regime
COG (EE-4A) 1 12,5
COG (DD-4A) 4 50,0
Regimenl 1 12,5
Misto 2 25,0
Desvio de Tratamento*
Sim 2 25
Ndo 6 75
Duracéo do 1° Esquema de Quimioterapia
Média 147
Resposta
Respondeu 5 62,5
Recaiu 2 25,0
Progrediu 1 12,5
Obito
Sim 1 12,5
Ndo 7 87,5

*Paciente 54 - Iniciou o tratamento com EE-4A (por 18 semanas) e mudou para DD-4A (por 24 semanas) e
Paciente 179 - Iniciou o tratamento com DD-4A (por 7 semanas) e mudou para Regimen | (por 5 a 24 semanas).

4.3 Extragéo e avaliagdo do DNA

De todos os casos citados acima, 47 tiveram amostras adequadamente armazenadas
no Biobanco do Centro Infantil Boldrini, que foram utilizadas para prosseguir com 0s

experimentos para a validagéo dos biomarcadores.
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O DNA foi extraido utilizando o kit comercial Kit GenELUTE Mammalian Genomic
DNA Miniprep (Sigma-Aldrich by Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha), seguindo o

protocolo fornecido pela empresa.

As quantificacdes das amostras foram realizadas por fluorometria (Qubit 2.0) e por
espectrofotometria (Biodrop). A recuperacdo de DNA variou de 25,6 a 860,0 ng/uL em 100
uL, conforme mostra a Tabela 9 (Anexos). A avaliacdo da integridade foi feita por meio da
corrida de gel de agarose a 0,8% para todas as amostras conforme a imagem representativa

na Figura 4.

Ladder1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 4 - Gel de agarose 0,8% de 12 amostras de DNA. O marcador é o ladder de 1 Kb plus (Invitrogen™),
Na imagem, é possivel verificar o ladder na posicao do primeiro pocinho do gel e nos demais pocinhos as 12
amostras da corrida.

As amostras apresentadas na Figura 4, que sdo representacfes de todas as outras
amostras, indicam que o DNA estava integro e por isso foram utilizadas para 0s passos
seguintes do estudo. Esse procedimento foi adotado para as demais amostras do estudo.
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4.4 Avaliacdo do numero de copias dos potenciais biomarcadores

O ndmero de copias foi avaliado pela técnica de MLPA em 47 amostras, contudo,

trés amostras foram excluidas pelos critérios de qualidade conforme instruc@es do fabricante

MRC Holland. Dessas 44, trés casos eram bilaterais e um caso teve duas amostras analisadas.

Logo, foram analisados 40 casos. A Figura 5 apresenta uma representacao grafica da corrida

de MLPA de uma amostra. Na se¢do dos Anexos — Quadro 6, estdo presentes todos 0s

paineis gerados pelo Coffalyzer dos 40 casos analisados, dos trés rins normais e dos casos

excluidos.
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Figura 5 - Representacdo gréfica extraida do Coffalyzer.NET (MRC Holland) da amostra 517/18. Foram
avaliadas as regides cromossémicas 1p, 1q, 2p (MYCN), 11p (WT1), 16q, 17p (TP53) e Xq (AMER1), que

identificou a perda em 1p, o ganho em 1q e a perda em 11p. Em verde, estdo representadas sondas controles

que sao usadas para estimar o nimero de cdpias dos alvos de interesse. No eixo X estdo identificadas as

regides cromossdmicas, neste caso, as de interesse sdo as indicadas na figura. No eixo Y € possivel ver a

proporcéo do nimero de copias de cada regido avaliada, sendo que 0,5 indica 1 cépia (perda), 1 indica 2

cépias (normal), 1,5 indica 3 cdpias (ganho). Quanto as linhas vermelha e azul, indicam as fronteiras da

normalidade da amostra. As sondas controle do experimento estdo presentes na regido cinza da imagem.
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Para a técnica de MLPA foram utilizados trés rins normais como controle (Tabela
10).

Tabela 10 - Amostras de referéncia utilizadas na técnica de MLPA.

Amostras Qubit (ng/ul) Biodrop (A260/280)
121/21 21 74 1.700
161/21 1C 105 1.844
230/21 0B 93 1.692

As amostras avaliadas estdo representadas na Tabela 11, que também indica se houve
alteracdo do numero de cdpias em AMER1 (Xq), 1p, 1, MYCN (2p), WT1 (11p), 16q e TP53
(17p). Das 40 amostras analisadas, 20 mostraram alteracdes. Conforme apresentado na
Tabela 11, a frequéncia das alteracdes do numero de copias nos TWSs unilaterais, tanto de
histologia favoravel quanto com anaplasia, foi: 4 perdas de AMERL1 (Xq), 1 ganho de AMER1
(XQq), 6 perdas de 1p, 9 ganhos de 1q, 3 ganhos de MYCN (2p), 6 perdas de WT1 (11p), 9
perdas de 16q, 3 perdas de TP53 (17p) e 1 ganho de TP53 (17p).

Tabela 11 - Alteracdes de nimero de cdpias dos potenciais biomarcadores selecionados para TWs avaliados

por MLPA em amostras selecionadas.

Paciente  Amostra Xq 1Ip 1q 2p 11p 169 17p
1 773/09 - MD/PR/O (Anaplasia) P P

2 242/19 - MD/R (Anaplasia) G P

3 013/05 - R/O P G

4 396/10 - MD/PR/O P G P P P

5 540/09 - R/O P G

6 517/18 - R P G P

7 045/19 - MD/MT/R G G

8 348/20 T1* - MD/MT/R P P

348/20 T2* - MD/MT/R P P




84

9 433/18 - MD P P P
10 583/17 - MT/R P P
11 247/17 - MD P
12 154/11 - MD G P
13 546/05 - MD G
14 218/05 - MD P
15 171/05 - MD
16 488/09 A P G
17 037/06 P
18 119/18 P G P
19 328/17 G
20 427/06 P G G
21 047/20 H - MT/R
22 484/19 - MD
23 512/19
24 554/19 - MD
25 064/20 H
26 249/20
27 082/19 - MD
28 242/09
29 105/09
30 742/07
31 434/07
32 757/06
33 694/09
34 214/17
35 279/14 - MD/MT/PR/O
36 239/11
37 322/17
38 269/17 - MD
39 422/18
40 202/18
Total 4P/1G 6P 9G 3G 6P 9P 3P/1G

Legenda: P = perda, G = ganho, MT = metastase durante o tratamento, MD = metastase ao diagnostico, O =

obito, R = Recaida, PR = Progressdo. A amostra 348 teve duas regides avaliadas do tumor: 348/20-T1 e

348/20-T2.
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Além das 40 amostras, 3 amostras de tumores bilaterais também foram analisadas,
em que: 541/19 — paciente que respondeu ao tratamento e apresentou perda em AMER1 (Xq),
831/09 — paciente com recaida apresentou ganho em MYCN (2p) e 208/18 — paciente com

metastase durante o tratamento que apresentou ganho em 1p e perda em 16q.

Das 40 amostras de TWSs esporédicos e histologia favordvel analisadas por MLPA, 8
ndo atingiram os critérios de qualidade para o experimento (Anexos — Quadro 6), ou seja,
apresentaram discordancia entre as sondas que avaliaram a mesma regido gendémica, em que
algumas estavam dentro do limiar e uma ou outra estava abaixo da linha vermelha ou acima
da linha azul (essas linhas indicam as fronteiras da normalidade da amostra); além das sondas
controle do experimento, que ficam na regido cinza da imagem, também discordarem entre

si (Figura 6).
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Figura 6 - Representacdo gréafica extraida do Coffalyzer.NET (MRC Holland) da amostra 013/05. Nesse caso,

ndo é possivel, por exemplo, inferir sobre a perda em 17p (TP53).
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Entdo, para confirmar se houve alteracdo ou ndo no biomarcador estudo, essas 8
amostras foram analisadas por gPCR: 5 foram avaliadas em 1¢, 2 em MYCN (2p), 1 em WT1
(11p), 2 em TP53 (17p) (Tabela 12). Apenas uma amostra reavaliada em 1q apresentou

ganho, as demais ndo apresentaram alteracdo para os biomarcadores estudados.

Tabela 12 - Alteracdes de nimero de copias dos potenciais biomarcadores selecionados para TWSs avaliados

por MLPA e gPCR em amostras selecionadas.

Amostra Xg 1p 19 2p 11p 16q 17p Confirmagdo gPCR
013/05 - R/O P G Sem alteragdes 17p
396/10 - MD/PR/O P G P P P Ganho 1q

171/05 - MD Sem alteragdes 1q
488/09 A P G Sem alteragdes 11p
037/06 P Sem alteragdes 17p
047/20 H - MT/R Sem alteracdes 1q e 2p
348/20 T1 - MD/MT/R P P Sem alteragdes 1q
773/09 - MD/PR/O (Anaplasia) P P Sem alteragGes 1q e 2p

Legenda: P = perda, G = ganho, MT = metéstase durante o tratamento, MD = metéstase ao diagnéstico, O =

oObito, R = Recaida.

Abaixo esta a representacdo grafica (Figura 7), dos casos avaliados por meio da
gPCR (além de MLPA), em que é possivel detectar apenas alteracdo na amostra 396, que

apresentou ganho em 1q. As demais amostras foram consideradas normais.
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Figura 7 - Representacéo extraida do programa CopyCaller® v2.1 (Applied Biosystems®, Thermo Fisher). A
imagem mostra as oito amostras que foram avaliadas para alteragdo do nimero de cdpias. As regides que
foram avaliadas neste experimento foram 1q (azul), e TP53 (verde), MYCN (rosa) e WT1 (laranja). O eixo Y
indica o nimero de copias da regido avaliada, enquanto o eixo X indica as amostras dos pacientes e a agua.

As amostras 47 e 773 foram avaliadas em duas regides.

Em resumo, as alteragbes consideradas verdadeiras sdo aquelas que foram
identificadas por MLPA e no caso de duvida, foram confirmadas por gPCR. Amostras
discordantes entre os dois experimentos foram consideradas negativas uma vez que o MLPA

é a técnica de escolha pelos estudos clinicos em TWs para avaliacdo do nimero de copias.

Parte desses dados foram usados no artigo “Somatic Copy Number Alteration in
Circulating Tumor DNA for Monitoring of Pediatric Patients with Cancer”, publicado na

Biomedicines em 2023 (Anexos).
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4.5 Comparacao entre informacdes clinico-patoldgicas e moleculares

Apds a obtencdo dos dados moleculares, procedeu-se para a comparacao entre as

caracteristicas clinico-patoldgicas (Tabela 13) e os achados moleculares.

Tabela 13 - Caracteristicas clinicas e patoldgicas dos 40 pacientes.

Variaveis continuas Média Mediana
Idade ao diagndstico (n = 40, em 46,83 (2-304) 38
meses)
Peso ao nascer (n = 34, em gramas) 3083,44 (720-3950) 3.102,50
Peso ao diagnoéstico (n = 38, em 16900,13 (6400-68000) 14.350
gramas)
Altura (n = 37, em centimetros) 100,89 (63-170) 99,00
IMC (n = 36) 15,62 (11-28) 14,97
Peso da pec¢a tumoral (n = 35, em 591,80 (200-1720) 530,00
gramas)
Variaveis categoricas Frequéncia Porcentagem (%6)
Resposta (40) Respondeu 29 72,5
Recaiu 8 20,0
Progrediu 3 7,5
Obito (40) Sim 5 12,5
Né&o 35 87,5
Cor Branco 26 68,4
(autodeclarada)
(38) Pardo 9 23,7
Preto 2 53
Amarelo 1 2,6
Sexo (40) Feminino 20 50,0
Masculino 20 50,0
Lateralidade (40) Direita 21 52,5

Esquerda 19 47,5
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Estadiamento | 8 20,5
Clinico (39)
1 10 25,6
I 9 23,1
v 12 30,8
Estadiamento | 7 18,4
Patolégico (38)
I 14 36,8
I 16 42,1
v 1 2,6
Metéstase ao Sim 16 40,0
Diagnostico (39)
Né&o 24 60,0
Predominio Blastematoso 25 64,1
Histoldgico (39)
Estromal 6 154
Epitelial 6 154
Misto 1 2,6
Necrose 1 2,6
Classificacao Unifasico - -
Histologica (38)
Bifasico 6 15,8
Trifasico 31 81,6
Necrotico 1 2,6
Anaplasia (38) Sim 2 5,3
Né&o 36 94,7
Pré- Sim 9 23,1
Quimioterapia
(39) Né&o 30 76,9
Radioterapia Sim 23 57,5
(40)
Né&o 17 425
Desvio de Sim 3 7,7
Tratamento (39)
Néo 36 92,3
Tratamento (38) EE-4A 14 36,8
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DD-4A 18 47,4
Regimen | 1 2,6
Stage IV 2 5,3
Misto 3 7,9

Observacao: entre parénteses, estdo mostrados o nimero de pacientes avaliados para cada parametro.

Com relagdo as varidveis continuas, a Tabela 13 mostra os valores em média e
mediana, bem como o menor e 0 maior valor de cada uma delas. Ao nascimento, os bebés
pesaram 3.083 g (720 - 3.950 g) em média. Ao diagndstico, as médias foram de 47 meses de
idade (2 a 304 meses), 16,900 kg (6,400 a 68,000), 101 cm de altura (63 a 170 cm) e 0 IMC
foi de 15,62 (11 a 28). Ja o produto da nefrectomia pesou 592 g (200 a 1.720 g) em média.

Com relacéo as variaveis categoricas, a Tabela 13 mostra o predominio das seguintes
caracteristicas: respondeu ao tratamento (72,5%), 6bito ausente (87,5%) estadiamento clinico
IV (30,8%), estadiamento patoldgico 111 (42,1%), metastase ao diagndstico ausente (60,0%),
predominio histologico blastematoso (64,1%), classificacdo histoldgica trifasica (81,6%),
anaplasia ausente (94,7%), realizacdo de pré-quimioterapia ausente (76,9%), radioterapia
presente (57,5%), desvio de tratamento ausente (92,3) e protocolo COG DD-4A (47,4%).

Com relacédo aos achados moleculares, a Tabela 14 mostra a quantidade de alteragdes
em cada um dos sete biomarcadores avaliados neste estudo.

Tabela 14 - Numero de alteragfes encontradas nos 40 tumores avaliados.

Cromossomo Sem alteracGes Perdeu Ganhou
Xq 36 3 1
1p 34 6 -
1q 31 - 9
2p 37 - 3
11p 34 6 -
16q 32 8 -
17p 36 3 1
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Analisando a Tabela 14, as regides cromossdmicas que apresentaram perdas foram:
Xq (n=3),1p (n=6), 11p (n=6), 169 (n=8) e 17p n = (3); e as regides que apresentaram
ganhos foram: Xq (n=1),1g(n=9),2p (n=3)e 17p (n=1).

Utilizando o programa Origin (OriginLab Corporation, Microsoft Windows, 2022),
foram produzidos quatro graficos relacionando as quatro caracteristicas patoldgicas
(resposta, 6bito, histologia e estadiamento) e as alteragdes do numero de cépias dos sete
biomarcadores (AMER1, 1p, 1g, MYCN, WT1, 16q e TP53).

Na Figura 8 é mostrada a variavel 6bito (6bito ou ndo 6bito) em comparagdo com
o0s biomarcadores e a perda ou 0 ganho de niumeros de clpias com rela¢do ao nimero de 40

pacientes.

Dos 40 pacientes analisados, 5 apresentaram 6bito, sendo que 4 apresentaram alguma
alteracdo em pelo menos um dos biomarcadores analisados. Retomando a Tabela 11, é

possivel corroborar que esses pacientes foram:

1) Paciente 773/09 (MD/PR/O - Anaplasia) - com perda em 16q e 17p (TP53)
2) Paciente 013/05 (R/O) - com perda em Xg (AMERL1) e ganho em 1q

3) Paciente 396/10 (MD/PR/O) - com perda 1p, 11p, 169 e 17p; e ganho em 1q
4) Paciente 540/09 (R/O) - com perdaem 1 p e ganho em 1g.

Contudo, um paciente que foi a Obito ndo apresentou nenhuma alteracdo nos

biomarcadores: 279/14 MD/MT/PR/O.
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Figura 8 - Comparagdo entre o dbito ou ndo 6bito, os biomarcadores e o ganho ou a perda do ndmero de
copias, com relagdo a 40 pacientes. No eixo X, estdo especificadas as variaveis 6bito e ndo obito. No eixo Y a
esquerda, esta especificado o nimero de individuos (total de 40 individuos analisados), e a direita, esta
especificado o tipo de biomarcador. A cor laranja representa o ganho do nimero de cépias e a cor azul

representa a perda do nimero de cépias.
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Na Figura 9 é mostrada a variavel resposta (respondeu, recaiu ou progrediu) em
comparacdo com os biomarcadores e a perda ou 0 ganho de nimeros de copias. E possivel

verificar o predominio do ganho de 1q em 5 pacientes com recaida.
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Figura 9 - Comparacdo entre as respostas ao tratamento, os biomarcadores e o ganho ou a perda do nimero

de cdpias. No eixo X, estdo especificadas as variaveis respondeu, recaiu e progrediu. No eixo Y a esquerda,

esta especificado o nimero de individuos (total de 40 individuos analisados), e a direita, esta especificado o
tipo de biomarcador. A cor laranja representa o ganho do nimero de cépias e a cor azul representa a perda do

namero de cpias.
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Na Figura 10 é mostrada a variavel estadiamento (I, I, 111 ou IVV) em comparacéao
com os biomarcadores e a perda ou 0 ganho de nimeros de copias. E possivel verificar o
predominio de 111 no ganho de 1q (5/40) e perda de 16q (4/40).
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Figura 10 - Comparacdo entre os estadiamentos patoldgicos, os biomarcadores e o ganho ou a perda do
numero de copias. No eixo X, estdo especificadas as variaveis I, I1, 111 e IV. No eixo Y a esquerda, esta
especificado o nimero de individuos (total de 40 individuos analisados), e a direita, esta especificado o tipo
de biomarcador. A cor laranja representa o ganho do nimero de cépias e a cor azul representa a perda do

namero de cpias.
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Na Figura 11 é mostrada a variavel histologia (Blastematoso, Estromal, Epitelial,
Misto, Regressivo e Anaplasia difusa) em compara¢do com os biomarcadores e a perda ou
0 ganho de nimeros de copias. E possivel verificar o predominio de blastematoso no ganho
de 1q (5/40) e de estromal na perda de 16q (3/40).
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Figura 11 - Comparacdo entre os tipos histolégicos, os biomarcadores e 0 ganho ou a perda do nimero de
copias. No eixo X, estdo especificadas as varidveis blastematoso, estromal, epitelial, misto, regressivo,
anaplasia difusa. No eixo Y a esquerda, esta especificado o nimero de individuos (total de 40 individuos
analisados), e a direita, esta especificado o tipo de biomarcador. A cor laranja representa o ganho do nimero

de copias e a cor azul representa a perda do nimero de cpias.
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Para prosseguir as analises, foram realizados os testes de normalidade, ou seja, para
determinar se as amostras seguiram uma distribuicdo normal. Considerando o Teste de
Shapiro-Wilk mais adequado para grupos amostrais inferiores a 50, consideramos que a
maior parte dos dados seguem uma distribui¢do ndo normal. Por esta razdo, foram utilizados

testes ndo paramétricos para as comparagdes que se seguem.

Considerando as hipoteses do teste de normalidade (HO: distribuicdo da amostra =
distribuicao normal e H1: distribui¢do da amostra # distribui¢ao normal), quando p>0,05, os
dados tém uma distribuicdo normal, e quando p<0,05 os dados tém uma distribuicdo nédo
normal. Logo, quatro caracteristicas tém o p<0,05, apresentados na Tabela 15 na coluna
“Significancia”: Tempo do 1° esquema quimioterapico, peso ao nascer, IMC e peso da peca

tumoral. Por isso, os dados foram considerados ndo normais.

Tabela 15 - Teste de normalidade das variaveis continuas dos 40 pacientes.

Caracteristicas Estatistica Grau de Liberdade Significancia
Te_mpp do 1° esquema 0,624 26 <0,001
quimioterapico

Idade ao diagndstico 0,969 26 0,595
Peso ao nascer 0,861 26 0,002
Peso ao diagnostico 0,973 26 0,702
Altura 0,976 26 0,773
IMC 0,858 26 0,002
Peso da peca tumoral 0,817 26 <0,001

A Tabela 16 contém a comparagéo entre as caracteristicas moleculares comparadas
com a variavel “resposta ao tratamento”. A Tabela 17 contém a comparagdo das
caracteristicas moleculares comparadas com a variavel “0bito”. As varidveis com valores

estatisticamente significativos estdo sinalizadas com asterisco (*).
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Tabela 16 - Comparagio de caracteristicas moleculares com a variavel “resposta ao tratamento”.

RESPOSTA
Respondeu Recaiu Progrediu Total
Xq® Sem alteracdes 28 (70,0%) 5 (12,5%) 3 (7,5%) 36 (90,0%)
Perda 1 (2,5%) 2 (5,0%) 0 (0,0%) 3 (7,5%)
Ganho 0 (0,0%) 1 (2,5%) 0 (0,0%) 1(2,5%)
Total 29 (72,5%) 8 (20,0%) 3 (7,5%) 40 (100,0%)
1p®@ Sem alteragGes 26 (65,0%) 6 (15,0%) 2 (5,0%) 34 (85,0%)
Perda 3 (7,5%) 2 (5,0%) 1(2,5%) 6 (15,0%)
Ganho - - - -
Total 29 (72,5%) 8 (20,0%) 3 (7,5%) 40 (100,0%)
1g*® Sem alteracdes 26 (65%) 3 (7,5%) 2 (5,0%) 31 (77,5%)
Perda - - - -
Ganho 3 (7,5%) 5 (12,5%) 1 (2,5%) 9 (22,5%)
Total 29 (72,5%) 8 (20,0%) 3 (7,5%) 40 (100,0%)
2p* Sem alteracoes 26 (65,0%) 8 (20,0%) 3 (7,5%) 37 (92,5%)
Perda - - - -
Ganho 3 (7,5%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 3 (7,5%)
Total 29 (72,5%) 8 (20,0%) 3 (7,5%) 40 (100,0%)
11p° Sem alteracoes 25 (62,5%) 7 (17,5%) 2 (5,0%) 34 (85,0%)
Perda 4 (10,0%) 1 (2,5%) 1 (2,5%) 6 (15,0%)
Ganho - - - -
Total 29 (72,5%) 8 (20,0%) 3 (7,5%) 40 (100,0%)
16q*®) Sem alteracdes 26 (65,0%) 5 (12,5%) 1 (2,5%) 32 (80,0%)
Perda 3 (7,5%) 3 (7,5%) 2 (5,0%) 8 (20,0%)
Ganho - - - -
Total 29 (72,5%) 8 (20,0%) 3 (7,5%) 40 (100,0%)
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17p*™ Sem alteracdes 28 (70,0%) 7 (17,5%) 1 (2,5%) 36 (90,0%)
Perda 0 (0,0%) 1 (2,5%) 2 (5,0%) 3 (7,5%)
Ganho 1 (2,5%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1 (2,5%)
Total 29 (72,5%) 8 (20,0%) 3 (7,5%) 40 (100,0%)

D X?4=8,970; p=0,069 (Teste Exato de Fisher), V de Cramer: 0,335

2 X?2=1,911; p=0,214 (Teste Exato de Fisher), V de Cramer: 0,219

% X?2=10,000; p=0,006 (Teste Exato de Fisher), V de Cramer: 0,500 (estatisticamente significativo)
A X?2=1,230; p=1,000 (Teste Exato de Fisher), V de Cramer: 0,175

% X?2=0,863; p=0,579 (Teste Exato de Fisher), V de Cramer: 0,147

8 X22)=7,304; p=0,019 (Teste Exato de Fisher), V de Cramer: 0,427 (estatisticamente significativo)
) X?4=18,038; p=0,008 (Teste Exato de Fisher), V de Cramer: 0,475 (estatisticamente significativo)

Os testes exato de Fisher mostraram associacdo significativa entre a variavel
“resposta” com as seguintes variaveis moleculares: com o 1q (X?=10,000; p=0,006 (Teste
Exato de Fisher), V de Cramer: 0,500), com 0 16q (X%2=7,304; p=0,019 (Teste Exato de
Fisher), V de Cramer: 0,427) e com 0 17p (X%4=18,038; p=0,008 (Teste Exato de Fisher),
V de Cramer: 0,475).



Tabela 17 - Comparagao de caracteristicas moleculares com a variavel “obito”.
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OBITO
Néo Sim Total
Xgt Sem alteracGes 32 (80,0%) 4 (10,0%) 36 (90,0%)
Perda 2 (5,0%) 1 (2,5%) 3 (7,5%)
Ganho 1 (2,5%) 0 (0,0%) 1 (2,5%)
Total 35 (87,2%) 5 (12,5%) 40 (100,0%)
1p? Sem alteracdes 31 (77,5%) 3 (7,5%) 34 (85,0%)
Perda 4 (10,0%) 2 (5,0%) 6 (15,0%)
Ganho - - -
Total 35 (87,5%) 5 (12,5%) 40 (100,0%)
108 Sem alteracdes 29 (72,5%) 2 (5,0%) 31 (77,5%)
Perda - - -
Ganho 6 (15,0%) 3 (7,5%) 9 (22,5%)
Total 35 (87,2%) 5 (12,5%) 40 (100,0%)
2p* Sem alteracdes 32 (80,0%) 5 (12,5%) 37 (92,5%)
Perda - - -
Ganho 3 (7,5%) 0 (0,0%) 3 (7,5%)
Total 35 (87,5%) 5 (12,5%) 40 (100,0%)
11p° Sem alteracdes 30 (75,0%) 4 (10,0%) 34 (85,0%)
Perda 5 (12,5%) 1 (2,5%) 6 (15,0%)
Ganho - - -
Total 35 (87,5%) 5 (12,5%) 40 (100,0%)
16q° Sem alteracdes 29 (72,5%) 3 (7,5%) 32 (80,0%)
Perda 6 (15,0%) 2 (5,0%) 8 (20,0%)
Ganho - - -
Total 35 (87,5%) 5 (12,5%) 40 (100,0%)
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17p’ Sem alteracGes 33 (82,5%) 3 (7,5%) 36 (90,0%)
Perda 1(2,5%) 2 (5,0%) 3 (7,5%)
Ganho 1 (2,5%) 0 (0,0%) 1(2,5%)
Total 35 (87,5%) 5 (12,5%) 40 (100,0%)

D X?2=1,397; p=0,427 (Teste Exato de Fisher), V de Cramer: 0,187
2 X?1)=2,801; p=0,154 (Teste Exato de Fisher), V de Cramer: 0,265
% X?1)=4,608; p=0,065 (Teste Exato de Fisher), V de Cramer: 0,339
4 X21)=0,463; p=1,000 (Teste Exato de Fisher), V de Cramer: 0,108
% X?1)=0,112; p=1,000 (Teste Exato de Fisher), V de Cramer: 0,053
8 X21)=1,429; p=0,257 (Teste Exato de Fisher), V de Cramer: 0,189
N X?»=8,762; p=0,069 (Teste Exato de Fisher), V de Cramer: 0,468

Os testes Exato de Fisher ndo mostraram nenhuma associacao significativa entre a

variavel “obito” com as variaveis moleculares.

Levando em consideracao que os testes de hipoteses mostram se ha ou ndo associacao
entre duas varidveis, mas nao quantifica a forca da associacdo, foi realizado a analise
multivariada das caracteristicas que foram associadas. Contudo, os pressupostos dos testes

nao foram atendidos devido ao baixo nimero de amostras avaliadas.

4.6 Avaliacdo de amostras armazenadas em parafina

Dos casos de TWs armazenados em parafina, foram selecionados aqueles com
predominio de componente blastematoso. Para controle do estudo, foram registrados a
porcentagem aproximada de componentes de cada um dos blocos selecionados, através da

leitura das laminas de cada um deles (Tabela 18).

Tabela 18 - Casos selecionados para o estudo.

% % % Estromal % Necrose  Observacoes
Paciente Lamina Blastemal Epitelial

5 12 0% 5% 95%
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Observacéo: foram selecionadas amostras de tecido renal normal adjacente ao tumor de alguns casos.

Apds obtidas as concentracOes satisfatorias de DNA das amostras de TW parafinadas

(acima de 10 ng/ul), o produto da PCR foi verificado em gel de agarose (2%) em TBE (1X),

gue mostrou a boa integridade do DNA, uma vez que pelo menos 1 das quatro bandas

apareceram no gel (Figura 12).
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Figura 12 - Gel de agarose (2%) de 20 amostras de DNA extraidas de tumores em blocos de parafina. O
marcador € o ladder de 1 Kb plus (Invitrogen™). Na imagem, é possivel verificar o ladder (L) na posicao do
primeiro pocinho do gel (lado esquerdo) e nos demais pocinhos, as amostras de DNA extraidas de tumores

emblocados em parafina. E possivel verificar que ha amostras com 100, 200 e até 300 pb.

Apo0s a otimizacdo das extracGes de amostras em parafina, as amostras de DNA que
amplificaram pelo menos a banda de 100 pb foram submetidas em gPCR no sistema SDS
7500 Fast. Algumas das amostras armazenadas em material parafinado, também estavam
armazenadas em material congelado. Desse modo, foi possivel comparar os resultados
obtidos de ambos, que mostrou uma discordancia entre 0os nimeros de copias identificados
por gPCR, indicando que, para esses experimentos, nao é possivel usar o material parafinado

e, portanto, ndo foi possivel expandir o estudo para todas as amostras retrospectivas da
instituicdo.
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5 DISCUSSAO

Este foi um estudo de avaliacéo de pacientes diagnosticados com TW em um periodo
de 15 anos de uma Unica instituicdo, incluindo o perfil de nimero de cdpias de biomarcadores
que estdo sendo testados prospectivamente por ensaios clinicos internacionais. Para tanto,
este estudo validou alteragfes moleculares em Xq (WTX), 1p, 1q, 2p (MYCN), 11p (WT1),
16q e 17p (TP53) em pacientes atendidos no Centro Infantil Boldrini de 2005 a 2020. Para
aumentar a coorte estudada, testamos os experimentos em material de parafina, contudo,

devido & qualidade das amostras, os resultados obtidos foram descartados.

Com relacdo aos dados descritivos, dos 186 pacientes diagnosticados com TW
unilateral e sem anaplasia totalizaram 153 de 186 (82,3% dos casos), com 74,5% de
classificacdo histoldgica trifasica, conforme apresentado na literatura o TW tem uma
morfologia heterogénea, apresentando trés componentes histolégicos principais:
blastematoso, epitelial e estromal (BECKWITH et al., 1990), embora nem todos os tumores
sejam trifasicos (LI et al., 2002). Esses pacientes tiveram melhor resposta ao tratamento
(81%), sem recaida ou Obito (88,9%), também corroborando com a literatura, em que a
sobrevida em cinco anos € superior a 90% para criancas em qualquer estadiamento da doenca
com histologia favoravel que recebem tratamento adequado (IRTAN, EHRLICH,
PRITCHARD-JONES, 2016).

Ao verificar todos os pacientes com histologia favoravel tratados com protocolo
COG, o teste exato de Fisher mostrou que ndo ha associagdo, ou ndo ha dependéncia entre a
variavel resposta e as seguintes variaveis: classificacio histoldgica (X%s)= 0,320; p= 1,000),
predominio histolégico (X%4=1,887; p=0,664), estadiamento patoldgico (X?3)= 1,196; p=
0,764), metastase ao diagndstico (X%w= 1,292; p= 0,307) e quimioterapia pré-nefrectomia
(X?@)= 0,007; p= 1,000). O teste exato de Fisher também mostrou que ha associacio entre a
variavel resposta e as seguintes variaveis: radioterapia (X%u= 5,743; p= 0,023) e tratamento
(X?w= 5,405; p= 0,024). J4 é reconhecido que ambos os protocolos, COG e SIOP, atingem
a mesma eficiéncia de tratamento (IRTAN, EHRLICH, PRITCHARD-JONES, 2016). O
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protocolo do COG tem bragos de tratamento que diferem conforme a histologia e o
estadiamento. Ambos estdo em acordo com esses achados.

Em contrapartida, o teste exato de Fisher mostrou que nédo ha associacdo, ou nao ha
dependéncia entre a variavel 6bito e as seguintes variaveis: classificagio histoldgica (X%@3)=
0,557; p= 1,000), predominio histoldgico (X%4=0,276; p=1,000), estadiamento patoldgico
(X?@)= 1,363; p= 0,620), metastase ao diagndstico (X?w)= 0,750; p= 0,584), quimioterapia
pré-nefrectomia (X%w)= 0,680; p= 0,588), radioterapia (X?1)= 3,155; p= 1,333) e tratamento
(X?@)=3,013; p=0,138).

Jé para os pacientes com TW de histologia favoravel tratados com protocolo SIOP, o
teste exato de Fisher mostrou que ndo ha associacdo, ou ndo ha dependéncia entre a variavel
resposta e as seguintes variaveis: classificagdo histologica (X%2= 2,100; p= 0,619),
predominio histoldgico (X?@)= 4,550; p= 0,810), metastase ao diagndstico (X%w)= 1,120; p=
1,000), radioterapia (X?w)= 2,917; p= 0,286), tratamento (X%1)= 0,036; p=1,000) e Obito
(X?@)=2,917; p=0,286). O teste exato de Fisher também mostrou que ha associacio entre a
variavel resposta e a variavel estadiamento patoldgico (X?2= 7,000; p= 0,048). O tratamento
quimioterapico realizado previamente a nefrectomia tem um impacto direto no estadiamento
e na composicdo histolégica dos tumores, como diminuir a quantidade de ceélulas
blastomatosas, uma vez que essas células sdo melhores respondedoras ao tratamento
quimioterapico (GRAF, TOURNADE, DE KRAKER, 2000), similar ao que foi encontrado

neste estudo.

O teste exato de Fisher mostrou que ndo ha associagdo, ou ndo ha dependéncia entre
a variavel 6bito e as seguintes variaveis: classificagdo histolégica (X?z= 0,875; p= 1,000),
predominio histologico (X%= 7,000; p= 0,429), estadiamento patoldgico (X22= 7,000; p=
0,286), metastase ao diagndstico (X%w= 0,467; p= 1,000), radioterapia (X?w)= 0,194; p=
1,000) e tratamento (X?)= 1,556; p=0,429) .

O estudo também identificou pacientes diagnosticados com TW bilateral, que
totalizaram 25 de 186 (13,4% dos casos), e pacientes diagnosticados com TW com anaplasia,
que totalizaram 8 de 186 (4,3% dos casos), se aproximando com achados da literatura, que
relata anaplasia em 5% a 10% dos TWs (ZUPPAN, BECKWITH, LUCKEY, 1988). A idade
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dos pacientes com tumores unilaterais foi de 48 meses, comparado com 33 meses dos
pacientes com doenca bilateral. A literatura aponta que a doenga apresenta um pico de
incidéncia entre 0 2° (24 meses) e o0 3° ano (36 meses) de vida, sendo que a maioria das
criancas (75%) desenvolve o TW entre 1 (12 meses) e 5 (60 meses) anos de idade
(BRESLOW et al., 1993; BALIS et al., 2021).

Dos 186 casos para as analises descritivas, 40 casos foram estudados com relagdo as
alteracdes genéticas. Analisando a literatura, a alteracdo genética mais comum presente em
pacientes com TW é o ganho de 1q, encontrado em aproximadamente 25% dos TWSs e é
encontrada em 40% dos pacientes que apresentam recaida (DOME et al., 2013, CHAGTAI
et al., 2016). Atualmente, o ganho de 1g é um marcador prognostico independente de
recorréncia em pacientes com TW, tanto tratados pelo protocolo COG quanto SIOP, ja que
TWSs com ganho de 1q parecem ser mais agressivos e tém maior potencial metastatico, uma
vez que a prevaléncia de ganho de 1q é maior entre os TWSs de estadiamentos mais avancados
(CHAGTAI et al., 2016). Por esta razdo, vem sendo considerado um biomarcador relevante
para TW e esta sendo testado tanto pelo COG quanto pela SIOP nos estudos clinicos

prospectivos.

O ganho de 1q também foi a alteracdo mais frequente entre os pacientes avaliados
neste estudo, 9/40 (22,5%) dos quais 3 pacientes apresentaram recidiva da doenca e 3
pacientes foram a 6bito. Neste estudo foi identificada associacdo significativa entre a resposta
ao tratamento e status de 1q (X%2=10,000; p=0,006 (Teste Exato de Fisher), V de Cramer:
0,500), corroborando com os achados da literatura (HING et al., 2001; LU et al., 2002,
WILLIAMS et al., 2004; NATRAJAN et al., 2006a; NATRAJAN et al., 2006b; GRATIAS
etal., 2013; CHAGTAI et al., 2016).

A segunda alteracdo mais frequente neste estudo foi a LOH de 16q 8/40 (20%) dos
casos apresentaram LOH 16q, sendo que a resposta ao tratamento foi significativamente
associada com o 164, X?2=7,304; p=0,019 (Teste Exato de Fisher), V de Cramer: 0,427. A
terceira alteracdo mais frequente neste estudo foi a perda de 1p, presente em 6/40 (15%) dos
casos, contudo, ndo foi encontrada associacdo significativa dessa varidvel com nenhuma
outra do estudo. Também identificamos apenas um caso com perda concomitante de 1p e

1609, paciente que apresentou metastase e foi a obito.
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A LOH de 1p e 16q j& foi avaliada pelo COG, incluindo a LOH de apenas 1p e apenas
164, bem como LOH combinado de 1p e 16q em pacientes com TW (GRUNDY et al., 2005,
GRATIAS et al, 2016). A literatura mostra que LOH 1p e 16q apareceram
significativamente associados ao ganho de 1q, no entanto, na presenca de ganho de 1q, a
LOH de 16q e 1p perdem significAncia como marcadores prognosticos independentes. Na
auséncia de ganho 1q, a LOH de 169 e 1p retém seu impacto prognostico adverso (GRATIAS
et al., 2016). Portanto, o uso efetivo de LOH 1p/16q é limitado a determinados subgrupos de

pacientes.

Perda de WT1 foi relatada por SCOTT et al. (2012) e ROYER-POKORA (2013),
sendo que neste estudo, observamos em 6/40 pacientes avaliados (15%). Alteragdes
somaticas em WT1 sdo observadas em 10-20% dos casos de TWSs e, em geral, ndo parecem
ter valor prognostico independente (TREGER et al., 2019), contudo, as mutacbes
germinativas de WT1 normalmente resultam em anormalidades geniturinarias e
predisposi¢do a TW (SCOTT et al., 2006a; SCOTT et al., 2006b), o que ndo foi avaliado

neste estudo.

As alteracGes em TP53, AMER1 e MYCN foram identificadas, respectivamente, em
4/40 (10%), 5/40 (12,5%) e 3/40 (7,5%) dos casos avaliados. Desses trés, apenas 0 TP53,
apresentou uma associacdao significativa com a varidvel resposta ao tratamento, com
X24=18,038; p=0,008 (Teste Exato de Fisher), V de Cramer: 0,475. O baixo niimero de casos
ndo permite concluir sobre a associacdo com Obito, entretanto, a literatura reporta a
associacéo entre perda e/ou mutacao de TP53 e prognostico adverso para qualquer histologia
(MASCHIETTO et al., 2014, WEGERT et al., 2018).

Parte desses dados foram avaliados em um estudo do grupo que busca por marcadores
no DNA circulante tumoral (ctDNA) para serem usados como biopsia liquida (RUAS et al.,
2023). Semelhante ao TW, a maioria dos tumores pediatricos compartilham poucas mutacdes
recorrentes, mas apresentam alteracfes estruturais como numero de copias (alteracoes de
nimero de copias, CNAs) (GROBNER et al., 2018; RAHAL et al., 2018; MA et al., 2018;
KATTNER et al.,, 2019). O DNA livre na corrente sanguinea (cfDNA) é uma fonte
proeminente para a deteccdo de biomarcadores especificos em pacientes com TW (WALZ et
al., 2023). Usando o perfil de CNAs de 1q, MYCN e 17p nos TWs e outros tumores
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peditricos, utilizamos PCR digital para caracterizar tais alteracdes no sangue periférico
coletado ao diagndstico desses pacientes. De forma geral, para todos os tumores, observamos
que, ao diagnostico, a identificacdo de CNAs foi concordante entre tumor e ctDNA em 56%
dos casos, e para 0s 44% restantes, 91,4% dos CNAs estavam presentes apenas no cfDNA e
8,6% apenas no tumor. Esta discrepancia pode ser explicada pela heterogeneidade
intratumoral. A bidpsia de um tumor nem sempre reflete a heterogeneidade clonal dentro do
tumor primario, e a heterogeneidade espacial e temporal foi descrita para diversas entidades
cancerigenas, incluindo TWs (CRESSWELL et al., 2016).

Esses resultados sugerem que os pacientes brasileiros apresentam perfil molecular
semelhante a outras coortes j& analisadas (WEGERT et al., 2017; PEROTTI et al., 2008;
WILLIAMS et al., 2015). A anaplasia, atualmente diagnosticada com base na morfologia das
celulas tumorais, é encontrada em aproximadamente 5 a 10% dos TWs (ZUPPAN;
BECKWITH; LUCKEY, 1988). No nosso estudo, dois pacientes apresentaram anaplasia
(difusa), um deles apresentou a perda do gene TP53 — esse paciente foi a 6bito, corroborando
com os dados da literatura, que demonstram que a presenca de anaplasia difusa é considerada
um fator progndstico adverso, independentemente do tratamento inicialmente recebido
(GROENENDIJK et al., 2021).

Deste modo, assim como mostram diferentes estudos internacionais citados neste
trabalho, este estudo contribuiu para enfatizar que diferentes biomarcadores moleculares
estdo associados a um risco aumentado de recaida do TW, e nossos dados sugerem que alguns
desses biomarcadores podem ser aplicados para avaliar o perfil molecular dos TWs em

pacientes brasileiros, como os biomarcadores 1p, 1q e 16q.
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7 CONCLUSAO

Ao realizar uma comparacao das caracteristicas clinicas e patoldgicas com os achados
moleculares dos pacientes dessa coorte brasileira, hd& um predominio de alteracGes
moleculares em pacientes com metastase ao diagnostico, metastase durante o tratamento,
recaida, progressdo e obito.

Apenas um paciente que recaiu e foi a ébito ndo apresentou alteragdo genética, 0s
demais apresentaram pelo menos uma alteracdo genética, sendo que o maior numero de
pacientes que foram a obito apresentou ganho de 1qg. Além disso, a perda de 16q também foi
mais frequente em pacientes com desfechos mais problematicos, como anaplésicos, com
metastase ao diagnostico, metastase durante o tratamento e ébito.

Contudo, algumas alteracGes ndo apresentaram associacdo significativa com o o6bito
e a recaida, como em WT1 e MYCN.

Desse modo, nossos resultados sugerem, assim como na literatura, que a presenca de
LOH em 1p e 169 e 0 ganho de 1qg, mostram-se potenciais biomarcadores para o prognostico
de sobrevida inferior em determinados pacientes com TW.

Por fim, rapidos avangos em diferentes frentes da ciéncia, juntamente com o aumento
da colaboracdo internacional entre COG e SIOP, permitird melhores desfechos de tratamento
em pacientes com TW, para que o uso de biomarcadores no tratamento de pacientes com TW

seja em breve uma realidade.
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Desenho de Estudo | Apoio Financeiro

Desenho:

O presente estudo previ a andlise de varidveis moleculares em wmao 5 @ diagnosticados em pacientes pedidiricos. Considera-se gue
evenios gendlicos e epigendticos aberrantes sejam precoces na lumorigénese e que ocorram em um pool de células progenitoras lumorais (cancer
stem cells). Tumores gue adguirem plasticidade genética e epigendtica em locais distintos da massa tumoral apresentam heterogeneidade
intratumoral, fendmena demonstrado para vérios lipos de cancer. Portanto, enguanio essa arquiletura ajustavel permite a expressao temporal @
regulada de vias de sinalizagao celular, guando perturbada (durante o desenvolvimento ou somaticamente), podem desempenhar um papel
impaortante na iniciacao e progressao do cancer, com efeito semelhante & mutagao génica classica. Esforgos recentes 18m se concentrada no uso de
binmarcadores para melhorar a estratificacao de risco @ a introducan de novas terapias gue minimizarao a oxicidade @ melhorarao os resultados
para pacientes com histologia desfavoravel e doenca recorente. Por oulro lado, a busca por novas lerapias @ imprescindivel lendo em vista a
estagnacao nas laxas de cura assim comao buscar alternativas mais eficientes que diminuam os efeitos tardios das terapias atuais. O foco desse
estudo & investigar alleragoes dos mecanismaos epigenédticos e gendticos polencialmente envolvidos na transformagio celular e progressio,
considerando as caracteristicas peculiares dos tumores de Wilms. Desta forma, as alteragbes encontradas poderdo ser testadas como
biomarcadores polencialmente usados para auxiliar o diagndstico e estratificacio dos pacientes ou como alvos terap@uticos. Para este propdsito,
metodologias “-0micas” serdo utilizadas para avaliar alteragbes exclusivas dos umaores.
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Detalhamento do Estudo

Resumo:

Os tumores solidos pediatricos acometam 3% da populaciio mundial e 70% destes pacientes sobrevivem e atingem a fase adulta. O tratamento dos
lumores de pior prognastico @ acompanhado de efeitos colaterais danosos e @ atingiu os limites de tolerincia fazendo-se necesséaria a busca de
terapias alternativas. Por outro lado, estima-se gue um a cada 750-1000 adultos sobreviventes de cancer na infancia sofrem com os efeitos adversos
tardios decorrentes das aluaks lerapias. A compreensao dos mecanismos biologcos envolvidos com a progressan dos wimnares pediatricos @
essencial para auxiliar no diagnostico, estimar o prognostics desses pacientes @ abrir possibilidades terapéuticas. Esforgos recentes 1am se
concentrado no uso de biomarcadores para melhorar a estratificagao de fisco e a introdugao de novas terapias que minimizarao a toxicidade e
melhorardo os resullados para pacientes com histologia desfavordvel e doenca recorrente. Por outro lado, a busca por novas lerapias @
imprescindivel tendo em vista a estagnacao nas taxas de cura assim como buscar alternativas mais eficientes gue diminuam os efeitos tardios das
lerapias atuais. O foco desse estudo @ investigar alleragoes dos mecanismos epigendlicos e gendlicos potencialmente envalvidos na transformagio
celular e progressao, considerando as caracleristicas peculiares dos wmores de Wilms. Desta forma, as alteragdes encontradas poderio ser
testadas como biomarcadores polencialmente usados para auxiliar o diagnéstico e estratificacdo dos pacientes ou como alvos lerapéuticos, Este
estudn requer a integracao de diversas areas e especialidades, desde o uso de dados clinicos, andlises histoldgicas dos Wwmaores, expermentos para
caracterizacao de metilagao, sequenciamento, analises de bioinformatica, expermentos de PCR em tempo real, entre outras. Como objetivo final,
este trabakho pretende identificar biomarcadores para estratificar com precisao pacientes pediaticos portadores de tumar de Wilms, buscanda
melhorar a classificagao de risco, identificar ahvos e testar novas lerapias.

Introdugao:

Os tumores pediatricos sao considerados uma doenca rara, ainda assim @ a primeira causa de morie relacionada a doenca em criancas maiores de
um ano de idade. Estima-se gue, no mundo, cerca de uma a cada 500 criancas serfo diagnosticadas com cancer alé 0s 15 anos de idade. Os tipos
de cancer que afetam individuos menores de 20 anos de idade formam um subgrupo especifico com caracteristicas bioldgicas, prognasticas e de
resposta ao tratamento de longa duracao distintas dos tumores de adullos. Estes Wmores representam 1% da incidéncia anual de cancer nos
Estados Unidos, aumentando em média 0,5% ao ano [1). O percentual mediano dos wimores pedidtricos observados nos Registros de Cancer de
Base Populacional Brasileiros encontra-se proximo de 3%, Segundo o Instituto Macional do Cancer (INCA), a estimativa para cada ano do biénio
2018-2019 & de 12.500 casos novos de cancer em criangas e adolescentes, dos quais quase 26% resultam em morte, representando 8% das
causas de obito por doenca em criangas e adolescentes até 19 anos de idade (MipsJiwaweinca.gov.britipos-de-cancericincer-infaniojuvenil,
20/Dezembro/2018). Aproximadamente 50% dos canceres da infancia e adolescéncia sao levcemias agudas ou canceres do sistema neroso
cenfral, o restante estd distribuido entre neuroblastoma (6%). tumor de Wilms (5%). linfoma nao-Hodgkin (4%), rabdomiossarcoma infantil (3%),
retinoblastoma (3%), osteossarcoma (3%), sarcoma de Ewing (1%), wmores de células germinativas (5%), blastoma pleuropulmonar,
hepatoblastoma e carcinoma hepatocelular, entre outros tumores [2]. No Centro Infantil Baldrini, um dos maiores centros de atendimento aos
pacientes com wmores pedidtricos do Brasil, s30 atendidos, em média, 256 casos novos por ano, dos quals 35% sao leucemias, 14% linfomas, 13%
tumores de sistema nervoso central, 8% wimores dsseos, 7% Wmores renais, 5% rabdomiossarcomas, 5% neuroblastoma @ outros sarcomas de
partes mokes e o restante representa até 12% do total (exemplo: hepatoblastoma, tumores de células germinativas, retinoblastoma, melanoma e
autros tumores de pele) Estima-se que nos Estados Unidos, um a cada 750 individuos seja sobrevivente de algum cancer ocormido durante a infancia
ou adolescéncia [1). Esta @ uma populagfo muito vulnerdvel e que provavelmente sofrerd efeitos adversos a sadde e com grande impacto na
qualidade de vida como consequéncia do tratamento curativo que receberam no passado, com alta monalidade decorrente de tumores
subsequentes, doengas cardiacas e problemas pulmonares. As criangas com cancer normalmente sfo Iraladas com esguemas gue combinam
quimioterapia, cirurgia e radicterapia [3]. uma abordagem de sucesso que levou as atuaks taxas de cura, em lomo de 80% (SEER Cancer Statistics
Review (CSR) 1875-2015, hilps:/seer.cancer.govicsr/1975_2015), mas em paises de baixa e média renda, apenas 30% dos pacientes 1&m uma
sobrevida global maior do que cinco anos [4]. Ademais, a morbidade assoclada ao tratamento tem grande impacto na qualidade de vida para estas
criangas, uma vez que 0s pacientes sao expostos a um alio risco de toxicidade a longo prazo e resullando em efeitos colaterais significativos [5].
Para melhorar a sobrevida destas criangas, uma melhor estratificaciio de risco, baseado na biclogia individualizada de cada tumor, se faz necessdria
para permitir ratamentos adaptados a cada paciente. Dessa forma, torna-se essencial a pesquisa molecular basica e o estudo dos
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mecanismos iologicos emolvidos nos diferentes tipos de wmores pediaricos, amo para o melhor entendimento da progressan wmoral como
tambeém para permitir um melhor acompanhamentio dos pacientes, e desta forma identificar um tratamento personalizado que seja direcionado e
eficiente baseado nas caracteristicas individuais de cada tumor. Considera-se que eventos genéticns e epigendticos aberrantes sejam precoces na
lumorigénese @ gue ocorram em um pool de células progenitoras Wwmorais (cancer stem cells) [8). Tumares gue adguirem plasticidade gendética e
epigenatica em locais distintos da massa tumoral apresentam heterogeneidade intratumoral, [7,8] fendmeno demonsirado para varios tipos de
cancer. Portanto, enguanio esta arquitetura ajustdvel permile a expressao temporal e regulada de vias de sinalizagao celular, guando perturbada
[durante o desemvoliments ou somaticamente), podem desempenhar um papel importante na iniclagao e progressao do cancer, com efeito
semelhante & mulagdo génica classica. Diferentes pos umorais apresantam uma grande variagio genética/epigendtica no namero e tipo de
alteragbes, incluindo mutagies. Tamanha variacio pode refletir, principalmente, na acéo de agentes mutagénicos, como |uz uliravioleta em
mielanomas e tabaco em cancer de pulmac, ou entio processos mutacknais especificos, como wimongénase mediada por mutagoes em genes de
faparn, como em sublipos de cancer de cdlon. Por outro lado, tumores pedidticos carmegam um nimero medio de mutacies nao-sindnimas. que &,
em geral, inferior ao de tumores sélidos adultos, com cerca de -9 mutagdes por umor [3-11]. O estudo Pan-Cancer avaliou o perfil mutacional (547
amostras por sequenciamento de genoma completo @ 414 amostras por sequenciamento de exoma) de 24 tipos de tumores pediaticos em uma
coorte de 961 tumores de criangas, adolescentes e jovens adultos. Diferencas marcantes em temos de frequéncia de mutacao e genes
significativamente mutados foram identificadas em comparagao com canceres adultos previamente analisados. As lrequéncias de mutagao variaram
entre os lipos de cancer (0,02 a 0,49 mutagdes por megabase: Mb) e foram em média 14 vezes menores do que em canceres adultos,
Adicionalments, tumofes recidivantes carmregavam nimero significativamente maior de mutagoes do gue os Wimores primarios [10). Tumores com
mais de 10 mutagtes por Mb 1@m sido referidos como “hipermutados” e estio frequentemente relacionados a deficiéncias em genes de reparo [12].
Um dos achados mais importantes fol a detecgdo de alguma alteracio com potencial para terapia-alve em quase 50% das neoplasias pediatricas, o
que & allamente relevante para o planejamento de fuluros ensaios clinicos. Os dados lambém indicam gue -8% das criangas tem uma mulagao
germinativa predisponente inequivoca [10). Um aspecto importante da biologia wumoral recentemente explorado utilizando as tecnologias de
seguenciamento @ a investigacao de DNA lumoral livre circulante (cell-free circulating tumar DNA - clDMA) no plasma ou soro de pacientes com
cancer. A presanca de ciDNA estd relacionada a liberagfo na corrente sanguinea de fragmentos de DNA de células que solreram apoptose ou
neciose. A andlise de ciDNA permite uma visho da dinamica tumoral de forma nac-invasiva e em tempa real [13], que pode fornecer informacoes
complemantares importantes para a escolha e direcionamento de terapias em pacientes com cancer [14,15). A identificagio e genotipagem do
ctDNA pode oferecer informages sobre a heterogeneidade inracelular e evolugio do cancer, assim como monitorar o paciente e detectar o
surgimento de mecanismos de resistancia baseado em mutagbes e alteragbes epigenaticas. Tumores renais na infancia0s timores renais
pediaticos compreandarm um espectro de subtipos morfoldgicos, incluindo tumores de histopatologia benigna. Algumas formas mais raras de cancer
renal na infancia sao: sarcoma renal de células claras, wmor rabdoide renal, nefroma mesoblastico conganite, twimor renal cistico multilocular,
carcinoma de células renaks @ angiomiolipoma [16,17]. O wmar de Wilms (TW) compreende aproximadamente 95% dos canceres renals
diagnosticados em criangas menores de 15 anos de idade, sendo a malor incidéncia nos primeiros dois anos de vida, sequido por taxas
decrescentes com o aumento da idade, com incidéncias muito baixas entre 10-19 anos de dade [18, 19). O ratamento do TW & sempra
multidisciplinar, com cirurgia, guimioterapia e radioterapia em casos especilicos. Alualmente, o falores prognasticos considerados mais relevantes
para a decisao terapéutica a0 o estadiamento clinico @ o tipo histologico (blastematoso, epitelial @ estromal). Com 0% avangos terapedticos, as
taxas de sobrevida global de pacienes com TW podem chegar a $0%. No entanto, a sobrevida global de certos subgrupos de pacienies, coma
aqueles com histologia desfavordvel (ex. anaplasia), doenca bilateral e recidiva da doenca permanece em tomoe de 50%. Junios, estes grupos de
maior risco representam cerca de 25% dos pacientes com TW [20). Pacientes tratados do TW podem apresentar efeitos adversos lardios comao
doengas cardiacas, hepaticas, complicagoes durante a gravidez e um risco aumentado de desemolver neoplasias primarias subsequentes [21].
Sendo assim, o desafio atual, e objetivo deste estudo, @ identificar marcadores gue parmitam reduzir ou intensificar o tratamento, diminuir a
morbidade associada a wxicidade da terapia e aumentar as taxas de cura e sobrevida desses pacientes. O sucesso lerapéutico do TW se deve aos
eslorgos de grupos cooperativas multidisciplinares como: Renal Tumor Study Group — Société Intemationale & Oncologie Pediatrigue (RTSG-SI0P) e
o Children Oncology Group (COG). Embora existam diferencas na abordagem terapéutica, esses grupos conduziram uma série de estudos clinicos e
moleculares bem desenhados gue geraram grande conhecimento baseado em evid@éncias para estabelecer os melhores tratamentos para criangas
com TW. As drogas padrao utilizadas de ratina no tratamento do TW sa0 a vincristina, a actinomicina D e a doxofrubicina. Packentes de alto risco,
que apresentam metdstase ao diagnastico ou recidiva tumoral sao tratados com ciclofosfamida, carboplatina, etoposiden e innatecano, de acorda
com o protocolo estabelecido no centro hospitalar [22,23).0s TWs 530 encontrados associados a lesoes indiferenciadas chamadas restos
nefrogénicos (RN) em 40% e 100% dos casos esporddicos e bilaterais, respectivamente [24]. RNs s8o classificados baseados na localizaciio no rim:
RN perilobar (RNPL) sao encontrados proximos a periferia do lobulo renal @ associados com TW com predominio dos componeantes blastematoso ou
epitelial @ perda de imprinting (Loss of imprinting, LOI) de 11p15.5 [25). RN intralobar (RNIL) @ enconrado na medula, como consequéncia de algum
erro precoce durante a nefrogénese @ sio tlipicamente associados com TW com predominio de companente estromal com diferenciaciio para
elementos mesenguimais e mutagiodelecio de WT1 [26).Desde os primeiros estudos envolvendo alieragies gendticas em TWs e putros lumares
embriondrios, observa-se baixa frequéncia de mulagbes somiticas (cerca de 30 genes), que sao detectadas somente em 30% dos casos. Destas
mulagies, 05 genes mais requentemente alterados incluem WT1, CTNNET, AMER (WTX), DROSHA, DGCRE, XPOS5, DICERT, SIX1, SIX2,
MLLTT, MYCN e TP53 [27,28]. Ganhos e perdas cromossdmicas, bem caoma perda de heterozigosidade (Loss of Heterozygosity, LOH) sao
comumente vistos em TWs, como ganhos de cromossomas 10, 2, 7q, 8, 12 e 13 e perdas de cromossomas 1p, 7p, 16q @ 22q [29,30). Altleragtes no
numero de copias e perfis de expressio génica foram associados & recaida, como em 2p (ganho no numero de capias) e 11p15 e 11p13 (perda de
heterazigosidade). O ganha do namera de cépias em 1¢ também foi associado a comportamento biolagico adverso em TWs [31], sendo que o ganho
do cromassomo 1q @ uma das anormalidades clogendticas mais comuns no TW [32]. A LOH em 1p ou 160 mostrou lendéncias para aumento dos
fiscos de recaida ou more, sendo que a LOH em 1p @ 16g na histologia favoravel tem sido associada & doenca resistents ao iratamento [20,33,34).
Em tumores sem quimioterapia neoadjuvante, a LOH de 1p e 16g combinada & associada ao pior prognostico; & em lumares ratados ou nao com
quirnioterapia, o ganho de 1q fol associado com recaida wmoral [31,35). Outras alteragoes cromossomicas comuns em TW ocorrem em 17p (perda
do nimero de copias; afetandn TP53), associadas a histologia anaplasica [36). O ganho do numero de capias em MYCN fol observado em
aproximadamente 13% dos casos de TW, sendo mais comum em casos anaplasicos (7 de 23 casos, 30%) [37]. Aproximadamente T0% dos TWs tém
alteragbes no ldcus 11p156 [27]. Outras alleragoes epigendticas incluem metilagio do DNA, maquinaria de biossintese de miRNAs e modificacies de
histonas, sendo todos esses, processes que quando desrequlados podem contribuir para o desenvolvimento @ progressac de uma serie de wmores
solidos pedidiricos, incluindo os TWs (38, 39). A associagao enire metilagdo do DNA de dinucleotideos CpGs e cancer ja @ bem estabelecida. De
forma geral, tumores apresentam hipometilagio global do DNA em comparacao aos tecidos adjacentes normais, Alleragbes de metilacio do DNA
gene-especifica em TW foram descritas em regides promoloras @ enhancer de WT1 e SIX2, indicando gue este mecanismo poderia ser um dos
responsaveis pela modulagio da expressao destes genes [40,47]. A hipermetifacao de ilhas CpGs praximas a regides §' dos genes RASSF1A,
THFRSF12, MCJ e CALCA, bem como um perfil de hipometilagio global também foram observados em TWs comparativamente ao tecido normal
adjacenta [4Z]. A importancia da hipometilagao global do DNA no cancer & evidenciada pela sua ocorréncia generalizada e pelos achados de que
esse padrao esta muitas vezes significativamente associado a uma malor agressiiidade de alguns tipos de cancer e diminuicao da sobrevida dos
pacientes. [42-44).
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O desenvolvimento e aplicacio de novos ensaios em umores pedidtricos & necessario principalmente para melhorar a estratificagao de risco,
direcionando ou modificando os ratamentos especificos para cada paciente. Por um lado, existem os esforcos para desescalonar as terapias (a
intensidade e a quantidade de drogas), mantendo altas taxas de cura, porém reduzindo a toxicidade do tratamento. Os avancos na lecnologia de
genética molecular, a possibilidade de estudar o genoma, ranscriptoma e o metiloma em larga escala impulsionaram a pesquisa relacionada as
CAUSAS @ Processos carcinogénicos. Estes estudos sio essenciais para possibilitar a deteccio de genes de predisposicdo, suscetibilidade a doengas
complexas assim como sua evolugio e resposta a tratamento. Estes estudos tambeém exploram polenciais biomarcadores e alternativas de
tratamento. A busca e a identificagio de um biomarcador ndo (ou menos) invasivo que possa ser avaliado em sangue periférico para ser usado amo
no diagnastico diferencial desses tumores (antes da intervencao cirlrgica) como para o sequimento de resposta do wmar ao tratamento tem grandes
implicagies para o paciente @ para sed prognistico. Ensaios clinicos sucessivos realizados pelo COG, pela Sockedade Internacional de Oncologia
Pediatrica (SIOF) & outros grupos tém resultado em uma sobrevida global superior a 90% para pacientes com TW. Contude, a sobrevida para cenas.
subgrupos (como aqueles com caracteristicas histologicas e moleculares desfavoravels, doenga bilateral e doenca recorfents) permanece em Lormo
de 50°%. Assim, novas abordagens sao necessarias para melhorar o resultado desses subgrupos, especialmente em casos de recorréncia, onde
apenas aproximadamente 50% sobreviverdo [45,46].Um importante primeiro passo para o desenho de protocolos de ratamento baseados nesses
marcadores consiste na validacao de biomarcadores candidatos em pacientes da nossa populacao. Por esta razao, a hipotese dos pesquisadores é
de que os resultados do presente projeto senvirdo de subsidio para apoiar a utilizagfo de biomarcadores auxiliares no diagnastico e prognadstico dos
TWs, bem como na estratificacao de risco, monitoramento da terapia e recaida da doenca. Para isso, 0s esforgos desta pesguisa se concentrardo
amm avaliar retrospectivamente os candidatos a biomarcadores 1p, 1g, 16g, 17p, MYNC e AMER1 em pacientes com TW tratados no Centra Infantl
Boldrini em Campinas, 5a0 Paulo. Este projeto serd deservolvido em um ambiente hospitalar infantil que esta associado com uma infraesirutira
laboratorial @ amplo acesso as lecnologias avangadas propostas nesse estudo. Contando com uma equipe multidisciplinar @ o acesso as amostras
dos pacientes, esta proposta raz um aspecto inovador no contexto mundial pelo fato de podermos acompanhar os nivels de DNA circulante durante
o fratamento do paciente (para detecgao de recaida tumaoral) permitindo, se validado, a intervengio em um momento mais precoce da doenca. Este
projeto tem potencial de impactar a qualidade de vida de sobreviventes destes tumores e modificar o cendrio de politicas pdblicas no ratamemnto
atual da doenga, além da oportunidade unica de treinar e formar uma nova geracio de cientistas e clinicos capacitados.

Objetivo Primario:

Caractesizar alleragoes moleculares genéticas efou epigensticas para identificar e validar potencias biomarcadores em tumores de Wilms que
possam ser utilizados para estratificacao de risco efou alvo terapéutico. Desenvolver um modelo animal para estudos pré-clinicos para testes de
drogas como lerapias alternativas de wmores de Wilms.

Objetivo Secunddrio:

1. Avaliar, retrospectivaments, os candidatos a biomarcadores 1p, 1q. 16g, 17p, MYCN, AMER1 em material parafinado de pacientes com Wwimores
de Wilms ratados no Centro Infantil Boldrini. 2. Avaliar 0s mesmos marcadores em amostras congeladas de paciemes com wmaores de Wilims que
estejam em acompanhamento no hospital. 3. Para os pacienies que apresentarem alleragtes de 1q e 17p, avaliar estas alleragies em sangue
periférico (amosiras seriadas) para acompanhamenio ao longo do tratamento 4. Coletar as informacoes clinicas e patologicas relevantes para o
estudo para correlacionar com os achados moleculares, 5. Caraclerizar alleragies genélicas e de nivels de expressio génica associadas com os
mecanismos epigenéticos alterados.

Metodologia Proposta:

Experimemos em material parafinado: avaliagdo de numero de copias de regides cromossomicas e imuno-histoguimica. Experimentos em material
congelado: validagao dos achados em material parafinado e para técnicas gue ndo funcionaram em material parafinado, determinacio da expressao
de genes especificos (gRT-PCR), relacionados com os mecanismos epigenéticos. Experimentos em material fresco: implante em modedo animal para
teste de drogas.

Critério de Incluséo:

Serao incluidos no estudo packentes com idade inferior a 18 anos, com diagnastco histopatolagico de tumar de Wilms, realizado consecutivamente
entre os anos 2000 e 2018, Os critérios para exclusio do estudo consistem na auséncia de material bioldgico para andlise, material com gualidade
insatisfaldria para andlise e ndo consentimento do paciente ou responsavel para participacao no estudo.

Alteragges em 1p, 1q, 16g. 17p, MYCN, AMER serfo avaliadas em amostras de parafina de tumor de Wilms apds avaliagao do patologista para
selecio de drea vidvel. Inicialmente a possibilidade de wsar material parafinado serd avaliada, se ndo for possivel devido as imitagies técnicas, as
amostras congeladas dos respeciivas casos serdo incluidas no projeto. O Centro Infantil Boldrini recebe, em meadia, 17 casos de lumaores renais por
ang, dos quals 90% 580 tumores de Wilms.

Preliminarmente, conforme informagdes concedidas pelo Servigo de Arguivo Médico e Estatistica (SAME) do Hospital Infantil Boldrini, foram
registrados 172 pacientes portadores de TW no periodo de 2005 a 2018 no Hospital, sendo 89 femininos e 83 masculinos. Usando dados de
literatura, estima-se que 25% dos pacientes recairam ou a doenca progrediu durante o tratamento, dos guais 50% foram a 6bito. Portanto,
acredilamos gue a makoria dos casos continua com Siluacao ativa juma ao Hospital. E pertinente ressallar que para ler acesso ans prontudrios dos
pacientes, & necessaria a aprovagao do projeto pelo CEP.

Os pacientes gue atenderem aos critérios de inclusao e estiverem em tratamento ou em acompanhamento clinico apas o Wimino da terapla serao
comdadados a participar deste projeto de pesquisa mediante assinatra do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE, em anexo a esta
projeta). Nesta ocasiao, o pesquisador principal ou um pesquisador associade, junto ao medico responsavel pela crianca, explicitara a natureza da
pesquisa, bem como seus objetivos, riscos e benelicios. Apos o entendimento do sujeito da pesguisa ou seu responsdvel legal, sera oblido o
consentimento para uiilizacio de amosira tumoral previamente ressecada com fins erapéuticos ou diagndsticos. Nao serd realizado nenhum
procedimento adicional para retirada de material bioldgico exclusivo para utilizagio nesta pesguisa, portanio ndo estao previslos riscos e
desconforios fisicos acs pacientes. Cabe ressaltar gue o matesial bioldgico o0 serd utilizado para os fins do estudo desde gue ndo prejudigue o
diagnistico do paciente. Nos casos em que o pacients tiver entre 06 @ 17 anos de idade serd aplicado também um termo de assentimento (TA, em
anexo a este projeto), com linguagem compativel para melhor compreensao da pesguisa, sem prejuizo do consentimento de Seus responsaveis

legas.

Riscos:

Nio estdo previstos riscos e desconforios aos pacientes gue consentirem na participacéo desta pesquisa pois ndo serd realizado nenhum
procedimento adicional para retirada de material bioldgico exclusivo para utilizagao nesta pasq}uisa. O material a ser utilizado no estudo @ parte
daquele que fora previamente retitado em cirorgia com fing diagnasticos efou terapéuticos. Cabe ressaltar gue sera utilizado somerte o material
excedenta, nao utiizado para o diagnastico. Porém, qualquer nsco eventual que aconega no futuro em decorréncia desta pesquisa, seja ale fisico,
psiquico, moral, intelectual, social, cultural ou espiitual serd imediatamente considerado pelos pesquisadores e comunicado ao Comite de Etica em
Pesquisa para que seja avaliada a necessidade de modificar ou suspender o estudo.

Beneficios:
E importante esclareces que ndo havera beneficios terapeuticos imedialos para os participantes desta pesquisa. Estudos cientificos
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baseiam-se na andlise de grande nomero de amosiras, sendo impossivel estimar o beneficio individual de cada paciente incluldo no estudo. Pode
ser gue os resullados deste estudo ragam um beneficio para uma parcela de pacientes no fuluro. Estes resullados podem levar muitos anas para
serem alcangados, por isso qualquer beneficio proveniente desse estudo, caso haja, sera apenas em longo prazo. A expectativa & que os resultados
deste esiudo possam beneficiar pacientes com cancer somente em protocolos leraputicos fulos,

Matodologia de Andlise de Dados:

As andlises dependem dos experimentos aplicados. Estd prevista uma avaliagao intermedidria durante a execugo deste estudo, quando for
alcangada metade do ndmero previsto de packentes analisados. Isto sera feito para identificar se algum método empregado apresemnta resultados
insatisfaldrios no gue diz respeito & reprodutibilidade de resultados. Caso seja identificada esta situacao, o método serd modificado e, em alimo
CAs0, SErd SUSPenso para evitar o gasto desnecessano de material biokigico e reagentes. Alteragoes de nimero de coplas & de expressao génica
S@rd0 comparados entre as amaostras WMorals @ Nao Wmorals, retiradas no processo cindrgico, sem nenhuma ntervencao adicional. 0s
experimentos deverdo ser feitos em riplicata para permitic as comparages.

Desfecho Primdrio:
Padronizagao de ensaios de balxa/meédo custo como uma adicao aos atuais fatores de estratificacan dos pacientes com Wwmaores de Wilims.

Desfecho Secundario:

Validagao de biomarcadores para estratificacao de pacientes com umaores de Wilms. Teste de drogas em em linhagens celulares e modelos
wenografos de tumores de Wilms. Tambem se espera identificar com precisao os individuos candidatos a novas teraplas, cujos lWmores aprasentarm-
se relralarios aos ralamentos atuais.

Tamanho da Amostra no Brasil: 172

—_— Paises de Recrutamento

Pais de Origem do Estudo Pals N® de participantes da pesquisa

Sim BRASIL 172

Ouitras Informagoes

Havera uso de fontes secunddrias de dados (prontudrios, dados demogrificos, etc)?

Sim

Detalhamento:

05 dados clinico-patologicos serao comparados entre as alteragies moleculares identificadas pelo estudo para validacio de sua aplhcabilidade.

Informe o numero de individuos abordados pessoalmente, recrutados, ou que sofrerdo algum tipo de intervencao neste centro de
pesquisa:
a

Grupos em que serdo divididos os participantes da pesquisa neste centro

1D Grupo N° de Individuos Intervenghes a serem realizadas

Paciantes com tumod de Wilms i} nanhuma

0 Estudo & Multicéntrico no Brasil?
Mao

Propde dispensa do TCLE?
Sim

Justificativa:

Aps paclentes que foram A dbita serd solicitada ao Comite de Etica em Pesquisa a dispensa da assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE). A justificativa para esta solicitagao baseia-se no potencial soffimento dos familiares ao falarem a respeito do sew ente querido @
sua doenga. Também serd solicitada dispensa de assinatura do TCLE para agueles pacientes gue ndo estao mais em acompanhamento de rotina
no hospital, devido & nao-atualizagao de seus enderecos e telefones de contalo. Tambem serd solicitada dispensa de assinatura do TCLE para
anueles pacientes gue, ao assinar o TCLE do Biobanco (CAAE 25574714.9.0000.5376, Biobanco do Centro Infantil Boldrini, Termao de
consentimento: “Biobanco - TCLE. pdl™) optaram por "Dispenso novo consentimento para as pesguisas com o material bioldgico e seus derivados,
armazenados”.

Havera retengao de amostras para armazenamento em banco?
Sim

Justificativa:

As ampsiras de dcidos nucléicos oblidas neste estudo constituem material de grande valor para pesquisas fuluras. Por se tratar de um grupa
amostral de pacientes pedidtricos ratados e acompanhados em uma mesma institulgao, muilos estudos futuros podem gerar dados impartantes
para a melhoria do entendimento da doenca. Para evitar nova coleta ou redivisao de material nobre (tecido wmoral) no futdro, pretende-se
armazenar o material excedente, ndo utilizado nesta pesquisa, em biorepositdrio especifico, mediante aulorizacdo do paciente ou seu responsadvel
legal. Os acidos nuclelcos serdo armazenados em freezer -20°C em caso de DMA e freezer -70°C em caso de RNA. O armazenamento do material
obedecera as diretrizes da Resolugao no 347, de 13 de Janeiro de 2005 e nda nova pesguisa a ser feita com o material armazenado serd
submetida para aprovacao do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da instiluigfio e, quando for o caso, da Comissao Nacional de Etica em Pesguisa
- CONEP.
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Organizar as informagoes clinicas e patoldgicas 01/02/2020 30/06/2020
relevantes para o esluda para cormelacionar com as
achados moleculares
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Orgamento Financeiro

Idemtificacao de Orcamento Tipo Valor em Reais (RS)
Plasticos (ubos, ponteiras, placa de cultura etc) Custeio R$ 7.000,00
Sondas para amplificacao Custeio RS 10.700,00
Oligonuclectideos Custeio R$ 2.600,00
Kits de quantificagao Custein R% 3.700,00|
NMaterial de biologia molecular (dNTP, oligodT, TBE, |Custein R 5.000,00
PBS, Tampao, sais)
NMasterhiv Qper Custeio R$ 7.800,00
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Kits extracao DNA (250) Custelo R 5.100.00
R3 62.900,00
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Tabela 9 - Quantificacdo de DNA das amostras tumorais congeladas.
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Amostra Qubit (ng/ul) Biodrop (A260/280)

247/17 156,0 1.835
269/17 51,3 1.857
322/17 165,0 1.854
328/17 453,0 1.798
517/18 140,0 1.821
047/20H 225,0 1.844
249/20 740,0 1.783
348/20 T1 76,9 1.827
242/19 194,0 1.836
082/19 114,0 1.675
348/20 T2 162,0 1.717
202/18 257,0 1.842
045/19 474,0 1.825
484/19 116,0 1.825
348/20 T3 146,0 1.830
064/20 H 48,4 1.556
396/10 176,0 1.820
773/09 160,0 1.869
137/19 234,0 1.861
694/09 510,0 1.872
171/05 72,8 1.860
013/05 62,7 1.862
279/14 47,8 1.844
218/05 81,9 1.743
540/09 377,0 1.797
037/06 710,0 1.866
248/05 146,0 1.730
757/06 25,6 1.727
434/07 840,0 1.850
831/09 159,0 1.750
239/11 37,3 1.833
214/17 189,0 1.839
583/17 250,0 1.854
433/18 2840 1.814
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562/18 94,3 1.800
512/19 197,0 1.843
554/19 92,4 1.836
427/06 320,0 1.851
523/06 154,0 1.868
742/07 386,0 1.862
105/09 620,0 1.847
488/09 A 97,2 1.837
488/09 B 109,0 1.822
154/11 388,0 1.836
546/05 860,0 1.855
119/18 75,6 1.858
208/18 387,0 1.852
422/18 90,8 1.812
541/19 364,0 1.854
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Quadro 6 - Painéis de MLPA de todos os pacientes analisados.

Sample report: 2 ot
COFFALYSER Project | Experimant | Dje: 8FAM] p— Authorization
Sample type: Sample | Machine: ABI-3500 | Report date: 04/07/2022 | Run date: 04/07/2022 | Software Version: v.220513 1739 Date

MLPA probe mix:  P380-Wilms' tumour Nroftest probes: 53153 FRSS: OK 100% D[n] Gene-Exon Chr.band hg18 loc. Height Area Ratic Stdev [REF] Width d[nt] [Mut details]
Lot number: 810220 Nrof ref probes 10110 FMRS: OK 100%
Sheet date: 0110772022 075713 DNA concentration: OK PSLP: OK 3% 315  TNFRSF18-4 01p36.33 01-001,120430 8447 58446 1,14 007 = 59 004 -
Control fragments:  CF-003-{brown] QDX2 (A2-0 DNA denaturation  OK RSQ: OK 492 CHD5-2 101, 50850 7653 2 13 =
Analysis method:  Block SSC: On Expected gender:  Male RPQ: OK 0 MIR34A-1 56 12 -
Used metric: Peak height Residual primer %  OK 12% CAS: OK100% 418 m““ 2 =
Reference Samples: 53_n | 54_n| 55_n
- R s = 19233 01-159.542830
i i 01.202.428550 8857
3 22 01-208.042100 9126
g 2 s = 3 01-241,608730 8394
b o s (233 02- 0 9
i B |8 §~§" 22 025243 02-016,003140
3 : gl Prii 02p243 02-016,003310
£ 5 i i § £ 5 H %Wi - = 6940
g H 2 £ |
2l N - At
E 3 H
g AE 3
i AN i
-} AR i
B E g 1-032,
2 1-032,395710
] 6-003,764660
- d 6.016.183750
H
i
]
oA frxnyiAAA AL AUV AL NULA AUARAIL A /
142 RPS6KA3S Xp22. .06
3 -2 Xq11. 01 -
244 AMER1-2 Xq11. 5048 00 -
355 AMERI1-1 Xql1. 48 35305 .06 -
226 CHM-Intr. 6 Xg21.. -085, 4316 26750 05 -
500 GBET 03p12.3_03-061,774630 7956 68272 05 -
373 ATR 03q23 _ 03-143,651080 7865 57805 03 -
256 NIPBL 05p132 05-037.012060 8163 54681 04 -
05q31.1  05-132,037620 8734 57802 092 03 -

1752 ¢ 108 O

8019 50 i
6689 55810 095
7941 55167 0,96
8464 66317 1,03
X 9024 59005 1,07
Median value all probe values: 8155 57069 1,04

Tables 1, Vang 171
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Snmple report: 3 —
COFFALYSER | Expenment | Oye: 6.£AM| Authorization
S.mﬂlrypt Sample | Machine. ABMSOﬂIkpuﬂdm 04/07/2022 | Run date: mﬂ?ﬂ??lsoﬂw-m Version v.220513 1739 Date

MLPA probe mix:  P380-Wilms' tumour Nroftest probes: 53153 FRSS: OK 100% D[nf] Gene-Exon Chr.band hg18 loc. Height Area Ratic Stdev [REF] Width d[nt] [Mut details]
Lot number: 810220 Nrof ref probes 10110 FMRS: OK 100%

Sheet date: 0110772022 075713 DNA concentration: OK PSLP: OK 5% 315  TNFRSF18-4 01p36.33 0"00‘ ‘29430 8544 5‘327 098 =

Control fragments:  CF-003-{brown] QDX2 (A2-0 DNA denaturation  OK RSQ: OK 492 CHD5-2 7 8

Analysis method:  Block SSC: On Expected gender:  Male RPQ: OK

Used metric: Peak height Residual primer % OK 13% CAS: OK 100%

Reference Samples: 53_n | 54_n | 55._n

e sézazsab

= S 3 202 KISS1-2 01q32.1  01-202,428550
I g 292 IRF6-2 019322  01-208,042100
3 5 §
H £ »
. H = S ;ﬁ &
oo} -1 o 4 [55E i | 5 TE
g | a|lEEf = || Byles TR
| §|[B i 12035 64818
i i f
i MIE B 9230 60099
= H ; 9201 63132
i Bl | s H 11536 90459 0
Bl | ¢ 9103 64965
o1 i 1-032370830 9129 59763
1-032,395710 8465 56005
-003,764660 12037 81522 K
fos03 75331
o771 66307
AWM A A

7913 !
8786
4541

76779
29971
530

231323

g9

: M 44628
; 12 34127
! lg' 12.3 03—081 774630 9454 86082
i;;;k 373 ATR 03q23 03-143,651080 9661 73909

05p132 05-037.012060 9512 66105
05q31.1  05-132,037620 10640 73925
0993: 122.370430 65238 1,05
9440

66685
1S.010.400380 o687 69675
19-011.095270 10000 83720
19q13.32 19-053,020580 10860 72289 1,

Median value all probe values: 9352 67982
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Project
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Authorization
Date

Chrband hg18 loc.

Height Area Ratic Stdev [REF] Width d[nt] [Mut details]

o

e
Py

IS

Kl X
19233 01-159,542830
: 01-202,428550
2.2 01-208,042100
01-241,608730

02015,

COFFALYSER | Brpenment oy e )
Sample typo: Sample | Machine: ABI-3500 | Report date: 04/07/2022 | Run date: 04197/2022 |
MLPA probe mix:  P380-Wilms' tumour N of test probes: 53153 FRSS: OK 100% D[] Gene-Exon
Lot number: 810220 Nrof ref probes 10110 FMRS: OK 100%
Sheet date: 010772022 075713 DNA concentration: OK PSLP: OK-1% 315 TNFRSF18-4
Control fragments:  CF-003-{brown] QDX2 (A2-0 DNA denaturation  OK RSQ: OK 492 CHD5-2
Analysis method:  Block SSC: On Expected gender:  Male RPQ: OK
Used metric: Peak height Residual primer % OK 11% CAS: OK 100%
Reference Samples: 53_n | 54_n | 55._n
, -
sovo-] ” =
£g
] v -
3t S e |35, 5
12 | 3 é 115188 (2 (5 1:%
Blz i . 8 [ §
o903 1 £ 2
i $ il #
3 H i1
i t
i ]

AU

1

11-032,370830

1-032,395710
003,71

i
4 1 T
lifia

3
05p13.2  05-037,012060

05q31.1  05-132,037620
09g3: 122,370430

15-040.490380
19p13.2  19-011.095270

19913.32 19-053,029580

11700 89181 1,05 004 7 0,00
5 10178: 11 88

10637
1

10217 94569
12327 90618 1

540 110922
12578 89125

I~

01
1,01

Median value all probe values:

11958 92730 1,01 0,04

Tables 1,

171
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Snmple report: 5 —
COFFALYSER | Expenment | Oye: 6.£AM| Authorization
S.mﬂlrypt Sample | Machine. ABMSOﬂIkpuﬂdm 04/07/2022 | Run date: mﬂ?ﬂ??lsoﬂw-m Version v.220513 1739 Date

MLPA probe mix:  P380-Wilms' tumour Nroftest probes: 53153 FRSS: OK 100% D[nf] Gene-Exon Chr.band hg18 loc. Height Area Ratic Stdev [REF] Width d[nt] [Mut details]
Lot number: 810220 Nrof ref probes 10110 FMRS: OK 100%
Sheet date: 0110772022 075713 DNA concentration: OK PSLP: OK-3% 315  TNFRSF18-4 01p36.33 0"00‘ ‘29430 11434 87321
Control fragments:  CF-003-{brown] QDX2 (A2-0 DNA denaturation  OK RSQ: OK 492 CHD5-2 13
Analysis method:  Block SSC: On Expected gender:  Male RPQ: Waming
Used metric: Peak height Residual primer %  OK 12% CAS: OK? 85% 9
12238 105365
Reference Samples: 53 n | 54_n |55 n 1106999

. 232 MPz4 iean 01'-159:5&253&)
202 KISS12 01q32.1 01202428550
e 202 IRF62 019322 01-208,042100
< i
150} 55 - 21 .3 9
H : E % ek | W2 | 88
H § Falslz |- 98| 2 By |FE1 % . 7 Z
I ,§§§'§§3~ £ 61 381 % 2 2§ 28 H 15120
e asLabmi B R L ETIEN 5116 tes7s): T4t 1 :
i | ik HEIERNIE L H § 12662 86232 1.
g o ; £ L . 1147383137
= 3 i 17793150063 1
i HI: i i Z ] 12751 95289 1
El |3 I 167 WT19 11p {1-037370830 10268 69950
i i 178 Wris 11p13__ 11:032,395710 10230 _70016_ 097
aal H -003.7 T4212 100158 1.01
H 9996 75016
12150 86923
1257292219
87479

10040 89190 092

10!71 96135 096

1zsou 117019 099 0,09
36265 0,51 0,05
0,04

7807 60153 0,48 0“

P23 03-061,774630 16397 187456 125
373 ATR 03923 03-143,651080 16522 133920 1,41
05p132  05-037.012060 13227 08566 1,07 0.
05q31.1  05-132,037620 15110 108870 1,08
0993: 122.370430

‘0227 76911 092

10208
15-040.: 490330 12418
19-011,095270 12094
|9q|332 19-053,029580 11731 82775 09‘

Median value all probe values: 12094 92279 1 0,09

Tables 1, Vang 171
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COFFALYSER

Sample typo: Sample | Machine: ABI-3500 | Report date: 04/07/2022 | Run date: 04197/2022 |

139

Reference Samples: 53_n | 54_n | 55_n

2un 00)
roer1
e
p—
cont1e
vy

s

camu. 1 ooy

o
oseass
G
"
w00k
TNEE)
o
TowTe
P saccasr
s
ey
conssap:
e
o
13
acads
o
s

s

IS

159542830

Kl
19233 01
: 01-202,428550
2.2 01-208,042100

01-241,608730

02015,

1
11-032,370830
1-032,395710

05p13.2  05-037,012060
05q31.1  05-132,037620
09g3: 122,370430

15-040.490380
19p13.2  19-011.095270
19913.32 19-053,029580

Median value all probe values:

16

17005
13900
14909
14502

16910
13700
144

12235

| Expenment | Dye: 6FAM | Admin Authorization
Software Version: v.220513,1739 Date
i::: g:;g? D[nt] Gene-Exon Chr.band hg18 loc. Height Area Ratic Stdev [REF] Width d[nt] [Mut details]
PSLP: OK4% 315 TNFRSF18-4 [} 8813 68555 0,63 75 0,00
RSQ: OK 492  CHD5-2
RPQ: OK
CAS:  OK 100%

04 <<

05 <<t X

05 << 04 -

05  <<* 05 -
04 << 67 T
.04 <<t 62 03

07 <<* 50 .04

04 <<* 43 02

.06 76 .07
07 = 57 00
07 = 64 04
.06 58 03
.06 92 .05
64

9 0,
143023
99932 0.9

146919
14105

1

113118 0,88

124743 1,04
150713 1.03

123897 1,1

14105 113118 0,98 0,06 65 0,03

171
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COFFALYSER

Sample report: 7

140

Project | Expenment | Dye: 6-EAM | Authorization
Sampie type: Sample | Machine: ABI-3500 | Report date: 04/07/2022 | Run date: mﬂzﬂ??lsamum Version. v.220513 1739 Date
MLPA probe mix:  P380-Wilms' tumour Nr of test probes: 53753 FRSS: OK 100% D[nt] Gene-Exon Chr.band hg18 loc. Height Area Ratic Stdev [REF] Width d[nt] [Mut details]
Lot number: 810220 Nr of ref probes 10110 FMRS: OK 100%
Sheet date: 13 DNA oK PSLP: OK5% 315 TNFRSF18-4 01p36.33 01-001,129430 9673 74637 104 0,15 71003 -
Control fragments:  CF-003-{brown] QDX2 (A2-0 DNA denaturation ~ OK RSQ: OK 492 5-2 0 50850
Analysis method:  Block SSC: On Expected gender-  Male RPQ: Bad
Used metric: Poak height Residual primer % OK 11% CAS:  OK? 75%
Reference Samples: 53_n | 54_n | 55._n
. 14233 01-159 542830
01-202.428550
3 22 01-208,042100
200
0949
i " 15191 134208
2 € i 17
1510 ]
: A ; s i
g 1} b [ JERNl 5 | 2 .18 11280 76976 1.
.. Be 3 @1 g i 553 £e 35: I }ms Eamz
| i ik & 10, 11118 £la8e)- g
i s AIAHEIH 2 g H 11-032,370830
g H HIE E 1-032,395710
H i % .
ssto-} H & 6-016.183750
w i 60

i
it iﬂi%l

3gqn1 X063,
13 Xose a0 S618 3
12,3 03-081,774630 11739 109557
03-143,651080

05p13.2  05-037,012060 113&6
05q31.1  05-132,037620
09g3: 122,370430

5270
19q13.32_19-053,029580
Median value all probe values: 9873 74837 0,98

014"

Tables 1,

171
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Sample report: 8
Project

| Dye: 6-FAM| y: Admin
Sampie typo: Samplo | Machine: ABI-3500 | Report date: 04/07/2022 | Run date: 04007/2022 | Software Version: v.220513.1739

141

Authorization
Date

COFFALYSER | Expenment
MLPA probe mix:  P380-Wilms' tumour N of test probes: 53153 FRSS: OK 100%
Lot number: 810220 Nrof ref probes 10110 FMRS: OK 100%
Sheet date: 010772022 075713 DNA concentration: OK PSLP: OK4%
Control fragments: ~ CF-003-{brown] QDX2 (A2-0 DNA denaturation  OK RSQ: OK
Analysis method:  Block SSC: On Expected gender:  Female RPQ: Waming
Used metric: Peak height Residual primer % OK 13% CAS: OK?85%

Reference Samples: 53_n | 54_n | 55_n

D[nf] Gene-Exon Chr.band hg18 loc.

Height Area

Ratic Stdev [REF] Width d[nt] [Mut details]

ey
soceass1)

T
Ay
GRS

ok

Tt
s

=
-

RNIEARAAS AR RAARRRR AR B WA 395333395858
[e—

H
H 1
HH T

315 TNFRSF18-4 [}
492  CHDS5-2

Kl 1-145,
19233 01-159,542830
: 01-202,428550
2.2 01-208,042100
01-241,608730

02015,

1
11-032,370830
1-032,395710

05p132 05-037.012060
05q31.1
09g3

05-132,037620
122,370430

15-040.490380
19p13.2  19-011.095270
19913.32 19-053,029580

Median value all probe values:

1
14109 100616
10167 67450 0.

6

11330 80362

865
8061
861
77

14210 10
10997 7
11400 75795

1021293701

I

RIBB&H

74259
5

59
&
63
56
66
, 57
fr 2 58
K 1 49
3 53
105 o
09 60
1 52
07 01 55
0,09 63
.08 57
08 64
.09 59
08 8
X B
60

6
85311 098
78138 1,01
82808 0.87

67459 091

79052 1,02

Tables 1, Vang
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Sample report: 9 Ty
COFFALYSER Project | Experiment | Dye: 6FAM | y: Admin }_Al‘"‘_m_z_“'_”_"_‘
Sample type: Sample | Machine: ABI-3500 | Report date: 04/07/2022 | Run date: 04/07/2022 | Software Version: v.220513, 1739 Date

MLPA probe mix:  P380-Wilms' tumour Nroftest probes: 53153 FRSS: OK 100% D[nf] Gene-Exon Chr.band hg18 loc. Height Area Ratic Stdev [REF] Width d[nt] [Mut details]
Lot number: 810220 Nrof ref probes 10110 FMRS: OK 100%

Sheet date: 010772022 075713 DNA concentration: OK PSLP: OK3% 315 TNFRSF18-4 01p36.33_01-001,129430

Control fragments:  CF-003-{brown] QDX2 (A2-0 DNA denaturation  OK RSQ: OK CHD5-2 [} 50850

Analysis method:  Block SSC: On Expected gender:  Female RPQ: OK

Used metric: Peak height Residual primer % OK 12% CAS: OK 100%

Reference Samples: 53_n | 54_n | 55._n

-

S 232 MPZ4 19233 01-159,542830
202 KISS1-2 0132.1 _ 01-202.428550
3 019322 01-208,042100
01g43 __ 01-241.608730
43 02:015.999780
-4 P -016,003140
o] = F 5 16,003310
g i L § 7 0
i 3 .§§h " 33 "
K B3l .| 2.39 5.z %
A £ LT85 | %37 13 3
O e 3 £
i £ 2|3
R I 11-032 366630
X z 1-032,370830
g H 1:032,395710
-} r L 09 0.
H 16-01 10029 75778 105 0
11694 82559 101 0.
7762 54881 0,7 0.
6318

7062 5982 072 ¢
9730 85006 1,05
10195 87493

01
10655 98573
<

8997 47530
4!
5541 40522
Xgi1.1 5078 39851
Xg21.2 101110 8071 54640
GBE 123 03081774630 11232 105150
373 ATR 03923 03-143,651080 84461
05p132 05-037.012060 81239
89311

05q31.1  05-132,037620
09g3: 122,370430

330
15-040.490380
19p13.2_ 19-011,09527( 02
1991332 19-053,029580 11903 82465 106 O/
Median value all probe values: 10318 80907 1 0,05
Tables 1, Vi 171
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Sample report: 10
Project

COFFALYSER

| Expenment

| Dye: 6£AM|

y:

Sample typo: Sample | Machine: ABI-3500 | Report date: 04/07/2022 | Run date: 04197/2022 |

Admin
Software Version. v.220513 1739

143

Authorization
Date

MLPA probe mix:  P380-Wilms' tumour Nr of test probes: 5353
Lot number: B1-0220 Nr of ref probes  10/10
Sheet date: 01007/2022 07:57:13 DNA concentration: OK

Control fragments: ~CF-003-{brown] QDX2 (A2-0 DNA denaturation ~ OK
Analysis method:  Block SSC: On Expected gender:  Male
Used metric: Peak height Residual primer % OK 12%

Reference Samples: 53_n | 54_n | 55_n

g

e
e
=

e

WIT
e 1a

]
=

5
i:::: g‘: :x D [nt] Gene-Exon Chrband hg18 loc. Height Area Ratio Stdev [REF] Width d[nt] [Mut details]
PSLP: OK 10% 315 TNFRSF18-4 o
RSQ: OK 492  CHD5-2
RPQ: OK
CAS: OK 100%
Tq21.7 _01-145,56281¢
19233  01-159,542830
_ X 01-202,428550
22 01-208,042100
01-241,608730
02015, 58
()
- 69
x 1 = 2 2p 52
| - i 3 0 66
3  PKD26 [ 65
’ 22 H BXWT-16 043 45
» 2 2 172 45
IR AR = >
0]s £ %
| |3 § 274 Wri-11 11 -
2 167 WT1-9 P 1-032,370830 -
178 1-5 1 1-032,395710 06 -
47 02 -
8185 60107 56 05 -
Bl 11910 84370 1. 83 05 -
6721 45917 0.74 a7 00 -
-9 1 71 69 Az__-

05p132 05-037.012060
05q31.1
09g3

05-132,037620
122,370430

15-040.490380
19p13.2  19-011.095270
19913.32 19-053,029580

7368 55633 0.9

12277 104250

3941 25841
2

1204092147

8934 63465 099
9360 64937 093
8309 61636 1,02

69871 1,11

Median value all probe values:

64937 1,01

0,07

Tables 1, Vang
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COFFALYSER

Nr of test probes:
Nr of ref probes

MLPA probe mix:
Lot number:

Sheet date:
Control fragments:
Analysis method:
Used metric:

P380-Wilms' tumour
B1-0220
01007/2022 07:57:13

CF-003-{brown] QDX2 (A2-0

Block SSC: On
Peak height

Reference Samples: 53_n | 54_n | 55_n

Sample report: 11
Project

| Expenment

| Dye: 6-FAM| y: Admin
Sampie typo: Samplo | Machine: ABI-3500 | Report date: 04/07/2022 | Run date: 04007/2022 | Software Version: v.220513.1739

144

Authorization
Date

53553

DNA concentration: OK
DNA denaturation  OK

Expected gender:
Residual primer %

FRSS: OK 100%
FMRS: OK 100%
PSLP: OK2%
RSQ: OK
RPQ: OK
CAS: OK 100%

pr—

S8 oy

=

i

e

TR

Proas
conn 14
s

Ty

=

)

e

RERIZRR S RE 83

i
gi!fi

58
itz

D [nt] Gene-Exon Chrband hg18 loc. Height Area Nlllo" Stdev [REF] Width d[nt] [Mut details]
315 TNFRSF18-4 o 8371 65286 1,05
492 CHD5-2 61820 0.99
| 44088
8504 71146
8791 74106 1

IS

159542830

Kl
19233 01
: 01-202,428550
2.2 01-208,042100

01-241,608730

02015,

1
11-032,370830
1-032,395710

05p13.2  05-037,012060

05q31.1  05-132,037620
09g3: 122,370430

15-040.490380
19p13.2  19-011.095270

19913.32 19-053,029580

Median value all probe values:

984 7 95
7153 49711 02

11205

82478 0,96

132

12667
11080
8471

8250

9020
9548
8323

7083
8545

8860

9336
8545

]

:

|

2483

|

65217

61243
65045
75973
65868
66331

wiwininly

:

2

<
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Sample report: 12 Ty
COFFALYSER Project | Expeniment | Dye: 6.£AM| y: Admin }_A_ﬂmﬂﬁ"—‘
Sample type: Sample | Machine: ABI-3500 | Report date: 04/07/2022 | Run date: 04/07/2022 | Software Version: v.220513,1739 Date

MLPA probe mix:  P380-Wilms' tumour Nr of test probes: 50153 FRSS: OK 100% D[nf] Gene-Exon Chr.band hg18 loc. Height Area Ratic Stdev [REF] Width d[nt] [Mut details]
Lot number: 810220 Nrofrefprobes 10110 FMRS: OK 100%

Sheet date: 010772022 075713 DNA concentration: OK PSLP: OK 0% 315 TNFRSF18-4 o

Control fragments:  CF-003-{brown] QDX2 (A2-0 DNA denaturation  OK RSQ: OK 492 CHD5-2

Analysis method:  Block SSC: On Expected gender:  Female RPQ: OK

Used metric: Peak height Residual primer % OK 14% CAS: OK 100%

Reference Samples: 53_n | 54_n | 55._n

IS

159542830

921.1
19233 01

1 01-202.428550
5 22 01-208,042100
31 3 01-241.608730
02243 02075
wono-} g :
R i ;
Poohe il LIE [Bal
3 Eu:fé =5 |, ;;'= igg ; 2 H
st §§‘§§§:§°°E!§
4

1
11-032,370830
1-032,395710

:
ey
i
Lo
T
B
e
T
=
——
—
—

3NGER RARASEGARRRAARAY RERASEIE
(e

4747
8198

8803 73260
n 620683
8417 76446

30616__¢

a7
[)

T N

05p13.2  05-037,012060
05q31.1  05-132,037620
09g3: 122,370430

[ .98
7208 62995 091
15-040.490380 9564 72529 1

19p13.2  19-011.095270 9932 85647 1,07
19q13.32_19-053,020580 10828 75200 1,08 0, -
Median value all probe values: 9321 70879 102 007 64 003
Tables 1, Vi’ 171
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Sample report: 13 Ty
COFFALYSER Project | Experiment | Dye: 6FAM | y: Admin }_Al‘"‘_m_z_“'_”_"_‘
Sample type: Sample | Machine: ABI-3500 | Report date: 04/07/2022 | Run date: 04/07/2022 | Software Version: v.220513,1739 Date

MLPA probe mix:  P380-Wilms' tumour Nroftest probes: 53153 FRSS: OK 100% D[nf] Gene-Exon Chr.band hg18 loc. Height Area Ratic Stdev [REF] Width d[nt] [Mut details]
Lot number: 810220 Nrof ref probes 10110 FMRS: OK 100%

Sheet date: 010772022 075713 DNA concentration: OK PSLP: OK 13% 315 TNFRSF18-4 01p36.33 01-001,120430 11404

Control fragments:  CF-003-{brown] QDX2 (A2-0 DNA denaturation  OK RSQ: OK CHD5-2 [} 50850 1

Analysis method:  Block SSC: On Expected gender:  Male RPQ: Waming

Used metric: Peak height Residual primer % OK 12% CAS: OK?85%

Reference Samples: 53_n | 54_n | 55._n

68299 1,09
.1 1-145,56281( 1% 1
3.3 01-159,542830 20734 153113

" 282 MPz4 1q2:
202 KIssi-2 019321 01-202.428550 12546 89697
4 . z 019322 01-208,042100 12848 98319 11

s H 01g43 _ 01-241.608730 12451 100505

£ 4302075999780

i -016,003140

. 16,003310

g % 5 & 7 0

- A B 2|8 I |33 "
§ 3t 5 |3 |
o alieltl Bk g |5
£ 3 8lLETRHE [ 0R ( pElir T RE (3]
I RSN ILHLAE T
E i % 11-03; 0 83

H H 1-032.370830 67489
H H 1:032.395710 1033175366
i 5.003.764660 14597 104672
o] (6-016.183750 11153 86762

6-031.013360

6.049.732800

.

ASALaE (AR REAREAR R R AR SES 53T RIS EEE
vy 0
70791 937481
12048 105452
» 9816 76517 1
14471132534 1
{7 395 0,47
4111 3762 30469 0,44
6866 5 48
!!;a Xqitd 8440 69198 0,56
Xq212 101110 5969 5
GBE 12,3 03-081,774630 85
373 ATR 03q23 03-143,651080
05p13.2  05-037,012060

05q31.1  05-132,037620
09g3: 122,370430

1

330 8803 77627 0,84

15.040.490380 10874 84075 092
527

19p132  19-01 14929 131463 124
19q13.32 19-053,029580 13529 98810 1,16
Median value all probe values: 11404 88570 1,05
Tables 1, Vi 171
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Snmple report: 14
COFFALYSER | Expenmen
smy-rm Sample | Machine. Asmoolmpanm. 04/07/2022 | Run date. M?l?a??lsdrw-mvm V2205131739

147

MLPA probe mix:  P380-Wilms' tumour Nr of test probes:  53/53
Lot number: 81-0220 Nrof ref probes 10110
Sheet date: 010772022 075713 DNA concentration: OK
Control fragments: ~CF-003-{brown] QDX2 (A2-0 DNA denaturation ~ OK
Analysis method:  Block SSC: On Expected gender:  Female
Used metric: Peak height Residual primer %  OK 15%

Reference Samples: 53_n | 54_n | 55_n

.“4

- g s :és.: i $ i

£ T 8 108 L

! g 2 <8 sl
T
i = . il ||, Nl
o] H Hli3 gl 1

i

o

| Dye: 6.£AM| Authorization
Date
s oken D[] Gene-Exon Chr.band hg18 loc. Height Area Ratic Stdev [REF] Width d[nt] [Mut details]
PELP: OK-6% 315 TNFRSF18-4 Sle302s PIOOLIZD 248 060 L 08 61 003
RsQ: OK 492 CHD5-2 4 011 7
RPQ: OK
CAS: OK100%
iean 01'-159:5&253&) A X
202 KISS1-2 1 01-202.428550 4140 30440 1,44 01  >>*
292 IRF6-2 01322 01-208.042100 4245 34138 1,5 009 >>*
6
07
- & e .07 =
3. £ 208 FBXWT-16 3063 22205 1 07 -
5 ;g 72 3017 21003 109 "R -
; o §§ 238 2799 7__-
2 [ )4 0
£ i 00 -
{1-037 370830 03 -
178 WTi5 1p13 __ 11-032.395710 03 -
-003. 764660 03 -
02 -
00 -
04 -
] : L
pry 2 -
3 5

P23 03-061,774630

373 ATR 03923 03-143,651080
05p132 05-037.012060

05q31.1  05-132,037620

0993: 122.370430

15-040. 490330

19-011.095270

19q13.: 32 19-053,029580

Median value all probe values:

4621

4126
2871
2581

2848
3424
2535 213

2137
2658
2358
2712

3
40357
29914 1,42
287820690 1,01
23505 1,08
21770 1,03
23911 099
%Y 19

2 1183 1,02
22455 0,99
22770 094
20045 09

22295 1,03

0,07

Tables 1, Vang
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Sample report: 15 Ty
COFFALYSER Project | Experiment | Dye: 6FAM | y: Admin }_A_ﬂmﬂﬁ"—‘
Sample type: Sample | Machine: ABI-3500 | Report date: 04/07/2022 | Run date: 04/07/2022 | Software Version: v.220513, 1739 Date

MLPA probe mix:  P380-Wilms' tumour Nroftest probes: 53153 FRSS: OK 100% D[nf] Gene-Exon Chr.band hg18 loc. Height Area Ratic Stdev [REF] Width d[nt] [Mut details]
Lot number: 810220 Nrof ref probes 10110 FMRS: OK 100%

Sheet date: 0110772022 075713 DNA concentration: OK PSLP: OK3% 315  TNFRSF18-4 0 13452 112301 109 007 72003 -

Control fragments:  CF-003-{brown] QDX2 (A2-0 DNA denaturation  OK RSQ: OK 492 CHD5-2 1 1 )96 83 |

Analysis method:  Block SSC: On Expected gender:  Female RPQ: OK

Used metric: Peak height Residual primer % OK 11% CAS: OK 100%

Reference Samples: 53_n | 54_n | 55._n

1-125, [
-159,542830
.1 01-202.428550
2.2 01-208.042100

921.1
19233 01

g -
i : 01-241.608730
LE o 02:015,
3 b z 01
159803 = .2 85, 23,83
21358 ” -
-l s =11 3 P
4 S s:,ggi i ggs H HEHEE 184101
ig (|7 1|88 15912125003 _
4 ! . : 1213590357 0
) 3 H a 1 7 X
] § 9 g 1213290089 03 -
z L 1215392068 05 -
17600 156802 02 -
11- 13442 105385 04 -
1-032,370830 13216 94062 00 -
1.032,305710 11750 85163 003 -
o} I 002 -
005 -
g 005 -
& 007 -
32358 | JUL \ =

05p132  05-037.012060 13184 104493 O,
05q31.1  05-132,037620 14420 112010 094
0993: 122,370430 12530 104244 1,05

©
&

10866 98488 092 (
15-040.490380 13719 110949 1

19p13.2  19-011.095270 15214 137581 95
1991332 19-053,029580 14793 112383 108 0,07 59 001 -
Median value all probe values: 13439 110368 1,01 0,07 63 0,03
Tables 1, Vi 171
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Sample report: 17 Ty
COFFALYSER Project | Expeniment | Dye: 6.£AM| y: Admin }_A_ﬂmﬂﬁ"—‘
Sample type: Sample | Machine: ABI-3500 | Report date: 04/07/2022 | Run date: 04/07/2022 | Software Version: v.220513,1739 Date

3 3 d 3 on 1 3 eig! rea ' Stdev EF] Width df Mut details]
MLPA probe mix:  P380-Wilms' tumour N of test probes: 53153 FRSS: OK 100% DM Gene-Ex Chr.band hg18 loc. Height A Ratio

Lot number: 810220 Nrof ref probes 10110 FMRS: OK 100%

Sheet date: 010772022 075713 DNA concentration: OK PSLP: OK-4% 315 TNFRSF18-4 o 4879 38507 3 -

Control fragments:  CF-003-{brown] QDX2 (A2-0 DNA denaturation  OK RSQ: OK 492 CHD5-2 4200 38436 g =

Analysis method:  Block SSC: On Expected gender:  Female RPQ: OK 07 -

Used metric: Peak height Residual primer % OK 13% CAS:  OK 100% : =

Reference Samples: 53_n | 54_n | 55._n

Il Kl 1-145,
3 - - 1923.3  01-159,542830
- 1 01-202.428550
4 22 01-208,042100 6045 46649
; 01-241.608730 5312 43756
02015, 5732 41906
3777 31447
= 5164 49125
£ 5270 4.
3% .3 71275
E-1313 5. §713 50860
29 é‘ 487t
i3 4813 32638
H 5037 36452
11-
1-032.370830
1-032.395710
- ]
FEEEEEEREEREE

4855 4
4468 40015
4853 42478

476444742
5715 35150
3

7087
5367
5563 53108

3 4983 41853
05p132 05-037,012060 5435 40402
05q31.1  05-132,037620 6491 46149
09g3: 122,370430 4941 39721

3

Eﬁi;.

ity

4338 39761 097 0,04
15.040.490380 5650 44834 1.03

19p13.2  19.011.095270 5464 48980 1,03 04
191332 19-053,029580 6105 42843 104 004
Median value all probe values: 5304 41853 0,99 0,05 64 0,03
Tables 1, Vi 171

064/20 H 17 Analisada




Sample report: 18
Project

150

COFFALYSER | Experinant | Dy e£AM| : Adimis Aithiirizficn
Sampie type: Sample | Machine: ABI-3500 | Report date: 04/07/2022 | Run date: 04/07/2022 | Software Version: v.220513.1739 Date
MLPA probe mix:  P380-Wilms’ tumour Nr of test probes: 53753 FRSS: OK 100% D[] Gene-Exon Chr.band hg18 loc. Height Area Ratic Stdev [REF] Width d[nt] [Mut details]
Lot number: B81-0220 Nr of ref probes. 10110 FMRS: OK? 85%
Sheat date: 0110772022 075743 DNA concentration: OK PSLP: Waming -19% 315 TNFRSF18-4 01p36.33 01-001,129430 10098 82787 06 << 72 001 -
Control fragments:  CF-003-{brown] QDX2 (A2-0 DNA denaturation  OK RSQ: OK CHD5-2 [} 50850 11 3 ( X - 8
Analysis method:  Block SSC: On Expected gender:  Female RPQ: Waming
Used metric: Peak height Residual primer % OK 11% CAS: OK? 75%
Reference Samples: 53_n | 54_n | 55._n
S ] .1 01-145,56281C
232 MPZ4 19233 01-159.542830
* 202 KISS1-2 01g32.1 _01-202.428550
5 01q32201-208.042100
01g43 _ 01-241.608730
s 43 02:015.999780
-016,003140
” 16,003310
] e R 7 0
= i . 7
3 H H ] g ! 3904 103880
200} e ] z B 1 9 0,
3 1 § s e 12996 97227 0,
z £ o 23 Eg 13224125356
| E £ L [i2 2
3 2 HH z 11-03: 0
i i 3% o 1:032,370830
- d 4P 1.032,395710
H e 003, 764660
16-016.183750
- =1 6-031,013360
6-049.732800

Xql1.1
Xq212

F 101110
GBE 12.3  03-081,774630
373 ATR 03q23 03-143,651080
05p13.2  05-037,012060
05q31.1  05-132,037620
09g3: 122,370430

330
15-040.490380
199132 1901 15270
19913.32 19-053,029580

82

8: 430_¢
11383 105635 0.76
13691
1

101571 0,84
1 1.0

3 0/
| 184031 1 ¢
1993 091

1,03 0,

Median value all probe values:

0.96 = 66

0.73 << 87

0.74 << 58 -
12996 104349 0,78 0,03

Tables 1,

171
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Analisada também com pPCR




COFFALYSER

MLPA probe mix:
Lot number:

Sheet date:
Control fragments:
Analysis method:
Used metric:

P380-Wilms' tumour
810220
010772022 075713
CF-003-{brown] QDX2 (A2-0 DNA denaturation  OK
Block SSC: On
Peak height

Reference Samples: 53_n | 54_n | 55_n

Sample report: 19
Project

| Expenment

| Dye: 6.FAM| y:
Sample typo: Sample | Machine: ABI-3500 | Report date: 04/07/2022 | Run date: 04197/2022 |

Admin
Software Version. v.220513 1739

151

Authorization
Date

Nr of test probes: 5353
Nr of ref probes 10010
DNA concentration: OK

Expected gender:  Male
Residual primer % OK 11%

FRSS:
FMRS:

PSLP:
RSQ:
RPQ:
CAS:

OK 100%
OK 100%
OK11%
oK
Warming
OK? 85%

D [nt] Gene-Exon

Chrband hg18 loc.

Height Area

Ratic Stdev [REF] Width d[nt] [Mut details]

CARYI 6

sy

Ty

3553

NooaL
p—
17

ozt

ez
res
Carr
ABCALSO
oA
T

)
T

T
M2
FoiT
Lh
MU

TowTT

Ty

wens
.m
we)

e

e
o

315 TNFRSF18-4
CHD5-2

01p36.33 01-001,129430
0 150850

232 MPZ4

T 01-145,56281C
33 01-159,542830

192
202 KISS1-2 01932.1  01-202,428550
01;

2.2 01-208,042100
01g43 01-241,608730
43 02-015.9

02-016,003140
16,003310
7

11-03: 0
1-032,370830
1-032,395710
6-003,764660

16-016,183750
6-031.013360
6-049.732800

Xql1.1
Xq212

373 ATR 03q23 03-143,651080

F 101110

12.3  03-081,774630
05p13.2  05-037,012060
05q31.1  05-132,037620
09g3: 122,370430
330

15-040.490380

199132 1901 15270

19913.32 19-053,029580

Median value all probe values:

9256

73021 089 009
82187 093 0,13

9977
8415
21085

70093

T
153411

10878 74223

12871

17581

15741

16739
13344 €
16416 1,09
7760 57216 0,58

6330 43278 0,61

144363

6560 44544 0,62

6339 47010 0,62

7
7965 55388 083

56085 084
13859 97839 1,07
9106 68254 092
10554 X
20556 148520 1,8
10392 90910

2
A4
4

15022 155630 127 0,
0590 3 X

M

Al

5189 36254 (
3;

72

7503 59145
6501 43579
16527 153001

11342 89414

Alaalaaaany

AAAIAAA

“AARIRRA

ARl

16205 118288
12997 93748
10875 83401 1,07
1 7

9226 81170

8126 82471
10101 73432 089

9681 76606 0,92

089 0,
11347 84078 0,98
[

Tables 1,

171
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Sample report: 21 Ty
COFFALYSER Project | Experiment | Dye: 6FAM | y: Admin }_Al‘"‘_m_z_“'_”_"_‘
Sample type: Sample | Machine: ABI-3500 | Report date: 04/07/2022 | Run date: 04/07/2022 | Software Version: v.220513,1739 Date

MLPA probe mix:  P380-Wilms' tumour Nroftest probes: 53153 FRSS: OK 100% D[nf] Gene-Exon Chr.band hg18 loc. Height Area Ratic Stdev [REF] Width d[nt] [Mut details]
Lot number: 810220 Neof ref probes 10110 FMRS: OK 100%
Sheet date: 01/07/2022 07:57-13 DNA concentration: OK PSLP: OK8% 315 TNFRSF18-4 01p36.33 01-001,129430 10989 90768 091 012 = 61 002 -
Control fragments:  CF-003-{brown] QDX2 (A2-0 DNA denaturation  OK RSQ: OK CHD5-2 [} 50850 1 102367 - 84
Analysis method:  Block SSC: On Expected gender-  Male RPQ: Waming ] =
Used metric: Peak height Residual primer %  OK 12% CAS: OK? 85% Lg? -
Reference Samples: 53_n | 5¢_n | 55 n 127805 1.04 =
1174285274 1.1
5 ( 7 01-145,562810 15163 120490 1.
= 232 MPZ4 19233 01-159,542830 15516 120707 0,88
202 KISS1-2 01g32.1  01-202.428550 12097 89235 0,89
3 019322 01-208,042100 15909 125033 1,14
01g43  01-241,608730 14493 122069 1,00
4302015999780
20000 -016,003140
. 16,003310
. = HE i K
H LR 3
120001 - = ¢ K
i 7 2[5 2 3
.l 33 AR || it
H Bk fe B BTN 1 Tasd e g
oS 3 HHIGBE g1 ETE 11-032,366630 13499 1
i i H 1-032,370830 10617 77296
R H H 1.032,305710 11221 83700 096
6-003.764660 15650
16-016, 183750
6-031,013360
6-049.732800

8732 7
12483
6758
Xqit1 8880 7
Xg21.2 101110
GBE 12.3_03-081,774630
373 ATR 03g23 _ 03-143,651080
05p132  05-037,012060
05q31.1 05-132,037620
09q3 122,370430
15-040.490380 ), = 55 003 -
19p13.2_ 19-011,09527( 93473 0.76 << 76 001 -
1991332 19-053,020580 11500 85886 0,83 = 58 001 -
Median value all probe values: 12172 97696 0,96 61 0,02
Tables 1, Vi 171
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Sample report: 22 Ty
COFFALYSER Project | Experiment | Dye: 6FAM | y: Admin }_Al‘"‘_m_z_“'_”_"_‘
Sample type: Sample | Machine: ABI-3500 | Report date: 04/07/2022 | Run date: 04/07/2022 | Software Version: v.220513, 1739 Date

MLPA probe mix:  P380-Wilms' tumour Nroftest probes: 53153 FRSS: OK 100% D[nf] Gene-Exon Chr.band hg18 loc. Height Area Ratic Stdev [REF] Width d[nt] [Mut details]
Lot number: 810220 Nrof ref probes 10110 FMRS: OK 100%

Sheet date: 0110772022 075713 DNA concentration: OK PSLP: OK-3% 315 TNFRSF18-4 01p36.33 01-001,120430 10167 79060 098 005 = 69 002 -

Control fragments:  CF-003-{brown] QDX2 (A2-0 DNA denaturation  OK RSQ: OK CHD5-2 [} 50850 __803; 1__= 87

Analysis method:  Block SSC: On Expected gender:  Female RPQ: OK =

Used metric: Peak height Residual primer % OK 12% CAS: OK 100%

Reference Samples: 53_n | 54_n | 55._n

T 01-145,

232 MPZ4 19233 01-159.542830

202 KISS1-2 01g32.1 _01-202.428550

01q32201-208.042100

01g43 _ 01-241.608730 13248 106468 1,16
43 02-015, 1190585756

7378 57643

02-016,003140
16,003310
7 0

12110 107136 C

s
P2

com 14
e

T
-

1325297108 0
1 7073

ToTE

o)
T
prereey

10948 75221
10153 74208
14535120548

oy

BT,
s

11-03; 0 11346 83494 098
1-032,370830 9487 66760 095
1-032,395710 9601 67894 096
6-003,764660 14246 100352 1,07
16-016,183750 9043 69074 0.9
6031013360 12206 87496
6-049.732800 11865 85750
9134 80375
5

e
o

3228
Fanaiit AL I A

Owtont 22

79975

8902 68399 |
10569 07825
9571 66717
6506

1
13003 104303 (
2 : 085101110 1107775560
GBE 123 03-081,774630 12530 117897
373 ATR 03q23 _ 03-143,651080 14507 117502 1
05p132 05-037.012060 11529 83843 101
05q31.1  05-132,037620 13047 94145 097
0993: 122.370430 10230 78964 102
9

Xql1.1
Xq212

76019

15-040.490380
19p13.2_ 19-011,09527(
1991332 19-053,029580 12105 86453
Median value all probe values: 11077 83494 098 0,06 64 0,02
Tables 1, Vi 171
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Sample report: 23
Project

154

COFFALYSER | Experiment | Dye: 6-FAM | y: Admin Authorization
Sample type: Sample | Machine: ABI-3500 | Report date: 04/07/2022 | Run date: 04/07/2022 | Software Version: v.220513,1739 Date
MLPA probe mix:  P380-Wilms' tumour Nr of test probes: 50153 FRSS: OK 100% D[nf] Gene-Exon Chr.band hg18 loc. Height Area Ratic Stdev [REF] Width d[nt] [Mut details]
Lot number: 810220 Nrofef probes  10/10 FMRS: OK? 85%
Sheet date: 0110772022 075713 DNA concentration: OK PSLP: OK-14% 315  TNFRSF18-4 01p36.33 01-001,129430 9708 n
Control fragments:  CF-003-{brown] QDX2 (A2-0 DNA denaturation  OK RSQ: OK CHD5-2 [} 50850 1
Analysis method:  Block SSC: On Expected gender-  Female RPQ: Waming
Used metric: Poak height Residual primer % OK 13% CAS:  OK? 75%
Reference Samples: 53_n | 54_n | 55._n 1
9189 64812
S ] .1 01-145,562810 27213 197943
= 232 MPZ4 19233 01-159,542830 32104 233738
202 KISS1-2 01g32.1 01-202.428550 21561 153768
3 019322 01-208,042100 28799 219515
sono-] 01g43  01-241,608730 25161 201861
4302015, 0 10213 73532
-016,003140 5917
. 16,003310 12531
2200 g 7 0 12379
i
13013
200} j . 11328
B & . g 11457
H s H = 3le
ot0-] g} 3 -sRlezf, LEss| |3 B 2
2 0BT 163 [E BS s i EErslE 3 110 0
£ gt 5555 ] 1 5 e |2f 1-032.370830
- £ e BRI NG T BHEN 3120 s 1-032,395710
12 H HAIE 152 £ 6003764660
H H s 16-016, 183750
6-031,013360
6-049.732800

3
TP53-10

TP53-7
TP53-3

472 RAN-2 p11.
2__RPSGKAZS 22.12

Xql1.1
Xq212

F 101110

GBE 12.3  03-081,774630
ATR 03q23 03-143,651080
05p13.2  05-037,012060

05q31.1  05-132,037620

09g3: 122,370430

330
15-040.490380
199132 1901 15270
19913.32 19-053,029580

3 128
1.01

Median value all probe values:

85591 1,02
9090 78730 085
8884 64100 071 005
10502 80566 0,95 0,08

Tables 1,

171
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Sample report: 24 Ty
COFFALYSER Project | Experiment | Dye: 6FAM | y: Admin }_A_ﬂmﬂﬁ"—‘
Sample type: Sample | Machine: ABI-3500 | Report date: 04/07/2022 | Run date: 04/07/2022 | Software Version: v.220513, 1739 Date

MLPA probe mix:  P380-Wilms' tumour Nrof test probes:  53/53 FRSS: OK 100% D[nt] Gene-Exon Chr.band hg18 loc. Height Area Ratic Stdev [REF] Width d[nt] [Mut details]
Lot number: 810220 Nrof ref probes 10110 FMRS: OK 100%
Sheet date: 010772022 075713 DNA concentration: OK PSLP: OK-2% 315 TNFRSF18-4 o 8939 67269 097 003 = 62 003 -
Control fragments:  CF-003-{brown] QDX2 (A2-0 DNA denaturation  OK RSQ: OK 492 CHD5-2 8885 .05 1= 70
Analysis method:  Block SSC: On Expected gender:  Female RPQ: OK 04 = 54
Used metric: Peak height Residual primer % OK 12% CAS:  OK 100% L;; = 2
Reference Samples: 53_n | 54_n | 55_n 04 = 7
.08 59
1921.1 _01-145,562810 04 = 61
3 19233 01-159,542830 05 = 57
.1 01-202,428550 05 = 61
5 22 01-208,042100 X = 51
- 01-241,608730 = 60
§ : 02015, = 59
5% 81 & - 28 O = %
g 5] & . 11759 100548 66
- H B 3 I 35 9 1
o) £ H BlH El2E 907 8
1 2|8 5 i 12659 92021
96 6

9696 65754 1
9265 67365
13808 112404

1 1 7t 1,0: X
11-032,370830 7065 47901 08 .07
1.032,395710 8371 58335 095 0,05
-003,764660 12805 89111 1,09

0,
8109 60525 0.92
9943 70938 092 0.
10917 77105 1.06 0.

04
05
04
04

Eﬁi;.

ity

05p13.2  05-037,012060
05q31.1  05-132,037620
09g3: 122,370430

15-040.490380
19p13.2  19-011.095270
19913.32 19-053,029580

71912
Median value all probe values: 9779 75423 1,01 0,05

Tables 1, Vang 171
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Snmple report: 26 —
COFFALYSER | Expenment | Oye: 6.£AM| Authorization
S.mﬂlrypt Sample | Machine. ABMSOﬂIkpuﬂdm 04/07/2022 | Run date: mﬂ?ﬂ??lsoﬂw-m Version v.220513 1739 Date

JEADIOGamC (PIO0 Wine k Wbl poee: S5 Mool D[nf] Gene-Exon Chr.band hg18 loc. Height Area Ratic Stdev [REF] Width d[nt] [Mut details]
number: ¥ e o ]
Sheet date: 010772022 075713 DA concantraion: OK PSLP: OK-1% 315 TNFRSF18-4 01p36.33 0"00‘ ‘29430 10042 75270 0,92
Control fragments:  CF-003-{brown] QDX2 (A2-0 DNA denaturation  OK RSQ: OK 492 CHD5-2 9543 80107 9
Analysis method:  Block SSC: On Expected gender-  Male RPQ: OK
Used metric: Peak height Residual primer % OK 12% CAS: OK 100%
Reference Samples: 53_n | 54_n | 55._n
54
= il 3.3 01-159,542830 54
202 KISS1-2 0132.1 _ 01-202.428550 58
4 s . 292 IRF6-2 019322 01-208,042100 8
65
48
10| 58
s B P 2 64
& g [ 9% 3| E: 3 H 47
2 =8 s =i gl ¥ ] 60
Bt | il | 2 57
) {4 IR 2 2z |2 = - - ig 45
S TR BB TN (] Fe ] 3 z
i 2| [ 3 2|3
H : HIH i ] 5 50882 1,04 0. a5
:% o 167 WT1-8 11p 1-032370530 5740 57607 08 ] 36
- i 178 W15 11p13 _ 11-032,395710 10095 71773 093 005 58
e 1 -003.764660 15120 102889 1,05 005 = 44
8900 83 59
11702 53
9242 a7
5919 83
9 60
= 51
% 52
684 65
8723 72470 62
9009 74038 55
9121 6710509 54
12502109389 1,12 89
5400 36412 0,49
292
123 03-061,774630
: 373 ATR 03923 03-143,651080
“h 1“ 05p132 05-037.012060

05q31.1  05-132,037620
09g3: 122,370430

15-040.: 490350
19-011,095270
19q13.: 32 19-053,029580

Median value all probe values:

Tables 1, Vang 171
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Sample report: 27 Ty
COFFALYSER Project | Experiment | Dye: 6FAM | y: Admin }_A_ﬂmﬂﬁ"—‘
Sample type: Sample | Machine: ABI-3500 | Report date: 04/07/2022 | Run date: 04/07/2022 | Software Version: v.220513, 1739 Date

MLPA probe mix:  P380-Wilms' tumour Nroftest probes: 53153 FRSS: OK 100% D[nf] Gene-Exon Chr.band hg18 loc. Height Area Ratic Stdev [REF] Width d[nt] [Mut details]
Lot number: 810220 Nr of ref probos 10110 FMRS: OK 90%
Sheet date: 010772022 075713 DNA concentration: OK PSLP: OK-3% 315 TNFRSF18-4 0 6499 57371 044 004 <<t 003 -
Control fragments:  CF-003-{brown] QDX2 (A2-0 DNA denaturation  OK RSQ: OK 492 CHD5-2 58507 049 006 <<*
Analysis method:  Block SSC: On Expected gender-  Female RPQ: Waming 47 0
Used metric: Peak height Residual primer %  OK 12%. CAS: OK? 85% .%%_
Reference Samples: 53_n | 54_n | 55._n 1 .62
7643 55 0
Tq217 01145562810 268371 212620 1,54
= 19233 01-159,542830 30449 244616 1,36
.1 01-202.428550 21198 163532 1.23
22 01-208.042100 28231 233627 1,63
01-241,608730 25300 227858 1,56
02:015, 16516 128875 0,96 0.1
3 9704 84831 09
i v: ol &l 19151 177726 1,14
g s 3 i 1 04
: _H é S 3 2 g 2 210
— & 3 § 8Ll lle]: L] % H 21252 172225 107
by 3-8 g;i: HEE i 2 15924 127268 101
ARl 15| 8 i 17733138334 107
B el 3 LEL . B =13 16163 129861 1,05
i - B[z ] (8 i, 830§ 20102 178573 090
5 LB 1EN BTN LIS & H 11- 1 31,04
gl L E A £ 1-032,370830 12100 89825 08 0
oo} H H H i A 1-032,395710 14204 109147 095 0,
i Al B § -003.764660 19368 151304 097 0.
§ : g 1187196995 081
14911116146 0.8
17837 144224 1,03
1

154313 1,05 0,11
116892 0,98
1 1,12

05p13.2  05-037,012060
05q31.1  05-132,037620
09g3: 122,370430

0 1
7

1

1402
15-040,490380 17012 141062 1,03
19p132 19011005270 13163 123435 0.84  (
19q13.32 19-053,029580 15043 118630 0,84

Median value all probe values: 15762 128875 0,98

Tables 1, Vang
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Sample report: 28
Project

| Dye: 6£AM| y:

Admin
Sampie type: Samplo | Machine: ABI-3500 | Report date: 04/07/2022 | Run date: 04/07/2022 | Software Version: v.220513,1739

158

Authorization
Date

D [nt] Gene-Exon

Chrband hg18 loc.

Height Area

Ratic Stdev [REF] Width d[nt] [Mut details]

COFFALYSER s
MLPA probe mix:  P380-Wilms' tumour Nr of test probes:  53/53 FRSS: OK 100%
Lot number: 810220 Nrof ref probes 10110 FMRS: OK 100%
Sheet date: 010772022 075713 DNA concentration: OK PSLP: OK7%
Control fragments: ~ CF-003-{brown] QDX2 (A2-0 DNA denaturation  OK RSQ: OK
Analysis method:  Block SSC: On Expected gender:  Male RPQ:  Waming
Used metric: Peak height Residual primer %  OK 12% CAS:  OK?85%
Reference Samples: 53 n | 54 n |55 n
»
50
HEE1RH
HEEIR B
gl |, g 3 3
M 3
3 5 (|8 o3
& H 3
;™ z E & : || 2355
2 3 13 a
8 .3 £ 1 £
o] H
i

315

TNFRSF18-4 01p36.33 01-001,129430
CHD5-2 0 150850

148
T 01-145,56281C
232 MPZ4 19233 01-159,542830
202 KISS1-2 01932.1 01-202.428550
019322 01-208,042100

01943 01-241.608730
43 02-015,

02-016,003140
16,003310
7

11-03: 0
1-032,370830
1-032,395710

10253 82256 086 0,11
1 5

68 000 -

15035
14620
1

112303

109994
1

59
14297 105093 1.05 50
8877 80710 084 0, o8
8 74 01 << B1
1= 60
2 = 58
8 1= 76
8019 70869 0.74 0, << 71
8773 76282 077 0, << 55
8127 63016 074 0. = 59
11793 110971 095 = 88
6171 43536 052 007 <<& 54
63 3 5 X << 48
8288 5 X <<t 55
Xqit1 8395 68234 0,51 o 81
Xg21.2 101110 8637 59962 0,63 <<t 49
GBE 123 03-081,774630 18907 181813 105
373 ATR 03g23 03143651080 13184 108289 79
05p132  05-037,012060 15247 115586
05q31.1  05-132,037620 14850 110614
09q3 122,370430 11339 90173
11
330 11735 108683 1,01
15-040.490380 13364 101282 1,01
19p13.2  19-011.095270 9609 85654 0.74
191332 19-053,020580 11138 81723 08
Median value all probe values: 11430 89302 0,91

Tables 1,

171
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Sample report: 30
Project

159

COFFALYSER | Epaniant ool i [arerzaton ]
Sample type: Sample | Machine: ABI-3500 | Report date: 04/07/2022 | Run date: 04/07/2022 | Software Version: v.220513, 1739 Date
MLPA probe mix:  P380-Wikms: tumour Nroftestprobes: 5353 FRSS: OK 100% D[nt] Gene-Exon Chr.band hg18 loc. Height Area Ratio Stdev [REF] Width d[nt] [Mut details]
Lot number: 810220 Nrof ref probes 10110 FMRS: OK 100%
Sheet date: 01/07/2022 075713 DNA concentration: OK PSLP: OK-2% 315 TNFRSF18-4 0 15210 126410 1,07 0,07
Control fragments: CF-003-{brown] QDX2 (A2-0 DNA denaturation ~ OK RSQ: OK 492 CHDS-2 13489 125, 8
Analysis method:  Block SSC: On Expected gender-  Male RPQ: OK
Used metric: Peak height Residual primer % OK 12% CAS: OK 100%
Reference Samples: 53 n | 54_n | 55.n
1g21.1_ 01-145,56281¢
= 19233 01-159,542830
.1 01-202.428550
3 2.2 01-208.042100
01-241,608730
] . 02015,
g H 2o 3
£ £ A H
g | kLl B . »
50§ o2 [3 3 || 12 3
i % Lk Bl (1 (1082 TLE ). 78]s |48 78608
H HEIG i £3|5|3 5946
3 Al K 16531 123296
H : 3 15037 116816
o] N ] 21658187613
11- 16673 1 1,04
E 1-032,370830 12476 88486 ]
1.032,305710 13662 106375 097 0
19567 143053 1,05 0.
12890 104521 0,93
17477
18125

05p13.2  05-037,012060

05q31.1  05-132,037620
09g3: 122,370430

15-040.490380
19p13.2  19-011.095270

19913.32 19-053,029580

116488 0,92

Median value all probe values:

123911 1,01

Tables 1,

171

757/06

Analisada




Sample report: 31
Project

| Dye: 6£AM| y:

Admin
Software Version. v.220513 1739

160

Authorization
Date

D[nf] Gene-Exon

Chrband hg18 loc.

Height Area

Ratic Stdev [REF] Width d[nt] [Mut details]

COFFALYSER | Expenment
Sample type: Sample | Machine: ABI-3500 | Report date: 04/07/2022 | Run date: 0400712022 |
MLPA probe mix:  P380-Wilms' tumour Nr of test probes:  53/53 FRSS: OK 100%
Lot number. B1-0220 Nr of ref probes. 10110 FMRS: OK 100%
Sheet date: 0107/2022 07:57:13 'DNA concentration: OK PSLP: OK-3%
Control fragments: CF-003-{brown] QDX2 (A2-0 DNA denaturation OK RSQ: OK
Analysis method:  Block S5C: On Expected gender:  Female RPQ: OK
Used metric: Peak height Residual primer % OK 12% CAS: OK 100%
Reference Samples: 53_n | 54_n |55 n
"
3 F
§ ”
w0 H .
|8 § 55
i BT | ¢ 8 ;
AR ML
oo 2 iz =
HEI g i
H i i
H
o]
N | ALLAUALUUAIVUAAA AL AARLA
EEESRIANRARAE MR ARANATA R R AR af :

1ty

§sis

i

315 TNFRSF18-4 [}
492  CHDS5-2

921.1
1923.3

1-125, [
01-159,542830
01-202.428550

2.2 01-208,042100

01-241,608730
02015,

1

11-032,370830
1-032,395710
6-003,764660

3
05p132
05q31.1
09g3

19p13.2

05-037,012060
05-132,037620
122,370430

15-040.490380
19-011,095270
19913.32 19-053,029580

10387 80906

1142380124 1.

1122481385 105 0
T

1 020 109

8827 62168 086 0.

1007374501 098 0

73554 6113 098 0.

8984 68995 0.88
11280 82145 0.89

12667 91257 1.0
97

2 1.
121310
92756

126779

Median value all probe values:

Tables 1,

171
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Snmple report: 32 —
COFFALYSER | Expenment | Oye: 6.£AM| Authorization
S.mﬂlrypt Sample | Machine. ABMSOﬂIkpuﬂdm 04/07/2022 | Run date: mﬂ?ﬂ??lsoﬂw-m Version v.220513 1739 Date

MLPA probe mix:  P380-Wilms' tumour Nroftest probes: 53153 FRSS: OK 100% D[nf] Gene-Exon Chr.band hg18 loc. Height Area Ratic Stdev [REF] Width d[nt] [Mut details]
Lot number: 810220 Nrof ref probes 10110 FMRS: OK 100%

Sheet date: 0110772022 075713 DNA concentration: OK PSLP: OK-2% 315  TNFRSF18-4 01p36.33 0"00‘ ‘29430 10784 84871 102 009 n 000 -

Control fragments:  CF-003-{brown] QDX2 (A2-0 DNA denaturation  OK RSQ: OK 492 CHD5-2 % 8 4

Analysis method:  Block SSC: On Expected gender:  Male RPQ: OK

Used metric: Peak height Residual primer % OK 12% CAS: OK 100%

Reference Samples: 53_n | 54_n | 55._n

e sézazsab

= 202 KISS1-2 01q32.1  01-202,428550
I - 292 IRF6-2 019322  01-208,042100
o] - AP
H g1 ga| 2 # 5
371 .15 0ol | . ,
Ly 1. A 8
HE FLAEL (|2 2 B2 14877 110889
gz 113 AR LH 12392 88852 1.
10w HIE K B HEIH H |z - 12283 86768 1,
: H 3 33 5 HRIE §; H H 11425 85602
A t i i Z ] Tiad K
i - 167 WT1-9 11p’ 1-032370830 8756 59811
H B 178 WT1-5 11p13 1-032,395710 8786 64384
ooy ‘i -003,764660
a
558 l
L. ]
N S e e E P R R PR R E T

vt 32

8453 7 72560

12793 1 121512

5141 36161 .04
3 .05 L=
.05 00 -
8406 67302 .08 04 -
3 3 7291 51116 .06 50 05 -
! I 500 P23 03-061,774630 13664 131492 X] 52 05 -
h!s 373 ATR 03q23  03-143,651080 11746 95550 1 86 06 -
“t: g8 05p132  05-037.012060 13544 101261 Xl 62 02 -
05q31.1  05-132,037620 13674 102557 .09 91 006 -
0993: 122,370430 10611 86031 09 7 003 -
103107547 0,
9762 88786 099 008 = 75
|54)404som 12123 92501 103 = 54
19-011.095270 9835 87301 0.85 = 01
19q13.32 19-053,020580 10848 79569 0,89 = 50

Median value all probe values: 10848 86768 1 0,09

Tables 1, Vang

171

242/09 32 Analisada




Snmple report: 34

162

COFFALYSER | Expaen o e }———————]"“‘“"“"”“
s.my-rm Samplo | Machine ABMSOﬂlkpuﬂdm 04/07/2022 | Run date: mwazusmm. Version 220513 1739 Date
MLPA probe mix:  P380-Wilms' tumour Nroftest probes: 53153 FRSS: OK 100% D[nf] Gene-Exon Chr.band hg18 loc. Height Area Ratic Stdev [REF] Width d[nt] [Mut details]
Lot number: 810220 Neof ref probes 10110 FMRS: OK 100%
Sheet date: 0110772022 075713 DNA concentration: OK PSLP: OK-3% 315  TNFRSF18-4 01p36.33 0"00‘ ‘29430 12165 98019 0,04
Control fragments:  CF-003-{brown] QDX2 (A2-0 DNA denaturation  OK RSQ: OK 492 CHD5-2 i} 11
Analysis method:  Block SSC: On Expected gender-  Male RPQ: OK
Used metric: Peak height Residual primer % OK 12% CAS:  OK 100% 12281 10624(
13462 115505
Reference Samples: 53_n | 54_n | 55._n
= 232 MPZ4 il 3.3 01-159,542830 l 59
202 KISS1-2 .1 01-202.428550 X 48
3 : 292 IRF6-2 2.2 01-208.042100 50
§ a1 57
$ . 49
H 758 2 i 7
. g R 8 | 7% e s
o IR AEAT R AR .
(B [ 3 $137 3 2 06 = 72
E Bk i HIH § .88z, i 63
3 HEIH 1l 31E 3 48
5 £ 2 s 55
3 2 H i i X 56
A 07 )
f g : 13176 09540 09 005 s
H o 1-032 370830 11905 85209 X 54
§ 1-032,305710 12263 87755 1,04 0,07 49
o 6:003.764660 15913 115619 1,01 = 5
~ 16-01 11174 85458 0,95 = 56
b 14375 105336 09 Fa—
Xéz 14717 108236 1.06 = 66
3555 10608 95266 0, 93 85
66
= 69
AREESRRARRSREAXI AR SRR 83T S5
O 3¢ 79
£

‘Eiisss

123 03—081 774630

ATR 03923 03-143,651080
05p132 05-037.012060
05q31.1  05-132,037620
0993: 122.370430

15-040. 490330
19-011.095270

19q13.: 32 19-053,029580

Median value all probe values:

960
9430

13328 109005 1,08 0,08
14677 111562 1,09 0,06
16563 125282 1 04 0,07
11943 ¢ 93401 01 0,05

11257

12851
13228

76674 O 65

004

mzoss 0,99 =
103113 1,01 =
108068 092 0.06 =
93761 091 0,05
102066 1,01 0,06

Tables 1,

171
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COFFALYSER

MLPA probe mix:
Lot number:

Sheet date:
Control fragments:
Analysis method:
Used metric:

Sample report: 35
Project

| Expenment
Sample typo: Sample | Machine: ABI-3500 | Report date: 04/07/2022 | Run date: 04197/2022 |

| Dye: 6£AM| y:

Admin
Software Version. v.220513 1739

163

Authorization
Date

P380-Wilms' tumour Nr of test probes: 5353
B1-0220 Nr of ref probes 10010
01007/2022 07:57:13 DNA concentration: OK

CF-003-{brown] QDX2 (A2-0 DNA denaturation  OK
Block SSC: On Expected gender:  Male
Peak height

Reference Samples: 53_n | 54_n | 55_n

Residual primer %  OK 12%

FRSS: OK 100% D[nt] Gene-Exon

Chrband hg18 loc. Height Area

Ratic  Stdev

[REF] Width d[nt]

[Mut details]

FMRS: OK 100%
PSLP: OK-7%

315 TNFRSF18-4
Rsa: OK 492 CHD5-2

o

9223 71391
5584

RPQ: OK

CAS: OK 100%

=)
e

ey
5
T
R

)

L]

e
e

an

prvey

ey
Vo1
rreen

1 01-145, C

19233 01-159,542830
.1 01-202.428550

2.2 01-208.042100

16408 119737

13249 101404

10266 72214

96
1,01
,83

01-241,608730
02015, 11038 77609
7383 01

13316

116496
9

15540
10569

10877 86140

115642
7:
11318 77835

10176 74511
11,0

126
8584

616
59132

1
11-032,370830

i
4 1 T
lifia

3
05p132 05-037.012060
05q31.1
09g3

05-132,037620
122,370430

1
9885 88231
12796 96341

15-040.490380

.8
10202 71317 0,96

1-032,395710
-003,764660 15322 109012 1,08
9954 7144 093 0
12923 93125 099 0.05
11870 85538 095 0.05
94

®

S5 ~onls)
‘x

23823

095
1.04

19p13.2  19-011.095270
19913.32 19-053,029580

Median value all probe values:

Tables 1,

171
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Sample report: 36
Project

164

COFFALYSER | Experinari | Dye: 6£AM | y Adin }_Aﬁ‘bi’_"éé'ﬂ‘_‘
Sample type: Sample | Machine: ABI-3500 | Report date: 04/07/2022 | Run date: 04/07/2022 | Software Version: v.220513, 1739 Date
MLPA probe mix:  P380-Wilms' tumour Nroftest probes: 53153 FRSS: OK 100% D[nf] Gene-Exon Chr.band hg18 loc. Height Area Ratic Stdev [REF] Width d[nt] [Mut details]
Lot number: 810220 Neof ref probes 10110 FMRS: OK 100%
Sheet date: 010772022 075713 DNA concentration: OK PSLP: OK 0% 315 TNFRSF18-4 0 10145 76671 092 009 = 61 003 -
Control fragments:  CF-003-{brown] QDX2 (A2-0 DNA denaturation  OK RSQ: OK 492 CHD5-2 10020 87347
Analysis method:  Block SSC: On Expected gender-  Male RPQ: Waming
Used metric: Peak height Residual primer % OK 14% CAS:  OK?85%
Reference Samples: 53_n | 54_n | 55._n
7q217 01-145,56281C
= 19233 01-159,542830
.1 01-202.428550
3 2.2 01-208.042100
01-241,608730
s 02:015,
o] i H i
- L B | gtEEE
ég gk i L i 18119136795
gt | = E AR " 15711 114742
= i 3 H H .3 1 2910 1. X
o} 53 Tl 9 z i 13378 91269 1 Y E——
> H H H 12395 89501 56 05 -
i & % §| = 5- 5 17958 147679 - Ell 02 -
Al § i 11- 1 098 57007 -
3 3|3 f H 1-032,370830 .73 35 06 -
H H LN 3 v 178 W15 1-032,395710 84 46 001 -
o} & H £l 2§ 9 = 51 002 -
i b ] .73 <« 53 005 -
.76 < 000 -
)54 << 45 004 -
0,45 <<t 87 03 -
= <<t 80 01 -
7 << z
3% 48 << =
<< =
7 <<* ==
7] << =
42 << =
61007 <<t =
042
46
48
),56
3 48
2 12
% 03
05p132 05-037.012060 12639 03144 1,03
05q31.1  05-132,037620 14381 104314 097
0993: 122,370430 13188 101047 125
1 5
8901 77871 0,89 0,
15.040.490380 12618 92154 1,03
19p13.2  19-011.095270 8557 73000 0.72
1991332 19-053,029580 9808 68310 0,76 0.
Median value all probe values: 10020 76671 0.9 0,09

Tables 1,

171
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Snmple report: 37 —
COFFALYSER | Expenment | Oye: 6.£AM| Authorization
S.mﬂlrypt Sample | Machine. ABMSOﬂIkpuﬂdm 04/07/2022 | Run date: mﬂ?ﬂ??lsoﬂw-m Version v.220513 1739 Date

MLPA probe mix:  P380-Wilms' tumour Nroftest probes: 53153 FRSS: OK 100% D[nf] Gene-Exon Chr.band hg18 loc. Height Area Ratic Stdev [REF] Width d[nt] [Mut details]
Lot number: 810220 Neof ref probes 10110 FMRS: OK 100%
Sheet date: 010772022 075713 DNA concentration: OK PSLP: OK 11% 315 TNFRSF18-4 01p36.33 0"00‘ ‘29430 6737 53553 0,55
Control fragments:  CF-003-{brown] QDX2 (A2-0 DNA denaturation  OK RSQ: OK 492 CHD5-2 60204 0,56 C 0,56
Analysis method:  Block SSC: On Expected gender:  Male RPQ: OK 7#0&‘; 04 <<
Used metric: Peak height Residual primer % OK 12% CAS:  OK 100% ag; %;: X
Reference Samples: 53 _n |54 _n |55 n 3“26 069
1211083447 121 G
5 Q211 01-145,562810 15178 111674 1,11 0.
= 232 MPZ4 il 3.3 01-159,542830 18738 137984 1,08
202 KISS1-2 0132.1 _ 01-202.428550 .95
5 = 292 IRF6-2 019322 01-208,042100 1
s @ ~
1810~} 3 2 -
ge g i H I i
g " lg - | 7
3| " F = |E B B X <
£l - = i B i §15 % H 8861 06 <<
3 o il RIE 2] ). P . 72 06 <<t
AL BRI E i I H H 08 <<t
§ HAlK Al E i “ § 167 WT19 11p {1057 370630 06 <<t 31 0
3 3 § 1-032,395710 08 <<t 31
o 3 i -003. 764660 08 = 61
.07 = 58
ii;g .07 = 61
&dg .04 <<: 58
3558 L
<< 58
e = << ST
fdRa: en 333335854 =)
v <<*
Ot 3 =2
<« w#
£l 74
123 03-061,774630
373 ATR 03q23 _ 03-143,651080 13461
05p132  05-037.012060 8753

05q31.1  05-132,037620 10152
09g3: 122,370430

1
12099 110679 097  (
|5ozoasom 14282 107687 1.04
19-011.095270 12178 106763 0.85

19q13.32_19-053,029580 13416 96412 103
Median value all probe values: 10404 81111 0,73

Tables 1, Vang
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Sample report: 39 Ty
COFFALYSER Project | Experiment | Dye: 6FAM | y: Admin }_A_ﬂmﬂﬁ"—‘
Sample type: Sample | Machine: ABI-3500 | Report date: 04/07/2022 | Run date: 04/07/2022 | Software Version: v.220513, 1739 Date

MLPA probe mix:  P380-Wilms' tumour Nroftest probes: 53153 FRSS: OK 100% D[nf] Gene-Exon Chr.band hg18 loc. Height Area Ratic Stdev [REF] Width d[nt] [Mut details]
Lot number: 810220 Nrof ref probes 10110 FMRS: OK 100%

Sheet date: 0110772022 075713 DNA concentration: OK PSLP: OK 0% 315  TNFRSF18-4 0 10791 90761 081 005 << 71 000 -

Control fragments:  CF-003-{brown] QDX2 (A2-0 DNA denaturation  OK RSQ: OK 492 CHD5-2 0861 8012 = i d

Analysis method:  Block SSC: On Expected gender:  Female RPQ: OK

Used metric: Peak height Residual primer % OK 11% CAS: OK 100%

Reference Samples: 53_n | 54_n | 55._n

1 Kl 1-145,
P 19233 01-159,542830
.1 01-202.428550
3 - 2.2 01-208.042100
= § 2 a1 3 01-241.608730
son0- 02p243__02-015, 08
- i ] 0
313 4l 53 : |z & ~ 14157 .07
Te14l 13 585 e . | 3 20072 08
i baar L7 [ B 7le2 8 |18 79825160935 1,13 009 =
R Al $8:-1 |z (32 16210 120389 118 042 =
2 = (|2 |2 E&1H £, |18 15049 121214 1,11 5] -
2 H H = i il 15120 118599 1,12 11 =
im..,. L E HE i H 19221 169388 1,04 3
& H H 274 WTI-11 11- 15104 120392 1,01 0.07 53 002 -
H 167 WT1-8 1-032,370830 9723 71460 .09 3% 004 -
178 W15 1-032,395710 08 53 04 -
08 = 51 04 -
06 << 57 01 -
06 << 63 -
07 = 59 01 -
06 89 04 -
04 -
05 -

10
142665
104357
8

1164
14602
13795

iy
T

09 0.
05p132 05-037.012060 14
05q31.1  05-132,037620 89
09g3 122,370430 7
1 7
12575 1.04
15.040.490380 14830 116133 1.01
19p13.2  19.011.095270 13822 128252 0,97
19q13.32 19-053,020580 14595 111493 0,04

Median value all probe values: 14357 116262 0,99

Tables 1, Vang 171
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Sample report: 40
Project

Admin
Software Version. v.220513 1739

167

Authorization
Date

Chrband hg18 loc.

Height Area

Ratic Stdev [REF] Width d[nt] [Mut details]

o

IS

159542830

Kl
19233 01
: 01-202,428550
2.2 01-208,042100

01-241,608730

02015,

COFFALYSER | Brpenment oy e )
Sample typo: Sample | Machine: ABI-3500 | Report date: 04/07/2022 | Run date: 04197/2022 |
MLPA probe mix:  P380-Wilms' tumour N of test probes: 53153 FRSS: OK 100% D[] Gene-Exon
Lot number: 810220 Nrof ref probes 10110 FMRS: OK 100%
Sheet date: 010772022 075713 DNA concentration: OK PSLP: OK7% 315 TNFRSF18-4
Control fragments:  CF-003-{brown] QDX2 (A2-0 DNA denaturation  OK RSQ: OK 492 CHD5-2
Analysis method:  Block SSC: On Expected gender:  Male RPQ: OK
Used metric: Peak height Residual primer % OK 11% CAS: OK 100%
Reference Samples: 53_n | 54_n | 55._n
0
g ¢ 2 s o LiE 3
o L _ | A % |5Ee 223
B | Ll T e A Rl HIP
e HIE2{R 27115 3 £Els
33 EE 1] 7 £
= §||1® A& E 3 !
H H 4 H
i 7
1001 ] H
i INER i H i
§ e
H
P

1
11-032,370830
1-032,395710

L

05p13.2  05-037,012060

05q31.1  05-132,037620
09g3: 122,370430

15-040.490380
19p13.2  19-011.095270

19913.32 19-053,029580

Median value all probe values:

109544 106

.07 52 01 -
.07 78 ),01
08

6145 46159 ¢ .04
.04
.04

1 1
11298 109634 0,92
13730110236 0.98
15108 141567 1.07
14993 114859 107 0,

13502 110236 1

Tables 1,

171

554/19

Analisada




Sample report: 41
Project

Admin
Software Version. v.220513 1739

168

Authorization
Date

COFFALYSER | Brpenment oy e )
Sample typo: Sample | Machine: ABI-3500 | Report date: 04/07/2022 | Run date: 04197/2022 |

MLPA probe mix:  P380-Wilms' tumour N of test probes: 53153 FRSS: OK 100% D[] Gene-Exon
Lot number: 810220 Nrof ref probes 10110 FMRS: OK 90%
Sheet date: 010772022 075713 DNA concentration: OK PSLP: OK-4% 315 TNFRSF18-4 o
Control fragments:  CF-003-{brown] QDX2 (A2-0 DNA denaturation  OK RSQ: OK 492 CHD5-2
Analysis method:  Block SSC: On Expected gender:  Female RPQ: Waming
Used metric: Peak height Residual primer % OK 11% CAS:  OK?85%

Reference Samples: 53_n | 54_n | 55_n

Chrband hg18 loc.

Height Area Ratic Stdev [REF] Width d[nt] [Mut details]

i
|
z
N
E
1.

a

IS

159542830

Kl
19233 01
: 01-202,428550
2.2 01-208,042100

01-241,608730

02015,

?»f:_ y 3

‘%§S§§..z :;E
5 z% :_E gf
T

RARRRIBRAR RRAGARI RE AR SSSE
[

1
11-032,370830
1-032,395710

§
[ 1
T

05p13.2  05-037,012060
05q31.1  05-132,037620
09g3: 122,370430

10665 88427
1223
6538

12594
13659

13068 107933 1
18552 187248

4901

36240
3550

11606 04583

14453 112969 1,1

1023486519 0,99
o

15.040.490380 17871

19p13.2  19-011.095270 11079

191332 19-053,029580 10978

Median value all probe values: 11575

Tables 1,

171
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Authorization
Date

Sample report: 43
Project | Expenment | Dye: 6.FAM | yy: Admin
Sample typo: Sample | Machine: ABI-3500 | Report date: 04/07/2022 | Run date: 04107/2022 | Software Version: v.220513. 1739

COFFALYSER

Ratic Stdev [REF] Width d[nt] [Mut details]

MLPA probe mix:  P380-Wilms' tumour N of test probes: 53153 FRSS: OK 100% D[] Gene-Exon Chr.band hg18 loc. Height Area
Lot number: 810220 Neof ref probes 10110 FMRS: OK 100%
Sheet date: 010772022 075713 DNA concentration: OK PSLP: OK-2% 315 TNFRSF18-4 0 9469 74466 096 0,08 72 003
Control fragments:  CF-003-{brown] QDX2 (A2-0 DNA denaturation  OK RSQ: OK 492 CHD5-2 96 8
Analysis method:  Block SSC: On Expected gender:  Female RPQ: OK
Used metric: Peak height Residual primer % OK 12% CAS: OK 100%
Reference Samples: 53_n | 54_n | 55._n
Tq211 01-145,56281¢
- 19233 01-159,542830
- .1 01-202,428550
3 § 22 01-208,042100
] & e 3 01-241,608730
§ 3 02:015,
F H 5 = 12575 110843 -
- 1 il |2 H 648 00014 1
H 5 HEER 2 43
& §§§ .g 32 H i |82 104195
o i 1 1R ¥ H 2 L 80241
: il i H
3 £ HEIE . 2 2 2
H Rl AAMGINE
] 3 11-
i 1-032,370830
— 1-032,395710
-003, 764660
i A J .
FEEEE R TR R H 33%5383%8
-
11
3
1
3 ).
05p132  05-037,012060 .09
05q31.1  05-132,037620 .09
0993: 122.370430 08
.09
15-040.490380 .08
19p13.2  19-011.095270 .06
19q13.32_19-053,020580 .06
Median value all probe values: 10417 82242 1,01 0,09

Tables 1,

171

742/07

Analisada




170

Sample report: 44 Ty
COFFALYSER Project | Experiment | Dye: 6FAM | y: Admin }_A_ﬂmﬂﬁ"—‘
Sample type: Sample | Machine: ABI-3500 | Report date: 04/07/2022 | Run date: 04/07/2022 | Software Version: v.220513,1739 Date

MLPA probe mix:  P380-Wilms' tumour Nroftest probes: 53153 FRSS: OK 100% D[nf] Gene-Exon Chr.band hg18 loc. Height Area Ratic Stdev [REF] Width d[nt] [Mut details]
Lot number: 810220 Nrof ref probes 10110 FMRS: OK 100%

Sheet date: 010772022 075713 DNA concentration: OK PSLP: OK-10% 315 TNFRSF18-4 0 8772 66910 0,08 69 003

Control fragments:  CF-003-{brown] QDX2 (A2-0 DNA denaturation  OK RSQ: OK 492 CHD5-2 11 013

Analysis method:  Block SSC: On Expected gender:  Female RPQ: OK 7_099 008

Used metric: Peak height Residual primer % OK 13% CAS:  OK 100% 2

Reference Samples: 53_n | 54_n | 55._n

Il A 1- K
- “ 19233  01-159,542830
= X 01-202,428550
I 22 01-208,042100
s . 3 s a1 3 01-241,608730
g 3 026243 02075
g i ,
é S “~§ H | =
- = 3 H & 33
el L 18 BIE| (.
H B\ (5| | = |2558

To e
o
I
s

Coxars

11900 88264
8795 5

8749 50818 0.96
8273 58410
1 1

)

1
11-032,370830
1-032,395710

s
.

RARRSRARA ARANGAI AR ARR 38
[

858

9180
8

67756 1
10727 97441
811456432

2

.08

08 =

i, —=
frlgediing £
iitgiiggga 05p13.2  05-037,012060 ,W

05q31.1  05-132,037620
09g3: 122,370430

238

7646 6777
15-040.490380 10142 75272
19p132 19011095270 10990 93435
1991332 19-053,029580 10965 76548

Median value all probe values: 9180 72332 1,01 0,09

Tables 1, Vang 171
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Sample report: 45
Project

| Dye: 6-FAM| y: Admin
Sampie typo: Samplo | Machine: ABI-3500 | Report date: 04/07/2022 | Run date: 04007/2022 | Software Version: v.220513.1739

171

Authorization
Date

D [nt] Gene-Exon

Chrband hg18 loc.

Height Area

Ratic Stdev [REF] Width d[nt] [Mut details]

COFFALYSER | Expenment
MLPA probe mix:  P380-Wilms' tumour Nr of test probes:  53/53 FRSS: OK 100%
Lot number: B81-0220 Nr of ref probes. 10110 FMRS: OK 100%
Sheet date: 0107/2022 07'57-13 DDNA concentration: OK PSLP: OK8%
Control fragments:  CF-003-{brown] QDX2 (A2-0 DNA denaturation  OK RSQ: OK
Analysis method:  Block SSC: On Expected gender:  Female RPQ: OK
Used metric: Peak height Residual primer % OK 11% CAS: OK 100%
Reference Samples: 53_n | 54_n | 55 n
45
£
1oto ] é
g w3l |5 lo
j AR
- £ e s TfE e
HH H 3
||| H H b
Elg|[E E :
H

TR

315

TNFRSF18-4 01p36.33 01-001,129430
CHD5-2 0 150850

IS

232 MPZ4 19233 01-159,542830
202 KISS1-2 0132.1 _ 01-202.428550
019322 01-208,042100
01943 01-241.608730

43 02-015,

02-016,003140
16,003310
7

11-03: 0
1-032,370830
1-032,395710
6-003,764660

16-016,183750
6-031.013360
800

Xql1.1
Xg21.2 101110

GBE 12,3 03-081,774630

373 ATR 03q23 03-143,651080

05p13.2  05-037,012060

05q31.1  05-132,037620

09g3: 122,370430

330

15-040.490380

199132 1901 15270
19913.32 19-053,029580

,03

<<t

61 005 -

19480

14061 X

18870 09 >>*

16002 138423 1 2
08

1

6476
1002173280
13227 94670

233 AS

|

1 7727
10825 98172
11527 87151 0,99
106159371 0910
10513 75917 091

1,07 0.

988

Median value all probe values:

10876 84722 1,01

Tables 1,

171
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Sample report: 47 Ty
COFFALYSER Project | Expeniment | Dye: 6.£AM| y: Admin }_A_ﬂmﬂﬁ"—‘
Sample type: Sample | Machine: ABI-3500 | Report date: 04/07/2022 | Run date: 04/07/2022 | Software Version: v.220513,1739 Date

MLPA probe mix:  P380-Wilms' tumour Nroftest probes: 53153 FRSS: OK 100% D[nf] Gene-Exon Chr.band hg18 loc. Height Area Ratic Stdev [REF] Width d[nt] [Mut details]
Lot number: 810220 Nrof ref probes 10110 FMRS: OK 90%

Sheet date: 0110772022 075713 DNA concentration: OK PSLP: OK 2% 315  TNFRSF18-4 0 12279 96217 1,07 0,07 78 005

Control fragments:  CF-003-{brown] QDX2 (A2-0 DNA denaturation  OK RSQ: OK 492 CHD5-2 1 108111 1.0

Analysis method:  Block SSC: On Expected gender:  Female RPQ: Waming

Used metric: Peak height Residual primer % OK 11% CAS:  OK?85%

Reference Samples: 53_n | 54_n | 55._n

1-125, [
-159,542830
.1 01-202.428550
2.2 01-208.042100

921.1
19233 01

01-241.608730
02:015,
o] z
- 3
£ 5
s> 33
- §E 123 3. |8 3 " 12118 83744 108 (
1eot0. 3§ 3 H ]§§~§¥; =2 - 12596 92837 .
i 2115 3E 238 1232191506 1.1 11
i i fra8d 5,103 0
- a 2|15 IR 11 07
. H 3 £[1 H 1-032,370830 11
2 Al § 1-032,395710 08
H -003. 764660 .07
3 .08
.08
04

10561 93991
9569 77500
12857

TR i

3
05p13.2  05-037,012060
05q31.1  05-132,037620
09g3: 122,370430

98073 0,93
15040490380 13499 103868 106 C
19p13.2  19-011,095270 11792 107527 0.9
19q13.32 19-053,029580 11827 88540 096

Median value all probe values: 12279 96630 1,01

Tables 1, Vang 171
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Snmple report: 48

173

COFFALYSER | Expaen o e }———————]"“‘“"“"”“
S.mynryn Samplo | Machine ABMSOOIkpuﬂdm 04/07/2022 | Run date: wuwazusm.m Version 220513 1739 Date
MLPA probe mix:  P380-Wilms' tumour Nroftest probes: 53153 FRSS: OK 100% D[nf] Gene-Exon Chr.band hg18 loc. Height Area Ratic Stdev [REF] Width d[nt] [Mut details]
Lot number: 810220 Neof ref probes 10110 FMRS: OK 100%
Sheet date: 0110772022 075713 DNA concentration: OK PSLP: OK 4% 315  TNFRSF18-4 01p36.33 0‘-001 '29430 12840 108039 1,19 007 >> 77 009 -
Control fragments:  CF-003-{brown] QDX2 (A2-0 DNA denaturation  OK RSQ: OK 492 CHD5-2 1 110306 1, 12
Analysis method:  Block SSC: On Expected gender-  Male RPQ: OK
Used metric: Peak height Residual primer % OK 10% CAS: OK 100%
Reference Samples: 53_n | 54_n | 55._n
" il 3.3 01-159,542830 16268 124748

e
Socace 1y

T
Siaa

e

o

R

e

=

PP

.1 01-202,428550
2.2 01-208,042100

1-032 370830
1-032,395710

T

500 P23 03-061,774630
373 ATR 03923 03-143,651080
05p132 05-037.012060

05q31.1  05-132,037620

0993: 122.370430

15-040. 490330

19-011.095270

19q13.: 32 19-053,029580

Median value all probe values:

~g~algg=

2

i

04446
94539 0,98

5 105088 1,07
k{ 6

o727
1113

14640 154010 128
4845 35200 0,46
3 3

708
7516
8601
12417132718 0,89
12697 110475 1,16
12865 100987 1,08
13005 98528 093
11176 94527 1,07
1207

9880

100777 0,98
11685 95415 098

12138 120496 1.03
11923 90085 097

12138 99032 1,05

8339

Tables 1,

171
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Sample report: 49
Project

174

COFFALYSER | Experinant | Dy e£AM| : Adimis Aithiirizficn
Sample type: Sample | Machine: ABI-3500 | Report date: 04/07/2022 | Run date: 04/07/2022 | Software Version: v.220513, 1739 Date
MLPA probe mix:  P380-Wilms' tumour Nroftest probes: 53153 FRSS: OK 100% D[nf] Gene-Exon Chr.band hg18 loc. Height Area Ratic Stdev [REF] Width d[nt] [Mut details]
Lot number: 810220 Neof ref probes 10110 FMRS: OK 90%
Sheet date: 010772022 075713 DNA concentration: OK PSLP: OK2% 315 TNFRSF18-4 0 7838 65471 067 006 <<t 72 000 -
Control fragments:  CF-003-{brown] QDX2 (A2-0 DNA denaturation  OK RSQ: OK 492 CHD5-2 7169 66232 067 009 < 79
Analysis method:  Block SSC: On Expected gender:  Female RPQ: Waming 4643 37575 0,58
Used metric: Peak height Residual primer %  OK 11% CAS: OK? 85% 6747 59937 06  C
8741 76216 074
Reference Samples: 53 _n |54 _n |55 n 0,
12622 92478 122
7q211 01-145562810 22912 177424 1,
. 19233 01-159,542830 24846 193157 1,44
.1 01-202.428550 20484
22 01-208,042100 21641
01-241,608730 21330
2 02:015, 74830
9699
oo - o & 14196
£ TEL i
. B3 | g &
s g 8 5 Ei Bz ik =
EE A R ANRIRE
Z % H 8 .
H i S 1RLE 1172
o a1z 1N e TERAEL ]z iE T
XA i £ 1:032,370830 7689
EIEINE g 1:032,395710 6438
€ 3 8 6-003.764660 16057
oy H 11299 91311 1 (
13177 102335 0,95
"§§ 15790 123299 1,19
3eEs) 103375
3533

REARRRS BRER RARAARA BR 5

i1y
i

10367 82787
16055 154772
11303 85566

16
17043

05p132 05-037.012060
05q31.1
09g3

05-132,037620
122,370430

15-040.490380
19p13.2  19-011.095270
19913.32 19-053,029580

Median value all probe values:

14290 105256 1.
15378151402 104
13797 118638 920
14279 112448 59
14793 115878
6540 53668
13 = 66
.94 08 = 97
12509 O .93 08 = 63 001 -
12195 102335 1 0,09 64 0,02

Tables 1,
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Snmple report: 51

COFFALYSER

| Expeniment

| Dye: 6£AM|

s.my-rypu Sample | Machine Asuscmlmpundm 04/07/2022 | Run date: MVIN??ISGIM-NV“M v.220513 1739

175

Authorization
Date

MLPA probe mix:  P380-Wilms' tumour Nr of test probes:  53/53
Lot number: 81-0220 Nrof ref probes 10110
Sheet date: 010772022 075713 DNA concentration: OK
Control fragments: ~CF-003-{brown] QDX2 (A2-0 DNA denaturation ~ OK
Analysis method:  Block SSC: On Expected gender:  Female
Used metric: Peak height Residual primer % OK 11%

Reference Samples: 53_n | 54_n | 55_n

51
ﬂm—l
i
211
i B||8
i H I H
i A illy
3 ]

oo D[n] Gene-Exon Chrband hg18 loc. Height Area Ratic Stdev [REF] Width d[nt] [Mut details]
el ot 315 TNFRSFIs4 0153633 01001120630
" ok 192 CHDS2
RPQ: OK
CAS: OK 100%
iean 01'-159:5&253&)
202 KISS12 1 01-202.428550
202 IRF62 22 01-208,042100
341
00
2 5 005
i. | 5 DYSF42 0 03
HAREEI AL > o——
21811536  FBXW?-16 01 -
i 2 z 04 -
238 g 01 -
[ Yo
Z 03
167 WT19 11 {1-037 370830 03
178 Wris 1p13 __ 11-032.395710 o7
2003, 764660 08
02
80577
11857 87211
E] 9192 82351

123 03—081 774630
ATR 03q23 03-143,651080

!
g;!;il

05p13.2  05-037,012060
05q31.1  05-132,037620
09g3: 122,370430

15-040.: 490350
19-011,095270
19q13.: 32 19-053,029580

11156 103786

10418 75441
87

Median value all probe values:

Tables 1,

171
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Sample report: 53_n —
COFFALYSER Project | Expenment | Dye: 6.£AM| : Admin Authorization
Sample type. Reference | Machino: ABL3500] Report dote: 04/07/2022 | Run dale: 04/07/2022 | Software Vrsion. v.220513 1739 Date

MLPA probe mix:  P380-Wilms' tumour Nr oftest probes: 53153 FRSS: OK 100% D[n] Gene-Exon Chr.band hg18 loc. Height Area Ratic Stdev [REF] Width d[nt] [Mut details]
Lot number: 810220 Nrof ref probes 10110 FMRS: OK 100%
Sheet date: 010772022 075713 DNA concentration: OK PSLP: OK 0% 315 TNFRSF18-4 0 9910 76186 099 004 = 7. 008 -
Control fragments:  CF-003-{brown] QDX2 (A2-0 DNA denaturation  OK RSQ: OK 492 CHD5-2 10195 89949 1.1 1 = —
Analysis method:  Block SSC: On Expected gender:  Female RPQ: OK =
Used metric: Peak height Residual primer %  OK 11% CAS: OK100% 10395 89491 108
10139 84867
Reference Samples: 53_n | 54_n | 55._n 12367 96325 1

9178 63303
1

IS

159.542830 14088 102398

921.1
19233 01

8 - .1 01-202,428550 11206 77355
5 g . H 22 01-208.042100
ix ¥ 3 2 341 3 01-241,608730
& ] - 02p243  02.015, 003 -
X gl 3 001 -
&5 &
M - [BT1]E g :
LT[ 2[5 |8 2
o0} £ |2 & 8 £ H

Ve

1
11-032,370830

1.032,395710
54
57
64
60
93
60
o 7
EREPEEEFFT) 5

964 8 89
9459 81213 85
9762 84855 80
9532 73747 1 79
10743 98440 52

9432 67190

3
05p13.2  05-037,012060
05q31.1  05-132,037620
09g3: 122,370430

15-040.490380
19p13.2  19-011.095270
191332 19-053,029580 -
Median value all probe values: 0,03
Tables 1, Vi 171

Rim normal
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Sample report: 54_n —
COFFALYSER Project | Expenment | Dye: 6.£AM| : Admin Authorization
Sample type. Reference | Machino: ABL3500] Report dote: 04/07/2022 | Run dale: 04/07/2022 | Software Vrsion. v. 2205131739 Date

MLPA probe mix:  P380-Wilms' tumour Nr oftest probes: 53153 FRSS: OK 100% D[n] Gene-Exon Chr.band hg18 loc. Height Area Ratic Stdev [REF] Width d[nt] [Mut details]
Lot number: 810220 Nrof ref probes 10110 FMRS: OK 100%

Sheet date: 0110772022 075713 DNA concentration: OK PSLP: OK 0% 315  TNFRSF18-4 0 10202 78516 098 72002 -

Control fragments:  CF-003-{brown] QDX2 (A2-0 DNA denaturation  OK RSQ: OK 492 CHD5-2 9 03 ¢

Analysis method:  Block SSC: On Expected gender:  Female RPQ: OK

Used metric: Peak height Residual primer % OK 11% CAS: OK 100%

Reference Samples: 53_n | 54_n | 55._n

11-145,
-159,542830
: 01-202,428550
2.2 01-208,042100
01-241,608730

02015,

Kl
1q233 01

2588

12354 108680
11003

2129859

151521
1329199680
111377772

ey
TPt

222

38

1

11-032,370830

1-032,395710
-003, 764660

3

2328338

i it
T

3
05p13.2  05-037,012060
05q31.1  05-132,037620
09g3: 122,370430

15-040.490380
19p13.2  19-011.095270
19913.32 19-053,029580

Median value all probe values:

Tables 1, Vang 171
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COFFALYSER

Sample report: 55_n
Project Exper t
Sample typo. Reference | Machine: ABL-3500 | Report date. 04/0

| Dye: 6-EAM | y: Admin

7/2022 | Run dale: 04/07/2022 | Software Version: v.220513,1739

178

Authorization
Date

Chrband hg18 loc.

Height Area

Ratic Stdev [REF] Width d[nt] [Mut details]

o

11-145,
-159,542830
: 01-202,428550
2.2 01-208,042100
01-241,608730

02015,

921.1
19233 01

MLPA probe mix:  P380-Wilms' tumour N of test probes:  53/53 FRSS: OK 100% D[] Gene-Exon
Lot number: 810220 Nrof ref probes 10110 FMRS: OK 100%
Sheet date: 010772022 075713 DNA concentration: OK PSLP: OK-3% 315 TNFRSF18-4
Control fragments:  CF-003-{brown] QDX2 (A2-0 DNA denaturation  OK RSQ: OK 492 CHD5-2
Analysis method:  Block SSC: On Expected gender-  Female RPQ: OK
Used metric: Peak height Residual primer % OK 11% CAS: OK 100%
Reference Samples: 53_n | 54_n | 55._n
s5n
E
i & .
£ § |
sono : H
g2 T . i
g b % ;81 o
2% g 88 . 331
i |0k 158
e g EIVE| (sl ] ([ L1 o
= ETEHT D LETET §
28| [
i < -
H i
5
10950~ L

1
11-032,370830
1-032,395710

Eﬁi;.

ity

05p13.2  05-037,012060

05q31.1  05-132,037620
09g3: 122,370430

15-040.490380
19p13.2  19-011.095270

19913.32 19-053,029580

1
11781

22790
15577
16695
15080
75323
10223

17829
8

1
18505
1
14527

13857108655 093 0.
112024 0

13612

Median value all probe values:

15106 129753 1,03 004
0 117! 089

0,03

73
80

10
90121 _092 006
T

006
005

189515 1,07
120568 0.96
142922 0,99
134392 0,94
125540 094
93164 )4

171086 1,03

110462

2292522

~
&

J23JE28 82222

135741
134392 1

Tables 1,

171

Rim normal




179

Sample report: 20 —
COFFALYSER Project | Experiment | Dye: 6-FAM| v }-———‘A“'m"“'””
Sample typo: Sample | Machine: ABI-3500 | Report date; 04/07/2022 | Run date: 04007/2022 | Somm. Version: v.220513,1739 Date

MLPA probe mix:  P380-Wilms' tumour Nroftest probes: 53153 FRSS: OK 100% D[nf] Gene-Exon Chr.band hg18 loc. Height Area Ratic Stdev [REF] Width d[nt] [Mut details]
Lot number: 810220 Nrof ref probes 10110 FMRS: OK 100%
Sheet date: 10712022 075713 DNA oK PSLP: OK-9% 315 TNFRSF18-4 01p36.33 01-001,129430 9508 71278 103 011 = 67 004 -
Control fragments:  CF-003-{brown] QDX2 (A2-0 DNA denaturation  OK RSQ: OK 5-2 p36.31 0 50850 5 -
Analysis method:  Block SSC: On Expected gender-  Female RPQ: Waming 7 -
Used metric: Peak height Residual primer % OK 11% CAS:  OK?85% i = 2
Reference Samples: 53_n | 54_n |55 n 05 =
01-120,113020 53267098 012
il 5! [ .01
= 1233 01-150,542830 14251 101276 1.0 012
.1 01-202.428550 9520 64848 096 1
. 5 22 01-208.042100 10216 75597 097 0.
2 3 214N —020 31071500 1,04
" H i 363 MYCN-3 02p243 —02:01 uo:mo 8562 50877 095
5 L 1 o 2 445 MYCN-3 02p243 02-016,003310 11625 99581 1,02
1 8|2 |2 . |5k ~§ 33 04010 10523 78723 1,03
25 |2 HEE i A E 14744 100764 1.11
5 || 5] 5 AT HER
{87 {12 (71381 | & i
E; B I I Al
] 3 H M H
g H g 382
167 WT1-8 11p13 1-032370830 7774 52104 092
0] 178 W15 11p13 _ 11-032,395710 8372 56712 099
191 CREBBP-12 6p133 _ 16-003.764660 12885 93142 113
268 ABCCB-17 16p13.11_16-016,183750 9027 6 1.03
VKORC1-1 16p11.2 16-031,013360 11048 7 70795 1.0’
220  SALLY-2 16q12.1 6-049.732800 10168 70854 1.01
436 SLC12A3-9 16q13  16-055.469530 8300 .97
5q21 5-065,128370
2 5q22. -067.419500 03
& F] 5q23.3 16-082.499340 9
5q24. 1.04
p13. 06
p13. 1,06
p13. 3
112731 100502 1,09
7908 54170 093
7211 60332 096
Tous w@Lm
r. 1. 9840 | .96
GBET Oio15 500 T74ed 11075103315 058
ATR 03923 03-143,651080 9007 70264 095

05p132  05-037.012060 8903 63961
05q31.1  05-132,037620 11572 84092
0993: 122,370430 8893 68959 099
1

o'
it

7929 69651 087

15q1 51 10757 80106 1,05
4 LDLR 19p13.2 19+ 12029101364 1,14
160 CRX |9q|:32 11421 79984 1,14
Median value all probe values: 9770 75597 1,02
Tables 1, Vi 171

Amostra 20 - Excluida por néo atingir o controle de qualidade da técnica de MPLA
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Sample report: 29 —
COFFALYSER Project | Experiment | Dye: 6-FAM| v }-———‘A“'m"“'””
Sample typo: Sample | Machine: ABI-3500 | Report date; 04/07/2022 | Run date: 04007/2022 | Somm. Version: v.220513,1739 Date

MLPA probe mix:  P380-Wilms' tumour Nroftest probes: 53153 FRSS: OK 100% D[nf] Gene-Exon Chr.band hg18 loc. Height Area Ratic Stdev [REF] Width d[nt] [Mut details]
Lot number: 810220 Nrof ref probes 10110 FMRS: OK 90%

Shea s T Sy 0 oty 315 TNFRSF164 01p36.33 01-001,129430 11844 sos-u 532 031 > 73 003 -

Control fragments:  CF-003-{brown] QDX2 (A2-0 DNA denaturation  OK RSQ: OK 5-2 p36.31 0 50850 27 28 =

Analysis method:  Block SSC: On Expected gender:  Female RPQ: Bad

Used metric: Peak height Residual primer %  OK 12% CAS:  OK? 75%

Reference Samples: 53_n | 54_n |55 n

01- 120 "3020

Bl 74043100804 1
33 01.150,542830 24034 171795
.1 01-202,428550 16451 114755
22 01-208,042100 12883 94586

| 8 1020281578
H - 2 M . ° 18714 133482
3 363 MYCN-3 DZle 3 02-01 003“0 11548 91579
] 2 2 445  MYCN-3 02p24.3  02-016,003310 17071 144813
94010 11119 84930

2 % 3
E B A i
H 3
e £ - @ s g 2 3 5524 396!4
2 H é; HEE i 13 £ 9524 70269
B | sl & iz 3
A BlR | 2] AR 3 813 62403 02 3 -
s Bl & 3 £ls 11p13 037 370830 8583 4asdo 096 02 ) 10 -
i B |E | [T IEE (] e £ £ §
3| |= H 5 H .3 11p13 _ 11-032.395710 8485 50374 124 _ 0.25 55 006 -
B H T6p133  16:003.764660 11196 76085 1.22 0,25 45 001 -
i L 16p13.11 11851 0, -
s} . 16p11.2 =
533 16q12.1
3pr5 16913
3333 6921
. = 5q22.
6923
5q24..
p13.
p13.
i i3 i £z Eozaz 5 a2 RAI2 BT
H § yz. X g
=§§§:. Eﬁfii 3§85 lﬁig !ilgi 742 RPSGKA3S Xp22.1
fiii e i il | i
X&H
N &,EEMJLME@ 873 3556 0,79
ATR 03q23 _ 03-143,651080 7911 98
A 05p13.2 05-037,012060 7405 X
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Absiract: Pediatric tumors share few recurrent mutations and are instead characterized by copy
number alterations {CNAs). The cell-free DNA (cfDNA) is a prominent source for the detection of
cancer-specific biomarkers in plasma. We profiled CINAs in the tumor tissues for further evaluation
of alterations in 1q, MYCN and 17p in the circulating tumor DMA (tDNA) in the peripheral blood
at diagnosis and follow-up using digital PCR. We report that among, the different kinds of tumors
{meuroblastoma, Wilms tumor, Ewing sarcoma, rhabdomyosarcoma, lelomyosarcoma, esteosarcoma
and benign teratoma), neurcblastoma presented the greatest amount of cfDNA, in correlation with
tumor volume. Considering all tumors, cfDNA levels correlated with tumor stage, metastasis at
diagnosis and metastasis developed during therapy. In the tumor tissue, at least one CNA (at CRABPZ,
TP53, surrogate markers for 1q and 17p, respectively, and MYCN) was observed in 8% of patients. At
diagnosis, CNAs levels were concordant between tumor and ctDNA in 56% of the cases, and for the
remaining 44%, 91.4% of the CNAs were present only in ¢fDNA and 8.6% only in the tumor. Within
the ciDNA, we observed that 46% and 23% of the patients had MYCN and 1q gain, respectively.
The use of specific CNAs as targets for liquid biopsy in pediatric patients with cancer can improve
diagnosis and should be considered for monitoring of the disease response.

Keywords: cell-free DNA; circulating tumor DNA; copy number alterations; digital PCR; MYCN; 1q

1. Introduction

Pediatric tumors represent a heterogeneous group of malignancies, including embry-
onic tumaors, which are composed of undifferentiated cells left over from the early stages of
embryo development [1]. These tumors can arise in different organs and typically affect
children and young adults. The most common types of embryonal tumors are neuroblas-
toma, Wilms tumor, retinoblastoma, hepatoblastoma, central nervous system tumors and
several kinds of sarcoma [2—4]. Given their lack of differentiation as well as their elevated
growth potential, this group of tumors may behave aggressively, and treatment approaches
have had variable success, depending on tumor type [4]. Molecular profiles obtained from
these pediatric tumors are typically characterized by a relatively low mutational burden,
with a high prevalence of structural variations, e.g., chromosomal rearrangements and copy
number alterations (CNAs) driving tumorigenesis [5-7]. Solid pediatric cancers besides
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embryonic tumors include some sarcomas (including osteosarcomas), central nervous
system tumors and, more rarely, histologies usually found in adults [S].

CNAs have been profiled in thousands of tumor samples in virtually all cancer
types [9]. In a series of 1699 pediatric tumors, 62% of the alterations were located in
a CNA with many of them containing genes associated with cancer [8]. For several cancers,
the chromosomal copy number profile of tumor tissue is not only prognostic but also a
predictive biomarker of therapeutic response. For Wilms tumors, 1q and MYCN gains, as
well as 17p loss, were correlated with a poor outcome [10-13]. For neuroblastoma, MYCN
amplification, 1q gain as well as 1p and 11q deletions were independent predictors of
decreased overall survival [14]. Although rare, CNAs have been reported in sarcomas and
may be associated with a poor prognosis [15,16]. In particular, MYCN gain was associated
with an adverse prognosis in patients with rhabdomyosarcoma [17].

Recurrent CNAs in MYCN, 1q and 17p loci are considered good biomarkers for cancer
monitoring through circulating tumor DNA (ctDNA) detection in liquid biopsy since they
are reported in several pediatric malignancies [15-24] and can be identified using accessible
methodologies, such as digital PCR (dPCR) and gPCR [25]. Although dPCR provides limited
information regarding the profile of alterations, it has a low cost and high sensitivity. Therefore,
once the target regions are identified, great predsion can readily be achieved with the depth
of dPCR [26]. Although CNAs are present in several cancers, their measurement or even
identification can be attenuated by sample heterogeneity, ing precise ts of
this kind are required to discriminate small differences from normal [27].

ctDNA levels are associated with the prognosis and may assist in the disease monitor-
ing of patients diagnosed with a wide range of malignancies, e.g., prostate, breast, bladder
and ovarian cancer [25,28-33]. In patients diagnosed with osteosarcoma, higher ctDNA
levels were associated with a worse prognosis [34]. ctDNA seems to present higher sensi-
tivity compared to the plasma protein biomarkers (such as AFP, CEA and PSA), circulating
tumor cells and miRNAs [29,35,36]. In hepatoblastomas, ctDNA was considered a more
accurate indicator of disease severity and a better biomarker to track the dynamic tumor
response compared to AFP [37].

In this study, we profiled CNAs in the tumor tissue from pediatric cancer, including
embryonic tumors, followed by further evaluation of CNAs in 1q, MYCN and 17p in the
circulating cell-free DNA (cfDNA) from plasma samples for long-term disease monitoring
through liquid biopsy.

2. Materials and Methods
2.1. Patient Eligibility and Sample Collection

This study only included Boldrini Children’s Hospital patients who were diagnosed
with cancer and who had (patient and /or parents) signed informed consent at the time of
the enrolment. Pediatric patients with a pathology-confirmed diagnosis of Wilms tumor
(n = 14), neuroblastoma (n = 10), Ewing sarcoma (n = 4), rhabdomyosarcoma (n = 4),
leiomyosarcoma (n = 1), osteosarcoma (n = 1) or benign teratoma (n = 1) were included if a
plasma sample was available for collection prior to initiation of any curative intervention.
Clinical, image-based and pathological data were retrieved from medical records, such
as histological diagnosis, stage, metastatic status at diagnosis and follow-up. We used
tumor volumes obtained using computed tomography, which derived the measures using
the Multislice technique, before and after intravenous injection of iodine contrast, with
multiplanar reforms.

For all 35 patients, DNA from the fresh-frozen tumor tissue and ctDNA from the
peripheral blood were analyzed before initiation of any treatment. On therapy, or after
completion of treatment, blood samples were also collected for 7 patients (2 Wilms tumor,
3 neuroblastoma, 1 rhabdomyosarcoma and 1 osteosarcoma); these time points coincided
with surveillance scans over therapy courses.

Tissue samples were then snap-frozen in RNA (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA), and blood samples were collected in an EDTA tube that was processed within
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6 h. Samples were centrifuged at 2000 x ¢ for 15 min at room temperature (RT) for plasma
isolation, and then an additional high-speed centrifugation step (3000x g for 15 min at RT)
was performed to ensure that the plasma was cell-free.

2.2. Characterization of the Copy Number Alterations (CNAs) in the Tumors

The GenElute Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma, St Louis, MO, USA;
cat. ID: GIN70-1KT) was used for DNA extraction. DNA samples from tumor tissues were
bisulfite converted using an EZ DNA Methylation Kit (Zymo Research, Irvine, CA, USA;
cat. ID: D5002) and hybridized in EPIC Beadchip Methylation arrays (Illumina, San Diego,
CA, USA). Copy number profiles were retrieved by applying the conumee package [35],
which uses the sum of methylated and unmethylated signal intensities compared against
healthy reference samples [39]. We determined the can status (diploid, gain or loss) by
visual inspection.

For 8 samplecanCNA data were retrieved from the SALSA MLPA (Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification; MRC Holland, Amsterdam, The Netherlands) kit using the
Probemix P380-B1, following the manufacturer s instructions. The results were analyzed
on Coffalyser.Net.

2.3. ctDNA Analysis

Cell-free DNA was extracted from 1 mL of plasma using the QlAamp MinElute ccfDNA
Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany; cat. ID: 55204). Cell-free DNA was quantified using the
Qubit dsDNA High Sensitive Assay Kit (Invitrogen, Waltham, MA, USA; cat. ID: Q32854).

The dPCR assay was performed using the QlAcuity Probe PCR Kit (Qiagen, Hilden,
Germany; cat. ID: 250102) in the QIAcuity One (Qiagen, Hilden, Germany). Reactions were
set up for Nanoplate 26K 24-well plates (Qiagen, Hilden, Germany) in a volume of 40 uL.
consisting of 1x Probe PCR Master Mix (Qiagen, Hilden, Germany), 1x primer—probe
mix (Thermofisher, Waltham, MA, USA; cat. ID: Hs05712931, Hs00824796, Hs(05506931)
as well as 1 ng DNA template. Probes located at CRABP2 (1923, to represent 1q), MYCN
(2p24) and TP53 (17p13, to represent 17p) were labeled with FAM, and the internal control
Copy Number Reference Assay RNaseP (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA; cat. ID:
4403328) was labeled with VIC. NTCs contained purified water instead of cfDNA. RNAseP
was used for normalization considering unknown and known technical biases, such as
pipetting and presence of inhibitors. Our assays provided specific duplexed detection of
the target and RN AseP.

Analysis was carried out in the QIAcuity Software Suite, version 2.1.7. 182 (Qiagen,
Hilden, Germany), which defined fluorescence thresholds automatically. To enhance the
accuracy of concentration measurements, the volume precision factor (VPF), which adjusts for
tiny variations in nanoplate geometry, was applied, as recommended by the manufacturer.

2.4. Data Analysis

ctDNA was measured in ng/ulL per 1 mL of plasma. Values were plotted in violin and
correlations graphs using GraphPad Prism, version 9.0 (GraphPad Software). Statistical
tests were applied according to the samples’ grouping and distribution. Differences in
cfDNA or ctDNA between groups were calculated using the Mann-Whitney test (2 groups)
or the Kruskal-Wallis test (3 or more groups). Spearman’s one-tailed test was used to verify
whether ctDNA was correlated with tumor characteristics.

3. Results
3.1. Characterization of 19, MYCN and 17p Copy Number Status in the Tumors

Patients with a histological diagnosis of a tumor that had primary tumor tissue char-
acterized for CNAs were evaluated using dPCR in the peripheral blood (Figure 1). Charac-
teristics of the 35 patients and tumors were retrieved from medical records. Most patients
were diagnosed with neuroblastoma, Wilms tumor, Ewing sarcoma or rhabdomyosarcoma.
There was one case of each of lelomyosarcoma, osteosarcoma and benign teratoma (Table 1).
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Figure 1. Overview of the study. Tumor tissue and whole blood were collected from pediatric patients
diagnosed with cancer. Tumor tissue DNA was extracted and underwent either bisulfite conversion
followed by hybridization in the EPIC BeadChip Methylation Arrays or SALSA MLPA assay. CNAs
were obtained from either EPIC or MLPA data. Tumors with 1q gain, MYCN gain or TP53 gain /loss
were selected for dPCR. Plasma was used for cfDNA extraction and for CNAs’ evaluation. WT, Wilms

tumor; NB, neuroblastoma; ES, Ewing sarcoma; RMS, rhabdomy oma; LMS, leiomy
05, osteosarcoma; and BT, benign teratoma.

Table 1. Characteristics of the patients and tumors.

Clinical Variable Patients, No. (%)

Patients 35 (100%)
Sex

Male 18 (51%)
Female 17 (49%)
Age, years

1-10 29 (83%)
>10 6(17%)
Wilms tumor 14 (407%)
Neuroblastoma 10 (29%)
Ewing Sarcoma 4(11%)
Rhabdomyosarcoma 4(11%)
Others 3(9%)
Tumor Volume

<50 5 (14%)
50-100 1(3%)
101-500 16 (46%)
501-1000 B(23%)
>1000 4(11%)

Unknow 1(3%)
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Table 1. Cont.
Clinical Variable Patients, No. (%)
Clinical Stage
1 1(3%)
1] 9 (26%)
m 10 (29%)
v 13 (37%)
Unknow 2 (6%)
Metastasis at diagnosis
Yes 17 (497%)
No 18 (51%)
M is during the
Yes 11 (31%)
No 19 (54%)
Unknow 5(14%)
fDNA levels (ng/mL plasma)
<10 10 (29%)
10-50 13 (37%)
51-100 6(17%)
>100 6(17%)

The tumor samples were analyzed for CNAs of 1q, MYCN and TP53. Other CNAs
present in these samples were not used for this study. Copy number profiling was derived
from EPIC Beadchip arrays that showed 10 out of 26 tumors with a CNA. MLPA reported
that four out of eight tumors also had at least one CNA. There were seven cases with 1q
gain, nine with MYCN gain, one with TP53 loss and four with TP53 gain.

3.2. ¢fDNA Levels Reflect the Tumor Burden of Pediatric Patients at Diagnosis

cfDNA was extracted from the peripheral blood of patients before they began treat-
ment. The cfDNA levels ranged from 2.16 ng to 334 ng per 1 mL of plasma (Table 1). Com-
paring the cfDNA levels/mL plasma between tumor types, neuroblastoma had higher me-
dian values, followed by Wilms tumor, Ewing sarcoma and rhabdomyosarcoma (p = 0.0185)
(Figure 2A).

To investigate whether ¢fDNA had a relation to tumor burden, for all tumors, we
compared the tumor characteristics with cfDNA levels. We observed that cfDNA levels
were higher in patients with stage IV tumors compared to stages I/l (p = 0.0227) and
stage III (p = 0.0303) in patients with metastasis at diagnosis (p = 0.0153) and in those who
developed is during tr it (p = 0.0264, Figure 2B-D). Although we did not
identify an association with tumor histology, for neuroblastoma, we verified a correlation
between cfDNA (ng/mL plasma) and the tumor volume (p = 0.0172; R? = 0.5267) (Figure 3).
For the remaining cases, there was no association between cfDNA levels and clinical
characteristics of each tumor type (Table 2).
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Figure 2. cfDNA levels at diagnosis were evaluated regarding the tumor characteristics. Statistically
significant comparison where indicated by “*”_ (A} cfDNA ng per mL plasma across tumor histologies
{p=10.0201, Kruskal-Wallis test). (B): ofDNA ng per mL plasma correlated with tumor stage (I1/11-TV:
p= 00227, M-IV p = 0.0303). (C): Metastatic patients (n = 17) had higher levels of ofDMNA at diagnosis
compared with nonmetastatic patients (n = 18, p = 0.0153, Mann-Whitney U test). (D}: Patients who
developed metastasis during treatment (n = 11) also had higher levels of fDNA compared to those
who did not (n = 19, p = 0.0264, Mann-Whitney U test).
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Figure 3. Correlation between cfDNA ng per mL plasma and tumor volume (Spearman’s correlation
and linear regression). (A): cfDNA ng per mL plasma did not correlate with volume when all tumors
were used. Considering each tumor type, (B): there was a correlation for neuroblastoma but not for
{C): Wilms tumor or (D). sarcomas (Ewing sarcoma, embryonal thabdomyosarcoma, ostecsarcoma
and leiomyosarcoma).
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Table 2. Characteristics of the umors.

Cilnical Variable
Clinkcal Stage

Siatkstical Test

Mot applied

Mann-Whimney hest and Kruskal-Wallis test

Spearmn test.

Mann-Whitrey Tesi
# Statistics carmot be performed.

Blann-Whiteey fest
# Statistics cannot be performed.

3.3 CtDNA Plasna from Patignts at Diagnosis Reflects CNA Status of the Tumor Tissues

At diagnosis, at least one tumor variant was detected in 31 out of 35 (89%) patients.
From 79 tumor / cf DN A paired analyses, discordant genomic profiles represented 44%, of
which 91% of CMAs were present only in of DNA and 8.6% only in tumors (Figure 4).

Figure 4. MYCN, CRABPZ (1q) and TP33 (17p) CN for tumor and peripheral blood. NB, newroblas-
toma; WT, Wilms tumor; SARC, sarcomas; and BT, benign teratoma. Numbers refer o copy number
of the target regions relative to RN AseP. The parameters for gain and loss are also displayed.

Considering only the ctDNA, the most commaon alteration at diagnosis was in 17p
(83.3%, gain), followed by 1q (48%, of these 66.7% won and 33.3% lost) and MYCN (47%,
gain). The MYCN gain was found in six out of nine neuroblastomas analyzed, four out of
fourteen in Wilms tumors analyzed and six out of eight sarcomas analyzed.

In seven cases, serial plasma samples (one or two) were available for liquid biopsy and
we checked for the presence of the CMAs characterized at the time of diagnosis (Figure 5).
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Figure 5. CtDNA CNA in follow-up samples from seven cases. CNAs in the tumor samples at
diagnosis were ch ized by methylome or MLPA. Genes evaluated in the ctDNA are labeled in
blue. The ctDNA levels at diagnosis and in follow-up samples (graphs on the right) were determined
by dPCR. The b ined within the P the time (in ths) by the

yses p d at diagnosis and at follow-up. Chemo, chemotherapy.

Patient NB-006 had a neuroblastoma in which MYCN was not amplified in the sample
assayed for CNA. However, the ctDNA showed an increase in the MYCN levels at diagnosis
that decreased after 5 months, when ctDNA was re-evaluated. At this point in time, the
tumor histology showed that the tumor comprised up to 8% immature neuroblasts, and
the remaining cells were considered ganglioneuroma. Similarly, patient SARC-0027 was
diagnosed with embryonal rhabdomyosarcoma with MYCN gain at diagnosis. Following
chemotherapy, ctDNA levels increased and then decreased at the end of treatment, in
agreement with the non-detection of tumor cells by standard tests. Patients NB-008 and
NB-(09 were both diagnosed with neuroblastoma with high amplification of MYCN. The
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ctDNA levels remained high or did not change over a period of two evaluations, with both
patients eventually dying of the disease.

The three other patients, WT-0021 (Wilms tumor), WT-0022 (Wilms tumor) and SARC-
0031 (osty oma), p ted neous ctDNA levels in relation to the tumor tissue
regarding the CNAs. WT-0021 had CRABP2 and TP33 gain at diagnosis that were normal
in follow-up samples, but MYCN increased during follow-up. The patient is now out
of treatment and does not have a detectable tumor. Both WT-0022 and SARC-0031 are
considered in remission, although a small increase in the ctDNA has been observed. As
these changes are small, they could be related to the limitations of the methodology; this
will only be overcome through the analysis of a higher number of samples and by adjusting
the technical parameters.

4. Discussion

Cancer cells often harbor genomic alterations that include partial or entire gains and
losses of chromosomes, large intra-chromosomal inversions or translocations between
different chromosomes, or more complex rearrangements. CNAs have been profiled in
thousands of tumor samples in virtually all cancer types [9]. In pediatric tumors, among
others, recurrent gains involve 1q25.2 (near CRABP2), 1g43, MYCN, GLI2, MYC, TERT,
BRAF and 17p11.2, and recurrent losses involve 1p36.13, 4q34.3, CDKN2A/B, PTEN, 16q24.1,
TP53, IGLL5 and SMARCB1 [5]. In this cohort, we verified that 89% of patients (31 out of
35) had at least one CNA identified in the tumor.

Liquid biopsy technologies have emerged as a minimally invasive approach useful
when tumor tissue is inadequate or non-existent. Components derived from the tumor,
such as the cell-free nucleic acids, might be measured as cfDNA or ctDNA, providing a
potential tumor biomarker [40]. Patients with cancer usually have high concentrations of
cfDNA in the peripheral blood [41], which may be dependent on tumor type. In our cohort,
the median cfDNA ng/mL of plasma was highest for neuroblastoma, followed by Wilms
tumor, Ewing sarcoma and rhabdomyosarcoma. In a cohort of 45 pediatric patients, cfDNA
levels were also higher in neuroblastoma compared with osteosarcoma, rhabdomyosarcoma
and Wilms tumor [42], which could be related to tumor biology. Moreover, cfDNA levels
correlated with neuroblastoma tumor volume, but not for Wilms tumor or sarcomas.
However, a greater number of cases need to be evaluated before drawing a more definitive
conclusion. Neuroblastomas are aggressive tumors. In particular, those with MYCN
amplification present a poor survival rate, even for localized disease [43]. The higher
cfDNA levels in neuroblastoma could also reflect the high disease burden present in
patients with metastatic disease [42]. Accordingly, independent of tumor type, we found
that cfDNA levels were associated with metastasis at diagnosis and metastasis during
treatment, with the ctDNA levels increasing strongly in the presence of distant metastases
as well as with an advance of tumor stage.

To determine the source of ctDNA, which is a fraction of fDNA, is a major limitation for
the implementation of dPCR as a routine test for pediatric cancer. Pediatric solid tumors are
known to show higher numbers of structural variants compared to point mutations [5]. the
recurrent mutated genes are usually long, with the transcript divided into several exons, but
no hotspots are reported in pediatric tumors, such as in the case of some tumor suppressor
genes: RB1 (27 exons), WT1 (12 exons), TP53 (11 exons), PTEN (10 exons). Some exceptions
include mutation in exon 3 from CNNTB1 in hepatoblastoma [44,45] and Wilms tumors [46]
and H3K27 in central nervous system tumors [47]; these are good candidates for liquid biopsy
and are being tested in several tumors [45]. Due to the small quantity of recovered cfDNA
and the characteristics of the mutational profile in pediatric tumors, the application of a target
methodology, such as dPCR, can only be of limited use. Nevertheless, the use of CNAs
in the peripheral blood can point to the presence of ctDNA [49]. ¢tDNA are fragments of
around 166 bp DNA released in the blood by the tumor cells and they contain the original
tumor molecular alterations. Digital PCR is a highly sensitive and linear method to assess the
copy number in tumor-derived cfDNA from plasma. The methodology detects the absolute
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concentration of targeted sequences and a diploid reference gene [15,27]. In this paper, we
established the identification of CNAs in CRABP2 and TP53 as surrogates for 1q and 17p,
respectively, as well as that of MYCN by dPCR, aiming toward the implementation of a routine
copy ber status t

Considering that we used probes located at TP33 as a surrogate for 17p, the finding
that most samples presented 17p gain should be taken with caution as this high CNA
number has not been found in the literature. The probe from this assay was located at the
first intron from TP53. Non-coding regions are less resistant than coding regions to somatic
alterations, which could explain, at least in part, the high number of alterations.

From 79 tumor/cfDNA paired analyses, discordant genomic profiles represented
44%, in which 91.4% of CNAs were present only in ¢fDNA and 8.6% only in tumors.
Tumor heterogeneity might also have accounted for the observed differences. Single tumor
biopsies do not always reflect clonal heterogeneity within the primary tumor, and spatial
and temporal heterogeneity have been described for several cancer entities, including
Wilms tumors [50] and neuroblastoma [51,52]. Furthermore, dPCR presents limitations,
along with the divergence between tumor tissue and ctDNA, as reported here and for
MYCN status in patients with blastoma [53], 1q status and Wilms tumors [42,54] and
others. These limitations must be carefully evaluated before the implementation of this
methodology in a routine setting.

We found MYCN gain in the peripheral blood in 16 cases (46%); this is similar to other
studies that reported 42% of 52 patients with neuroblastoma having MYCN gain [53,55].

Although we found some CNAs in Ewing sarcoma, the assessment of the driver
translocation, which involves the family EWS, constitutes a more attractive biomarker to
be pursued. In the literature, up to 91% of 102 cases had detectable ctDNA before the start
of chemotherapy [42,56].

For seven patients, we observed changes in ctDNA levels during follow-up. Monitor-
ing these changes in patients undergoing treatment could lead us to define a response-based
risk stratification. The feasibility of such a proposal was tested in a wide range of pediatric
solid tumors, and the researchers proposed a prospective study within each pediatric tumor
to validate the use of ctDNA in prognostics [42].

This pilot study in pediatric tumors demonstrated that both ¢fDNA and CNAs can
represent feasible biomarkers for a variety of solid tumor types and clinical indications.
We demonstrated an association between tumor stage, metastasis at diagnosis, metastasis
during treatment and tumor volume regarding neuroblastoma, in a routine setting. The
differences between tumor genomic profile and ¢fDNA profile are obstacles that could
be caused by subclonal events or technical limitations. In accordance with the current
literature, we believe that CNAs may become relevant biomarkers to be explored for liquid
biopsy to monitor tumors where these CNAs are relevant. However, the proven clinical
utility of CNAs as biomarkers for liquid biopsy, as well as the benefits of knowledge of
ctDNA levels, can only be ascertained through larger studies of ctDNA in pediatric patients
with cancer. We believe that this study lays the foundation for such future studies.
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