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RESUMO 

 

Miguez, ACK. Caracterização genética germinativa e somática de câncer renal pediátrico e adulto e 

avaliação de biópsia líquida baseada em DNA tumoral em plasma e urina para estratificação de 

prognóstico [Tese]. São Paulo; Fundação Antônio Prudente; 2023. 

 

Introdução: Tumores renais estão entre os 10 tipos de câncer mais frequentes na população, 

com o tumor de Wilms (TW) sendo o mais frequente em crianças e o carcinoma renal de 

células claras (ccRCC) o mais comum em adultos. O monitoramento de resposta a tratamento 

por biópsia líquida baseada na análise do DNA tumoral (tDNA) em pacientes com câncer renal 

usando plasma e urina vem sendo recentemente explorado. No entanto, sua relação na 

estratificação de prognóstico continua sendo uma área ainda pouco estudada. Ainda, o fator 

hereditário destes tumores é um campo de pouca investigação. Objetivos: Investigar a 

predisposição genética em pacientes com tumores renais e explorar o potencial do tDNA em 

urina e plasma como ferramenta para estratificação de prognóstico. Metodologia: Pacientes 

com TW e ccRCC foram recrutados de forma prospectiva para estratificação de prognóstico 

por tDNA. As coletas de amostras de fluidos corpóreos (plasma e urina) foram realizadas de 

forma seriada, sendo 3 coletas para TW: baseline, antes do tratamento, ou seja, antes da 

quimioterapia neoadjuvante; M1, após quimioterapia neoadjuvante e M2, após cirurgia; e 5 

coletas para ccRCC: baseline, antes do tratamento, ou seja, no dia da cirurgia; M1, de 6 a 8 

semanas após cirurgia; M2, 6 meses após cirurgia; M3, 18 meses após cirurgia e M4, 30 meses 

após cirurgia. Os tumores foram avaliados utilizando dois painéis: um contendo 35 genes para 

TW (PAINEL TW-35) e outro contendo 28 genes para ccRCC (PAINEL CCR-28). Tumores de 

pacientes com TW e com ccRCC que foram negativos para variante somática foram 

submetidos a sequenciamento de exoma ou ao painel comercial CCP (Thermo Fisher, USA) 

contendo 409 genes de câncer, respectivamente. As variantes somáticas específicas de cada 

tumor foram rastreadas no cfDNA das amostras de plasma e urina de forma personalizada 

através de PCR multiplex desenvolvida pelo grupo denominado PATS (personalized amplicon 

target sequencing). Para os casos de TW, o cfDNA do sobrenadante e do sedimento de urina 

foram avaliados isoladamente; para os casos de ccRCC, foram avaliados juntos de forma 

equimolar. Para o teste genético, foi utilizado um painel customizado de 126 genes de 

predisposição ao câncer tanto na série prospectiva de pacientes recrutados para esse estudo 

como retrospectiva utilizando amostras de nosso Biobanco. A perda de heteorizogose (LOH) 

foi avaliada nos casos de pacientes com variantes patogênicas ou de impacto clínico 

desconhecido e do quais havia DNA tumoral disponível. Sequenciamento de próxima geração 

(NGS) foi realizado na plataforma Ion GeneStudio S5 (Thermo Fisher, USA) para as análises 

somáticas e na plataforma NextSeq 500 (Illumina, USA) para as análises germinativas. 

Resultados: Um total de 10 casos de TW foram recrutados. Na análise somática dos TW foi 

possível detectar variantes específicas do tumor em 90% dos casos (9/10). WTX, SIX1 e 

CTNNB1 foram os genes mais mutados, sendo que cada um foi detectado em 2 casos (2/10, 
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20%). Dos 9 pacientes com variante somática específica do tumor, 100% apresentaram tDNA 

positivo na coleta realizada antes do tratamento (baseline) em ao menos um fluido corpóreo, 

sendo 6 no plasma (6/8, 75%) e 4 na urina (4/7, 57%), com frequência alélica (FA) média de 

26,48% no plasma e, na urina, 18,92% no sedimento e 17,12% no sobrenadante. Em relação 

às coletas de monitoramento após quimioterapia neoadjuvante (M1), 71% (5/7) foram tDNA 

positivos, sendo 5 no plasma (5/7, 71%) com FA média de 42,13% e 4 na urina (4/6, 67%), 

todos no sobrenadante, com FA média de 3,50%. No monitoramento após cirurgia (M2) 44% 

(4/9) foram tDNA positivos, sendo 1 no plasma (1/9, 11%) com FA média de 2,60% e 3 na urina 

(3/9, 33%) com FA média de 3,19% no sedimento e 5,16% no sobrenadante. Nenhuma 

associação com prognóstico pode ser estabelecida pelo fato da casuística ser pequena. Para 

os casos de ccRCC, 46 pacientes foram recrutados para o estudo. Foram identificadas variantes 

somáticas no DNA de tumor em 78,3% (36/46), sendo 35 pelo PAINEL CCR-28 (97%) 

confeccionado e analisado em um estudo anterior do grupo e a amostra negativa pelo PAINEL 

CCP no estudo atual. VHL foi o gene mais mutado, alterado em 67% amostras (24/36), seguido 

por PBRM1 em 36% (13/36). A análise do plasma e urina baseline, coletados antes da cirurgia, 

foi realizada no estudo anterior do grupo, sendo tDNA positivo detectado em 4 amostras de 

plasma e 4 de urina (4/32, 12,5% cada) com FA média de 1,83% e 2,66%, respectivamente. 

Para o monitoramento M1, o tDNA foi positivo no plasma em 10% (2/20) com FA média de 

2,60%, e negativo nas 16 amostras de urina. No monitoramento M2, tanto o plasma quanto a 

urina foram negativos. No monitoramento M3, o tDNA foi positivo no plasma em 11.8% (2/17) 

e na urina em 7,1% (1/14), com FA média de 1,66% e 1,35%, respectivamente. No 

monitoramento M4, todas as amostras foram negativas. Foram detectadas associações entre 

tDNA positivo no plasma baseline (antes da cirurgia) com progressão da doença (p=.015), 

estadiamento tumoral ≥T3 (p=.002) e com menor sobrevida livre de progressão (p=.004). A 

análise germinativa em pacientes com TW resultou em uma taxa de detecção de variantes 

patogênicas (VP) em 10,2% deles (6/59) nos genes BRCA1, CHEK2, WT1 (2 casos), ERBB2 e 

SDHA. LOH foi avaliada em 7 casos e detectada somente em um caso com WT1. Em pacientes 

com CCR, 6,9% (5/72) foram portadores de VP nos genes MET, CASR, MITF e MUTYH (2 casos). 

Desses, 8 foram avaliados para LOH e nenhum foi positivo. Conclusões: Em pacientes com TW, 

para avaliação de tDNA com prognóstico, é necessário ampliar o número de casos. Em 

pacientes com ccRCC, a presença de tDNA no plasma coletado antes da cirurgia tem potencial 

de ser um biomarcador de prognóstico. A análise de genes de risco reforçou o papel de WT1 

na predisposição ao TW. 

 

Palavras-chave:  

1. Tumor de Wilms. 2. Carcinoma de células renais. 3. Biópsia líquida. 4. Estratificação de 

prognóstico. 
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ABSTRACT 

 

Miguez, ACK. Germline and somatic genetic characterization of pediatric and adult kidney cancer and 

liquid biopsy evaluation based on tumor DNA in plasma and urine for prognosis stratification [Tese]. 

São Paulo; Fundação Antônio Prudente; 2023. 

 

Introduction: Kidney tumors are among the 10 most common types of cancer in the 

population, with Wilms tumor (WT) being the most frequent in children and clear cell renal 

cell carcinoma (ccRCC) the most common in adults. The monitoring of treatment response by 

liquid biopsy based on the analysis of tumor DNA (tDNA) in patients with renal cancer using 

plasma and urine has been recently explored. However, its relationship in prognosis 

stratification remains an area that has yet to be studied. Still, the hereditary factor of these 

tumors is a field of little investigation. Objectives: To investigate genetic predisposition in 

patients with renal tumors and to explore the potential of tDNA in urine and plasma as a tool 

for prognosis stratification. Methodology: Patients with WT and ccRCC were prospectively 

recruited for prognosis stratification by tDNA. The collection of samples of body fluids (plasma 

and urine) were performed serially, with 3 collections for WT: baseline, before treatment, that 

is, before neoadjuvant chemotherapy; M1, after neoadjuvant chemotherapy and M2, after 

surgery; and 5 collections for ccRCC: baseline, before treatment, that is, on the day of surgery; 

M1, 6 to 8 weeks after surgery; M2, 6 months after surgery; M3, 18 months after surgery and 

M4, 30 months after surgery. Tumors were evaluated using two panels: one containing 35 

genes for WT (PANEL WT-35) and another containing 28 genes for ccRCC (PANEL CCR-28). 

Tumors from patients with WT and with ccRCC that were negative for somatic variant in genes 

of the panel underwent exome sequencing or the commercial CCP panel (Thermo Fisher, USA) 

containing 409 cancer genes, respectively. The specific somatic variants of each tumor were 

tracked in the cfDNA of the plasma and urine samples in a personalized way through multiplex 

PCR developed by the group called PATS (personalized amplicon target sequencing). For the 

cases of WT, the cfDNA of the supernatant and the urine sediment were evaluated separately; 

for cases of ccRCC, they were evaluated together in an equimolar manner. For genetic testing, 

a customized panel of 126 cancer predisposition genes was used both in the prospective series 

of patients recruited for this study and in the retrospective series using samples from our 

Biobank. Loss of heterozygosity (LOH) was evaluated in cases of patients with pathogenic 

variants or those of unknown clinical impact and for whom tumor DNA was available. Next 

generation sequencing (NGS) was performed on the Ion GeneStudio S5 platform 

(ThermoFisher, USA) for somatic analyzes and on the NextSeq 500 platform (Illumina, USA) 

for germline analyses. Results: A total of 10 WT cases were recruited. In the somatic analysis 

of WT it was possible to detect tumor-specific variants in 90% of the cases (9/10). WTX, SIX1 

and CTNNB1 were the most mutated genes, each being detected in 2 cases (2/10, 20%). Of 

the 9 patients with tumor-specific somatic variant, 100% had positive tDNA in the collection 

performed before treatment (baseline) in at least one body fluid, being 6 in plasma (6/8, 75%) 
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and 4 in urine (4/ 7.57%), with an mean allele frequency (AF) of 26.48% in plasma and, in urine, 

18.92% in sediment and 17.12% in supernatant. Regarding monitoring collections after 

neoadjuvant chemotherapy (M1), 71% (5/7) were tDNA positive, 5 in plasma (5/7, 71%) with 

mean AF of 42.13% and 4 in urine (4 /6, 67%), all in the supernatant, with mean AF of 3.50%. 

In monitoring after surgery (M2), 44% (4/9) were tDNA positive, 1 in plasma (1/9, 11%) with 

mean AF of 2.60% and 3 in urine (3/9, 33%) with mean AF of 3.19% in the pellet and 5.16% in 

the supernatant. No association with prognosis could be established due to the fact that the 

casuistry was small. For ccRCC cases, 46 patients were recruited for the study. Somatic variants 

were identified in the tumor DNA in 78.3% (36/46), 35 of them by PANEL CCR-28 (97%) 

prepared and analyzed in a previous study of the group and the sample negative by PANEL 

CCP in the current study. VHL was the most mutated gene, altered in 67% of samples (24/36), 

followed by PBRM1 in 36% (13/36). Baseline plasma and urine analysis, collected before 

surgery, was performed in the previous study of the group, with positive tDNA being detected 

in 4 plasma and 4 urine samples (4/32, 12.5% each) with mean AF of 1.83% and 2.66%, 

respectively. For M1 monitoring, tDNA was positive in plasma in 10% (2/20) with mean AF of 

2.60%, and negative in all 16 urine samples. On M2 monitoring, both plasma and urine were 

negative. At M3 monitoring, tDNA was positive in plasma in 11.8% (2/17) and in urine in 7.1% 

(1/14), with mean AF of 1.66% and 1.35%, respectively. In monitoring M4, all samples were 

negative. Associations were detected between positive tDNA in plasma at baseline (before 

surgery) with disease progression (p=.015), tumor staging ≥T3 (p=.002) and with shorter 

progression-free survival (p=.004). Germline analysis in patients with WT resulted in a 

detection rate of pathogenic variants (PV) in 10.2% of them (6/59) in BRCA1, CHEK2, WT1 (2 

cases), ERBB2 and SDHA genes. LOH was evaluated in 7 cases and detected only in one case 

with WT1. In patients with CCR, 6.9% (5/72) carried PV in the MET, CASR, MITF and MUTYH 

genes (2 cases). Of these, 8 were evaluated for LOH and none were positive. Conclusions: In 

patients with WT, in order to evaluate tDNA with prognosis, it is necessary to increase the 

number of cases. In patients with ccRCC, the presence of tDNA in plasma collected before 

surgery has the potential to be a prognosis biomarker. Risk gene analysis reinforced the role 

of WT1 in the predisposition to WT.  

 

Keywords:  

1. Wilms tumor. 2. Renal cell carcinoma. 3. Liquid biopsy. 4. Prognosis stratification. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 No contexto do câncer, a elucidação das características genéticas tanto dos tumores 

como dos pacientes, bem como o estabelecimento de métodos efetivos de monitoramento da 

doença e de estratificação de prognóstico são de grande importância para avançar no 

conhecimento desta doença e no manejo dos pacientes. 

 Na população adulta dos Estados Unidos, o câncer renal é o sexto câncer mais frequente 

em homens e o 9º mais frequente em mulheres (Siegel et al. 2022). No Brasil, os dados de 

incidência de câncer renal não são relatados pelo Instituto Nacional do Câncer (INCA), mas 

segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS) em 2020 o câncer renal foi o 13º mais frequente 

no Brasil, com quase 12 mil novos casos diagnosticados e 4700 mortes (World Health 

Organisation - OMS, 2021). O tumor renal mais comum na população adulta é o carcinoma de 

células renais (CCR), especialmente o subtipo carcinoma renal de células claras (ccRCC) que 

representa cerca de 75% dos casos (Petejova e Martinek 2016). Ele é mais comum em homens, 

com uma proporção de 2 para 1 em relação às mulheres e tem maior incidência em indivíduos 

com idade entre 60 e 70 anos, sendo raro em pessoas com menos de 45 anos (Motzer et al. 

2017). 

Na população pediátrica, os tumores renais representam 5% dos casos de câncer 

mundialmente (Nakata et al. 2020). No Brasil, o câncer renal em crianças e adolescentes é o 3º 

mais comum (World Health Organisation - OMS, 2021). Entre os tumores renais nessa faixa 

etária, o tumor de Wilms (TW) é o mais frequente, sendo diagnosticado em 95% dos casos 

(Breslow et al. 1993; Pastore et al. 2006). O pico de incidência do TW ocorre entre 2 e 5 anos de 

idade,  sendo o segundo tipo mais comum de câncer intra-abdominal na infância e a quinta forma 

mais frequente de malignidade pediátrica geral (Breslow et al. 1993; Pastore et al. 2006), 
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resultando em uma incidência de 1 criança afeada a cada 10.000 crianças nascidas vivas (Birch e 

Breslow 1995). 

 

1.2 Tumor de Wilms 

 

O tumor de Wilms (TW) é uma neoplasia embrionária que tem origem a partir de erros 

no processo de diferenciação celular em células primitivas durante estágios precoces da 

nefrogênese (Beckwith 1982; Hohenstein et al. 2015; Li et al. 2002).  

Histologicamente, o TW se diferencia dos outros tumores renais por conter componentes 

de tecido em até três morfologias diferentes: componente mesenquimatoso ou estromal, que se 

assemelha ao mesênquima fetal primitivo; componente epitelial, que se assemelha a túbulos e 

glomérulos renais fetais; e componente blastematoso, constituído por aglomerados de células 

blásticas (Figura 1). Os diferentes componentes do TW recapitulam os diversos estágios de 

diferenciação celular durante o complexo processo de desenvolvimento renal na embriogênese 

(Beckwith 1982; Hohenstein et al. 2015; Li et al. 2002; Maschietto et al. 2008), demonstrando 

que este tumor se origina de uma falha nesse processo. 
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Fonte: Adaptado de Al-Hussain et al (2014). 

Figura 1 - Os três diferentes componentes histológicos do TW. 
 

Nos países desenvolvidos, as taxas de sobrevivência para o TW aumentaram 

significativamente nas últimas décadas, passando de 20% na década de 1960 para cerca de 90% 

atualmente. Já nos países em desenvolvimento, as taxas de sobrevivência são um pouco 

menores, de aproximadamente 75% (Dome et al. 2013; Gleason et al. 2014; Rabeh et al. 2016; 

Verma e Kumar 2016). Essa melhoria dramática na sobrevivência deve-se, em parte, à maneira 

sistemática em que a abordagem terapêutica evoluiu devido ao trabalho de dois grandes grupos 

cooperativos que estudam TWs: o grupo norte-americano NWTSG (National Wilms Tumor Study 

Group, que em 2001 fundiu-se com outros grupos gerando o COG - Children's Oncology Group) e 

o grupo europeu SIOP (Société Internationale d’Oncologie Pédiatrique), também denominado 

como RTSG (Renal Tumor Study Group).  
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Os esforços dos grupos NWTSG e SIOP geraram protocolos de tratamento para o TW. A 

principal diferença entre estes protocolos é o momento cirúrgico. Enquanto o NWTSG 

recomenda a nefrectomia seguida por quimioterapia adjuvante para a maioria dos pacientes, o 

SIOP sugere a quimioterapia pré-operatória/neoadjuvante visando reduzir o tamanho e 

estadiamento do tumor antes da cirurgia. No Brasil, segue-se o protocolo SIOP para o tratamento 

do TW.  

Um fator chave para o sucesso no tratamento e a ótima sobrevida dos pacientes com TW 

foi o refinamento de marcadores prognósticos clínicos e biológicos que permitiram a terapia 

direcionada ao risco. Entretanto, apesar de apresentar um bom prognóstico na maioria dos 

casos, cerca de 15% dos pacientes com TW sofrem recidiva. Estes pacientes requerem 

tratamento adicional que pode levar a efeitos adversos a longo prazo, como efeitos 

musculoesqueléticos, toxicidade cardíaca, problemas reprodutivos, disfunção renal e o 

desenvolvimento de segundas neoplasias malignas (Foster et al. 2022; Wright et al. 2009). 

Estima-se que cerca de 25% dos sobreviventes de TW sofrem com tais efeitos adversos tardios 

(Suh et al. 2020; Termuhlen et al. 2011).  

Portanto, são necessárias ferramentas auxiliares na identificação precoce de pacientes de 

maior risco, auxiliando na estratificação de prognóstico. No futuro, essas ferramentas poderão 

auxiliar no ajuste de intensidade de tratamento de forma cada vez mais certeira, intensificando 

precocemente o tratamento de pacientes com maiores chances de progressão e poupando 

pacientes de menor risco dos efeitos colaterais a longo prazo, mantendo uma excelente taxa de 

sobrevida. 
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1.2.1 Classificação do TW 

 

 A classificação histológica precisa e o estadiamento apropriado do TW são fundamentais 

para a seleção do tratamento mais efetivo, que objetiva maximizar a sobrevida e minimizar a 

toxicidade. As tabelas 1, 2 e 3 mostram os critérios de classificação do TW adotados pela SIOP 

(2001). 

 

Tabela 1 - Critérios para estadiamento do tumor de Wilms - protocolo SIOP (2001). 

Estadio Critérios 

I 

- O tumor é limitado ao rim ou está rodeado por uma pseudocápsula fibrosa se 
estiver fora do contorno renal normal. 
- O tumor pode apresentar uma protusão no sistema pélvico e no ureter, mas 
não está infiltrando suas paredes. 
- O seio renal (seus vasos e tecidos moles) não está envolvido. 
- Vasos intrarrenais podem estar envolvidos. 

II 

- O tumor penetra através da cápsula renal ou pseudocápsula fibrosa na 
gordura perirrenal. 
- O tumor infiltra tecidos moles ou vasos linfáticos do seio renal. 
- O tumor infiltra-se no tecido perirrenal. 
- O tumor infiltra-se na parede pélvica do ureter. 
- O tumor infiltra-se em órgãos ou veia cava adjacentes. 
- Critério obrigatório: o tumor é completamente ressecado. 

III 

- Tumor viável ou não viável presente nas margens da ressecção. 
- Todos os nódulos linfáticos abdominais estão envolvidos. 
- Ruptura tumoral pré ou intra-operatória (independentemente de outros 
critérios de estadiamento). 
- Penetração de tumor através da superfície peritoneal. 
- Implantes de tumor são encontrados na superfície peritoneal. 
- Trombos tumorais presentes nas margens da ressecção de vasos extra-renais. 
- Tumor foi submetido a biópsia cirúrgica antes da quimioterapia pré-
operatória ou cirurgia. 

IV - Metástases hematógenas (pulmão, fígado, ossos, cérebro, etc.) ou metástases 
nos linfonodos fora da região abdominopélvica. 

V - Tumor renal bilateral ao diagnóstico. 

 Fonte: Adaptado de Vujanic e Sandstedt (2010). 
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Tabela 2 - Critérios histológicos para subtipagem do TW - protocolo SIOP (2001). 

Tipo de tumor AIQ (%) 
Características histológicas (% 

do tumor) 

Epitélio Estroma Blastema 

Completamente necrótico 100 0 0 0 
Regressivo >66 0-33 0-33 0-33 
Misto <66 0-65 0-65 0-65 
Epitelial <66 66-100 0-33 0-10 
Estromal <66 0-33 66-100 0-10 
Blastemal <66 0-33 0-33 66-100 

Fonte: adaptado de Vujanic e Sandstedt (2010). 
Legenda: AIQ, alterações induzidas por quimioterapia.  
 

 

Tabela 3 - Critérios para classificação de risco do TW - protocolo SIOP (2001). 

Risco Critérios 

Baixo 
- Nefroma mesoblástico. 
- Nefroma cístico parcialmente diferenciado (CPDN). 
- Completamente necrótico. 

Intermediário 

- Subtipo epitelial. 
- Subtipo estromal. 
- Subtipo misto. 
- Subtipo regressivo. 
- Anaplasia focal. 
- Não anaplásico. 

Alto 
- Subtipo blastemal. 
- Anaplasia difusa. 

Fonte: adaptado de Vujanic e Sandstedt (2010). 

 

 

A classificação histológica é uma ferramenta importante na avaliação do prognóstico e no 

planejamento do tratamento para pacientes com TW. No Brasil a análise histológica é realizada 

após a quimioterapia pré-operatória. De forma geral, os tumores com maior grau de 

diferenciação celular (ou seja, maior fração de componentes estromal e/ou epitelial) apresentam 

menor risco e prognóstico melhor, porque estes componentes mais diferenciados têm menor 

sensibilidade à quimioterapia. Já as células menos diferenciadas (blastema) são geralmente mais 

sensíveis ao tratamento quimioterápico, então a presença de blastema após a quimioterapia 



13 
 

neoadjuvante demonstra que o tumor apresenta resistência ao tratamento, sinalizando casos de 

maior risco.  

Outros marcadores de prognóstico em TW vem sendo estudados nos últimos anos com o 

objetivo de refinar ainda mais a escolha terapêutica, como o volume absoluto de blastema no 

tumor, ganho do cromossomo 1q e o padrão de metilação do cromossomo 11p15 (Dome et al. 

2014; van den Heuvel-Eibrink et al. 2017), mostrando que ainda há necessidade de marcadores 

de risco e de prognóstico mais específicos para pacientes com TW.  

 

1.2.2 Caracterização genética do TW  

 

Nos últimos anos, houve um notável empenho na identificação de genes responsáveis por 

predispor ao câncer indivíduos de diferentes faixas etárias, como crianças, adolescentes e adultos 

jovens (Akhavanfard et al. 2020; Diets et al. 2019; Gröbner et al. 2018; Mahamdallie et al. 2019; 

Zhang et al. 2016). Esta progressão foi impulsionada pelo advento da tecnologia de 

sequenciamento de próxima geração (NGS, do inglês Next Generation Sequencing), que 

aumentou exponencialmente a capacidade de análise do genoma humano.  

Novos genes de predisposição ao TW foram recentemente identificados, como TRIM28, 

que parece estar associado ao subtipo epitelial do TW (Diets et al. 2019; Mahamdallie et al. 2019), 

e FBXW7, NYNRIN e KDM3B, envolvidos em diversos processos biológicos, como silenciamento 

genético, reparo de DNA e manutenção da integridade genômica (Mahamdallie et al. 2019). 

Clinicamente, pacientes com predisposição genética ao TW tendem a desenvolver a doença de 

forma bilateral com mais frequência e podem ou não apresentar sintomas sindrômicos ou ser 

parte de uma família afetada pelo TW. 
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Estima-se que anomalias genéticas congênitas são responsáveis por cerca de 10% a 15% 

dos casos de TW, como as causadas por alterações patogênicas em WT1 (Síndromes de WAGR e 

Denys-Dash) (Pelletier et al. 1991), desregulações de imprinting genômico em 11p15 (Síndrome 

de Beckwith-Wiedemann) (Ohlsson et al. 1993), alterações em DIS3L2 (Síndrome de Perlman) 

(Astuti et al. 2012) e em DICER1 na síndrome do blastoma pleuropulmonar (Foulkes et al. 2011). 

Entretanto, muitos casos sindrômicos, não sindrômicos e clusters familiares afetados por TW 

ainda não tiveram um gene responsável identificado, expondo uma importante lacuna no 

conhecimento sobre genes envolvidos na predisposição ao TW e, consequentemente, sobre os 

sistemas biológicos que operam em sua tumorigênese. 

Cerca de 90% dos casos de TW são esporádicos, resultando de variantes somáticas que 

são restritas ao tecido tumoral. Assim como outros tumores pediátricos, o TW apresenta uma 

média de alterações somáticas consideravelmente menor do que tumores em pacientes adultos, 

apresentando menor instabilidade genética (Vogelstein et al. 2013).  

O TW é considerado altamente heterogêneo. Entre as alterações genéticas pontuais mais 

comuns estão as variantes somáticas em WTX (Rivera et al. 2007), WT1 (Huff et al. 1995; Varanasi 

et al. 1994) e CTNNB1 (Koesters et al. 1999), que correspondem a cerca de 30% dos casos 

(Ruteshouser et al. 2008), indicando que a via Wnt está intimamente envolvida com a 

tumorigênese dessa neoplasia. CTNNB1, por exemplo, encontra-se mutado em 7,5% dos TWs em 

Torrezan et al. (2014) e em 6,5% dos TWs em Gadd et al. (2017).  Os genes TP53 (Bardeesy et al. 

1994), DIS3L2 (Astuti et al. 2012), DICER1 (Wu et al. 2013), FBXW7 e MYCN (Williams et al. 2010) 

também foram descritos como mutados nesse tumor. 

Em um estudo anterior do grupo (Torrezan et al. 2014) foi identificada uma variante 

recorrente em TW (p.E1147K) em DROSHA, um gene primordial envolvido no processamento de 

microRNAs. Essa variante, presente em 10% das amostras analisadas, afeta o domínio RNAse IIIb 
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e altera o perfil de microRNAs destes pacientes, causando diminuição na expressão de 

microRNAs maduros. Nesse mesmo estudo também foram identificadas mutações não-

recorrentes em outros genes da via de microRNAs em cerca de 17% dos TWs. Resultados 

semelhantes foram obtidos por outro grupo (Rakheja et al. 2014). Entre os outros genes da via 

de microRNAs identificados como alterados no TW, o gene DGCR8 foi descrito como mutado em 

10,3% das amostras analisadas por Wegert et al. (2015) e em 9% das amostras analisadas por 

Torrezan et al. (2014). Outro gene desta mesma via, DICER1, foi encontrado mutado em 4,5% dos 

TWs por Torrezan et al. (2014) e em 3,7% dos TWs por Gadd et al. (2017), demonstrando o 

importante envolvimento da via de microRNAs no desenvolvimento deste tumor.  

No entanto, ainda há uma lacuna na compreensão dos processos biológicos envolvidos 

na tumorigênese do TW, uma vez que muitos casos apresentam variantes somáticas em genes 

que ainda não foram relacionados à essa neoplasia. 

 

1.3 Carcinoma de células renais 

 

 O Carcinoma de Células Renais (CCR) se origina no revestimento do túbulo contorcido 

proximal dos rins. O CCR tem envolvimento de fatores ambientais que aumentam as chances de 

acometimento pela doença, como tabagismo, hipertensão e obesidade (Gray e Harris 2019), 

além exposição ocupacional ao tricloroetileno, substância utilizada por mecânicos, lavanderias, 

processadores de óleo, fabricantes de cloreto de polivinila e produtores de tabaco com baixo 

teor de nicotina (Kelsh et al. 2010; Karami et al. 2012; Alanee et al. 2015). O CCR também parece 

ser mais comum em pacientes com insuficiência renal terminal, doença cística renal, 

transplantados renais, pacientes em diálise ou com síndrome da esclerose tuberosa (Escudier et 

al. 2019). 
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 Aproximadamente metade dos casos de CCR são descobertos de forma incidental, sem 

apresentar sintomas, durante exames de imagem realizados por outros motivos relacionados à 

saúde (Campbell et al. 2009). Casos que apresentam hematúria, dor e massa abdominal palpável 

são incomuns e geralmente representam a doença em estágio mais avançado (Ljungberg et al. 

2007; Loo et al. 2013).  

O CCR é classificado em diferentes subtipos com base nas suas características histológicas. 

Os três subtipos mais comuns são o carcinoma renal de células claras (ccRCC, do inglês “clear cell 

renal cell carcinoma”) que representa cerca de 75% dos casos; o subtipo Papilífero, que 

corresponde a 15% a 20% dos casos; e o subtipo Cromófobo, que corresponde a 5% dos casos 

(Ricketts et al. 2018). Entre esses subtipos, o ccRCC é o mais agressivo e apresenta o pior 

prognóstico (Campbell et al. 2009).  

Ao diagnóstico, o CCR costuma ser um tumor localizado em 45% dos casos, invasivo em 

33% dos casos e disseminado para outros órgãos em até 25% dos casos. As taxas de sobrevida 

em 5 anos ficam em torno de 81% para o grupo I (T1 N0 M0) e em torno de apenas 8% para o 

grupo IV (T4 ou M1).  

Para o CCR precoce o tratamento é cirúrgico. A nefrectomia é o tratamento padrão para 

casos de doença localizada, podendo ser total (nefrectomia radical) ou parcial (cirurgia 

conservadora de néfrons). Cada modalidade está associada a seus próprios riscos e benefícios. A 

nefrectomia radical pode levar a um risco aumentado para doença renal crônica (Huang et al. 

2006) e para morbimortalidade cardiovascular (Thompson et al. 2008), sendo indicada em casos 

onde o tumor se estende para a veia cava inferior. Já a nefrectomia parcial pode preservar a 

função renal, diminuir a mortalidade geral e reduzir a frequência de eventos cardiovasculares, 

sendo indicada para pacientes com uma forma hereditária de CCR ou com tumores renais T1a/ 

T1b (até 7 cm em sua maior dimensão). Em alguns pacientes com CCR localizado a nefrectomia 
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parcial pode não ser adequada devido ao crescimento tumoral localmente avançado ou porque 

o tumor está em uma localização desfavorável. Ambas as modalidades cirúrgicas apresentam 

sucesso terapêutico equivalente (Leibovich et al. 2004; Tan et al. 2012).    

Mais de 20% dos pacientes submetidos à nefrectomia desenvolverão metástases durante 

o acompanhamento. Nos últimos anos houve notável avanço no tratamento do CCR metastático, 

com a aprovação de terapias alvo como sorafenibe, sunitinibe, bevacizumabe, pazopanibe e 

axitinibe, que inibem o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e seu receptor (VEGFR), 

além de everolimus e temsirolimus, que inibem o alvo mecanístico do complexo rapamicina 1 

(mTORC1). Desde 2015, foram aprovados agentes com alvos adicionais além do VEGFR, como 

cabozantinib e lenvatinib, bem como imunoterapias, como nivolumab (Hsieh et al. 2017). Mesmo 

com estes avanços, as opções terapêuticas para o CCR são limitadas devido à resistência à 

quimioterapia e radioterapia, bem como à baixa eficácia e alta toxicidade da imunoterapia.  

 

1.3.1 Classificação do CCR  

 

O sistema utilizado para classificação do CCR é o sistema TNM da AJCC (do inglês 

“American Joint Committee for Cancer”), que tem sua versão mais recente em uso desde janeiro 

de 2018 (Amin et al. 2017). No sistema TNM se leva em conta o tumor primário (T), o 

acometimento de linfonodos da cadeia linfática (N) e a presença de metástase à distância (M). 

As tabelas 4 e 5 descrevem os critérios utilizados para cada estadiamento. 
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Tabela 4 - Critérios para classificação do CCR de acordo com o sistema TNM. 

Classe Graduação Critérios 

Tumor primário (T) 

T0 Sem evidências de tumor primário. 

T1a Tumor ≤4 cm e confinado ao rim. 

T1b Tumor >4 cm e ≤7 cm, confinado ao rim. 

T2 Tumor >7 cm e confinado ao rim. 

T3a 
Tumor invade glândula adrenal ou gordura perinéfrica, 
mas não além da fáscia de Gerota. 

T3b 
Tumor se estende na veia renal ou na veia cava abaixo 
do diafragma. 

T3c 
Tumor se estende na veia cava acima do diafragma ou 
invade as paredes da veia cava. 

T4 Tumor invade além da fáscia de Gerota. 

Linfonodos 
regionais (N) 

N0 Sem evidências de linfonodos comprometidos. 

N1 Metástase em um linfonodo regional. 

N2 Metástase em mais de um linfonodo regional. 

Metástases 
distantes (M) 

M0 Sem evidências de metástase em órgãos distantes. 

M1 Presença de metástase em órgãos distantes. 
Fonte: adaptado de American Cancer Society (2020). 

 

 

Tabela 5 - Critérios para estadiamento do CCR de acordo com o sistema TNM. 

Estadio TNM 

I T1 N0 M0 
II T2 N0 M0 
III T3 N0 M0; T1-3 N1 M0 
IV T4, qualquer N, M0; qualquer T, qualquer N, M1 

Fonte: adaptado de American Cancer Society (2020). 

 

 

Para a classificação do CCR utiliza-se também o sistema ISUP (do inglês “International 

Society of Urological Pathology”), com graduação de 1 a 4 de acordo com o grau de proeminência 

nucleolar (graus 1 a 3) e presença de células altamente atípicas (grau 4). O sistema ISUP é similar 

ao sistema de Fuhrman, porém apresentando maior reprodutibilidade e maior relação com o 

prognóstico do paciente (Samaratunga et al. 2014).  



19 
 

Ao longo das últimas décadas, diversos estudos foram conduzidos com o objetivo de 

identificar marcadores prognósticos para CCR, visando identificar pacientes com maior risco de 

recidiva e mortalidade (Carril-Ajuria et al. 2019; Kroeze et al. 2010; Petitprez et al. 2021; Rabjerg 

2017). A necessidade de marcadores prognósticos e o desenvolvimento de terapias mais eficazes 

são evidenciados pelas baixas taxas de sobrevida em casos avançados de CCR, principalmente 

em sua forma mais comum e agressiva, o ccRCC. 

 

1.3.2 Caracterização genética do ccRCC  

 

 Geneticamente, o ccRCC é o subtipo de CCR mais explorado, sendo considerado um tumor 

heterogêneo (Gerlinger et al. 2012). O gene supressor tumoral VHL é o mais mutado no ccRCC, 

presente em cerca de 55% dos casos como mutação pontual, deleção ou hipermetilação 

(Dalgliesh et al. 2010). A proteína VHL é uma ubiquitina ligase E3 que tem como alvo fatores de 

transcrição induzíveis por hipóxia (HIFs) para degradação mediada por proteassoma. Assim, a 

perda da função de VHL leva à estabilização e acúmulo de HIFs que regulam positivamente os 

genes pró-angiogênicos, principalmente VEGF (que codifica o fator de crescimento endotelial 

vascular), promovendo a angiogênese e a ativação de outras vias, como PI3K-AKT-mTOR (WM et 

al. 2016).  

Outros genes supressores de tumor foram encontrados mutados em ccRCC em estudos 

que tiveram como objetivo elucidar o espectro mutacional destes tumores, identificando 

mutações frequentes nos genes PBRM1 e BAP1, além de genes também envolvidos no controle 

transcricional e na maquinaria de modificação da cromatina, como KDM6A, KDM5C e SETD2 

(Dalgliesh et al. 2010; Guo et al. 2011; Varela et al. 2011). 
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Num estudo recente do nosso grupo (Meira, 2022) foi gerado um painel de 28 genes 

frequentemente mutados em CCR (PAINEL CCR-28). Para o subtipo ccRCC foi possível identificar 

variantes somáticas em VHL em 27 das 46 amostras avaliadas usando esse painel (58,7%), 

seguido por PBRM1 em 15 amostras (32,6%) e por SETD2 em 6 amostras (14%). De forma geral, 

o PAINEL CCR-28 teve uma taxa de 76% de sucesso na detecção de variantes somáticas em ccRCC, 

reforçando a predominância de VHL no espectro de genes mutados nesta neoplasia e o peso do 

envolvimento de vias relacionadas à remodelação da cromatina e ao controle transcricional na 

tumorigênese do ccRCC. 

O CCR também pode ocorrer devido a aspectos genéticos hereditários. Cerca de 2% a 3% 

de todos os CCR são hereditários, causados por síndromes como a de Von-Hipple-Lindau 

(relacionada a alterações no gene VHL) e também aspectos não sindrômicos, como o carcinoma 

renal papilar hereditário (relacionado ao gene MET), carcinoma de célula renal e leiomioma 

hereditário (relacionado ao gene FH). Clinicamente, pacientes em idade jovem (≤ 45 anos), com 

lesões múltiplas e bilaterais tem maiores chances de terem um componente hereditário 

relacionado ao tumor renal.  

A figura 2 ilustra os principais genes relacionados aos diferentes tipos de câncer renal 

hereditário que acometem a população adulta. Variantes germinativas patogênicas no gene VHL 

causam a doença de von Hippel-Lindau e tumores renais de células claras; as no oncogene MET 

predispõem o indivíduo ao carcinoma papilífero do tipo 1; quando ocorrem no gene FLCN, em 

pacientes com a síndrome de Birt-Hogg-Dubé, existe predisposição aos tumores oncocíticos 

híbridos, tumores renais cromófobos e oncocitomas benignos; no gene FH, essas variantes em 

pacientes com leiomiomatose e carcinoma de células renais tem maiores chances de apresentar 

tumores com histologia do subtipo papilífero tipo 2; quando ocorrem nos genes que codificam 

as subunidades de succinato desidrogenase (SDHB, SDHC e SDHD), causam predisposição a 
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tumores renais com fenótipo oncocítico em pacientes com CCR; pacientes com complexo de 

esclerose tuberosa que herdam variantes patogênicas nos genes TSC1 ou TSC2 sofrem maior risco 

de desenvolver angiomiolipomas nos rins e, ocasionalmente, tumores renais (Schmidt e Linehan 

2016). 

 

   

Fonte: Adaptado de Schmidt e Linehan (2016). 

Figura 2 - Principais genes relacionados aos diferentes tumores renais da classe CCR de origem 
hereditária. 
 
 

O conhecimento do repertório dos genes de predisposição ao TW e ao CCR pode melhorar 

a compreensão do processo de tumorigênese, auxiliar no tratamento e fornecer informações 

sobre o risco genético herdável de desenvolvimento destes tumores. Além disso, essa 

compreensão pode ser útil no aconselhamento genético dos pacientes e de suas famílias. 
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1.4 Biopsia Líquida na detecção de DNA tumoral  

 

Atualmente está bem estabelecido que pacientes com diferentes tipos de câncer, 

independente do estadiamento clínico, apresentam maiores níveis de DNA circulante livre 

(cfDNA, do inglês “circulating free DNA”) em fluidos corpóreos do que indivíduos sadios. O cfDNA 

é o DNA altamente fragmentado que circula no sangue e em outros fluidos corpóreos, sem estar 

associado a células vivas.  

O cfDNA pode ser detectado em fluidos corpóreos tais como o plasma sanguíneo e 

sobrenadante da urina (Bettegowda et al. 2014; Diehl et al. 2008; Ferreira et al. 2016; Li et al. 

2002; Murtaza et al. 2015; Perkins et al. 2012; Riediger et al. 2016; Schwarzenbach et al. 2011). 

Na urina também é possível detectar o DNA íntegro de células epiteliais que se desprendem do 

trato geniturinário (celDNA, do inglês “cellular DNA”), a partir da análise do sedimento urinário 

(Birkenkamp-Demtröder et al. 2016; Botezatu et al. 2000; Guo et al. 2016; Millholland et al. 2012; 

Su et al. 2004b; Togneri et al. 2016).  

Estudos em pacientes com câncer têm mostrado evidências de que o cfDNA e o celDNA 

contêm moléculas de DNA tumoral (tDNA). Com base no perfil mutacional observado, é possível 

identificar que essas moléculas de DNA são claramente representativas do genoma tumoral. O 

tDNA é resultado de apoptose e/ou necrose de células tumorais e, portanto, também apresenta-

se tipicamente em estado fragmentado (160-180bp) (Jahr et al. 2001; Mouliere et al. 2011), 

misturando-se ao cfDNA de células não cancerosas encontrado nos fluidos corpóreos. Na 

literatura, o DNA tumoral livre encontrado em plasma também é chamado de ctDNA (do inglês 

“circulating tumor DNA”). 

Em casos de tumores renais, que podem estar em contato direto com a urina, a liberação 

de células tumorais pode ocorrer devido à instabilidade tecidual, dependendo da localização do 
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tumor no rim. Essas células tumorais são diluídas na urina juntamente com células de tecidos 

saudáveis, resultantes do processo natural de esfoliação e apoptose do tecido epitelial do trato 

geniturinário. Além disso, outros estudos mostram que é possível identificar tDNA altamente 

degradado, proveniente da circulação após filtração glomerular (Botezatu et al. 2000; Su et al. 

2004a), também no sobrenadante da urina. Já no sedimento da urina encontra-se o celDNA em 

estado mais íntegro, proveniente das células do trato geniturinário (Su et al. 2004b) (Figura 3).  

É observada alta correlação entre a frequência destas mutações específicas do tumor 

detectadas em tDNA com a progressão da doença em diferentes tipos de câncer (Dawson et al. 

2013; De Mattos-Arruda et al. 2014; Miguez et al. 2020; Murtaza et al. 2015). Estudos mostram 

que a biópsia líquida pode ainda superar o obstáculo da heterogeneidade tumoral enfrentado 

pelas biópsias teciduais (Chan et al. 2013; Forshew et al. 2012). Além disso, a análise de amostras 

seriadas de fluidos corpóreos pode detectar o surgimento de clones relacionados à resistência 

ao tratamento, permitindo uma personalização da estratégia terapêutica para cada paciente (De 

Mattos-Arruda et al. 2014; Murtaza et al. 2015). 

Numa análise anterior publicada pelo nosso grupo (Miguez et al. 2020), foi feita uma 

avaliação da presença de tDNA em plasma e componentes da urina (sedimento e sobrenadante) 

de pacientes com TW. Foram coletadas amostras seriadas destes fluidos corpóreos antes, 

durante e após o tratamento. A detecção de tDNA em plasma e/ou urina antes do início do 

tratamento foi recorrente nestes pacientes, assim como a diminuição do tDNA durante a 

quimioterapia neoadjuvante. Observou-se ainda que a persistência do tDNA em fluidos 

corpóreos após a cirurgia ocorreu em casos acometidos por metástase após cirurgia, óbito por 

avanço da doença e em um caso de TW bilateral que passou por nefrectomia parcial, podendo 

indicar doença residual estável. 
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Quanto à detecção de tDNA em fluidos corpóreos de pacientes adultos com CCR, um 

estudo recente avaliou a presença de tDNA em urina e plasma, abrangendo desde casos com 

tumores benignos até casos metastáticos. Utilizando o método de target sequencing através de 

um painel de genes, foi possível detectar tDNA em 54,5% dos plasmas de 22 casos e 50% dos 

sobrenadantes de urina de 14 casos, todos coletados antes do início do tratamento. Foi possível 

observar uma correlação entre a detecção de tDNA nos plasmas e o tamanho do tumor. A 

detecção de tDNA no plasma foi mais frequente em pacientes com CCR localmente avançados, 

com trombo tumoral da veia renal ou da veia cava inferior. Já nos sobrenadantes de urina, não 

houve relação entre a detecção de tDNA, o tamanho do tumor ou o comprometimento da veia 

renal ou da veia cava. Além disso, foi observado que os níveis de tDNA em plasma e urina de 

pacientes com CCR são baixos, com a média da frequência alélica da variante de 

aproximadamente 3% (Smith et al. 2020).  

Esses relatos abrem perspectivas reais da investigação do tDNA em fluidos corpóreos 

como ferramenta não invasiva de monitoramento de resposta ao tratamento, de progressão e 

recidiva, identificação precoce de pacientes de maior risco e estratificação de prognóstico.  



25 
 

 
Fonte: autoria própria. 

Figura 3 - As diferentes origens do DNA encontrado em plasma e urina de pacientes com tumor 
renal e sua presença nos componentes de urina e sangue.  
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Avaliar os aspectos genéticos germinativos e somáticos tanto do câncer renal adulto 

quanto do pediátrico, e avaliar o potencial da detecção do DNA tumoral (tDNA) em urina e 

plasma destes pacientes como ferramenta complementar para estratificação de prognóstico. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

• Desenvolver um painel de genes com alta sensibilidade para detecção de variantes somáticas no 

TW, com base nas informações disponíveis na literatura sobre os genes mutados nesta neoplasia. 

• Investigar a presença de tDNA em amostras seriadas de plasma e urina de pacientes com TW e 

ccRCC através da detecção de variantes somáticas específicas do tumor, como ferramenta 

complementar para estratificação de prognóstico.  

• Identificar variantes germinativas de predisposição ao TW e ao CCR através do sequenciamento 

de um painel de 126 genes de predisposição ao câncer (GPC) em amostras de DNA constitutivo. 
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3. METODOLOGIA 

 

3.1 Delineamento experimental 

 

 O delineamento experimental do estudo está ilustrado na Figura 5. Para identificação das 

variantes somáticas presentes no tecido tumoral dos casos de TW foi utilizado o PAINEL TW-35, 

criado no presente estudo através de revisão da literatura, contendo os genes mais 

frequentemente mutados em TW. Foram usados os DNAs do tecido tumoral pareado com o DNA 

de leucócitos. No caso de ausência de detecção de variante somática nos genes contidos no 

painel, os DNAs foram submetidos ao sequenciamento do exoma que possibilita a detecção de 

variantes somáticas em outros genes não presentes no painel.  Para os casos de ccRCC, as 

variantes somáticas foram previamente identificadas no estudo anterior do grupo através de um 

painel customizado com genes frequentemente mutados em CCR (Meira, 2022). Para os casos 

de tumor de ccRCC que não tiveram variante somática identificada nos genes do painel 

customizado, foi realizado o sequenciamento do painel comercial Comprehensive Cancer Panel 

(CCP) (ThermoFisher Scientific, USA), com 409 genes frequentemente mutados em câncer. 

As variantes somáticas identificadas no tecido tumoral foram rastreadas pelo método 

PATS (do inglês “personalized amplicon target sequencing”) de forma personalizada para cada 

paciente, usando sequenciamento de amplicon com alta cobertura nos DNAs das amostras de 

sobrenadante da urina, das células do sedimento da urina e do plasma dos pacientes com TW e 

ccRCC. Para os pacientes com TW, as amostras foram coletadas no momento do diagnóstico 

(baseline), após quimioterapia neoadjuvante (M1) e após a cirurgia (M2). Para os pacientes com 

ccRCC, as amostras foram coletadas antes da cirurgia (baseline), de 6 a 8 semanas após cirurgia 

(coleta M1), 6 meses após cirurgia (coleta M2), 18 meses após cirurgia (coleta M3) e 30 meses 



28 
 

após cirurgia (coleta M4). A associação entre os dados de detecção de tDNA, variáveis patológicas 

e desfecho clínico foram então analisados.  Estes pacientes foram monitorados por um período 

de pelo menos 2 anos e meio.  

 Paralelamente, para identificação de genes de predisposição ao TW, foram selecionadas 

amostras de DNA de leucócito e de tecido não neoplásico de pacientes com TW e com ccRCC no 

Biobanco do A.C.Camargo Cancer Center de forma retrospectiva e dos pacientes recrutados para 

o presente estudo de forma prospectiva.  
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Fonte: autoria própria. 
Figura 4 - Delineamento experimental. 
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3.2 Casuística 

 

3.2.1 Avaliação da presença de tDNA em plasma e urina 

 

Para as análises de tDNA em plasma e urina, foram incluídos neste estudo pacientes com 

TW, independente de estadiamento e grau de risco, na faixa etária pediátrica e que não iniciaram 

tratamento, em programação para tratamento de acordo com o protocolo SIOP-2001. Os 

pacientes foram recrutados no serviço de pediatria oncológica do A.C.Camargo Cancer Center, 

além de pacientes provenientes dos hospitais da Rede D'OR São Luiz através de parceria, tendo 

como responsável a Dra. Isabela Werneck da Cunha, coordenadora médica do departamento de 

patologia da Rede D'OR São Luiz. 

Também foram incluídos 39 pacientes com ccRCC de um estudo prévio do nosso grupo 

(Meira, 2022) que tiveram ao menos uma variante somática determinada no tumor, com idade 

≥ 18 anos, sem tratamento prévio, independente de estadiamento, que foram submetidos a 

ressecção cirúrgica do tumor renal. Os pacientes foram recrutados no Departamento de 

Oncourologia do A.C.Camargo Cancer Center. 

Para os casos de TW, só foram incluídos os pacientes cujos responsáveis legais aceitaram 

assinar o termo de consentimento livre e esclarecido (Anexos 3 e 4). Já os casos de ccRCC 

assinaram o TCLE para o estudo prévio do grupo (Meira, 2022 - CEP 2397/17) (Anexo 5).  
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3.2.2 Avaliação de genes de predisposição ao TW e ao CCR 

 

Para a identificação de genes de predisposição ao TW, foi realizada uma busca por 

amostras de DNA de leucócitos ou de tecido não neoplásico de pacientes com TW, com até 25 

anos de idade ao diagnóstico, no Biobanco do A.C.Camargo Cancer Center, de forma 

retrospectiva. Também foram incluídos na análise de genes de predisposição os pacientes com 

TW recrutados de forma prospectiva neste estudo para a análise de biópsia líquida.  

Para a análise de genes de predisposição ao CCR, incluindo todos os subtipos tumorais, 

foram utilizados os casos do estudo prévio do nosso grupo (Meira, 2022) que tinham DNA de 

leucócito ou de tecido não neoplásico disponíveis, além de casos selecionados de forma 

retrospectiva através do sistema Recruit com DNA de leucócito disponível no Biobanco. 

 

3.3 Coleta de amostras biológicas 

 

Os pacientes com TW realizaram coleta de amostras de sangue e urina no momento do 

diagnóstico (baseline), após a quimioterapia neoadjuvante (M1) e após a cirurgia (M2) (Figura 

4a). Com o objetivo de encontrar biomarcadores com potencial de estratificar pacientes por 

prognostico, os pontos de coleta de fluidos corpóreos para os casos de tumor de Wilms do 

presente estudo foram escolhidos baseados nos resultados de um trabalho anterior do grupo 

(Miguez et al. 2020), onde foram coletadas amostras seriadas antes do tratamento, durante as 

quimioterapias neoadjuvante e adjuvante, no dia da cirurgia e após o fim do tratamento. Os 3 

momentos escolhidos para análise no presente estudo foram os considerados mais informativos 

no estudo anterior. 
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Para os pacientes com ccRCC foram coletadas amostras de plasma e urina em 5 

momentos: no momento da cirurgia (baseline), monitoramento 1 (M1), realizada de 6 a 8 

semanas após cirurgia; coleta de monitoramento 2 (M2), realizada 6 meses após cirurgia; coleta 

de monitoramento 3 (M3), realizada 18 meses após cirurgia; coleta de monitoramento 4 (M4), 

realizada 30 meses após cirurgia (Figura 4b).  

  
 
Fonte: autoria própria. 
Legenda: (a) Casos de TW; (b) Casos de ccRCC; CIR, cirurgia. 

Figura 5 – Esquematização das coletas de amostras de sangue e urina de pacientes com TW e 
ccRCC.  
 
 

Para as amostras de urina, foram coletados aproximadamente 50 ml de material em tubo 

Falcon. Para as amostras de sangue para extração de DNA de plasma, foram coletados pelo 

menos 4 ml de sangue em tubo PAXgene Blood ccfDNA Tube (Qiagen, Alemanha). Uma amostra 

extra de pelo menos 4 ml de sangue foi coletada junto das amostras baseline em tubo EDTA para 

a extração do DNA de leucócitos.   

Para os casos de TW de outras instituições participantes foi coletada uma amostra de 

saliva através de swab bucal ORAcollect Dx OCD100 (Genotek, Canadá) no lugar do tubo de 

sangue EDTA.  
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Para todos os casos uma amostra de tecido tumoral congelada ou emblocada em parafina 

(FFPE) foi utilizada neste estudo para caracterização das variantes somáticas.  

 

3.4 Processamento e extração do DNA das amostras biológicas coletadas no A.C. Camargo 

Cancer Center 

 

3.4.1 Fragmento de tecido tumoral 

 

Os tecidos congelados solicitados no Biobanco do AC Camargo Cancer Center foram 

submetidos à análise histológica por um patologista para avaliar a porcentagem do tecido de 

interesse. Somente amostras com pelo menos 80% de células malignas foram incluídas no estudo 

e seguiram para extração do DNA no Banco de Macromoléculas. Amostras que continham tecido 

não-neoplásico, fibrose, tecido adiposo ou outros contaminantes foram dissecadas 

manualmente. A extração do DNA foi feita de acordo com o procedimento operacional padrão 

(POP) do Banco de Macromoléculas (Olivieri et al. 2014). O protocolo de extração iniciou-se com 

duas lavagens do tecido em solução PBS 1X para retirada do excesso de Tissue-Tek® O.C.T. 

Compound (SAKU-4583). Em seguida, foi realizada a homogeneização do tecido em 600 μL de 

solução de lise (Buffer ATL – QIAGEN, Alemanha) e 20ul de Proteinase K 20mg/ml (QIAGEN, 

Alemanha), por 18h a 55°C sob agitação em um Termomixer (Eppendorf, Alemanha). Após 

homogeneização completa do tecido, ele foi submetido ao tratamento com RNAse A (Promega 

Corporations, USA – 100mg/ml), incubando-se por 2 minutos à temperatura ambiente e, em 

seguida, por 20 minutos à 37ºC sob agitação em um Termomixer (Eppendorf, Alemanha). Após 

tratamento, o material lisado foi transferido cuidadosamente para o equipamento automatizado 
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de extração QIASymphony (QIAGEN), utilizando-se o protocolo BC_400_V7 (com eluição final em 

200ul).  

Os tecidos parafinados foram submetidos à análise histológica por um patologista para 

avaliar a porcentagem do tecido de interesse e se os cortes histológicos seguem diretamente 

para extração ou serão submetidos ao processo de “scrape” a fim de separar tecido não 

neoplásico, fibrose, tecido adiposo ou outros contaminantes. A extração do DNA foi feita de 

acordo com o POP do Banco de Macromoléculas (Olivieri et al. 2014). O protocolo de extração 

iniciou-se com a adição de 160ul do Deparaffinization Solution (QIAGEN, Alemanha) para retirada 

do excesso de parafina do tecido, seguido de vortex por 10 segundos e incubação à 56ºC por 3 

minutos sob agitação em um Termomixer (Eppendorf, Alemanha). Foram adicionados 180ul do 

Buffer ATL (QIAGEN, Alemanha), a solução foi homogeneizada no vortex e centrifugada por 1 

minuto a 10.000 rpm à temperatura ambiente. Após centrifugação, foram adicionados 20ul de 

Proteinase K 20mg/ml (QIAGEN, Alemanha) à fase aquosa, homogeneizando cuidadosamente 

com a pipeta, e o tubo foi submetido à incubação à 56ºC overnight sob agitação em um 

Termomixer (Eppendorf, Alemanha). Após incubação overnight, a solução foi novamente 

incubada à 90ºC por 1 hora (sem agitação), seguido de centrifugação breve para remover as gotas 

de dentro da tampa e a fase aquosa foi transferida para um novo tubo, utilizando-se o protocolo 

QIAamp® DNA Micro Kit (QIAGEN, Alemanha), de acordo com as recomendações do fabricante, 

com modificações. 

A pureza e a concentração do DNA foram avaliadas pelos equipamentos Nanodrop ™ ND-

1000 (Thermo Fisher Scientific, USA) e QUBIT 4 Fluorometer (Thermo Fisher Scientific, USA), 

respectivamente. A integridade do DNA foi avaliada pelo equipamento 4200 Tapestation (Agilent 

Technologies, EUA).  
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3.4.2 Sangue 

 

O DNA das amostras de leucócitos foi extraído no Biobanco do A.C. Camargo Cancer 

Center. As amostras de sangue periférico para extração de DNA de leucócitos foram coletadas 

em tubo EDTA e centrifugadas a 1000 rcf por 10 minutos em temperatura ambiente. Os glóbulos 

vermelhos, juntamente com a camada de leucócitos, foram transferidos para um tubo cônico de 

50 ml. Foram adicionados 40 ml de Tris-EDTA buffer pH 8.0 (1x) para a lise dos glóbulos vermelhos 

e para purificação dos leucócitos. Após intenso vortex e centrifugação do tubo a 3500 rpm por 5 

minutos, o sobrenadante foi retirado e descartado. 25 ml de Tris-EDTA buffer pH 8.0 (1x) foi 

adicionado ao tubo de 50 ml para remoção dos restos de glúbulos vermelhos. Após vortex e nova 

centrifugação a 3500 rpm por 5 minutos, o sobrenadante foi novamente retirado e descartado. 

O sedimento de leucócitos formado no fundo do tubo cônico de 50 ml foi dissolvido no volume 

restante e o volume total foi ajustado para 300 μL com tampão Tris-EDTA pH 8.0 (1x). O leucócito 

dissolvido foi cuidadosamente transferido para um microtubo de 2,0 ml e inserido no 

equipamento de extração automatizado para purificação de DNA. A extração de DNA foi 

realizada no equipamento QIASymphony SP (QIAGEN, Hilden, Alemanha) usando o 

QIASymphony DNA Midi Kit (QIAGEN, Hilden, Alemanha), de acordo com o Procedimento 

Operacional Padrão (POP) do Biobanco do A.C.Camargo Cancer Center. A concentração e a 

pureza do DNA de leucócitos foram avaliadas por espectrofotômetro (NanoDrop 1000, Thermo 

Scientific, US). 

O DNA das amostras de plasma foi extraído em parte no Biobanco do A.C. Camargo Cancer 

Center, em parte no nosso laboratório. As amostras de sangue periférico para extração de DNA 

de plasma foram coletadas em tubo PAXgene Blood ccfDNA Tube (Qiagen, Alemanha) e 

submetido a centrifugação a 3000 rpm durante 15 minutos em temperatura ambiente. O plasma 
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foi cuidadosamente transferido para um tubo cônico de 15 ml e submetido a outra centrifugação 

a 3000 rpm durante 10 minutos em temperatura ambiente para remover os leucócitos 

remanescentes. O plasma foi recuperado em um tubo cônico de 15 ml e armazenado no Biobanco 

do A.C. Camargo Cancer Center a -80ºC até a extração do cfDNA. A extração foi realizada usando 

uma alíquota de 2 ml de plasma com o MagMAX™ Cell-Free DNA Isolation Kit (Thermo Fischer 

Scientific, USA) de acordo com as instruções do fabricante, ou de forma automatizada usando o 

equipamento King Fisher DUO Prime (Thermo Fischer Scientific, USA) no nosso laboratório. Após 

extração, as amostras de cfDNA de plasma foram submetidas à análise de qualidade por 

Bioanalyzer (Agilent, USA) ou TapeStation (Agilent, USA) (Apêndice 1). As amostras que 

continham pelo menos 75% de cfDNA em fragmentos de 120bp a 260bp foram selecionadas para 

avaliação por biópsia líquida. 

 

3.4.3 Urina 

 

O DNA das amostras de urina foi extraído no Biobanco do A.C. Camargo Cancer Center. 

As amostras de urina foram coletadas em um tubo cônico de 50 ml e mantidas em geladeira por 

até 2h, partindo então para o processamento da amostra. A urina foi centrifugada a 3000g 

durante 10 minutos em temperatura ambiente, então os sobrenadantes foram transferidos para 

outros tubos cônicos de 50 ml. O sedimento celular (juntamente com um volume residual de 

urina de aproximadamente 100 μl) foi transferido para um tubo de 1,5 ml. Ambos os sedimentos 

e sobrenadantes foram congelados imediatamente a -80°C para posterior extração de DNA e 

cfDNA, respectivamente.  

Para extração de DNA dos sedimentos de urina, estes foram descongelados à temperatura 

ambiente e passaram por pré-tratamento. Foram adicionados 20 μl de Proteinase K 20 mg/ml 
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(QIAGEN, Hilden, Alemanha), 20 μl de B-Mercaptoetanol (Sigma Aldrich Corporations, Missouri, 

USA) e 1000 μl do tampão de lise ATL (QIAGEN, Hilden, Alemanha). Esta solução foi 

homogeneizada no vortex durante um minuto e mantida a 56 °C durante 2 horas a 900 rpm para 

lise inicial do material. O sedimento de urina foi então transferido para um tubo de 2,0 ml.  

O sedimento de urina pré tratado e o sobrenadante de urina foram inseridos no 

equipamento de extração automatizado para purificação de DNA e cfDNA, respectivamente. A 

extração foi realizada no equipamento QIASymphony SP (QIAGEN, Hilden, Alemanha) usando o 

QIASymphony DNA Midi Kit (QIAGEN, Hilden, Alemanha), de acordo com o Procedimento 

Operacional Padrão (POP) do Biobanco do A.C.Camargo Cancer Center. 

A concentração e a pureza dos DNAs foram avaliadas por espectrofotômetro (NanoDrop 

1000, Thermo Scientific, US). 

Para a confecção das bibliotecas, as amostras de DNA de sedimento de urina e de cfDNA 

de sobrenadante de urina foram descongeladas em gelo e tiveram seu volume seco em 50% no 

SpeedVac (Thermo Fischer Scientific, USA).  

 

3.5 Processamento e extração do DNA das amostras de tumor, plasma, urina e saliva de 

pacientes com TW coletadas em outras instituições 

 

Para as coletas realizadas em outras instituições, o DNA de leucócitos foi substituído pelo 

DNA obtido a partir de saliva com o uso de swab bucal para a análise de variante somática no 

tecido tumoral, para a filtragem de variantes germinativas. Para a extração de DNA do swab bucal 

foi usado o protocolo de purificação do kit PrepIT-L2P (PT-L2P) (DNA Genotek Inc., Canadá) de 

acordo com o protocolo do fabricante.  
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Os tecidos tumorais coletados em outras instituições foram fixados em formalina e 

embebidos em parafina (FFPE, do inglês formalin fixed, paraffin embeded) e enviados para o 

Biobanco do A.C.Camargo Cancer Center para extração do DNA, de acordo com o descrito no 

tópico 3.3.1. Lâminas foram submetidas à análise histológica por um patologista para avaliar a 

porcentagem do tecido de interesse. Amostras com pelo menos 70% de células malignas 

seguiram para extração do DNA através do método fenol-clorofórmio, de acordo com o 

procedimento operacional padrão (POP) do Banco de Macromoléculas do A.C.Camargo Cancer 

Center. 

O sangue periférico para extração de cfDNA de plasma foi coletado em tubo PAXgene 

Blood ccfDNA Tube (Qiagen, Alemanha) e o procedimento para extração foi descrito previamente 

no tópico 3.3.2. 

 Nas instituições parceiras, as amostras de urina foram coletadas e mantidas refrigeradas 

por até 2h, sendo trazidas para o Biobanco do A.C. Camargo Cancer Center em seguida para a 

extração dos DNAs de ambos os componentes, conforme descrito no tópico 3.3.3. 

 

3.6 Elaboração do painel de genes frequentemente mutados em TW 

 

 Para a elaboração do painel foram selecionados genes identificados como mutados em 

TW através de revisão da literatura. Foram selecionados estudos que disponibilizam dados de 

sequenciamento de exoma ou de genes específicos. Esses dados foram tabulados e genes 

sequenciados em mais de um estudo tiveram o número total de amostras mutadas e amostras 

verificadas somados.  

Foram selecionados os genes mutados em ao menos 0,5% das amostras nos estudos 

avaliados. No caso de hotspots, somente essas regiões foram selecionadas para inclusão no 
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painel. Já no caso de mutações distribuídas ao longo do gene, toda a região codificante foi 

incluída. 

 As mutações foram mapeadas nos genes para referência visual através da ferramenta 

Mutation Mapper do cBioPortal (http://www.cbioportal.org/mutation_mapper.jsp). 

 

3.7 Sequenciamento paralelo para identificação de variantes somáticas em DNA de tecido 

tumoral 

 

3.7.1 Tumor de Wilms – PAINEL TW-35 e sequenciamento de exoma (WES) 

 

O preparo das bibliotecas foi realizado para as amostras de DNA de leucócito e de tumor 

utilizando o Ion AmpliSeq™Library Kit 2.0 (Thermo Fischer Scientific, EUA), segundo as instruções 

do fabricante. As amostras foram sequenciadas na plataforma Ion Proton ou Ion GeneStudio S5 

System (Thermo Fischer Scientific, EUA) utilizando o chip Ion PIv3 ou 540. 

O painel de genes TW-35 contém 35 genes frequentemente mutados em TW e foi 

elaborado de acordo com o tópico anterior, “3.5 - Elaboração do painel de genes frequentemente 

mutados em TW”. Os genes contidos neste painel estão listados nos Apêndices 2 e 3. 

 Para as amostras de TW que não tiveram variante somática identificada nos genes do 

PAINEL TW-35 foi realizado o WES do DNA de tecido tumoral e DNA de leucócitos utilizando o kit 

xGen® Exome Research Panel (IDT Technologies, USA) e o equipamento NextSeq 500 (Illumina) 

conforme instruções do fabricante. 
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3.7.2 Carcinoma renal de células claras – PAINEL CCR-28 e CCP 

 

Para os casos de ccRCC, as variantes somáticas foram previamente identificadas num 

estudo anterior do grupo (Meira, 2022) através do sequenciamento de genes do PAINEL CCR-28. 

Os genes que fazem parte do PAINEL CCR-28 encontram-se listados no Apêndice 2. Estas 

mutações foram então utilizadas para análise de urina e plasma dos pacientes de ccRCC do 

presente estudo. 

Para as amostras de ccRCC que não tiveram variante somática identificada no estudo 

anterior através de PAINEL CCR-28 (Meira, 2022), foi realizado o sequenciamento do painel 

Comprehensive Cancer Panel (CCP) (Thermo Fischer Scientific, EUA) que contém 409 genes 

encontrados frequentemente mutados em tumores sólidos em adultos (Apêndice 2), de acordo 

com as instruções do fabricante. As bibliotecas foram sequenciadas na plataforma Ion 

GeneStudio S5 System (Thermo Fischer Scientific, EUA) utilizando o chip Ion 540. 

 

3.7.3 Chamada de variantes somáticas em DNA de tecido tumoral 

 

Para o sequenciamento do PAINEL TW-35 e do PAINEL CCP, as variantes nos DNAs de 

tumor e leucócito foram identificadas e anotadas usando o plugin Ion Torrent Variant Caller 

(Thermo Fischer Scientific, USA). Destas, possíveis variantes somáticas foram selecionadas 

através do software VarSeq (Golden Helix, USA) utilizando os seguintes critérios: I) variante 

presente em pelo menos 5% dos reads no DNA de tumor e ausente no DNA de leucócito, II) 

variantes não-sinônimas em regiões codificantes (SNVs ou INDELs), III) ausência em bancos de 

dados populacionais (ExAC, dbSNP, 1000genomes) ou minor allele frequency (MAF) ≤0,01. 
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Variantes selecionadas foram visualmente verificadas utilizando o software IGV - Integrative 

Genomics Viewer (Broad Institute, USA). 

Para a análise dos dados de sequenciamento de exoma, foi utilizado o pipeline de 

chamada de variante somática definido pelo software do GATK (Genome Analysis Toolkit) para 

alinhamento, pré-processamento e chamada de variantes. Foi feito o alinhamento dos arquivos 

FASTQ com o software BWA no modo MEM contra a sequência referência do genoma humano 

GRCh37 (hg19) e os BAMs foram pré-processados a partir do GATK. Foi utilizado o Mutect2 de 

forma pareada (amostras de tumor e de leucócito) para filtragem das variantes germinativas e 

identificação das variantes somáticas. As variantes foram então anotadas com os softwares 

snpEff e SnpSift (v4.3) utilizando os bancos de dados dbnsfp (v3.5) e ABRaOM (v1.0.2). Por fim, 

foram aplicados os hard filters descritos na documentação do GATK Best Practices, incluindo filtro 

de strand bias (OxOG). O arquivo VCF com as variantes que passaram em todos os filtros foi 

avaliado no software VarSeq (Golden Helix) para anotações adicionais e filtragem de variantes. 

As variantes identificadas foram filtradas seguindo os seguintes critérios: I) qualidade >30; II) DP 

(Read Depth) >10; III) AD (Allele Depth) >5; IV) AF (Allele Frequency) ≤0,01 ou ausente; V) variante 

presente em pelo menos 5% dos reads no DNA de tumor e ausente no DNA de leucócito VI) 

variantes não-sinônimas em regiões codificantes (SNVs ou INDELs), VII) ausência em bancos de 

dados populacionais (ExAC, dbSNP, 1000genomes) ou minor allele frequency (MAF) ≤0,01. 

 

3.8 Detecção de tDNA em amostras plasma e urina 

 

O sequenciamento dos DNAs de plasma e de urina foi feito pelo método PATS (do inglês 

“personalized amplicon target sequencing”) de forma personalizada para cada paciente. Pares de 

primers que geram amplicons de 100 bp até 160 bp foram desenhados com a ferramenta Primer3 
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(http:// http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0) para amplificar a região específica da variante no 

DNA extraído de fluidos corpóreos, gerando um painel específico para cada paciente para ser 

utilizado nas amostras de DNAs de plasma e de urina. A reação de PCR foi realizada utilizando o 

Multiplex PCR Kit (QIAGEN, EUA). Os produtos amplificados foram verificados em gel de agarose 

2%. 

Para os casos de TW, os DNAs do sobrenadante e do sedimento de urina seguiram para 

confecção de bibliotecas separadas. Já para os casos de ccRCC, os DNAs de sedimento e de 

sobrenadante da mesma amostra de urina foram agrupados de forma equimolar, gerando 

somente 1 biblioteca de urina para cada amostra. Tanto para as bibliotecas de DNA de urina 

quanto de cfDNA de plasma, o input de DNA foi de pelo menos 2,5 ng. Para algumas amostras de 

TW onde havia material disponível, as reações foram realizadas em duplicata e os resultados 

foram apresentados como média da FA na Tabela 12. Os resultados individuais de cada replicata 

podem ser conferidos no Apêndice 7. 

Para a construção das bibliotecas, foi utilizado o kit Ion Xpress Plus Fragment Library Kit 

(Thermo Fischer Scientific, USA) de acordo com as instruções do fabricante. As amostras foram 

sequenciadas utilizando o chip Ion PI™ ChipV3 ou 540 nas plataformas Ion Proton ou Ion 

GeneStudio S5 System (Thermo Fischer Scientific, USA).  

Para o sequenciamento de amplicon das amostras de fluidos corpóreos, os arquivos BAM 

gerados após o sequenciamento foram carregados para visualização no software IGV - Integrative 

Genomics Viewer (Broad Institute, USA). As variantes somáticas previamente identificadas em 

cada paciente foram diretamente avaliadas no arquivo .BAM do sequenciamento de amplicon de 

seus respectivos DNAs de plasma e urina, e a frequência alélica da variante (FA) e a cobertura de 

sequenciamento foram anotadas. Para cada variante somática foi realizado também um controle 

negativo através do sequenciamento de amplicon de DNA de leucócito controle, definindo assim 
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o ruído da reação. O ruído de sequenciamento obtido para cada variante pode ser verificado no 

Apêndice 4. 

As variantes somáticas detectadas em DNA de plasma e urina foram consideradas 

positivas seguindo os seguintes critérios: I) FA ≥ 2x a FA do ruído de sequenciamento para a 

variante somática específica; II) FA ≥ 0,5%. Para considerar uma amostra negativa para tDNA, o 

número mínimo de leituras da variante foi de 20.000x, número já estabelecido pelo grupo e que 

garante alta sensibilidade na detecção de tDNA em fluidos corpóreos. 

 

3.9 Rastreamento de variantes germinativas patogênicas utilizando painéis multigênicos de 

genes de predisposição ao câncer. 

 

Amostras de DNA constitutivo (de leucócito ou de tecido não neoplásico adjacente ao 

tumor) de pacientes com TW e com CCR foram avaliadas utilizando um painel customizado de 

126 genes de predisposição ao câncer criado anteriormente no nosso grupo (de Carvalho, 2022). 

Os genes deste painel encontram-se listados no Apêndice 2.  

Foi adotada uma estratégia de pools de amostras com o intuito de reduzir os custos do 

sequenciamento e aumentar a quantidade de amostras analisadas. Essa estratégia permite a 

detecção de variantes germinativas com alta qualidade por meio de uma abordagem de 

amostragem em pools bidimensionais, semelhante ao método descrito por (Zuzarte et al. 2014). 

Resumidamente, esse método consiste em distribuir individualmente o DNA dos pacientes em 

placas de 96 poços e combiná-los em duas dimensões: uma considerando as linhas da placa, 

gerando 8 pools, e outra considerando as colunas, gerando 12 pools. No total, são gerados 20 

pools que serão sequenciados para as 96 amostras. Essa estratégia bidimensional possibilita a 

identificação precisa das variantes presentes em cada paciente, pois a mesma variante é 
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detectada em um pool de linha e um de coluna, permitindo a identificação do paciente de acordo 

com o mapeamento das amostras na placa. 

Cada um dos pools de linhas ou colunas seguiram para a construção da biblioteca e 

enriquecimento dos genes de interesse. O DNA genômico foi fragmentado por digestão 

enzimática e ligado a adaptadores e barcodes específicos com o kit QIAseq FX DNA Library Kit 

(Qiagen). A captura das regiões alvo foi realizada através de hibridização com sondas biotiniladas 

(xGen Gene Capture Pools - IDT Technologies), seguindo as recomendações do fabricante. O 

sequenciamento foi realizado na plataforma NextSeq 500 (Illumina), utilizando os kits NextSeq 

500/550 High Output Kit v2 (300 cycles) ou NextSeq 500/550 Mid Output Kit v2 (300 cycles), 

visando obter uma cobertura mínima de 200X para 100% das bases alvo em cada biblioteca. Uma 

cobertura de 200x garante que, considerando um pool equimolar, todas as amostras do pool 

estejam bem representadas. Quando a cobertura é dividida pelo número de amostras em cada 

pool, pelo menos 25 leituras (para os pools de coluna, com 8 amostras) e aproximadamente 16 

leituras (para pools de linha, com 12 amostras) estão presentes para cada indivíduo representado 

no pool. 

 

3.9.1 Interpretação e classificação das variantes germinativas 

 

Após o sequenciamento do painel de 126 genes, a ferramenta Isaac Enrichment v2.1, 

disponível no aplicativo BaseSpace (Illumina), foi utilizada para realizar o alinhamento e as 

chamadas variantes. As variantes identificadas foram anotadas e filtradas no software VarSeq 

(Golden Helix). Foram aplicados filtros específicos para seleção de variantes germinativas raras: 

I) Qualidade ≥ 30; II) cobertura da base ≥ 30X; III) FA ≥ 25%; IV) frequência populacional [MAF] ≤ 

0,02 ou ausente nos bancos de dados populacionais (ExAC, ESP, 1000genomes). Foram 
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selecionadas apenas variantes em regiões codificantes ou em regiões adjacentes aos limites 

éxon-íntron (até 10 bp intrônicos). As variantes detectadas no estudo foram avaliadas quanto à 

sua classificação em bancos de dados e ferramentas de classificação clínica de variantes (ClinVar, 

VarSome) e foram classificadas segundo os critérios sugeridos pelo American College of Medical 

Genetics (ACMG) (Richards et al. 2015). 

 

3.10 Validação de variantes somáticas e de variantes germinativas 

 

Para a validação das variantes somáticas identificadas no DNA de tumor e das variantes 

germinativas identificadas em DNA de leucócito ou de tecido não neoplásico foi realizado o 

sequenciamento de amplicon por NGS (Deep Amplicon Sequencing) utilizando 10 ng de DNA 

genômico de leucócito ou de tecido não neoplásico e, para as variantes somáticas, também foi 

avaliado o DNA genômico de tecido tumoral congelado. A validação foi realizada através de 

sequenciamento de amplicon por NGS após PCR multiplex usando primers específicos para a 

região da variante. A reação de PCR multiplex foi feita utilizando o Multiplex PCR Kit (QIAGEN, 

EUA) conforme as instruções do fabricante. O produto seguiu para ligação de adaptadores e 

barcodes utilizando o kit Ion Xpress Plus Fragment Library Kit (Thermo Fischer Scientific, USA) e 

foi sequenciado na plataforma ION Proton ou Ion GeneStudio S5 System (Thermo Fischer 

Scientific, EUA).  

Os arquivos BAM gerados após o sequenciamento foram carregados para visualização no 

software IGV - Integrative Genomics Viewer (Broad Institute, USA) para a confirmação da 

variante. 
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3.11 Análise cromossômica por microarranjo genômico (Chromosome Microarray Analysis - 

CMA) 

 

A análise de alterações cromossômicas foi realizada em um único caso de TW do presente 

estudo, onde não houve variante somática identificada através do sequenciamento dos genes do 

PAINEL TW-35 e nem através do sequenciamento de exoma. 

Foi realizada a investigação de alterações cromossômicas submicroscópicas por 

microarranjo genômico com a plataforma de Oligonucleotide Array-Based CGH (Agilent 

Technologies – California, EUA), contendo 180.000 sondas (180K). O procedimento e a análise 

foram realizados pela Dra. Silvia Souza da Costa, técnica especializada do Laboratório de Genética 

Humana do IBUSP, sob supervisão da Dra. Ana Krepischi.  

Na análise, foram utilizados os programas Genomic Workbench (Agilent Technologies – 

California, EUA) e Nexus Copy Number (Biodiscovery), considerando apenas alterações de no 

mínimo três sondas consecutivas e com log2 teste/controle ≥ 0,3 para ganhos e ≤ -0,3 para 

perdas. CNVs comuns, descritas em três ou mais estudos realizados em população controle 

depositados no banco de dados Database of Genomic Variants – DGV 

(http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home), foram desconsideradas. 

 

3.12 Análise estatística 

 

Foram realizadas análises de associação entre a detecção de tDNA em amostras de DNA 

de plasma e de urina e progressão de doença (ocorrência de metástase, recaída ou morte pela 

doença), variáveis clínicas e variáveis patológicas.  
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Para a análise de associação dos casos de ccRCC, os resultados das amostras de plasma e 

urina M1 (coletados de 6 a 8 semanas pós cirurgia) e M2 (6 meses pós cirurgia) foram agrupadas 

como M1+M2 (1º ano após a cirurgia) e os resultados das amostras M3 (18 meses pós cirurgia) 

e M4 (30 meses pós cirurgia) foram agrupadas como amostras M3+M4 (2º ano em diante), 

visando uma melhor análise ao aumentar o n para cada momento de coleta. Para a análise dos 

casos de TW, os resultados das amostras de sedimento e sobrenadante de urina foram agrupados 

como “URINA”, sendo considerado positivo para tDNA o agrupamento onde ao menos um dos 

dois componentes é positivo para tDNA. 

Para avaliar a associação entre variáveis qualitativas, foi utilizado o teste qui-quadrado ou 

o teste exato de Fisher, quando apropriado.  Para comparar variáveis qualitativas em relação à 

distribuição de variáveis quantitativas, o teste não-paramétrico de Mann-Whitney foi utilizado. 

O estimador de Kaplan-Meier foi considerado para estimar as curvas de sobrevida livre de 

progressão e sobrevida global e a comparação dos grupos em relação à sobrevida foi realizada 

pelo teste de log-rank.  O nível de significância adotado foi de 5% e as análises estatísticas foram 

realizadas por meio do software SPSS versão 28 e do GraphPad v9.5.1. Os testes foram realizados 

pelo departamento de Estatística do A.C.Camargo Cancer Center. 

Para cada caso de TW e de ccRCC foi definido um status de progressão de doença positivo 

ou negativo, considerando positivo os pacientes que tiveram recaída, metástase ou óbito. Para 

os casos de TW, as variáveis patológicas analisadas foram: 

• Subtipo tumoral (blastema / outros subtipos) 

• Estadiamento tumoral (I ou II / III, IV ou V) 

• Risco (intermediário / alto) 

• Multifocalidade (ausente / presente) 

• Anaplasia (ausente / presente) 
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• Necrose tumoral (ausente / presente) 

• Infiltração de cápsula renal (ausente / presente) 

• Infiltração de tecido peri-renal (ausente / presente) 

• Infiltração de seio renal (ausente / presente) 

• Infiltração microscópica sanguínea (ausente / presente) 

• Infiltração microscópica linfática 

 

Na casuística não havia casos de baixo risco; com infiltração de ureter, artéria renal e veia 

renal; com infiltração microscópica perineural; com margens cirúrgicas comprometidas. Sendo 

assim, estas variáveis não foram analisadas. 

 

Para os casos de ccRCC, as variáveis patológicas analisadas foram: 

• Tamanho do tumor (maior eixo, em cm) 

• Componente sarcomatóide (ausente / presente) 

• Componente rabdóide (ausente / presente) 

• Infiltração de cápsula renal (ausente / presente) 

• Infiltração de gordura peri-renal (ausente / presente) 

• Invasão microscópica sanguínea (ausente / presente) 

• Invasão microscópica linfática (ausente / presente) 

• Invasão microscópica perineural (ausente / presente) 

• Estadiamento patológico (pT1 e pT2 / pT3) 

• Graduação ISUP (1-3 / 4) 

• Necrose tumoral (ausente / presente) 

• Margens cirúrgicas (livres / comprometidas) 
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3.13 Aprovação do projeto 

 

 Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética do A.C.Camargo Cancer Center sob o 

número 2559/18 (Anexos 1, 2, 3 e 4) e 2397/17 (Meira, 2022) (Anexos 5 e 6). 

 

4. RESULTADOS  

 

4.1 Elaboração do painel de genes frequentemente mutados em TW 

 

Para a seleção dos genes mais frequentemente mutados em TW, foram avaliados 13 

estudos, incluindo dados obtidos anteriormente em nosso grupo (Torrezan e Ferreira et al. 2014; 

Miguez et al. 2020). Os estudos selecionados encontram-se listados na Tabela 6. 

 

Tabela 6 - Bibliografia utilizada para seleção de genes e mapeamento de mutações. 

Título Autores Ano Revista 
Tipo de 

seq. 
n 

An X chromosome gene, WTX, is commonly 
inactivated in Wilms tumor. 

Rivera et al 2007 Science Target 51 

Wilms tumor genetics: mutations in WT1, WTX, 
and CTNNB1 account for only about one-third of 

tumors. 

Ruteshouser 
et al 

2008 
Genes 

Chromosomes 
Cancer 

Target 125 

Subtype-specific FBXW7 mutation and MYCN 
copy number gain in Wilms' tumor. 

Williams et al 2010 
Clin Cancer 

Res 
Target 99 

WT1, WTX and CTNNB1 mutation analysis in 43 
patients with sporadic Wilms' tumor. 

Cardoso et al 2013 Oncol Rep Target 43 

Biallelic DICER1 mutations occur in Wilms 
tumours. 

Wu et al 2013 J Pathol Target 191 

Recurrent somatic mutation in DROSHA induces 
microRNA profile changes in Wilms tumour. 

Torrezan et al 2014 Nat Commun 
Target e 

WES 
66 

Somatic mutations in DROSHA and DICER1 impair 
microRNA biogenesis through distinct 

mechanisms in Wilms tumours. 
Rakheja et al 2014 Nat Commun WES 15 
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Recurrent DGCR8, DROSHA, and SIX 
homeodomain mutations in favorable histology 

Wilms tumors. 
Walz et al 2015 Cancer Cell Target 77 

Mutations in the SIX1/2 pathway and the 
DROSHA/DGCR8 miRNA microprocessor complex 
underlie high-risk blastemal type Wilms tumors. 

Wegert et al 2015 Cancer Cell WES 58 

Chromosomal anomalies at 1q, 3, 16q, and 
mutations of SIX1 and DROSHA genes underlie 

Wilms tumor recurrences. 

Spreafico et 
al 

2016 Oncotarget Target 8 

A Children's Oncology Group and TARGET 
initiative exploring the genetic landscape of 

Wilms tumor. 
Gadd et al 2017 Nat Genet WES/WGS 117 

Pan-cancer genome and transcriptome analyses 
of 1,699 paediatric leukaemias and solid tumours 

Xiaotu et al 2018 Nature WES/WGS 128 

Assessment of somatic mutations in urine and 
plasma of Wilms tumor patients 

Miguez et al 2020 Cancer Med 
Target e 

WES 
6 

Fonte: autoria própria. 
Legenda: Target, sequenciamento de genes específicos; WES, sequenciamento de exoma; WGS, sequenciamento de 
genoma completo. 

 

  

No total, estes estudos apresentam dados de 978 amostras de TW, sendo 318 por 

sequenciamento completo de exoma (WES, do inglês “whole exome sequencing”) ou genoma 

(WGS, do inglês “whole genome sequencing”) e 660 por sequenciamento de genes específicos 

(target). 

TP53 foi o gene mais mutado nestes estudos, apresentando variantes somáticas em 63 

(14,75%) das 427 amostras de TW que tiveram esse gene avaliado, seguido por DROSHA, com 59 

(11,75%) das 502 amostras avaliadas. O estudo de Gadd et al. (2017) avaliou uma casuística de 

TW enriquecida para casos de alto risco, com anaplasia, e para casos de baixo risco que 

apresentaram recidiva. TW com anaplasia costuma apresentar variante somática em TP53, o que 

justifica o alto número de casos com TP53 mutado neste estudo. Os outros genes selecionados 

encontram-se listados na Tabela 7 e na Figura 6. 

Num trabalho anterior do grupo, dois genes foram identificados como mutados no caso 

de prova de conceito de biópsia líquida para TW (caso TW01, também presente neste estudo), 

INTS1 e TNRC18 (Miguez et al. 2020). Foi realizado o sequenciamento paralelo de 37 amostras 
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de TW utilizando um painel contendo a região codificante destes 2 genes, revelando 2 amostras 

com variante somática no INTS1 (2/37, 2,7%) e 3 amostras mutadas no TNRC18 (3/37, 8,1%) 

(Miguez, 2018). Ao somar a estes dados os outros casos de TW na literatura encontrados 

mutados nestes genes, temos que o gene INTS1 está mutado em 1,1% dos TW (4/359) e o gene 

TNRC18 em 2,5% (9/359) (Tabela 8). TNRC18 é um gene ainda pouco caracterizado, mas 

evidências apontam que ele exerce atividade no processo de silenciamento da cromatina e que 

é expresso principalmente no tecido renal (Fagerberg et al. 2014). Já o INTS1 media o 

processamento da região 3’ dos pequenos RNAs nucleares U1 e U2, mediando o processamento 

das moléculas de RNA mensageiro (Baillat et al. 2005). Estes dois genes participam de vias 

relacionadas à regulação transcricional e pós transcricional, vias sabidamente relacionadas ao 

TW.  

 

Tabela 7 - Variantes somáticas identificadas nos principais genes dos trabalhos avaliados. 
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n avaliado 66 117 58 15 2 4 37 77 8 51 43 87 12 125 128  

Gene Número de amostras mutadas em cada estudo 
% casos 
mutados 

DROSHA 13 13 2 6  1  8 7      9 11,75 
DGCR8 6 4 6 0 0 0  3 0      4 4,56 
XPO5 1 3 0 0 0 0  1       2 1,41 
DICER1 3 4 0 2 0 0  1 0      2 2,38 
TARBP2 2 0 0 0 0 0         0 0,48 
CTNNB1 5 7 1 6 2 0   2 9 3 2   6 7,07 
TP53 2 28 5 3 0 0   1      24 14,75 
WT1 5 7 1 4 0 0   0 2 0  1  4 4,50 
WTX/AMER1 3 0 0 0 1 0   0 7 0   4 6 3,48 



52 
 

DIS3L2 2 1 0 0 0 0         1 0,95 
FBXW7 2 0 1 0 0 0       1  0 0,93 
INTS1  0 1 0  1 2        0 1,11 
TNRC18  2 1 0  1 3        2 2,50 
SIX1  5 4 0  0  4 7      4 5,50 
SIX2  4 2 0  0  4 0      3 2,98 
MYCN  3 3 2  0         4 3,42 
SMARCA4  0 0 2  0         0 0,57 
ARID1A  3 0 2  0         2 1,99 
ABCA7  0 2 0  0         0 0,57 
CHD4  2 2 0  0         2 1,71 
GLI3  0 2 0  0         2 1,14 
REST  1 2 0  0         0 0,85 
RYR2  1 2 0  0         1 1,14 
TTN  0 2 0  0         3 1,42 
U2AF2  0 2 0  0         0 0,57 
DCHS1  0 4 0  0         2 1,71 
RERE  0 2 1  0         0 0,85 
BCOR  5 0 0  0         4 2,56 
MLLT1  10 0 0  0         8 5,13 
MAX  3 1 0  0         2 1,71 
NONO  3 0 0  0         3 1,71 
KLHL30  0 1 0  1         0 0,57 
SLC25A5  0 0 3  0         1 1,14 
NOTCH1  0 0 3  0         1 1,14 
NOTCH2  0 0 3  0         0 0,85 

Fonte: autoria própria. 
Legenda: Target (1), somente o gene CTNNB1 foi analisado em uma coorte de 87 amostras em Williams et al. 2010; 
Target (2), somente os genes WT1 e FBXW7 foram analisados em uma coorte de 12 amostras em Williams et al. 
2010. 

 

 

Mutações hotspots importantes se destacaram, como em TP53 (p.R342*/P, em 2,3% das 

amostras), DROSHA (p.E1147K, em 4% das amostras), CTNNB1 (p.S45C/F/P/Y/del, em 2,5% das 

amostras), SIX1 e SIX2 (p.Q177R em 4,6% e 2,3% das amostras, respectivamente), MLLT1 

(p.117_118insNHL, em 1,4% das amostras), DGCR8 (p.E518K, em 2,6% das amostras), WTX 

(p.R358*, em 0,8% das amostras), MYCN (p.P44L/T, em 3,4% das amostras) e MAX (p.R60Q, em 

1,7% das amostras). 
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Fonte: autoria própria. 
Figura 6 - Genes mais mutados em TW, segundo levantamento bibliográfico. 
 

 Esse estudo gerou um painel com 35 genes frequentemente mutados em TW, chamado 

PAINEL TW-35 (Apêndices 2 e 3), com cobertura horizontal de 65,79Kb. Este painel pode ser 

usado tanto em DNA genômico quanto em amostras de urina e plasma, sendo adequado para 

cell free DNA (cfDNA) ao gerar amplicons de 125bp a 140bp. Em comparação ao painel de genes 

mutados em TW desenvolvido anteriormente pelo grupo (Torrezan et al. 2014), foram incluídos 
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23 novos genes (Tabela 8) que apresentam funções no desenvolvimento embrionário, na 

regulação transcricional e pós transcricional, entre outros. 

 

Tabela 8 - Funções dos genes incluídos no novo PAINEL TW-35. 
 

Gene % mutado Via Wnt 
Desenv. 

embrionário 

Regulação 
transcricional e pós 

transcricional 
Outras vias 

TP53 (FL) 14,75 X       

DROSHA (FL) 11,75   X  

CTNNB1 (P) 7,07 X       
SIX1 (H) 5,5  X   

MLLT1 (P) 5,13     X   
DGCR8 (P) 4,56   X  

WT1 (FL) 4,5   X     
WTX/AMER1 (P) 3,48 X    

MYCN (H) 3,42   X     
SIX2 (H) 2,98  X   

BCOR (P) 2,56     X   

DICER1 (P) 2,38   X  

TNRC18 (P) 2,32     X   
ARID1A (P) 1,99   X  

CHD4 (P) 1,71     X   
DCHS1 (P) 1,71    X 
MAX (H) 1,71     X   
NONO (H) 1,71   X  

TTN (P) 1,42       X 
XPO5 (P) 1,41   X  

GLI3 (P) 1,14   X X   

RYR2 (P) 1,14  X  X 
SLC25A5 (P) 1,14       X 
NOTCH1 (P) 1,14  X   

INTS1 (P) 1,03     X   

DIS3L2 (P) 0,95     

FBXW7 (P) 0,93     X   
REST (FL) 0,85  X X  

RERE (P) 0,85   X X   
NOTCH2 (P) 0,85  X   

SMARCA4 (P) 0,57     X   
ABCA7 (P) 0,57    X 

U2AF2 (H) 0,57     X   
KLHL30 (P) 0,57    X 

TARBP2 (P) 0,5     X   

Fonte: autoria própria.  
Legenda: Em vermelho: genes novos, que não estavam presentes no painel de Torrezan e Ferreira et al. 2014; (FL), 
Full lenght; (P), Parcial; (H), Hotspot. 
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 A capacidade deste novo painel para a identificação de variantes somáticas em amostras 

de TW foi avaliada através do sequenciamento de 14 amostras aleatórias pareadas (DNA de 

tumor e de leucócito) e 4 amostras aleatórias de tumor isoladas (amostras com prefixo COG, 

utilizadas em estudos anteriores do nosso grupo) usando o novo PAINEL TW-35 e também o 

painel desenvolvido anteriormente (Torrezan e Ferreira et al. 2014).  

Com o novo painel foi possível identificar variantes somáticas em 11 das 18 amostras 

(61,1%), sendo que no painel anterior 4 dessas amostras tiveram variantes confirmadas como 

somáticas (22,2%) (Tabela 9). No caso P-TW-32, que apresentou variantes somáticas em CTNNB1 

e WTX identificadas pelo Painel de Torrezan et al. (2014), a variante em WTX c.1057G>T não foi 

detectada com o painel TW-35 devido à região correspondente não ter sido coberta por este 

novo painel dada a sua composição de primers. 

 

Tabela 9 - Variantes somáticas identificadas em amostras de TW através do sequenciamento dos 

genes do painel anterior (Torrezan et al. 2014) e do novo PAINEL TW-35.  

 
 Painel Torrezan et al. (2014) PAINEL TW-35 

Amostra Gene cDNA Proteína FA Gene cDNA Proteína FA 

P-TW-01 CTNNB1 c.134C>T p.Ser45Phe 55% CTNNB1 c.134C>T p.Ser45Phe 45% 

P-TW-04         

P-TW-12 DROSHA c.3439G>A p.Glu1147Lys 35% DROSHA c.3439G>A p.Glu1147Lys 35% 

P-TW-15     TNRC18 c.1505C>T p.Pro502Leu 47% 
P-TW-15     GLI3 c.4609C>T p.Arg1537Cys 50% 
P-TW-15     NOTCH1 c.6853G>A p.Val2285Ile 51% 

P-TW-19     MYCN c.131C>T p.Pro44Leu 16% 

P-TW-20         

P-TW-21         

P-TW-26     INTS1 c.2257G>A p.Gly753Ser 44% 
P-TW-26     TNRC18 c.3499del p.Glu1167Argfs*40 49% 

P-TW-27         

P-TW-28     MYCN c.131C>T p.Pro44Leu 47% 
P-TW-32 CTNNB1 c.1149G>T p.Trp383Cys 47% CTNNB1 c.1149G>T p.Trp383Cys 45% 
P-TW-32 WTX c.1057G>T p.Arg353* 49%     

P-TW-35 DROSHA c.3665A>G p.Glu1222Gly 32% DROSHA c.3665A>G p.Glu1222Gly 50% 
P-TW-35     KLHL30 c.1253C>A p.Ala418Asp 45% 
P-TW-35     SIX1 c.530A>G p.Gln177Arg 51% 

COG246     SIX2 c.530A>G p.Gln177Arg 51% 

COG1060     NOTCH2 c.6094C>A p.His2032Asn 49% 
COG1060     RYR2 c.5120T>C p.Ile1707Thr 31% 
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COG2113         

COG420     NOTCH2 c.6223G>A p.Val2075Met 50% 

TW09         

TW10         

Total: 4/18 amostras (22,2%) 11/18 amostras (61,1%) 

Fonte: autoria própria. 
Legenda: FA, frequência alélica da variante. 
 
 
 

4.2 Detecção de DNA tumoral em amostras de plasma e urina de pacientes com tumor de 

Wilms 

 

4.2.1 Casuística de TW  

 

No presente estudo foram incluídos 6 pacientes avaliados anteriormente no nosso estudo 

de prova de conceito (TW01-TW06) (Miguez et al. 2020) e 4 novos pacientes recrutados durante 

a vigência do presente estudo (TW09-TW14), totalizando 10 casos. Destes, um é oriundo da 

colaboração com a Rede D’Or (TW11) (Tabela 10).  

A média de idade dos pacientes recrutados é de 38 meses (3 anos e 2 meses) no momento 

do diagnóstico, variando de 8 meses a 5 anos e 11 meses. Nove casos são do sexo feminino (90%) 

e 1 é do sexo masculino (10%).  

 

Tabela 10 - Informações gerais sobre os pacientes com TW recrutados para a análise de biópsia 
líquida. 
 

Variável Categoria n (%) 

Sexo 
Masculino 1 10,0% 
Feminino 9 90,0% 

Risco 
Baixo 0 0,0% 

Intermediário 8 80,0% 

Alto 2 20,0% 

Subtipo 

Regressivo 1 10,0% 

Misto 4 40,0% 
Epitelial 0 0,0% 

Estromal 2 20,0% 
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Blastema 3 30,0% 

Estadiamento  

I 2 20,0% 
II 3 30,0% 

III 2 20,0% 
IV 2 20,0% 

V 1 10,0% 
Fonte: autoria própria. 

 

Quatro pacientes (40%) apresentaram metástase pulmonar, sendo 3 ao diagnóstico e 1 

nove meses após o diagnóstico de TW. Dos 3 casos com metástase ao diagnóstico, um (TW04) 

foi a óbito por complicações da doença. O caso TW14 teve ruptura tumoral pré-operatória. Já o 

caso TW03 é de TW bilateral metacrônico, onde o 1º tumor foi tratado anteriormente em outra 

instituição. 

As características clínicas e anatomopatológicas de cada paciente encontram-se no 

Apêndice 5.  

 

4.2.2 Identificação de variante somática no TW 

 

 Foi possível identificar ao menos uma variante somática em 9 dos 10 casos recrutados 

(9/10, 90%) (Tabela 11), sendo 7 em genes do PAINEL TW-35 (7/10, 70%) e 1 através de seq. de 

exoma (1/10, 10%). Um dos casos teve variantes somáticas identificadas através de ambos os 

métodos (TW03). WTX, SIX1 e CTNNB1 foram os genes mais mutados, presentes em 2 casos cada 

(2/10, 20%).  

O caso TW02 não teve variante somática identificada nem mesmo após sequenciamento 

de exoma. Para este caso, foi realizada uma investigação de alterações cromossômicas 

submicroscópicas por microarranjo genômico através de parceria com o Laboratório de Genética 

Humana do IBUSP, sob supervisão da Dra. Ana Krepischi. Os resultados foram negativos para 
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alterações cromossômicas (Apêndice 6) e esta paciente continua sob análise. 

Para o caso TW1, conforme relatado anteriormente (Miguez et al. 2020), além do DNA 

do tumor primário também foi avaliado o DNA do tecido tumoral da metástase pulmonar, onde 

foram encontradas duas novas variantes somáticas nos genes KRT80 e TTI1, além das mutações 

previamente identificadas no TW em INTS1 e TNRC18 (Tabela 12). 

 

Tabela 11 - Variantes somáticas identificadas no tumor de Wilms através de sequenciamento do 
PAINEL TW-35 ou de WES. 
 

ID 
Tecido 

analisado 
Gene cDNA change Protein change Tipo FA (%) Método 

TW01 TW/meta INTS1 c.2257G>A p.Gly753Ser Missense 50%/85,19% PAINEL TW-35 

TW01 TW/meta TNRC18 c.3499del p.Glu1167Argfs*40 
Frameshift 

del 
37,29%/87,50% PAINEL TW-35 

TW01 Meta KRT80 c.932C>T p.Ser311Phe Missense 38,80% WES 

TW01 Meta TTI1 c.1516G>A p.Asp506Asn Missense 38,75% WES 

TW02 TW - - - - - - 

TW03 TW DROSHA c.3665A>G p.Glu1222Gly Missense 32,00% 
PAINEL TW-35 

/WES 
TW03 TW SUPT7L c.1217G>A p.Arg406His Missense 43,81% WES 
TW03 TW KLHL30 c.1253C>A p.Ala418Asp Missense 47,56% WES 

TW03 TW EIF4G1 c.2843C>T p.Thr948Ile Missense 39,39% WES 
TW03 TW RAD50 c.3835C>T p.Arg1279Cys Missense 29,52% WES 

TW03 TW TMED9 c.208_209del p.Asp70Glnfs*47 
Frameshift 

del 
50,00% WES 

TW03 TW MTA2 c.187G>T p.Ala63Ser Missense 53,01% WES 

TW03 TW PPP2R1A c.547C>T p.Arg183Trp Missense 55,00% WES 

TW04 TW SERBP1 c.1117C>T p.Arg373Ter Nonsense 97,26% WES 
TW04 TW WTAP c.485G>A p.Arg162Gln Missense 98,63% WES 
TW04 TW PHF5A c.305G>A p.Arg102His Missense 97,22% WES 

TW05 TW CTNNB1 c.1147T>G p.Trp383Gly Missense 48,60% PAINEL TW-35 

TW06 TW CTNNB1 c.1149G>T p.Trp383Cys Missense 47,30% PAINEL TW-35 

TW06 TW WTX c.1057C>T p.Arg353* Nonsense 45,80% PAINEL TW-35 

TW09 TW PIK3CA c.2740G>A p.Gly914Arg Missense 23,00% WES 

TW09 TW BTK c.391+8T>C - 
Splice 
region 

18,00% WES 

TW11 TW WT1 c.1495delG p.Ala499Profs*6 
Frameshift 

del 
89,64% PAINEL TW-35 

TW12 TW WTX c.565C>T p.Gln189Ter Nonsense 93,78% PAINEL TW-35 

TW12 TW SIX1 c.530A>G p.Gln177Arg Missense 43,77% PAINEL TW-35 

TW14 TW SIX1 c.530A>G p.Gln177Arg Missense 30,85% PAINEL TW-35 

TW14 TW DGCR8 c.1552G>A p.Glu518Lys Missense 79,10% PAINEL TW-35 

Fonte: autoria própria. 
Legenda: Meta, metástase (TW01); WES, sequenciamento de exoma completo; FA, fração alélica da variante; TW, 
tumor de Wilms. 
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4.2.3 Detecção de tDNA em plasma e urina dos casos com TW 

 

Dos 9 casos com variante somática identificada no tumor, todos foram tDNA positivos em 

ao menos um fluido corpóreo baseline, coletado antes do início do tratamento, sendo 6 no 

plasma (6 de 8 avaliados, 75%) e 3 nos componentes da urina (3 de 7 avaliados, 43%). 

Os fluidos corpóreos M1, coletados após o término da quimioterapia neoadjuvante, 

foram tDNA positivos em 5 dos 7 casos avaliados (5/7, 71%), sendo 5 no plasma (5/7, 71%) e 4 

no sobrenadante da urina (4/6, 67%). Todos os casos foram negativos para tDNA nas amostras 

de sedimento de urina M1. 

Quanto aos fluidos corpóreos M2, coletados após a cirurgia para remoção do rim afetado, 

4 dos 9 casos avaliados foram tDNA positivos (4/9, 44%), sendo 1 no plasma (1/9, 11%), 2 no 

sedimento da urina (2/9, 22%) e 3 no sobrenadante da urina (3/9, 33%). Os resultados da 

detecção de tDNA nas amostras de plasma e urina encontram-se na Tabela 12 e na Figura 7. Para 

algumas amostras o experimento foi realizado em duplicata (2 bibliotecas diferentes para a 

mesma amostra de DNA). Na Tabela 12 consta a média da FA obtida nas replicatas e os resultados 

individuais de cada replicata podem ser verificados no Apêndice 7. 
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Tabela 12 - Variantes somáticas detectadas em amostras de plasma e componentes da urina de pacientes com TW. 
 

 Variante somática  Baseline 
(antes do início do tratamento) 

M1 
(após quimioterapia neoadjuvante) 

M2 
(após cirurgia) 

ID Gene cDNA change Protein change FA TW (%) Plasma 
Sed.  

Urina 
Sobr. 
Urina 

Plasma 
Sed.  

Urina 
Sobr. 
Urina 

Plasma 
Sed.  

Urina 
Sobr. 
Urina 

TW01 INTS1 c.2257G>A p.Gly753Ser 50,00% ND 46,00% 28,00% ND NC NC ND ND ND 

TW01 TNRC18 c.3499del p.Glu1167Argfs*40 37,29% ND 47,00% ND ND NC NC ND ND ND 

TW01 KRT80 c.932C>T p.Ser311Phe 38,80% (meta) ND ND ND ND NC NC ND ND ND 

TW01 TTI1 c.1516G>A p.Asp506Asn 38,75% (meta) ND 2,20% ND ND NC NC 2,60% ND ND 

TW03 DROSHA c.3665A>G p.Glu1222Gly 32,00% ND *ND ND NC NC NC ND *ND ND 

TW03 SUPT7L c.1217G>A p.Arg406His 43,81% ND *ND ND NC NC NC ND *ND ND 

TW03 KLHL30 c.1253C>A p.Ala418Asp 47,56% ND *ND ND NC NC NC ND *ND ND 

TW03 EIF4G1 c.2843C>T p.Thr948Ile 39,39% ND *10,27% 20,13% NC NC NC ND *5,37% 7,64% 

TW03 RAD50 c.3835C>T p.Arg1279Cys 29,52% ND *ND ND NC NC NC ND *ND ND 

TW03 TMED9 c.208_209del p.Asp70Glnfs*47 50,00% ND *ND ND NC NC NC ND *ND ND 

TW03 MTA2 c.187G>T p.Ala63Ser 53,01% ND *ND ND NC NC NC ND *ND ND 

TW03 PPP2R1A c.547C>T p.Arg183Trp 55,00% ND *ND ND NC NC NC ND *ND ND 

TW04 SERBP1 c.1117C>T p.Arg373Ter 97,26% *ND ND ND *ND ND ND ND ND ND 

TW04 WTAP c.485G>A p.Arg162Gln 98,63% *72,78% 2,24% ND *91,9% ND 3,00% ND ND ND 

TW04 PHF5A c.305G>A p.Arg102His 97,22% *65,39% 5,79% ND *86,05% ND 7,60% ND 1,00% 6,95% 

TW05 CTNNB1 c.1147T>G p.Trp383Gly 48,60% 29,17% ND ND 2,35% ND ND ND ND ND 

TW06 CTNNB1 c.1149G>T p.Trp383Cys 47,30% 2,75% NC NC ND ND ND ND ND ND 

TW06 WTX c.1057C>T p.Arg353* 45,80% 10,58% NC NC ND ND ND ND ND ND 

TW09 PIK3CA c.2740G>A p.Gly914Arg 23,00% 4,44% ND 15,22% 2,25%  ND 1,32% ND ND ND 

TW09 BTK c.391+8T>C - 18,00% 2,84% ND 5,14% 2,23% ND ND ND ND ND 

TW11 WT1 c.1495delG p.Ala499Profs*6 89,64% 16,50% ND ND 68,73% ND 2,60% ND ND ND 

TW12 WTX c.565C>T p.Gln189Ter 93,78% NC NC NC 82,47% ND 2,99% ND ND ND 

TW12 SIX1 c.530A>G p.Gln177Arg 43,77% NC NC NC 1,04% ND ND ND ND ND 

TW14 SIX1 c.530A>G p.Gln177Arg 30,85% 15,84% ND ND NC NC NC ND ND 0,90%  

TW14 DGCR8 c.1552G>A p.Glu518Lys 79,10% 44,48% ND ND NC NC NC ND ND ND 

Fonte: autoria própria. 
Legenda: FA, fração alélica da variante; ND, não detectado; NC, não coletado; meta, FA na metástase pulmonar; *, média do valor de FA obtido em duplicatas (Apêndice 7).
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Fonte: autoria própria. 

Figura 7 - Progressão de doença e detecção de DNA tumoral (tDNA) em amostras de plasma 
e componentes da urina de pacientes com TW. 
 
 

A Figura 8 mostra a fração de tDNA encontrada nas amostras de plasma e urina. É 

possível observar uma fração alta de tDNA principalmente no plasma antes do tratamento 

(baseline) e após a quimioterapia neoadjuvante (coleta M1), chegando a mais de 90% do DNA 

livre no plasma para a paciente TW04, que apresentou metástase pulmonar e veio a óbito. 

Após a cirurgia para a retirada do rim afetado (coleta M2), essa fração de tDNA diminui 

drasticamente. Isso mostra que o TW libera grandes quantidades de tDNA na urina e 

principalmente no sangue do paciente.  

Nas amostras positivas para tDNA, no plasma baseline, a FA média foi de 26,48% e a 

mediana foi de 16,17% (mínima e máxima de 2,75% e 72,78%, respectivamente); no plasma 

M1, a FA média foi de 42,13% e a mediana foi de 35,54% (mínima e máxima de 1,04% e 

91,90%, respectivamente); no plasma M2, somente uma variante somática foi detectada no 
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plasma de 1 paciente, com FA de 2,60%. Para o sedimento de urina baseline, a FA média foi 

de 18,92% e a mediana foi de 8,03% (mínima e máxima de 2,20% e 47,00%, respectivamente); 

para o sedimento de urina M1 não houve detecção de variantes somáticas em nenhum dos 

casos; no sedimento de urina M2, a FA média e a mediada foram de 3,19% (mínima e máxima 

de 1,00% e 5,37%, respectivamente). Para o sobrenadante de urina baseline, a FA média foi 

de 17,12% e a mediana foi de 17,68% (mínima e máxima de 5,14% e 28,00%, 

respectivamente); no sobrenadante de urina M1, a FA média foi de 3,50% e a mediana foi de 

2,99% (mínima e máxima de 1,32% e 7,60%, respectivamente); por último, para o 

sobrenadante de urina M2, a FA média foi de 5,16% e a mediana foi de 6,95% (mínima e 

máxima de 0,90% e 7,64%, respectivamente) (Figura 8). 

 
 

 
Fonte: autoria própria. 
Figura 8 - Frequências alélicas (FA) das variantes somáticas identificadas em amostras de 
plasma e urina de pacientes com TW. 
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Uma análise preliminar não mostrou associação entre a presença de tDNA em plasma 

ou urina com progressão da doença e variáveis patológicas (Apêndice 8). As diferenças 

observadas na análise de sobrevida livre de progressão e de sobrevida global entre pacientes 

com tDNA positivo ou negativo em plasma e urina não atingiram significância estatística 

(Apêndice 9). Entretanto, é necessário aumentar a casuística de TW para ser possível a 

realização de uma análise robusta de associação e de sobrevida. 

 

4.3 Detecção de DNA tumoral em amostras de plasma e urina de pacientes com ccRCC 

 

4.3.1 Casuística de ccRCC  

 

 A etapa de recrutamento de pacientes com ccRCC foi realizado num estudo anterior 

(Meira 2022), totalizando 46 pacientes (Tabela 13). Para a análise de plasma e urina no 

presente estudo, foram avaliados somente os casos com variante somática identificada (ver 

tópico a seguir, “4.3.2 Identificação de variante somática no ccRCC”), totalizando 39 casos, e 

foram descartados mais 3 casos que não realizaram nenhuma coleta de plasma ou urina, 

totalizando então 36 pacientes com ccRCC elegíveis para a análise de biópsia líquida. 

Estes 36 pacientes têm média de idade de 57 anos ao diagnóstico (variando de 37 a 82 

anos), sendo a maioria do sexo masculino (27/36 – 75%).  

 

Tabela 13 - Informações gerais sobre os 36 pacientes com ccRCC selecionados para a análise 
de biópsia líquida. 
 

Variável Categoria n (%) 

Sexo 
Masculino 27 80,4% 
Feminino 9 19,6% 

ISUP 
1 1 2,8% 
2 11 30,6% 
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3 15 41,7% 

4 9 25,0% 

Estadiamento  
patológico 

pT1 24 66,7% 

pT2 2 5,6% 
pT3 10 27,8% 
pT4 0 0,0% 

Fonte: autoria própria. 

 

 

A maior parte dos casos (26/36 – 72,2%) apresentou doença localizada (graduação pT1 

ou pT2), 5 casos são metastáticos (5/36, 13,9%) e 2 casos evoluíram a óbito durante o período 

de monitoramento (2/36, 5,5%). Todos os dados clínicos e patológicos dos 36 pacientes 

podem ser consultados no Apêndice 10. 

 

4.3.2 Identificação de variante somática no ccRCC  

 

A identificação de variantes somáticas nos tumores dos 46 casos de ccRCC usando o 

PAINEL CCR-28 foi realizada num estudo anterior (Meira, 2022), com 35 (35/46, 76%) positivos 

para variantes somáticas nos genes deste painel. Dos 11 outros tumores ccRCC, negativos para 

variantes somáticas nos genes do PAINEL CCR-28, 5 casos que tinham material remanescente 

disponível foram avaliados no presente estudo usando o PAINEL CCP. Destes, 1 caso teve 

variante somática identificada no gene ROS1 (Tabela 14).  

No total, VHL foi o gene mais frequentemente mutado na casuística de 46 ccRCCs, 

apresentando alteração em 27 amostras avaliadas (58,7%), seguido por PBRM1, mutado em 

15 amostras (32,6%) (Meira, 2022). 
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Tabela 14 - Variantes somáticas identificadas nos ccRCC através de sequenciamento do painel 
de genes customizado ou do PAINEL CCP. 
 

ID Gene cDNA change Protein change Tipo FA (%) 
Método de 
detecção 

ccRCC 29 VHL c.287A>C p.Gln96Pro Missense 31,8 PAINEL CCR-28 

ccRCC 32 VHL c.464-1G>A - Splice site 45,0 PAINEL CCR-28 
ccRCC 33 PBRM1 c.2608C>T p.Gln870Ter Nonsense 61,0 PAINEL CCR-28 

ccRCC 34 VHL c.262T>A p.Trp88Arg Missense 32,7 PAINEL CCR-28 
ccRCC 34 PBRM1 c.3092T>A p.Val1031Asp Missense 32,2 PAINEL CCR-28 

ccRCC 37 VHL c.262T>A p.Trp88Arg Missense 37,5 PAINEL CCR-28 
ccRCC 37 BAP1 c.41T>G p.Leu14Arg Missense 41,8 PAINEL CCR-28 
ccRCC 37 SMARCA4 c.3566G>T p.Arg1189Leu Missense 28,0 PAINEL CCR-28 

ccRCC 38 VHL c.362_363insT p.Ala122Cysfs Frameshift INS 40,6 PAINEL CCR-28 
ccRCC 38 PBRM1 c.2012delA p.Asn671Thrfs Frameshift DEL 42,9 PAINEL CCR-28 
ccRCC 38 KDM6A c.2116C>A p.Pro706Thr Missense 57,6 PAINEL CCR-28 

ccRCC 39 VHL c.349T>C p.Trp117Arg Missense 17,3 PAINEL CCR-28 
ccRCC 39 PBRM1 c.457C>T p.Gln153Ter Nonsense 19,9 PAINEL CCR-28 

ccRCC 42 VHL c.444delT p.Phe148Leufs*11 Frameshift DEL 46,0 PAINEL CCR-28 
ccRCC 42 PBRM1 c.3253G>T p.Glu1085Ter Nonsense 50,5 PAINEL CCR-28 
ccRCC 42 AR c.170T>A p.Leu57Gln Missense 7,1 PAINEL CCR-28 

ccRCC 43 VHL 
c.162_172delGG

AGGCCGGGC 
p.Glu55Alafs Frameshift DEL 53,3 PAINEL CCR-28 

ccRCC 43 SETD2 c.4917+1G>A  Splice site 54,2 PAINEL CCR-28 
ccRCC 43 PBRM1 c.3079C>T p.Arg1027* Nonsense 50,3 PAINEL CCR-28 

ccRCC 44 VHL c.257C>A p.Pro86His Missense 46,6 PAINEL CCR-28 

ccRCC 46 VHL c.344_345insC p.Leu116Profs Frameshift INS 28,5 PAINEL CCR-28 
ccRCC 46 PBRM1 c.813+1G>A  Splice site 31,8 PAINEL CCR-28 
ccRCC 46 KDM5C c.503A>C p.Gln168Pro Missense 46,9 PAINEL CCR-28 

ccRCC 57 ROS1 c.2672A>G p.Tyr891Cys Missense 14,6 PAINEL CCP 

ccRCC 60 VHL c.458T>C p.Leu153Pro Missense 21,0 PAINEL CCR-28 
ccRCC 60 BAP1 c.38G>T p.Gly13Val Missense 20,0 PAINEL CCR-28 
ccRCC 60 FAT1 c.5178delC p.Phe1727Leufs*9 Frameshift DEL 17,0 PAINEL CCR-28 

ccRCC 63 VHL 
c.257_270delCCG

TATGGCTCAAC 
p.Pro86Leufs*41 Frameshift DEL 24,0 PAINEL CCR-28 

ccRCC 63 PBRM1 c.1649C>T p.Pro550Leu Missense 20,0 PAINEL CCR-28 

ccRCC 64 VHL 
c.469_480delACT

CTGAAAGAG 
p.Thr157_Glu160d

el 
Inframe DEL 29,0 PAINEL CCR-28 

ccRCC 65 VHL c.433C>T p.Gln145Ter Nonsense 53,0 PAINEL CCR-28 

ccRCC 66 SETD2 c.1111delA p.Thr371Glnfs*113 Frameshift DEL 21,0 PAINEL CCR-28 

ccRCC 69 VHL c.397dupA p.Thr133Asnfs*2 Frameshift INS 43,0 PAINEL CCR-28 
ccRCC 69 PBRM1 c.2033G>A p.Arg678His Missense 40,0 PAINEL CCR-28 

ccRCC 70 PBRM1 c.36delC p.Ser13Alafs*32 Frameshift DEL 8,0 PAINEL CCR-28 

ccRCC 76 - - - - - - 

ccRCC 79 - - - - - - 

ccRCC 85 SETD2 c.2613T>G p.Tyr871Ter Nonsense 7,0 PAINEL CCR-28 

ccRCC 88 VHL c.317delG p.Gly106Alafs*53 Frameshift DEL 39,0 PAINEL CCR-28 

ccRCC 91 - - - - - - 

ccRCC 92 VHL c.326T>A p.Ile109Asn Missense 18,0 PAINEL CCR-28 
ccRCC 92 BAP1 c.2034dupT p.Ile679Tyrfs*38 Frameshift INS 10,0 PAINEL CCR-28 

ccRCC 93 BAP1 
c.150_155delCAA

ATG 
p.Phe50_Trp52deli

nsLeu 
Inframe DEL 3,0 PAINEL CCR-28 

ccRCC 97 MTOR c.5930C>A p.Thr1977Lys Missense 10,0 PAINEL CCR-28 

ccRCC 98 ARID1A 
c.5651_5661delC

AGCAGAGGGT 
p.Thr1884Asnfs*13 Frameshift DEL 38,0 PAINEL CCR-28 
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ccRCC 100 PTEN 
c.372_379delTAA

AGCTG 
p.Cys124Trpfs*53 Frameshift DEL 31,0 PAINEL CCR-28 

ccRCC 101 VHL c.351G>T p.Trp117Cys Missense 19,3 PAINEL CCR-28 
ccRCC 101 PBRM1 c.2824C>T p.Arg942Ter Missense 27,0 PAINEL CCR-28 
ccRCC 101 KDM5C c.1013delA p.Lys338Serfs*92 Frameshift DEL 56,0 PAINEL CCR-28 

ccRCC 102 VHL c.221T>A p.Val74Asp Missense 21,0 PAINEL CCR-28 

ccRCC 103 VHL 
c.524_533delACA

GGAGACT 
p.Tyr175Trpfs*24 Frameshift DEL 43,0 PAINEL CCR-28 

ccRCC 103 PBRM1 c.1844T>A p.Phe615Tyr Missense 42,0 PAINEL CCR-28 
ccRCC 103 KDM5C c.3937C>T p.Gln1313Ter Nonsense 60,0 PAINEL CCR-28 

ccRCC 104 ARID1A c.862C>T p.Gln288Ter Nonsense 27,0 PAINEL CCR-28 

ccRCC 104 PBRM1 
c.1743_1744delA

A 
p.Lys581Asnfs*12 Frameshift DEL 31,0 PAINEL CCR-28 

ccRCC 105 - - - - - - 

ccRCC 106 VHL 
c.534_539delGG

ACAT 
p.Asp179_Ile180de

l 
Inframe DEL 17,0 PAINEL CCR-28 

ccRCC 109 VHL c.343C>T p.His115Tyr Missense 38,8 PAINEL CCR-28 
ccRCC 109 PBRM1 c.2966-18delC  Frameshift DEL 40,2 PAINEL CCR-28 

ccRCC 110 VHL c.280G>T p.Glu94Ter Nonsense 40,0 PAINEL CCR-28 
ccRCC 110 SETD2 c.1265C>G p.Ser422Ter Nonsense 11,1 PAINEL CCR-28 
ccRCC 110 PBRM1 c.778-1G>A  Splice site 33,0 PAINEL CCR-28 

ccRCC 111 - - - - - - 

ccRCC 112 VHL c.182_183delCC p.Pro61Argfs*70 Frameshift DEL 27,0 PAINEL CCR-28 

ccRCC 120 VHL c.472C>G p.Leu158Val Missense 19,0 PAINEL CCR-28 
ccRCC 120 BAP1 c.91G>A p.Glu31Lys Missense 26,0 PAINEL CCR-28 

ccRCC 121 VHL c.458T>C p.Leu153Pro Missense 37,0 PAINEL CCR-28 
ccRCC 121 SETD2 c.4918-2A>G  Splice site 16,0 PAINEL CCR-28 
ccRCC 121 BAP1 c.1044delC p.Asn349Thrfs*13 Frameshift DEL 5,0 PAINEL CCR-28 
ccRCC 121 KDM6A c.771T>A p.Asp257Glu Missense 6,0 PAINEL CCR-28 

ccRCC 122 - - - - - - 

ccRCC 123 VHL c.340+1G>A  Splice site 34,0 PAINEL CCR-28 

ccRCC 124 - - - - - - 

ccRCC 127 SETD2 c.6837dupT p.Val2280Cysfs*89 Frameshift INS 31,0 PAINEL CCR-28 

ccRCC 127 KDM5C c.1883_1903del 
p.Gln628_Arg634d

el 
Inframe DEL 27,0 PAINEL CCR-28 

ccRCC 130 TP53 c.511G>A p.Glu171Lys Missense 33,0 PAINEL CCR-28 

Fonte: autoria própria. 
 

 

4.3.3 Detecção de tDNA em plasma e urina dos casos com ccRCC  

 

 No total, para os casos de ccRCC, foram avaliadas 111 amostras de plasma (32 da coleta 

baseline, 20 da coleta M1, 26 da coleta M2, 17 da coleta M3 e 16 da coleta M4) e 98 amostras 

de urina (32 da coleta baseline, 16 da coleta M1, 23 da coleta M2, 14 da coleta M3 e 13 da 

coleta M4). As amostras de cfDNA de sobrenadante e de sedimento de urina de cada paciente 

com ccRCC foram agrupadas de forma equimolar em uma única análise para cada coleta. 
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 Os resultados da detecção de tDNA nas amostras de plasma e urina encontram-se na 

Tabela 15 e na Figura 9. Quanto à coleta baseline, realizada antes da cirurgia, a detecção de 

tDNA em plasma e urina foi realizada num estudo anterior (Meira, 2022), sendo tDNA positiva 

em 4 amostras de plasma e 4 amostras urina (4/32, 12,5% cada), com plasma e urina baseline 

tDNA positivos simultaneamente em 2 casos. 

 Quanto ao período de monitoramento, na coleta M1, realizada de 6 a 8 semanas após 

a cirurgia, o plasma foi tDNA positivo em 2 casos (2/20, 10%) e em nenhuma das 16 amostras 

de urina; na coleta M2, 6 meses após a cirurgia, tanto o plasma quanto a urina foram tDNA 

negativos em 26 e 23 amostras, respectivamente; na coleta M3, 18 meses após a cirurgia, o 

plasma foi tDNA positivo em 2 de 17 casos (2/17, 11,8%) e a urina foi tDNA positiva em 1 de 

14 casos (1/14, 7,1%); na coleta M4, 30 meses após a cirurgia, as 16 amostras de plasma e as 

13 amostras de urina foram tDNA negativas.
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Tabela 15 - Detecção de variantes somáticas em amostras de plasma e urina de pacientes com ccRCC. 
 

 Variante somática no tumor  Baseline 
(antes da cirurgia) 

M1 
(6 a 8 semanas pós 

cirurgia) 

M2 
(6 meses pós 

cirurgia) 

M3 
(18 meses pós 

cirurgia) 

M4 
(30 meses pós 

cirurgia) 

ID Gene cDNA change Protein change FA (%) 

P
la

sm
a 

U
ri

n
a 

P
la

sm
a 

U
ri

n
a 

P
la

sm
a 

U
ri

n
a 

P
la

sm
a 

U
ri

n
a 

P
la

sm
a 

U
ri

n
a 

ccRCC 32 VHL c.464-1G>A - 45 ND ND NC NC NC NC NC NC NC NC 
ccRCC 33 PBRM1 c.2608C>T p.Gln870Ter 61 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 
ccRCC 34 VHL c.262T>A p.Trp88Arg 32,73 ND ND ND ND ND ND NC NC NC NC 
ccRCC 34 PBRM1 c.3092T>A p.Val1031Asp 32,20 ND ND ND ND ND ND NC NC NC NC 
ccRCC 37 VHL c.262T>A p.Trp88Arg 37,50 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

ccRCC 37 BAP1 c.41T>G p.Leu14Arg 41,84 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

ccRCC 37 SMARCA4 c.3566G>T p.Arg1189Leu 28,00 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

ccRCC 38 VHL c.362_363insT p.Ala122Cysfs 40,59 ND ND NC NC ND ND NC NC NC NC 

ccRCC 38 PBRM1 c.2012delA p.Asn671Thrfs 42,90 ND 0,82% NC NC ND ND NC NC NC NC 
ccRCC 38 KDM6A c.2116C>A p.Pro706Thr 57,59 ND 2,06% NC NC ND ND NC NC NC NC 

ccRCC 39 VHL c.349T>C p.Trp117Arg 17,33 ND 4,95% NC NC ND ND NC NC NC NC 

ccRCC 39 PBRM1 c.457C>T p.Gln153Ter 19,87 ND 5,98% NC NC ND ND NC NC NC NC 

ccRCC 43 VHL 
c.162_172delGG

AGGCCGGGC 
p.Glu55Alafs 53,32 ND NA ND ND ND NA ND ND ND NA 

ccRCC 43 SETD2 c.4917+1G>A - 54,23 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 
ccRCC 43 PBRM1 c.3079C>T p.Arg1027* 50,26 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

ccRCC 44 VHL c.257C>A p.Pro86His 46,65 ND ND ND ND ND ND NC NC NC NC 

ccRCC 57 ROS1 c.2672A>G p.Tyr891Cys 14,58 ND ND NC NC ND NA ND ND ND ND 
ccRCC 60 VHL c.458T>C p.Leu153Pro 21 4,00% ND 5,13% NA NC NC NC NC NC NC 
ccRCC 60 BAP1 c.38G>T p.Gly13Val 20 2,67% ND 2,04% NA NC NC NC NC NC NC 
ccRCC 60 FAT1 c.5178delC p.Phe1727Leufs*9 17 2,31% ND 2,37% NA NC NC NC NC NC NC 

ccRCC 63 VHL 
c.257_270delCC
GTATGGCTCAAC 

p.Pro86Leufs*41 24 ND ND ND ND ND ND NC NC ND ND 

ccRCC 63 PBRM1 c.1649C>T p.Pro550Leu 20 ND ND ND ND ND ND NC NC ND ND 

ccRCC 64 VHL 
c.469_480delACT

CTGAAAGAG 
p.Thr157_Glu160de

l 
29 ND ND NC NC NC NC NC NC NC NC 

ccRCC 65 VHL c.433C>T p.Gln145Ter 53 ND ND ND ND NC NC NC NC NC NC 
ccRCC 66 SETD2 c.1111delA p.Thr371Glnfs*113 21 ND ND ND ND ND ND NC NC NC NC 
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ccRCC 69 VHL c.397dupA p.Thr133Asnfs*2 43 ND ND NC NC NC NC NC NC NC NC 

ccRCC 69 PBRM1 c.2033G>A p.Arg678His 40 ND ND NC NC NC NC NC NC NC NC 

ccRCC 70 PBRM1 c.36delC p.Ser13Alafs*32 8 ND ND NC NC NC NC NC NC NC NC 

ccRCC 85 SETD2 c.2613T>G p.Tyr871Ter 7 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 
ccRCC 88 VHL c.317delG p.Gly106Alafs*53 39 ND NA ND NA ND ND ND 1,35% ND NA 
ccRCC 92 VHL c.326T>A p.Ile109Asn 18 NA ND NC NC ND ND ND ND NC NC 

ccRCC 92 BAP1 c.2034dupT p.Ile679Tyrfs*38 10 0,78% 0,60% NC NC ND ND 0,68% ND NC NC 

ccRCC 93 BAP1 
c.150_155delCA

AATG 
p.Phe50_Trp52deli

nsLeu 
3 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

ccRCC 97 MTOR c.5930C>A p.Thr1977Lys 10 ND ND NC NC ND ND NC NC ND ND 

ccRCC 98 ARID1A 
c.5651_5661delC

AGCAGAGGGT 
p.Thr1884Asnfs*13 38 ND ND ND NA ND ND NC NC ND ND 

ccRCC 100 PTEN 
c.372_379delTA

AAGCTG 
p.Cys124Trpfs*53 31 NC ND NC NC ND ND ND ND ND ND 

ccRCC 101 VHL c.351G>T p.Trp117Cys 19 NC ND ND ND ND ND ND ND ND ND 
ccRCC 101 PBRM1 c.2824C>T p.Arg942Ter 27 NC ND ND ND ND ND ND ND ND ND 
ccRCC 101 KDM5C c.1013delA p.Lys338Serfs*92 56 NC ND 0,85% ND ND ND ND ND ND ND 
ccRCC 102 VHL c.221T>A p.Val74Asp 21 ND ND NC NC ND NA ND NC NC NC 

ccRCC 103 VHL 
c.524_533delAC

AGGAGACT 
p.Tyr175Trpfs*24 43 ND ND NC NC ND ND NC NC NC NC 

ccRCC 103 PBRM1 c.1844T>A p.Phe615Tyr 42 ND ND NC NC ND ND NC NC NC NC 
ccRCC 103 KDM5C c.3937C>T p.Gln1313Ter 60 ND ND NC NC ND ND NC NC NC NC 

ccRCC 104 ARID1A c.862C>T p.Gln288Ter 27 ND ND NC NC NC NC NC NC NC NC 

ccRCC 104 PBRM1 
c.1743_1744delA

A 
p.Lys581Asnfs*12 31 ND ND NC NC NC NC NC NC NC NC 

ccRCC 106 VHL 
c.534_539delGG

ACAT 
p.Asp179_Ile180del 17 ND ND ND ND ND ND NC NC NC NC 

ccRCC 109 VHL c.343C>T p.His115Tyr 38,81 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

ccRCC 109 PBRM1 c.2966-18delC - 40,22 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 
ccRCC 110 VHL c.280G>T p.Glu94Ter 40 ND ND ND NA ND ND ND NA ND NA 
ccRCC 110 SETD2 c.1265C>G p.Ser422Ter 11 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

ccRCC 110 PBRM1 c.778-1G>A - 33 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

ccRCC 112 VHL c.182_183delCC p.Pro61Argfs*70 27 ND ND NC NC NC NC 2,64% NA NC NC 
ccRCC 120 VHL c.472C>G p.Leu158Val 19 NC ND ND ND ND ND NC NC NC NC 

ccRCC 120 BAP1 c.91G>A p.Glu31Lys 26 NC ND ND ND ND ND NC NC NC NC 

ccRCC 121 VHL c.458T>C p.Leu153Pro 37 ND ND ND ND NC NC ND ND NC NC 
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ccRCC 121 SETD2 c.4918-2A>G - 16 0,68% ND ND ND NC NC ND ND NC NC 
ccRCC 121 BAP1 c.1044delC p.Asn349Thrfs*13 5 ND 1,54% ND ND NC NC ND ND NC NC 
ccRCC 121 KDM6A c.771T>A p.Asp257Glu 6 ND ND ND ND NC NC ND ND NC NC 
ccRCC 123 VHL c.340+1G>A - 34 ND ND NC NC ND ND NC NC NC NC 

ccRCC 127 SETD2 c.6837dupT p.Val2280Cysfs*89 31 NC NC NC NC NC NC ND ND ND ND 

ccRCC 127 KDM5C c.1883_1903del 
p.Gln628_Arg634de

l 
27 NC NC NC NC NC NC ND ND ND ND 

ccRCC 130 TP53 c.511G>A p.Glu171Lys 33 0,53% ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

Fonte: autoria própria. 
Legenda: FA, frequência alélica da variante; ND, não detectado; NC, não coletado; NA, não avaliado por conta de material insuficiente para análise.
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Fonte: autoria própria. 

Figura 9 - Dados clínicos e anatomopatológicos e detecção de DNA tumoral (tDNA) em 
amostras de plasma e urina de pacientes com ccRCC. 
 

 

A Figura 10 mostra que o tDNA foi encontrado em uma pequena fração do DNA livre 

total dos plasmas e urinas, muitos com FA abaixo de 1%. Os valores máximos de fração de 

tDNA não ultrapassam a FA de 6% tanto no plasma quanto na urina, muito abaixo do 

observado nos casos de TW. As frações mais altas de tDNA foram observadas na coleta 

baseline, realizada antes da cirurgia. No plasma, a paciente ccRCC60, que veio a óbito por 

causa da doença, teve os níveis mais altos de DNA tumoral, representado por 3 variantes 

somáticas do tumor dessa paciente. Ela faleceu antes da coleta M2. De forma geral, os níveis 

de DNA tumoral diminuíram durante as coletas de monitoramento.  

Nas amostras de plasma e urina positivas para tDNA, nos plasmas baseline, a FA média 

foi de 1,83% e a mediana foi de 1,55% (mínima e máxima de 0,53% e 4,0%, respectivamente); 

nos plasmas M1, a FA média foi de 2,6% e a mediana foi de 2,21% (mínima e máxima de 0,85% 

e 5,13%, respectivamente); nos plasmas M2 não houve detecção de tDNA em nenhuma 
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amostra; na coleta M3, os plasmas de dois pacientes foram tDNA positivos, com média de 

1,66%, mínima de 0,68% e máxima de 2,64%; e todos os plasmas M4 foram tDNA negativos. 

Para as amostras de urina baseline, a FA média foi de 2,66% e a mediana foi de 1,80% (mínima 

e máxima de 0,60% e 5,98%, respectivamente); para as urinas M1 e M2 não houve detecção 

de tDNA em nenhuma das amostras; nas urinas M3, somente uma amostra foi tDNA positiva, 

com FA de 1,35%. Nenhuma amostra de urina foi positiva para tDNA na coleta M4 (Figura 10). 

 

 

Fonte: autoria própria. 

Figura 10 - Frequências alélicas (FA) das variantes somáticas identificadas em amostras de 
plasma e urina de pacientes com ccRCC. 

 

Foram realizadas análises de associação entre presença de tDNA em plasma ou urina 

e variáveis patológicas e desfecho clínico. Destacaram-se as associações entre tDNA positivo 

em plasma coletado antes da cirurgia (baseline) de alta confiança com a progressão da doença 

(p=0.0155), estadiamento tumoral ≥pT3 (p=0.002), graduação ISUP 4 (p=0.001), presença de 
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necrose tumoral (p=0.039), infiltração de cápsula renal (p=0.025) e de gordura perirrenal 

(p=0.008), infiltração microscópica sanguínea (p=0.035) e linfática (p=0.012), além da 

presença de componente sarcomatóide (p=0.008) e rabdóide (p<0.001=0.0004). Todos os 

resultados de associação detalhados estão disponíveis no Apêndice 11. 

A sobrevida livre de progressão foi reduzida em casos de ccRCC com tDNA positivo no 

plasma coletado antes da cirurgia (baseline) (p=.004) (Figura 11a). Além disso, a sobrevida 

global foi menor em casos com tDNA positivo em amostras de plasma coletadas no 1º ano 

após a cirurgia (amostras M1 ou M2) (p=<.001) (Figura 11b). As curvas de sobrevida 

detalhadas podem ser encontradas no Apêndice 12. 

Além disso, observou-se que os pacientes com tDNA positivo em amostras de plasma 

coletadas durante o primeiro ano após a cirurgia (amostras M1 ou M2) apresentaram uma 

média maior no tamanho do tumor (medido pelo maior eixo, em centímetros), com 8,75 cm 

em comparação com os casos tDNA negativos, que apresentaram uma média de 4,8 cm. 

Entretanto, essa diferença não foi estatisticamente significativa (p=.059). De forma 

semelhante, os pacientes com resultados positivos para tDNA em amostras de plasma 

coletadas antes da cirurgia (baseline) apresentaram uma média maior no tamanho do tumor, 

com 11,16 cm em comparação com os casos tDNA negativos, que apresentaram uma média 

de 4,0 cm. No entanto, essa diferença também não foi estatisticamente significativa (p=.07). 

Os detalhes destas análises podem ser conferidos no Apêndice 11. 
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Fonte: autoria própria. 
Legenda: (a) Curva de sobrevida livre de progressão de pacientes com tDNA positivo no plasma baseline 
comparado à pacientes com tDNA negativo; (b) Curva de sobrevida global de pacientes com tDNA positivo no 
plasma coletado durante o 1º ano após cirurgia (M1 + M2) comparado à pacientes com tDNA negativo. 

Figura 11 – Curvas de sobrevida livre de progressão e sobrevida global para os casos de ccRCC.  
 

 
 

4.4 Teste genético multigênico em pacientes com TW e com CCR 

 

4.4.1 Teste genético em pacientes com TW 

 

Foram analisados 59 casos de TW para identificação de VP e variantes provavelmente 

patogênicas (VPP) em genes de predição a este tumor, dentro do espectro de genes já 

sabidamente relacionados ao câncer hereditário. Dos casos analisados, 9 foram através de 

DNA de tecido não neoplásico (borda tumoral) e 50 através de DNA de leucócitos.  

A maioria dos casos incluídos nessa análise é composta por pacientes do sexo feminino 

(62,7%), com TW do tipo blastematoso (27,1%), estadiamento III (23,7%) e risco intermediário 

(55,9%). Nessa amostragem, foi observado que 9 casos (15,3%) apresentaram TW bilateral, 

uma característica frequentemente associada à predisposição genética para a doença (Tabela 

16). 
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Tabela 16 - Informações gerais sobre os casos de TW recrutados para a análise de genes de 
risco. 
 

Variável Categoria n % 

Sexo 
Masculino 21 35,6% 
Feminino 37 62,7% 

Desconhecido 1 1,7% 

Subtipo 

Blastema 16 27,1% 

Estromal 10 16,9% 
Epitelial 4 6,8% 

Misto 10 16,9% 
Regressivo 10 16,9% 

Desconhecido 9 15,3% 

Lateralidade 
Unilateral 50 84,7% 
Bilateral 9 15,3% 

Estadiamento 

I 13 22,0% 
II 8 13,6% 

III 14 23,7% 
IV 5 8,5% 

V 9 15,3% 
Desconhecido 10 16,9% 

Risco 
Intermediário 33 55,9% 
Alto 17 28,8% 
Desconhecido 9 15,3% 

Fonte: autoria própria. 

 

 

Após sequenciamento usando o painel de 126 genes de predisposição ao câncer (GPC), 

foram priorizadas 11 variantes germinativas raras detectadas em 9 pacientes (15,2%) (Tabela 

17). Os genes do painel encontram-se listados no Anexo 2. Nenhum dos pacientes com tumor 

bilateral apresentou variantes VP, VPP ou mesmo variantes de significado clínico incerto 

(VUSp) nos GPC nos genes do painel. 

Das 11 variantes priorizadas, 6 são VP pelos critérios da ACMG, nos genes BRCA1, 

CHEK2, WT1 (2 amostras), ERBB2 e SDHA.   

Para 8 das 11 variantes priorizadas foi possível avaliar se houve perda de heterozigose 

(LOH, do inglês “loss of heterozigosity”) no DNA do tecido tumoral. Destas, somente a variante 
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VP nonsense c.1157C>A em WT1 da amostra N07 apresentou perda, reforçando o 

envolvimento desse gene no desenvolvimento do TW. 

Entre os 9 casos positivos para variantes germinativas em genes de risco para o 

desenvolvimento de tumores, 80% apresentaram restos nefrogênicos no tumor (4 de 5 casos 

que tem esta informação disponível nos laudos). Quanto aos 9 casos de TW bilateral desta 

casuística, nenhum apresentou variantes relevantes nos genes do painel. 

A ausência de variantes em casos de tumores bilaterais sugere que a predisposição ao 

TW bilateral envolve outros genes que ainda precisam ser investigados. 
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Tabela 17 - Priorização de variantes germinativas em 52 amostras de TW. 
 

id Sexo 
Idade ao 

diagn. 
GENE TIPO Chr (hg37) cDNA Prot 

FA% 
leucócito 

dbSNP 
MAF 

GnomeAD 
ClinVar ACMG  

Revel 
score 

LOH no 
tumor 

L12 M 5a, 6m BRCA1 nonsense 17:41245861 c.1687C>T p.Gln563Ter 54,30% rs80356898 0.0000279 Pathogenic VP  - Ausente 

L05 F 1a, 11m DICER1 
Frameshift 

INS 
14:95562851 

c.4405_4406dup
CT 

p.Ser1470Phefs*
21 

40,40% - - - VUSp  - Ausente 

L25 M 1a CHEK2 missense 22:29121087 c.470T>C p.Ile157Thr 45,10% rs17879961 0.00412 
Conflicting: risk factor, 
Likely pathogenic(8); 

Pathogenic(6); VUS (4) 

VP/alelo 
de risco 

 0.53 Ausente 

L28 F 2a WT1 nonsense 11:32450058 c.769C>T p.Gln257Ter 45,00% - - - VP  - NA 

L36 F 3a, 3m ERBB2 nonsense 17:37883986 c.3457C>T p.Arg1153Ter 54,10% rs1364766454 0.0000043 - VP  - Ausente 
N07 F 1a, 4m WT1 nonsense 11:32417910 c.1157C>A p.Ser386Ter 41,20% - - - VP  - Presente 
L41 M 3a, 8m ERCC2 missense 19:45855492 c.2165G>A p.Arg722Gln 52,50% rs138569838 0.000057 VUS VUSp  0.72 Ausente 
L41 M 3a, 8m BARD1 missense 2:215610502 c.1754T>C p.Leu585Pro 50,50% rs786201905 0.000004 VUS VUSp  0.87 Ausente 

GRY 202 F 4a MSH6 missense 2:48026852 c.1730G>A p.Arg577His 40% rs376220212 0.00004 VUS VUSp  0.68 NA 

GRY 202 F 4a SDHA 
frameshift 

DEL 
5:228344 c.667delG p.Asp223Ilefs*3 45% rs587782077 0.0000239 Pathogenic VP  - NA 

TW 14 F 4a, 10m MSH2 missense 2:47635614 c.286C>T p.Arg96Cys 50% rs1443234544 0.000014 VUS VUSp  0.789 Ausente 

Fonte: autoria própria. 
Legenda: LOH, loss of heterogeneity/perda de heterozigose; NA, não avaliado por não haver DNA de tecido tumoral disponível; VP, variante patogênica; VUSp, variante de 
significado incerto priorizada. 
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 Nesse estudo incluímos um caso com 3 membros de uma família afetados com TW (pai 

e dois filhos afetados) através da análise do DNA de saliva. Detectamos uma variante no gene 

ERCC2 (c.2069G>A, p.Arg690Gln, Chr19:45855588) nos três membros, que está 

potencialmente segregando com o fenótipo nos 3 casos, todas em heterozigose. Esta é uma 

variante rara (MAF=0,000068 no GnomeAD), classificada como variante de significado incerto 

na ferramenta Varsome e não reportada no ClinVar, com um score de 0.768 na ferramenta in 

silico Revel de predição de patogenicidade. Ela se encontra no mesmo exon da variante 

c.2165G>A, identificada no mesmo gene na amostra L41 da coorte de 52 amostras de TW 

apresentada anteriormente (Figura 12).  Esses dados indicam a necessidade de uma 

investigação mais aprofundada desse gene uma vez que ainda não há nada na literatura sobre 

seu potencial envolvimento na predisposição de pacientes ao TW ou no processo 

tumorigênico desse tumor.   

 

 

 

Fonte: autoria própria. 

Figura 12 - Variantes germinativas potencialmente patogênicas identificadas em casos de TW. 
 

 

4.4.2 Teste genético em pacientes com CCR 

  

Para análise de genes de predisposição ao CCR, foram selecionadas 72 amostras de 

diferentes subtipos de CCR na idade adulta (Tabela 18).  
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Tabela 18 - Informações gerais sobre os casos de tumores renais do tipo CCR recrutados para 
a análise de genes de risco. 
 

Variável Categoria n (%) 

Sexo 
Masculino 56 77,8% 

Feminino 16 22,2% 

Subtipo 

Carcinoma de células 
renais tipo células 
claras 

30 41,7% 

Cromófobo 12 16,7% 

Papilífero 22 30,6% 

CCR associado a 
translocação da família 
MIT (TFE3) 

1 1,4% 

Inclassificável 6 8,3% 

CCR associado à 
Translocação Xp11.2 

1 1,4% 

Lateralidade 
Unilateral 70 97,2% 

Bilateral 2 2,8% 

Estadiamento 
patológico 

pT1 55 74,3% 

pT2 3 4,1% 

pT3 14 18,9% 

pT4 0 0,0% 
Fonte: autoria própria. 

  

 

Foram priorizadas 20 variantes germinativas raras em GPC que foram detectadas em 

16 dos 72 pacientes avaliados (22,2%) (Tabela 19). Os genes foram MET, CASR, MUTYH (2 

amostras), GALNT12, SDHA, MLH1, TSC1, SDHB, PMS2 (2 amostras), WT1 (2 amostras), FH (2 

amostras), MSH6, MITF, EGFR e BRCA2.  

 Dos diferentes subtipos de CCR analisados com o painel de 126 genes, os que mais 

apresentaram variantes germinativas foram o ccRCC e o Papilífero, com 7 de 22 amostras 

positivas em cada subtipo (31,8%). 

 O caso 215945, com o subtipo papilífero e 1 dos 2 casos de CCR bilateral desta 

casuística, apresentou uma VP no gene MET (rs786202724). Este mesmo caso também 

apresentou um sarcoma pleiomórfico de alto grau na clavícula alguns anos após o CCR. Outros 
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2 casos (Xeno-rim 32 e Xeno-rim 85, ambos com o subtipo ccRCC) tem uma mesma variante 

no gene FH (p.Lys477dup, rs367543046), com classificação de patogenicidade conflitante nos 

bancos de dados. 
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Tabela 19 - Priorização de variantes germinativas em 72 amostras de CCR. 
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56389 M 65 Papilífero SDHA missense 5:231043 c.823G>A p.Asp275Asn 49,0% rs1553998629 NA VUS VUSp 0.657 NA 

56390 M 47 Papilífero MLH1 missense 3:37092086 c.2213G>A p.Gly738Glu 39,0% rs148317871 A=0.000008 VUS VUSp 0.886 NA 

56390 M 47 Papilífero TSC1 missense 9:135779813 c.2026T>A p.Trp676Arg 47,9% rs748901883 T=0.000007 
Uncertain 

Significance(2), 
Likely Benign(3) 

VUSp 0.741 NA 

215942 M 80 Inclassificável SDHB missense 1:17350472 c.638T>C p.Met213Thr 46,8% rs202014362 G=0.000008 VUS VUSp 0.918 NA 

215945 M 53 Papilífero MET missense 7:116417457 c.3328G>A p.Val1110Ile 47,9% rs786202724 A=0.000007 Pathogenic VP 0.509 NA 

215967 M 56 Papilífero MLH1 missense 3:37067433 c.1344G>T p.Glu448Asp 52,0% rs587779952 T=0.000007 VUS VUSp 0.537 NA 

216022 F 36 Papilífero CASR missense 3:121973074 c.38T>C p.Leu13Pro 42,0% rs104893717 NA Pathogenic VP 0.559 NA 

216022 F 36 Papilífero PMS2 missense 7:6031660 c.932A>G p.His311Arg 50,0% rs1562651786 C=0.000007 VUS VUSp 0.566 NA 

Xeno-rim 
106 

M 62 ccRCC PMS2 missense 7:6043624 c.229G>A p.Glu77Lys 52,7% rs751235177 T=0.000014 VUS VUSp 0.506 NA 

Xeno-rim 
111 

M 27 ccRCC WT1 missense 11:32456380 c.527C>T p.Thr176Ile 60,1% rs1853442157 NA VUS VUSp 0.68 Ausente  

Xeno-rim 
32 

M 43 ccRCC FH 
inframe 

INS 
1:241661228 

c.1431_1433dup
AAA 

p.Lys477dup 65,9% rs367543046 TTT=0.001055 

Pathogenic(3), 
Likely 

Pathogenic(4), 
Uncertain 

Significance(6), 
Likely Benign(1) 

VPP - Ausente 

Xeno-rim 
60 

F 64 ccRCC MSH6 missense 2:48026852 c.1730G>A p.Arg577His 51,2% rs376220212 A=0.000093 VUS VUSp 0.682 Ausente 

Xeno-rim 
60 

F 64 ccRCC MITF missense 3:70014091 c.952G>A p.Glu318Lys 62,9% rs149617956 A=0.001598 
Pathogenic/Likely 
pathogenic; risk 

factor 

P/Alelo 
de risco 

0.438 Ausente 

Xeno-rim 
69 

F 61 ccRCC EGFR missense 7:55259434 c.2492G>A p.Arg831His 51,8% rs150036236 A=0.000029 
Pathogenic(2), 

Uncertain 
Significance(3) 

VUSp 0.564 Ausente 



82 
 

Xeno-rim 
71 

F 35 

Carcinoma de 
células renais 
associado a 

translocação 
da família MIT 

(TFE3) 

WT1 missense 11:32421544 c.1063T>C p.Cys355Arg 37,2% rs142059681 G=0.000442 
Uncertain 

Significance(2), 
Likely Benign(2) 

VUSp 0.807 Ausente 

Xeno-rim 
77 

M 54 Papilífero MUTYH missense 1:45797228 c.1187G>A p.Gly396Asp 41,1% rs36053993 T=0.003415 
Pathogenic/Likely 

pathogenic 
VP 0.954 Ausente 

Xeno-rim 
77 

M 54 Papilífero BRCA2 missense 13:32930688 c.7559G>C p.Arg2520Pro 44,6% rs80358982 A=0.000021 VUS VUSp 0.741 Ausente 

Xeno-rim 
85 

M 44 ccRCC FH 
inframe 

INS 
1:241661228 

c.1431_1433dup
AAA 

p.Lys477dup 64,7% rs367543046 TTT=0.001055 

Pathogenic(3), 
Likely 

Pathogenic(4), 
Uncertain 

Significance(6), 
Likely Benign(1) 

VPP - Ausente 

Xeno-rim 
93 

M 49 ccRCC MUTYH nonsense 1:45799121 c.312C>A p.Tyr104Ter 51,8% rs121908380 A=0.0006 Pathogenic VP - Ausente 

Xeno-rim 
95 

M 69 Papilífero GALNT12 nonsense 9:101569985 c.5G>A p.Trp2Ter 51,1% rs898798901 T=0.00014 VUS VUSp - NA 

Fonte: autoria própria. 
Legenda: ccRCC, carcinoma de células renais tipo células claras; LOH, loss of heterogeneity/perda de heterozigose; NA, não avaliado por não haver DNA de tecido tumoral 
disponível; VP, variante patogênica; VPP, variante provavelmente patogênica; VUSp, variante de significado incerto priorizada.



83 
 

5. DISCUSSÃO 

 

 Este trabalho avaliou diferentes aspectos genéticos de TW e ccRCC, principalmente de 

pacientes que foram tratados durante o período desse estudo. O objetivo foi avaliar o 

potencial da detecção de tDNA em plasma e urina como ferramenta auxiliar na estratificação 

de prognóstico desses pacientes, com o potencial apoiar a conduta clínica. Especialmente para 

os pacientes com TW, o objetivo é identificar precocemente os pacientes de alto risco para 

progressão da doença e diminuir a intensidade ou necessidade do tratamento quimioterápico 

para pacientes de baixo risco, sem comprometer a excelente taxa de sobrevida e diminuindo 

as taxas de pacientes com efeitos colaterais tardios. Realizamos também uma análise 

exploratória de VPs germinativas em GPC em pacientes de TW e ccRCC, com o objetivo de 

melhorar a compreensão do processo de tumorigênese, auxiliar no tratamento e contribuir 

com o entendimento sobre o risco genético herdável para o desenvolvimento desses tumores. 

Em relação aos pacientes com TW, a literatura reporta que há uma incidência 

ligeiramente maior de TW em crianças do sexo feminino (Libes et al. 2023). Nesse estudo, a 

casuística de TW usada tanto para análise de biópsia líquida quanto para análise de VPs 

germinativas em genes de predisposição demonstrou forte predominância de pacientes do 

sexo feminino (90% e 63% dos casos eram do sexo feminino, respectivamente).  Infelizmente, 

a casuística de TW obtida para análise de biópsia líquida nesse estudo foi limitada, impedindo 

uma análise robusta da associação entre tDNA em fluidos corpóreos e a progressão da doença. 

Em relação à casuística de biópsia líquida de ccRCC e da análise de VP germinativas em 

GPC, no presente estudo houve uma predominância de pacientes do sexo masculino (80,4% e 

77,8%, respectivamente), estando de acordo com a tendência observada na literatura 

(Lipworth et al. 2006).  
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 Na casuística de biópsia líquida de ccRCC deste estudo, a maioria dos casos apresentou 

a doença em estágios iniciais, com 72,2% dos casos (26/36) sendo diagnosticados com 

tumores de estadiamento patológico pT1 ou pT2. Esse resultado pode ser explicado pelo fato 

de que muitos casos de CCR são descobertos incidentalmente durante exames de imagem 

realizados por outros motivos, o que possibilita um diagnóstico precoce (Campbell et al. 2009; 

Rini et al. 2009).  

Tanto o TW quanto o ccRCC são considerados tumores geneticamente heterogêneos, 

entre diferentes pacientes (Gadd et al. 2017; Gerlinger et al. 2014; Gerlinger et al. 2012; Sankin 

et al. 2014; Smith et al. 2020). No levantamento de dados da literatura para o 

desenvolvimento do PAINEL TW-35, que conta com o sequenciamento genético do tumor de 

978 casos de TW, o gene mais frequentemente mutado foi TP53, que ainda representa menos 

de 20% dos casos – mesmo com o enriquecimento no estudo de Gadd et al. (2017) para casos 

com anaplasia, que geralmente apresentam variante somática em TP53. Sabendo que o painel 

tem cerca de 60% de capacidade para identificação de variantes somáticas em TW, estima-se 

então que 40% dos casos terão variante somática em outros genes, estimados como mutados 

em menos de 0,5% dos TW (ou seja, abaixo do cutoff de frequência estipulado para um gene 

ser incluso no PAINEL TW-35). Foi possível observar que os genes envolvidos no TW vão além 

das vias envolvidas na nefrogênese, com mais de 40 genes relatados na literatura como 

alterados nesta neoplasia (Treger et al. 2019). A elucidação do repertório mutacional do TW 

continua sendo um importante desafio e alvo frequente de pesquisas, com grande impacto 

no desenvolvimento de novas terapias.  

Para os casos de ccRCC o cenário do repertório de variações somáticas é um pouco 

menos heterogêneo, com VHL apresentando alteração em dois terços dos casos deste estudo 

(66,7%), seguido por PBRM1, alterado em um terço deles (36,11%) (Meira, 2022). Ambos os 
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genes se encontram no braço curto do cromossomo 3, junto aos genes SETD2 e BAP1, também 

frequentemente alterados em ccRCC. A perda do 3p é característica frequente em casos de 

ccRCC, sendo considerado um dos principais eventos responsáveis pela sua tumorigênese 

(Turajlic et al. 2018).  

Em relação à modificação no repertório mutacional que ocorre durante a formação e 

progressão do ccRCC, um estudo que avaliou múltiplas porções do tumor mostra que novas 

mutações driver de menor frequência se originam a partir de clonalidade em diferentes 

regiões de um mesmo tumor (Gerlinger et al. 2014), demonstrando o perfil dinâmico e a 

heterogeneidade intratumoral desta doença. Neste aspecto, a biópsia líquida vem se 

mostrando uma abordagem interessante para a caracterização genética do tumor, superando 

a heterogeneidade intratumoral. Estudos recentes têm demonstrado que a análise da 

presença de tDNA em fluidos corpóreos, principalmente no plasma de pacientes com diversos 

tipos de câncer, é capaz de ilustrar de forma temporal a expansão da clonalidade de diversos 

tumores (Kavan et al. 2022; Murtaza et al. 2015; Smith et al. 2020; Venesio et al. 2018), 

aspecto que também foi discutido num trabalho anterior do grupo (Miguez, 2018). Por 

exemplo, Rodon Font et al. (2022) avaliaram amostras de DNA do tumor e do plasma de casos 

de câncer colorretal (CRC) e de câncer de pulmão de células não pequenas (NSCLC). Em 27,1% 

dos casos foi identificada no plasma uma nova variante somática não detectada 

anteriormente no tumor correspondente, das quais 11,9% tinham potencial de impactar 

decisões clínicas, além de demonstrar que essas novas variantes podem ter um 

desenvolvimento temporal durante o tratamento. 

Um aspecto interessante demonstrado neste estudo foi a diferença entre a quantidade 

de tDNA detectado no tumor renal adulto e no pediátrico. Para os casos de ccRCC, nos fluidos 

corpóreos coletados antes da cirurgia (baseline), as FAs médias foram de 1,83% no plasma e 
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2,66% na urina. Nas coletas de monitoramento em que houve detecção de tDNA, as médias 

para plasma foram de 2,60% (coleta M1) e 1,66% (M3). Nas amostras de urina de 

monitoramento, somente uma amostra teve detecção de tDNA, com FA de 1,35% (M3). Já 

para os casos de TW as médias foram consideravelmente maiores, principalmente na coleta 

realizada antes do início do tratamento, com FA média de 26,48%, 18,92% e 17,12% no 

plasma, sedimento e sobrenadante de urina baseline, respectivamente. Nas coletas 

posteriores, a FA média para plasma continuou se mostrando maior do que em ccRCC na 

maioria das análises, com FA média de 42,13% (coleta M1) e 2,60% (M2). Nas amostras de 

urina coletadas após o início do tratamento a FA média cai consideravelmente, sendo 3,50% 

no sobrenadante de urina M2 e 3,19%/5,16% no sedimento/sobrenadante de urina M3. As 

razões biológicas para essa diferença entre a quantidade de tDNA liberado no sangue e na 

urina entre pacientes com ccRCC e TW, principalmente antes do início do tratamento 

(baseline), ainda não foram determinadas.  

Sabe-se que o cfDNA presente no plasma geralmente é composto de células que 

passaram por apoptose, necrose ou foram ativamente liberadas e, portanto, costuma 

encontrar-se em estado fragmentado (Jahr et al. 2001; Mouliere et al. 2011). Além disso, nos 

pacientes com câncer, a quantidade de tDNA na circulação é influenciada pelas características 

do tumor, tais como sua taxa mitótica, vascularização, necrose, dentre outras, bem como pelo 

estágio da doença (Jahr et al. 2001; Stroun et al. 2001). Já o DNA identificado na urina pode 

vir de células intactas (que formam o sedimento urinário), ou do cfDNA presente no 

sobrenadante. O sedimento urinário é constituído por células esfoliadas do trato geniturinário 

e seu DNA geralmente se encontra intacto (Su, 2004; Botezatu, 2000). Já o cfDNA presente no 

sobrenadante da urina é altamente degradado e provém da circulação sanguínea, após a 

ocorrência de apoptose celular e filtração glomerular (Su, 2004).  
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 Dentro dessas variações quanto à origem do cfDNA encontrado em fluidos corpóreos, 

sabe-se ainda que a sensibilidade das células de um tumor ao tratamento pode variar e 

resultar na apoptose ou necrose de subpopulações específicas de clones celulares (Burrell et 

al. 2013), o que pode alterar a arquitetura mutacional de tumores sólidos e, 

consequentemente, afetar a capacidade de liberação de tDNA em fluidos corpóreos. Esses 

fatores, juntos com a variação de estadiamento e outros fatores individuais da doença de cada 

paciente, podem explicar em parte as notáveis diferenças nas FAs do tDNA detectado nos 

casos de TW e de ccRCC. O mesmo se aplica às discrepâncias observadas no perfil das variantes 

somáticas detectadas em amostras de fluidos corpóreos em comparação com o DNA do tecido 

tumoral correspondente, já que em ambas as casuísticas nem todas as variantes identificadas 

no tumor são observadas nas amostras de plasma ou urina, mesmo em casos de doença mais 

avançada. De forma geral, ainda são necessárias maiores elucidações sobre os mecanismos 

de liberação de tDNA em fluidos corpóreos. 

Quanto à detecção de tDNA em plasma e urina com TW, os 4 novos casos adicionados 

ao presente estudo (TW9, TW11, TW12 e TW14) seguem o padrão dos casos apresentados no 

estudo anterior (TW1 a TW6) (Miguez, 2018; Miguez et al. 2020), onde foi observada presença 

de tDNA em plasma e/ou urina em todos os pacientes antes do início do tratamento (coleta 

baseline). Esse achado abre possibilidades concretas para utilizar fluidos corpóreos de 

pacientes com TW como meio precoce de acesso às características genéticas do tumor, antes 

mesmo de obter o tecido tumoral após cirurgia. 

Quanto a isso, outros estudos também apresentaram resultados promissores para o 

rastreamento de variantes somáticas específicas em fluidos corpóreos de pacientes com TW. 

O uso de marcadores de prognóstico já bem estabelecidos para TW, como variantes somáticas 

em TP53 e a presença de ganhos de cópia de 1q e perda de heterozigose em 1p e 16q, foram 
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avaliados no cfDNA de fluidos corpóreos desses pacientes em estudos recentes. Em uma 

pesquisa realizada por Treger et al. (2018), foram detectadas variantes somáticas no gene 

TP53 em amostras de soro, plasma e urina coletadas de quatro casos de TW com anaplasia 

difusa antes da cirurgia, usando a técnica de ddPCR (do inglês “digital droplet PCR”). Os 

autores observaram que nem todas as amostras de urina apresentaram variantes somáticas 

em TP53, enquanto todas as amostras de soro e/ou plasma analisadas foram positivas. 

Alterações em TP53 estão presentes em 50% a 90% dos casos de TW com anaplasia difusa 

(Maschietto et al. 2014; Ooms et al. 2016; Wegert et al. 2017), o que indica maiores chances 

de doença mais agressiva, permitindo uma estratificação de prognóstico precoce. Ainda, no 

estudo de Madanat-Harjuoja et al. (2022), 50 pacientes com TW com estadiamento III ou IV 

tratados de acordo com o protocolo COG tiveram o DNA de plasma, urina e tumor avaliados 

para alterações no número de cópias (ganhos de cópia de 1q e perda de heterozigose em 1p 

e 16q). O tDNA foi detectado no plasma de 82% e na urina de 27% dos pacientes. A presença 

de tDNA no plasma foi associada a pacientes com tumor de maior estadiamento e não houve 

associação com a presença de tDNA na urina. A FA máxima de tDNA no plasma e na urina foi 

de 66% e 90%, respectivamente, de acordo com os achados do presente estudo que mostra 

níveis acima de 90% de tDNA em plasma de pacientes com doença mais avançada (como o 

caso TW04, uma paciente metastática que evoluiu a óbito) e de 46% na urina (como no caso 

TW01, que viria a apresentar metástase meses depois).  

A análise por biópsia líquida de forma personalizada, buscando identificar variantes 

somáticas no tumor de cada paciente diretamente nos fluidos corpóreos, também tem se 

mostrado uma estratégia promissora. No estudo de Jiménez et al. (2018) foi realizado o 

sequenciamento de exoma (SNVs) e análise de alterações no número de cópias (CNAs) no 

cfDNA do plasma, do DNA do tecido tumoral e do DNA de leucócitos de pacientes com diversos 
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tipos de tumores renais pediátricos, visando obter o diagnóstico preciso de TW antes do 

acesso à peça tumoral. Dos 18 pacientes recrutados, 14 tinham TW. Ao todo, os autores foram 

capazes de detectar alterações genéticas somáticas e específicas das células tumorais, como 

CNAs, SNVs ou ambos, no cfDNA em 10 (55,6%), 17 (94,4%) e 17 (94,4%) dos 18 pacientes 

avaliados, respectivamente. Dos 14 casos de TW, 12 (85,7%) apresentaram alterações 

somáticas em genes frequentemente alterados em TW, como variantes em DROSHA, CTNNB1, 

MYCN e WT1.  A biópsia líquida pode ser extremamente útil em casos de tumores em que é 

difícil obter amostras tumorais ou quando a biópsia não é realizada no momento do 

diagnóstico, o que é frequente em uma considerável proporção de pacientes pediátricos com 

tumores renais tratados seguindo os protocolos estabelecidos pela Sociedade Internacional 

de Oncologia Pediátrica (SIOP). 

Entretanto, em concordância com Jiménez et al. (2018), o presente estudo e nosso 

estudo anterior (Miguez et al. 2020) mostrou que nem todas as mutações identificadas no 

fragmento de tumor analisado através do painel TW-35 ou do sequenciamento de exoma 

foram detectadas em fluidos corpóreos, reforçando a necessidade de mais investigações 

sobre a biologia do tDNA.  

Uma limitação do presente estudo foi a pequena casuística de TW que pôde ser 

analisada e prejudicou a avaliação da associação da presença de tDNA em plasma e urina com 

as variáveis clínicas. Por outro lado, para a casuística de ccRCC, foi possível avaliar associações 

entre estes fatores. Este estudo produziu resultados coerentes com outros trabalhos, 

sobretudo quanto à relação de tDNA em plasma de pacientes com ccRCC avançado e com 

tumores maiores. Apesar de não alcançar significância estatística, nossos resultados mostram 

que quando tDNA positivo, o plasma coletado antes da cirurgia (baseline) e o coletado durante 

o primeiro ano após cirurgia (M1 + M2) parecem indicar pacientes com massa tumoral de 
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maior volume (p=.07 e p=.059, respectivamente).  Smith et al. (2020) analisou a presença de 

tDNA em plasma e urina de pacientes com diferentes subtipos e graus de CCR usando sWGS 

(do inglês “shallow whole genome sequencing”) ou o sequenciamento de um painel de genes 

mutados em CCR. Os autores observaram que, dentre 12 casos com tDNA positivo em plasma 

coletado antes da nefrectomia, 10 eram ccRCC, e desses, 9 tinham os maiores tumores da 

casuística (7,4-23cm). A detecção de tDNA também foi mais comum em pacientes com CCR 

localmente avançado, caracterizado pela obstrução da veia renal ou trombo tumoral na veia 

cava inferior. Esses achados estão em consonância com o presente estudo, que também 

mostrou uma relação entre tDNA presente no plasma coletado antes da cirurgia (baseline) e 

ccRCC avançado, com graduação pT3. Ainda, nenhum dos dois estudos obteve uma associação 

entre a detecção de tDNA em amostras de urina e doença avançada ou tamanho tumoral. 

Um outro estudo (Yamamoto et al. 2019) avaliou a presença de tDNA no plasma de 53 

pacientes com ccRCC através de sequenciamento target do cfDNA de plasma e dos DNAs de 

leucócitos e de tecido tumoral (para 5 casos somente) utilizando um painel de 48 genes 

frequentemente mutados neste tumor. Os plasmas foram coletados ou antes do tratamento, 

ou durante ou em ambos os momentos. Foi possível detectar tDNA diretamente no plasma 

em 16 casos (16/53, 30%) e houve associação entre a presença de tDNA no plasma e tumores 

com maior tamanho. Ainda, os autores concluíram que pacientes com amostras de plasma 

com tamanhos de fragmentos de cfDNA menores tendem a apresentar desfechos clínicos 

piores.  

Num terceiro estudo (Pal et al. 2017), que avaliou pacientes com CCR metastáticos em 

primeira linha de tratamento ou posteriores, foi possível detectar tDNA no plasma de 78,6% 

dos 220 casos avaliados usando o ensaio Guardant360. Este painel comercial conta com 74 

genes frequentemente alterados em tumores sólidos e tem sensibilidade para detectar 
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variantes com FA de até 0,1%. A alta taxa de detecção se deve aos casos de CCR avançados, o 

que também é observado em outros tumores. As variantes somáticas observadas no plasma 

destes pacientes durante terapia de primeira linha e pós-primeira linha sugerem possíveis 

mecanismos de resistência terapêutica, como variantes em TP53, mostrando o potencial da 

biópsia líquida em casos avançados de CCR como ferramenta para facilitar a seleção de novas 

terapias direcionadas. Os mesmos autores realizaram um outro estudo para elucidar a 

presença de correlação entre tDNA no plasma e fatores clínicos destes mesmos pacientes 

(Maia et al. 2017). Conforme observado no presente estudo e nos estudos anteriores, os 

autores concluíram que existe uma possível associação entre a detecção de tDNA em plasma 

e o diâmetro do tumor. 

No presente estudo também foi avaliada a predisposição genética ao TW e ao CCR 

através do sequenciamento de um painel de 126 genes de predisposição ao câncer. Nos 59 

casos de TW avaliados, 9 (15,2%) tinham doença bilateral. No entanto, nenhum desses casos 

bilaterais apresentou variante germinativa com potencial de aumentar o risco genético ao 

câncer. Em relação aos casos de TW unilaterais, o paciente N07 apresentou uma variante 

germinativa nonsense (que causa um códon de parada prematuro na proteína) no gene WT1 

e que apresentou perda de heterozigose no DNA do tumor, sugerindo a associação do TW 

com a perda bialélica de WT1. Embora seja um caso de doença unilateral, esta paciente passou 

por uma nefrectomia parcial no rim contralateral ao afetado por TW devido à presença de 

nefrobastomatose difusa com restos nefrogênicos, embora não tenham sido identificados 

sinais de malignidade. Os restos nefrogênicos são aglomerados anormalmente persistentes 

de células embrionárias no tecido renal e são considerados precursores de TW (Beckwith 

1998; Fukuzawa e Reeve 2007). Estudos já observaram alterações em WT1 e também em WTX 

tanto no tecido renal com restos nefrogênicos quanto nos respectivos TW, sugerindo que 
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estes poderiam ser eventos genéticos precoces relevantes (Bánki et al. 2023). Num outro caso 

desta casuística (L25), a variante patogênica missense p.Ile157Thr em CHEK2 é associada a um 

risco aumentado de câncer de mama, câncer de cólon, câncer de rim, câncer de próstata e 

câncer de tireóide, porém com baixa penetrância (Cybulski et al. 2004). 

Cerca de 2% dos casos de TW tem um histórico familiar (Ruteshouser e Huff 2004). 

Esses clusters familiares envolvem variantes hereditárias diferentes, como WT1 e TRIM28 

(Diets et al. 2019), mas algumas famílias ainda não tiveram um gene responsável identificado.  

No presente estudo identificamos uma variante de significado incerto em ERCC2 em 3 casos 

de TW de uma mesma família (c.2069G>A, p.Arg690Gln), sendo o pai afetado e dois filhos 

também afetados, além de 1 caso da coorte de 59 casos de TW com uma variante no mesmo 

exon (exon 22 - c.2165G>A, p.Arg722Gln). O gene ERCC2 (ERCC Excision Repair 2), também 

conhecido como XPD (Xeroderma Pigmentosum Group D), faz parte do TFIIH Core Complex 

Helicase Subunit. Esse complexo é composto por 9 subunidades e atua na maquinaria de 

reparo por excisão de nucleotídeos (NER, do inglês “nucleotide excision repair”), principal 

mecanismo de reparo de DNA dos seres vivos, onde regiões defeituosas de uma fita são 

removidas e ressintetizadas a partir da sequência de nucleotídeos da fita complementar.  O 

ERCC2 também tem atividade quinase participando da iniciação da transcrição do RNA, 

fosforilando o domínio C terminal da RNA Polimerase II, que leva ao escape da região 

promotora e início da transcrição (Greber et al. 2019). Outras funções biológicas também já 

foram associadas ao ERCC2, incluindo regulação do ciclo celular, mitose e função mitocondrial 

(Houten et al. 2016). Alterações bialélicas em ERCC2 são associadas ao xeroderma pigmentoso 

(XP), um conjunto de doenças genéticas que se caracterizam pela alta sensibilidade à radiação 

ultravioleta (UV), aumentando significativamente o risco de desenvolver câncer de pele em 

idade precoce. Já alterações monoalélicas, como as observada nos casos deste estudo, foram 
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descritas como possivelmente relacionadas ao aumento de risco de sarcomas  (Ballinger et al. 

2016). Até o momento este gene ainda não foi descrito como envolvido na tumorigênese do 

TW e são necessários mais estudos para esclarecer o papel do ERCC2 na predisposição a esse 

tumor. 

Já a variante germinativa missense p.Ile157Thr no caso L25 da casuística de TW é 

relativamente comum em populações europeias e norte-americanas e é também associada a 

um risco aumentado de câncer de mama, câncer de cólon, câncer de rim, câncer de próstata 

e câncer de tireóide, porém com baixa penetrância (Cybulski et al. 2004). O gene CHEK2 

(Checkpoint Kinase 2) codifica uma proteína que regula o checkpoint do ciclo celular, atuando 

como um supressor tumoral importante em resposta a danos no DNA.  

Neste estudo também foram avaliados 72 casos de CCR para variantes germinativas 

em genes de risco. Em dois casos de ccRCC foi encontrada a variante c.1431_1433dupAAA no 

gene FH (Fumarate Hydratase). Este gene, quando alterado de forma constitutiva e 

monoalélica, está relacionado à síndrome de Leiomiomatose hereditária e carcinoma de 

células renais (HLRCC) predispondo os pacientes afetados ao CCR com tumores conhecidos 

por serem altamente agressivos e que, com frequência, apresentam metástases precoces. O 

gene FH codifica a enzima fumarato hidratase do ciclo do ácido cítrico. A perda da função de 

FH por variantes genéticas causa um estado pró-oncogênico complexo por causa do acúmulo 

de fumarato e 2-succinocisteína (2SC), levando a alterações no potencial migratório de células 

tumorais, a resposta ao estresse oxidativo e a resposta a danos ao DNA (Kancherla et al. 2020). 

Entretanto, a variante germinativa c.1431_1433dupAAA em FH, encontrada em 2 dos 72 casos 

deste estudo, tem relatos conflitantes de patogenicidade na literatura.  Zhang et al. (2020) 

sugeriram que, quando em heterozigose, esta alteração não está associada a uma 

predisposição hereditária aumentada para CCR nem para qualquer outro tipo de câncer, pois 
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em 7571 casos de pacientes com câncer avaliados, 24 apresentaram esta mesma variante e 

nenhum deles tinha câncer renal, e de 372 pacientes com câncer renal, nenhum tinha esta 

variante em FH.  No entanto, esta variante está associada à Deficiência da fumarato hidratase 

(FHD) de forma recessiva, o que mostra que a variante apresenta algum nível de impacto na 

proteína.  

A variante c.1431_1433dupAAA está presente em 0,1% da população avaliada no 

GnomAD e 0,03% no 1000Genomes (rs367543046). Nos 2 casos deste estudo com a variante 

c.1431_1433dupAAA, o acometimento por ccRCC aconteceu em idade precoce (<45 anos de 

idade) porém sem apresentar doença agressiva, ambos com tumor de graduação pT1. Ainda, 

nenhum dos 2 casos apresentou variante somática em FH no DNA do tecido tumoral. Um 

outro autor também relatou 2 casos de CCR que apresentam a variante c.1431_1433dupAAA 

em FH, também com idade precoce (13 e 40 anos de idade), ambos com tumor pT1, e sugere 

que mais dados são necessários para esclarecer o papel patogênico dessa variante em 

pacientes com CCR e recomenda sua classificação como de significado incerto (VUS) (Gupta et 

al. 2021).  

 Num estudo recente foram analisados os dados de sequenciamento de genoma 

completo de 1336 casos de CCR e 5834 controles para a identificação de variantes de risco em 

genes de predisposição ao câncer (Yngvadottir et al. 2022). Dos 1336 casos, 6,4% 

apresentaram uma ou mais variantes patogênicas (VP) ou provavelmente patogênicas (VPP) 

em uma gama variada de genes de risco, um número similar aos casos com variantes P ou PP 

encontrados no presente estudo (7/72 pacientes avaliados, 9,7%). Ainda em Yngvadottir et al. 

(2022), também foram identificadas 64 variantes de significado incerto em genes previamente 

relacionados ao CCR e a maioria dos pacientes com variantes P em genes bem estabelecidos 

por predispor ao CCR tinha idade <50 anos. Esse dado está de acordo com o presente estudo, 
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onde a média de idade nos casos com variantes germinativas P foi de 46 anos de idade (36–

53, mediana de 49 anos). Em Yngvadottir et al. (2022) o gene já relacionado ao CCR com mais 

variantes P ou PP foi CHEK2, numa casuística enriquecida para casos de CCR em europeus, 

seguido por MITF e SDHA. No presente estudo não houve nenhum caso com variante P ou 

VUSp (VUS priorizada) em CHEK2 ou em MITF, talvez pela alta miscigenação da população 

brasileira. Porém identificamos uma variante VUSp em SDHA, em 1 caso de CCR do subtipo 

Papilífero. 

 Reconhecemos as limitações do presente estudo, como a casuística muito pequena 

para a análise de associação de presença de tDNA em urina e plasma e prognóstico de 

pacientes com TW. Esses pacientes continuarão a ser recrutados em um próximo projeto. 

Além disso, houve um número elevado de falhas de coleta de amostras de plasma e urina em 

diferentes momentos na casuística de ccRCC, o que é um risco em projetos prospectivos de 

longa duração. 

 De forma geral, o presente estudo mostra o grande potencial da análise da presença 

de tDNA no plasma de pacientes com TW e ccRCC, principalmente antes do tratamento para 

os casos de ccRCC, como uma ferramenta auxiliar na estratificação de prognóstico desses 

pacientes de forma precoce. Em relação à investigação de VPs germinativas em GPC nos 

pacientes com TW, a perda bialélica de WT1 em um dos pacientes reforça o envolvimento 

deste gene na predisposição ao TW. Nos casos de ccRCC, apesar de identificarmos VPs em 5 

dos 72 pacientes avaliados, não houve LOH em nenhum deles, não sendo possível inferir uma 

relação direta destas VPs com o tumor. 
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6. CONCLUSÕES 

 

 - No presente estudo foi desenvolvido um painel contendo 35 genes frequentemente 

mutados em TW com capacidade de detecção de variantes somáticas em 61,1% dos casos. A 

continuidade da estratégia de WES nas amostras negativas para variante somática avaliadas 

com painel de genes associados com TW e simultâneo acompanhamento da literatura se 

mostrou eficiente na geração de um painel com alta sensibilidade para detectar marcas 

tumorais específicas em TW.   

- A estratégia de biopsia líquida personalizada (PATS) para detecção de tDNA em urina 

e plasma reforçou a constatação de que DNA tumoral de TW é frequentemente liberado no 

plasma ou urina sendo uma medida útil e precisa para monitoramento de reposta ao 

tratamento desses pacientes. O valor da presença de tDNA como biomarcador complementar 

para estratificação de prognóstico necessita da avaliação de um maior número de casos de 

TW. Para pacientes com ccRCC, a estratégia PATS para detecção de tDNA no plasma coletado 

antes da cirurgia apresentou potencial de apoiar a estratificação de prognóstico de pacientes 

em estágios mais avançados da doença, com graduação pT3.  

- A análise germinativa em pacientes com TW revelou que 10,2% (6/59) eram 

portadores de VPs. A análise de perda do alelo selvagem (LOH) em tumores de 7 pacientes 

revelou variante bialélica do gene WT1 no DNA do tumor, confirmando o seu envolvimento 

com a tumorigênese nesse paciente. O gene ERCC2 foi revelado como um candidato 

importante envolvido na predisposição ao TW. A análise germinativa em pacientes com CCR 

revelou que 7% são portadores de VP (5/72). No entanto, não foi observada a perda do alelo 

selvagem em nenhum dos 9 tumores em que a análise LOH foi realizada, revelando 
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complexidade na detecção da inativação dos GPC como desencadeador do processo 

tumorigênico nos tumores renais adultos e pediátricos (TW).   
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Apêndice 1. Perfil dos fragmentos de DNA livre presentes nas amostras de plasma. 
 

Caso Coleta 
Tamanho do 

fragmento (bp) 

Concentração do 
fragmento 

(pg/uL) 

Fração do total 
(%) 

TW01 Baseline NA NA NA 
M1 NA NA NA 
M2 NA NA NA 

TW03  Baseline 170 22,35 100,00% 
M2 169 463,6 91,50% 

TW04 Baseline NA NA NA 
M1 NA NA NA 

M2 NA NA NA 

TW05 
  

Baseline 147 175,06 100,00% 
M1 NA NA NA 
M2 161 1022,01 98,20% 

TW06 
  

Baseline 166 7,07 100,00% 
M1 171 2,74 100,00% 
M2 NA NA NA 

TW09 
  

Baseline 167 240,45 84,90% 
M1 169 511,37 96,70% 
M2 175 64,97 84,30% 

TW11 
  

Baseline 167 1162,67 81,30% 

M1 169 568,25 93,00% 
M2 NA NA NA 

TW12  M1 170 5,55 100,00% 
M2 NA NA NA 

TW14  
Baseline 

161 3108,91 72,90% 
258 28,47 0,80% 
296 163,63 4,60% 

M2 NA NA NA 

ccRCC 32 Baseline 176 286,56 100,00% 

ccRCC 33 
 
 
  

Baseline NA NA NA 
M1 169 19,8 100,00% 

M2 172 23,96 100,00% 
M3 174 6,12 100,00% 
M4 175 93,13 100,00% 

ccRCC 34 
  

Baseline 176 8,57 100,00% 
M1 173 10,08 100,00% 
M2 NA NA NA 

ccRCC 37 
 
 
  

Baseline 172 82,37 100,00% 
M1 NA NA NA 
M2 172 47,2 100,00% 
M3 175 96,08 100,00% 
M4 170 50,05 47,70% 
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175 51,77 49,80% 

ccRCC 38  Baseline 173 82,02 100,00% 
M2 NA NA NA 

ccRCC 39  Baseline 171 188 100,00% 
M2 NA NA NA 

ccRCC 43 
 
 
  

Baseline 170 62,96 100,00% 
M1 162 1483,58 96,40% 
M2 169 414,35 100,00% 
M3 168 110,62 100,00% 
M4 167 1109,55 91,90% 

ccRCC 44 
  

Baseline 174 171 100,00% 

M1 
171 28,31 49,90% 

177 28,19 50,10% 
M2 170 156,25 100,00% 

ccRCC 57 
 
  

Baseline 
169 11,9 58,50% 
178 6,77 33,70% 

M2 NA NA NA 
M3 174 47,05 100,00% 
M4 171 111,42 100,00% 

ccRCC 60  Baseline 169 455,61 98,30% 
M1 168 543,65 100,00% 

ccRCC 63 
 
  

Baseline NA NA NA 
M1 176 1,6 100,00% 

M2 165 15,31 100,00% 
M4 168 7,07 100,00% 

ccRCC 64 Baseline 175 2,46 100,00% 

ccRCC 65  Baseline NA NA NA 
M1 175 244,95 100,00% 

ccRCC 66 
  

Baseline NA NA NA 
M1 NA NA NA 
M2 179 3,79 100,00% 

ccRCC 69 Baseline NA NA NA 

ccRCC 70 Baseline NA NA NA 

ccRCC 74 Baseline 167 185,5 50,10% 

ccRCC 85 
 
 
  

Baseline NA NA NA 
M1 170 70,47 100,00% 
M2 170 129,74 100,00% 
M3 170 124,01 100,00% 
M4 169 93,66 100,00% 

ccRCC 88 
 
 
  

Baseline NA NA NA 
M1 173 1,63 100,00% 
M2 170 72,78 100,00% 
M3 172 7,08 100,00% 
M4 171 46,96 100,00% 

ccRCC 92 
  

Baseline NA NA NA 
M1 172 324,12 90,40% 
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M2 169 385,37 100,00% 

ccRCC 93 
 
 
  

Baseline 174 34,71 100,00% 
M1 176 131,4 100,00% 
M2 172 99,98 100,00% 

M3 
171 28,65 49,40% 
176 29,04 50,60% 

M4 
172 40,28 35,30% 
177 73,16 64,70% 

ccRCC 97 
  

Baseline 177 52,19 89,70% 
M2 181 3,31 100,00% 
M4 175 35,61 100,00% 

ccRCC 98 
 
  

Baseline NA NA NA 
M1 173 222,05 100,00% 

M2 
168 90,21 48,30% 
174 95,58 51,70% 

M4 171 79,2 100,00% 

ccRCC 100 
  

M2 165 134,85 100,00% 
M3 174 44,76 100,00% 

M4 
132 17,35 15,50% 
161 91,85 84,50% 

ccRCC 101 
 
  

M1 177 33,46 100,00% 
M2 177 32,37 100,00% 
M3 175 2,13 100,00% 
M4 168 26,34 100,00% 

ccRCC 102 
  

Baseline NA NA NA 

M2 
169 20,6 40,70% 
175 25,55 51,10% 

M3 NA NA NA 

ccRCC 103  Baseline NA NA NA 
M2 167 822,46 95,20% 

ccRCC 104 Baseline NA NA NA 

ccRCC 106  Baseline 172 6,41 100,00% 
M1 168 83,64 100,00% 
M2 171 130,47 100,00% 

ccRCC 109  Baseline 
171 44,66 48,70% 

174 46,74 51,30% 
M1 174 204,78 100,00% 

M2 
170 42,9 50,50% 
177 41,61 49,50% 

M3 180 0,89 100,00% 
M4 NA NA NA 

ccRCC 110  Baseline NA NA NA 
M1 170 165,94 100,00% 
M2 176 2,75 100,00% 
M3 178 2,22 100,00% 
M4 172 3,63 100,00% 
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ccRCC 112  Baseline NA NA NA 
M3 NA NA NA 

ccRCC 120  M1 175 135,89 100,00% 
M2 174 107,98 100,00% 

ccRCC 121 
  

Baseline NA NA NA 
M1 172 56,4 100,00% 

M3 
171 25,23 56,40% 
176 14,22 32,10% 
267 4,58 11,50% 

ccRCC 123  Baseline NA NA NA 
M2 NA NA NA 

ccRCC 127  M3 NA NA NA 

M4 173 248,06 98,60% 

ccRCC 130 
 
 
  

Baseline NA NA NA 

M1 173 104,48 100,00% 
M2 175 26,29 100,00% 
M3 176 126,78 100,00% 
M4 169 177,25 100,00% 

NA, amostra não avaliável por não ter volume suficiente. 
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Apêndice 2. Genes contidos nos painéis TW, CCR, CCP e 126 genes. 
 

a) PAINEL TW-35: Genes frequentemente mutados em TW – 35 genes (customizado) 

ABCA7 CTNNB1 DGCR8 INTS1 MYCN RERE SIX2 TNRC18 XPO5 

ARID1A DCHS1 DROSHA KLHL30 NONO REST SLC25A5 TP53 WT1 

BCOR DICER1 FBXW7 MAX NOTCH1 RYR2 SMARCA4 TTN WTX 

CHD4 DIS3L2 GLI3 MLLT1 NOTCH2 SIX1 TARBP2 U2AF2  

Preto, cobertura de todos os exons do gene; Verde, cobertura parcial dos exons do gene. 

 

b) PAINEL CCR-28: Genes frequentemente mutados em CCR – 28 genes (Meira, 2022) 

(customizado) 

AR BRAF FAT1 KDM5C MET NFE2L2 PCF11 SMARCB1 STAG2 

ARID1A CDKN2A FH KDM6A MTOR NRAS PIK3CA SMARCA4 TCEB1 

BAP1 EGFR FLCN KRAS NF2 PBRM1 PTEN SETD2 TP53 

VHL         

Preto, cobertura de todos os exons do gene; Verde, cobertura parcial dos exons do gene  

 

c) PAINEL CCP: Ion AmpliSeq™ Comprehensive Cancer Panel (Thermo Fisher Scientific, USA) 

ABL1 BTK DDR2 FLT1 ITGA9 MLH1 PAK3 RALGDS TCF12 

ABL2 BUB1B DEK FLT3 ITGB2 MLL PALB2 RARA TCF3 

ACVR2A CARD11 DICER1 FLT4 ITGB3 MLL2 PARP1 RB1 TCF7L1 

ADAMTS20 CASC5 DNMT3A FN1 JAK1 MLL3 PAX3 RECQL4 TCF7L2 

AFF1 CBL DPYD FOXL2 JAK2 MLLT10 PAX5 REL TCL1A 

AFF3 CCND1 DST FOXO1 JAK3 MMP2 PAX7 RET TET1 

AKAP9 CCND2 EGFR FOXO3 JUN MN1 PAX8 RHOH TET2 

AKT1 CCNE1 EML4 FOXP1 KAT6A MPL PBRM1 RNASEL TFE3 

AKT2 CD79A EP300 FOXP4 KAT6B MRE11A PBX1 RNF2 TGFBR2 

AKT3 CD79B EP400 FZR1 KDM5C MSH2 PDE4DIP RNF213 TGM7 

ALK CDC73 EPHA3 G6PD KDM6A MSH6 PDGFB ROS1 THBS1 

APC CDH1 EPHA7 GATA1 KDR MTOR PDGFRA RPS6KA2 TIMP3 

AR CDH11 EPHB1 GATA2 KEAP1 MTR PDGFRB RRM1 TLR4 

ARID1A CDH2 EPHB4 GATA3 KIT MTRR PER1 RUNX1 TLX1 

ARID2 CDH20 EPHB6 GDNF KLF6 MUC1 PGAP3 RUNX1T1 TNFAIP3 

ARNT CDH5 ERBB2 GNA11 KRAS MUTYH PHOX2B SAMD9 TNFRSF14 

ASXL1 CDK12 ERBB3 GNAQ LAMP1 MYB PIK3C2B SBDS TNK2 

ATF1 CDK4 ERBB4 GNAS LCK MYC PIK3CA SDHA TOP1 

ATM CDK6 ERCC1 GPR124 LIFR MYCL1 PIK3CB SDHB TP53 

ATR CDK8 ERCC2 GRM8 LPHN3 MYCN PIK3CD SDHC TPR 

ATRX CDKN2A ERCC3 GUCY1A2 POT1 MYD88 PIK3CG SDHD TRIM24 

AURKA CDKN2B ERCC4 HCAR1 LPP MYH11 PIK3R1 SEPT9 TRIM33 
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AURKB CDKN2C ERCC5 HIF1A LRP1B MYH9 PIK3R2 SETD2 TRIP11 

AURKC CEBRA ERG HLF LTF NBN PIM1 SF3B1 TRRAP 

AXL CHEK1 ESR1 HNF1A LTK NCOA1 PKHD1 SGK1 TSC1 

BAI3 CHEK2 ETS1 HOOK3 MAF NCOA2 PLAG1 SH2D1A TSC2 

BAP1 CIC ETV1 HRAS MAFB NCOA4 PLCG1 SMAD2 TSHR 

BCL10 CKS1B ETV4 HSP90AA1 MAGEA1 NF1 PLEKHG5 SMAD4 UBR5 

BCL11A CMPK1 EXT1 HSP90AB1 MAGI1 NF2 PML SMARCA4 UGT1A1 

BCL11B COL1A1 EXT2 ICK MALT1 NFE2L2 PMS1 SMARCB1 USP9X 

BCL2 CRBN EZH2 IDH1 MAML2 NFKB1 PMS2 SMO VHL 

BCL2L1 CREB1 FAM123B IDH2 MAP2K1 NFKB2 POU5F1 SMUG1 WAS 

BCL2L2 CREBBP FANCA IGF1R MAP2K2 NIN PRARG SOCS1 WHSC1 

BCL3 CRKL FANCC IGF2 MAP2K4 NKX2-1 PTCH1 SOX11 WRN 

BCL6 CRTC1 FANCD2 IGF2R MAP3K7 NLRP1 PRDM1 SOX2 WT1 

BCL9 CSF1R FANCF IKBKB MAPK1 NOTCH1 PRKAR1A SRC XPA 

BCR CSMD3 FANCG IKBKE MAPK8 NOTCH2 PRKADC SSX1 XPC 

BIRC2 CTNNA1 FAS IKZF1 MARK1 NOTCH4 PSIP1 STK11 XPO1 

BIRC3 CTNNB1 FBXW7 IL2 MARK4 NPM1 PTGS2 STK36 XRCC2 

BIRC5 CYLD FGFR1 IL21R MBD1 NRAS PTEN SUFU ZNF384 

BLM CYP2C19 FGFR2 IL6ST MCL1 NSD1 PTGS2 SYK ZNF521 

BLNK CYP2D6 FGFR3 IL7R MDM2 NTRK1 PTPN11 SYNE1  

BMPR1A DAXX FGFR4 ING4 MDM4 NTRK3 PTPRD TAF1  

BRAF DCC FH IRF4 MEN1 NUMA1 PTPRT TAF1L  

BRD3 DDB2 FLCN IRS2 MET NUP214 RAD50 TAL1  

BRIP1 DDIT3 FLI1 ITGA10 MITF NUP98 RAF1 TBX22  

 

 

d) Painel 126 genes: Genes de predisposição hereditária ao câncer (de Carvalho, 2022) 

(customizado) 

ACD BUB1 CTR9 ERCC5 HOXB13 MSH3 POLD1 RET SUFU 

AIP BUB1B CYLD EXT1 HRAS MSH6 POLE RHBDF2 TERF2IP 

AKT1 BUB3 DDB2 EXT2 KIF1B MSR1 POLH RUNX1 TERT 

ALK CASR DICER1 EZH2 KIT MTAP POT1 SDHA TMEM127 

APC CDC73 DIS3L2 FANCC LZTR1 MUTYH PRKAR1A SDHAF2 TP53 

ATM CDH1 EGFR FANCG MAX NBN PRSS1 SDHB TSC1 

AXIN2 CDK4 EGLN1 FANCM MC1R NF1 PTCH1 SDHC TSC2 

BAP1 CDKN1B ENG FH MEN1 NF2 PTEN SDHD VHL 

BARD1 CDKN1C EP300 FLCN MET NSD1 RAD50 SLX4 WRN 

BLM CDKN2A EPCAM GALNT12 MITF NTHL1 RAD51C SMAD4 WT1 

BMPR1A CEBPA ERBB2 GATA2 MLH1 PALB2 RAD51D SMARCA4 XPA 

BRCA1 CHEK2 ERCC2 GPC3 MLH3 PDGFRA RB1 SMARCB1 XPC 

BRCA2 CREBBP ERCC3 GREM1 MRE11A PHOX2B RECQL4 SMARCE1 XRCC2 

BRIP1 CTNNA1 ERCC4 HNF1A MSH2 PMS2 REST STK11 YAP1 
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Apêndice 3. Variantes somáticas em 978 amostras de TW, de acordo com levantamento 

bibliográfico, e regiões cobertas pelo painel de genes. 
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Apêndice 4. Ruído de sequenciamento para as variantes somáticas avaliadas nas coortes 

de biópsia líquida usando DNA de leucócito controle (Controles Negativos). 
 

Casuística Gene cDNA Proteína 
AF do ruído de 

sequenciamento (%) 

TW BTK c.391+8T>C   0,093 

TW CTNNB1 c.1147T>G p.Trp383Gly 0,117 

TW CTNNB1 c.1149G>T p.Trp383Cys 0,133 

TW DGCR8 c.1552G>A p.Glu518Lys 0,098 

TW DROSHA c.3665A>G p.Glu1222Gly 0,220 

TW EIF4G1 c.2843C>T p.Thr948Ile 0,053 

TW INTS1 c.2257G>A p.Gly753Ser 0,160 

TW KLHL30 c.1253C>A p.Ala418Asp 0,002 

TW KRT80 c.932C>T p.Ser311Phe 0,005 

TW MTA2 c.187G>T p.Ala63Ser 0,020 

TW PHF5A c.305G>A p.Arg102His 0,009 

TW PIK3CA c.2740G>A p.Gly914Arg 0,028 

TW PPP2R1A c.547C>T p.Arg183Trp 0,120 

TW RAD50 c.3835C>T p.Arg1279Cys 0,090 

TW SERBP1 c.1117C>T p.Arg373Ter 0,097 

TW SIX1 c.530A>G p.Gln177Arg 0,288 

TW SUPT7L c.1217G>A p.Arg406His 0,053 

TW TMED9 c.208_209del p.Asp70Glnfs*47 0,130 

TW TNRC18 c.3499del p.Glu1167Argfs*40 0,120 

TW TTI1 c.1516G>A p.Asp506Asn 0,007 

TW WT1 c.1495delG p.Ala499Profs*6 0,245 

TW WTAP c.485G>A p.Arg162Gln 0,220 

TW WTX c.1057C>T p.Arg353* 0,180 

TW WTX c.565C>T p.Gln189Ter 1,392 

ccRCC ARID1A c.358C>T p.Pro120Ser 0,010 

ccRCC ARID1A 
c.5651_5661delCAGC

AGAGGGT 
p.Thr1884Asnfs*13 0,000 

ccRCC BAP1 c.41T>G p.Leu14Arg 0,019 

ccRCC BAP1 c.38G>T p.Gly13Val 0,018 

ccRCC BAP1 c.37G>C p.Gly13Arg 0,018 

ccRCC BAP1 c.91G>A p.Glu31Lys 0,052 

ccRCC BAP1 c.150_155delCAAATG p.Phe50_Trp52delinsLeu 0,000 

ccRCC BAP1 c.1044delC p.Asn349Thrfs*13 0,768 

ccRCC BAP1 c.2034dupT p.Ile679Tyrfs*38 0,173 

ccRCC CDKN2A c.442G>A p.Ala148Thr 0,128 

ccRCC FAT1 c.385G>C p.Val129Leu 0,021 

ccRCC FAT1 c.2080C>T p.His694Tyr 0,052 

ccRCC FAT1 c.4312A>G p.Ile1438Val 0,089 
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ccRCC FAT1 c.11155G>A p.Val3719Met 0,082 

ccRCC KDM5C c.503A>C p.Gln168Pro 0,185 

ccRCC KDM5C c.1013delA p.Lys338Serfs*92 0,366 

ccRCC KDM5C c.1883_1903del p.Gln628_Arg634del 0,000 

ccRCC KDM5C c.2341C>A p.Leu781Met 0,001 

ccRCC KDM5C c.3937C>T p.Gln1313Ter 0,000 

ccRCC KDM5C c.228+1G>A   0,049 

ccRCC KDM6A c.771T>A p.Asp257Glu 0,015 

ccRCC KDM6A c.2390G>A p.Cys797Tyr 0,083 

ccRCC KDM6A c.2515_2518delAACA p.Asn839Valfs*27 0,000 

ccRCC MET c.3209T>C p.Val1070Ala 0,109 

ccRCC MET c.3335A>T p.His1112Leu 0,091 

ccRCC MTOR c.5930C>A p.Thr1977Lys 0,012 

ccRCC MTOR c.6644C>T p.Ser2215Phe 0,086 

ccRCC NF2 c.260C>T p.Ser87Leu 0,046 

ccRCC NFE2L2 c.86A>G p.Asp29Gly 0,050 

ccRCC PBRM1 c.457C>T p.Gln153Ter 0,054 

ccRCC PBRM1 c.36delC p.Ser13Alafs*32 0,210 

ccRCC PBRM1 c.1649C>T p.Pro550Leu 0,040 

ccRCC PBRM1 c.1743_1744delAA p.Lys581Asnfs*12 2,946 

ccRCC PBRM1 c.1844T>A p.Phe615Tyr 0,006 

ccRCC PBRM1 c.2033G>A p.Arg678His 0,098 

ccRCC PBRM1 c.2824C>T p.Arg942Ter 0,080 

ccRCC PBRM1 c.3253G>T p.Glu1085Ter 0,094 

ccRCC PBRM1 c.3680delA p.Asn1227Metfs*17 0,374 

ccRCC PBRM1 c.2608C>T p.Gln870Ter 0,018 

ccRCC PBRM1 c.3616+1G>A   0,031 

ccRCC PBRM1 c.2966-18delC   0,004 

ccRCC PBRM1 c.778-1G>A   0,042 

ccRCC PBRM1 c.3079C>T p.Arg1027Ter 0,006 

ccRCC PBRM1 c.3092T>A p.Val1031Asp 0,009 

ccRCC PCF11 c.1378A>G p.Ile460Val 0,070 

ccRCC PCF11 c.1735A>G p.Thr579Ala 0,124 

ccRCC PDGFRA c.824T>A p.Leu275Ter 0,055 

ccRCC PDGFRB c.3287C>T p.Ala1096Val 0,131 

ccRCC PTEN 
c.372_379delTAAAGC

TG 
p.Cys124Trpfs*53 0,000 

ccRCC PTEN c.812T>C p.Phe271Ser 0,106 

ccRCC ROS1 c.2672A>G p.Tyr891Cys 0,104 

ccRCC SETD2 c.1111delA p.Thr371Glnfs*113 1,435 

ccRCC SETD2 c.1265C>G p.Ser422Ter 0,009 

ccRCC SETD2 c.2613T>G p.Tyr871Ter 0,004 

ccRCC SETD2 c.5530delT p.Ser1844Leufs*21 0,512 

ccRCC SETD2 c.6837dupT p.Val2280Cysfs*89 0,034 
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ccRCC SETD2 c.4918-2A>G   0,110 

ccRCC SETD2 c.4917+1G>A   0,011 

ccRCC SMARCA4 c.3566G>T p.Arg1189Leu 0,012 

ccRCC SMARCA4 c.3699G>A p.Met1233Ile 0,079 

ccRCC SMARCA4 c.4160A>T p.Gln1387Leu 0,036 

ccRCC TP53 c.511G>A p.Glu171Lys 0,205 

ccRCC TP53 c.824G>T p.Cys275Phe 0,107 

ccRCC VHL c.257C>A p.Pro86His 0,035 

ccRCC VHL c.262T>A p.Trp88Arg 0,029 

ccRCC VHL c.285_287delGCA p.Gln96del 0,002 

ccRCC VHL c.182_183delCC p.Pro61Argfs*70 0,990 

ccRCC VHL c.221T>A p.Val74Asp 0,032 

ccRCC VHL c.233dupA p.Asn78Lysfs*54 0,008 

ccRCC VHL 
c.257_270delCCGTAT

GGCTCAAC 
p.Pro86Leufs*41 0,000 

ccRCC VHL c.280G>T p.Glu94Ter 0,001 

ccRCC VHL c.287A>C p.Gln96Pro 0,023 

ccRCC VHL c.317delG p.Gly106Alafs*53 0,413 

ccRCC VHL c.326T>A p.Ile109Asn 0,024 

ccRCC VHL c.343C>T p.His115Tyr 0,027 

ccRCC VHL c.351G>T p.Trp117Cys 0,038 

ccRCC VHL c.397dupA p.Thr133Asnfs*2 0,473 

ccRCC VHL c.433C>T p.Gln145Ter 0,081 

ccRCC VHL c.458T>C p.Leu153Pro 0,188 

ccRCC VHL 
c.469_480delACTCTG

AAAGAG 
p.Thr157_Glu160del 0,000 

ccRCC VHL c.472C>G p.Leu158Val 0,023 

ccRCC VHL c.488T>A p.Leu163His 0,028 

ccRCC VHL 
c.524_533delACAGGA

GACT 
p.Tyr175Trpfs*24 0,000 

ccRCC VHL c.534_539delGGACAT p.Asp179_Ile180del 0,000 

ccRCC VHL c.340+1G>A   0,008 
AF, frequência alélica da variante; TW, tumor de Wilms; ccRCC, carcinoma renal de células claras. 
Ruído de sequenciamento obtido através do sequenciamento do DNA de leucócitos de cada paciente.
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Apêndice 5. Dados clínicos e patológicos dos casos de TW. 
 

ID 
Instituição 
de origem 

Sexo 
Idade ao 

diagnóstico 
Estadiamen-

to 
Subtipo Risco 

Localização do tumor 
no rim 

Tamanho do 
tumor 

Lateralida-
de 

Multifoca-
lidade 

Anaplasia 

TW1 ACC F 
5 anos, 11 

meses 
II Regressivo Intermediário pólo inferior 7,5 x 3,3 cm E ND ND 

TW2 ACC F 
3 anos, 11 

meses 
IV Misto Intermediário 

terço inferior, médio e 
superior 

4,5x3,5x3,0cm 
(lesão maior) 

E Presente ND 

TW3 ACC F 
3 anos, 5 

meses 
IV Misto Intermediário terço médio e inferior 3,3x2,0x0,6cm 

Bilateral 
(info rim E) 

ND ND 

TW4 ACC F 
2 anos, 3 

meses 
IV Misto Intermediário 

ocupa amplamente o 
parênquima renal 

17,0x15,0x11,0cm E ND 
Presente, 

focal 

TW5 ACC F 8 meses II Estromal Intermediário 
todo o parênquima 

renal 
15,0x14,0x11,0cm D ND ND 

TW6 ACC F 
1 ano, 2 
meses 

II Estromal Intermediário 
todo o parênquima 

renal 
8,5x6,5x6,0cm E ND ND 

TW9 ACC F 
2 anos, 7 

meses 
I Blastema Alto - 11,0x8,0x8,0cm D ND ND 

TW1
0 

ACC M 
3 anos, 6 

meses 
I Regressivo Intermediário terço superior/médio 8,0x7,5x7,5cm D ND ND 

TW1
1 

RD F 
1 ano, 11 

meses 
III Blastema Alto 

pólo superior e terço 
médio 

8,0x6,5x5,6 cm E Presente ND 

TW1
2 

ACC M 
5 anos, 7 

meses 
I Misto Intermediário 

pólos superior e 
inferior 

17,8x11,0x10,3cm E ND ND 

TW1
3 

ACC F 4 meses III Estromal Intermediário 
pólos superior e 

inferior 
13,0 x 8,0 cm D ND ND 

TW1
4 

ACC F 
4 anos, 10 

meses 
III Blastema Intermediário 

pólo superior e terço 
médio 

17,0 x 17,0 x 14,0 
cm 

E ND ND 

ACC, A.C.Camargo Cancer Center; RD, Rede D'Or; F, feminino; M, masculino; E, rim esquerdo; D, rim direito, ND, não detectado
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Apêndice 6. Análise do DNA do tecido tumoral do TW da paciente TW2 através de aCGH 

para avaliação de perda de 11p15 ou ganho de 1q. 
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Apêndice 7. Frequência alélica (FA) individual de tDNA em amostras de plasma e urina 

avaliadas em duplicata. 
 

ID Gene cDNA change Protein change Amostra Replicata 1 Replicata 2 

TW03 DROSHA c.3665A>G p.Glu1222Gly Baseline - Sedimento de urina ND ND 

TW03 SUPT7L c.1217G>A p.Arg406His Baseline - Sedimento de urina ND ND 

TW03 KLHL30 c.1253C>A p.Ala418Asp Baseline - Sedimento de urina ND ND 

TW03 EIF4G1 c.2843C>T p.Thr948Ile Baseline - Sedimento de urina 9,55% 11,00% 

TW03 RAD50 c.3835C>T p.Arg1279Cys Baseline - Sedimento de urina ND ND 

TW03 TMED9 c.208_209del p.Asp70Glnfs*47 Baseline - Sedimento de urina ND ND 

TW03 MTA2 c.187G>T p.Ala63Ser Baseline - Sedimento de urina ND ND 

TW03 PPP2R1A c.547C>T p.Arg183Trp Baseline - Sedimento de urina ND ND 

TW03 DROSHA c.3665A>G p.Glu1222Gly M2 - Sedimento de urina ND ND 

TW03 SUPT7L c.1217G>A p.Arg406His M2 - Sedimento de urina ND ND 

TW03 KLHL30 c.1253C>A p.Ala418Asp M2 - Sedimento de urina ND ND 

TW03 EIF4G1 c.2843C>T p.Thr948Ile M2 - Sedimento de urina 4,44% 6,30% 

TW03 RAD50 c.3835C>T p.Arg1279Cys M2 - Sedimento de urina ND ND 

TW03 TMED9 c.208_209del p.Asp70Glnfs*47 M2 - Sedimento de urina ND ND 

TW03 MTA2 c.187G>T p.Ala63Ser M2 - Sedimento de urina ND ND 

TW03 PPP2R1A c.547C>T p.Arg183Trp M2 - Sedimento de urina ND ND 

TW04 SERBP1 c.1117C>T p.Arg373Ter Baseline - Plasma ND ND 

TW04 WTAP c.485G>A p.Arg162Gln Baseline - Plasma 71,37% 74,20% 

TW04 PHF5A c.305G>A p.Arg102His Baseline - Plasma 68,74% 62,05% 

TW04 SERBP1 c.1117C>T p.Arg373Ter M1 - Plasma ND ND 

TW04 WTAP c.485G>A p.Arg162Gln M1 - Plasma 94,50% 89,30% 

TW04 PHF5A c.305G>A p.Arg102His M1 - Plasma 89,20% 8,90% 

ND, não detectado.
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Apêndice 8. Análise estatística da associação entre presença de tDNA em plasma e urina 

de pacientes com TW, variáveis patológicas e desfecho clínico. 
 

a) Teste exato de Fisher - Plasma baseline (antes do tratamento): 

 Nº de pacientes (%) 

VARIÁVEIS: 
Plasma baseline tDNA 

negativo (n=2) 
Plasma baseline tDNA 

positivo (n=6) 
p 

valor 

Progressão da doença    

Ausente 1 (50.0%) 4 (66.7%) 

1 Presente 1 (50.0%) 2 (33.3%) 

    

Subtipo    

Blastema 0 (0.0%) 3 (50.0%) 

.464 Outros 2 (100.0%) 3 (50.0%) 
 

  
 

Estadiamento   
 

III, IV ou V 1 (50.0%) 3 (50.0%) 

1 I ou II 1 (50.0%) 3 (50.0%) 
 

  
 

Risco   
 

Alto 0 (0.0%) 2 (33.3%) 

1 Intermediário 2 (100.0%) 4 (66.7%) 
 

  
 

Multifocalidade   
 

Ausente 1 (50.0%) 5 (83.3%) 

.464 Presente 1 (50.0%) 1 (16.7%) 
 

  
 

Anaplasia   
 

Ausente 2 (100.0%) 5 (83.3%) 

1 Presente 0 (0.0%) 1 (16.7%) 
 

  
 

Necrose   
 

Ausente 0 (0.0%) 1 (16.7%) 

1 Presente 2 (100.0%) 5 (83.3%) 
 

  
 

Infiltração de cápsula renal   
 

Ausente 1 (50.0%) 5 (83.3%) 

.464 Presente 1 (50.0%) 1 (16.7%) 
 

  
 

Infiltração de tecido perirenal   
 

Ausente 1 (50.0%) 5 (83.3%) 

.464 Presente 1 (50.0%) 1 (16.7%) 
 

  
 

Infiltração de seio renal   
 

Ausente 2 (100.0%) 3 (50.0%) 

.464 Presente 0 (0.0%) 3 (50.0%) 
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Invasão sanguínea   
 

Ausente 1 (50.0%) 6 (100.0%) 

.25 Presente 1 (50.0%) 0 (0.0%) 
 

  
 

Invasão linfática   
 

Ausente 1 (50.0%) 5 (83.3%) 
.464 Presente 1 (50.0%) 1 (16.7%) 

 

b) Teste exato de Fisher - Plasma M1 (após quimioterapia neoadjuvante): 

 Nº de pacientes (%) 

VARIÁVEIS: 
Plasma baseline tDNA 

negativo (n=2) 
Plasma baseline tDNA 

positivo (n=5) 
p 

valor 

Progressão da doença    

Ausente 1 (50.0%) 2 (40.0%) 

1 Presente 1 (50.0%) 3 (60.0%) 

    

Subtipo    

Blastema 0 (0.0%) 2 (40.0%) 

1 Outros 2 (100.0%) 3 (60.0%) 
 

  
 

Estadiamento   
 

III, IV ou V 0 (0.0%) 2 (40.0%) 

1 I ou II 2 (100.0%) 3 (60.0%) 
 

  
 

Risco   
 

Alto 0 (0.0%) 2 (40.0%) 

1 Intermediário 2 (100.0%) 3 (60.0%) 
 

  
 

Multifocalidade   
 

Ausente 2 (100.0%) 4 (80.0%) 

1 Presente 0 (0.0%) 1 (20.0%) 
 

  
 

Anaplasia   
 

Ausente 2 (100.0%) 4 (80.0%) 

1 Presente 0 (0.0%) 1 (20.0%) 
 

  
 

Necrose   
 

Ausente 1 (50.0%) 0 (0.0%) 

.286 Presente 1 (50.0%) 5 (100.0%) 
 

  
 

Infiltração de cápsula renal   
 

Ausente 1 (50.0%) 5 (100.0%) 

.286 Presente 1 (50.0%) 0 (0.0%) 
 

  
 

Infiltração de tecido perirenal   
 

Ausente 1 (50.0%) 5 (100.0%) 

.286 Presente 1 (50.0%) 0 (0.0%) 
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Infiltração de seio renal   
 

Ausente 1 (50.0%) 3 (60.0%) 

1 Presente 1 (50.0%) 2 (40.0%) 
 

  
 

Invasão sanguínea   
 

Ausente 1 (50.0%) 4 (80.0%) 

1 Presente 1 (50.0%) 1 (20.0%) 
 

  
 

Invasão linfática   
 

Ausente 1 (50.0%) 4 (80.0%) 
1 Presente 1 (50.0%) 1 (20.0%) 

 

 

c) Teste exato de Fisher - Plasma M2 (após cirurgia): 

 Nº de pacientes (%) 

VARIÁVEIS: 
Plasma baseline tDNA 

negativo (n=8) 
Plasma baseline tDNA 

positivo (n=1) 
p 

valor 

Progressão da doença    

Ausente 5 (62.5%) 0 (0.0%) 

.444 Presente 3 (37.5%) 1 (100.0%) 

    

Subtipo    

Blastema 3 (37.5%) 0 (0.0%) 

1 Outros 5 (62.5%) 1 (100.0%) 
 

  
 

Estadiamento   
 

III, IV ou V 4 (50.0%) 0 (0.0%) 

1 I ou II 4 (50.0%) 1 (100.0%) 
 

  
 

Risco   
 

Alto 2 (25.0%) 0 (0.0%) 

1 Intermediário 6 (75.0%) 1 (100.0%) 
 

  
 

Multifocalidade   
 

Ausente 7 (87.5%) 1 (100.0%) 

1 Presente 1 (12.5%) 0 (0.0%) 
 

  
 

Anaplasia   
 

Ausente 7 (87.5%) 1 (100.0%) 

1 Presente 1 (12.5%) 0 (0.0%) 
 

  
 

Necrose   
 

Ausente 1 (12.5%) 0 (0.0%) 

1 Presente 7 (87.5%) 1 (100.0%) 
 

  
 

Infiltração de cápsula renal   
 

Ausente 7 (87.5%) 0 (0.0%) 

.222 Presente 1 (12.5%) 1 (100.0%) 
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Infiltração de tecido perirenal   
 

Ausente 7 (87.5%) 0 (0.0%) 

.222 Presente 1 (12.5%) 1 (100.0%) 
 

  
 

Infiltração de seio renal   
 

Ausente 5 (62.5%) 1 (100.0%) 

1 Presente 3 (37.5%) 0 (0.0%) 
 

  
 

Invasão sanguínea   
 

Ausente 7 (87.5%) 0 (0.0%) 

.222 Presente 1 (12.5%) 1 (100.0%) 
 

  
 

Invasão linfática   
 

Ausente 7 (87.5%) 0 (0.0%) 
.222 Presente 1 (12.5%) 1 (100.0%) 

 

 
 
d) Teste exato de Fisher – Urina baseline (sedimento + sobrenadante, antes do tratamento): 

 Nº de pacientes (%) 

VARIÁVEIS: 
Plasma baseline tDNA 

negativo (n=3) 
Plasma baseline tDNA 

positivo (n=4) 
p 

valor 

Progressão da doença    

Ausente 2 (66.7%) 2 (50.0%) 

1 Presente 1 (33.3%) 2 (50.0%) 

    

Subtipo    

Blastema 2 (66.7%) 1 (25.0%) 

.486 Outros 1 (33.3%) 3 (75.0%) 
 

  
 

Estadiamento   
 

III, IV ou V 2 (66.7%) 2 (50.0%) 

1 I ou II 1 (33.3%) 2 (50.0%) 
 

  
 

Risco   
 

Alto 1 (33.3%) 1 (25.0%) 

1 Intermediário 2 (66.7%) 3 (75.0%) 
 

  
 

Multifocalidade   
 

Ausente 2 (66.7%) 4 (100.0%) 

.428 Presente 1 (33.3%) 0 (0.0%) 
 

  
 

Anaplasia   
 

Ausente 3 (100.0%) 3 (75.0%) 

1 Presente 0 (0.0%) 1 (25.0%) 
 

  
 

Necrose   
 



128 
 

Ausente 0 (0.0%) 0 (0.0%) 

1 Presente 3 (100.0%) 4 (100.0%) 
 

  
 

Infiltração de cápsula renal   
 

Ausente 2 (66.7%) 3 (75.0%) 

1 Presente 1 (33.3%) 1 (25.0%) 
 

  
 

Infiltração de tecido perirenal   
 

Ausente 2 (66.7%) 3 (75.0%) 

1 Presente 1 (33.3%) 1 (25.0%) 
 

  
 

Infiltração de seio renal   
 

Ausente 2 (66.7%) 3 (75.0%) 

1 Presente 1 (33.3%) 1 (25.0%) 
 

  
 

Invasão sanguínea   
 

Ausente 3 (100.0%) 3 (75.0%) 

1 Presente 0 (0.0%) 1 (25.0%) 
 

  
 

Invasão linfática   
 

Ausente 3 (100.0%) 2 (50.0%) 
.428 Presente 0 (0.0%) 2 (50.0%) 

 
 

e) Teste exato de Fisher - Urina M1 (urina + sobrenadante, após quimioterapia neoadjuvante): 

 Nº de pacientes (%) 

VARIÁVEIS: 
Plasma baseline tDNA 

negativo (n=2) 
Plasma baseline tDNA 

positivo (n=4) 
p 

valor 

Progressão da doença    

Ausente 2 (100.0%) 1 (25.0%) 

.4 Presente 0 (0.0%) 3 (75.0%) 

    

Subtipo    

Blastema 2 (100.0%) 2 (50.0%) 

.467 Outros 0 (0.0%) 2 (50.0%) 
 

  
 

Estadiamento   
 

III, IV ou V 0 (0.0%) 2 (50.0%) 

.467 I ou II 2 (100.0%) 2 (50.0%) 
 

  
 

Risco   
 

Alto 0 (0.0%) 2 (50.0%) 

.467 Intermediário 2 (100.0%) 2 (50.0%) 
 

  
 

Multifocalidade   
 

Ausente 2 (100.0%) 3 (75.0%) 

1 Presente 0 (0.0%) 1 (25.0%) 
 

  
 



129 
 

Anaplasia   
 

Ausente 2 (100.0%) 3 (75.0%) 

1 Presente 0 (0.0%) 1 (25.0%) 
 

  
 

Necrose   
 

Ausente 1 (50.0%) 0 (0.0%) 

.333 Presente 1 (50.0%) 4 (100.0%) 
 

  
 

Infiltração de cápsula renal   
 

Ausente 2 (100.0%) 4 (100.0%) 

1 Presente 0 (0.0%) 0 (0.0%) 
 

  
 

Infiltração de tecido perirenal   
 

Ausente 2 (100.0%) 4 (100.0%) 

1 Presente 0 (0.0%) 0 (0.0%) 
 

  
 

Infiltração de seio renal   
 

Ausente 1 (50.0%) 2 (50.0%) 

1 Presente 1 (50.0%) 2 (50.0%) 
 

  
 

Invasão sanguínea   
 

Ausente 2 (100.0%) 3 (75.0%) 

1 Presente 0 (0.0%) 1 (25.0%) 
 

  
 

Invasão linfática   
 

Ausente 2 (100.0%) 3 (75.0%) 
1 Presente 0 (0.0%) 1 (25.0%) 

 
 

f) Teste exato de Fisher - Urina M2 (sedimento + sobrenadante, após cirurgia): 

 Nº de pacientes (%) 

VARIÁVEIS: 
Plasma baseline tDNA 

negativo (n=7) 
Plasma baseline tDNA 

positivo (n=2) 
p 

valor 

Progressão da doença    

Ausente 4 (57.1%) 1 (50.0%) 

1 Presente 3 (42.9%) 1 (50.0%) 

    

Subtipo    

Blastema 4 (57.1%) 2 (100.0%) 

.5 Outros 3 (42.9%) 0 (0.0%) 
 

  
 

Estadiamento   
 

III, IV ou V 2 (28.6%) 2 (100.0%) 

.167 I ou II 5 (71.4%) 0 (0.0%) 
 

  
 

Risco   
 

Alto 2 (28.6%) 0 (0.0%) 

1 Intermediário 5 (71.4%) 2 (100.0%) 
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Multifocalidade   
 

Ausente 6 (85.7%) 1 (50.0%) 

.416 Presente 1 (14.3%) 1 (50.0%) 
 

  
 

Anaplasia   
 

Ausente 7 (100.0%) 1 (50.0%) 

.222 Presente 0 (0.0%) 1 (50.0%) 
 

  
 

Necrose   
 

Ausente 1 (14.3%) 0 (0.0%) 

1 Presente 6 (85.7%) 2 (100.0%) 
 

  
 

Infiltração de cápsula renal   
 

Ausente 5 (71.4%) 2 (100.0%) 

1 Presente 2 (28.6%) 0 (0.0%) 
 

  
 

Infiltração de tecido perirenal   
 

Ausente 5 (71.4%) 2 (100.0%) 

1 Presente 2 (28.6%) 0 (0.0%) 
 

  
 

Infiltração de seio renal   
 

Ausente 5 (71.4%) 1 (50.0%) 

1 Presente 2 (28.6%) 1 (50.0%) 
 

  
 

Invasão sanguínea   
 

Ausente 5 (71.4%) 1 (50.0%) 

1 Presente 2 (28.6%) 1 (50.0%) 
 

  
 

Invasão linfática   
 

Ausente 6 (85.7%) 1 (50.0%) 
.416 Presente 1 (14.3%) 1 (50.0%) 

 
 

g) Teste exato de Fisher – Urina e plasma baseline (antes do tratamento): 

 Nº de pacientes (%) 

VARIÁVEIS: 
Plasma baseline tDNA 

negativo (n=5) 
Plasma baseline tDNA 

positivo (n=2) 
p 

valor 

Progressão da doença    

Ausente 3 (60.0%) 1 (50.0%) 

1 Presente 2 (40.0%) 1 (50.0%) 

    

Subtipo    

Blastema 2 (40.0%) 1 (50.0%) 

1 Outros 3 (60.0%) 1 (50.0%) 
 

  
 

Estadiamento   
 

III, IV ou V 3 (60.0%) 1 (50.0%) 1 
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I ou II 2 (40.0%) 1 (50.0%) 
 

  
 

Risco   
 

Alto 1 (20.0%) 1 (50.0%) 

1 Intermediário 4 (80.0%) 1 (50.0%) 
 

  
 

Multifocalidade   
 

Ausente 4 (80.0%) 2 (100.0%) 

1 Presente 1 (20.0%) 0 (0.0%) 
 

  
 

Anaplasia   
 

Ausente 5 (100.0%) 1 (50.0%) 

.285 Presente 0 (0.0%) 1 (50.0%) 
 

  
 

Necrose   
 

Ausente 0 (0.0%) 0 (0.0%) 

1 Presente 5 (100.0%) 2 (100.0%) 
 

  
 

Infiltração de cápsula renal   
 

Ausente 3 (60.0%) 2 (100.0%) 

1 Presente 2 (40.0%) 0 (0.0%) 
 

  
 

Infiltração de tecido perirenal   
 

Ausente 3 (60.0%) 2 (100.0%) 

1 Presente 2 (40.0%) 0 (0.0%) 
 

  
 

Infiltração de seio renal   
 

Ausente 4 (80.0%) 1 (50.0%) 

1 Presente 1 (20.0%) 1 (50.0%) 
 

  
 

Invasão sanguínea   
 

Ausente 4 (80.0%) 2 (100.0%) 

1 Presente 1 (20.0%) 0 (0.0%) 
 

  
 

Invasão linfática   
 

Ausente 4 (80.0%) 1 (50.0%) 
1 Presente 1 (20.0%) 1 (50.0%) 

 
 

h) Teste exato de Fisher - Urina e plasma M1 (após quimioterapia neoadjuvante): 

 Nº de pacientes (%) 

VARIÁVEIS: 
Plasma baseline tDNA 

negativo (n=2) 
Plasma baseline tDNA 

positivo (n=4) 
p 

valor 

Progressão da doença    

Ausente 2 (100.0%) 1 (25.0%) 

.4 Presente 0 (0.0%) 3 (75.0%) 

    

Subtipo    
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Blastema 0 (0.0%) 2 (50.0%) 

.466 Outros 2 (100.0%) 2 (50.0%) 
 

  
 

Estadiamento   
 

III, IV ou V 0 (0.0%) 2 (50.0%) 

.466 I ou II 2 (100.0%) 2 (50.0%) 
 

  
 

Risco   
 

Alto 0 (0.0%) 2 (50.0%) 

.466 Intermediário 2 (100.0%) 2 (50.0%) 
 

  
 

Multifocalidade   
 

Ausente 2 (100.0%) 3 (75.0%) 

1 Presente 0 (0.0%) 1 (25.0%) 
 

  
 

Anaplasia   
 

Ausente 2 (100.0%) 3 (75.0%) 

1 Presente 0 (0.0%) 1 (25.0%) 
 

  
 

Necrose   
 

Ausente 1 (50.0%) 0 (0.0%) 

.333 Presente 1 (50.0%) 4 (100.0%) 
 

  
 

Infiltração de cápsula renal   
 

Ausente 2 (100.0%) 4 (100.0%) 

1 Presente 0 (0.0%) 0 (0.0%) 
 

  
 

Infiltração de tecido perirenal   
 

Ausente 2 (100.0%) 4 (100.0%) 

1 Presente 0 (0.0%) 0 (0.0%) 
 

  
 

Infiltração de seio renal   
 

Ausente 1 (50.0%) 2 (50.0%) 

1 Presente 1 (50.0%) 2 (50.0%) 
 

  
 

Invasão sanguínea   
 

Ausente 2 (100.0%) 3 (75.0%) 

1 Presente 0 (0.0%) 1 (25.0%) 
 

  
 

Invasão linfática   
 

Ausente 2 (100.0%) 3 (75.0%) 
1 Presente 0 (0.0%) 1 (25.0%) 

 

i) Teste exato de Fisher - Urina e plasma M2 (após cirurgia): 

Análise de associação não realizada porque na coleta M2 não há pacientes com 

plasma e urina tDNA positivos simultaneamente. 



133 
 

Apêndice 9. Curvas de sobrevida livre de progressão e de sobrevida global dos casos de TW 
 

a) Sobrevida livre de progressão: 
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b) Sobrevida global: 
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Apêndice 10. Dados clínicos e patológicos dos casos de ccRCC. 
 

         Presença de Infiltração de Invasão microscópica  
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 32 M 43 Radical pT1b 3 
Pólo 

superior 
5,0x4,5x4,0cm D ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

 33 M 59 Parcial pT1a 2  -  2,0x2,0x1,5cm E ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

 34 M 70 Parcial pT1b 2  -  5,0x4,2cm E ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

 37  F 52 Radical pT2a 2 
Pólo 

inferior 
9,0x8,5x7,0cm D ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

 38 M 49 Parcial pT1 3  -  3,3x3,2cm D ND ND ND Presente ND ND ND ND ND 

 39 M 50 Parcial pT1a 2  -  3,2cm E ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

 43 M 51 Radical pT3a 4 
Pólo 

superior 
14,5x13,0x7,5

cm 
E 

Presente 
20% 

Presente 
5% 

Presente 
50% 

ND ND Presente ND ND 
Metástase 

(fígado) 

 44 M 62 Parcial pT1a 3  -  3,0x3,0cm E ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

 57 F 54 Parcial pT1a 3  -  2,0x1,8x1,0cm D ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

 60  F 64 Radical pT3a 4 
Terços 

médio e 
inferior 

9,5x9,0x9,0cm E 
Presente 

60% 
Presente 

30% 
Presente 

60% 
Presente Presente Presente Presente 

Present
e 

Metástase 
(ossos) 

 63 M 73 Parcial pT1a 2   - 3,5x2,5x2,5cm E ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

 64  M 41 Parcial pT1a 2   - 1,5x1,0x1,0cm E ND ND ND ND ND ND ND ND 
Metástase 

(olho) 

 65 M 56 Parcial pT1a 3   - 2,0x1,8cm E ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

 66 M 41 Parcial pT1a 4   - 3,5x3,4x3,0cm D ND 
Presente 

5% 
ND ND ND ND ND ND ND 

 69  F 61 Parcial pT3a 2  -  4,0x4,0x3,5cm E ND ND ND Presente Presente ND ND ND ND 

 70 M 82 Parcial pT1a 3  -  2,5x2,5cm E ND ND ND ND ND ND ND ND ND 
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 76  M 55 Parcial pT1a 3  -  1,5x1,5x1,4cm D ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

 85 M 41 Parcial pT1 2 - 2,0x1,8x1,7cm E ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

 88 M 74 Parcial pT1a 3 - 3,5x2,5cm E ND ND ND Presente ND ND ND ND ND 

 91 M 49 Radical pT1b 2 
Pólo 

inferior 
6,0x6,0x5,0cm D ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

 92 F 68 Radical pT3a 4 
Pólo 

inferior 
6,0x6,0cm E ND 

Presente 
5% 

Presente 
10% 

ND ND ND ND ND ND 

 93 M 50 Parcial pT1a 3 - 1,6x1,4cm D ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

 97 M 44 Parcial pT1a 3 - 2,0x1,5x0,8cm E ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

 98 F 72 Parcial pT1a 3 - 4,0x4,0x2,2cm E ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

 
100 

M 63 Radical pT3a 3 
Pólo 

inferior 
6,0x4,5x4,0cm D ND ND 

Presente 
30% 

Presente ND ND ND ND ND 

 
101 

M 70 Radical pT1b 4 
Pólo 

inferior 
8,0x5,0cm E ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

 
102 

M 37 Radical pT2a 3 
Pólo 

superior 
7,5x5,5cm E ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

 
103 

M 51 Radical pT1b 3 
Pólo 

superior 
6,8x6,5x5,5cm E ND ND 

Presente 
20% 

ND ND ND ND ND ND 

 
104 

F 64 Parcial pT3a 2 - 3,8x3,5cm E ND ND ND Presente Presente ND ND ND ND 

 
105 

M 51 Parcial pT3a 2 - 3,5x3,2x2,5cm D ND ND ND ND Presente ND ND ND ND 

 
106 

M 64 Parcial pT1a 3 - 2,0x1,5cm D ND ND 
Presente 

5% 
ND ND ND ND ND ND 

 
109 

M 52 Radical pT1b 2 
Pólo 

superior 
5,5x4,5x4,0cm E ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

 
110 

M 67 Radical pT3a 4 
Pólo 

superior 
3,5x3,0cm E 

Presente 
5% 

ND 
Presente 

5% 
ND ND ND ND ND ND 

 
111 

M 27 Parcial pT1a 1 - 3,1x2,5x2,2cm E ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

 
112 

M 52 Parcial pT1a 2 - 3,8x3,1cm E ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

 
120 

M 54 Parcial pT1a 4 - 3,5x3,2cm E 
Presente 

5% 
ND ND ND ND ND ND ND ND 
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121 

M 65 Parcial pT3a 4 - 3,5x3,5x3,0cm D 
Presente 

10% 
Presente 

5% 
ND Presente Presente ND ND ND 

Metástase 
(ossos) 

 
122 

M 52 Parcial pT1a 3 - 1,2x1,0cm E ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

 
123 

F 44 Parcial pT1a 1 - 1,7x1,4cm D ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

 
124 

M 56 Parcial pT1a 3 - 2,5x2,0cm E ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

 
127 

M 70 Radical pT3b 3 
Pólo 

superior 
8,0x4,5x3,0cm D ND ND ND Presente Presente Presente ND ND 

Metástase 
(pulmão) 

 
130 

F 40 Radical pT3b 4 
Pólo 

superior 
20,5x9,0x9,0c

m 
E 

Presente 
5% 

Presente 
5% 

Presente 
10% 

Presente Presente Presente Presente ND 
Metástase 

(coluna 
vertebral) 

F, feminino; M, masculino, E, rim esquerdo; D, rim direito; ND, não detectado. 
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Apêndice 11. Análise estatística da associação entre presença de tDNA em plasma e urina 

de pacientes com ccRCC, variáveis patológicas e desfecho clínico. 
 

a) Teste exato de Fisher - Plasma baseline (antes da cirurgia): 

 Nº de pacientes (%) 

VARIÁVEIS: 
Plasma baseline tDNA 

negativo (n=28) 
Plasma baseline tDNA 

positivo (n=4) 
p 

valor 

Progressão da doença    

Ausente 25 (89.3%) 1 (25.0%) 

.015* Presente 3 (10.7%) 3 (75.0%) 
 

  
 

Presença de comp. sarcomatóide   
 

Ausente 26 (92.8%) 1 (25.0%) 

.008* Presente 2 (7.2%) 3 (75.0%) 
 

  
 

Presença de comp. rabdóide   
 

Ausente 26 (92.8%) 0 (0.0%) 

<.001* Presente 2 (7.2%) 4 (100%) 
 

  
 

Infiltração de cápsula renal   
 

Ausente 24 (85.7%) 1 (25.0%) 

.025* Presente 4 (14.3%) 3 (75.0%) 
 

  
 

Infiltração de gordura perirenal   
 

Ausente 26 (92.8%) 1 (25.0%) 

.008* Presente 2 (7.2%) 3 (75.0%) 
 

  
 

Infiltração sanguínea   
 

Ausente 27 (96.4%) 2 (50.0%) 

.034* Presente 1 (3.6%) 2 (50.0%) 
 

  
 

Infiltração linfática   
 

Ausente 28 (100%) 2 (50.0%) 

.012* Presente 0 (0.0%) 2 (50.0%) 
 

  
 

Infiltração perineural   
 

Ausente 28 (100%) 3 (75.0%) 

.125 Presente 0 (0.0%) 1 (25.0%) 
 

  
 

Graduação ISUP   
 

IV 3 (10.7%) 4 (100%) 

.001* I a III 25 (89.3%) 0 (0.0%) 
 

  
 

Estadiamento   
 

pT3 4 (14.3%) 4 (100%) 

.002*  pT1 ou pT2 24 (85.7%) 0 (0.0%) 
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Necrose tumoral   
 

Ausente 23 (82.2%) 1 (25.0%) 

.039* Presente 5 (17.8%) 3 (75.0%) 
 

  
 

Margens cirúrgicas   
 

Comprometidas 2 (7.2%) 2 (50.0%) 
.254 Livres 22 (78.6%) 2 (50.0%) 

 

b) Teste exato de Fisher - Plasma M1 + M2 (1º ano após cirurgia): 

 Nº de pacientes (%) 

VARIÁVEIS: 
Plasma M1 + M2 tDNA 

negativo (n=27) 
Plasma M1 + M2 tDNA 

positivo (n=2) 
p 

valor 

Progressão da doença    

Ausente 24 (88,9%) 1 (50%) 

.261 Presente 3 (11.1%) 1 (50%) 
 

  
 

Presença de comp. sarcomatóide   
 

Ausente 22 (81.5%) 1 (50%) 

.377 Presente 5 (18.5%) 1 (50%) 
 

  
 

Presença de comp. rabdóide   
 

Ausente 22 (81.5%) 2 (100%) 

.377 Presente 5 (18.5%) 0 (0.0%) 
 

  
 

Infiltração de cápsula renal   
 

Ausente 22 (81.5%) 1 (50%) 

.377 Presente 5 (18.5%) 1 (50%) 
 

  
 

Infiltração de gordura perirenal   
 

Ausente 25 (92.6%) 1 (50%) 

.2 Presente 2 (7.4%) 1 (50%) 
 

  
 

Infiltração sanguínea   
 

Ausente 25 (92.6%) 1 (50%) 

.199 Presente 2 (7.4%) 1 (50%) 
 

  
 

Infiltração linfática   
 

Ausente 26 (96.3%) 1 (50%) 

.135 Presente 1 (3.7%) 1 (50%) 
 

  
 

Infiltração perineural   
 

Ausente 27 (100%) 1 (50%) 

.069 Presente 0 (0.0%) 1 (50%) 
 

  
 

Graduação ISUP   
 

IV 7 (25.9%) 2 (100%) 

.089 I a III 20 (74.1%) 0 (0.0%) 
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Estadiamento   
 

pT3 6 (22.2%) 1 (50%) 

.431 pT1 ou pT2 21 (77.8%) 1 (50%) 
 

  
 

Necrose tumoral   
 

Ausente 19 (70.4%) 1 (50%) 

.532 Presente 8 (29.6%) 1 (50%) 
 

  
 

Margens cirúrgicas   
 

Comprometidas 5 (18.5%) 1 (50%) 
.377 Livres 22 (81.5%) 1 (50%) 

 

c) Teste exato de Fisher - Plasma M3 + M4 (2º e 3º anos após cirurgia): 

 Nº de pacientes (%) 

VARIÁVEIS: 
Plasma M3 + M4 tDNA 

negativo (n=18) 
Plasma M3 + M4 tDNA 

positivo (n=2) 
p 

valor 

Progressão da doença    

Ausente 14 (77.8%) 2 (100%) 

1 Presente 4 (22.2%) 0 (0.0%) 
 

  
 

Presença de comp. sarcomatóide   
 

Ausente 14 (77.8%) 2 (100%) 

1  Presente 4 (22.2%) 0 (0.0%) 
 

  
 

Presença de comp. rabdóide   
 

Ausente 15 (83.3%) 2 (100%) 

.368 Presente 3 (16.7%) 0 (0.0%) 
 

  
 

Infiltração de cápsula renal   
 

Ausente 13 (72.2%) 2 (100%) 

1 Presente 5 (27.8%) 0 (0.0%) 
 

  
 

Infiltração de gordura perirenal   
 

Ausente 15 (83.3%) 2 (100%) 

1 Presente 3 (16.7%) 0 (0.0%) 
 

  
 

Infiltração sanguínea   
 

Ausente 15 (83.3%) 2 (100%) 

1 Presente 3 (16.7%) 0 (0.0%) 
 

  
 

Infiltração linfática   
 

Ausente 17 (94.4%) 2 (100%) 

1 Presente 1 (5.6%) 0 (0.0%) 
 

  
 

Infiltração perineural   
 

Ausente 18 (100%) 2 (100%) 

1 Presente 0 (0.0%) 0 (0.0%) 
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Graduação ISUP   
 

IV 5 (27.8%) 2 (100%) 

.521 I a III 13 (72.2%) 0 (0.0%) 
 

  
 

Estadiamento   
 

pT3 6 (33.3%) 2 (100%) 

1 pT1 ou pT2 12 (66.7%) 0 (0.0%) 
 

  
 

Necrose tumoral   
 

Ausente 13 (72.2%) 2 (100%) 

.521 Presente 5 (27.8%) 0 (0.0%) 
 

  
 

Margens cirúrgicas   
 

Comprometidas 4 (22.2%) 2 (100%) 
.447 Livres 14 (77.8%) 0 (0.0%) 

 

d) Teste exato de Fisher - Urina baseline (antes da cirurgia): 

 Nº de pacientes (%) 

VARIÁVEIS: 
Urina baseline tDNA 

negativo (n=28) 
Urina baseline tDNA 

positivo (n=4) 
p 

valor 

Progressão da doença    

Ausente 24 (85.7%) 3 (75.0%) 

.512 Presente 4 (14.3%) 1 (25.0%) 
 

  
 

Presença de comp. sarcomatóide   
 

Ausente 25 (89.3%) 3 (75.0%) 

.431 Presente 3 (10.7%) 1 (25.0%) 
 

  
 

Presença de comp. rabdóide   
 

Ausente 25 (89.3%) 2 (50.0%) 

.105 Presente 3 (10.7%) 2 (50.0%) 
 

  
 

Infiltração de cápsula renal   
 

Ausente 23 (82.2%) 2 (50.0%) 

.201 Presente 5 (17.8%) 2 (50.0%) 
 

  
 

Infiltração de gordura perirenal   
 

Ausente 24 (85.7%) 3 (75.0%) 

.512 Presente 4 (14.3%) 1 (25.0%) 
 

  
 

Infiltração sanguínea   
 

Ausente 26 (92.8%) 4 (100%) 

1 Presente 2 (7.2%) 0 (0.0%) 
 

  
 

Infiltração linfática   
 

Ausente 26 (92.8%) 4 (100%) 

1 Presente 2 (7.2%) 0 (0.0%) 
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Infiltração perineural   
 

Ausente 27 (96.4%) 4 (100%) 

1 Presente 1 (3.6%) 0 (0.0%) 
 

  
 

Graduação ISUP   
 

IV 5 (17.8%) 2 (50.0%) 

.201 I a III 23 (82.2%) 2 (50.0%) 
 

  
 

Estadiamento   
 

pT3 5 (17.8%) 2 (50.0%) 

.201 pT1 ou pT2 23 (82.2%) 2 (50.0%) 
 

  
 

Necrose tumoral   
 

Ausente 22 (78.6%) 3 (75.0%) 

1 Presente 6 (21.4%) 1 (25.0%) 
 

  
 

Margens cirúrgicas   
 

Comprometidas 7 (25.0%) 0 (0.0%) 
.552 Livres 21 (75.0%) 4 (100%) 

 

 

e) Teste exato de Fisher - Urina M1 + M2 (1º ano após cirurgia): 

Análise de associação não realizada porque as amostras de urina M1 + M2 foram 

tDNA negativas para todos os pacientes.  

 

f) Teste exato de Fisher - Urina M3 + M4 (2º e 3º anos após cirurgia): 

 Nº de pacientes (%) 

VARIÁVEIS: 
Urina M3 + M4 tDNA 

negativo (n=17) 
Urina M3 + M4 tDNA 

positivo (n=1) 
p 

valor 

Progressão da doença    

Ausente 13 (76.5%) 1 (100%) 

1 Presente 4 (23.5%) 0 (0.0%) 
 

  
 

Presença de comp. sarcomatóide   
 

Ausente 14 (82.3%) 1 (100%) 

1 Presente 3 (17.7%) 0 (0.0%) 
 

  
 

Presença de comp. rabdóide   
 

Ausente 13 (76.5%) 1 (100%) 

1 Presente 4 (23.5%) 0 (0.0%) 
 

  
 

Infiltração de cápsula renal   
 

Ausente 13 (76.5%) 0 (0.0%) 

.278 Presente 4 (23.5%) 1 (100%) 
 

  
 

Infiltração de gordura perirenal   
 



143 
 

Ausente 14 (82.3%) 1 (100%) 

1 Presente 3 (17.7%) 0 (0.0%) 
 

  
 

Infiltração sanguínea   
 

Ausente 14 (82.3%) 1 (100%) 

1 Presente 3 (17.7%) 0 (0.0%) 
 

  
 

Infiltração linfática   
 

Ausente 16 (94.1%) 1 (100%) 

1 Presente 1 (5.9%) 0 (0.0%) 
 

  
 

Infiltração perineural   
 

Ausente 17 (100%) 1 (100%) 

1 Presente 0 (0.0%) 0 (0.0%) 
 

  
 

Graduação ISUP   
 

IV 5 (29.4%) 0 (0.0%) 

1 I a III 12 (70.6%) 1 (100%) 
 

  
 

Estadiamento   
 

pT3 6 (35.3%) 0 (0.0%) 

1 pT1 ou pT2 11 (64.7%) 1 (100%) 
 

  
 

Necrose tumoral   
 

Ausente 12 (70.6%) 1 (100%) 

1 Presente 5 (29.4%) 0 (0.0%) 
 

  
 

Margens cirúrgicas   
 

Comprometidas 4 (23.5%) 0 (0.0%) 
1 Livres 13 (76.5%) 1 (100%) 

 

 

g) Teste exato de Fisher - Plasma e urina baseline (antes da cirurgia): 

 Nº de pacientes (%) 

VARIÁVEIS: 
Plasma e urina baseline 
tDNA negativo (n=28) 

Plasma e urina baseline 
positivo (n=2) 

p 
valor 

Progressão da doença    

Ausente 24 (85.7%) 1 (50.5%) 

.310 Presente 4 (14.3%) 1 (50.5%) 
 

  
 

Presença de comp. sarcomatóide   
 

Ausente 25 (89.3%) 1 (50.5%) 

.253 Presente 3 (10.7%) 1 (50.5%) 
 

  
 

Presença de comp. rabdóide   
 

Ausente 25 (89.3%) 0 (0.0%) 

.023* Presente 3 (10.7%) 2 (100.0%) 
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Infiltração de cápsula renal   
 

Ausente 23 (82.1%) 1 (50.5%) 

.366 Presente 5 (17.9%) 1 (50.5%) 
 

  
 

Infiltração de gordura perirenal   
 

Ausente 24 (85.7%) 1 (50.5%) 

.310 Presente 4 (14.3%) 1 (50.5%) 
 

  
 

Infiltração sanguínea   
 

Ausente 26 (92.8%) 2 (100.0%) 

1 Presente 2 (7.2%) 0 (0.0%) 
 

  
 

Infiltração linfática   
 

Ausente 26 (92.8%) 2 (100.0%) 

1 Presente 2 (7.2%) 0 (0.0%) 
 

  
 

Infiltração perineural   
 

Ausente 27 (96.4%) 2 (100.0%) 

1 Presente 1 (3.6%) 0 (0.0%) 
 

  
 

Graduação ISUP   
 

IV 4 (14.3%) 2 (100.0%) 

.034* I a III 24 (85.7%) 0 (0.0%) 
 

  
 

Estadiamento   
 

pT3 5 (17.9%) 2 (100.0%) 

.048* pT1 ou pT2 23 (82.1%) 0 (0.0%) 
 

  
 

Necrose tumoral   
 

Ausente 22 (78.6%) 1 (50.5%) 

.418 Presente 6 (21.4%) 1 (50.5%) 
 

  
 

Margens cirúrgicas   
 

Comprometidas 7 (25.0%) 0 (0.0%) 
1 Livres 21 (75.0%) 2 (100.0%) 

 

e) Teste exato de Fisher – Plasma e urina M1 + M2 (1º ano após cirurgia) e Plasma e urina M3 + 

M4 (2º e 3º anos após cirurgia): 

Análise de associação não realizada porque nas coletas M1 + M2 e M3 + M4 não há 

pacientes com plasma e urina tDNA positivos simultaneamente. 
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f) Teste U de Mann-Whitney para análise de variáveis quantitativas: idade ao diagnóstico. 

  Idade ao diagnóstico (anos):  

Amostra:  N Mínimo Média Mediana Máximo 
Erro 

Desvio 
p valor 

Plasma e Urina Baseline  
tDNA negativo 29 37 55,28 52,00 82 11,765 .467 

tDNA positivo 1 65 65,00 65,00 65 -  

Plasma Baseline 
tDNA negativo 29 37 56,00 52,00 82 11,832 1 

tDNA positivo 3 40 56,33 64,00 65 14,154  

Urina Baseline 
tDNA negativo 29 37 56,00 54,00 82 11,853 .808 

tDNA positivo 3 49 54,67 50,00 65 8,963  

Plasma M1+M2 
tDNA negativo 27 37 55,67 54,00 74 10,975 .207 

tDNA positivo 2 64 67,00 67,00 70 4,243  

Plasma M3 + M4 
tDNA negativo 19 37 58,00 59,00 74 12,184 .8 

tDNA positivo 1 52 52,00 52,00 52 -  

Urina M3 + M4 
tDNA negativo 17 37 56,53 54,00 73 11,985 .111 

tDNA positivo 1 74 74,00 74,00 74 -  

 

g) Teste U de Mann-Whitney para análise de variáveis quantitativas: tamanho do tumor 

(maior eixo). 

  Tamanho do tumor (maior eixo, cm):  

Amostra:  N Mínimo Média Mediana Máximo 
Erro 

Desvio 
p valor 

Plasma e Urina Baseline 
tDNA negativo 29 1,5 4,472 3,500 20,5 3,7601 1 

tDNA positivo 1 3,5 3,500 3,500 3,5 -  

Plasma Baseline 
tDNA negativo 29 1,5 4,059 3,500 14,5 2,7402 .07 

tDNA positivo 3 3,5 11,167 9,500 20,5 8,6217  

Urina Baseline 
tDNA negativo 29 1,5 4,731 3,800 20,5 3,8066 .580 

tDNA positivo 3 3,2 3,333 3,300 3,5 0,1528  

Plasma M1 + M2 
tDNA negativo 27 1,6 4,837 3,500 20,5 4,1998 .059 

tDNA positivo 2 8,0 8,750 8,750 9,5 1,0607  

Plasma M3 + M4 
tDNA negativo 19 1,6 5,926 4,000 20,5 4,7973 1 

tDNA positivo 1 3,8 3,800 3,800 3,8 -  

Urina M3 + M4 
tDNA negativo 17 1,6 6,212 5,500 20,5 5,0069 .778 
tDNA positivo 1 3,5 3,500 3,500 3,5 -  
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Apêndice 12. Curvas de sobrevida livre de progressão e de sobrevida global dos casos de 

ccRCC 
 

a) Sobrevida livre de progressão: 
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b) Sobrevida global: 
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Anexo 1. Carta de aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa‐CEP 
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Anexo 2. Parecer de aprovação de mudança de título do projeto no Comitê de Ética em 

Pesquisa‐CEP  
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Anexo 3. Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) do projeto 2559/18 
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Anexo 4. Termo de assentimento (TA) do projeto 2559/18 
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Anexo 5. Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) do projeto 2397/17. 
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Anexo 6. Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) do PRONON (Biópsia Líquida), 

processo nº88882.366022/2019-01. 
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