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RESUMO

Lupinacci FCS. Translatomica aplicada ao descobrimento de alteragdes
moleculares em gliomas. Sao Paulo; 2018. [Tese de Doutorado-Fundagdo Antonio

Prudente].

O glioblastoma (GBM) est4d entre os tipos tumorais mais agressivos ¢ de menor
resposta a terapias, o que requer, portanto, uma melhor compreensdo sobre o
comportamento deste tipo tumoral, auxiliando no desenvolvimento de novos tipos de
tratamento para a doenca. Atualmente, dados de expressdo génica em tumores
baseiam-se na populacdo de mRNA total. No entanto, essa abordagem fornece pouca
informagdo sobre os mediadores moleculares das alteragdes tumorais, pois o nivel de
expressao de mRNAs ndo necessariamente reflete os niveis de proteinas expressos.
Por outro lado, a populagdo de mRNAs ativamente traduzidos reflete, de maneira
mais fidedigna, a expressdo proteica, sendo, dessa forma, mais proxima a real
medida da expressdo génica. Dito isso, tem-se como objetivo estabelecer a técnica de
identificacdo de RNAs diferencialmente traduzidos (translatomica) e utiliza-la em
glioblastomas humanos, contribuindo, assim, para um avanco no conhecimento sobre
essa doenca. Indica-se com sucesso, como resultado desse estudo, a técnica de
translatdmica, com o desenvolvimento de um novo gradiente de sacarose que
permitiu maior rendimento as preparagdes e a padronizacdo da identificacdo de
RNAs diferencialmente traduzidos, utilizando tanto microarrays quanto
sequenciamento de nova geragdo. A translatomica foi primeiramente utilizada para
comparar a heterogeneidade intratumoral. Comparando areas histologicamente de
maior € menor graus provenientes de um mesmo tumor, observa-se a traducgdo
diferencial de vias de TGF-b e de ciclo celular. Em um segundo momento, a
translatomica foi realizada em um nimero maior de amostras, sendo capaz de
classificar trés subgrupos moleculares, com um impacto notdvel na sobrevida: o
grupo 1 foi caracterizado pelo aumento das vias associadas @ mTORC2, as
mitocondrias a ciliogénese, com sobrevida média de 5 meses; o grupo 2 foi

caracterizado por tradugdo dependente de mTORCI, baixa presenga de mitocondrias



e aumento da angiogénese, com uma sobrevida média de 6,3 meses; € o grupo 3 teve
uma sobrevida mediana de 21,1 meses e ¢ caracterizado pela alta presenca de
mitocondrias, baixa ciliogénese e baixas vias mTORCI e 2 associadas. Esses grupos
ndo podem ser definidos pela expressdo génica baseada no RNA total, pois ndo
correspondem a classificagdes moleculares anteriores. Logo, este estudo foi capaz de
desenvolver, com sucesso, a técnica de translatomica e aplica-la ao descobrimento de
vias moleculares biologicamente relevantes no processo de tumorigénese em

glioblastomas.



SUMMARY

Lupinacci FCS. [Translatomic aplied to the discovery of molecular alterations in

gliomas]. Sao Paulo, 2018. [Tese de Doutorado-Fundag¢do Anténio Prudente].

Glioblastoma (GBM) is among the most aggressive tumor types and the least
response to therapy, so better understanding the behavior of this tumor type could
help to develop new types of treatment for this disease. Currently, gene expression
data on tumors are based on the total mRNA population. However, this approach
provides little information on the molecular mediators of tumor changes, since the
level of mRNA expression does not necessarily reflect expressed protein levels.
Therefore, the population of actively translated mRNAs reflects more accurately the
protein expression, being closer to the real measurement of the gene expression.
Establish the technique of the identification of differentially translated RNAs
(translatomics) and apply it in human glioblastomas, contributing to an advance in
the knowledge about this disease. We successfully established the translatomic
technique, with the development of a new sucrose gradient that allowed higher yields
to the preparations and standardization of the identification of differentially
translated RNAs using both microarrays and next generation sequencing.
Translatomics was first used to compare intratumoral heterogeneity. Comparing
histologically areas of higher and lower degrees from the same tumor, we observed
the differential translation of the TGF-b and cell cycle pathways. Afterwards,
translatomics were performed in a larger number of samples, being able to classify
GBMs into three molecular subgroups, with a remarkable impact on survival. Group
1 was characterized by increased pathways associated with mTORC?2, mitochondria
and cilia, with an average survival of 5 months. Group 2 was characterized by
mTORCI1-dependent translation, low mitochondria and increased angiogenesis, with
a mean survival of 6.3 months. Group 3 had a median survival of 21.1 months and is
characterized by the high presence of mitochondria, low cilia and low associated
mTORCI1 and 2 pathways. These groups can not be defined using gene expression
based on total RNA and thus do not correspond to prior molecular classifications.
This study was able to successfully develop the translatomic technique and to apply
it to the discovery of biologically relevant molecular pathways in the process of

tumorigenesis in glioblastomas.
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PREFACIO

Devido ao crescente nimero de estudos mostrando a importancia do controle
traducional de RNAs em tumores surge a necessidade de isolar os RNAs que
efetivamente serdo traduzidos. Assim, propde-se neste trabalho estabelecer e
disponibilizar uma técnica para o isolamento e a identificacio de RNAs
diferencialmente traduzidos (translatomica) provenientes de amostras tumorais
humanas. Em seguida, escolheu-se aplicar a técnica em glioblastomas devido a sua
alta complexidade e a falta de alternativas terapéuticas, além de o método apresentar
frequentes alteragdes em vias de sinalizacdo relacionadas ao controle traducional.

No primeiro momento em que o projeto foi proposto nao era conhecido se
seria possivel obter RNA polissomal em qualidade e quantidade suficientes para a
identificacdo através de sequenciamento ou microarrays. Deste modo, os desafios
foram muitos, desde adaptar a técnica para a realizagdo em menores volumes até
utilizar estratégias de sequenciamento de célula tinica. Com tal situa¢dao, uma grande
parte deste trabalho compreende as etapas de padronizagdo da técnica, que foram
essenciais para que hoje este e outros projetos sobre o tema pudessem ser
executados.

Para fins didaticos, a tese estd dividida em capitulos, sendo o material e os
métodos correspondentes a cada capitulo. No primeiro capitulo, denominado
Validacdo da técnica, testou-se a eficacia da extracdo de RNA, assim como a
qualidade do RNA obtido, a fim de estabelecer se seriam compativeis com as
aplicagdes pretendidas. No segundo capitulo, devido as dificuldades iniciais com os
protocolos de sequenciamento, ensaios de microarray com RNAs totais e polissomais
foram realizados - com tecido obtido através de colaboracdo propria com o
departamento de neurocirurgia -, pois esta abordagem eliminaria a necessidade de
deplecio de RNA ribossomal. Como o tecido era maior do que os obtidos no
biobanco, foi possivel obter areas histologicamente de baixo e alto graus do mesmo
paciente, o que permitiu avaliar aspectos da heterogeneidade tumoral. A

heterogeneidade tumoral pode ser estudada em mais 3 amostras provenientes da



colaboragdo com o departamento de neurocirurgia, estando os resultados descritos na
secao mencionada.

Ao final da experiéncia com o microarray, observou-se que ainda seriam
necessarias melhorias, tanto no protocolo de perfil polissomal quanto no de
sequenciamento, isso para que a identificacdo do RNA diferencialmente traduzido
pudesse ser realizada com sucesso. Assim, no quarto capitulo, foi padronizado um
novo gradiente de sacarose para que as fragdes de interesse pudessem ser
concentradas em menor volume. Adicionalmente, optou-se também por utilizar um
protocolo de sequenciamento que realiza a amplificagdo do RNA e que dispensa a
deplecdo de RNA ribossomal, de modo que fosse possivel utilizar inclusive
fragmentos muito pequenos de tecido. Esta técnica foi aplicada as 69 amostras
provenientes do biobanco da instituicdo e do Hospital de Amor, através da
colaboragdo com o Dr. Rui Reis, sendo elas processadas e o perfil polissomal de
todas realizado. As amostras foram também sequenciadas e analisadas no laboratdrio
do nosso colaborador no Karolinska Institutet, em colaboragdao com o Dr. Martin
Roffé.

Na Figura 1, pode-se observar o fluxo de trabalho realizado com os resultados
obtidos em cada etapa, estando os satisfatorios marcados em verde e os problemas

encontrados marcados em vermelho, para melhor ilustragao.
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1¢ 22 Casos ACCCC

Etapa Padronizagdo  Microarray  Microarray Novo + Hospital de
com células 1caso—8 pedagos 3 casos — 2 pedagos Gradiente Amor
Métod Sequenciamento Microarray Microarray Gradiente
etodo ION PGM Agilent Affimetrix 2-step SmartSeq2
Poucas sequencias Plataforma antiga Plataforma atual Otimizacaodo Translatdmica
Resultado Muito rRNA Muito material Pouco material protocolo

Figura 1 - Linha do tempo das etapas realizadas no projeto. A primeira etapa contou com a padronizagdo de diversas etapas necessarias. A segunda e
terceira etapas foram compostas pelos ensaios de microarray, ¢ a ultima contou com o desenvolvimento do novo gradiente ¢ a aplicacdo dele, com o
sequenciamento ¢ a andlise dos tecidos obtidos no Biobanco. Os resultados em vermelho sdo os que ndo foram satisfatorios, entdo necessitaram de maior

padronizagdo ou de alteragdo da técnica. Os resultados em verde foram considerados satisfatorios.
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1 INTRODUCAO

1.1 TUMORES DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

Os tumores do Sistema Nervoso Central (SNC), apesar de possuirem uma
incidéncia relativamente baixa, sdo de alta malignidade e impdem aos individuos
acometidos um tempo de sobrevida baixo. Sdo considerados pela Organizagdo
Mundial da Satde (OMS - do inglés, World Health Organization, WHO) o 14° tipo
tumoral mais frequente em homens e o 15° mais frequente em mulheres. Segundo
dados do Ministério da Saude (2014), a estimativa de incidéncia de tumores do SNC
no Brasil em 2016 foi de 5,5 casos novos a cada 100 mil homens e 4,68 a cada 100
mil mulheres, sendo classificados de acordo com as caracteristicas histoldgicas ¢ as
principais mutagdes (LOUIS et al. 2016).

As causas para a sua manifestacdo ainda sdo desconhecidas, mas fatores como
irradiagdo, traumas fisicos na regido da cabeca e traumas acusticos sdo possiveis
fatores de risco. Trabalhadores do setor de radiologia, da industria nuclear, de minas
subterraneas, entre outros, por estarem mais expostos as radiagdes ionizantes, estao

em uma zona de risco.

1.2 GLIOMAS

O termo glioma refere-se ao grupo de tumores originados por células da glia,
presentes no sistema nervoso central. As células gliais tém fungdes relacionadas a
manuten¢do do meio idnico das células nervosas, a modulagdo da propagacao do
sinal nervoso, a modulacdo da acdo sindptica ao controlar a absorcdo de
neurotransmissores, a sustentacdo de alguns aspectos do desenvolvimento neuronal e
ao auxilio da recuperagdo neuronal. Sdo mais numerosas que neurdnios, em uma
razdo de 10:1. Existem 3 tipos principais de células gliais: astrocitos,
oligodendrocitos e microglia, e a principal funcdo dos astrocitos ¢ manter um
ambiente quimico apropriado para a sinalizagdo neuronal. Ja os oligodendrdcitos sao

responsaveis por estabelecer um revestimento laminado rico em lipidios, chamado



mielina, ao redor de alguns axdnios; as c€lulas da microglia sdo semelhantes a
macrofagos (PURVES et al. 2000).

Gliomas podem ser classificados, de acordo com a sua composi¢do celular,
em astrocitomas, oligodendrogliomas ou oligoastrocitomas. S3o os tipos mais
comuns de tumores primarios do sistema nervoso central, correspondendo de 40% a
60% destes (ZHU e PARADA 2002). Os gliomas sdo agressivos, altamente
invasivos e frequentemente apresentam reincidéncia em um maior grau do que a
lesdo anterior. Sdo tumores que possuem, tanto na parte genética quanto na
histologica, uma composi¢ao muito heterogénea (PRADOS ¢ LEVIN 2000).

Os oligodendrogliomas sdao compostos por células semelhantes aos
oligodendrocitos (REIS FILHO et al. 1999) e apresentam um bom prognostico
quando comparados a outras neoplasias gliais, como os astrocitomas (BURGER et
al. 1987). Podem ser classificados em grau II e III, de acordo com a OMS. Sao
tumores bem diferenciados e normalmente apresentam uma mutagao no gene IDH1,
assim como os gliomas, porém, em geral, ndo demonstram mutagdes frequentes no
gene TP53.

Os astrocitomas sdo compostos por células semelhantes aos astrécitos. A
OMS criou um sistema de classificacdo para os astrocitomas baseado em quatro
caracteristicas histologicas que podem ser exibidas por estes tumores, a saber:
aumento do numero de células, mitoses, proliferagdo endotelial e necrose. Assim, o
astrocitoma de grau I ¢ considerado benigno, o de grau II exibe apenas hiperplasia,
caracterizando-se como uma massa difusa, no de grau IIl podem ser observadas
mitoses € no de grau IV ja exibe caracteristicas mais agressivas, como proliferagdo
endotelial e/ou necrose (BUCKNER et al. 2007).

Os astrocitomas pilociticos (grau I) sdo de crescimento lento, acometendo
normalmente criangas, estando localizados no cerebelo. Correspondem a 5-6% dos
gliomas e raramente ha progressdo para tumores de maior grau histologico. Os
astrocitomas difusos (grau II) também apresentam baixa taxa de proliferacdo, com
alta diferenciacdo celular. Podem progredir para gliomas de mais alto grau e
representam 10-15% dos gliomas. Tém uma taxa de proliferacdo mais alta quando
comparados ao tecido cerebral normal, mas mais baixa quando comparados aos graus

I e IV, tipicamente apresentando menos de 5% de células marcadas com o



marcador de proliferacao KI-67. Os astrocitomas anapldsicos (grau III) podem
recidivar ou aparecerem como uma progressao de gliomas difusos. Apresentam alta
taxa de proliferagdo celular, atipia celular e atividade mitética, com o indice KI-67
entre 5 ¢ 10%. Os astrocitomas de grau IV, também denominados glioblastomas
(GBM), sdo o tipo mais comum e agressivo dos tumores gliais, sendo responsaveis
por 50-60% dos tumores astrocitarios. Sao compostos por uma mistura heterogénea e
pouco diferenciada de astrocitos neoplasicos e contém o maior nimero de mutacdes
genéticas, sendo mais comum em homens, mostrando uma razdo de 1,58:1

(THAKKAR et al. 2015).

1.3 GLIOBLASTOMAS

Os glioblastomas podem ser classificados em primarios e secundarios, sendo
histologicamente semelhantes. O GBM primario ¢ o mais comum, respondendo por
80% dos casos, predominantemente em adultos mais velhos. J& o GBM secundario ¢
diagnosticado como uma recidiva de tumores de menor grau histolégico
(astrocitomas grau II e III) e ¢ mais comum em adultos mais jovens (OHGAKI e
KLEIHUES 2007). Glioblastomas secundarios apresentam, mais frequentemente,
componentes oligodendrogliais, enquanto que os glioblastomas primarios apresentam
maior indice de necrose isquémica ¢ necrose em pseudopalicada (HOMMA et al.
2006).

O tratamento padrdo para glioblastomas inclui cirurgia, radioterapia e
quimioterapia, sendo a temozolamida a escolha principal, pois aumenta a sobrevida
em dois anos, de 10% para 26% (SCOTT et al. 2011; STUPP et al. 2006), em
comparagao aos pacientes submetidos a cirurgia e a radioterapia apenas. A sobrevida
média dos pacientes submetidos a cirurgia, a radioterapia e a quimioterapia com a
Temozolamida ¢ de 14,2 meses (JOHNSON e O'NEILL 2012), enquanto que
pacientes submetidos apenas a cirurgia ¢ a radioterapia apresentam uma sobrevida
média de 12,1 meses (STUPP et al. 2009). Recidivas ocorrem em quase todos os
casos e a sobrevida ap0s a recorréncia ¢ de 25 semanas (SATHORNSUMETEE et al.
2007). Deste modo, para este tipo tumoral ¢ particularmente importante o

delineamento de vias moleculares envolvidas no processo tumorigénico, pois



possibilitam o desenvolvimento de terapias especificas que possam beneficiar os
pacientes.

Recentemente surgiram iniciativas para a identificacdo em larga escala de
alteragdes génicas relacionadas ao cancer, como o consoércio The Cancer Genome
Atlas (TCGA). Um dos primeiros tecidos estudados foi o glioblastoma, com os
primeiros resultados divulgados em 2009 (Cancer Genome Atlas Research Network
2008). A partir destes estudos, em 2010 foi proposta uma classificacdo dos
glioblastomas em quatro tipos moleculares (Figura 2): classico, proneural, neural e

mesenquimal (VAN MEIR et al. 2010; VERHAAK et al. 2010).

GBM primario
Classico
Perda/mutacdo de NF1
< Mesenquimal Perda/mutacdo de TP53
Célula _ Perda/mutacédo de PTEN
tumoral Superexpressdo de MET, CHI3L1, CD44, MERTK
inicial Ativacdo das vias dafamilia TNF e NFxB
' o i Neural Amplificacdo/superexpressdo de EGFR
AlteracBes genéticas Assinatura génica de tecido cerebral normal
lucio cl | Eﬁ Expressdo de marcadores neuronais
€ evolucao ciona (NEFL, GABRA1, SYT1, SLC12A5)
Proneural

GBM secundaério

Astrocitoma grau 11/11l >

Fonte: Adaptado de VAN MEIR et al. (2010)

Figura 2 - Classificagdo molecular de glioblastomas, proposta em 2010, subdividindo os
glioblastomas em 4 subtipos moleculares, de acordo com as alteragdes encontradas. Os glioblastomas
primarios podem ser divididos, de acordo com o perfil de alteragdes moleculares, em classicos,

mesenquimais, neurais ou proneurais, sendo que os glioblastomas secundarios sao todos considerados

tumores proneurais.



O tipo classico apresenta altas taxas proliferativas e, em comparacdo aos
outros subtipos, responde relativamente bem as terapias. Apresenta elevada
expressdo de marcadores de células tronco, como NOTCH E SHH, e precursores
tumorais.

O glioblastoma do tipo mesenquimal também apresenta boa resposta as
terapias quando comparado aos outros subtipos. Mostra perfil de expressao
semelhante as células mesenquimais, com a inativagdo de NF1, e expressdao de MET,
CHI3L1, CD44 ¢ MERTK, e células comprometidas com a angiogénese.

O glioblastoma do tipo proneural expressa genes que participam do
desenvolvimento neural, como SOX, DCX, DLL3, ASCL1 ¢ TCF4. Ha também uma
subdivisdo do tipo proneural em dois subtipos, “glioma-CpG island methylator
phenotype” (G-CIMP), que apresenta mutagdes em IDH1, o que leva ao
remodelamento epigenético (TURCAN et al. 2012), e subtipo ndo G-CIMP, sem as
alteragdes anteriores, € com a presenga de amplificacdo no gene PDGFR
(NOUSHMEHR et al. 2010). Essa mutacdo em IDH1 em GBMs est4 relacionada
com a progressao de outros subtipos menos agressivos, € estes seriam, portanto,
GBMs secundarios. Os pacientes com estas caracteristicas sdo comumente mais
jovens e apresentam uma maior sobrevida.

Ha também os glioblastomas do tipo neural, que apresentam marcadores de
tecido cerebral nao tumoral ¢ marcadores neurais (NEFL, GABRAI1, SYTI ¢
SLC12A5), assim como cé¢lulas mais diferenciadas.

ApoOs essa classificacao, estudos subsequentes (CECCARELLI et al. 2016)
elaboraram outra classificagdo molecular que considera os gliomas de todos os graus
histolégicos e ndo apenas os glioblastomas (Figura 4). A alteracdo mais relevante
encontrada foi a presenga de uma mutagdo no gene de IDHI1, que ja havia sido
descrita em 2008 (PARSONS et al. 2008). Assim, a classificagdo ¢ primeiramente
feita considerando o gene IDHI1, se estd mutado, ou tipo-selvagem, sendo que a
sobrevida dos pacientes com IDH1 mutado ¢ maior. Os gliomas com a muta¢do em
IDH podem ser subdivididos em 3 grupos, sendo estes: G-CIMP baixo (com baixa
taxa de metilagdo), G-CIMP alto (com alta taxa de metilacdo) e Co-dele¢dao do
cromossomo 1p-19q; neste grupo encontram-s,e majoritariamente, os gliomas de

baixo grau. Os gliomas com o IDH tipo selvagem podem ser divididos em 4



subgrupos: classico, mesemquimal, LGm6-GBM e proneural, sendo estes
classificados de acordo com as principais alteragdes encontradas (Figura 3). Pode-se

observar, na figura abaixo, as muta¢des encontradas em cada um dos grupos.

IDHMYT ><: EGER AW >

< TP53M0T PN N L i T Xcoxqﬁwmmﬁ:>
<l%:cgmwcoxmﬁﬁ > S
< ATRXMT >

Figura 3 - Nova classificacdo dos gliomas. Os gliomas podem ser divididos em 2 grupos

principais, de acordo com a presenca ou a auséncia de mutagdo no gene IDH. Para os gliomas com
IDH mutado, sdo 3 grupos: G-CIMP baixo, G-CIMP alto e Co-delegdo 1p-19q, ¢ para os gliomas com

IDH tipo selvagem sdo 4 grupos: classico, mesemquimal, LGm6-GBM e proneural.

No entanto, estas classificagdes moleculares tiveram baixo impacto na
avaliag¢do clinica dos pacientes ¢ ndo geraram novas modalidades terapéuticas. De
fato, desde 2005 até 2016 foram realizados 791 estudos clinicos com pacientes
portadores de glioblastomas, incluindo drogas inibotérias de vias de sinalizagdo. Até
hoje, contudo, o tratamento padrio ainda ¢ a Temozolamida em associacdo a
radioterapia apds a cirurgia. Sendo assim, ainda ¢ necessdria uma ampliagdo do
conhecimento bioldgico sobre estes tipos tumorais, o que poderia delinear

tratamentos alvo mais eficazes.



1.4 PRINCIPAIS ALTERACOES MOLECULARES
ENCONTRADAS EM GLIOBLASTOMAS

Independentemente da classificacao utilizada, pode-se observar nos gliomas

algumas alteragdes génicas mais prevalentes.

1.4.1 Mutacgdes no gene IDH1

Em humanos, existem 3 isoenzimas de IDH: IDH1, IDH2 ¢ IDH3 (DALZIEL
1980), sendo estas enzimas que atuam sobre o substrato isocitrato, convertendo-o em
alfa-cetoglutarato (a-KG) via descarboxilagdo oxidativa. As reacdes catalisadas por
IDH1 e IDH2 sdo reverssiveis e usam NADP™ como um aceptor de elétrons, levando
a produ¢ao de NADPH (GEISBRECHT et al. 1999). A enzima IDH1 atua no
citoplasma da célula e dos peroxissomos enquanto que as enzimas IDH2 e IDH3 sdo
encontradas na matriz mitocondrial.

Mutagdes no gene IDH1 sdo muito comuns em gliomas e em GBMs
secundarios. A grande maioria das mutagdes no gene IDH1 em gliomas afetam o
residuo 132, causando uma mutag¢do de arginina para histidina (R132H) (BALSS et
al. 2008). Esse residuo encontra-se no sitio ativo da enzima e ¢ critico para a ligacao
desta com o isocitrato (XU et al. 2004), levando, assim, a perda da atividade da
enzima, reduzindo os niveis de alfacetoglutarato e NADPH, importantes cofatores na
manuten¢do dos niveis normais de glutationa para combater espécies reativas de
oxigénio (ROS).

Estudos in vitro mostram que a proteina IDH1 mutada adquire a habilidade de
converter alfacetoglutarato em R(-)-2-hidroxiglutarato (2-HG) (DANG et al. 2009),
levando ao surgimento da hipotese de que IDH1 mutante seria um oncogene € o 2-
HG um oncometabolito (GARBER 2010). Ao antagonizar o anfacetoglutarato, o 2-
HG inibe a atividade de diversas dioxigenases dependentes de alfacetoglutarato,
incluindo histonas dimetilases (XU et al. 2011). Perfis de GBMs realizados em
estudos de grande escala, como o0 TCGA, mostram uma associagdo entre a mutacao
de IDH1 e um aumento na metilagdo de promotores (G-CIMP), levando ao
silenciamento de genes. A perda da fun¢do da enzima leva a ativagdo da via de

sinalizacdo induzida por hipoxia, passo critico na adaptagdo dos tumores ao



crescimento anaerdbio e na formacao de novos vasos através do processo de
tumorigénese (ZHAO et al. 2009). As células com menor atividade dessa enzima

acabam mais expostas a radicais livres, sendo mais sensiveis a danos oxidativos.

1.4.2 Metila¢ao do promotor MGMT

Um dos principais tratamentos disponiveis atualmente para pacientes com
GBM ¢ a temozolamida (TMZ), que tem efeito citotoxico ao causar metilagdo no
DNA. Ao ser administrada, a temozolamida ¢ hidrolisada espontaneamente nas
condicdes fisioldgicas em seu metabolito ativo, o monometil triazeno imidazol
carboxamida (MITC). Este composto metila o DNA nas posi¢gdes N7 e O6 da
guanina ¢ N3 da adenina (MUTTER e STUPP, 2006), e esta metilacdo pode ser
reparada pela enzima O6-metilguanina-DNA metiltransferase (MGMT). A metilagdo
do promotor do gene MGMT em glioblastomas leva a uma deficiéncia na expressao
desta proteina e ¢ um biomarcador de progndstico ja estabelecido (HEGI et al. 2008).
Pacientes com a metilagdo do promotor de MGMT apresentam melhor resposta ao

tratamento com TMZ.

1.4.3 Mutag¢ido em CDKN2A e a via de pRB

Durante a fase G1 do ciclo celular o complexo formado pela ciclina D, CDK4
e CDKG6 inibem a pRB (proteina retinoblastoma) através de fosforilacdo, liberando,
assim, o fator E2F, permitindo a progressdao do ciclo para a fase S. A pRB quando
ativada permanece ligada ao E2F, ndo permitindo a progressao do ciclo (MAO et al.
2012). Em gliomas de alto grau, muta¢des inativadoras de pRB foram identificadas
em mais de 20% dos casos (HENSON et al. 1994), e a perda de expressdo também ja
foi identificada em GBMs (TORTOSA et al. 2000). Essas mutagdes favorecem a
progressao do ciclo celular, ja que a proteina pRB ¢ um supressor do ciclo.

Em glioblastomas também ¢ comum a mutacdo do gene CDKNZ2A, um
inibidor da quinase dependente de ciclina 2A. Este gene, em humanos, estd
localizado no cromossomo 9, banda p21, e codifica duas proteinas, incluindo o
membro da familia INK4 p16 (ou pl6INK4a) e pl4arf (RUAS e PETERS, 1998).

Ambos atuam como supressores tumorais, regulando o ciclo celular. A p16 inibe as



quinases 4 ¢ 6 dependentes de ciclina (CDK4 e CDK6) e, desse modo, ativa a familia

de proteina retinoblastoma (Rb); a pI4ARF ativa o supressor tumoral p53.

1.4.4 Perda de heterozigose do cromossomo 10

Uma das alteragcdes mais comuns em GBMs, presente nos tumores de todos
os subtipos moleculares, ¢ a perda de heterozigose (LOH) do cromossomo 10,
ocorrendo em 60-80% dos casos (DAHIA 2000; KNOBBE et al. 2002), mas nao se
relacionam com o progndstico dos pacientes (OHGAKI et al. 2004). O gene PTEN,
um supressor tumoral, estd localizado nesta regido. Embora em GBM nao tenham
sido observadas altas taxas de mutagdes no gene de AKT, uma ativacdo anormal de
AKT ¢ observada na maioria dos GBMs, relacionada principalmente a perda de
funcdo de PTEN (phosphatase and tensin homology deleted on chromosome 10)
(HAAS-KOGAN et al. 1998; HOLLAND et al. 2000). PTEN ¢ uma fosfatase de
lipideos, responsavel pela desfosforilagao de fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato, o que

regula a via de mTOR.

1.4.5 Viade PI3K.AKT.mTOR

Em GBMs ¢ muito comum observar a diminui¢do dos mecanismos de parada
de progressao do ciclo celular. Em muitos casos, pode-se encontrar a superexpressao,
ou mutagdes que levem ao ganho de fungdo de receptores tirosina quinase ou na
ativacdo constitutiva de vias de transducdo de sinal. No estudo do TCGA (Cancer
Genome Atlas Research Network 2008) foram encontradas alteragdes na via
Ras/mitogen activated protein kinase (MAPK) e na via fosfatidil inositol 3-quinase
(PI3K) (Figura 4) em 88% dos casos. A amplificagdo do EGFR encontra-se presente

em 45% dos casos.
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Via de EGFR ERBB2 PDGFRA MET
sinalizagdo
RTK/RAS/PI(3)K
alterada em 88% Mutagdo, amplificagdo Mutacdo Amplificagdo Amplificagdo
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Fonte: Adaptado de VAN MEIR et al. (2010)
Figura 4 - Principais alteragdes moleculares em glioblastomas. Dentre as principais

alteragdes encontradas em glioblastomas, 88% dos tumores apresentam mutagdes/amplificagdes de
receptores de membrana que participam das vias de AKT e MAPK, envolvidas com a sintese proteica.
Essas vias estdo envolvidas com a progressao do ciclo celular, com a sinalizagao de sobrevivéncia e
com a tradu¢do de mRNAs. Genes com amplificagdo/mutacdo estdo representados em vermelho,

enquanto genes com delegdo/mutagdo estdo em azul.

Na via de transducdo de sinal de PI3K (Figura 5), esta enzima fosforila
fosfatidil-inositol, para gerar inositol-trisfosfato (PIP3), o qual se liga a proteina
AKT, possibilita sua translocacdo para a membrana plasmatica. AKT ¢, entdo,
fosforilada por quinases PI3K dependentes (PDKs), no residuo Thr308, resultando
em sua ativacao (HAY 2005) (Figura 5). Ap6s sua ativacao, AKT fosforila a proteina
TSC2 no sitio Thr1462, a qual, junto com a proteina TSC1, formam o tuberous
sclerosis complex (TSC) (SABATINI 2006). A proteina TSC2 inibe a atividade da
GTPase RHEB através da hidrélise de GTP. Assim, a fosforilagdo de TSC2 por AKT
inibe sua atividade, evitando a inibicdo de RHEB que, por sua vez, influencia
fortemente a atividade de mTOR, sendo necessaria a inativacdo de TSC2 para a

ativacdo de mTOR (FINGAR e BLENIS 2004).
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Fonte: Adaptada de COSTA-MATTIOLI e MONTEGGIA (2013).
Figura 5 - Via de sinalizacdo de mTOR. A via de PI3K/AKT tem inicio com a ativagio de

RTKs presentes na membrana plasmatica que, quando ativados por hormdnios ou fatores de
crescimento, fosforilam e ativam a proteina cinase PI3K, sendo esta responsavel pela fosforilacdo de
PIP2 em PIP3, o que resulta na ativagdo de AKT. O AKT regula a tradug@o por fosforilar e inativar a
funcdo do complexo TSC, um heterodimero de TSC1 e TSC2 que regula negativamente a proteina
RHEB. A atividade de RHEB ¢ essencial para a ativacdo da via, pois essa proteina associa-se a
mTORCI1 promovendo sua ativagdo e sua consequente sinalizagdo para os alvos S6K1 ¢ 4EBPI,

essenciais para o inicio da traducdo

A mTOR ¢ uma proteina quinase altamente conservada que compde ao
menos dois complexos multi-proteicos - mMTORC1 e mTORC2, sendo o primeiro um
complexo de proteina quinase sensivel a rapamicina, composto por mTOR e duas

proteinas acessorias, RPTOR e mLST8. Em resposta a fatores de crescimento e
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nutrientes, mMTORCI1 regula o crescimento celular, controlando a sintese proteica, a
biogénese de ribossomos e a autofagia. mMTORC2 ¢ um complexo de proteina
quinase insensivel a rapamicina, definido pela interacdo com a proteina acessoria
RICTR (SABATINI 2006) sua funcdo ainda ndo foi totalmente elucidada, mas ja foi
mostrado que esta envolvido com a reorganizacdo do citoesqueleto de actina e

migracao celular.

1.5 TRADUCAO DE mRNAS

Todos os RNAs mensageiros eucariotos possuem na sua extremidade 5’ um
quepe composto por uma guanina com um grupamento metil associado (7-
metilguanosina). O processo de adi¢do deste composto, o capeamento, ¢ a primeira
modificagao feita no RNA transcrito (RAMANATHAN et al. 2016), ocorrendo apds
a RNA polimerase II ter produzido um fragmento de aproximadamente 25
nucleotideos de RNA durante a transcricdo. J4 na extremidade 3’ do RNA
mensageiro ocorre a poliadenilacdo, uma sequéncia repetitiva de adeninas sobre a
extremidade 3’ (cauda Poli-A). Estas modificagdes aumentam a estabilidade do RNA
e auxiliam na exportagdo deste para o citoplasma e na sua identificacdo
(RAMANATHAN et al. 2016). Sao utilizadas também como indicadores de que a
molécula de mRNA esté integra. O quepe atua também como recrutador e ancorador
de fatores de inicio de tradugao.

A tradugdo de mRNAs em proteinas em eucariotos pode ser dividida em 4
etapas, sendo elas a iniciagdo, a elongacdo, a terminacdo e a reciclagem dos
ribossomos. O inicio da tradu¢do ¢ o passo com maior regulagdo, envolvendo
diversos fatores de traducao (elF). Estes fatores regulam a montagem do ribossomo
no mRNA maduro e seu escaneamento até a fase aberta de leitura (ORF). A tradugdo
dependente de quepe inicia-se com a ligagdo dos elF as estruturas do RNA (m7Cap e
a cauda Poli-A). O fator de inicio de traducdo elF4F (formado pelos fatores elF4E,
elF4G e elF4A) liga-se ao quepe, ¢ a proteina de ligacdo PABP liga-se a cauda poli-
A. O RNAm ¢ entdo circularizado através da interacao entre PABP e elF4F, o que
facilita a traducdo por reciclar os ribossomos que terminam a tradugdo, garantindo

que apenas os RNAm intactos sejam traduzidos, protegendo-os da degradagao.
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Uma vez circular, ¢ realizada a montagem do ribossomo 80S a partir das
subunidades 40S e 60S. Primeiramente, ¢ formado um complexo de pré-iniciacao
43S, a partir da interagdo do 40S com o complexo terndrio (formado pelo RNAt
iniciador carregado com uma metionina, elF2 e GTP). Entdo o complexo 43S ¢
recrutado a extremidade 5’ pelo fator e[F4F, formando o complexo 48S, que escaneia
o RNAm até o cddon inicial do quadro de leitura (ORF), um AUG. Apds esta etapa,
o GTP do complexo terndrio ¢ hidrolisado por elF5, E isso possibilita que a
subunidade 60S com elF6 ligue-se a0 RNAm, formando o ribossomo competente
80S. Quando este entra na fase de elongacdo, outra rodada de iniciacdo comega e,
assim, a mesma molécula de RNAm pode ser traduzida por diversos ribossosmos ao
mesmo tempo, formando o chamado polissomo, ou poliribossomo (Figura 6). Quanto
maior a quantidade de ribossomos simultaneamente na mesma molécula maior sera a
taxa de traducdo desta molécula, pois uma maior quantidade de proteinas sera

sintetizada em um menor espaco de tempo.
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Fonte: ALBERTS et al. (2002)
Figura 6 - Esquema de Polissomo. Desenho esquematico ilustrando uma série de ribossomos

traduzindo simultaneamente uma mesma molécula de RNAm.
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1.6 CONTROLE DA TRADUCAO

Historicamente, a ideia de que uma molécula de mRNA serd sempre
traduzida para uma molécula de proteina prevaleceu durante muito tempo. Esta visdo
comum ¢ influenciada pelo fato de que a transcri¢ao e a traducao sdo diretamente
acopladas em bactérias, o que ndo ¢ o caso em eucariotos (ALBERTS et al. 2002). O
interesse em mecanismos que determinam a relagcdo entre os niveis de mRNAs e
proteinas aumentou apés alguns estudos de larga escala, que mostram claramente
discrepancias entre os niveis de transcritos e proteinas em eucariotos (ANDERSON e
SEILHAMER, 1997; GYGI et al. 1999; RAJASEKHAR et al. 2003; MATHEWS et
al. 2007). De fato, apenas 40% da variabilidade da expressdo génica ocorre em
resposta a variagdes nos niveis de mRNA total e, em média, as moléculas de proteina
sao 2800 vezes mais abundandes que as moléculas de RNA (SCHWANHAUSSER
et al. 2011). Modelos baseados na determinagdo do nimero absoluto de RNAs e
proteinas estabelecem que a velocidade de transcri¢do varia de 0.1 a 100
transcritos/gene/hora, sendo a média de 2 transcritos/gene/hora. Por outro lado, a
velocidade de tradugio varia de 0.1 a 10° proteinas/hora/transcrito, sendo a média de
140 proteinas/hora/transcrito. Assim, pode-se observar que o processo de traducao
contribui enormemente para o processo de expressao génica (SCHWANHAUSSER
et al. 2011).

De fato, como o processo de tradugdo consome grandes quantidades de
energia, a tradug¢do nao-regulada de todos os mRNAs ndo beneficiaria a célula ou o
organismo. Adicionalmente, a existéncia de mecanismos redundantes de regulagdo
da expressao génica permitiria uma estabilidade maior nos niveis de expressao. Além
disso, em situagdes de estresse em que a célula necessita responder rapidamente,
induzir diretamente a tradu¢do de mRNAs ja transcritos permite enfrentar, de uma
maneira mais agil, as mudangas no ambiente (POLUNOVSKY e BITTERMAN
2006).

Entre os mecanismos de regulagdo da expressdo proteica, a tradugdo do
mRNA ¢ o passo de maior consumo energético, o que indica a necessidade de um
controle rigoroso desta etapa. A regula¢do da tradugdo ¢ conseguida principalmente

em dois momentos: na fase de inicia¢do da traducdo, na qual o ribossomo ¢ recrutado
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ao RNAm pelo complexo elF4F (HINNEBUSCH 2014), e na modulagao de quantos
ribossomos associam-se a cada transcrito, ou seja, o numero de unidades de
ribossomos traduzindo cada transcrito em proteina num determinado momento. O
recrutamento do ribossomo exerce, dessa forma, papel fundamental na regulacdo da
eficiéncia de tradugdo, sendo um fator limitante das taxas de sintese proteica
(MATHEWS et al. 2007).

Foi observado que a ativagdo tanto de PI3K quanto do oncogene Ras leva a
uma importante mudanca no perfil de mRNAs ligados a ribossomos (ativamente
engajados na tradug¢do), afetando, todavia, muito pouco o perfil de mRNAs totais da
célula, demonstrando a importancia da tradugdo para o controle do ciclo celular. Os
mRNAs especificamente direcionados para a tradugdo, apds a ativacdo de PI3K e
Ras, compreendem familias envolvidas na progressdo do ciclo celular, motilidade
celular, entre outras situagcdes envolvidas com o processo tumorigénico
(RAJASEKHAR et al. 2003).

Entre os principais alvos de mTORCI estdo as proteinas p70S6K e elF4E
binding protein (4E-BP). A proteina 4E-BP sequestra o fator de inicio de tradugdo
eukaryotic initiation factor 4E (eIF4E), diminuindo a tradu¢do dependente do quepe
de 7- metilguanosina (m7G-cap) presente na regido 5’ ndo traduzida (5’-UTR) dos
mRNAs. Quando hiperfosforilado por mTORC1, nos residuos Thr37, Thr 46, Ser 65
e Thr 70, a 4E-BP libera o fator e[F4E, aumentando as taxas de tradu¢do (RICHTER
e SONENBERG 2005).

Interessantemente, muitas proteinas de controle do ciclo celular, como a
ciclina D1 (ROSENWALD et al. 1993) e a e c-Myc (ZIMMER et al. 2000), além de
fatores de crescimento, como vascular endothelial growth factor (VEGF) (KEVIN et
al. 1996), possuem a tradu¢do do RNA mensageiro regulada pela abundancia de
elF4E. Ja a quinase p70S6K fosforila a proteina S6, um importante componente da
subunidade ribossomal 40S (HAY, SONNENBERG, 2004). Assim, o complexo
mTORC1 regula, de muitas maneiras, o inicio da traducdo proteica e
consequentemente a proliferagdo celular.

Diversos RNAs mensageiros de vertebrados que codificam proteinas
ribossdmicas tém uma sequéncia de 4 a 15 oligopirimidinas na sua extremidade 5',

sendo chamados de genes 5° TOP(AMALDI e PIERANDREI-AMALDI 1997). Os
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genes 5’ TOP ainda estao sendo identificados, sendo principalmente regulados por
mTOR. Entre eles estdo fatores de inicio de traducao, como elF 2, 23, 2B, 3, 4, 4A,
4B e 4H (YAMASHITA et al. 2008). Esta sequéncia serve como um elemento
regulador cis que inibe a ligagdo de proteinas reguladoras da traducdo ou o proprio
mecanismo de tradugdo. Como resultado, a tradugdo desses genes ¢ inibida como
resposta a parada de crescimento celular.

Quando sob estresse, os RNAs mensageiros dos genes 5° TOP, que estdo
normalmente associados aos polissomos, mudam seu estado para o "subpolissomo",
sendo este um estado de traducdo inativa, enquanto a maioria dos mRNAs ndo-5’
TOP permanece no polissomo, sendo traduzidos (MASVIDAL et al. 2017).

Existe também a tradu¢do independente de quepe, mediada por uORFs (do
inglés, Upstream Open Reading Frame) ou estruturas no RNAm chamadas de IRES
(do inglés, Internal ribosome entry site ou sitio de entrada interna do ribossomo)
(LEPPEK et al. 2017). Esta traducao requer um menor nimero de fatores de traducao
e corresponde a 5% dos eventos de inicio de tradugdo em eucariotos.

As uORFs sdo janelas de leituras localizadas na regido 5’ ndo traduzida do
mRNA, sendo um dos fatores do controle da tradugdo, podendo inibir a tradugdo da
janela de leitura subsequente, ou at¢ mesmo promover o inicio da tradugao no CDS
(YOUNG e WEK 2016). Sao sensiveis a fosforilagdo por elF2a em resposta ao
estresse ambiental, como falta de aminoécidos, estresse de reticulo endoplasmatico,
infec¢do viral ou estresse oxidativo. Temos como exemplo a fosforilagdo de elF2
induzindo a traducdo preferencial do CHOP por um mecanismo envolvendo uma
unica ORF (uORF) localizada na regido 5 'do mRNA de CHOP (PALAM et al.
2011). Na auséncia de stress e baixa fosforilagdao de elF2, a tradu¢ao da uORF serve
como uma barreira que impede a traducdo da regido de codificagio de CHOP. A
fosforilacdo de elF2 durante o estresse facilita o desvio da traducdo da uOREF,
permitindo que os ribossomos traduzam CHOP.

As IRES apresentam estruturas secundarias que promovem uma interacao
mais eficiente com o ribossomo 40S, possibilitando a iniciagdo da tradug¢do sem o
auxilio dos fatores de traducdo. Sdo encontradas em RNAs virais e eucariotos, mas
apenas algumas destas IRES ja tem a sua fungdo demonstrada em eucariotos. A

complexidade destas estruturas secundarias ira determinar os fatores necessarios para
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a montagem adequada do ribossomo competente 80S. Portanto, a traducdo
independente de quepe ¢ uma via de tradugdo importante em condi¢des de inibicao

ou reducdo da traducdo dependente de quepe.

1.7 TRANSLATOMICA

Como visto até o ptesente momento, as taxas de traducdo sdo proporcionais
ao niimero de ribossomos ligados a um RNAm. E possivel, deste modo, estratificar a
populagdo de mRNAs com base no nimero de ribossomos ligados através de uma
abordagem bioquimica de separacdo de poli(ribo)ssomos (MIKULITS et al. 2000).

O RNA ligado aos ribossomos pode ser separado pela sua diferenga de
densidade, sendo que quanto mais ribossomos presentes, mais pesada fica a
molécula. Durante a preparacao dos polissomos, amostras de interesse sdo colocadas
sobre um gradiente de densidade e ultracentrifugadas, o que faz com que os mRNAs
que estejam ligados a varios ribossomos sedimentem mais rapido. A amostra ¢
recolhida de maneira a isolar diferentes fragdes, contendo um numero diferente de
ribossomos ligados (Figura 7). Apds a separacdo polissomal, técnicas de
sequenciamento de Ultima geracdo, ou microarrays, podem ser utilizadas para a
identificacdo de cada mRNA (LARSSON et al. 2013). Por conseguinte, o isolamento
e a deteccdo de mRNAs polissomais utilizam a sensibilidade das técnicas de
genOmica para, a partir de pouca quantidade de amostra, obter um perfil de
sequéncias que reflita a expressdo de proteinas, constituindo o que ¢ atualmente

chamado translatdmica.
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Fonte: LIANG et al. (2018)
Figura 7 - Esquema de como ¢ realizada a separacdo polissomal. A: em um gradiente de

sacarose ¢ adicionado o extrato e ap6s a ultracentrifugagdo ocorre a separagdo dos polissomos. B:
representagdo do perfil polissomal gerado. As moléculas 40s, 60s e 80s, por serem de menor peso,
ficam nas fragdes com menor densidade de sacarose, € as moléculas com mais ribossomos ligados

ficardo nas regides com maior densidade de sacarose.

O perfil de expressdo génica medido através da quantidade de mRNAs em
tumores tem sido o foco de estudos “high throughput” durante a ultima década, a
chamada transcriptdmica (DONG e WANG 2012; GARAY ¢ GRAY 2012). Do
ponto de vista bioldgico, no entanto, a transcriptomica pode ser considerada uma
“faca de dois gumes”, pois, apesar das vantagens, existem problemas intrinsecos a
sua utilizagdo. O principal contraponto advém do interesse bioldgico principal de
encontrar nos produtos da tradu¢do do mRNA as proteinas, pois na maioria dos casos
estas constituem as moléculas ativas que desempenham fungdes dentro da célula,
embora o nivel de expressio de mRNAs ndo necessariamente reflita o perfil de
expressao das proteinas (LARSSON e NADON 2008). De acordo com os autores,
varios anos de estudos de gendmica de larga escala e de eficiéncia de tradugdo
indicam que uma gama de informacdes ¢ perdida se apenas a transcricdo ¢
considerada, e analisar genes diferencialmente traduzidos tem, portanto, o potencial
de gerar um perfil de expressdo génica muito mais compativel com o perfil de
expressao proteica.

Alternativamente aos estudos de gendmica, varios grupos tém utilizado

abordagens de protedmica para identificar perfis de expressdo de marcadores de
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progressao tumoral (CORTESI et al. 2011; GIUSTI et al. 2012). Desafios técnicos e
analiticos, no entanto, tém impedido até agora o proteoma de larga escala. Estudos de
protedmica necessitam de grandes quantidades de material e tém sido limitados a
proteinas altamente expressas; proteinas associadas a membranas, secretadas ou de
baixa abundancia sdo amplamente sub-representadas ou completamente perdidas
nestes tipos de estudo (NAGANO et al. 2008).

Nao obstante a estes desafios, pode-se argumentar que ao medir apenas o
proteoma estaria-se ainda longe de uma compreensdo detalhada da regulagdo da
expressdo génica. Simples medidas, através de técnicas protedmicas, ndo fornecem
informacao sobre os mecanismos através dos quais o nivel de uma proteina difere
entre duas amostras, j& que muitos mecanismos podem contribuir para este fato:
transcricado, splicing, transporte e estabilidade do RNA, assim como a eficiéncia da
traducdo e a estabilidade da proteina (ALBERTS et al. 2002). Assim, os dados
obtidos a partir de analises protedOmicas revelam menos informagdo sobre os
mecanismos da regulacdo diferencial da expressdo génica. Adicionalmente, as
analises protedmicas podem perder proteinas integrais de membrana, secretadas,
residentes no limen de organelas intracelulares ou de baixa representatividade
(DIEHN et al. 2006-2000; STIZIEL et al., 2004).

Durante a analise dos dados da translatomica, a estimativa da tradugao, obtida
a partir da fragdo de RNA polissomal, precisa ser corrigida pelos niveis de
transcri¢ao basal, isto porque a abundancia de transcritos medida em cada fragdo sera
influenciada pelas diferencas na abundancia de mRNA total (Figura 8). Usando uma
amostra de RNA ndo separada bioquimicamente, a qual representa a populagao total
de RNAs, uma estimativa desta populacdo pode ser obtida e utilizada para corrigir
aquela obtida a partir do RNA polissomal. Esta medida pode ser usada para comparar

diferentes amostras (Figura 9) (LARSSON et al. 2010, 2011).
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Figura 8 - Esquema de como a abundancia de RNA mensageiro pode alterar a razao

da sua tradug@o. Uma tnica molécula de RNA mensageiro pode ser traduzida simultaneamente por

diversos ribossomos, independentemente de sua taxa de transcri¢do. Por isso, faz-se necessaria a

comparagdo ente 0 RNA transcrito ¢ o traduzido para se obter a sua taxa de tradug@o.

Na area da pesquisa sobre o cancer, a translatomica tem sido utilizada para
determinar o perfil de mRNAs traduzidos em varios modelos. A exemplo disso, tem-
se um estudo que avalia a transicdo epitélio-mesénquima utilizando modelos
celulares: foi indicado que uma quantidade substancial de todas as alteracdes de
expressdo génica presentes era observada unicamente ao nivel traducional. O mesmo

estudo mostra ainda que os dados de mRNAs associados a polissomos estavam
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melhor correlacionados com os niveis de proteina, em comparacdo com a analise
padrao do transcriptoma (JECHLINGER et al. 2003). Em linhagens celulares de
mama também foi observado que relativamente poucos genes possuem regulagdo
transcricional (141 genes), enquanto muitos genes possuem controle traducional
(1518 genes) (LARSSON et al. 2007).

No cancer colorretal também foi demonstrado que se adquire muito mais
mudancas impactando o controle traducional que o transcricional. Os autores
também observaram que, enquanto alguns processos celulares pareciam ser
regulados em ambos o0s niveis, outros, como a apoptose, foram modulados apenas ao
nivel da tradu¢do (PROVENZANI et al. 2006). Oncogenes, como Ras e MCT-1,
podem exercer um papel importante na populacio de mRNAs traduzidos. Foi
mostrado que o MCT-1 altera o padrio de mRNAs, como BCL2L2, TFDPI,
MREI11A, ciclina D1 e E2F1, associados a polissomos, enquanto suas quantidades
totais permaneceram as mesmas (REINERT et al. 2006). Ja a ativacao de PI3K, ou
do oncogene Ras, leva a uma importante mudanga no perfil de mRNAs associados
com polissomos, mas afeta muito pouco o perfil de mRNAs totais da célula.

Os mRNAs especificamente direcionados para a tradugo, apos a ativagdo de
PI3K e Ras, compreendem, além dos envolvidos na progressdao do ciclo celular,
aqueles associados com motilidade, interacdo célula-célula e regulagdo transcricional
(RAJASEKHAR et al. 2003; SPENCE et al. 2006). Estas mudangas teriam sido
completamente perdidas em uma andlise convencional do transcriptosoma,
detectando mRNAs celulares totais. Outros estudos observaram os efeitos do fator de
inicio de tradugdo elF4E, dada a sua importincia no processo tumorigénico
(RUGGERO et al. 2004). Quando comparado o conjunto mRNAs polissomais entre
linhagens celulares normais, ou expressando estavelmente eIF4E, foram encontrados
cerca de 250 genes diferencialmente traduzidos (LARSSON et al. 2006).
Adicionalmente, a expressdao de elF4E em linhagens celulares por apenas 6 horas
altera poucos genes ao nivel da transcricdo (27 genes), enquanto muitas diferencas
podem ser observadas no nivel de tradugdo (294 transcritos) (MAMANE et al. 2007).

Interessantemente, outra area em que foram realizados estudos sobre
regulacdo traducional ¢ a de resposta ao estresse. Em células tratadas com radiagao

ionizante, 10 vezes mais genes foram afetados ao nivel da tradug¢d@o do que ao nivel
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da transcri¢do, sugerindo que a regulacdo do recrutamento ribossomal seria o efeito
principal da radiagdo ionizante (LU et al. 2006). Como a radioterapia associada a
cirurgia e ao tratamento com temozolamida ¢ um dos recursos mais utilizados para
GBM (STUPP et al. 2009), o estudo de RNAs associados a polissomos,
particularmente neste tipo tumoral, é de extrema importancia. Outra situagdo de
estresse especialmente importante em GBM ¢ a hipdxia (OLIVER et al. 2009), pois
uma das caracteristicas principais desse tumor ¢ a proliferacdo de células endoteliais
que obstruem os vasos e promovem necrose. Em células submetidas a hipodxia,
grande parte da tradugdo ¢ inibida; no entanto, um subconjunto de mRNAs
importantes para a resposta celular a hipdxia tem sua traducdo induzida, sem
alteracdo nos niveis de mRNA total (BLAIS et al. 2004). Também foi observado que
a quinase Perk (protein kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase, residente do
reticulo endoplasmatico, cuja ativagdo em resposta a estresse leva a diminui¢do da
traducdo) atua na adaptacdo celular a hipoxia e regula a traducao de varios mRNAs
envolvidos no processo de angiogénese (BLAIS et al. 2006). Deste modo, ¢
significativo observar se genes envolvidos com protecdo celular ao estresse ou
angiogénese podem ter sua traducdo regulada nos GBMs.

Todavia, até agora foram realizados poucos estudos de larga escala com RNA
polissomal em comparacdo ao grande niimero de estudos de larga escala realizados
com RNA total, o que em parte reflete a complexidade e os desafios técnicos que
estdo associados a tal analise. Além disso, a grande maioria dos estudos trabalha com
linhagens celulares e sao raros os que utilizam tecidos animais (CHEN et al. 2002;
FU et al. 2012; OTULAKOWSKI et al. 2009) ou humanos (TRETON et al. 2011).
Particularmente no Brasil, este tipo de tecnologia ndo esta disponivel.

Sendo assim, o uso da técnica da translatomica no estudo de GBMs ¢ uma
estratégia inovadora, com o potencial de identificar genes diferencialmente
traduzidos, ajudando a entender a biologia tumoral e o comportamento destes
tumores e do processo tumorigénico. O perfil de expressdo proteico tem também o
potencial de mostrar grupos moleculares que reflitam o curso clinico do paciente, ou

que mostre um novo alvo terapéutico.
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1.7.1 Adaptacio de métodos de sequenciamento de célula tvinica para a
translatomica

O protocolo estabelecido por PICELLI et al. em 2014, possibilita o
sequenciamento de RNAm obtido de uma tnica célula, minimizando o viés causado
pela amplificacdo do cDNA e permitindo o sequenciamento de poucos picogramas
de RNA purificado. Este ¢ o principal motivo que justifica a escolha por este
protocolo, pois como a purificagdo do RNA polissomal ¢ feita a partir de tecidos
muito pequenos, o rendimento ¢ de, no maximo, poucas nanogramas. Sendo assim, o
protocolo de Smart-Seq2 ¢ o melhor para, aliado a purificacdo polissomal, realizar as
analises de translatomica (Figura 10). Esta técnica foi aperfeicoada a partir de
protocolos utilizados para RNA-seq nos ultimos anos. Diversos reagentes foram
introduzidos para melhorar a eficiéncia e diminuir a quantidade de RNA inicial
necessario, como o reagente TSO (Template Switching Oligo) e a forma mutada da
enzima Tn5, que permitem a construcao de bibliotecas representativas com apenas
10 picogramas de RNA.

A versao simples de um Template Switching Oligo ¢ uma sequéncia de DNA
que transporta 3 riboguanosinas (rGrGrG) em sua extremidade 3'. A
complementaridade entre estas bases rG consecutivas e a extensao 3 'dC da molécula
de cDNA permite a troca de templates. Este protocolo usa um TSO carregando duas
riboguanosinas na terceira e na segunda posi¢des, € uma guanosina modificada para
produzir um &cido nucléico bloqueado (LNA), como a ultima base na extremidade
3’. Portanto, o LNA utilizado possui um oligo para a troca de template.

O protocolo pode ser dividido em duas etapas principais, sendo a primeira
parte relativa a conversdo do RNA em cDNA (RT), utilizando, para tal, o oligo-dT,
que converte especificamente os RNAs mensageiros, sendo uma forma eficaz de
reduzir a contaminagdo por RNAs ribossomais ou outros RNAs. A reacdo de
transcrigdo reversa utiliza a transcriptase reversa Moloney murine leukemia (M-
MLYV), que adiciona trés citosinas (C) na regido 3’ da nova fita do cDNA. Com isso,
pode ser utilizado o 4cido nucleico bloqueado (LNA), que contém duas guaninas, na
terceira e na segunda ultimas posicoes, € uma guanina modificada na ultima posigao.
Essas duas guaninas foram adicionadas neste oligo devido a maior estabilidade na

ligagdo entre DNA-RNA. Estas trés ultimas guaninas ligam-se as trés ultimas
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citosinas de cada fita de cDNA. Apo6s a hibridizagdo do LNA ao cDNA, a enzima
transcriptase reversa pode sintetizar a fita complementar. Também estd presente
nesta reagdo o reagente betaina e as altas concentragdes de MgCl,, que aumentam o
rendimento de cDNA.

Apds a RT, uma PCR convencional ¢ realizada. A ponta 5° do oligo-dT e o
LNA contém a mesma sequéncia e, assim, esta PCR pode ser realizada apenas com
um primer. Esta primeira PCR amplifica o cDNA obtido. Apds esta primeira etapa,
uma corrida eletroforética revela uma maior concentragdo de fragmentos entre 1000
e 2000 pares de base, a média de tamanho de um RNA eucarioto.

Apos a sintese do cDNA e sua amplificagdo ¢ realizada a fragmentacao do
material, uma vez que o sistema Illumina HiSeq (utilizado nesse projeto) nao realiza
0 sequenciamento com eficiéncia e qualidade de fragmentos maiores de 800 pb.
Entdo, ¢ realizada uma reagdo para a fragmentacao do material, desenvolvida de
modo que possa ser efetuada uma segunda etapa de amplificagdo do material, sem
gerar viés experimental. Uma enzima do tipo transposase, chamada de TnS5, faz esta
fragmentagdo, sendo esta enzima mutada para ser super-ativa, clivando o DNA em
locais aleatérios com uma média de 300pb. Por ser uma transposase, além de clivar o
DNA, a Tn5 também ¢ capaz de incorporar nos fragmentos, concomitantemente na
reagdo, 0s transposons.

Quando finalizada a reagdo de fragmentagdo, uma segunda PCR ¢ realizada,
amplificando todo o material obtido. Vale a pena ressaltar que fragmentos pequenos
apresentam as mesmas chances de serem amplificados numa reagdo, e isso ocorre
porque a eficiéncia de polimerases utilizadas in vitro decai com fragmentos muito
longos. Assim, apds fragmentar todo o cDNA em fragmentos de 300 pb, permite-se
que esta segunda PCR acontega por quantos ciclos amplificatorios sejam necessarios,
a fim de obter material suficiente e compativel com o sequenciador. Além disso, os
primers usados nesta PCR hibridizam nos elementos adicionados pela Tn5 em cada
fragmento e, também, possuem em suas estruturas sequéncias Unicas chamadas de
index, as quais permitem o rastreio dos fragmentos e a associacdo com uma amostra

inicial especifica.
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Figura 9 - Esquema ilustrativo do protocolo Smart-Seq2 e suas principais etapas. A
primeira etapa desta metodologia compreende a reagdo de transcri¢do reversa, que converte todo o
mRNA de partida em cDNA. Na segunda etapa, o cDNA obtido é fragmentado por uma transposase
chamada de TnS5, seguido de uma PCR com o material fragmentado que amplifica o cDNA, inserindo

os indexes e as sequéncias adaptadoras para o aparelho de sequenciamento.
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Esta metodologia apresenta diversas vantagens, embora algumas limitagdes
ainda existam. Por um lado, ela requer menos que 100 pg de RNA como material de
partida, permitindo a recuperagdo de cDNAs completos (fornecendo informacgdes
acerca de todos os exons de cada transcrito, variantes de splicing e SNPs) e aceitando
a utilizagdo de uma unica plataforma do sequenciador para diversas amostras em
uma Unica corrida do aparelho. Por outro lado, este método seleciona apenas os
RNAs poli-adenilados. Para a translatdmica, esta ltima caracteristica ¢ desejavel,
pois elimina a necessidade de deplecao do RNA ribossomal, que forma grande parte
dos RNAs isolados nos perfis polissomais. Sendo assim, este método ¢ a estratégia

ideal para a construgdo de bibliotecas de RNA polissomal.
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OBJETIVOS

A seguir, os objetivos que norteiam a presente pesquisa.

OBJETIVOS PRINCIPAIS

Padronizar, implementar e disponibilizar, para a institui¢do, a técnica da
translatomica.

Utilizar a técnica de translatomica para identificar mRNAs preferencialmente
traduzidos em gliomas, aumentando o conhecimento disponivel sobre

processos celulares alterados durante a tumorigénese.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar se a purificacdo dos RNAs polissomais a partir de tumores humanos
armazenados no biobanco do A. C. Camargo Cancer Center ¢ compativel
com o isolamento de polissomos, em quantidade e qualidade suficientes as
necessidades das aplicagdes.

Ajuizar se a congelacdo dos tecidos altera a populagdo de RNAs. Como os
tumores estdo congelados, faz-se necessaria a avaliagdo do efeito desta na
populagdo dos RNAs polissomais.

Padronizar e aprimorar a separacao polissomal e a posterior extragdo do RNA
polissomal dos tecidos de gliomas obtidos.

Comparar tecidos de alto e de baixo grau histologicos, avaliando a
heterogeneidade tumoral.

Analisar os tecidos de gliomas obtidos nos biobancos através da técnica da

translatdmica.
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3 CAPITULOS

A seguir, serdo descritos os materiais ¢ os métodos elegidos e utilizados na

pesquisa, de acordo com as subdivisdes sugeridas por cada capitulo.
3.1 CAPITULOI-PADRONIZACOES

Este capitulo apresenta os dados das primeiras padronizacdes realizadas.
Acredita-se que estes dados sdo relevantes porque fundamentam todas as
modificagdes que foram introduzidas aos protocolos ao longo do tempo, retratando
uma trajetoria de construcdo de conhecimento buscada por esta tese.

O primeiro experimento realizado utilizou linhagens celulares e
sequenciamento no equipamento lon Personal Genome Machine (PGM) System e
teve o objetivo de atestar a viabilidade do método e alterar a metodologia, se
necessario. No entanto, o nimero baixo de reads ndo permitiu a analise para a
identificacdo dos mRNAs diferencialmente traduzidos e ressaltou a necessidade de
alterar os kits de deplecdo de RNA ribossomal e/ou a metodologia de construcao das
bibliotecas. Desta forma, embora os resultados deste primeiro sequenciamento ndo
tenham sido analisados para a identificagdo dos mRNAs diferencialmente traduzidos,
acredita-se que seja fundamental sua apresentacio. Em um segundo momento
realizou-se ensaios para demonstrar a viabilidade da utilizagdo do tecido congelado,
j& que nao era sabido o quanto o congelamento poderia afetar as estruturas
polissomais, inviabilizando, assim, todos os projetos com tecido congelado

proveniente do biobanco.

3.1.1 Material e métodos do Capitulo I

Abaixo, os materias e os métodos referentes ao capitulo primeiro.
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3.1.1.1 Cultura celular

As células LN-229 e LN-18 (ATCC CRL-2611 e ATCC CRL-2610) foram
mantidas em meio DMEM High Glucose (Thermo) acrescido de 10% soro fetal
bovino (Thermo), em estufa imida, a 37 °C ¢ 5% de CO2.

3.1.1.2 Injec¢ao de linhagens celulares em camundongos tipo nude para formacao
de tumor fresco e congelado

Foram injetadas as células LN 229 em animais nude, sendo 5 milhdes de
célula por animal. Apos 4 semanas, quando os tumores ja estavam com lcm3, os
animais foram eutanasiados e os tumores foram retirados e divididos em dois:
metade foi submetida a lise imediatamente e metade congelada em freezer -80°C.
Apds 15 dias do congelamento, essas outras metades dos tumores foram submetidos
a lise. Tal experimento contou com a aprovagdo do Comite de Etica no Uso de

Animais 057/13.

3.1.1.3 Isolamento de polissomos

Lise para isolamento de polissomos

As células e os tecidos foram lisados com tampao 20 mM Tris-HCI1 pH 7.5
(Sigma), 100 mM KCI (Sigma), 10 mM MgCl, (Sigma), 1% Triton X-100 (Sigma), 1
mM DTT (Sigma), 100 pg/mL ciclohexamida (Sigma) e inibidor de protease
(Promega) em Politron, sendo centrifugados por 10.000rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi utilizado para a separacdo polissomal, ¢ uma amostra deste

sobrenadante foi separada para a analise de RNA total.

Gradiente 7-47%

O extrato foi fracionado em um gradiente linear de sacarose 7-47% preparado
em 20 mM Tris-HCI pH 7.5 (Sigma), 100 mM KCI (Sigma), 10 mM MgCl, (Sigma),
1 mM DTT (Sigma) e centrifugado por 2h30min a 39,000 rpm em uma
ultracentrifuga com o rotor SW41Ti (Beckman Coulter) a 4 °C, o que garante que os
mRNAs associados a ribossomos estarao separados daqueles soltiveis. A absorbancia

a 254nm foi detectada em fluxo continuo e as fragcdes (1ml cada) coletadas.
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3.1.1.4 Sequenciamento de RNAs pelo Ion PGM
Extracido de RNA
O RNA foi extraido com o reagente TRIzol, da Life Technologies, de acordo

com o protocolo sugerido pela empresa.

Deplecao de RNA ribosomal
Para depletar o RNA ribossomico das amostras utilizou-se o kit
. . ™ . . L. .

Ribominus ™, da Invitrogen, que consiste em sondas magnéticas associadas a
estreptavidina e sondas biotiniladas que se ligam ao rRNA. Assim, ap6s a incubagao
da sonda biotinilada com a amostra, a sonda magnética ¢ aplicada e colocada em
campo magnético, fazendo com que a sonda, ligada ao rRNA, precipite, sendo este
depletado da amostra. Para um segundo momento, foi utilizada uma nova versdo

deste kit, o Ribominus™ V2, que engloba a mesma técnica.

Purificacdo de mRNA

Para purificar o RNA mensageiro das amostras utilizou-se o kit Oligotex™ ",
da Qiagen, que consiste em sondas que se ligam a cauda poli-A dos RNAs
mensageiros. A resina do kit consiste em particulas de poliestireno de latex com uma
dimensdo uniforme, com oligonucleotideos dC ¢T3y ligados covalentemente a
superficie e que se ligam a cauda poli-A do mRNA. Assim, estas particulas
possibilitam a purificagdo do mRNA sem a contaminagdo de outros tipos de RNAs, e
esta purificagdo ¢ feita a partir de centrifugagdes, que separardo estas particulas

ligadas a0 mRNA.

Sequenciamento das amostras

Para o sequenciamento dos RNAs utilizou-se os equipamentos lon Personal
Genome Machine® (PGM™) System. A constru¢do da biblioteca de cDNA segue o
protocolo Ion Total RNA-Seq Kit v2. Resumidamente, o RNA ¢ misturado a
controles internos, os spike-in. Os RNAs sdo fragmentados com RNAse III por um
curto periodo de tempo (3 a 10 minutos, dependendo da quantidade de RNA), e entao

purificados. Os RNAs sdo submetidos a uma PCR de transcriptase reversa para a
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construgdo da biblioteca de cDNA, que ¢ amplificada. Os fragmentos sdo anelados as

beads especificas de cada equipamento através de uma PCR em emulsao.

3.1.2 Resultados e discussao do Capitulo I
Aqui, encontram-se os resultados ¢ as discussdes obtidos a partir dos

experimentos realizados e supramencionados.

3.1.2.1 Padronizacao da identificacio de RNAs polissomais através de
sequenciamento

Iniciou-se o projeto realizando a purificacdo de polissomos de linhagens
celulares de glioblastomas. Esta padronizacdo fez-se necessaria, pois era a primeira
vez que a técnica da translatomica havia sido desenvolvida no laboratorio. Para isso,
utilizou-se as linhagens celulares LN-18. Neste primeiro experimento, optou-se
também por utilizar uma condi¢cdo em que as células foram tratadas com um inibidor
da proteina RSK. Esta quinase estd reconhecidamente envolvida com o controle
traducional (ROMEO et al. 2012), de modo que se espera observar uma diferenca da
populacdo de mRNAs diferencialmente traduzidos nestas condigdes.

Deste modo, as células LN-18 foram tratadas com o inibidor de RSK, Bi-
D1870 10uM, e foi feito, entdo, o perfil polissomal dos extratos destas células
(Figura 10). Uniram-se as fragcdes 9, 10 e 11 para que fosse possivel realizar a
extragdo dos RNAs polissomais, e como controle extraiu-se RNA do extrato total.
Obteve-se, portanto, 9ug de RNA total e 3 ng de RNA polisomal de boa qualidade
(Figura 10). Foi depletado o rRNA através do kit Ribominus e efetuou-se a
constru¢do de bibliotecas para sequenciamento no equipamento ION PGM (Life

Technologies).
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Figura 10 - Perfil polissomal da célula LN-18. As células LN18 foram tratadas, ou

nao, com o inibidor de RSK, Bi-D1870. A: os extratos foram submetidos a separagdo por densidade

em gradiente de sacarose 7%-47% através de ultracentrifugagdo. A absorbancia foi medida a 254nm.
Estdo representados os perfis de células tratadas com veiculo (DMSO) e inibidor de RSK Bi-D1870
(Bi). B: as amostras foram submetidas a um teste de purificagdo de RNA. As bandas correspondem

aos RNAs ribossomais 18s e 28s, mostrando a integridade destes.

Foram obtidas 3.163.212 leituras, indicando que a realizagdo do
sequenciamento foi executada com sucesso (Figura 11). Assim, esta primeira etapa
de padronizacdo mostrou que ¢é possivel a separacdo de RNA polissomal em
quantidade e qualidade suficientes para o sequenciamento. A segunda etapa foi a
analise bioinformdtica das sequéncias, que se iniciou com o alinhamento das
sequéncias utilizando o banco de dados Ensembl (Tabela 1). No entanto, durante esta
analise, pode-se observar que mais de 50% das sequéncias obtidas eram de RNAs
ribossomais, sendo estas removidas das etapas posteriores de andlise e indicadas na
tabela 1 como reads filtradas. Na segunda etapa de analise, foram consideradas as
sequéncias que se alinham somente uma vez no genoma, pois no caso de
alinhamento em mais de uma posi¢do ndo ¢ possivel determinar o gene que aquela
sequéncia se refere. Apds estas duas etapas, podemos ver a quantidade de reads
limpas, ou seja, as que poderiam ser analisadas (clean reads). Como o niimero final

de sequéncias que poderiam ser utilizadas foi muito baixo, abaixo da confianga
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estatistica para este tipo de analise, optou-se por realizar um novo experimento

utilizando outras maneiras de purificar o RNA mensageiro.

410M 94 3,163,212
86 % 36 %
i'lll Bead Loading ﬁ' Usable
Sequence
i sikichi ISP Summary

9,746,028
II\.
o m
Enric
43' W 4,201,758

Figura 11 - Resultado de anelamento das beads no sequenciamento. Foram aneladas
86% de beads de modo uniforme no chip (ISP Density) e obtidas um total de 3.163.212 reads. Destas,

36% eram utilizaveis.

Tabela 1 - Resultado do sequenciamento.

Dados brutos Reads Alinhadas uma Clean reads
filtradas

658,695 68.94% 89,879 31.06%

m 732,649 59.17% 109,372 40.83%
DMSO,,, 744,908 54.61% 167,048 45.39%
| B, [ETCREL 57.04% 157,221 42.96%

Os dados brutos indicam o numero de leituras de cada amostra. Reads filtradas sdo aquelas excluidas

por serem ribossomais. As reads foram alinhadas utilizando o banco de dados Ensembl e o nimero de
leituras alinhadas apenas uma vez na sequéncia de referéncia esta indicado. O numero de sequéncias
geradas foi baixo e a percentagem de leituras de mapeamento de RNA ribossomal elevada, reduzindo,

assim, o nimero de leituras informativas.

Para testar a deplecao de RNA ribossomal através de outros métodos utilizou-
se o RNA total da linhagem celular LN-229, e a partir dele sucedeu-se com trés

protocolos diferentes. O primeiro consistia na deplecdo de rRNA utilizando uma
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nova versao do kit Ribominus que, segundo o fabricante, havia sido melhorado com
a adicao de novas sequéncias de captura de RNA ribossomal. O segundo protocolo
realizava a purificagdo de RNAm com o kit Oligotex (Qiagen), que consiste em
sequéncias de PoliT que se ligam a cauda poli-A do mRNA, unidas a beads que
purificam o RNA mensageiro. No terceiro protocolo foram usados os dois kits em
sequéncia, realizando primeiramente a deplecdo do rRNA com Ribominus seguido
da purificagdo de mRNA com Oligotex. Como ¢ observado na Figura 12, o primeiro
protocolo ndo pareceu ter eficiéncia satisfatoria, ja que s6 se pode observar RNAs de
tamanho muito pequeno; os protocolos 2 e 3 parecem ter purificado a amostra de
maneira muito similar. Obteve-se 8ng de RNA nos protocolos 2 e 3 e 20ng de RNA
no protocolo 1. Procedeu-se, entdo, com o sequenciamento destes RNAs apenas com
os protocolos 2 e 3, pois o protocolo 1 apresentou um padrdo de RNA ndo habitual,
apenas com fragmentos muito pequenos. Foi observado que nos protocolos 2 e 3 as

bandas relativas aos RNAs ribossomais 18s e 28s parecem ter sido depletadas.

SO —  —

L1000 = —

Figura 12 - Teste de purificacdo de rRNA. Perfil dos RNAs purificados em Bioanalyzer. O
extrato celular de LN 229 foi submetido a 3 protocolos para testar a purificagdo do RNA. O protocolo
1 consistia na deplecdo de rRNA apenas com o kit ribominus®; o protocolo 2, na purificacdo de
mRNA com o kit Oligotex®; e o protocolo 3, na unido dos dois protocolos anteriores. O RNA foi
submetido a separacdo eletroforética no equipamento Bioanalyzer. Observou-se a auséncia das bandas
de 28S e 188, indicando deplecdo satisfatoria dos RNAs ribossomais. Para o protocolo 1, observou-se

apenas RNAs muito pequenos.
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O sequenciamento foi realizado no equipamento ION PGM (Life
Technologies). Foi obtido um carregamento de beads de 75% (Figura 13) com um
total de 4.512.172 reads, das quais obteve-se entre 90% e 97% de clean reads (Tabela
2). Assim, determinou-se o melhor protocolo para o posterior sequenciamento dos

RNAs polissomais obtidos dos tumores a serem estudados.

425 M 68 4,612,172
Total Bases Key Signal Total Reads
75% 54%
ISP Loading Usable Reads
ISP Density ISP Summary

75%  EEEMEN 25%,
Loading Ernpty Wells
98% |EEEUN 2%
Enrichment in Template
5,906,430 . 29%
Polyzlona
1% Test Fragme
76% ENIENE 1% Adapt
Final Librar 19 .

I1%

clonal

3792 wells

Figura 13 - Resultado de anelamento das beads no sequenciamento. Foram aneladas

75% de beads e obtidas um total de 4.512.172. Destas, 54% eram utilizaveis.

Tabela 2 - Resultado do sequenciamento.

Dados Reads clean
Protocolo
brutos filtradas reads

Ollgotex@’ 2.331.888 2L 90,24%

Ribominus®+
2.092.377 2,96 97,04%

Oligotex®

Os dados brutos indicam o numero de leituras de cada amostra. Reads filtradas sdo as excluidas por
serem ribossomais. As reads foram alinhadas utilizando o banco de dados Ensembl. O ntimero de
sequéncias geradas foi satisfatorio e a percentagem de leituras de mapeamento de RNA ribossomal foi

reduzida, mostrando que a purificagdo de mRNA foi eficaz.
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Neste sequenciamento, a porcentagem de reads filtradas foi bem menor,
mostrando que a purificagdo de mRNA foi mais eficaz que a deplecdo de rRNA. Foi
possivel analisar 90% das reads. Determinou-se, entdo, que o modo mais eficiente de

purificagdo de RNA mensageiro ¢ através do kit Oligotex.

3.1.2.2 Avaliacdo do efeito do congelamento sobre a populacio de RNAs
polissomais

Como ndo era conhecido o efeito do congelamento sobre a estabilidade da
estrutura polissomal, foi imprescindivel avaliar este fator nas amostras, considerando
a intengao de se utilizar tumores congelados no biobanco.

Para avaliar o efeito do congelamento sobre amostras tumorais, foram
injetadas células tumorais de glioblastoma (LN-229) subcutaneamente em 3
camundongos (projeto CEUA 057/13) para a obtencdo de tumores xenoenxertados.
Quando os tumores atingiram lcm® de volume, os animais foram eutanasiados e os
tumores retirados, sendo estes divididos em duas partes: metade submetida a
extragdo imediata € a outra metade congelada em freezer a -80°C por 15 dias; apds
este periodo, foi submetida a extragdo. Apds a extracdo, ambas as metades foram

submetidas a separagao polissomal (Figura 14).
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Figura 14 - Perfil polissomal dos tecidos congelados e ndo congelados. Os RNAs

polissomais foram separados em gradiente de sacarose 7%-47% e a absorbancia foi medida a 254nm.

As fragdes correspondentes aos polissomos que foram coletados.

A partir dos perfis, a eficiéncia traducional foi mensurada pela area abaixo da
curva do pico relativo ao 80S e do pico relativo aos polissomos. Quando a razio
polissomos/80S ¢ menor, significa que a maior parte dos ribossomos ndo esta
associada a mRNAs, implicando em um estado traducional reduzido. Quando a razao
polissomos/80S ¢ maior, significa que uma maior propor¢do dos ribossomos esta
associada a mRNAs, implicando em um estado traducional mais ativo. Pode-se
observar que a relagdo entre os picos relativos ao 80S e os polissomos mantém-se
constante entre os tecidos congelados e ndo congelados (Figura 15), sugerindo que

nao houve interferéncia do congelamento sobre a estabilidade dos polissomos.
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Figura 15 - Taxa traducional dos tecidos. A relagdo entre os picos 80s e o polissomal dos

tecidos congelados e ndo congelados indica se os polissomos estdo intactos; se houver dissociagdo da
estrutura o pico de 80s sera maior. No grafico estdo expressas as barras de erro. Nao ha significancia

estatistica. Teste de Kruskall-Wallis.

Para confirmar este resultado realizou-se o sequenciamento dos RNAs totais e
polissomais congelados e nao congelados no equipamento ION PGM, seguindo as
orientacdes do fabricante. Para a construcdo da biblioteca foi utilizada a purificacao
de mRNA da Qiagen, padronizado anteriormente neste trabalho. Foi feita uma
correlacdo entre os resultados para que fosse possivel analisar se ha diferenga
causada pelo congelamento do tecido (Figura 16).

Para determinar se os RNAs identificados sdo compardveis nas duas
condicdes, os niveis de expressdo de cada gene foram plotados em um gréafico de
pontos. A correlagdo entre eles foi, entdo, calculada. Considera-se que em todas as
comparagdes o R obtido ¢ maior que 0,89, indicando que o congelamento afeta
somente um nimero muito pequeno de genes e demonstrando a viabilidade da
utilizacdo de tecido do biobanco para estas abordagens. Deste modo, atestou-se a

viabilidade de utilizag¢do de tecido congelado para este projeto.
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Figura 16 - Correlacdo entre as populagdes de RNA. A correlagio ente os RNAs
polissomais do tecido congelado e do tecido fresco ¢ forte (R=0,89), assim como a correlacdo entre os
RNAs totais dos tecidos congelado e fresco (R=0,9). Como ndo ha diferenca na populacdo de RNAs
entre tecido congelado e ndo congelado, ¢ possivel utilizar tecidos guardados no banco para

posteriores analises

3.1.3 Conclusées parciais do Capitulo I

A partir destes primeiros experimentos de padronizagcdo foi capaz de se
estabelecer o melhor protocolo para a purificagdo dos mRNAs para um futuro
sequenciamento. Ao utilizar o kit Oligotex o sequenciamento dos mRNAs teve-se
livre o suficiente RNAs ribossomais, com indices acima de 90%.

Verificou-se também que os tecidos congelados em biobanco sdo compatives

com a utilizacdo para a nossa técnica proposta, sendo que o congelamento ndo afetou
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a populacdo dos mRNAs totais ou polissomais, como observado nas analises. Assim,
ao padronizar e disponibilizar esta técnica na instituigdo permite-se o0
desenvolvimento de novos projetos que abordem o controle traducional em tecidos,

assim como a continuagao deste projeto.

3.2 CAPITULO II - PRIMEIRA TRANSLATOMICA

Apds a padronizacdo de todas as etapas necessarias, iniciou-se o trabalho com
as amostras dos pacientes. Através de uma colaboragdo estabelecida com o
departamento de neurocirurgia do A. C. Camargo Cancer Center, foi possivel a
obtencdo de uma amostra de grande tamanho e visivel heterogeneidade. As amostras
foram divididas em oito fragmentos, que ap6s a andlise de um patologista foram
divididas em alto e baixo graus histologicos. Sendo assim, este capitulo versa sobre a
heterogeneidade tumoral neste caso de glioblastoma avaliada através do perfil de
mRNAs diferencialmente traduzidos. Esta etapa do trabalho foi realizada
concomitantemente aos problemas atingidos durante as etapas de sequenciamento,
nas quais foi obtida uma contaminagdo com RNA ribossomal muito grande. Naquele
momento, optou-se por tentar uma abordagem através de microarrays, o que nao

exigiria a purificagdo do mRNA.

3.2.1 Material e métodos do Capitulo II

Abaixo, os materias e os métodos referentes ao capitulo segundo.

3.2.1.1 Extrato para separacio polissomal

Os tecidos foram lisados com tampao (20 mM Tris - HCI pH 7.5, 100 mM
KCl, 10 mM MgCl,, 1% Triton X-100, 1 mM, DTT, 100 pg/mL ciclohexamida e
inibidor de protease) em Politron e centrifugados por 10.000rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi utilizado para a separagdo polissomal. Uma amostra deste

sobrenadante foi separada para a analise de RNA total.
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3.2.1.1 Separacio polissomal

O extrato foi fracionado em um gradiente linear de sacarose 7-47% ou 15%-
50%, preparado em 20 mM TrisHCI pH 7.5, 100 mM KCI, 10 mM MgCI2, 1 mM
DTT e centrifugado por 2h30min a 39,000 rpm em uma ultracentrifuga com o rotor
SW41Ti (Beckman Coulter) a 4 °C, o que garante que os mRNAs associados a
ribossomos estardao separados dos soluveis. A absorbancia a 254nm foi detectada em
fluxo continuo e as fragdes coletadas. O RNA foi extraido com o reagente TRIzol, da

Life Technologies, de acordo com o protocolo sugerido pela empresa.

3.2.1.2 Ensaio Whole Human Genome 4x44K

O perfil de expressdo génica foi avaliado em 32 grids divididos em: 4
amostras de baixo grau em duplicata (fragdo total e polissomal) e 4 amostras de alto
grau em duplicata (fracdo total e polissomal), utilizando-se a plataforma Whole
Human Genome 4x44K (Agilent Technologies, CA, USA), que ¢ composta por
43.376 sequéncias biologicas e 32 sondas para controles positivos Spike in.

Os procedimentos de marcacao das amostras, hibridacdo e deteccdo seguiram
o protocolo Two-color microarray-based gene expression analysis, utilizando o
Quick Amp Labeling Kit (Agilent Technologies, CA, USA). A pré-sintese de cDNA
foi realizada utilizando 800ng de RNA total, 2uL da diluicdo dos Spikes A e B e
1,2uL de T7 Promoter Primer. A sintese de cDNA consistiu na adi¢ao de 5X First
Strand Buffer, DTT 0,1M, dNTP mix, 0,5uL da enzima RNase Out e 1uL da enzima
MMLV-RT. A transcricdo de ¢cDNA para cRNA ocorreu por reagao contendo
15,3uL de agua estéril, 4X Transcription Buffer, 50% PEG, DDT 0,1M, 8uL de NTP
mix, 0,5uL de RNase Out, 0,6uL de Inorganic Pyrophosphatase, 2,4uL de Cy3 ou
Cy5 ¢ 0,8 uL. da enzima T7 RNA Polimerase. A purificagdo das sondas ocorreu com
a utilizagao do RNeasy Mini Kit (Quiagen, TE, USA), seguindo as especificacdes do
fabricante. A intensidade de marcacdo ¢ o rendimento da reacao foram avaliados
para todas as amostras, utilizando o NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific Inc.,
MA, USA). Cerca de 825ng de cada amostra teste foi combinada a 825ng da amostra
referéncia. Foram adicionados 10X Blocking Agent, 25X Fragmentation Buffer e
agua para um volume final de 55uL. A mistura de hibridagdo (100uL) foi adicionada

as laminas e estas permaneceram no forno de hibridagdo por 16 horas, a 37C e
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20rpm. A lavagem das laminas ocorreu em banhos consecutivos nas solugdes de
Wash Buffer 1, Wash Buffer 2, Acetonitrila (Sigma-Aldrich, MO, USA) e
Stabilization and drying solution. Os sinais de fluorescéncia foram capturados no
scanner Agilent, utilizando o software Scan Control 8.1 (Agilent Technologies, CA,
USA). Todos os casos preencheram os critérios de qualidade do fabricante, o que
inclui, principalmente, analises de background, uniformidade da hibridagao,

intensidade dos sinais verde e vermelho e variagdo das duplicatas.

3.2.1.3 Sintese de cDNA e Real-Time PCR

Tratamento do RNA com DNAse

Conforme as instru¢des do protocolo DNase I - Amplification Grade
(Invitrogen LifeTechnologies), 1ng do RNA total destinado a reagdo de transcrigao
reversa foi transferido para microtubo estéril, onde foi acrescentado 1,5uL de tampao
DNase, 1uL de DNase I e agua ultrapura na quantidade suficiente para completar
15uL de solugdo. Essa solugdo permaneceu a temperatura ambiente durante 15min e,

em seguida, foi acrescida de 1uL de EDTA (25mM) e incubada a 65°C por 10min.

Reacdo de Transcricao Reversa (RT)

A transcri¢ao reversa do RNA total obtido foi realizada em todo o volume da
reacdo anterior, ao qual foi adicionado 1pul de Random Primers (50ng/ul), 1ul de
dNTP (10mM) e 1ul de oligo(dT)20 (50 uM). Essa reagdo ficou por Smin a 65°C e,
em seguida, foram adicionados 4,7ul de tampao de transcriptase reversa (5X First-
Strand Buffer), 1ul de DTT (0,1M) e 1ul da enzima SuperScript™ III RT (200 U/ul).
Posteriormente, a mistura foi incubada a 25°C por 5min, seguido de um periodo de
60 min a 55°C e, finalmente, um periodo de 15min a 70°C. Ao final, a amostra foi
diluida em agua ultrapura até a concentragdo de 10ng/ul. Foi feito um pool de mesma

concentracdo contendo cDNA de todas as amostras estudadas.

Reacio em cadeia da polimerase em Tempo Real (QPCR)
Foram adicionados 2ul da reacdo de RT de cada amostra a uma mistura
contendo 5ul de SYBR® Green PCR Master Mix (Life Technologies), 0,2ul de

primers “foward” e “reverse” (10uM) (tabela 1) e o volume foi completado para
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12,5ul com agua ultrapura. A placa foi lida em Termociclador 7500 Real-Time PCR
System (Applied Biosystems). Foram feitas duplicatas experimentais e biologicas
para cada amostra.

Para a analise dos dados, foram obtidos, para cada amostra e gene, os valores
de Ct em log2 (Threshold cycle - o ciclo em que o sinal de fluorescéncia cruza a
linha do threshold). A partir desse valor, foram obtidos o ACt (Ct da célula de
interesse - Ct do pool) e o AACt (ACt da célula de interesse - ACt de genes
endogenos). O valor da expressdo génica de cada amostra pode, entdo, ser calculado

a partir da formula 2AACt.

3.2.1.4 Western Blot

As amostras foram fracionadas por eletroforese em gel SDS-PAGE com
voltagem controlada (65V por 20min e 125V por aproximadamente 90min),
utilizando tampao de corrida [Tris 25mM, Glicina (Sigma Aldrich) 191mM, SDS
0,1%]. A porcentagem do gel de poli-acrilamida variou de 7% a 14%, dependendo da
proteina a ser analisada.

Para a localizagdo da proteina no gel foi utilizado um marcador de peso
molecular (Bio-Rad). Apos a corrida, foi feita a transferéncia das proteinas para a
membrana de nitrocelulose 0,45um (GE Healthcare), utilizando-se voltagem
controlada (100V por 1h) e tampao de transferéncia [Tris 25mM, Glicina 191mM,
SDS 0,1%; Metanol (Sigma Aldrich) 20%]. Apos a transferéncia, a membrana foi
bloqueada por 1h com 5% de leite em p6 desnatado diluido em TBS-T [NaCl
150mM, Tris 50mM pH 7,4 e Tween® (Sigma Aldrich) 0,1%]. Foi colocado o
anticorpo primario de escolha overnight a 4°C diluidos em solu¢do 5% BSA em
TBS-T. As membranas foram lavadas com TBS-T e foi colocado o anticorpo
secundario acoplado a peroxidase [anti-Mouse (GE Healthcare) e anti-Rabbit (GE
Healthcare)] por 1 hora a temperatura ambiente na diluicdo de 1:2500 na solugdo de
bloqueio. A membrana foi novamente lavada em TBS-T e revelada com kit de
quimioluminescéncia (Thermo Fisher Scientific) em filme fotografico (GE
Healthcare). A quantificagdo densitométrica dos filmes foi realizada pelo software
Imagel e os graficos gerados expressam a quantidade de proteina relativizada por um

controle de carregamento.



44

3.2.1.5 Analise dos dados

Para a andlise das informagdes de expressao génica foi realizada a extracao
dos dados utilizando o programa Feature Extraction 10.1.1.1 (Agilent Technologies,
CA, USA) e a obten¢do da média da intensidade do sinal corrigida para background
para cada canal de cor (log2ratio). Todos os experimentos foram realizados em
duplicatas e as réplicas técnicas apresentaram alta correlagdo de Pearson, sendo o
valor da média das réplicas técnicas obtido para cada sonda. As andlises dos perfis
diferenciais de expressdo entre os tecidos HG e LG foram realizadas usando o
software BRB arrays tools (http://linus.nci.nih.gov/BRB-ArrayTools.html), que trata
de um pacote integrado para visualizagao e analise estatistica de dados de expressao
génica em microarrays. Os dados foram filtrados e normalizados (método de
normalizacdo utilizando a mediana dos arrays como referéncia), e as andlises de
bioinformatica foram empregadas. A principal anélise realizada neste estudo foi a
comparacdo de classes, que teve como objetivo determinar quais eram os genes
diferentemente expressos entre classes predefinidas (HG versus LG). A comparagao
de classes entre grupos de amostras foi calculada pelo teste-t, com modelo de
variancia randdmica, e foram consideradas as sondas com valor de p menor que 0.01
e fold change (FC) maior que 2. O agrupamento hierarquico para dois grupos foi

realizado com a utilizagdo da métrica distancia Euclidiana e da ligacdo completa.

3.2.1.6 Primers utilizados

COL5A2-F AGCAAACCCATCCAGTGTACC
COL5A2-R CCATAAGCGAACTGAGACCCTC
ERBB2 - F TGGAGTTATGGTGTGACTGTGT
ERBB2 -R ATCAATGGTGCAGATGGGGG
FOXC1-F ACTTTGGGGAGATGGCGATT
FOXC1 - R AGATAGGAGCGGCAGATAGC
HOXBS - F ACCCATCTCTCCCTTACCCA
HOXBS -R TCACACGTAGCACAGCATCC
ITGA11-F AGGTCCCTAAAAGCACTCAAGTACA
ITGA11-R TCACGGAAGATGAAGGGGCT

LOX-F CGACCCCTACTACATCCAGG
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LOX-R CTTTGGGGAAATCTGAGCAGC
WISP1 - F TGTGTAGCGTGGAATGTGTTTG
WISP1 -R ACAAGAAAAGCCACCAACTCC

FGF1-F GGCTCCCTTTTGTCCTTCCT
FGF1 -R ATGCTGCCTTCCTAACCTGG
HEYL -F CGCCTGAGATCCTGTTCACC
HEYL -R CTGTTCTGCTGGGAACGACT
NTRK?2 - F CCTGGAATTGACGATGGTGC
NTRK2 -R ACTTCTGTTCGTGGTGTCCC

BMP7 - F ATAGGAGGTCTGATGGGTGC

BMP7-R TCGGGACACTTGGTTAGGATG
NFKBI1 - F CCTACGATGGAACCACACCC
NFKBI1 -R ATCTGCTCCTGCTGCTTTGA
GAPDH - F TGCACCACCAACTGCTTAG
GAPDH -R GAGGCAGGGATGATGTTC

HPRT1-F TCATTATGCTGAGGATTTGGAAAG

HPRT1-R GGCCTCCCATCTCCTTCATC

GUSB-F GAAAATACGTGGTTGGAGAGCTCATT
GUSB-R CCGAGTGAAGATCCCCTTTTTA
ACTB-F TTCCTGGGCATGGAGTC
ACTB-R CAGGTCTTTGCGGATGTC

3.2.1.7 Casuistica

Foi utilizado o tecido de apenas um paciente, do projeto com o nimero de

aprovagio no Comité de Etica 1692/12.

3.2.2 Resultados e discussdao do Capitulo 1T

Aqui, encontram-se os resultados e as discussdes obtidos a partir dos

experimentos realizados e supramencionados.
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3.2.2.1 Descricao do primeiro caso clinico e obtencio do RNA polissomal

A partir da colaboragao estabelecida com o departamento de neurocirurgia do
A.C.Camargo Cancer Center, aprovada pelo Comité de Etica com numero 1962/12,
foi possivel a obtencdo de tecido de astrocitomas provenientes das cirurgias
realizadas no servigo. Através desta colaboragao, teve-se acesso a um tecido tumoral
de uma paciente com um tumor de grandes dimensoes.

A paciente tinha 47 anos e, 6 meses antes do primeiro contato com o Cancer
Center, passou por uma cirurgia em outro hospital. Na ocasido, teve ressecado um
oligoastrocitoma anaplasico grau III, com um indice proliferativo medido pelo KI-67
de 40%. A paciente foi encaminhada ao Cancer Center para dar inicio a
quimioterapia e a radioterapia, mas antes do inicio do tratamento foi detectada uma
recorréncia do tumor, sendo este novamente ressecado. Nesta segunda cirurgia, o
laudo anatomopatoldgico indicou que se tratava de um glioblastoma e, a partir do
procedimento, obteve-se o material estudado. O tecido obtido foi dividido em oito
fragmentos, de lcm’ cada, de acordo com caracteristicas morfologicas
macroscopicas, sendo que cada um destes fragmentos recebeu um nimero (1-8) para
uma facil identificagao.

Foi realizada a analise histopatoldgica dos fragmentos, sendo as amostras de
1 a 4 classificadas como de alto grau e as de 5 a 8 como de baixo grau. Estas divisdes
foram feitas por um patologista, baseadas nas caracteristicas de celularidade,
pleomosfismo nuclear, proliferacio endotelial e presenca de necrose em
pseudopalicada. Cada fragmento foi submetido a lise, e uma fragcdo deste lisado foi
guardada para a extragdo do RNA total, sendo feito um perfil polissomal de cada
lisado. O perfil polissomal foi realizado com sucesso para todas as amostras (Figura

17).
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Figura 17 - Perfis polissomais de um glioblastoma. Uma amostra de glioblastoma humano

foi dissecada em regides diferentes com base na aparéncia macroscdpica do tecido. As oito regides do
mesmo tumor foram submetidas a separacdo por ultracentrifugagdo de densidade num gradiente de

sacarose a 7%-47%.

Para verificar se havia diferenca nos niveis de traducdo entre os tumores
considerados de alto e baixo grau fez-se a quantificagdo dos graficos polissomais,
considerando, para isso, o pico referente ao 80s e o pico referente aos polissomos.
Pode-se perceber que a razdo polissomos/80s, que mede a taxa traducional, ¢ maior
nos casos de alto grau (Figura 18), com uma diferenca estatisticamente significativa,
o que indica que ha mais polissomos nestes casos, ou seja, a tradugdo proteica esta

mais ativa nestes fragmentos caracterizados como de alto grau histolégico.
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Figura 18 - Taxa traducional dos tecidos. A relagdo entre os picos polissomal e 80s dos

tecidos foi analisada, e esta relagdo indica a quantidade relativa de polissomos baseado no pico de 80s.

No grafico estdo expressas as barras de erro. Test T de Student p=0,02.

Foi feito também um ensaio de western blot destes fragmentos, visando
observar as vias de mTOR (Figura 19) e de ERK (Figura 20) envolvidas com o
controle da traducgdo. Considerando que os fragmentos numerados de 1 a 4 foram
compreendidos como de alto grau histoldgico, e os numerados de 5 a 8 de baixo grau
histologico, observa-se, nas quantificagdes, que ndo houve uma diferenca na
fosforilagdo das proteinas estudadas entre os diferentes graus histologicos. Pode-se
também observar que os niveis de AKT total sdo maiores nos tecidos considerados
de maior grau histolégico, dado j& visto em uma publicagdo do grupo
(ALVARENGA et al. 2017), na qual a expressdo de AKT se mostra aumentada em

GBMs, estando correlacionada a uma sobrevida mais baixa.
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Figura 19 - Ensaio de western blot para as proteinas da via de mTOR. Utilizou-se

fragmentos dos fragmentos analisados, relativos a baixo e alto graus histologicos. A quantificagdo foi

realizada pelo software ImageJ.
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Figura 20 - Ensaio de western blot para as proteinas da via de ERK 1/2. Foram
utilizados fragmentos dos fragmentos analisados, relativos a baixo e alto graus histologicos. A

quantificagdo foi realizada pelo software ImageJ.

Partindo, entdo, para a analise dos RNAs, as fra¢des relativas aos polissomos
foram isoladas, sendo feita a extragdo do RNA com o reagente TRIzol, tanto do RNA
total quanto do polissomal. A seguir, o RNA total e o polissomal foram extraidos ¢ a
qualidade foi verificada no equipamento Bioanalyzer (Figura 21), sendo os RNAs
dosados em Nanodrop™. Obteve-se boa quantidade de RNA, compativel com a
continuagdo do experimento (Tabela 3), assim como a qualidade dos RNAs também

estava boa, analisada a partir do RIN, dado fornecido pela corrida do bioanalyzer.
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Figura 21 - Corrida de Bioanalyzer das amostras submetidas ao ensaio de

microarray. Na imagem podemos inferir a qualidade do RNA pelas bandas de 18s e 28s do RNA

ribossomal. Todos os fragmentos do tecido submetidos a analise apresentaram qualidade suficiente

para o ensaio de microarray.

Tabela 3 - Concentragdo e quantidade total dos RNAs. A concentragdo foi medida pelo

aparelho Nanodrop.

RNA total RNA polissomal
Fragmento Concentragao Total de RNA Concentracgao Total de RNA

(ng/pl) (ng) (ng/pl) (ng)
1 100 5 30 1,5
2 14 0,7 19 0,95
3 82 4,1 74,2 3,7
4 26 1,3 42 2,25
5 102 5,1 199,2 9,96
6 135 6,75 38 1,9
7 200 10 90 4,5
8 34 1,7 18 0,9
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3.2.2.2 Anailise de translatomica do primeiro caso de glioblastoma utilizando
microarray da plataforma Agilent 4x44K
Devido as dificuldades relatadas acima, encontradas com o sequenciamento
das amostras, padronizou-se também ensaios de microarray para avaliar a expressao
dos RNAs polissomais. Algumas vantagens foram cruciais para que se optasse por
tentar padronizar também esta tecnologia. Sao elas:
l. O microarray possui um custo bem menor em relagdo ao sequenciamento;
2. A analise dos microarrays ¢ mais simplificada, dispensando o auxilio de
bioinformatas e;
3. Os ensaios de microarray ndo siao prejudicados pela presenga de RNA

ribossomal, dispensando as estratégias de deplegdo deste tipo de RNA.

O microarray foi realizado na institui¢do em colaboragdo com o laboratério
da professora Dra. Silvia Rogatto, que ja havia padronizado esta técnica. Utilizou-se
uma plataforma de microarray de duas cores, o que permitiu sempre analisar cada
uma das amostras juntamente com uma amostra de referéncia, no caso de RNA
obtido da linhagem celular LN-229. Optou-se por utilizar uma linhagem celular, pois
isso torna possivel a obtengdo de grande quantidade de RNA de uma tunica vez,
sendo a amostra de referéncia utilizada sempre a mesma, diminuindo possiveis
artefatos da técnica. Deste modo, obteve-se sempre uma relagdo entre a amostra
analisada e o RNA da linhagem celular. Infelizmente, por problemas metodologicos,
ndo foi possivel analisar 2 amostras, os fragmentos 3 e 6. Entdo, a partir deste
momento, as andlises referem-se a 6 fragmentos no total.

A partir dos RNAs obtidos, fez-se o ensaio de microarray utilizando a
plataforma Agilent 4 x 44k - two colors, de acordo com as especificagdoes do
fabricante, e as analises foram realizadas no BRB-ArrayTools. Este software permite
fazer clusters ndo supervisionados das amostras. Realizoou-se uma Andlise de
Componentes Principais (ACP), ou Principal Component Analysis (PCA),
procedimento matematico que utiliza uma transformacdo ortogonal para converter
um conjunto de observagdes de variaveis possivelmente correlacionadas e chamadas
de componentes principais. Esta transformacdo ocorre de forma que o primeiro

componente principal (PC1) tem a maior variancia possivel (ou seja, ¢ responsavel



53

pelo méximo de variabilidade nos dados); o segundo componente principal (PC2)
tem, portanto, a segunda maior variancia possivel, e assim sucessivamente. Observa-
se na Figura 24 a utilizacdo de PC1 e PC3 em que os tecidos polissomais se
agrupam, juntos, e os totais também, ressaltando que a diferenca entre o RNA total e

o RNA polissomal é maior que a diferenca entre graus histologicos.
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Figura 22 - Analise de Componentes Principais. Os diferentes fragmentos foram analisados

e divididos de acordo com as principais diferengas entre eles. Pode-se observar em azul os tecidos
classificados como sendo de baixo grau histoloégico e em vermelho os de alto grau. Vé-se que os

tecidos polissomais agrupam-se, juntos, ¢ os totais também.

Quando realizada a analise das amostras apenas do RNA polissomal, obteve-
se 2 grupos distintos, relativos ao que se considera como amostras de alto e baixo

grau (Figura 23).
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Figura 23 - Os RNAs polissomais purificados das amostras foram submetidos a

analise de microarray. Foram encontrados 138 genes diferencialmente traduzidos (p <0.01). Os

tumores de alto grau foram agrupados e os de baixo grau também.

As amostras 1, 3 e 4 foram agrupadas, sendo alta a correlacdo entre elas. O

mesmo ocorreu com o outro grupo de amostras, uma evidéncia de que ha

semelhancas moleculares que distinguem os dois grupos, concordando com a

separacao morfologica. Isso ainda se deu, da mesma forma, quando foram analisados
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os RNAs totais, porém com um nimero menor de genes diferencialmente expressos

(Figura 24).
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Figura 24 - Os RNAs totais purificados das amostras foram submetidos a analise de
microarray. Foram encontrados 43 genes diferencialmente transcritos (p <0.01). Os tumores de alto

grau foram agrupados e os de baixo grau também.
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Quando comparados estes dois grupos, de alto e baixo grau, quanto aos genes
diferencialmente expressos, observou-se que na analise de RNA total ha 43 genes
diferencialmente expressos. J4 quando analisados os RNAs polissomais, foram
encontrados 138 genes diferencialmente traduzidos, sendo que 12 destes sdo
encontrados tanto na analise de RNA total quanto na dos RNAs polissomais (Figura

25).

Total

31

Figura 25 - O RNA purificado das amostras foi submetido a anélise de microarray.

31 genes foram encontrados diferencialmente expressos para o RNA total, enquanto que 138 genes
diferencialmente traduzidos foram encontrados para o0 RNA polissomal. Foram encontrados 12 genes

em comum nas analises.

Fez-se também as andlises de vias de sinalizagdo alteradas no Software
Ingenuity Pathway Analysis (IPA), a partir das quais identificou-se diversas vias
alteradas (Figura 26). Para esta analise foram comparados sempre os tecidos de alto
grau histologico contra os de baixo grau. A analise dos RNAs totais mostra a
alteragdo das vias de metabolismo de carboidratos e lipidios, cancer e vias de
manutengdo celular. Ja a analise dos RNAs diferencialmente traduzidos mostra a
alteracdo das vias de movimento, crescimento e proliferacao celular, mais ativas nos
tecidos de alto grau histologico. E necessario ressaltar ainda que os p-values obtidos
nas analises com o RNA polissomal sdo muito mais significativos do que os
observados com o RNA total. Deste modo, com estes experimentos teve-se sucesso
ao se analisar um tecido tumoral humano utilizando a técnica de translatomica,
demonstrando que a regulacdo traducional de genes ¢ um fator importante nestes

tumores.
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Figura 26 - Analise de fungdes alteradas, comparando tecidos de alto grau contra os

de baixo grau. A: a analise dos RNAs diferencialmente expressos (totais) mostra a alteragdo das
vias de metabolismo de carboidratos e lipidios, cancer e vias de manutencao celualr. B: a analise dos
RNAs diferencialmente traduzidos (polissomais) mostra a alteracdo das vias de movimento,
crescimento ¢ proliferagdo celular. Os fatores acima do limite de corte (threshold) estdo mais

expressos nos tecidos de alto grau.
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A via de TGFP foi uma das vias analisadas, pois continha mais RNAs
diferencialmente traduzidos. Considera-se, entdo, que os genes encontrados alterados
diferem entre o RNA total e o RNA polissomal (Figura 25), sendo apenas 12 em
comum, lembrando que os tecidos vieram de uma mesma paciente, € esse nimero
indica que realmente ocorreu um controle traducional nos RNAs. Assim, ao se
utilizar a técnica da translatomica ¢ possivel de serem identificados mais genes
(Figura 27) diferencialmente expressos. Nota-se que ao se utilizar o RNA polissomal
a analise ¢ aprimorada, por encontrar um maior numero de genes diferencialmente
expressos, podendo encontrar diversas funcgdes relacionadas ao desenvolvimento
tumoral e celular e dar origem a estudos mais especificos sobre as vias efetivamente

ativas no processo tumoral.
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Figura 27 - Via de sinalizagdo encontrada alterada no glioblastoma analisado. Genes
relacionados com a via de sinalizagdo TGF[] diferencialmente expressos foram identificados pela
analise com o software IPA. E possivel observar que a analise dos RNAs polissomais foi capaz de
encontrar um numero maior de genes alterados nesta via. Foram encontrados apenas genes mais
expressos nos tecidos de alto grau (vermelho). Os genes mais expressos nos tecidos de baixo grau

estariam representados em verde.
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Na literatura, a via de TGFp ja foi descrita como um fator de pior sobrevida
em glioblastomas (RODON et al. 2014). Na presente analise ela foi também
encontrada nos tecidos de maior grau histologico, podendo evidenciar a relagdo entre
a evolucdo do tumor nestas areas € a sua progressao.

Vé-se também que em um mesmo tumor foram obtidas regides diferentes,
evidenciando a heterogeneidade tumoral existente nos glioblastomas. Comparando
os tecidos de alto grau contra os de baixo grau, alcangou-se diversas vias de
sinalizagdo alteradas (Figuras 25 e 26), inclusive a via de TGFf, mais ativa nos
tecidos de alto grau. Na literatura, essa heterogeneidade ja foi descrita (PATEL et al.
2014; QAZI et al. 2017; TENG et al. 2017), e estes estudos revelam, inclusive, que
diferentes subtipos realmente residem dentro do mesmo tumor. A heterogeneidade
pode, assim, até ser considerada uma das razdes para a alta recorréncia destes
tumores e a resisténcia a terapia.

Para a validacdo dos resultados obtidos pelo microarray, realizou-se
experimentos de Real-Time PCR (Tabelas 4 e 5). Os genes escolhidos para esta
validagdo foram aqueles com maior fold-change entre as comparagdes dos tecidos de
alto grau histologico e as de baixo grau, de vias ja descritas como envolvidas em
crescimento, sobrevivéncia, entre outras. Os genes FOXC1, HOXBS5, WISP1,
ITGAl1l, COL5A2, BMP7, NTRK2 e HEYL foram selecionados entres os
diferencialmente traduzidos (RNA polissomal), o gene FGF1 foi selecionado entre
os diferencialmente transcritos (RNA total), o gene LOX foi selecionado entre os
diferencialmente transcritos e traduzidos (ambas as amostras) e os genes ERBB2 e
NFkB foram selecionados como genes que ndo apresentam alteragdes em nenhuma
das amostras.

Para a sele¢ao dos controles internos da reacdo, fez-se uma placa com 3
amostras totais e 3 amostras polissomais, com 7 genes: RPL35, TUB, ACTB, HPRT,
GAPDH, GUSB e HMB. Com estes resultados, escolheu-se os dois genes com menor
variagdo entre as amostras: ACTB e HPRT. Gerou-se, entdo, estes genes para todas as
amostras, sendo utilizados como controles enddgenos para a comparagdo com oS
outros genes.

Foram Realizados os experimentos para todos os genes escolhidos. Vé-se nas

Tabelas 2 e 3 os resultados obtidos para o microarray e para o real-time. Para valores
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no real-time acima de 2 pode-se considerar que houve aumento, ¢ para valores
abaixo de 0,5 que houve diminuicao nas amostras “high grade” em comparagao as

“low grade”. Assim, observa-se que todos os genes analisados foram validados.

Tabela 4 - Validacdo da técnica de microarray, através de qPCR. Foram validadas as
amostras polissomais.

Fold-Change (High/Low)
Polissomais
Microarray Real-time

FOXC1 3.79 3.11

HOXB5 5.56 2.95

LOX 5.83 1.5

WISP1 5.60 242

ITGAlLl 5.83 2.76

COL5A2 6.14 29

BMP7 0.43 0.41

NTRK2 0.39 0.22

HEYL 2.39 1.59
ERBB2 No significant change No significant change
NFkB No significant change No significant change

Tabela 5 - Validagdo da técnica de microarray, através de qPCR. Foram validadas as
amostras totais.

Fold-Change (High/Low)
Totais
Microarray Real-time
LOX 4.35 4.11
FGF1 0.15 0.16
NFkB No significant change No significant change
ERBB2 No significant change No significant change

Para verificar se estes genes encontrados diferencialmente traduzidos
estariam sob controle da maquinaria de mTOR, realizou-se um ensaio in vitro. Para
este experimento, foi escolhido o gradiente de sacarose 15%-50%, pois com ele a

por¢do polissomal sofre uma maior separagdo, € como se pretende diferenciar os
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polissomos abaixo de 3n e acima de 3n esta foi a melhor opcdo. Apods a separagao
polissomal em perfil de sacarose (Figura 28), as fracdes sdo identificadas ente 80s,
fragdo leve (light) de polissomos (2n e 3n) e fracdo pesada (heavy) de polissomos
(acima de 3n), sempre utilizando o RNA total também como controle. Dessas fracdes

foram extraidos o RNA para a sintese do cDNA.
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Figura 28 - Perfil polissomal realizado em gradiente 15%-50%. Estdo evidenciadas as

regides relativas ao 80s, polissomos leves (light) e polissomos pesados (heavy).

Como uma primeira etapa, foi realizada uma qPCR com diversos genes
enddgenos para que fosse possivel verificar quais teriam uma expressao constante ao
longo do perfil polissomal (Figura 28). Notou-se que alguns genes apresentam uma
expressdao constante (B2M, TBP1, ACTB, HPRT) e outros apresentam variagcdo
(TUB). Decidiu-se utilizar para controle enddégeno os genes B2M e TBPI1, pois

apresentaram a menor variacdo, evidenciados na Figura 29.
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Figura 29 - Avaliacdo da variacdo na qPCR dos genes endogenos. Foram avaliados
genes descritos como endogenos na literatura para a verificagdo das menores variagdes ao longo das

fragdes obtidas no perfil.

Fez-se um tratamento nas células com o inibidor de mTOR Torina para
avaliar se os genes encontrados diferencialmente traduzidos nos tecidos estdo sob
controle traducional de mTOR. A célula US7MG foi tratada com Soro Fetal Bovino
(FCS) apenas, ou em combinacdo com a Torina (Figura 30). Com o tratamento
apenas com o FCS observou-se um aumento na fosforilagdo de P70S6K e 4E-BP,
alvos de mTOR, mostrando que a via foi ativada. Quando ¢ adicionada a Torina ao
tratamento nota-se uma drastica reducdo na fosforilagdo destas proteinas, mostrando

a eficacia da inibicao de mTOR.
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Figura 30 - Células tratadas com Soro Fetal Bovino (FCS) e Torina, um inibidor de

mTOR. As células U87-MG foram tratadas por 6 horas para depois ser realizado o extrato. Pode-se
observar a perda de fosforilagdo das proteinas alvo de mTOR, p70S6K e 4E-BP frente ao tratamento

com Torina.

Foi feita a separacdo polissomal dos extratos celulares em perfil 15%-50%
(Figura 31). Compreende-se, no tratamento com SFB, um aumento nos polissomos e
diminui¢do no pico de 80s, evidenciando um aumento na traduc¢do. Ja no tratamento
com Torina, h4 um aumento do pico 80s e diminui¢ao dos polissomos, evidenciando

um bloqueio na tradugao.
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Figura 31 - Perfil polissomal da célula U87-MG. As células foram tratadas ou ndo com o

inibidor de mTOR, Torina, e Soro Fetal Bovino (SFB). Os extratos foram submetidos a separagdo por
densidade em gradiente de sacarose 15%-50% através de ultracentrifugacdo. A absorbancia foi
medida a 254nm. Estdo representados os perfis de células tratadas com veiculo (DMSO), SFB e

Torina.

A partir deste perfil foram selecionadas as fragdes correspondentes ao pico
80s, aos polissomos leves (light) (2n e 3n) e aos polissomos pesados (heavy) (>3n).
O RNA foi extraido destas condi¢des, juntamente com o RNA total, ndo submetido a
separagdo polissomal. Esse RNA foi quantificado e foi feito o cDNA a partir deles.
Assim, iniciou-se os experimentos de real-time. Escolheu-se 3 genes cujo mRNA ja é
descrito como 5’ TOP, ou seja, controlado por mTOR (NAPIL1, RPL13 e RPL35), ¢
os genes ja validados na analise como diferencialmente traduzidos entre os tecidos de
baixo e alto grau. Para a comparacdo foi relativizado o valor obtido na real-time dos
polissomos pesados (acima de 3n) com o RNA total (Figura 32). Pode-se observar
que os genes controlados por mTOR, marcados com o quadrado vermelho, sofrem
grande reducdo na expressao sob o tratameto de Torina, o que ndo acontece com 0s

genes encontrados na analise do caso descrito no capitulo.
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Figura 32 - Expressdo dos genes avaliada por qPCR. Foram analisados os genes

diferencialmente traduzidos para avaliar a regulagdo por mTOR. Apenas os genes utilizados como
controle mostraram regulacdo por mTOR. Os genes encontrados na analise ndo estdo sob regulacdo de

mTOR.

Esse resultado concorda com o obtido no western blot, jA que ndo foram
encontradas diferengas na fosforilacdo das proteinas alvo de mTOR neste caso. Estes
genes diferencialmente traduzidos estariam entdo sob controle de outra maquinaria,
ndo mTOR. Assim, procurou-se na literatura e em outros trabalhos do laboratorio
listas de genes cuja tradugdo poderia ser regulada por outras vias. Para estudar os
genes regulados por RSK1, RSK2 ou ambas, foi contemplado um estudo realizado
em nosso laboratorio, ainda ndo publicado, utilizando a linhagem celular LN-18
nocaute para estas proteinas. Neste mesmo estudo também foram analisados os genes
regulados pela Torina (possiveis 5 TOP) na linhagem celular LN-18. Utilizou-se
também bancos de dados em que foram observados genes cuja tradugdo era
dependente de elF2[]. Para estudar outras regulagdes buscou-se outros trabalhos e
também outros bancos de dados de genes 5’ TOP, tais como os de Paolini (PAOLINI
et al. 2018), os de Hsieh (HSIEH et al. 2012) e de Yamashita (YAMASHITA et al.
2008), respectivamente. Os genes encontrados diferentemente traduzidos com esses
bancos de dados foram comparados (Figura 33), o que possibilitou observar que a

maioria deles, neste caso, ndo esta presente em grande parte destes bancos de dados.
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Figura 33 - Porcentagem encontrada de genes em cada banco de dados estudado.

Foram buscados nos bancos de dados genes em comum com os encontrados na analise. No grafico sdo

indicadas as porcentagens de genes em comum para cada caso.

3.2.3 Conclusées parciais do Capitulo II

Com este ensaio foi observado que a separagdo polissomal realmente ¢ uma
técnica importante por permitir a analise dos RNAs traduzidos. Essa informacao
mostrou-se mais relevante nas andlises aqui presentes, evidenciando mais alvos
alterados nas vias responsaveis pela progressao tumoral.

Compreendeu-se também a heteregeneidade tumoral presente no
glioblastoma. A partir da separacdo de um tnico tecido tumoral em oito fragmentos,
que foram confirmados por patologistas como sendo heterogéneos, viu-se, pelas
analises moleculares, que realmente os fragmentos considerados de maior grau
histologico tinham vias associadas a progressao tumoral mais ativas. A maioria dos
genes identificados como diferencialmente traduzidos nas analises aqui realizadas

nao parecem estar sob regulacao do complexo de mTOR, elF2a ou elF4G.

3.3 CAPITULO III - SEGUNDA TRANSLATOMICA

Com o sucesso obtido na etapa anterior, decidiu-se, portanto, continar o
projeto com mais trés tecidos de pacientes atendidos na instituicdo. Estes tecidos
também tiveram suas laminas analisadas por patologistas e assim contaram com

regides divididas em alto e baixo grau histologico. Estes materiais foram submetidos
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a separacao polissomal e a uma analise de microarray. Naquele momento, teve-se

acesso a uma pataforma mais recente, o HTA (Human Transcriptome Array 2.0).

3.3.1 Material e métodos do capitulo I1I

Abaixo, os materias e os métodos referentes ao capitulo terceiro.

3.3.1.1 Extrato para separacao polissomal

Os tecidos foram lisados com tampao (20 mM Tris - HCI pH 7.5, 100 mM
KCl, 10 mM MgCl,, 1% Triton X-100, 1 mM, DTT, 100 pg/mL ciclohexamida e
inibidor de protease) em Politron e centrifugados por 10.000rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi utilizado para a separa¢do polissomal e uma amostra dele foi

separada para a analise de RNA total.

3.3.1.2 Separacio polissomal

O extrato foi fracionado em um gradiente linear de sacarose 7-47% preparado
em 20 mM TrisHCI pH 7.5, 100 mM KCl, 10 mM MgCl,, 1 mM DTT e centrifugado
por 2h30min a 39,000 rpm em uma ultracentrifuga com o rotor SW41Ti (Beckman
Coulter) a 4 °C, o que garante que os mRNAs associados a ribossomos estardo
separados daqueles soluveis. A absorbancia a 254nm foi detectada em fluxo continuo

e as fragdes coletadas.

3.3.1.3 Extracido de RNA
O RNA foi extraido com o reagente da Sigma, TRI Reagent®. Utilizou-se
também o kit da Zymo Research “Direct-zol™ RNA MiniPrep Plus”.

3.3.1.4 Western Blot

As amostras foram fracionadas por eletroforese em gel SDS-PAGE com
voltagem controlada (65V por 20min e 125V por aproximadamente 90min),
utilizando tampao de corrida [Tris 25mM, Glicina (Sigma Aldrich) 191mM, SDS
0,1%]. A porcentagem do gel de poli-acrilamida variou de 7% a 14%, dependendo da

proteina a ser analisada.
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Para a localizagdo da proteina no gel foi utilizado um marcador de peso
molecular (Bio-Rad). Apods a corrida foi feita a transferéncia das proteinas para a
membrana de nitrocelulose 0,45um (GE Healthcare), utilizando voltagem controlada
(100V por 1h) e tampao de transferéncia [Tris 25mM, Glicina 191mM, SDS 0,1%;
Metanol (Sigma Aldrich) 20%]. Apds a transferéncia, a membrana foi bloqueada por
lh com 5% de leite em p6 desnatado diluido em TBS-T [NaCl 150mM, Tris 50mM
pH 7,4, Tween® (Sigma Aldrich) 0,1%]. Foi colocado o anticorpo primario de
escolha overnight a 4°C, diluidos em solu¢dao 5% BSA em TBS-T. As membranas
foram lavadas com TBS-T e foi colocado o anticorpo secundario acoplado a
peroxidase [anti-Mouse (GE Healthcare) e ao anti-Rabbit (GE Healthcare)] por 1
hora a temperatura ambiente na diluicdo de 1:2500 na solu¢do de bloqueio. A
membrana foi novamente lavada em TBS-T e revelada com kit de
quimioluminescéncia (Thermo Fisher Scientific) em filme fotografico (GE
Healthcare). A quantificagdo densitométrica dos filmes foi realizada pelo software
Imagel e os graficos gerados expressam a quantidade de proteina relativizada por um

controle de carregamento.

3.3.1.5 Casuistica
Foi utilizado o tecido de trés pacientes, do projeto com o nimero de

aprovagio no Comité de Etica 1692/12.

3.3.1.6 Ensaio Human Transcriptome Array 2.0 (HTA)

O perfil de expressdo foi avaliado em trés tecidos, cada um destes com uma
amostra equivalente a high grade e uma a low grade. Foram avaliados o RNA total e
o polissomal de cada caso, somando, assim, 12 amotras, sendo respeitado o
protocolo sugerido pela empresa. Resumidamente, o RNA ¢ misturado ao RNA
Spike controle do kit e ¢ realizada a sintese da primeira fita de cDNA. E sintetizada,
entdo, a segunda fita de cDNA com as enzimas e os reagentes fornecidos pela
empresa. A partir desta segunda fita de cDNA ¢ sintetizado cRNA com a enzima T7
RNA polimerase, sendo este cRNA purificado e quantificado. Se a quantidade
estiver compativel, uma fita senso de cDNA sera sintetizada e entdo o RNA serd

hidrolisado com RNAse H. O cDNA simples fita é purificado, fragmentado e
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marcado pela enzima desoxinucleotidil-transferase terminal (TdT) com o reagente
“DNA labeling reagente”, ligado a biotina. O DNa marcado ¢ hibridizado no chip e a
leitura ¢ realizada apos a lavagem na estacdo fluidica. A plataforma utilizada, a
Human Transcriptome Array 2.0 (HTA), possui sondas para 245,349 transcritos, e

todos os casos preencheram os critérios de qualidade do fabricante.

3.3.1.7 Analise dos dados

A andlise do ensaio de HTA foi realizada no nivel de genes. A extra¢dao dos
dados foi realizada pelo software Expression console, da Affymetrix, em que foram
também realizados os controles de qualidade e a normalizacao por RMA.

Com o software R foram anotados os transcript clusters, sendo transformados
em refseq, e a partir deste foi encontrado o NP. Foram filtrados os transcript clusters
que possuiam mais de um NP referente a diferentes genes. O software GraphPad

Prism foi utilizado para a construc¢ao dos graficos.

3.3.2 Resultados e Discussao do Capitulo I1I
Aqui, encontram-se os resultados e as discussdes obtidos a partir dos

experimentos realizados e supramencionados.

3.3.2.1 Descricao dos trés casos clinicos

Como resultado daa colaboragdo com o departamento de neurocirurgia do A.
C. Camargo Cancer Center, obteve-se acesso a outros trés tecidos tumorais de trés
pacientes, todos de grandes dimensdes e heterogéneos, com areas semelhantes a
gliomas de baixo grau e areas de glioblastoma.

O primeiro paciente (GBM32) ¢ uma mulher de 46 anos. A primeira cirurgia
foi realizada em fevereiro de 2016, em que foi feita uma ressec¢do subtotal; nao foi
feita ressec¢do radical da face medial do tumor para evitar uma possivel lesdo de
estruturas eloquentes. O indice mitotico medido pelo marcador Ki-67 foi de 30%.
Em maio do mesmo ano, foi detectada uma progressdao da doenga, sendo a paciente
submetida novamente a cirurgia, e a partir desta segunda cirurgia foi que se obteve o

material para andlise.
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O segundo paciente (GBM 33) ¢ um homem de 76 anos. Foi realizada uma
resseccdo subtotal, com provavel residuo em situacdo mesial profunda. O indice
mitdtico medido pelo marcador KI-67 foi de 70%.

O terceiro paciente (GBM 34) ¢ também um homem, mas de 53 anos. Foi
realizada uma ressec¢do radical subtotal. O indice mitético medido pelo marcador

Ki-67 foi de 50%.

3.3.2.2 Obtenc¢ao do RNA polissomal

Os tecidos foram processados da mesma forma que no primeiro caso, sendo
dissecados e separados visualmente pelas caracteristicas macroscopicas. Uma
amostra de cada fragmento foi fixada e analisada por patologistas para a posterior
separagdo. A separacao polissomal foi realizada em perfil 7%-47% (Figuras 34 e 35).
O tecido do GBM 32 foi separado de acordo com a presenca ou auséncia de necrose

(Figura 34).

Absorbance (254 nm)

Figura 34 - Laminas coradas com HE para a analise do grau histologico e perfis

polissomais dos glioblastomas. Uma amostra de glioblastoma humano foi dissecada em regides
diferentes com base na aparéncia macroscopica do tecido, regides com ou sem necrose. As duas
regides foram submetidas a separagdo por ultracentrifugacdo de densidade num gradiente de sacarose
a 7%-47%, sendo representado em azul o tecido sem necrose e em vermelho o que possui necrose. A
absorbancia foi medida a 254 nm. As fragdes obtidas a respeito dos polissomos foram unidas e

submetidas a extragdo de RNA com TRI reagent ®.
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Os tecidos dos GBMs 33 e 34 foram separados de acordo com a aparéncia
relativa ao grau histologico, ou seja, areas de menor ou maior grau histoldgico

(Figura 35).
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Figura 35 - Laminas coradas com HE para a analise do grau histologico e perfis

polissomais dos glioblastomas. Duas amostras de glioblastoma humano foram dissecadas em
regides diferentes com base na aparéncia macroscopica do tecido. As duas regides de cada tumor
foram submetidas a separagdo por ultracentrifugacéio de densidade num gradiente de sacarose a 7%-
47%, sendo representado em azul o tecido de baixo grau e em vermelho o de alto grau. A absorbancia
foi medida a 254 nm. As fragdes obtidas a respeito dos polissomos foram unidas e submetidas a

extracdo de RNA com TRI reagent ®.

Para verificar se havia diferenca nos niveis de tradugdo entre os fragmentos
considerados de alto e baixo grau, fez-se a quantificagdo dos graficos polissomais,
considerando, para isso, o pico referente ao 80s e o referente aos polissomos (Figura
36).
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Figura 36 - Taxa traducional dos tecidos. A relagdo entre os picos polissomal e 80s dos

tecidos foi analisada. Esta relagdo indica a quantidade relativa de polissomos baseado no pico de 80s.

Foi entdo realizada a extragdo do RNA das fracdes relativas aos polissomos,

assim como a do RNA total, obtendo-se quantidades satisfatérias de RNA (Tabela 5).

Para avaliar a qualidade do RNA foi feita uma corrida de bioanalyzer (Tabela 6).

Tabela 6 - Quantificagdo dos RNAs extraidos. A quantificacio foi realizada no equipamento

nanodrop e o RIN calculado no aparelho Bioanalyzer.

Concentragao (ng/ul) RIN
Total Polissomal Total Polissomal

GBM 32 Com necrose 148.43 137.13 8.5 7.1
Sem necrose 158.33 98.01 7.9 8.8

GBM 33 High 81.6 67.75 8.5 7.7
Low 97.5 133.83 6.1 8.3

GBM 34 High 87.23 97.74 7.9 8.1
Low 91.84 70.3 5.8 6.2

3.3.2.3 Analise de translatomica

A quantidade e a qualidade do RNA obtido estavam dentro do esperado.

Realizou-se o ensaio de microarray utilizando a plataforma Human Transcriptome

Array 2.0 (HTA), Affymetrix, que ¢ superior a plataforma 4X44K no niimero de

sequéncias presentes em cada chip, o que aumenta a informagdo encontrada. Durante

o protocolo ha dois pontos em que a reagdo ¢ quantificada, e todas as amostras
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passaram com quantidades superiores as minimas necessarias. Deste modo, conclui-
se que as analises em que se utilizou microarray foram satisfatorias.

Os dados foram plotados em um grafico cartesiano, no qual no eixo das
ordenadas foram plotados os niveis da transcricdo e no eixo das abscissas os niveis
de tradugdo, sendo cada gene representado pelo ponto no grafico que correnponde ao
seu nivel traducional e transcricional. Se o gene esta diferencialmente transcrito, mas
ndo traduzido, ele estard representado pela cor amarela; se estiver apenas
diferencialmente traduzido, ele estard representado pela cor verde no grafico. A cor
roxa mostra os genes diferencialmente transcritos e traduzidos. Em uma primeira
analise, foram comparados os niveis de transcri¢ao e traducdo, sendo que se nao
houvesse interferéncia do processo traducional a relagdo entre os genes transcritos e
traduzidos deveria ser 1 (Figuras 37 e 38). Observou-se que a relagdo variou entre
0,27 (GBM 33) e 0,79 (GBM 34), evidenciando uma regulacdo traducional nestas
amostras. Outros autores (ANDERSON e SEILHAMER 1997) também encontraram

esta diferenca, mostrando a importancia de estudos que analisem a regulagdo da

tradugao.
GBM 32 ®
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I Both B Transcription only B8 Translation only [l No alteration
Figura 37 - Grafico de pontos da expressdo relativa dos genes diferencialmente

transcritos e traduzidos. Foi calculada a diferenca de expressio entre o fragmento com necrose e
o sem necrose. Se ndo houvesse interferéncia do processo traducional a relagdo entre os genes
transcritos e traduzidos deveria ser 1. Diagrama de Venn do nimero de genes encontrados

diferencialmente transcritos e traduzidos.
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Vé-se na Figura 37 os numeros de genes diferencialmente transcritos e/ou
traduzidos. No GBM 32, ha 106 genes diferencialmente traduzidos, 53 genes
diferencialmente transcritos e 29 genes diferencialmente transcritos e traduzidos,
quando comparados os tecidos com ou sem necrose.

Do mesmo modo apresentado no capitulo 2, buscou-se na literatura e em
outros trabalhos do laboratério genes regulados traducionalmente. Para estudar os
genes regulados por RSK1, RSK2 ou ambas, foi utilizado um estudo realizado na
institui¢do, e para estudar as outras regulagdes buscou-se trabalhos da literatura,
como os para elF2[] (PAOLINI et al. 2018) e outros bancos de dados de genes 5’
TOP (YAMASHITA et al. 2008; HSIEH et al. 2012). Comparou-se, entdo, os genes
encontrados diferentemente traduzidos com esses bancos de dados (Figura 38) e
observou-se que, do mesmo modo apresentado no caso anterior, a maioria dos genes
diferencialmente traduzidos ndo esta presente em grande parte destes bancos de

dados.
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Figura 38 - Porcentagem encontrada de genes em cada banco de dados estudado.

Foram buscados nos bancos de dados genes em comum com os encontrados na presente analise. No

grafico sdo indicadas as porcentagens de genes em comum para cada caso.

No GBM 33, encontramos 170 genes diferencialmente traduzidos, 235 genes
diferencialmente transcritos ¢ 314 genes diferencialmente transcritos e traduzidos,
quando comparadas as amostras de alto e baixo graus histologicos (Figura 39). Ja
para o GBM 34, ha 1500 genes diferencialmente traduzidos, 942 genes

diferencialmente transcritos ¢ 3123 genes diferencialmente transcritos e traduzidos
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(Figura 39), quando comparadas as amostras consideradas de alto e baixo graus

histologicos.

® o~
GBM33 @ § & 57 High Grade
SEu4 .
x g2
5383 :
G R2=0.5601
Relative translational 145 . o
levels (logs) L e
5 4 - e
I
2R 3
2 4
5 Low Grade
GBM34 3
£ 2 8" High Grace
s528 S
2if, =
g2 .
4 -
Relative translational 24
levels (log;) ol :
10 ) ; - 10
Low Grade " . High Grade
8
104 Low Grade

I Both  pm Transcription only B Translation only Ml No alteration

Figura 39 - Grafico de pontos da expressdao relativa dos genes diferencialmente

transcritos e traduzidos. Foi calculada a diferenga de expressdo entre o fragmento high/low. Se

ndo houvesse interferéncia do processo traducional a relagdo entre os genes transcritos ¢ traduzidos
deveria ser 1. Diagrama de Venn do numero de genes encontrados diferencialmente transcritos e

traduzidos

Compreende-se que no GBM 34 a diferenca entre os fragmentos de alto e
baixo graus histologicos foi muito maior do que para os GBM 32 ¢ GBM 33,
resultando em um numero muito superior de genes diferencialmente transcritos e
traduzidos. Outros trabalhos também encontraram diferentes genes regulados apenas
traducionalmente, ou apenas no nivel da transcrigdo, tais como os de
(SPANGENBERG et al. 2013) e (KRISHNAN et al. 2014), porém com diferentes

genes encontrados.
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Novamente buscou-se na literatura e em outros trabalhos do laboratdrio genes
regulados traducionalmente (Figura 40). Notou-se que de modo igual aos casos ja
analisados, a maioria dos genes diferencialmente traduzidos ndo estd presente em

grande parte destes bancos de dados.
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Figura 40 - Porcentagem encontrada de genes em cada banco de dados estudado.

Foram buscados nos bancos de dados genes em comum com os encontrados na presente analise. No

grafico sdo indicadas as porcentagens de genes em comum para cada caso.

Parte-se, entdo, para a andlise das interacdes e dos processos bioldgicos
encontrados enriquecidos na comparagdo entre os dois fragmentos de cada tecido,
tanto com os RNAs totais quanto com os polissomais. Para tal, foi utilizado o ©
STRING CONSORTIUM 2018 (SZKLARCZYK et al. 2017). Na Figura 41 observa-
se os processos bioldgicos enriquecidos e as interacdes entre os genes em cada
analise do GBM 32. Vale ressaltar que a analise do fragmento com necrose no RNA

polissomal ndo encontrou nenhum processo enriquecido, talvez por ser um
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fragmento com pouca tradugdo. Nos fragmentos sem necrose viu-se que a analise da
translatomica (polissomal) evidenciou mais genes com conexdes entre eles,

mostrando a relevancia de se purificar o RNA traduzido.

GBM 32 Total Sem necrose GBM 32 Polissomal Sem necrose
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Figura 41 - Interagdes e Processos biologicos enriquecidos no GBM 32. Foram

analisados os processos biologicos enriquecidos com base nos genes diferencialmente transcritos ou
traduzidos entre os tecidos com ou sem necrose. Foi utilizado o © STRING CONSORTIUM 2018
para a analise. Cada gene ¢ representado por um circulo e as interagdes entre eles sdo representadas
por linhas, e quanto mais grossa a linha maior o nivel de evidéncia da interagdo. As cores representam

processos biologicos enriquecidos de acordo com o Gene Ontology.

Para o GBM 33 foram encontrados mais processos, também mais relevantes,
como veé-se na Figura 42. A translatdmica nos dois casos possibilitou uma andlise
com mais genes de cada processo. Nos tecidos de baixo grau pode-se ver processos
relacionados a inflamacgdo e ao sistema imune. Utilizou-se, para tanto, o0 © STRING

CONSORTIUM 2018, porém este nao possui em seu banco de dados processos
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alterados como céancer ou outras doengas, apenas processos fisioldégicos normais.
Foram encontrados, todavia, nos tecidos de alto grau, genes relacionados a
proliferacdo, havendo também diversos exemplos de genes ja descritos como
envolvidos no cancer, na progressdo tumoral ou na proliferacio, como o gene
ADAM23, envolvido no crescimento tumoral em tumores de mama (COSTA et al.
2015), com pior sobrevida em pacientes com carcinoma de ovario (MA et al. 2018).
Interessantemente encontrou-se também, no tecido de alto grau, na andlise
polissomal, o gene AURKA, que codifica a proteina mitdtica quinase Aurora 1. Esta
proteina ja foi descrita como responsavel por modular as células iniciadoras tumorais
em glioblastomas (WILLEMS et al. 2017), e quando ativada mantém as
carcteristicas de células tronco tumorais em células de glioblastoma (HSU et al.

2016), estando envolvida com a resisténcia e a recorréncia tumoral.

GBM 33 Total Baixo grau GBM 33 Polissomal Baixo grau
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Figura 42 - Processos biologicos enriquecidos no GBM 33. Foram analisados os

processos bioldgicos enriquecidos com base nos genes diferencialmente expressos entre os tecidos de

alto ou baixo grau. Foi utilizado o0 © STRING CONSORTIUM 2018 para a analise.
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Para o GBM 34 foi encontrado um numero muito maior de genes
diferencialmente transcritos e traduzidos entre os fragmentos, o que gerou uma
analise de processos enriquecidos muito mais complexa (Figura 43). Um dos
processos encontrados e considerado mais interessante foi o relacionado a montagem
e a organizagdo ciliar, enriquecido no fragmento polissomal de alto grau. Ja foi
mostrado na literatura que a sua inibicdo aumenta a morte celular e a sensibilidade a
temozolamida (HOANG-MINH et al. 2016), e justamente do fragmento de maior
grau hd o aumento deste processo, podendo ser uma evidéncia da maior resisténcia
destas células. Ha, também, o processo de divisdo celular enriquecido neste
fragmento, enquanto que nos fragmentos de menor grau encontram-se processos

mais relacionados ao desenvolvimento de sistema nervoso e de sinalizag¢ao celular.

GBM 34 Total Baixo grau GBM 34 Polissomal Baixo grau
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Figura 43 - Processos bioldgicos enriquecidos no GBM 34. Foram analisados os

processos biologicos enriquecidos com base nos genes diferencialmente expressos entre os tecidos de

alto ou baixo grau. Foi utilizado o © STRING CONSORTIUM 2018 para a analise.
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Foi realizado também um ensaio de western blot com essas mesmas amostras,

com o intuito de analisar a ativacdo de proteinas responsaveis pelo controle da

traducdo, reguladas por mTOR, 4E-BP e P70S6K (Figura 44).
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Figura 44 - Ensaio de western blot. Foram analisadas as proteinas reguladoras de tradugdo

p70S6K e 4E-BP. A quantificagdo foi realizada pela relativizacdo entre a proteina fosforilada e a total.
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No GBM 34 de alto grau ambas as proteinas P70 S6K e 4E-BP, reguladas
pela via de mTOR, apresentam maior nivel de fosforilagdo no fragmento de alto grau
histologico em comparagdo ao de baixo grau, o que sugere, assim, a ativacdo da via
de mTOR somente no fragmento de alto grau. Este mesmo caso foi o que apresentou
maior diferenca de RNAs diferencialmente transcritos e traduzidos. Adicionalmente,
comparando-o ao seu perfil polissomal, verifica-se que o fragmento de maior grau
histologico possui realmente um maior pico polissomal.

O GBM 33 apresentou uma grande diferenca na fosforilagao de 4E-BP, sendo
que o fragmento de maior grau histologico tem uma maior fosforilagdo desta
proteina, evidenciando que a via de mTOR possivelmente estd mais ativa que no
fragmento de menor grau histolégico. Tal fato concorda com o observado em seu
perfil polissomal, em que o fragmento de maior grau histologico apresenta um maior
pico polissomal.

Ja o GBM 32 nao apresentou diferencas na fosforilagdo das proteinas
estudadas, sendo que as que foram avaliadas mostraram-se ativas (fosforiladas).
Também apresentou poucos genes diferencialmente traduzidos, ou seja, a maquinaria
de controle de tradu¢do mediada por mTOR estaria ativada nos dois fragmentos
estudados. Observando o perfil polissomal deste caso, ndo ha grande diferenga entre
o tecido com ou sem necrose, € apenas o tecido sem necrose tem uma tradugdo um
pouco mais ativa. Supde-se, portanto, que por ter uma menor celularidade no tecido

com necrose as diferegas observadas devam-se a este menor nimero de células.

3.3.3 Conclusdes parciais do capitulo 111

Reproduziu-se com sucesso a técnica da translatobmica em mais 3 tecidos com
regides histologicamente diferentes. Os tecidos GBM 32 com histologias de alto e
baixo graus pareceram muito semelhantes, no que diz respeito a transcri¢ao e a
traducdo. A comparacdo entre os tecidos mostrou apenas 106 genes diferencialmente
traduzidos e 53 diferencialmente transcritos, sendo 23 diferencialmente transcritos e
traduzidos. No exame da ativacdo das proteinas analisadas da via de mTOR também
nao houve diferenca entre o tecido considerado de alto grau histologico e o de baixo

grau, visto que os tecidos, possivelmente, ndo sdo tdo heterogéneos, apresentando
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apenas um maior indice de celularidade e desorganizacdo do tecido, visto nas
imagens de HE dos tecidos.

Ja os tecidos do GBM 33 apresentaram mais de 100 genes diferencialmente
transcritos ou traduzidos, um numero ligeiramente mais alto que o observado no
GBM 32. Estes fragmentos também apresentaram diferengas no perfil polissomal e
na analise da ativacdo das proteinas da via de mTOR, mostrando que havia certa
diferenga na traducdo entre os tecidos. No fragmento de alto grau foram também
encontrados diversos genes relacionados a progressao tumoral.

Os tecidos do GBM 34 apresentaram um numero muito maior de genes
diferencialmente transcritos e traduzidos. Na analise da translatomica, entorno de mil
genes puderam ser identificados. Foram observadas diferencas na fosforilagdo das
proteinas estudadas da via de mTOR e no perfil polissomal, com o pico 80s maior no
tecido de menor grau histologico. Foi encontrado o processo biologico relacionado
aos cilios mais enriquecido no fragmento de alto grau, processo que quando inibido

confere a célula maior sensibilidade ao tratamento quimioterapico temozolamida.

34 CAPITULO IV - TRANSLATOMICA DOS TECIDOS DO
BIOBANCO

Durante a realizagdo das etapas anteriores, percebeu-se que o processo de
extracdo de RNA era realizado em um volume muito grande. Imaginou-se que se
fosse possivel concentrar todos os polissomos em um nimero menor de fracdes, a
extragdo seria otimizada. Assim, foi desenvolvida uma nova metodologia de
isolamento de RNAs polissomais baseada em um gradiente descontinuo. Além desta
nova metologia, estabeleceu-se uma colaboracdo com o Dr. Ola Larsson, do
Karolinska Institutet, que possibilitou aos pesquisadores o aprendizado e a
implementagdo da tecnologia de sequenciamento para uma Unica célula, o que
permitia o aproveitamento de tecidos com dimensdes reduzidas.

Por outro lado, havia mais uma dificuldade técnica, a degradagao dos RNAs
de parte das amostras durante o processo de isolamento polissomal e, deste modo, o

namero de amostras incluidas inicialmente foi reduzido. Para lidar com esta
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dificuldade, estipulou-se uma colaboracao com o Dr. Rui Reis, do Hospital de Amor
(antigo Hospital de Cancer de Barretos), através da qual expandimos a casuistica.
Assim, neste capitulo sdo descritas a separagdo polissomal no novo gradiente
padronizado, a extragdo do RNA, a constru¢do da biblioteca e a posterior andlise de
todas as amostras obtidas dos pacientes do A.C.Camargo Cancer Center e¢ do

Hospital de Amor.

3.4.1 Material e métodos do capitulo IV

Abaixo, os materias e os métodos referentes ao capitulo quarto.

3.4.1.1 Extrato dos tecidos

O tecido foi mantido em armazenamento a -80°C até o momento da lise. Cada
fragmento foi colocado em um triturador de tecido, tipo Potter-Elvehjem, com 425ul
de tampao de lise hipotonico (50mM Tris-base, 2.5mM MgCl,, 1.5mM KCIl em agua
livre de nucleases, todos da Sigma, 50ul de cicloheximida [10mg/ml, Sigma], 1pl
DTT [1M, Sigma] e 24ul de complexo de vanadil ribonucledsido). Apos a primeira
homogeneizada do tecido no triturador, foram adicionados a ele 25ul de Triton X-
100 10% (Sigma) e 25ul de Deoxicolato de sddio 10% (Sigma), sendo, depois,
novamente homogeneizado. Este extrato foi transferido para um tubo previamente
gelado e centrifugado a 10000rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado
e deste 50ul reservados para a extracdo do RNA total; o restante foi aplicado no

gradiente de sacarose.

3.4.1.2 Gradiente 5-34-55%

O extrato foi fracionado em um gradiente com trés concentragdes de
sacarose: 5%, 34% e 55%, preparado da seguinte forma: 20mM HEPES, 100mM
KCI e 5mM MgCl, e centrifugado por 2 horas a 35.000 rpm em uma ultracentrifuga
com o rotor SW41Ti (Beckman Coulter) a 4 °C, o que garante que os mRNAs
associados a ribossomos estejam separados daqueles soltiveis, na interface entre as
solucdes 34% e 55%. A absorbancia a 254nm foi detectada em fluxo continuo e as

fracOes coletadas.
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3.4.1.3 Extracido de RNA

O RNA foi extraido com o reagente TRI reagente, da Sigma, juntamente com
o kit da quiagen RNeasy Mini Kit. Resumidamente, o TRI reagente foi adicionado
em uma relagdo 1:1 com a solugdo com o RNA. Foi aidcionado cloroférmio em uma
relacdo de 0,2ml para cada ml de TRI reagente. A amostra foi vortexada por 15
segundos, incubada na bancada por 3 minutos e centrifugada a 14.000rpm por 15
minutos, a 4°C. A fase clara foi entdo separada e a ela adicionado 2 volumes de
etanol 99,5% e 15ug/ml de Acrilamida linear (Thermo Fischer), sendo vortexados
por 15 segundos. Foi, depois, centrifugada a 10000g por 40 minutos a 4°C. O RNA
forma um pellet, o qual, apds a remogao do sobrenadante, ¢ ressuspendido.

Logo o RNA foi quantificado no equipamento Qubit™, seguindo as
especifica¢des do fabricante, sendo utilizado o “Qubit™ RNA HS Assay Kit”. Para a
analise da qualidade do RNA utilizou-se o equipamento Agilent 2100 Bioanalyzer.
Dependendo da concentragdo do RNA, foi escolhido o chip do equipamento mais
adequado (RNA 6000 Pico Kit para RNAs abaixo de 25ng/ul e RNA 6000 Nano Kit

para RNAs com a concentracdo acima de 25ng/uL).

3.4.1.4 Construcio de biblioteca de cDNA Single Cell

Para a construgdo das bibliotecas dos RNAs dos tecidos de pacientes, por ter
pouca quantidade, optou-se por usar um protocolo de Single cell, seguindo o
protocolo estabelecido por PICELLI et al. (2014). Primeiramente, 10ng de RNA sio
incubados a 72°C por 3 minutos, com oligo-dT30 para hibridagdo. E realizada, na
sequéncia, a sintese do cDNA com a enzima SuperScript II (Invitrogen) (100U),
adicionando também o tampao especifico da enzima (1X), DTT (SmM), TSO (1uM),
Betaine (1M), MgCl, (10mM) e inibidor de RNAse (5U) (Promega). A reacdo de
sintese ¢ feita da seguinte maneira: 42°C por 90 minutos, 10 ciclos de 50°C por 2
minutos e 42°C por mais 2 minutos, e 70°C por 15 minutos. Em seguida ¢ feita a pré-
amplificacdo, na qual se adiciona a enzima KAPA HiFi HotStart e os IS PCR
primers. E feita, entdo, uma PCR com os passos: 3 minutos a 98°C para a
desnaturagio, 8 ciclos de 98°C por 20s, 67°C por 15s, 72°C por 6 minutos e 5

minutos em 72°C.
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O cDNA obtido na reagdo de transcricdo reversa sera utilizado para a
constru¢do de biblioteca de sequenciamento, sendo, antes, purificado através de
beads magnéticas (Agencourt AMMPure XP magnetic beads [Beckman Coulter®])
adicionadas a cada amostra na propor¢ao 1:1 (v/v), incubadas por 8 minutos a
temperatura ambiente, utilizando uma placa de 96 pocos. Sao colocadas sobre uma
placa magnética por 5 minutos até que as beads tenham sido coletadas em algum
canto de cada pogo por atragdo magnética. Cada pogo ¢ lavado duas vezes com 200
pL de EtOH 80% fresco. Cada amostra ¢ eluida utilizando-se 17,5 pL de agua,
encubando-se por 2 minutos e recolocando as amostras sobre a placa magnética por 1
minuto.

Para a primeira etapa da biblioteca ¢ realizada uma fragmenta¢do com 4ng de
cDNA obtidos da primeira etapa deste protocolo com a enzima Tn5 (0,2 uM), PEG
8000K (25%) e tampao TAPS 1X (50 mM TAPS-NaOH (pH 8,5), 25 mM MgCI2 e
50% DMF) em 20 pL de volume final a 55°C por 5 minutos. A reagdo ¢ parada
adicionando 0,2% de SDS e encubando em temperatura ambiente por 5 minutos. SO
apods este passo ¢ realizada a amplificagdo dos fragmentos, utilizando-se a enzima
KAPA HiFi polimerase, com 25 pL da reagdo de fragmentagdo anterior e adicionada
a KAPA Hifi Polymerase (1U), Fidelity buffer (1 X), index 1 primer N7xx (0,2 uM),
index 2 primer N5xx (0,2 uM), dNTP mix (0,3 uM) e dgua para 50 pL. de volume
final de reacdo; nesta etapa sdo adicionados primers com index para a identificagao
de cada amostra. A reagio € feita da seguinte forma: 95°C por 1 minuto, 95°C por
15s, 55°C por 10s, 68°C por 2 minutos, 5 ciclos de 95°C por 15s, 65°C por 10s e
68°C por 2 minutos, seguida novamente pela purificagdo, mas agora na propor¢do de

0,6:1 (v/v).

3.4.1.5 Analise dos dados

Foi determinada a populacdo de mRNAs associados a polissomos através da
compara¢do dos mRNAs presentes nas fragdes polissomais com aqueles presentes no
extrato total. H4, no entanto, uma dificuldade interpretativa fundamental, ja que os
niveis de mRNAs ativamente traduzidos podem ser devidos a diferencas nos niveis
de mRNAs transcritos. A corre¢do para o nivel de mRNAs totais historicamente tem

sido feita dividindo-se os niveis de mRNA ativamente traduzidos pelos niveis de
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mRNAs totais obtidos em paralelo. Contudo, foi demonstrado que esta corre¢do nao
¢ realmente efetiva, pois a varidncia entre replicadas causa uma interferéncia
significativa no resultado final, gerando o que se denominou de correlagdo espuria,
que leva a identificagdo de um nimero substancial de falsos positivos e negativos
(LARSSON et al. 2010).

Um método mais sensivel e especifico para a analise da atividade de traducao
¢ a regressao linear de variancia parcial (APV), para corrigir os niveis de mRNA
totais, ¢ um método de reducdo de varidncia (RVM), para aumentar o poder
estatistico da analise (LARSSON et al. 2010). Para cada gene é plotado o valor de
expressao no RNA total (eixo X, varidvel independente) e polissomal (eixo Y,
variavel dependente) em duas condigdes experimentais, e para este teste devem ser
utilizadas ao menos trés replicatas, de modo que para gene haverd ao menos 6 pontos
no grafico (Figura 45, gene 1). A seguir € realizada uma regressao linear para todos
os pontos (y=ax+b), em que se calcula a inclinacdo da reta (a). No teste de APV
assume-se que se as duas condi¢des experimentais foram realizadas no mesmo dia, a
variancia experimental deveria ser comum entre elas. A partir dessa premissa, pode-
se realizar uma nova regressao linear para cada condicdo experimental, sendo que a
inclinacdo da reta (a) deve ser a mesma para ambas, gerando entdo duas retas
paralelas, uma para cada condi¢do experimental (Figura 45). Os valores onde as retas
cruzam o eixo y (quando x=0) sdo obtidos e a diferenca entre eles representa somente
a alteragdo traducional daquele gene nas duas condi¢des experimentais (Figura 45).
Ja o método de reducao de variancia (RVM) utiliza a variancia do experimento como
um todo (todos os genes identificados) para corrigir e reduzir a variancia
experimental observada em cada gene, aumentando, assim, o poder estatistico. Estas
analises devem ser realizadas para cada gene, pois estes métodos foram incorporados
no pacote estatistico ANOTA2Seq (“analysis of translational activity”),
implementado na linguagem de computa¢do R e contendo as abordagens analiticas e
as saidas para a realizagdo da analise (LARSSON et al. 2011; OERTLIN et al. 2018)
(REF). Foram selecionados “hits” que apresentaram a maior variacdo traducional

apos a analise estatistica.
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As leituras de RNAseq foram mapeadas com o genoma de referéncia humano
GRCh38 utilizando o programa Bowtie. Os genes com contagem zero foram

excluidos da analise.
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Figura 45 - Identificacdo da traducdo diferencial de mRNAs pelo programa Anota.
Dados obtidos pelo sequenciamento de mRNAs polissomais e citoplasmaticos podem ser analisados
pelo programa Anota. A linha soélida representa a condigdo do tratamento; a pontilhada, a condigao
controle. As intersecgdes das linhas no eixo y sdo comparadas para encontrar a variagdo dos valores
de mRNAs. Os genes 3 e 4 sdo diferencialmente transcritos, mas os genes 1 e 2 ndo. Sdo mostrados

numeros simulados.
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3.4.2 Casuistica do capitulo IV

Foram utilizadas 69 amostras tumorais, de tamanho de 1 a 3 cm’ ,
provenientes de pacientes com gliomas. As amostras j& estavam disponiveis,
armazenadas a -80°C no Banco de Tumores do A. C. Camargo Cancer Center e do
Hospital de Amor. Além destes tumores armazenados, foram recebidas também
amostras de cirurgias de gliomas, em que se contou com a aprovacao no Comité de

Etica 1775/13 e 1692/12.

Critérios de Inclusao

Foram incluidos 69 casos de pacientes diagnosticados com glioma, sem
tratamento prévio, que possuam prontudrios disponiveis no A.C.Camargo Cancer
Center ou no Hospital de Amor. Os pacientes precisariam, evidentemente, aceitarem

participar do estudo.

Critérios de Exclusiao

Foram excluidas as amostras de pacientes que realizaram tratamento quimio
ou radioterapico antes da cirurgia, assim como as amostras que nao possuiam
representacdo adequada no banco de tumores ou cujo prontuario nao esteja
disponivel. Foram excluidos os pacientes com outras patologias associadas. Foram
excluidas da andlise final de genes diferencialmente traduzidos as amostras cujo
RNA total ou polissomal extraido ndo atingiu qualidade suficiente para a construgdo

da biblioteca para sequenciamento.

3.4.3 Resultados e discussao do capitulo IV
Aqui, encontram-se os resultados e as discussdes obtidos a partir dos

experimentos realizados e supramencionados.

3.4.3.1 Padronizacido de novo gradiente de sacarose para isolamento de RNA
polissomal

Durante os primeiros experimentos realizados, uma das dificuldades
encontradas durante o procedimento de extracdo do RNA polissomal foi o grande

volume em que as amostras ficavam ap6s o perfil polissomal (cerca de 5 ml), o que
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atrapalhava o processo de extragdo do RNA e provocava perda de material
(principalmente pela necessidade de utilizacdo de tubos conicos de 50 mL, o que
ocasiona uma maior dispersdo da amostra pela parede do tubo). Deste modo, foi
necessaria a padroniza¢do de um novo tipo de gradiente, pois o0 RNA polissomal
deveria ficar retido em menos fra¢cdes de modo a otimizar a etapa de extragao.

Assim, um novo gradiente foi desenvolvido em colaboragao com o Dr. Ola
Larsson (Karolinska Institutet, Estocolmo - Suécia), sendo descontinuo e constituido
de trés “steps”, conforme representado na Figura 46. Este novo gradiente foi
padronizado por mim em colaboragdo com os outros autores da publicacdo (LIANG
et al. 2018). O primeiro “step” a ser aplicado no tubo para ultracentrifuga ¢ a solucao
de sacarose 5%; em seguida, aplica-se a solucdo de sacarose 34% e, por fim, a
solugdo de sacarose 55%. O gradiente repousa por duas horas a 4°C para que ocorra
uma pequena difusdo nas superficies de separacao, suavizando os “steps” (LIANG et
al. 2018).

Durante a separacdo na ultracentrifuga, os polissomos separam-se dos
ribossomos isolados e acumulam-se na superficie de separacdo entre a sacarose a
34% e a 55%, gerando um pico unico que pode ser facilmente coletado em um
volume pequeno. Correndo o perfil na velocidade de 1 mL/min e com fragdes de 500
pL, o pico de polissomos pode ser coletado em 2 fracdes, ou seja, em 1 mL final, um
volume consideravelmente menor em comparagdo aos 5 ou 6 mL coletados no

protocolo anterior, que utilizava um gradiente linear classico 7-47%.
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Figura 46 - Imagem ilustrativa da distribui¢do das diferentes solu¢des de sacarose no

novo gradiente descontinuo padronizado neste periodo. Estio exemplificados os diferentes

mRNAs e como seria a sua distribui¢do no gradiente de sacarose.

Para verificar a eficiéncia de separagdo do novo gradiente, as células em
cultura foram lisadas (14 placas de 150mm de diametro da linhagem MCF7
[ATCC® HTB-22™] com 70% de confluéncia) e os polissomos separados pelo novo
método. Conforme ilustrado no painel A da Figura 47, pode-se observar que ha uma
excelente separagdo entre o pico correspondente ao 80S e o que os polissomos se
concentram. Para mostrar que o segundo pico corresponde realmente ao polissomos,

ele foi isolado e corrido novamente em um gradiente linear 5-50% (Figura 47, B).
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Figura 47 - Perfil polissomal da linhagem. Painel A - Perfil polissomal da linhagem MCF7.

O perfil foi realizado utilizando o “two-step” gradiente. Painel B - As fra¢des 16 e 17 do perfil A
foram isoladas e corridas em um gradiente linear tradicional 5-50%. Pode-se observar o aparecimento
dos polissomos no perfil, evidenciando que o gradiente two-step ¢ capaz de separar os polissomos em
um numero menor de fragdes. Painel C - Exemplo dos perfis polissomais realizados. Foram

escolhidos dois perfis representativos de todos os realizados com os tecidos obtidos para o estudo.

De acordo com o painel B da Figura 47, ¢ possivel observar que os polissomos
se separam perfeitamente e que ndo ha contaminagdo de RNAs livres, 40S ou 60S.
Hé4 uma pequena contaminagdo com 80S que, no entanto, ndo ird atrapalhar o
sequenciamento dos mRNAs associados aos polissomos. Nesta figura nota-se o pico,
agora separado entre os polissomos, ¢ entdo € possivel ver os picos relativos ao
mRNA ligado a 2 ribossomos, 3 ribossomos, etc. Vé-se na Figura 47 C dois perfis
representativos do que foi obtido, com o pico relativo ao 80s e as fragdes

polissomais.
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3.4.3.2 Realizacgido do perfil polissomal em amostras de gliomas

Apo6s a padronizacao do novo gradiente, este foi utilizado para a separacao de
polissomos em 69 amostras de gliomas provenientes do A.C.Camargo Cancer Center
e do Hospital do Amor. Foram incluidas 5 amostras de astrocitomas pilociticos (grau
I), 10 amostras de astrocitomas difusos (grau II), 4 amostras de astrocitomas
anaplasticos (grau III) e 40 amostras de glioblastomas (grau IV). Assim, os tecidos
utilizados no estudo foram submetidos a separagao polissomal no gradiente 5%-34%-
55%, como ¢ possivel observar na Figura 47 C os perfis representativos do que foi
obtido. Para verificar se havia diferenga nos niveis de tradugdo entre os gliomas de
diferentes graus, fez-se a quantificacdo dos graficos, obtidos a partir deste novo
perfil, considerando, para isso, o pico referente ao 80s e o referente aos polissomos
(Figura 48). Percebe-se que a mediana da razdo polissomos/80s ndo difere entre os
tecidos, embora exista nos glioblastomas um nimero maior de tecidos com uma

maior taxa traducional (razao polissomos/80S).
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Figura 48 - Relacdo entre os picos polissomal e 80s dos tecidos analisados e sua

histologia. Esta relagio indica a quantidade relativa de polissomos baseada no pico de 80s.
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Considerando que existe uma grande heterogeneidade nas taxas traducionais
observadas no GBMs, avaliou-se se estas taxas poderiam estar relacionadas a algum
parametro clinico, como a sobrevida, entdo calculou-se a sobrevida média entre os
tecidos de glioblastoma que apresentavam maior € menor taxa traducional (usando a
mediana da taxa traducional como critério de corte). Nao foi encontrada, contudo,

uma correlagdo entre a taxa traducional e a sobrevida dos pacientes (Figura 49).
Sobrevida GBMs
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Figura 49 - Correlagdo entre a sobrevida dos pacientes e a taxa traducional. A taxa de

tradugdo foi calculada pelo perfil polissomal, relacionando o pico 80s com o de polissomos. Nao

houve diferenga entre os casos com alta taxa traducional e baixa taxa traducional.

O mesmo foi observado em relagdo a idade ao diagnostico dos pacientes (Figura
50). Porém, o que se pode observar ¢ que os pacientes com menos de 20 anos ao
diagnéstico tinham todos uma baixa taxa traducional, o que ¢ evidenciado na Figura

50, em azul.
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Figura 50 - Correlagdo entre a idade ao diagnostico dos pacientes e a taxa

traducional. Foi calculada a taxa de tradugdo através da comparaco entre os picos 80s e o
polissomal do perfil. Nao houve diferenca na idade entre os casos com alta taxa traducional e baixa

taxa traducional. Em azul estdo indicados os pacientes com menos de 20 anos ao diagnostico.

3.4.3.3 Construcao das bibliotecas e sequenciamento das amostras

A partir dos perfis polissomais foram separadas as fracdes correspondentes
aos polissomos, além do RNA total. Este material foi enviado para o laboratério do
colaborador, Dr. Ola Larsson, no Karolinska Institutet, em Estocolmo, Suécia. La,
realizou-se a extragdo do RNA de todas as amostras, incluindo RNA total e
polissomal, utilizando o kit da Qiagen Rneasy Mini Kit. Seguiu-se o protocolo
sugerido pela empresa.

A qualidade do RNA foi avaliada através de eletroforese no equipamento
bioanalyzer. Na figura 51 pode-se ver um exemplo de uma das corridas realizadas. O
equipamento calcula a qualidade através da presenca dos picos de RNA 18S e 28S,
mostrando um indice denominado RIN. Foram considerados RIN acima de 6 como
RNA integro para continuar com o protocolo. Para quantificar o RNA utilizou-se o
kit Qubit High Sensitivity, embora algumas das amostras ndo possuissem a

quantidade de RNA mimina para a quantificagdo (250 pg/uL) (too low) (Tabela 7).
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Figura 51 - Resultado do bioanalyzer realizado para os RNAs extraidos. Nele podemos

observar amostras integras (cer27, cer29, gbml1/12), amostras degradadas (gbm3, cer24) e amostras

nas quais nao havia RNA suficiente para analise (cer22, cer23).

As amostras entdo agrupadas em 4 categorias: RNA integro (RIN>6) e alta
quantidade (>10ng/ul), RNA integro e baixa quantidade, RNA degradado e alta
quantidade e RNA degradado ¢ baixa quantidade. Para a realizagdo do
sequenciamento as amostras com RIN menor que 6 nao foram utilizadas. Para
possibilitar a utilizagdo de amostras com baixa quantidade, foi realizado o
sequenciamento com a técnica de constru¢do de bibliotecas para célula unica
SmartSeq2 e, assim, puderam ser sequenciadas 94 amostras de 47 tumores (uma

amostra total e uma amostra polissomal por tumor).

Tabela 7 - Quantificagdo dos RNAs extraidos. Os RNAs foram quantificados em
Qubit.

i NuUmero de amostras
NuUmero de amostras total ]
polissomal
RIN > 6, quantidade > 10ng/ul 38 30
RIN < 6, quantidade > 10ng/ul 22 6
RIN > 6, quantidade < 10ng/ul 2 10
RIN < 6, quantidade < 10ng/ul 7 23

A integridade das amostras foi calculada pelo equipamento Bioanalyzer.
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As bibliotecas foram construidas utilizando-se uma técnica padronizada pelos
pesquisadores deste laboratério, descrita na Nature Protocols (PICELLI et al. 2014).
Esta técnica permite utilizar at¢é o RNA relativo a uma unica célula, amplificando-o,
e o pouco material que havia naquele momento pode ser utilizado para a construcao
da biblioteca. Apos, foi realizada uma corrida no equipamento Bioanalyzer de cada
amostra para verificar se o tamanho dos fragmentos obtidos esta correto, mostrando
que a construcdo foi realizada com sucesso (Figura 52). Foi feita também a corrida
com o Pool das amostras, que ¢ a mistura das amostras que sera efetivamente
sequenciada. Todas as bibliotecas apresentavam os fragmentos na média de 200-
300pb, no padrao necessario. Foi realizado, entdo, o sequenciamento destas
bibliotecas de cDNA no equipamento Ilumina HiSeq, por uma facility instalada no

Instituto Karolinska.
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T T T T T T T TITT ITT17T m T T T T T T 11T 17711
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TT T 1T T T TI0T 11T ) - I T ] T
35 150 300 500 10380  [bp] 40 60 80 100 120 €

Figura 52 - Perfis representativos de preparacdes de bibliotecas finais. A regido

enriquecida em torno de 200 - 300 bp ilustra o possivel sucesso da construcdo da biblioteca, com boa

qualidade de cDNA em fragmentos pequenos para serem sequenciados de forma eficiente.

As andlises destes resultados foram efetuadas pelo pesquisador Ola Larsson,
que possui ampla experiéncia na area, tendo diversos papers ja publicados com a
analise de RNAs polissomais. Larsson desenvolveu, inclusive, um pacote estatistico

voltado para este tipo de analise, 0 ANOTAZ2.
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Foram obtidas mais de 7 milhdes de leituras totais por amostra. Apos o
mapeamento com o0 mRNA, foi feito um cutt-off de 4 milhdes de leituras para que
fosse possivel selecionar apenas as amostras a serem analisadas. Nao houve

diferenca no niimero de leituras obtidas entre amostras totais e polissomais (Figura

53).
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Figura 53 - Numero de leituras obtidas. No grifico estdo indicadas as leituras apés o

sequenciamento e apds o alinhamento ao genoma e a referéncia de mRNA. Tanto para o RNA

polissomal quanto para o RNA total ndo houve diferengas no nimero de leituras obtidas.

3.4.3.4 Analise de dados e correlacao com dados clinicos

Foram coletados os dados referentes ao tipo histolégico do tumor, a idade do
paciente, o sexo, o histérico familiar de céncer, a extensdo da ressec¢do, a
lateralidade do tumor, a localizacdo e os primeiros sintomas apresentados dos 69
pacientes com gliomas (tabela 7). Fez-se a coleta dos dados de todos os pacientes ¢
também a casuistica daqueles cujo tecido foi sequenciado.

Observou-se que a maioria dos pacientes (55%) possui glioblastoma, o que
concorda com a literatura (OSTROM et al. 2014), sendo em sua maioria homens
(67%) com idade média de 47 anos. Estes seguiram, em sua maioria, o tratamento
padrao apos a cirurgia, ou seja, quimioterapia com temozolamida e radioterapia. A

sobrevida média estd bem acima do citado na literatura, sendo que para os pacientes



98

com as amostras sequenciadas temos a média de 826 dias e mediana de 550 dias,
considerando a sobrevida até a data em que os dados foram coletados, sendo que
neste momento 42 destes pacientes ja faleceram e 27 permanecem vivos.

Nota-se também que a taxa de tecidos sequenciados foi maior para os tecidos
obtidos do biobanco do Hospital de Amor (100%), seguido pelas cirurgias do
A.C.Camargo Cancer Center (61%), sendo que a menor taxa de sucesso foram as
amostras do biobanco do A.C.Camargo Cancer Center (37%). Isso se deve, talvez, ao
fato de que as amostras do biobanco da institui¢do sdo mais antigas € o processo de
congelamento pode ter sido mais demorado. Os tecidos das cirurgias, como sao
manuseados imediatamente e ja congelados, conservaram-se mais.

As andlises demonstradas a seguir referem-se a 24 dos 49 tumores
sequenciados. Os demais tumores ainda estdo em processo de sequenciamento na
Facility do Karolinska Institutet e at¢ o momento desta tese ndo se teve acesso aos

resultados.
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Tabela 8 -- Identificacdo dos tecidos disponiveis para a utilizagdo no presente
projeto.

Grau Total Sequenciados 1 Clusters 3
I 5 5 0 0 0
[ 10 5 0 0 0
[ 4 4 0 0 0
\% 50 33 6 5 6
Total 69 47 6 5 6
Sexo
F 19 13 2 1 2
M 50 34
Total 69 47 6 5 6
I[dade
Média 48,26 478 50,5 62 61,2
Mediana 50,5 485 55,5 60 53
Variagdo 5a82 5a79 14270 47278 45a79
Localizagdo
Frontal 19 13 1 1 1
Temporal 22 12 4 1 1
Parietal 18 13 1 3 1
Outros 10 9 0 0 3
Total 69 47 6 5 6
Quimioterapia
Temozolamida 24 23 1 2 1
Outros 4 3 0 0 0
Ignorado 26 5 2 0 4
Nenhuma 15 16 3 3 0
Radioterapia
Sim 35 31 2 3 1
Ignorado 23 5 1 2
Nao 11 11 3 0
Sobrevida (dias)
Média 737,89 705,3 152,3 290,2 634,5
Mediana 505 4455 150 190 648,5
Variagdo 9a 2857 9 a 2857 182303 91 a 864 355 a 892
Origem
Biobanco A.C.Camargo 19 7 0 0 0
Biobanco Hospital de Amor 24 24 4 5 2
Cirurgia A.C.Camargo 26 16 2 0 4

Nela estdo indicados todos os tecidos e os que efetivamente foram sequenciados.

A primeira analise realizada foi a Anélise de Componentes Principais (ACP),
ou Principal Component Analysis (PCA), que gera componentes principais com as
maiores variancias possiveis (ou seja, as responsaveis pelo maximo de variabilidade
nos dados). Deste modo, neste tipo de andlise, as amostras mais parecidas entre si

irdo se segregar em grupos no grafico. Utilizando os dados de RNA total e
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polissomal das amostras de GBM para construir um grafico de PCA, viu-se que as
amostras polissomais segregam em um grupo, € as amostras totais em outro (Figura
54). Este dado ¢ surpreendente, mostrando que o RNA total e polissomal
provenientes da mesma amostra ndo se agrupam, isto €, sdo mais diferentes entre si
do que o RNA polissomal de diferentes amostras. Este dado também evidencia que

devem haver processos traducionais comuns a todas as amostras.
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Figura 54 - Gréfico de PCA das amostras de glioblastomas. No grafico sio indicados os

nomes de cada amostra. O componente principal 1 foi capaz de separar amostras totais de polissomais.

A seguir, foram utilizados apenas os dados de RNAs polissomais de GBMs
nas analises de PCA (Figura 55). Compreende-se que as amostras se separam em 3
grupos, aqui nomeados de clusters 1, 2 e 3. Estes 3 grupos também podem ser
observados quando ¢ realizada uma analise de “unsupervised hierarchical clustering”

(Figura 55).
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Figura 55 - Grafico de PCA das amostras polissomais de glioblastomas. No grafico sdo

indicados os clusters por cores, de acordo com a separagdo pelo PCA. O cluster 1 é indicado em azul,

0 2 em verde € 0 3 em vermelho.
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Figura 56 - Clusters gerados pela analise ndo supervisionada dos dados de RNA

polissomal. Sao indicados os clusters por cores, de acordo com a separagdo pelo PCA.
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Por outro lado, utilizando o RNA total para realizar os mesmos tipos de
analises, no PCA (Figura 57) nao ¢ muito evidente a formacao de grupos. Quando se
utiliza a andlise através de “unsupervised hierarchical clustering” observa-se a
separacdo em 3 grupos, nomeados de cluster 4, 5 e 6 (Figura 58). No entanto, vé-se
também que a for¢a de separacdo medida através do FDR ¢é maior para os RNAs

polissomais que para os RNAs totais.
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Figura 57 - Grafico de PCA das amostras totais de glioblastomas. No grafico sdo

indicados os clusters por cores, de acordo com a separagdo pelo PCA. O cluster 4 ¢ indicado em roxo,

0 5 em laranja e o0 6 em vinho.
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Figura 58 - Clusters gerados pela anélise ndo supervisionada dos dados de RNA

total. Sio indicados os clusters por cores, de acordo com a separagdo pelo PCA.
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Ao comparar os clusters obtidos na analise do RNA total e polissomal atenta-
se que os grupos formados sdao diferentes (Figura 59). Nesta figura, as amostras
foram separadas de acordo com o RNA total (Figura 59) e nas barras coloridas
abaixo foram identificados o grupo do RNA polissomal a que pertence cada amostra.
Assim, descortina-se que os genes identificados nos RNAs totais e polissomais foram

diferentes, separando as amostras em grupos também distintos.
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Figura 59 - Comparagdo entre os grupos gerados pela andlise de RNA total e

polissomal. O grafico indica clusters gerados pela analise ndo supervisionada do RNA total. Abaixo
do grafico foi indicado a qual grupo cada amostra pertence, de acordo com a separacdo pelo RNA

polissomal (numeros 1 a 3 e cores azul, verde e vermelho).

Para identificar se haveria significado bioldgico para os diferentes grupos
formados pelos padroes de expressio de RNA total e polissomal, os dados de
sobrevida dos pacientes foram utilizados. Observando os grupos gerados pela analise
do RNA polissomal (Figura 60), encontra-se que o cluster 3 tem uma sobrevida
muito maior. J4 nos clusters formados pelo RNA total (Figura 61) ndo existe esta
diferenga de sobrevida. Tem-se, dessa forma, uma evidéncia de que os grupos
formados através da expressio do RNA polissomal possuem um significado

bioldgico mais relevante do que os formados a partir da expressao de RNA total.
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Figura 60 - Sobrevida relativa aos clusters gerados na analise do RNA polissomal.

Para a analise foram utilizados os dados de sobrevida de cada paciente e o cluster obtido pela analise

dos RNAs polissomais.
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Figura 61 - Sobrevida relativa aos clusters gerados na andlise do RNA total. Para a

analise foram utilizados os dados de sobrevida de cada paciente e o cluster obtido pela analise dos
RNAs totais.

Em analises prévias da literatura, alguns subgrupos moleculares, como os G-
CIMP, apresentam melhor sobrevida. No entanto, este mesmo grupo apresenta uma
média de idade muito inferior aos demais subgrupos moleculares (30 anos versus 60
anos), o que pode contribuir significativamente para um melhor prognostico. Para

que seja possivel excluir desta andlise de que a sobrevida estivesse sendo afetada
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pela idade média dos pacientes, analisou-se a idade dos pacientes no momento do
diagnostico entre os diferentes clusteres, ndo se observando nenhuma diferenga

estatisticamente relevante (Figura 62).
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Figura 62 - Idade ao diagnostico dos pacientes de cada cluster gerado na analise dos

RNAs polissomais. Nao ha diferenga na idade ao diagndstico dos pacientes.

Partiu-se, entdo, para uma analise mais especifica dos genes diferencialmente
traduzidos. Foram feitas comparagdes de vias bioldgicas diferencialmente traduzidas
entre os trés clusteres (Figura 63). Vimos que o grupo 1 apresenta enriquecimento de
vias relacionadas ao metabolismo de RNA, ubiquitinacdo e processos que requerem
organizagdo de citoesqueleto, como a formagao de cilios. O grupo 2 possui processos

relacionado a angiogénese ¢ remodelamento de cromatina. O grupo 3 possui

processos relacionados a mitocondrias e metabolismo aerobio.
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Olhando em maior detalhe alguns processos, como a formagdao de cilios
(Figura 64), vé-se uma reducao muito acentuada desse processo nas amostras do
cluster 3. Interessantemente, um trabalho da literatura mostra que isso pode estar
relacionado com a resposta a quimioterapia (NAKAMURA e PARKER 2016). No
trabalho dos pesquisadores a delecdo da proteina PCM1 estd correlacionada com a
maior sensibilidade celular ao tratamento com TMZ, e na presente analise esta

proteina tem a menor expressao justamente no grupo com maior sobrevida.
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Figura 64 - Perfil de expressdo na forma grafica (heat map) de RNAs mensageiros

diferencialmente traduzidos nos clusters. Pode-se observar uma menor expressdo dos RNAs

ligados a organizagdo de cilios no cluster 3.

Foi analisada também a tradu¢do de genes com motivo 5’ TOP, alvo de
regulacdo por mTORC1 (NANDAGOPAL e ROUX 2015). Entre os mRNAs com
estas caracteristicas estdo os que codificam proteinas ribossomais. Nota-se que no
cluster 2 ha uma maior expressao das proteinas ribossomais (Figura 65), sugerindo

que o cluster 2 apresenta maior resposta da via de mTOR.
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Expression of ribosomal proteins
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Figura 65 - Perfil de expressao na forma grafica (heat map) dos genes de proteinas
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ribossomais. Nota-se uma menor expressio dos RNAs ribossmais no cluster 1 e uma alta expressio

destes no cluster 2.

Encontra-se, curiosamente, também uma diferenca na expressao de RPTOR e
RICTR, componentes dos complexos mTORCI (RPTOR) e mTORC2 (RICTR),
sendo que o cluster 3, aquele com a maior sobrevida, apresenta uma baixa expressao
de ambas as proteinas. O cluster 2 apresenta alta expressao de RPTOR (mTORC1) e
o cluster 1 de RICTR (Figura 66).

Expression of RAPTOR and RICTOR
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Figura 66 - Perfil de expressio na forma grafica (heat map) da expressdo de

RPTOR, LARP1 e RICTR. O cluster 2 apresenta alta expressio de RPTOR e Larpl,

componentes do mTORCI, e o cluster 1 apresenta alta expressdo de RICTR, componente do

mTORC?2. O cluster 3 apresenta baixa expressdo das trés proteinas.
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Coincidentemente, o aluno Arthur Alvarenga havia investigado, durante sua
dissertacdo de mestrado, a expressao protéica de Raptor e Rictor em um tissue
microarray contendo 180 amostras de gliomas e glioblastomas (ALVARENGA
2012). Resgatando estes dados, foi encontrada uma expressdo inversamente
correlacionada das duas proteinas (Figura 67), sendo que a baixa expressdo de ambas

também esta relacionada a melhor sobrevida destes pacientes (Figura 68).
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Figura 67 - Correlacdo da expressao das proteinas RICTR e RPTOR nos TMAs. Um
TMA contendo 180 amostras foi submetida a reacdo de imunohistoquimica para as proteinas RPTOR
e RICTOR. Foi utilizado o parametro HSCORE para a avaliagdo da expressdo. O resultado indica

uma relagdo negativa entre a expressdo das proteinas estudadas.
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Figura 68 - Resultados de sobrevida obtidos a partir do TMA. Correlagio da expressio

das proteinas RICTR ¢ RPTOR com a sobrevida dos pacientes. Os pacientes com alta expressao de
RICTOR ou RAPTR apresentam menor sobrevida quando comparados aos pacientes com baixa

expressao destas proteinas.
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Estudos anteriores do consorcio TCGA ja haviam criado grupos de pacientes
com base em perfis de expressdo génica. No entanto, estes grupos tém pouca
relevancia clinica, ndo apresentando diferencas de sobrevida (VERHAAK et al.
2010). Para comparar a classificagdo aqui proposta com as do TCGA, utilizou-se o
RNA total para classificar as amostras nos grupos anteriormente propostos, a fim de
compara-lo com os grupos gerados pelo RNA polissomal. Os grupos, como pode ser
observado, ndo sdo equivalentes, ou seja, a classficacio baseada nos genes
diferencialmente traduzidos ndo ¢ correspondente ao que foi sugerido pelo TCGA
(Figura 69). Porém, acredita-se que a classificagdo proposta neste trabalho expressa
uma melhor correlagao clinica do que aquela proposta no TCGA, o que sugere que a

informacdo obtida através do RNA polissomal esta mais proxima ao fendtipo final.
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Figura 69 - Classificagdo das amostras nos grupos estabelecidos pelo TCGA. As
amostras de GBM foram plotadas no grafico PCA com base no RNA polissomal, sendo evidenciados
os clusteres 1 (azul), 2 (verde) e 3 (vermelho), como descrito anteriormente. Paralelamente a isso, as
amostras foram classificadas nos grupos proneural (PN), neural (NE), mesenquimal (ME) e classico
(CL), propostos por Verhaak e colaboradores em 2010, utilizando os dados de RNA total. O grupo do
TCGA a que pertence cada amostra foi indicado no grafico PCA. Percebe-se que ndo ha um

enriquecimento dos grupos do TCGA nos clusteres 1, 2 ou 3.
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Assim, os dados aqui trazidos demonstram que ha uma grande diferenca entre
a expressao génica no nivel de RNA e de protinas, o que leva a criagdo de grupos
moleculares ndo clinicamente relevantes e propostas terap€uticas ndo efetivas. De
fato, observa-se um grande niimero de estudos clinicos que ndo chega a validar as
inovagdes terapéuticas para esta doenca. A classificacdo molecular, de acordo com
os RNAs ativamente traduzidos, pode representar uma alternativa na busca para
drogas alvo. O cluster 1 apresenta um aumento das vias associadas a mitocOndrias,
sugerindo que pacientes deste grupo poderiam se beneficiar de drogas inibidoras de
mitocondrias. O cluster 2 apresenta aumento do processo de tradug¢do dependente de
mTORCI1 e aumento de vias de angiogénese, podendo, entdo, serem melhores
respondedores as terapias baseadas em anti-angiogénicos, como o ja utilizado
bevacizumab e os inibidores da via de mTOR, como o everolimus.

O bevacizumab ¢ um anticorpo monoclonal humanizado contra o fator de
crescimento do endotélio vascular (VEGF) que induz a vasculariza¢do, aumenta a
permeabilidade da barreira hemato-encefdlica e causa edema extracelular
(GERSTNER et al. 2009), sendo a droga aprovada para o tratamento de
glioblastomas pela primeira vez em 2009 (COHEN et al. 2009). No entanto, dois
estudos clinicos fase III com populagdes da Europa, Asia e Estados Unidos
(AVAglio study (CHINOT et al. 2014), e RTOGO0825 study (GILBERT et al. 2014)
falharam na perspectiva de mostrar uma melhora na sobrevida global dos pacientes.
Os estudos mostram um aumento na sobrevida livre de doenga, porém com diversos
efeitos colaterais. No estudo RTOGO0825, os pacientes foram separados em
subgrupos, utilizando um painel de assinatura génica contendo 9 genes (AQP1,
CHI3L1, EMP3, GPNMB, IGFBP2, LGALS3, OLIG2, PDPN, RTN1), o que nao foi,
entretanto, capaz de identificar um subgrupo com melhor beneficio terapéutico.

Do mesmo modo que o observado nos estudos com o bevacizumab, os
estudos fase II com o everolimus (inibidor de mTOR) em pacientes com
glioblastomas ndo apresentaram resultados significativos em melhorar a sobrevida
destes sujeitos (NCCTG NO057K) e NRG Oncology RTOG 0913 (CHINNAIYAN et
al. 2018) e apenas houve um aumento na toxicidade do tratamento. Porém, sugere-se

neste trabalho que apenas os pacientes do cluster 2, o tnico grupo que apresenta um
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aumento na expressao de proteinas da via de mTOR, teriam beneficios com este
tratamento.

O cluster 3 tem a mais alta sobrevida, de 21,1 meses, e caracteriza-se pela
presenca elevada de mitocondrias, baixo cilio e baixas vias mTORCI e 2 associadas.
Os resultados sugerem que este grupo de pacientes também poderia se beneficiar de
drogas anti-mitocondriais, mas ndo de terapias anti-angiogénicas ou baseadas em
everolimus.

Se estes estudos clinicos fossem, no entanto, realizados subdividindo os
pacientes nos clusters aqui apresentados, ¢ selecionando apenas os pacientes do
cluster mais indicado, talvez os resultados fossem diferentes. Esses grupos nao
podem ser definidos por RNA total e, portanto, ndo correspondem a classificacdes
moleculares anteriores.

Em conclusdo, os dados desta tese demonstram que o mRNA traduzido
diferencialmente ¢ capaz de identificar subgrupos moleculares de GBMs que estdo
fortemente associados a pratica clinica e, portanto, tem o potencial de identificar

novas abordagens terapéuticas e biomarcadores.

3.4.3.4.1 Glioblastomas e gliomas de baixo grau

Além da realizacdo da andlise com os tecidos de glioblastomas, foram
comparados também os gliomas de diferentes graus. Na andlise comparativa de vias
bioldgicas entre os tecidos de alto e baixo graus, notou-se que nos GBMs encontram-
se enriquecidas vias associdas a proliferacao celular, enquanto que nos gliomas de
baixo grau encontram-se enriquecidas vias associadas ao sistema nervoso, como
transmissdo sinaptica (Figura 70). Este resultado ¢ comparavel com dados do TCGA
(Cancer Genome Atlas Research Network 2008), que comparou gliomas de alto e

baixo graus em que as principais diferengas obtidas foram esses mesmos processos.
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Figura 70 - Perfil de processos bioldgicos diferencialmente expressos entre os

glioblastomas e os gliomas de baixo grau. O perfil de genes diferencialmente traduzidos nos

gliomas e nos glioblastomas foi comparado. Os genes foram classificados em processos biologicos
(Gene Ontolgy) e os mais estatisticamente relevantes foram representados graficamente. Em verde
estdo representados os processos mais enriquecidos nos GBMs e em vermelho os mais enriquecidos

nos gliomas de baixo grau.

No entanto, quando sdo realizadas as analises de agrupamento nao
supervisionadas os resultados parecem indicar fendmenos diferentes. Utilizando os
dados de RNA total das amostras de todos os gliomas para construir um grafico de
PCA, observou-se que as amostras de menor grau histologico segregam em um
grupo, ¢ as amostras de glioblastomas em outro (Figuras 71 e 72), pelo PC2. Através
do agrupamento nao supervisionado (unsupervised hirerarchical clustering) viu-se
que os gliomas de baixo grau se agrupam separadamente aos gliomas de alto grau.
Por outro lado, utilizando os RNAs polissomais, os gliomas de baixo grau misturam-
se com os glioblastomas, ndo havendo uma diferenga marcante entre eles. Pode-se

ver pelo unsupervised hierarchical cluster (Figuras 71 ¢ 72) que os gliomas de baixo
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grau segregam juntamente com os glioblastomas nos mesmos grupos formados na

analise realizada s6 com os glioblastomas.
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Figura 71 - Grafico de PCA obtido com o RNA total de gliomas. No grafico, as
amostras estdo plotadas com o seu grau histoldgico marcado, para melhor visualizagdo. Pode-se ver

que os glioblastomas (grau IV) segregam em um grupo e as amostras de menor grau em outro.
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Figura 72 - Clusters gerados pela anélise nao supervisionada do RNA total. Sao

indicadas as de glioblastoma (GBM) ou baixo grau (LG). Em laranja o novo cluster formado, dos

gliomas de baixo grau. O unico LG separado com os GBMs ¢ um astrocitoma difuso (Grau II).
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Figura 73 - Grafico de PCA das amostras polissomais de gliomas. No gréfico, as

amostras estao plotadas com o seu grau histologico marcado, para melhor visualizagao.
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Figura 74 - Clusters gerados pela analise ndo supervisionada, indicando para cada

amostra o cluster definido pela analise do RNA polissomal. Os nimeros indicam os
clusters formados na analise dos glioblastomas com o RNA polissomal, e os LG s@o os gliomas de
baixo grau. Os dois LG separados no cluster 1 sdo um astrocitoma pilocitico e um difuso (Grau I e II

respectivamente). Os LG separados no cluster 2 sdo 4 astrocitomas pilociticos e 1 difuso.
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Este resultado pareceu muito surpreendente. Por um lado, quando se
estabelecem os grupos de alto e baixo grau e se realiza a comparagdo entre eles,
observam-se processos relacionados a proliferagdo e ao sistema nervoso,
repectivamente. No entanto, estas diferencas ndo sdo significativas a ponto de
contribuirem para um agrupamento diferencial na analise ndo supervisionada. Mais
surpreendente ainda ¢ o fato de que foram incluidos na analise tumores de grau I, que
possuem um perfil mutacional completamente diferente dos tumores de grau Il a IV,
sendo, inclusive, considerados entidades distintas. Ou seja, os dados aqui trazidos
parecem indicar que o perfil de expressio de proteinas esta sendo regulado
independentemente de alteracdes génicas celulares e que tumores de alto e baixo
grau, apesar de muito diferentes geneticamente, apresentam comportamentos
biologicos semelhantes.

Considerando que os comportamentos biologicos semelhantes visualizados
através do RNA polissomal ndo sejam regulados por alteragcdes genéticas intrinsecas,
supde-se que estejam, entdo, refletindo uma resposta ao microambiente tumoral,
como uma resposta ao sistema imune, a presenca de vascularizacdo ou outros. Se
esta hipotese for verdadeira, a manipulagdo do microambiente tumoral, como o
infiltrado imune ou a vascularizagdo em subgrupos especificos de pacientes, seria
independente do grau histologico do tumor. Deste modo, os tratamentos poderiam

ser equivalentes em gliomas de alto e baixo graus.

3.4.4 Conclusoes parciais do capitulo IV

Um novo gradiente foi determinado para a utilizagdo em técnicas de perfil
polissomal. O desenvolvimento de um gradiente ndo-linear permite que o
fracionamento acumule os polissomos mais pesados em um nimero menor de
fracdes a serem coletadas, e este ponto ¢ fundamental para que, metodologicamente,
a extracdo de mRNAs associados a polissomos (RNA polissomal) seja otimizada. Tal
modificagdo ¢ crucial para analises de translatomica em amostras de tecido humano
congelados, pois, de forma geral, s3o amostras muito pequenas e que fornecem uma
quantidade reduzida de macromoléculas. Foi aplicada também a construcao de
bibliotecas com o protocolo Smart-Seq2. Desta forma, ¢ possivel observar a

descricdo metodologica que permite o isolamento e o sequenciamento do RNA
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polissomal desde a retirada do BioBanco até a biblioteca final pronta para que possa
ser sequenciada.

Apbs o sequenciamento, foi realizada a andlise da translatdmica dos tecidos,
capaz de separar os glioblastomas em 3 grupos, diferentes dos grupos ja propostos na
literatura, com diferentes vias alteradas. Estas vias sdo potenciais alvos terapéuticos
para novos tratamentos, inclusive drogas ja aprovadas que poderiam ser utilizadas
em casos especificos, nos quais as vias alvo se encontram alteradas. A anélise dos
gliomas parece demonstrar que, embora muito diferentes geneticamente, os gliomas
de alto e baixo graus possuem processos biologicos ativos muito semelhantes, de

modo que poderiam ser exploradas estratégias teraputicas semelhantes.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho teve como objetivo estudar o controle traducional para auxiliar
na melhor compreensdo da biologia tumoral de gliomas. Este aspecto foi abordado
inicialmente com um foco metodolégico para o desenvolvimento de uma
metodologia experimental que permitisse a identificacdo de RNAs diferencialmente
traduzidos. Apods a padronizagdo e a analise da viabilidade da técnica em modelos
celulares, iniciaram-se os estudos com tecidos tumorais humanos.

Nos capitulos II e III foi expressa a técnica padronizada em um pequeno
nimero de tecidos, o que revelou a necessidade de otimizacdo do método.
Finalmente, por meio da adaptacdo de um novo gradiente para aperfeicoamento da
técnica de perfil polissomal, em amostras de tecido humano pequenas, este pode ser
aplicado em um conjunto de tecidos de gliomas congelados. Ap6s o fracionamento
por meio do perfil polissomal, a padronizagdo da construgdo de biblioteca SmartSeq2
viabilizou o sequenciamento ¢ a obtengdo do perfil de RNAs diferencialmente
traduzidos.

Os padroes de expressio de RNA e RNA diferencialmente traduzido
mostraram-se radicalmente diferentes, com a formagdo de subgrupos moleculares
muito distintos entre si. A utilizacdo do RNA diferencialmente traduzido sugere a
formagdo de 3 grupos moleculares, com impacto prognéstico muito diferenciado e
alvos terapéuticos também diversos. O estudo dos gliomas de baixo grau também
manteve a formacdo dos mesmos subgrupos moleculares, sugerindo que os grupos
refletissem uma resposta ao microambiente tumoral, o que seria mais relevante
biologicamente do que alteragdes génicas especificas.

Sendo assim este trabalho foi essencial para o estabelecimento da técnica da
translatomica, estando agora disponivel para utilizagdo por outros pesquisadores. Sua
aplicacdo permitira a descoberta de novos alvos terapéuticos e personalizacdo de

terapias alvo.
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Anexo 1 — Carta de aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa-CEP

A.C.Camargo \ Comité de Etica em

Pesquisa - CEP
Cancer Center: :

Séo Paulo, 05 de junho de 2013.

A

Dra. Glaucia Noeli Maroso Hajj.

Aluna: Fernanda Cristina Sulla Lupinacci (Doutorado).

Ref.: Projeto de Pesquisa n*. 1775/13
“Translatomica aplicada zo descobrimento de alteragoes moleculares em gliomas™.

Os membros do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Fundagao

Antonio Prudente — Hospital do Cancer - A.C. Camargo/SP, em sua Gltima reunido de
07/05/2013, aprovaram a realizagio do projeto do estudo em referéncia e tomaram
conhecimento dos seguintes documentos:

T~

”~

Folha de Rosto para Pesquisa Envelvendo Seres Humanos;

Termo de Compromisso do Pesquisador com Resolugdes do Conselho Nacional de
Saude;

Termo de Dispensa do Consentimento Livre ¢ Esclarecido;

Declaragdo Sobre os Dados Coletados, Publicagdio dos Dados e Propriedade das
Informagoes Geradas; -

Declaragdo Sobre Uso e Destino do Material Biolégico, Publicagio dos Dados e
Propriedade das Informagdes Geradas;

Declaragio de Ciéncia e Comprometimento do Departamento de Biologia Celular e
Molecular;

Declaragéc de Infraestrutura e Instalagdes do Departamento de Biologia Celular e
Molecular;

Declaragdo de Ciéncia ¢ Comprometimento do Biobanco; .
Declaragdo Sobre a Publicagio dos Dados de Pesquisa Utilizando Amostras
Fornecidas e processadas Pelo Biobanco do Hospital AC Camargo;

Orgamento Financeiro Detalhado:

Cronograma do Estudo.

Informagdes a respeito do andamento de referido projeto deverio ser encaminhadas ao
CEP dentro de 12 meses,

Atenciosamente,

1° Vice-Coordenador do Comité de Eiica em Pesquisa

11



Apéndice 1 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido-TCLE

Q A.C.Camargo
Cancer Center

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
RESOLUGCAO 466/12 CNS/MS

I - DADOS DE IDENTIFICACAO DO PARTICIPANTE DA PESQUISA OU
RESPONSAVEL LEGAL

1. NOME DO PARTICIPANTE: ...
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ...

DATA NASCIMENTO: ... /oo
ENDERECO: . . APTO: ...
BAIRRO: .. ..CIDADE:

TELEFONE: DDD (..........) ......

2 RESPONSAVEL LEGAL: ... kO S A "
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador ete.): ..o

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N® ..o GENERO: M F
DATA NASCIMENTO: /
ENDERECO: . . APTO: ..
BAIRRO: .. _.CIDADE:

TELEFONE: DDD (...} ...

II-DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA:
Papel de microvesiculas na biologia de tumores cerebrais: implicacoes no diagnostico e
tratamento

2. PESQUISADOR RESPONSAVEL:
Vilma Regina Martins — Centro Internacional de Pesquisa — A.C. Camargo Cancer Center

3. PESQUISADORES ENVOLVIDOS:

Tiago Gass dos Santos — Centro Internacional de Pesquisa — A.C. Camargo Cancer Center

Glaucia Hajj — Centro Internacional de Pesquisa — A.C. Camargo Cancer Center

Martin Roffe — Centro Internacional de Pesquisa — A.C. Camargo Cancer Center

Paulo Sanematsu Jr — Departamento de Neurocirurgia — A.C. Camargo Cancer Center

Marilene Lopes — Departamento de Biologia Celular e do Desenvolvimento — ICB — USP

Fernanda Lupinacci — aluna de doutorado — Centro Internacional de Pesquisa — A.C.

Camargo Cancer Center

¢ Paula do Amaral Ribeiro — aluna de mestrado — Centro Internacional de Pesquisa — A.C.
Camargo Cancer Center

* Fernanda Ferreira — aluna de mestrado — Centro Internacional de Pesquisa — A.C.
Camargo Cancer Center

4. DURAC AODAPE SQUISA:
24 meses
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A.C.Camargo
Cancer Center

III - INFORMACOES A (0) PARTICIPANTE

O (A) senhor (a) esta sendo convidado (a) a participar do projeto de pesquisa “Papel de
microvesiculas na biologia de tumores cerebrais: implicagdes no diagnostico e tratamento”, que sera
realizada no A.C. Camargo Cancer Center.

O convite para a participagdo no presente estudo esta sendo realizado apos sua consulta no
Departamento de Neurocirurgia, onde serfo esclarecidas todas as questdes referentes ao seu
diagnéstico e tratamento.

IV - OBJETIVOS DA PESQUISA

Avaliar se microparticulas encontradas em pacientes com tumor de cérebro tém algum
papel durante a evolucdo da doenga e comparar o conteudo destas com microvesiculas de
pacientes sem a doenca.

V- JUSTIFICATIVA PARA A PROPOSTA DA PESQUISA

Microparticulas sdo pequenas estruturas produzidas pelas células das pessoas, sejam
elas saudaveis ou acometidas por alguma doenga. Estudos iniciais sugerem que estas
microparticulas possam ter algum papel no desenvolvimento do cancer. No entanto. mais
estudos devem ser feitos para que o papel destas microparticulas seja melhor compreendido.
Neste projeto. investigaremos as microparticulas em amostras de sangue e do tecido tumoral
de pacientes com tumores de cérebro. com o objetivo de conhecer melhor a sua fungdo nesta
doenga. Os resultados deste estudo ndo trardio beneficios diretos a vocé. mas talvez sejam
uteis no futuro. permitindo um diagndstico mais informativo ¢ um maior conhecimento a
respeito desta doenca.

VI-DESENHO DA PESQUISA
Para participar do estudo vocé devera ter:
- Diagnostico de tumor de cérebro de alto ou baixo grau.

Critério de exclusio:
- Ter recebido qualquer tratamento prévio (cirurgia, radioterapia ou quinuoterapia).

VII - DESCRICAO DOS PROCEDIMENTOS

Caso vocé concorde em participar deste estudo, sera feita uma coleta de quinze nulilitros (15 mL) de
sangue pelo anestesista apos o processo de anestesia e antes do ato cirirgico. Para os pacientes
diagnosticados com tumor de cérebro, a coleta do fragmento do tumor (de tamanho aproximado 2-3
cm3) sera feito pelo neurocirurgio e nio comprometera em nada o procedimento cirirgico, tampouco
seu diagnostico, uma vez que so iremos utilizar os fragmentos que o patologista e a equipe cirtrgica
julgarem que nfo irdo comprometer a avaliacio futura.

Vocé ndo tera despesas adicionais decorrentes da participacio nesta pesquisa. e deste modo
ndo sera ressarcido de gastos com fransporte ou alimentacdo no dia da cirurgia. O sangue coletado,
processado e seus componentes ficarfo armazenados até a sua utilizagdo, em freezers apropriados,
localizados no Centro Internacional de Pesquisa (sob responsabilidade da Dra. Vilma Regina Martins.
O fragmento do tumor sera imediatamente encaminhado para o laboratorio de Biologia Celular e
Molecular no Centro Internacional de Pesquisa, onde os pesquisadores irdo 1solar células especificas
do tumor e cultiva-las para posterior manipulagdo.

Um novo método de estudo é o Patient Derived Xenograft ou PDX, em portugués: Enxerto
(tumeor) Originado do Paciente. Os PDX sdo produzidos em camundongos através do transplante de
Jun/17 Versio 1 Piginal de 5
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uma pequena parte de seu tumor no ammal. Essa pequena parte do fumor transplantada no animal ira
formar um novo tumor, semelhante ao que se desenvolveu em vocé. O PDX faz com que o tumor de
um paciente agora possa ser estudado e tratado em um camundongo. O PDX mantém grande parte das
caracteristicas do tumor do paciente, sendo extremamente util para pesquisa de biomarcadores da
doenca. Biomarcadores sdo moléculas encontradas em um individuo que podem indicar algum
acontecimento bioldgico importante para uma deternunada situacio, neste caso, um tumor.

Uma pequena parte do tumor sera aproveitada para isolar as células tumorais no laboratorio.
Estas células serfo utilizadas para pesquisar caracteristicas tipicas do tumor e para testar novas
medicacdes contra o cancer. Assim, parte dos fragmentos do tumor sera analisada no laboratério e
outra parte sera implantada nos camundongos seguindo normas éticas internacionais e aprovados
previamente pelo Comité de Etica em Uso de Animais da instituicio. Os animais serdo cuidados e, no
momento que o tumor-PDX chegar a wm tamanho de 1 centimetro, o animal sera anestesiado, o tumor
sera removido para avaliagio e o sangue sera coletado para analise das microvesiculas. Todos os
procedimentos realizados no ammal serfo realizados dentro das melhores condig¢des, o amimal ndo
sofrera e ndo sera submetido a nenhum procedimento que lhe cause dor ou qualquer desconforto. O
tumor do amimal sera utilizado para estudar detalhes da doenca.

Importante, as células tumorais que serdo 1soladas do seu tumor sio consideradas imortais, ou
seja, podem ser mantidas por tempo indeterminado em condi¢des laboratoriais especificas. Devido a
essa caracteristica, essas células podem ser utilizadas em estudos futuros.

As amostras coletadas serdo processadas e armazenadas pelo Banco de Macromoléculas do
Biobanco do AC Camargo Cancer Center, e o excedente ndo utilizado por este projeto de pesquisa
podera ser utilizado em outros projetos no futuro, apds a aprovagio dos mesmos pelo Comité de Etica
em Pesquisa desta Instituicio™.

VIII - DESCONFORTOS E RISCOS ESPERADOS DECORRENTES DO
PROCEDIMENTO

No momento da coleta de sangue podera haver alguma dor em decomréncia da puncio.
Complicacdes de coleta de sangue sdo raras e geralmente sdo de pequeno porte. Se houver
extravasamento de sangue da veia no local da puncfio geralmente hd uma mancha roxa (hematoma) e
um pequeno desconforto que desaparece em poucos dias. As coletas de sanpue serdo realizadas por
profissionais especialmente treinados, o que diminu as chances de complicagdes.

IX - BENEFICIOS QUE PODERAO SER OBTIDOS

A sua participagio neste estudo ndo ira lhe trazer nenhum beneficio pessoal direto. Contudo,
o0s resultados podem contribuir para o maior entendimento dos fatores que determinam o avange e a
agressividade do tumor de cérebro, e desta forma podem ajudar outras pessoas no futuro.

X - CONFIDENCIALIDADE

A confidencialidade de suas informacgdes sera mantida e sua 1identidade sera preservada, sendo
que somente os membros da equipe médica e do Comité de Etica em Pesquisa terfio acesso aos
registros. A sua participacdo neste estudo é voluntaria, tendo o direito de retirar-se a qualquer
momento. A recusa ou desisténcia da participagcdo nesse estudo nio 1rd prejudicar seu
acompanhamento médico e tratamento.

XI - DANOS RELACIONADOS A PESQUISA
Qualquer dano resultante da sua participacio no estudo sera avaliado e tratado de acordo com

0s beneficios e cuidados a que vocé tem direito. Ao assinar este formulario de consentimento vocé nio
esta abrindo méo de qualquer um dos seus direitos legais.

XII - ACOMPANHAMENTO, ASSISTENCIA E RESPONSAVEIS
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O pesquisador e a equipe envolvida na pesquisa se comprometem a dar informacfo atualizada ao
longo do estudo, caso este seja o seu desejo. Para qualquer divida em relacfo a sua participacio neste
projeto, entrar em contato com Vilma Regina Martins (011) 2189-5000 — ramal: 2977, de segunda a
sexta das 8:00 as 18:00 horas.

XIII. OBSERVACOES COMPLEMENTARES:

As amostras coletadas serdo processadas pelo Biobanco do A.C. Camargo Cancer Center. O
excedente, ndo utilizado por este projeto de pesquisa, podera ser descartado ou, se autorizado pelo
participante, ser armazenado e utilizado em oufros projetos, apds a aprovacdo dos mesmos pelo
Comité de Etica em Pesquisa desta Instituicio, e quando necessario, da Comissdo Nacional de Etica
em Pesquisa. Dependendo da escolha do participante, podera ser ou nio necessaria a assinatura de
novo TCLE. Para isso, pedimos que o (a) senhor (a) escolha uma das seguintes opgdes quanto ao
armazenamento de sua amostra biologica:

() Autorizo o armazenamento da nunha amostra biologica excedente ao final deste estudo para que a
mesma possa ser utilizada em outros protocolos de pesquisa.

( ) Nao autorizo o armazenamento da minha amostra biologica excedente ao final deste estudo para
que a mesma possa ser utilizada em outros protocolos de pesquisa. Desta forma, compreendo que o
excedente sera mutilizado pelo Biobanco da instifucéo.

Em caso da uvtilizacdo das suas amostras em outras pesquisas, favor assimnalar uma das seguintes
opcdes:

( ) Quero receber um novo TCLE a cada nova pesquisa realizada no A C. Camargo Cancer Center.

( ) Nio quero receber um novo TCLE a cada nova pesquisa no A.C. Camargo Cancer Center.
Portanto, concordo que este TCLE, uma vez assinado, valera também para os demais protocolos de
pesquisa.

Em casos de obito ou condigdes incapacitantes, o (a) senhor (a) tem a possibilidade de ceder os
direitos sobre sua amostra biologica armazenada aos seus sucessores ou outras pessoas de sua
confianca. Para 1sso, pedimos que expresse a sua vontade com base nas opgdes abaixo:

( ) Cedo os direitos sobre minha amostra biologica armazenada nas situagdes acima referidas.
Favor indicar ao menos 1 (um) nome de pessoa autorizada:

Nome:

Grau de Parentesco:

Telefone: ( )

Nome:

Grau de Parentesco:

Telefone: ()

( ) Nio cedo os direitos sobre minha amostra biologica armazenada nas situagdes acima referidas.

Os dados fornecidos, coletados e obtidos neste protocolo de pesquisa, poderdo ser utilizados
em estudos futuros. A partir de sen material biologico armazenado, futuras pesquisas poderdo realizar
novas abordagens cientificas com o mfuito de, por exemplo, mvestigar a ocorréncia de outras
alteracdes em seu DNA;
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Em qualquer ocasido e a qualquer tempo, vocé tera o direito de acesso as informagdes e
resultados obtidos com a utilizagdo de seu material bioldgico armazenado, recebendo orientacdes
quanto as suas implicagdes, incluindo aconselhamento genético quando necessario.

Esta pesquisa podera ser interrompida durante a sua realizacdo e apos o aval do CEP da
nstifuigdo, em casos onde: a) O pesquisador responsavel decida que algum motivo ou situagdo possa
por em 11sco a seguranca do participante ou; b) O CEP julgue que o estudo esteja sendo conduzido de
maneira eticamente inaceitavel.

XIII. QUEM DEVO CONTATAR EM CASO DE DUVIDAS:

Pesquisador Responsavel: Dra. Vilma Regina Martins

Laboratorio de Biologia Tumoral e Biomarcadores do Centro Internacional de Pesquisa do A.C.
Camargo Cancer Center - Sao Paulo.

Telefones para contato: (11) 2189-5000

Endereco: Rua Professor Antonio Prudente, 211 — Liberdade — Sdo Paulo / Rua Taguna, 440 —
Liberdade — Sao Paulo.

Se o pesquisador responsavel ndo fomecer as mnformacgdes/ esclarecimentos suficientes, por
favor, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Fundagdo Antonio
Prudente — A.C. Camargo Cancer Center pelo telefone (11) 2189-5000, ramal 5020 de segunda-feira a
quinta-feira das 8 horas as 18 horas e sexta-feira das 8 horas as 17 horas.

Este documento sera elaborado em 2 (duas) vias. O (a) senhor (a) recebera uma das vias originais e a
outra sera arquivada pelo pesquisador em seu arquivo de pesquisa.

Eu,

declaro ter lido, compreendido e discutido o contetido do presente Termo de Consentimento e
concordo em participar desse estudo de forma livre e esclarecida autorizando os procedimentos
acima relacionados:

Assinatura do participante ou responsavel legal Assinatura do responsavel pela aplicacio do
termo

! ! / !
Data Data




