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RESUMO

Maschietto M. Caracterizacao da expressao dos genes da via de
sinalizacado WNT e do processo de transicao epitélio-mesénquima
durante a embriogénese de rim e suas implicagoes em tumores de
Wilms. Sao Paulo; 2009. [Tese de Doutorado-Fundacao Anténio Prudente].

O desenvolvimento do rim envolve interacbes complexas entre as células
epiteliais e mesenquimais. Uma interrupgdo em qualquer passo crucial da
progressdo morfogenética pode levar a ma formacédo renal e doengas,
incluindo cancer. O tumor de Wilms (TW) ou nefroblastoma é originado pela
interrupcao da diferenciacao das células do blastema metanéfrico resultando
em um tumor composto por trés componentes histolégicos, blastema,
epitélio e estroma. O componente blastematoso apresenta caracteristicas
moleculares altamente semelhantes aos primeiros estagios da nefrogénese,
sugerindo que este componente retém os eventos moleculares chaves
responsaveis pela origem do tumor. Relatos mostram que a regulagdo néo
apropriada de genes de vias de transdugao de sinal € um fator importante
para interrup¢cdo da diferenciagdo renal e, provavelmente, para o
aparecimento do TW. Nesse estudo, para identificar as alteracdes
moleculares do inicio da diferenciagdo do rim e que s&o recapituladas no
TW, a expressao de genes pertencentes as vias de transducdo de sinal foi
avaliada em células do blastema metanéfrico de quatro estagios temporais
da diferenciagdo em camundongos (de 15,5 dias pdés-coito até o rim
completamente diferenciado), e em células do blastema de TWs e de rins
diferenciados em humanos. Entre as vias avaliadas estdo a via de
sinalizagdo Wnt, fosfatidilinositol (PI3K) e genes associados a transigao
epitélio-mesénquima e mesénquima-epitélio (EMT/MET), que sao vias
sabidamente envolvidas no desenvolvimento embrionario. Para avaliar TWs
em humanos e nefrogénese em camundongos, foi desenvolvido um modelo
que permite a hibridagcdo das moléculas-alvo de humanos e camundongos
em uma mesma plataforma de cDNA microarray. Trezentos e vinte e seis
trechos de genes ortologos de humanos e camundongos, com alta
similaridade em nivel de nucleotideos, foram imobilizados em uma



plataforma de vidro. O RNA total das células capturadas a laser foi
amplificado e hibridado. Foram selecionados 18 genes, cuja expressao no
inicio da diferenciacdo do rim foi recapitulada no TW, dos quais 11 foram
menos expressos no tumor e apresentaram expressao crescente durante a
nefrogénese e 7 foram mais expressos no tumor e apresentaram expresséo
decrescente durante a nefrogénese. A clusterizagdo hierarquica nao
supervisionada baseada na expressao dos 18 genes foi capaz de agrupar os
rins maduros de ambas as espécies, humanos e murinos, e discrimina-los
das amostras de TW, que por sua vez foram agrupados com os rins mais
precoces, validando o modelo de analise proposto. Os 18 genes foram
avaliados em grupos independentes de amostras por RNAm e proteina.
Foram selecionados 12 dos 18 genes para validagdo por RT-PCR
quantitativo no grupo inicial de amostras, dos quais, 9 (75%) confirmaram a
expressdo. Desses, 5 (55,6%) foram validados em um grupo independente
de amostras. Quanto ao nivel protéico, 8 genes foram avaliados por
imunoistoquimica em TWSs, rins maduros e durante a nefrogénese de
humanos. A avaliagdo quantitativa da expresséo protéica foi concordante
com os resultados de expressdo de RNA mensageiro para cinco (62,5%)
genes. Assim, esse estudo identificou WNT5B, PI3KCA, FzZD2, GRK7,
TESK1 e TIMP3 como associados pela primeira vez aos TWs. As alteraces
da expressao desses genes devem ser eventos precoces da interrupgao da
diferenciagdo que leva a transformagdo maligna. Adicionalmente,
combinagdes de trios de genes foram avaliadas como marcadores preditivos
de recaida em TW. O melhor trio composto por IGF2, TESK1 e PAX2, foi
capaz de discriminar corretamente 85,71% das amostras quanto a recaida e
nao recaida. Esse estudo contribuiu para a identificagdo de novos genes
associados com o aparecimento do TW, e como s&o alteragbes moleculares
precoces, provavelmente sao desencadeadoras do aparecimento do TW.
Dessa forma, sao candidatos apropriados para serem testados como alvos
terapéuticos e marcadores moleculares para auxiliar a pratica diaria do TW.



SUMMARY

Maschietto M. [Gene expression characterization of WNT signaling
pathway and epithelial-mesenchymal transition during kidney
embryogenesis and their implications in Wilms tumors]. Sdo Paulo;

2009. [Tese de Doutorado-Fundagao Antonio Prudente].

Kidney development involves complex interactions between epithelial and
mesenchymal cells. A disruption at any crucial step of the morphogenetic
progression may lead to kidney malformations and diseases, including
cancer. Wilms tumor (WT) or nephroblastoma originates from the
metanephric blastema cells, which were unable to complete the
differentiation process, resulting in a tumor composed by three histological
components, blastema, epithelia and stroma. Blastemal component presents
molecular characteristics which are highly similar to the earliest stages of
kidney development, suggesting that it retains the key molecular events
responsible for WT onset. Deregulation of signal transduction pathways has
showed to be an important factor for interruption of renal differentiation, and
probably for the WT onset. In this study, aiming to identify the early molecular
alterations potentially involved in WT arising, the expression pattern of genes
belonging to the transduction signaling pathways was evaluated in cells of
the metanephric blastema in four temporal differentiation stages from 15,5
days post-coitum to the fully differentiated kidney in mice, and in blastemal
cells of WT and human differentiated kidneys. To evaluate nephrogenesis in
mice and WT in humans, we developed a model that allows the hybridization
of target molecules of both species in the same cDNA microarray platform.
Three hundred and twenty-six stretches of orthologous genes from humans
and mice that share high similarity at nucleotide level were immobilized on a
glass platform. Wnt signaling pathway, phosphatidylinositol (PI3K) and genes
related to epithelial-mesenchymal transition and epithelial-mesenchymal

(EMT/MET), associated to the embryonic development, were among the



evaluated pathways. Blastemal cells were laser captured from 24 WT
samples at four stages of nephrogenesis. Total RNA from these samples was
amplified and hybridized in the platform. Eighteen genes were selected,
whose expression in the initial of kidney differentiation were also observed in
WT, where 11 were down-regulated in WT and reported an increasing
expression during nephrogenesis and 7 were up-regulated in WT and
presented a decreasing expression during nephrogenesis. Non-supervised
hierarchical clustering based on the expression of 18 genes grouped
differentiated kidneys from both species, human and murine, and
discriminated both from WT samples, which were grouped with the earliest
kidney stages, validating the model proposed by this study. The 18 genes
were assessed in independent groups of samples at mMRNA and protein
levels. Twelve out of 18 genes were selected for validation by quantitative
RT-PCR in the initial sample set and the expression of 9 (75%) genes was
confirmed. From the 9 genes, 5 (55.6%) were validated in an independent
group of samples. At protein level, 8 genes were evaluated by
immunohistochemistry in WT, during nephrogenesis and in differentiated
kidneys in humans. Quantitative evaluation of protein expression was
consistent with the results of mMRNA expression for 5 (62.5%) genes. This
study identified WNT5B, PI3KCA, FZD2, GRK7, TESK1 and TIMP3, which
had not been previously associated to WT. Gene expression alterations may
be the early events of the interruption of cell differentiation that leads to
malignant transformation. Additionally, combinations of trios of genes were
tested as predictors of WT relapse revealing IGF2, TESK1 and PAX2 as the
best trio because it was able to correctly discriminate 85.71% of the samples.
This study contributes to the identification of new genes associated to the WT
onset and to the early molecular alterations, which are likely to trigger the WT
arising. In this way, these genes are candidates to be tested for therapeutic

targets and also for molecular markers to assist the daily WT practice.
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1 INTRODUGAO

11 TUMOR DE WILMS: ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS E

CLINICOS

As neoplasias pediatricas representam entre 2% e 3% de todas as
neoplasias na maioria das popula¢gdes, sendo que o percentual mediano dos
tumores pediatricos observados nos Registros de Cancer de Base
Populacional Brasileiros encontra-se proximo de 3%. A estimativa para o ano
de 2008 para o Brasil foi de que dos 351.720 casos novos de neoplasias
malignas, a exceg¢ao dos tumores de pele ndo melanoma, cerca de 9.890
casos novos seriam em criangas e adolescentes até os 18 anos de idade
(Ministério da Saude 2008).

Nos paises em desenvolvimento, o cancer pediatrico esta se
destacando como a mais importante causa de o6bito, devido provavelmente
as atuais politicas de prevencao de outras doencas infantis. Atualmente, o
cancer representa a segunda causa de morte em criangas de 1 a 19 anos no
Brasil, atras apenas de causas externas como acidentes e violéncia
(Ministério da Saude 2008).

Nas trés ultimas décadas, observou-se um avango na terapéutica
contra o céancer resultando em aumento no numero de criangas que
atingiram a cura e chegaram a vida adulta (YOUNG et al. 1986). A

mortalidade das criangcas acometidas por todos os tipos de cancer



(leucemias, linfomas e tumores solidos), apresentou declinio importante a
partir de 1960, em areas desenvolvidas como América do Norte, Europa
Central, Japao e Oceania. Declinios menos evidentes foram observados no
leste Europeu, América do Sul e outras areas pouco desenvolvidas
(MARTOS e OLSEN 1993; LEVI et al. 1995).

Dentre os tumores solidos pediatricos, os mais comumente
encontrados sao os retinoblastomas, hepatoblastomas, neuroblastomas,
tumores  neuroectodérmicos primitivos ou sarcoma de Ewing,
rabdomiossarcomas e nefroblastomas ou tumores de Wilms (TW). Os
tumores renais representam 5 a 10% (LITTLE 1999) dos tumores da
infancia, sendo que aproximadamente 95% destes sao TWs, que afetam
uma em cada 10.000 criancas (RIVERA e HABER 2005).

Na década de 1970, a incidéncia de TW era considerada estavel,
independente de raga, sexo ou area geografica (INNIS 1973). Ja no final da
década de 1990, os estudos mostraram variagdes geograficas, com maiores
incidéncia na Escandinavia, Nigéria e Brasil, e menores no Jap3o, india e
Cingapura (PARKIN et al. 1988). Um estudo caso-controle sugeriu que pode
existir uma relacdo entre o aumento da incidéncia de TW no Brasil e a
exposi¢cao dos pais a pesticidas (SHARPE et al. 1995) ou com a ingestéo de
analgésicos que contenham dipirona pelas maes durante a gravidez
(FRANCO et al. 1991). Apesar de ter sido banido em paises europeus € na
América do Norte devido ao risco de causar agranulocitose (0,2 a 2 casos
por milh&o), a dipirona é largamente utilizada no Brasil, inclusive em postos

de saude.



O pico de incidéncia ocorre entre o segundo e terceiro anos de vida,
sendo que 75% das criangas que desenvolvem a neoplasia tém menos de
cinco anos. Pacientes com TW bilateral tendem a ser diagnosticados mais
precocemente que aqueles com tumor unilateral, com média de 32 meses
nos casos bilaterais e de 44 meses nos casos unilaterais, sendo a idade
média geral de apresentagao do tumor de 29,5 meses para os meninos e de
32,6 meses para as meninas (BRESLOW et al. 1996; DOME e COPPES
2002). Os resultados do primeiro estudo do Grupo Cooperativo Brasileiro
para Tratamento do Tumor de Wilms (GCBTTW) mostraram que a idade
média de acometimento no pais € um pouco maior, 36 meses para 0s
meninos e 46 meses para as meninas. Aparentemente, existe um pequeno
desvio de incidéncia para o sexo feminino (FRANCO et al. 1991).

Os registros do Hospital A.C. Camargo mostram que a frequéncia
relativa de pacientes portadores de TW aumentou entre 1985 e 1989 e a
mortalidade diminuiu entre 1980 e 1984, ambos mantendo-se constantes a
partir desses anos com 76% de sobrevida livre de doenga em cinco anos
(DE CAMARGO 2003).

O tratamento do TW ¢é sempre multidisciplinar, com cirurgia,
quimioterapia e radioterapia em alguns casos selecionados. Até o momento,
os fatores prognésticos considerados importantes para a decisao terapéutica
séo o estadiamento (Quadro 1) e o tipo histolégico. Atualmente sdo curadas
entre 76 e 90% das criancas e o objetivo atual é identificar marcadores de

bom e mau progndstico que permitam reduzir ou intensificar o tratamento,



respectivamente, diminuindo a morbidade dos tratamentos e aumentando as

taxas de cura e sobrevida.

Quadro 1 — Estadiamento dos tumores de Wilms.

Estadio | Tumor restrito ao rim, completamente ressecado
Estadio Il Tumor se estende além do rim, porém completamente ressecado
. Tumor se estende além do rim, com ressecg¢ao incompleta, mas restrito ao
Estadio IlI
abdome
Estadio IV Disseminagédo hematogénica / metastase a distancia
Estadio V Tumor bilateral

Os dois grandes grupos cooperativos que estudam TWs sédo o
NWTSG (National Wilms Tumor Study Group) que preconiza a nefrectomia
como opcao de terapéutica inicial e administracdo da quimioterapia
adjuvante, e a SIOP (Société Internationale d’Oncologie Pédiatrique), cuja
linha terapéutica aconselha a quimioterapia pré-operatoria, por facilitar a
cirurgia reduzindo o tamanho dos tumores, sendo este o regime adotado
como modelo de tratamento no Brasil.

Os TWs podem apresentar até trés componentes: blastematoso,
epitelial e estromal. Essa heterogeneidade morfolégica tem sido usada por
alguns protocolos de tratamento como tendo significancia prognoéstica.
Nesse caso, tumores mais diferenciados, com predominio de componente
epitelial e estromal, apresentam um melhor progndstico, apesar de nao
serem quimiossensiveis. Esses tumores sd0 menos agressivos € como hao

respondem bem a quimioterapia, ndo sédo elegiveis para tratamento com




agentes mais toxicos. O componente blastematoso € mais responsivo a
quimioterapia, e em tumores tratados com quimioterapia pré-operatoria, as
areas blastematosas sado freqlientemente necréticas com poucas células
reconheciveis (WEIRICH et al. 2001). No entanto, seguindo o protocolo da
SIOP, que adota a quimioterapia pré-operatdria, se na peca tumoral houver
predominio do componente blastematoso apds o tratamento, o tumor é
considerado de alto risco, pois indica que o componente é resistente a
quimioterapia.

Nos ultimos anos, diversos trabalhos vém buscando marcadores
moleculares na tentativa de predizer o comportamento dos TWs, com pouco
sucesso. Classificadores baseados em dados de microarray compostos por
50 genes obtiveram uma acuracia modesta para estratificagdo de TWs
estadio lll, com sensibilidade mediana de 47% e especificidade de 70%,
para tumores que recaem e nao recaem (HUANG et al. 2009). Outro estudo
encontrou que, a despeito de praticamente todos os TWs serem positivos
para tromboplastina, o aumento da sua expressao protéica foi associado
com recaida tumoral. Como a maioria desses tumores foi tratada com
quimioterapia prévia a cirurgia, nao foi possivel avaliar a influéncia do
tratamento para a expressdo de tromboplastina (MACIEL et al. 2009). Um
trabalho desenvolvido no nosso laboratério avaliou amostras de TWs sem
tratamento quimioterapico, homogéneas quanto as caracteristicas clinicas e
histopatolégicas e identificou um trio de genes composto por TSPANS,
MPP2 e CDO1 capaz de classificar 68,7% das amostras que nao recaem e

todas as amostras que recaem apoés o tratamento (MASCHIETTO et al, em



preparagao). Apesar de esse estudo apresentar um indice de acerto
relativamente alto, o trio de genes ainda precisa ser validado em outros
grupos de amostras, e a busca de marcadores moleculares para identificar
pacientes de alto e baixo risco ainda se faz necessaria.

Alguns eventos histolégicos e bioldgicos foram sugeridos como
capazes de desencadear ou manter a tumorigénese do TW, entretanto as
etapas desse mecanismo ainda sao desconhecidas. Ainda é necessario
ultrapassar um dos desafios atuais no estudo do TW, que tem sido entender
sua tumorigénese, uma vez que esta mostra grande complexidade. Um
melhor entendimento da patogénese do TW requer estudos que
correlacionem os achados clinico-epidemiolégicos, com seus aspectos
histolégicos e moleculares, pois existem evidéncias de que essas variaveis

podem estar intimamente relacionadas (DOME e COPPES 2000).

1.2 TUMORES EMBRIONARIOS E EMBRIOGENESE: ASPECTOS

COMUNS

Os tumores embrionarios sao neoplasias originarias de células
primordiais que sofreram mutacdes espontaneas e nao sao decorrentes de
mutacdes adquiridas por agao ambiental, como ocorre com a maior parte
das neoplasias de adultos. Os tumores embrionarios derivam de tecidos
imaturos e possuem capacidade de diferenciagao heteréloga resultando em

uma aparéncia anatomo-patologica que lembra fases do desenvolvimento do



tecido de origem (DEHNER 1998), um dos aspectos que diferenciam esses
tumores dos tumores de adulto.

Ja no século 19, Lobstein e Cohnheim foram os primeiros a sugerir
semelhangas entre a embriogénese humana e a biologia das células
tumorais (RATHER 1978). A recente idéia de que estudos moleculares de
tumores embrionarios sob uma perspectiva da sua correspondente
embriogénese pode evidenciar eventos moleculares comuns a ambos o0s
processos, o desenvolvimento e a tumorigénese, tem se tornado muito
atrativa.

Alguns trabalhos desenvolvidos sob essa perspectiva em
meduloblastomas (KHO et al. 2004; SCHULLER et al. 2006) revelam
mecanismos comuns do desenvolvimento do érgédo e do tumor. Em TW,
diversos trabalhos, inclusive um de nosso grupo, identificaram uma
assinatura génica associada ao TW e ao desenvolvimento do rim,
evidenciando mecanismos moleculares comuns dos dois processos (LI et al.
2002; LI et al. 2005; MASCHIETTO et al. 2008)

Os rins sao formados pela interagao reciproca entre células epiteliais
e mesenquimais vindas do mesoderma intermediario. E uma formacgéo
continua, com novos néfrons sendo adicionados nas camadas mais externas
do cortex renal, onde as células mesenquimais indiferenciadas residem
(SCHEDL 2007).

No momento da indugcdo dada pelo broto uretérico, essas células
seguem uma série de eventos morfogenéticos bem definidos. Primeiro,

cerca de 20 células mesenquimais condensam-se, passam pela transicdo



mesénquima-epitélio (MET, do inglés, mesenchymal epithelial transition) e
se diferenciam para agregados epiteliais, o blastema metanéfrico, em torno
do broto uretérico, formando a vesicula renal. Essas células proliferam, cada
vesicula renal se organiza na forma de “virgula” e entdo forma o corpo “S”.
Este se alonga e se diferencia em diversos segmentos do néfron: os tubulos
proximais e distais, a alca de Henle e o glomérulo (SAXEN e SARIOLA
1987) (Figura 1).

Como consequéncia desse processo continuo, néfrons mais
primitivos sdo encontrados nas regides mais externas do cortex enquanto
que as estruturas mais maduras residem proximo a medula renal. O numero
de néfrons varia bastante entre individuos, de 300 mil até um milhdo por rim
(NYENGAARD et al. 1992). Em humanos, a nefrogénese € um processo que
normalmente cessa na 362 semana da gestacao (HASTIE 1994), sendo essa

idade especifica nas diferentes espécies.
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Legenda: A flecha vermelha indica a diregdo em que os eventos de formagéo do glomérulo
acontecem B. Rim de embrido humano de 13 semanas de idade expondo as células
mesenquimais, o blastema metanéfico em todas as suas etapas de diferenciacao até a
formacao de glomérulos e C. Esquematizacdo de um glomérulo, adaptado de
http://embryology.med.unsw.edu.au/Notes/urogen7.htm, com legenda indicativa da
morfologia das células dos diferentes tubulos. D. Rim humano mostrando tubulos e
glomérulos completamente diferenciados.

Fonte: Adaptado de SCHEDL (2007).

Figura 1 - Etapas da formacgéo do glomérulo durante a embriogénese do rim.
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Dentre os tumores embrionarios, os TWs s&o os que mostram melhor
correlacdo morfolégica com as fases do desenvolvimento embrionario.
Aparentemente, os TWs nascem da persisténcia de células mesenquimais
condensadas, o blastema metanéfrico, que normalmente ja tenha comegado
a responder aos sinais indutivos de diferenciacdo vindos do broto uretérico
resultando em tumores com grande similaridade estrutural com o
desenvolvimento do rim (MIERAU et al. 1987). Consequentemente, a
maioria dos TWs é do tipo trifasico, contendo uma mistura de células
blastematosas indiferenciadas, estromais e epiteliais, presentes em
propor¢gdes variaveis com diversidade de arranjo arquitetural e graus de
diferenciagcao (BECKWITH 1983 e 1993). Esses dados sugerem que genes
que participam da diferenciacdo das células renais desempenham uma
funcéo importante no TW.

Considerando que o TW ¢é resultante da interrupcao da diferenciagao
das células renais, avaliar esses tumores sob a perspectiva do
desenvolvimento do rim possibilita a identificagdo de genes de sinalizagao

celular cuja alteragao leva a perda do controle da diferenciacéo renal.

1.3 VIAS DE TRANSDUGAO DE SINAL NA DIFERENCIAGAO

A comunicacdo entre as células é frequentemente mediada por
moléculas secretadas que se ligam a receptores de superficie celular e
modulam a atividade de efetores intracelulares especificos (KESTLER e

KUHL 2008). As vias intracelulares regulam propriedades das células como
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motilidade, adesdao e divisdo celular, além de fungdes bioquimicas
especializadas (MARTIN-BLANCO 1997). Os estudos de vias de transdugdo
de sinal revelaram modelos interessantes da comunicacao e principalmente

da diferenciacio e especializacdo celulares (NOSELLI e AGNES 1999).

1.3.1 Via de sinalizagao celular Wnt

A sinalizacdo da via celular Wnt é implicada em numerosos aspectos
do desenvolvimento e controla uma variedade de processos durante o
desenvolvimento como especializagao, proliferagdo, polaridade e migragao
celulares, sendo importante tanto durante a embriogénese quanto para a
manutencdo do tecido adulto. Uma interferéncia nessa sinalizagao pode
resultar em defeitos do desenvolvimento e cancer (KESTLER e KUHL 2008).
Em vertebrados, 19 genes WNTs codificam para proteinas com um padréao
de residuos de cisteina conservado (TAKADA et al. 2006), que interagem
com 10 membros de receptores transmembrana da familia Frizzled
(WODARZ e NUSSE 1998), além dos co-receptores LRPs (PINSON et al.
2000; TAMAI et al. 2000) e outros. Em conjunto, essas proteinas formam
complexos que ativam respostas intracelulares especificas (CADIGAN e LIU
2006). Atualmente se considera que essa via é dividida em pelo menos trés
bracos de sinalizagao celular: Wnt/B-catenina ou via candnica, Wnt/Calcio e
Wnt/JNK ou de polaridade planar celular (KESTLER e KUHL 2008).

Estudos concentram esforgcos na compreensao do brago candnico da
via Wnt (MORIN 1999; PEIFER e POLAKIS 2000), altamente conservado

entre as espécies e que esta mais claramente implicado nos processos de
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transformacao neoplasica. Recentemente, a associagcao da via Wnt/Calcio
com esses processos também tem se intensificado (TAMIMI et al. 2008;
MASCHIETTO et al. 2008).

No braco candnico da via, infere-se que, ocorrendo a ativacao da via
Wnt durante a embriogénese, a B-catenina (CTNNB1) é impedida de ser
degradada, sendo transportada para o nucleo, onde participa de complexos
protéicos e regula a expressao de diversos genes.

Nas células em processo de diferenciacéo, a ligagdo de uma proteina
Whnt ligante a um receptor Frizzled e ao co-receptor LRP leva a ativagao de
uma cascata que resulta na desmontagem do complexo de destruigao, um
processo que envolve as proteinas Dishevelled, CKly e CKle e resulta no
acumulo de B-catenina citoplasmatica (PEIFER e POLAKIS 2000). Este é
um processo altamente regulado que controla diversas fungdes durante o
desenvolvimento como a sinalizagao de proliferagdo, adesao, diferenciacao,
morfologia celular e apoptose (BRENNAN e BROWN 2004).
Subsequentemente, a B-catenina interage com fatores de transcricdo da
familia TCF/LEF transformando o complexo de repressor para ativador da
transcricdo. Ao ser transportado para o nucleo, esse complexo interage com
outras proteinas como BCL9, Groucho ou CtBP (LOGAN e NUSSE 2004;
CLEVERS 2006) e regulam a transcricdo de diversos genes, tais como o
cMYC (HE et al. 1998) e CCND1 (TETSU e MCCORMICK 1999).

Nas células ja diferenciadas, esse brago esta desativado devido a
auséncia de uma proteina Wnt ligante, o que mantém a concentragao de B-

catenina citoplasmatica baixa devido a sinalizagdo do complexo de
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destruicao formado por GSK3B, AXIN1, APC e WTX (MORIN 1999, PEIFER
e POLAKIS 2000; KIMELMAN e XU 2006). Ao se ligar ao complexo, a -
catenina é fosforilada por CKla e GSK3[, que sinaliza para ubiquitinacao e
degradacgao via proteossomo (LIU et al. 2002). A fosforilagdo ocorre nos
residuos de serina e treonina localizados na porcdo amino-terminal
(ABERLE et al. 1997). Os baixos niveis de [B-catenina citoplasmatica
permitem que esta participe da adesao célula-célula, ligando-se a e-caderina
e outras proteinas do citoesqueleto.

Em alguns tumores existem evidéncias da reativagdo desse processo,
onde a B-catenina passa a exercer um papel de fator de transcricido e o
complexo volta a ativar a transcricdo de genes que deveriam permanecer
silenciados (WALTZER e BIENZ 1999; MOON et al. 2002). Alteragbes na
regulagcao dessa via sdo reconhecidamente importantes no desenvolvimento
de inumeros tumores (SPARKS et al. 1998; MIYOSHI et al. 1998).

A sinalizagdo da via Wnt independente de B-catenina € menos
compreendida, parcialmente porque se sobrepde com outras vias de
sinalizagao celular. As proteinas Wnts envolvidas sao a Wnt11 e Wnt5A
(DEJMEK et al. 2006), que controlam a sinalizagdo do calcio intracelular e
consequentemente, as enzimas sensiveis ao ion, como PKC (KINOSHITA et
al. 2003; TU et al. 2007), CamKIl (TOPOL et al. 2003; OUKO et al. 2004),
além da fosfatase calcinerina que € capaz de ativar o fator de transcricdo
NFAT (DEJMEK et al. 2006).

A via Wnt/Calcio parece também ter a funcdo de suprimir a

sinalizagao da via Wnt/B-catenina, através da ativacdo da proteina quinase
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C dependente de calmodulina (CaMKIl) e da quinase Nemo-like (NLK)
(KUHL 2004; LOGAN e NUSSE 2004; SEIFERT e MLODZIK 2007), através
da fosforilagdo dos fatores de transcricdo TCF (ISHITANI et al. 1999, 2003).
Essa via também foi associada a formacao de tumores (LIANG et al. 2003;
KREMENEVSKAJA et al. 2005; TAMIMI et al. 2008).

O terceiro brago da via Wnt, a Wnt/UNK, regula a polaridade de
células epiteliais orientando-as no contexto do tecido do qual fazem parte.
Apesar de ja ter sido demonstrado o papel desse brago da via em células de
Drosophila (STRUTT 2003), o papel que tem em vertebrados foi descrito
apenas durante a gastrulacdo e na migragao das células da crista neural.
Sabe-se que esse processo € ativado através do envolvimento das proteinas
Wnt11 e Wnt5A (VEEMAN et al. 2003; MATSUI et al. 2005, DE CALISTO et

al. 2005).

1.3.2 Transicao Mesénquima-Epitélio e Epitélio-Mesénquima
Células epiteliais e mesenquimais representam os principais tipos
celulares de mamiferos. Células epiteliais sdo caracterizadas por interagdes
coesivas, diferenciagdo das membranas em apical, lateral e basal,
polarizagdo celular das organelas e citoesqueleto, auséncia de motilidade
entre outras. Células mesenquimais podem ou nao interagir com outras
células, sdo fusiformes sem distribuicdo polarizada de organelas e
citoesqueleto e algumas células tém capacidade de se locomover e, as
vezes, até de invadir. Durante o desenvolvimento, algumas células podem

trocar de status epitelial para mesenquimal, o que é regulado por um
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processo conhecido como transicdo epitélio-mesénquima (EMT, do inglés,
Epithelial-Mesenchymal Transition). Em alguns casos, o EMT é reversivel e
a célula sofre a transicdo mesénquima-epitélio (MET) (LARUE e
BELLACOSA 2005). O primeiro MET ocorre na pré-implantagédo do embrido
com a formagdo do trofoderma, e o primeiro EMT é observado no
desenvolvimento embrionario durante os movimentos de gastrulacéo e
formagdo da mesoderme (SHOOK e KELLER 2003). No rim, as células
mesenquimais sao originarias do mesoderma intermediario, e passam pela
MET dando origem as células epiteliais do blastema metanéfrico (SAXEN e
SARIOLA 1987).

Tanto EMT quanto MET sdo dependentes de ¢-caderina (CDH1),
sendo que a EMT é associada com a diminuicdo da sua expressao. Essa
molécula de adesao célula-célula é uma glicoproteina transmembrana
dependente de calcio e presente na maioria das células epiteliais
embrionarias e diferenciadas (LARUE e BELLACOSA 2005). A diminuigao
da fungéo da e-caderina na adesé&o celular marca o surgimento do processo
EMT no qual as células epiteliais adotam um fenétipo fibroblasto-like e
apresentam atividade invasiva (BOYER et al. 1993; THIERY e CHOPIN
1999). Nesse sentido, a perda de ¢-caderina tem sido associada as
mudancas moleculares observadas nas células neoplasicas metastaticas
mais agressivas (THIERY 2003) sendo que a sua re-expressao foi
observada durante a intravasdo e a implantagcdo das células metastaticas

(KANG e MASSAGUE 2004; THIERY e MORGAN 2004).
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A ¢-caderina é regulada pela via de sinalizagdo celular PI3K
(phosphoinositide 3-kinase). A familia PI3K é constituida por enzimas que,
quando ativadas, fosforilam lipideos de inositol para gerar 3-fosfoinositois,
que apresentam papel de mensageiros secundarios dentro dessa via. Muitas
proteinas de sinalizacdo sao recrutadas especificamente por lipideos
fosforilados. Estas proteinas incluem quinases serina-treonina, proteinas de
tirosina-quinase e fatores regulatorios das proteinas G. Essas proteinas sao
normalmente encontradas no citosol na forma inativa, mas quando
localizadas na membrana se tornam ativadas e participam na montagem de
complexos de sinalizagdo e ativagdo de cascatas de quinase (BRADER e
ECCLES 2004). Efetores de sinalizagdo downstream a PI3K incluem
membros da familia AKT serina-treonina quinase (também conhecida como
PKB) sendo que células com produgéao constitutiva de formas ativas de AKT
também produzem o repressor transcricional SNAIL, conhecido por reprimir
a expressao de e-caderina (GRILLE et al. 2003).

Na membrana, a e-caderina interage com a B-catenina formando um
complexo associado a jungdo aderente das células epiteliais e ancorado ao
citoesqueleto de actina (JAWHARI et al. 1999). Esta interagcédo é fundamental
para que ocorra uma adesao célula-célula eficiente (HIROHASHI e KANAI
2003) e quando esta é alterada ou perdida, as células tumorais podem
adquirir capacidade invasiva.

A B-catenina tem, portanto, uma funcido dupla nesse processo: como
membro da fungdo aderente, ela € essencial na ligagdo das caderinas ao

citoesqueleto, permitindo a adesao celular, e como membro da via de
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sinalizagao Wnt, ao ser translocada para o nucleo, ela se liga aos fatores de
transcricdo TCF/LEF que dirigem a expressao de diversos genes e entre
eles, alguns envolvidos na MET. Ja foram descritas duas proteinas
reguladas por esse complexo de transcrigdo como capazes de estimular a
motilidade celular: o fator de crescimento de hepatécitos (HGF) e o fator de
crescimento epitelial (EGF) (MULLER et al. 2002).

Entre os varios tipos de regulagcdo da e-caderina esta a repressao
transcricional regulada pelos repressores SIP1 (smad interacting protein 1)
(COMIJN et al. 2001), SNAIL e SLUG (BATLLE et al. 2000; HEMAVATHY et
al. 2000; BOLOS et al. 2003), os quais se ligam as sequéncias E-box de seu
promotor e diminuem sua expressao, o que afeta a adesao célula-célula e
permite a invasao dos tecidos. Foi demonstrado que SNAIL tem um dominio
semelhante ao da B-catenina e que esse dominio sinaliza fosforilacido por
GSK3B. Portanto, a proteina GSK3B é considerada um dos pontos de
conexao dos dois processos - via de sinalizagao Wnt e processos EMT/MET
(YOOK et al. 2005) (Figura 2).

Adicionalmente, como a expressdo de e-caderina € dependente de
calcio, a via de sinalizagao Wnt/Calcio também pode estar envolvida com o

processo EMT (GARRIOCK e KRIEG 2007).
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Figura 2 - Esquema da via de transducgao de sinal associada ao processo de
MET/EMT, PI3K e WNT.

1.4 ASPECTOS MOLECULARES DA NEFROGENESE

Ao se aproximar das células mesenquimais vindas do mesoderma
intermediario, o broto uretérico envia sinais para que essas células passem
pela MET resultando em células blastematosas que se diferenciam nas
células especializadas do rim (SCHEDL 2007).

O mesénquima metanéfrico &€ importante para o crescimento e

engalhamento apropriado do ureter assim como a nefrogénese &
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dependente dos sinais vindos do ureter. A esse processo, foram associados
diversos genes pertencentes aos bragos da via de sinalizagao celular Whnt,
Wnt/B-catenina, Wnt/JNK e Wnt/Calcio.

No rim, pelo menos cinco genes Wnts apresentam um padrao
especifico de expressao como WNT2B (LIN et al. 2001), WNT11 (KISPERT
et al. 1996), WNT9B (KARNER et al. 2009), WNT6 (ITARANTA et al. 2006),
WNT4 (STARK et al. 1994). Wnt9B é fortemente expressa no tubo uretérico
e analises de animais knockout para essa proteina mostraram que sua
sinalizagao € essencial para a indugao da nefrogénese e para a expressao
de marcadores precoces da formacido do néfron como PAX8, FGF8, LIM1 e
WNT4, uma vez que 0s animais nao expressaram esses marcadores (PARK
et al. 2007).

Apesar de cada proteina Wnt poder ativar diversas vias, existem
evidéncias de que a Wnt9B age especificamente através da sinalizagéo da
via WNT/B-catenina (IGLESIAS et al. 2007). Experimentos in vitro usando
um inibidor de GSKS3, necessario para a degradagao de [(-catenina, resulta
na ativacado do programa de diferenciagcao do néfron (KUURE et al. 2007).

A expressao de CITED1, um modificador transcricional que inibe a
funcdo de CTNNB1, bloqueia a conversao epitelial a partir do mesénquima
metanéfrico (PLISOV et al. 2005). De fato, CTNNB1 é necessario e
suficiente para induzir a expressdo dos marcadores nefrogénicos mais
precoces.

Outra proteina dessa familia, WNT4, quando ativada inicia a MET nas

células mesenquimais renais. Camundongos knockout para WNT4
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apresentam auséncia quase completa de néfrons (KOBAYASHI et al. 2005;
IGLESIAS et al. 2007), indicando que WNT4 é necessario e suficiente para
induzir a nefrogénese. A ativacdo de WNT4 parece ser controlada por uma
rede complexa de genes que incluem WT1 (SIM et al. 2002), PAX2
(TORBAN et al. 2006) e FGF8 (GRIESHAMMER et al. 2005; PERANTONI
2005). Enquanto que WNT9B age provavelmente através da via de
sinalizagao canbnica Wnt/B-catenina, a via ativada por WNT4 € menos clara.
Experimentos com Xenopus laevis e zebrafish sugerem que WNT4 age
através da via de polaridade planar celular (DU et al. 1995; UNGAR et al.
1995). Adicionalmente, a ativagdo constitutiva de CTNNB1 pode induzir os
marcadores iniciais da formagao do néfron, mas ndo resulta em uma
transicdo completa do mesénquima para o epitélio (PARK et al. 2007). Isso
pode indicar que, apesar da ativacdo da via de sinalizagdo candnica Wnt/[3-
catenina ser importante para a inducdo do néfron, sua repressao
possivelmente envolve um mecanismo de feedback que é igualmente

necessario para que a nefrogénese ocorra.

15 O TUMOR DE WILMS - ASPECTOS MORFOLOGICOS E

MOLECULARES

O rim pode apresentar diversas anormalidades de desenvolvimento,
incluindo agenesia (auséncia do rim), multiplos ureteres, hipoplasia renal
(tamanho reduzido do rim) e displasia (estruturas anormais, incluindo

tumores), sendo que cada uma dessas correspondem a problemas em
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estagios especificos do seu desenvolvimento. Apesar de ser possivel
correlacionar anormalidades com estagios especificos do desenvolvimento,
existe uma dificuldade muito grande em relacionar esses achados com
genes especificos. Isso se deve ao fato de diversos genes participarem de
varias fases durante o desenvolvimento, com fungdes dependentes do
contexto (SCHEDL 2007).

Os TWs tém dois tipos distintos de histologia, com e sem elementos
mesenquimais ectépicos, sugerindo que podem se originar em dois
momentos da diferenciacido celular durante a MET, resultando em tumores
com predominio de células mesenquimais ou epiteliais (nefrogénicas)
(FUKUZAWA et al. 2009). Os TWs mostram morfologia bastante
heterogénea com células indiferenciadas e epiteliais imaturas que lembram
fases do desenvolvimento do rim, resultando em tumores classicamente
trifasicos, nos quais as células blastematosas, estromais e epiteliais estdo
presentes (BECKWITH 1983 e 1993). Normalmente, um dos componentes é
predominante, quando se apresenta em mais de dois tergos (65%) da peca
tumoral, sendo esse tumor designado como predominante desse
componente.

O componente blastematoso € composto de células pequenas com
nucleos irregulares e pequenos, citoplasma escasso, com numerosas figuras
mitéticas, corpos apoptéticos e ocasionalmente aparecem rosetas como no
neuroblastoma (BECKWITH et al. 1996). O padrao de crescimento pode ser
do tipo difuso, serpentina, nodular ou basaldide. O tipo blastematoso difuso,

ao contrario de outros subtipos de TW que nao invadem a borda, tem um
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padrdqo de crescimento infiltrativo resultando em poucos tumores
classificados como sendo de estadio |, e mais de 75% deles como estadios
I e IV (BECKWITH et al. 1996). Entretanto, como o blastema é mais
responsivo a quimioterapia do que os outros componentes, em tumores
tratados, as areas blastematosas sao frequentemente necréticas com
poucas células reconheciveis.

As células do componente epitelial sdo bem diferenciadas e
consistem de tubulos lineados por células colunares com nucleos
hipercromaticos, tubulos e estruturas glomerulares que lembram aquelas do
rim normal. Epitélio mucinoso e escamoso, estruturas neurais e células
neuroenddcrinas também podem estar presentes (JENKINS et al. 1991). O
componente estromal consiste principalmente de células fusiformes
indiferenciadas imersas em matriz mixéide sendo que numerosas células
mesenquimais ectopicas podem ser encontradas como células musculares
lisas ou estriadas, adiposas, cartilaginosas, 6sseas e ostedide (WIGGER

1996; SABA et al. 1998) (Figura 3).



23

EERS ?:;."‘:- " :‘ ! = -

e ST ;-'.‘o-‘.‘ﬁ"'i B“
yﬁﬂﬁ : &{

T W, W [l 2
Fle Y i ‘l‘_'“

Legenda: A. Rim embrionario humano de 21 semanas. B. Componente estromal: células
mesenquimais com diferenciagdo rabdomioblastica, C. Componente epitelial: células
organizadas em tubulos. D. Componente blastematoso. E. TW ftrifasico apresentando os

trés componentes.

Figura 3 — Morfologia do rim embrionario humano e do tumor de Wilms.

Os TWs podem ocorrer na presenga ou nao de restos nefrogénicos.
Estes sédo células do blastema metanéfrico que persistiram apds o
nascimento (BECKWITH 1998) e sdo reconhecidos como possiveis lesdes
precursoras dos TW. Acredita-se que eventos genéticos adicionais séo
necessarios para transformar essas células indiferenciadas e levar a
formagao massiva de tumores (SCHEDL 2007).

Conforme a localizagdo morfolégica, os restos nefrogénicos sao
divididos em perilobares e intralobares. Consistem de células blastematosas
permeadas por elementos epiteliais e mesenquimais. Podem ser dormentes,
esclerosantes ou hiperplasicos, sendo que todos esses tipos podem
aparecer juntos. Eles sdo encontrados em até 1% de rins de recém-nascidos
e sugere-se que sofram regressdo ou terminem sua diferenciagdo ainda na

infancia. Os restos nefrogénicos que persistem podem regredir para um
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tecido fibroso ou evoluir para TW. S&ao associados a aproximadamente 40%
dos casos de TW esporadicos e a 100% dos pacientes com TW bilaterais
(BECKWITH et al. 1990; BECKWITH 1993).

Apesar da semelhanga morfoldgica entre as células embrionarias
renais e as células do TW ter sido notada ja na primeira descricdo desse
tumor por Carl Max Wilhelm Wilms em 1.899 e por diversos trabalhos
posteriores (NICHOLSON 1931, WILLIS 1962 de HASTIE 1994), poucos
genes foram associados com a nefrogénese e implicados na patogénese
dos TWs (HASTIE 1994).

O WT1 foi o primeiro gene envolvido na diferenciacédo renal e no
aparecimento do TW por estudos independentes. E encontrado mutado em
5% a 10% dos TWs esporadicos (CALL et al. 1990; GESSLER et al. 1994,
SCHUMACHER et al. 1997) e mutacédo germinativa predispde a sindromes
com ma-formagdes do trato genito-urinario (HABER et al. 1990; GESSLER
et al. 1992; DAVIES et al. 2004). Além do WT1 ser necessario para a
inducdo do rim, a proteina também tem um papel importante na formacao do
néfron e na diferenciacdo dos poddcitos (DAVIES et al. 2004).
Consequentemente, a perda da funcdo do WT1 durante o desenvolvimento
do rim acarreta na provavel retengcao das células precursoras renais em um
estado multipotente e seriam necessarias mutacgdes adicionais em outros
genes poderiam para transformar essas células.

Alteracbes germinativas de IGF2, localizado em 11p15.5, estao
associadas a maior probabilidade de desenvolvimento de TW e a ma-

formagdes do trato genito-urinario, sendo considerado um dos genes
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reguladores do desenvolvimento desse sistema (KREIDBERG et al. 1993;
MROWKA e SCHEDL 2000). Esse gene, que codifica um fator de
crescimento embrionario normalmente expresso pelo alelo paterno, é
encontrado expresso em até 30% dos TWs (OGAWA et al. 1993;
BJORNSSON et al. 2007). Esse aumento de expressao esta associado a
duplicagcdo do alelo paterno ou a expressdao do alelo materno que ocorre
devido a perda do imprinting (RAINIER et al. 1993; DOME e COPPES 2002).

Outro gene com padréao de expressao semelhante nos TWs e no
desenvolvimento renal é o hTert, que faz parte do complexo da telomerase.
Aparentemente, hTert mostra padroes de expressdo semelhantes no rim em
desenvolvimento, nos restos nefrogénicos e em TWs, sugerindo que a
persisténcia das células embrionarias pode levar a transformagéo maligna,
provavelmente por existir uma falha na regulagdo dos genes envolvidos no
complexo da telomerase, impedindo que as células dos restos nefrogénicos
se diferenciem ou entrem em apoptose e, consequentemente, persistam
apos o nascimento (YASHIMA et al. 1998).

Apesar de nao ter sido encontrada associacao do PAX2 com os TWs
(TAMIMI et al. 2006), mesmo que PAX2 seja essencial para o correto
desenvolvimento do rim, a baixa expressdo de WNT5A, um gene regulado
por PAX2, em TWs de predominio blastematoso em relagdo a rins fetais,
sugere que pode haver um papel de ambos o0s genes com O
desenvolvimento do rim e com o surgimento do TW (TAMIMI et al. 2008).

A grande maioria de tumores com mutacdo de WT1l também

carregam mutagbes de CTNNB1l. Essas mutagdes sdo normalmente
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encontradas no cédon 45, uma regiao de fosforilagdo de serina requerida
para a degradagao dessa proteina (MAITI et al. 2000; KUSAFUKA et al.
2002). A auséncia da fosforilacdo leva ao acumulo da B-catenina no nucleo,
resultando em ativagdo de alvos transcricionais. Embora os genes-alvo
responsaveis pela formagao do tumor sejam desconhecidos, provavelmente
induzem a proliferagao de células precursoras, levando ao cancer.

O envolvimento da sinalizagdo de CTNNB1 como uma via geral na
formacdo do TW também é amparado pela descoberta recente do WTX,
encontrado mutado em 10 a 30% dos TWs (RIVERA et al. 2007; HUFF et al.
2007; PEROTTI et al. 2008). O WTX forma um complexo com CTNNB1,
AXINA1 e APC (KIMELMAN 2006), responsavel por sequestrar a B-catenina
do citoplasma, bloqueando sua atividade de regulagdo génica e
antagonizando a sinalizacdo Wnt/B-catenina, enquanto que a inibicdo de
WTX aumenta a atividade de B-catenina no nucleo. WTX age como
regulador negativo da [-catenina e experimentos em Xenopus laevis e
zebrafish mostraram que essa participacdo se da na ubiquitinacdo da [3-
catenina (MAJOR et al. 2007). WTX é o primeiro gene supressor de tumor
localizado em uma regido que sofre inativagdo do cromossomo X. Assim,
tanto homens quanto mulheres tém apenas uma copia funcional desse gene,
e como consequéncia, a mutagdo de um alelo (single hit) poderia ser
suficiente para sua inativagdo. WTX sofre splicing alternativo e uma de suas
variantes pode se translocar para o nucleo. Nessa localizagdo, o WTX se
liga ao WT1 aumentando sua atividade transcricional (RIVERA et al. 2009),

indicando que esse gene tem um papel importante na embriogénese renal.
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Recentemente, foi verificado que mutagcées de WTX, WT1 e CTNNB1
juntas correspondem no maximo a 30% dos TWs esporadicos
(RUTESHOUSER et al. 2008), sugerindo que outros genes determinantes
para o processo de tumorigénese de TW ainda nao foram associados a essa
patologia.

Além da descri¢cao e caracterizagado de genes individuais envolvidos
no TW, existe uma correlagao estreita entre o padrao de expressao geral no
tumor e no inicio da diferenciagdo normal do rim que fornece suporte a
hipétese da recapitulagdo da nefrogénese normal pela morfologia. A
comparagao dos genes super-expressos no TW com o0s genes super-
expressos em cinco estagios do desenvolvimento normal do rim (STUART et
al. 2001) mostrou que o TW tem um padrdao de expressdo semelhante aos
primeiros estagios do desenvolvimento do rim (LI et al. 2002; LI et al. 2005).
Considerando que o tumor € composto por populagdes celulares numérica e
morfologicamente distintas, o padrao de expressao do tumor como um todo
tem um poder menor de refletir a relagdo entre o TW e o processo da
nefrogénese. Em uma andlise semelhante de padrao de expressédo, mas
com o cuidado de analisar os trés componentes dos TWs em separado, foi
identificado que, preferencialmente, o componente blastematoso, e ndo o
tumor como um todo, apresenta o padrao de expressao mais semelhante
aos primeiros estagios da nefrogénese, sugerindo que este componente
apresenta a informacao molecular que reflete a interrupgao na diferenciacéo
das células no tumor, conferindo, portanto, uma condicido permissiva para

seu aparecimento (MASCHIETTO et al. 2008).
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Esse estudo levou a identificacdo de 25 genes supostamente
envolvidos nos na diferenciacdo completa do rim e na tumorigénese de
Wilms. Entre eles, APC e PLCG2, ambos pertencentes a via de sinalizacao
Wnt parecem ter papel importante nos dois processos uma vez que mostram
a recapitulagdo dos primeiros estagios de desenvolvimento do rim no tumor.
No rim fetal de 11 semanas de idade, a localizagdo de APC foi nuclear,
passando para nuclear e citoplasmatica no rim de 13 semanas de idade e
exclusivamente citoplasmatica nos rins de 17 semanas de idade até os rins
completamente diferenciados. Nos TWs, APC mostrou positividade nuclear
semelhante ao rim fetal de 11 semanas de idade. PLCG2 foi completamente
negativo nos rins fetais até 18 semanas de idade, positivo em todas as
células nos rins de 19 semanas até o rim diferenciado, sendo que este ultimo
também apresentou positividade muito forte em algumas células tubulares.
Mais de 80% dos TWs foram negativos para PLCG2. Além de mostrarem a
recapitulagdo dos primeiros estagios de desenvolvimento do rim no tumor,
esses dados confirmam a ativagcdo da via Wnt/B-catenina no tumor pela
positividade nuclear de APC e da desregulagao da Wnt/Calcio pela auséncia
de expressao de PLCG2 (MASCHIETTO et al. 2008).

A ativacao da via Wnt também foi mostrada em TWs com mutacdes
concomitantes de WT1 e CTNNB1 (LI et al. 2004; ZIRN et al. 2006;
FUKUZAWA et al. 2009) além daqueles tumores com mutagbes de WTX,
que é um regulador negativo da via (MAJOR et al. 2007).

A via Wnt/B-catenina foi associada aos TWs de linhagem

mesenquimal, ou seja, com predominancia de componente estromal,
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diferente dos TWs de linhagem nefrogénica, com predominancia do
componente blastematoso ou epitelial, que ndo mostrou ativagao da via
candnica. Apesar da histologia n&o ter sido inicialmente considerada, os dois
grupos de tumores foram separados por mutagdes de CTNNB1, o que esta
diretamente relacionado com a histologia e com a via Wnt. Foram
encontradas mutagdes de WTX nos dois grupos, sugerindo que talvez a via
nao esteja sendo regulada por esse gene em TWs (FUKUZAWA et al. 2009).

Em conjunto, esses dados mostram a importancia da via de
sinalizagao celular Wnt durante a embriogénese do rim e na formagao do

TW destacando genes que podem ser determinantes na génese do tumor.

1.6 DESENVOLVIMENTO DE UM MODELO PARA AVALIAR OS
MECANISMOS COMUNS ENTRE A NEFROGENESE E O

SURGIMENTO DO TW

Dados sugerem que a melhor compreensao da regulagdo dos genes
das vias de sinalizagao celular Wnt e PI3K assim como os genes envolvidos
em MET/EMT durante o desenvolvimento dos rins e nos TWs sera
importante para identificacdo de genes chaves envolvidos nos primeiros
eventos da formacédo desses tumores (LI et al. 2002; LIANG et al. 2003,
KANG e MASSAGUE 2004; THIERY e MORGAN 2004; KREMENEVSKAJA
et al. 2005; LI et al. 2005; ZIRN et al. 2006; SCHEDL 2007; TAMIMI et al.

2008; KESTLER e KUHL 2008; MASCHIETTO et al. 2008).
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Os mecanismos basicos que envolvem a formacgado dos TWs serao
cada vez mais bem compreendidos quanto mais se conhecer as informacgdes
moleculares do desenvolvimento do rim. Da mesma forma, estudos dos
genes regulados durante a nefrogénese e que recapitulam seus estagios
mais iniciais nos tumores poderao contribuir para a identificacido dos eventos
precoces envolvidos com o aparecimento do tumor.

A melhor caracterizagdo dos eventos moleculares da nefrogénese se
da pela analise detalhada dos diversos estagios do desenvolvimento do rim.
No entanto, o uso de embrides humanos que represente esses estagios
esbarra em aspectos éticos, sendo que a alternativa para a caracterizacao
molecular detalhada dos estagios da nefrogénese seria a analise
comparativa com dados de outros animais.

Uma das dificuldades encontrada nesse tipo de delineamento
experimental, que permita analisar molecularmente os tumores e sua relagéo
com a respectiva embriogénese, € a inexisténcia de um modelo validado que
avalie o padrao de expressado de duas espécies em um unico estudo. Para
contornar essa problematica, KHO et al. (2004) fizeram a comparagao do
perfil de expressdo génica de meduloblastomas humanos, um tumor
embrionario, e o desenvolvimento de cerebelo de camundongo, usando
plataformas diferentes em que estavam imobilizadas sequéncias especificas
para cada organismo e analisaram os genes ortdlogos presentes em ambas
as plataformas.

O nosso estudo teve uma proposta diferente, que foi o

desenvolvimento de um modelo que permitisse a hibridacdo com sondas
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oriundas de humanos e camundongos na mesma plataforma, gerando
resultados confiaveis e robustos, independente da hibridagdo ser intra- ou
inter-especifica. Para tanto, foi construida uma plataforma de microarray na
qual os trechos das sequéncias imobilizadas compartilham alto nivel de
similaridade entre genes ortélogos de camundongo e humano, permitindo a
comparagdao dos dados de expressao entre diferentes estagios de
desenvolvimento do rim em camundongo e em tumores humanos. A
disponibilidade de sequéncias de diversas espécies em bancos de dados
publicos tem permitido a identificagdo de genes ortélogos baseado na
similaridade de sequéncias transcritas (FERREIRA et al. 2004).
Especialmente entre camundongos e humanos, estudos gendmicos
comparativos mostraram altos niveis de similaridade na sequéncia de
nucleotideos em regides codificantes (MAKALOWSKI et al. 1996).

Assim, para selecao dos trechos das sequéncias, foram estabelecidos
critérios para que as sequéncias imobilizadas na Iamina apresentassem alto
nivel de similaridade entre os genes ortélogos das duas espécies. Para
identificacdo das sequéncias ortélogas, as sequéncias de ORESTES
imobilizadas em uma plataforma de cDNA microarray da instituicao
(4.8K002) foram alinhadas com as sequéncias de camundongo para
estabelecimento dos parametros. Apds a identificacdo das sequéncias
ortélogas de camundongos baseados nos critérios de e-value™, alinhamento
minimo de 50% e identidade de 87% da sequéncia alinhada, as hibrida¢des
foram avaliadas quanto a qualidade e replicabilidade dos experimentos com

RNAs de tecidos de humanos e camundongos.
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A anadlise de qualidade das hibridacbes foi avaliada através da
correlacdo de Pearson que identificou que tanto os valores de hibridacao
intra- quanto inter-especifica foram maiores do que 80%, indicando que
ambas as hibridagbes sdao de alta qualidade e muito similares. A
replicabilidade experimental foi verificada através da analise de Levene
(CARROL et al. 1985) que compara a variancia dos valores de intensidade
de sinal entre os experimentos de camundongo e de humano. A analise de
Levene mostrou que a hibridagao interespecifiica apresenta reprodutibilidade
semelhante & hibridac3o intra-especifica (TRAPE 2006).

Esses resultados permitiram o estabelecimento dos critérios para a
construcdo de uma lamina de microarray cujas sequéncias imobilizadas

sejam ortdlogas entre camundongos e humanos.
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2 OBJETIVOS

21 OBJETIVO GERAL

Identificar eventos moleculares precoces determinantes da formagao
do TW através da caracterizacdo da expressao dos genes das vias de
sinalizagao celular Wnt, PI3K e do processo MET/EMT nas varias etapas do

desenvolvimento do rim e no tumor.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Desenho e construgao da plataforma de cDNA microarray para
hibridacdo com sondas de RNA humano e de camundongo;

-> Ensaios de cDNA microarray;

> Validagao dos dados encontrados por RT-PCR quantitativa e

imunoistoquimica.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 COMITE DE ETICA

O trabalho foi submetido ao CONEP FR-82136, ao Comité de Etica
em Pesquisa (CEP) e ao Comité de Etica em Uso de Animais — CEUA
006/2006, pertencentes a Fundagao Anténio Prudente e foi aprovado por

ambos os comités.

3.2 CONSTRUGAO DA PLATAFORMA DE CUSTOMIZADA DE

MICROARRAY

3.21 Selecdao das sequéncias para imobilizagcdo na plataforma de
microarray

Os genes foram selecionados a partir do banco de dados do KEGG -
release 36 (www.kegg.com). Foram selecionados 203 genes pertencentes a
via Wnt, 110 genes pertencentes ao sistema de sinalizagdo fosfatidilinositol
(PI3K) e 90 genes citados na literatura como envolvidos com o processo
EMT/MET totalizando 403 genes.

A sequéncias completas correspondentes aos 403 genes humanos
foram alinhadas as respectivas sequéncias de camundongo, disponibilizadas
pelos bancos de dados MGC (http://mgc.nci.nih.gov/), RefSeq

(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/RefSeq/) e mMRNAsSHTCs -  Unigene
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/unigene). Para selecdo da regido de maior
similaridade em nivel de nucleotideos, foram utilizados os parametros e-
value® e alinhamento minimo de 50% entre as sequéncias humana e
murina, que foram estabelecidos em colaboragdo com o grupo do Dr. Sandro
de Souza e fez parte do projeto de iniciagao cientifica de Adriana Trape. Os
trechos das sequéncias dentro desses parametros foram considerados como
representantes do gene humano e murino.

Esses trechos foram alinhados com o banco de ORESTES
coordenado pelo Laboratério de Biologia Computacional do Instituto Ludwig
de Pesquisa sobre o Cancer. Para os trechos nao representados por
ORESTES, foram desenhados oligonucleotideos nas regides de similaridade
usando o programa Oligonucleotideo 3 (http://www.basic.neu.edu/biotools/
Oligonucleotideo3.html), seguindo os critérios: 1) os fragmentos estendidos
por esses oligonucleotideos deveriam ter no minimo 100 bases, 2) conteudo
GC de 50 a 60%, 3) comecar e terminar com G ou C, 4) apresentar 16 a 21
pares de bases, 5) temperatura de anelamento entre 58 e 68°C e 6)
diferenca em graus de temperatura entre os pares de oligonucleotideos
menor que 4°C. Os oligonucleotideos foram avaliados no programa
OligoTech versdo 1.00 (Copyright® 1995) para identificagdo de estruturas

secundarias e homodimeros (ausentes ou com temperatura de até 30°C).

3.2.2 PCR dos fragmentos para construgao da plataforma
A sintese de cDNA a partir de RNA total de um pool de linhagens

celulares humanas foi realizada com oligo-dT(15) e Superscript I segundo
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as recomendacgdes do fabricante. Previamente a realizacdo da PCR, betaina
1M foi adicionada ao cDNA com incubacdo a 97 °C por 5 minutos para
facilitar a desnaturagao das fitas.

A reacao padrao de PCR utilizou cDNA convertido de 10 ng de RNA
total, 1X Tampéao de Reacéo, 1,0 mM de MgCl,, 1U de Taq DNA Polymerase
Recombinant (kit Promega®), 0,2 mM de dNTPs e 400 mM de cada par de
oligonucleotideos em volume final de 25 pyL. O programa padrdao de
amplificacdo dos fragmentos foi desnaturacgao inicial por 2 minutos a 94°C
seguida de 40 ciclos a 94°C por 45 segundos, temperatura em touchdown
(10 ciclos a 64°C, 10 ciclos a 62°C, 20 ciclos a 60°C) por 45 segundos e
72°C por 60 segundos, com uma fase de elongamento final a 72°C por 7
minutos. Algumas alteragdes foram introduzidas tanto nos reagentes quanto
na ciclagem para os fragmentos que nao amplificaram na reacédo padréo.
Essas alteragdes incluiram a temperatura de alinhamento dos iniciadores
(até 52°C) e a concentracao de MgCl, (até 4 M), de oligonucleotideos (até

1.600 mM) e de molde (até 40 ng).

3.2.3 Purificagao dos fragmentos de PCR

Cinco pyL da PCR foram avaliadas em gel de agarose 1% para
verificacdo da amplificagdo da banda com tamanho esperado (Figura 4A).
Estas reagbes tiveram o volume restante (20 yL) corrido em um segundo gel

de agarose 1%, para retirada e purificagao dos fragmentos.
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A purificagao dos fragmentos cortados do gel foi realizada utilizando o
kit GFX™ (Fermentas Life Sciences), conforme recomendacdes do

fabricante.

3.2.4 Clonagem, PCR de coldnia e sequenciamento

Para clonagem dos produtos purificados, 6,4 uL do eluido foram
adicionados aos reagentes do kit Inst/A Clone (Fermentas Life Science),
conforme recomendacdes do fabricante, resultando em volume de 10 pL. A
reacao foi submetida a 22°C por 16 horas e, em seguida, dialisada por 30
minutos em uma membrana filtrante Milipore mili-Q (0,025um).

Quarenta uL de bactérias eletrocompetentes provenientes da
linhagem ADH10B de E. coli foram adicionadas a 4 ul de ligacao dialisada e
seguiu-se a eletroporagao (2,5 KV, 25 yFD e 200 OHMS). As bactérias
transformadas foram plaqueadas em meio de CG-agar contendo ampicilina,
X-Gal e IPTG, onde cresceram por cerca de 16 horas em estufa a 37°C. A
PCR de duas a trés colbonias de cada placa foi realizada com Taq DNA
Polymerase (Phoneutria Biotecnologia e Servicos LTDA), segundo
recomendagdes do fabricante, e a amplificagcdo do fragmento especifico foi
verificado em gel de agarose 1% (Figura 4A).

As reagdes que apresentaram fragmento de tamanho esperado foram
sequenciadas no aparelho ABI 3130 (Applied Biosystems), usando o kit de
sequenciamento BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems) (Figura 4B).

As sequéncias obtidas foram alinhadas com as sequéncias correspondentes
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de cada fragmento através da ferramenta bl2seq

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) (Figura 4C e D).

B CAMATTAACACACCTCTOATGCGCAAAGGCC CAACGAGGATTACGGGATGGGG AGG AAGAG

ol M oo

Legenda: A. Gel de agarose 1% mostrando amplificagdo das bandas no tamanho esperado.
Marcador de 100pb. B. Cromatograma de um fragmento do gene GATAS3 purificado de gel

de agarose. Alinhamento do fragmento com os genes humano (C) e murino (D).

Figura 4 — Confirmagédo da sequéncia amplificada para ser imobilizada na

lAmina customizada.

As bactérias cujos clones tiveram suas sequéncias confirmadas foram
estocadas em glicerol e armazenadas a -80°C.

Em média, 15x10°ng de cada fragmento (em média) foram usados
para montagem das laminas de vidro Corning Gaps Il (Corning) com o
auxilio do robd Flexys (Genome Solutions, UK). Os fragmentos foram
organizados em grupos de 48 subarrays, dispostos em quatro colunas com

12 fileiras cada um, e cada subarray com 49 spots, dispostos em sete

A
Mus musculus GATA binding pretsin 3 (Gatal), mBNA
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colunas com sete fileiras cada um. As etapas de imobilizacdo dos amplicons
na lamina de vidro foram realizadas sob coordenag¢ao do Dr. Alex Fiorini de

Carvalho.

3.3 CASUISTICA

3.3.1 Amostras tumorais

Através de uma colaboragdo com o grupo americano de estudos de
tumores pediatricos, o Children Oncology Group (COG) coordenado pelo Dr.
Paul Grundy e Dr. Jeffrey Dome, 90 amostras de TW homogéneas quanto a
tratamento cirurgico e quimioterapico foram adquiridas, das quais 65 foram
utiizadas para o presente projeto. S&0 amostras que ndo apresentam
tratamento quimioterapico prévio a cirurgia.

Das 65 amostras, 30 foram utilizadas para os experimentos de cDNA
microarray, das quais 15 apresentaram recaida tumoral e 15 nao
apresentaram recaida tumoral pos-tratamento quimioterapico, todas de
estadios avangados (Il e V) (Tabela 1A). Essas amostras foram
denominadas de grupo inicial e usadas para identificar genes das vias de
transducéo de sinal possivelmente envolvidos com o surgimento do TW.

O segundo grupo, composto por 35 amostras, foi usado para
validagdo dos genes obtidos das analises do grupo inicial. Essas amostras
foram estadiadas de | a IV, sendo que 23 ndo apresentaram recaida e 12
apresentaram recaida tumoral apos tratamento quimioterapico, todas com

pelo menos oito anos de seguimento (Tabela 1B).
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Amostras de 17 rins maduros humanos morfologicamente normais,
bordas de TWs, foram retiradas do Banco de Tumores do Hospital A.C.
Camargo. Dessas, quatro foram utilizadas para comparagdo com o grupo
inicial de amostras de TWs e 13 amostras foram utilizadas como amostras
independentes para validagcdo dos dados.

Uma |lamina corada com hematoxilina-eosina permitiu a confirmacao
da presenca das células do componente blastemotoso no caso dos TWs e
de células blastematosas maduras, os poddcitos, nos rins, e auxiliou a

disseccao para enriquecimento e/ou microdissecgao a laser.

Tabela 1A - Informacdes clinicas para as 30 amostras de TWs que foram
usadas nos experimentos de cDNA microarray e na validagao técnica dos
dados encontrados.

Amostra Recaida Sexo En?;z:‘ctlti)a (r:?:sdei) Amostra Recaida Sexo Er:;ﬂa (rl:easdees)
BC1-1 Sim M 11 14 BC1-16 nao F 11 24
BC1-2 Sim M 11 52 BC1-17 nao F 11 45
BC1-3 Sim F 11 58 BC1-18 nao F 11 170
BC1-4 Sim M 11 75 BC1-19 sim F v 29
BC1-5 Sim F 11 100 BC1-20 sim M v 48
BC1-6 Sim F 11 34 BC1-21 sim F v 62
BC1-7 Sim M 11 69 BC1-22 sim M v 64
BC1-8 Sim F 11 38 BC1-23 sim F v 57
BC1-9 Sim F 11 48 BC1-24 sim F v 129
BC1-10 Nao F 1 63 BC1-25 nao F v 71
BC1-11 Nao F Il 107 BC1-26 nao F \Y) 69
BC1-12 Nao F I} 54 BC1-27 nao M v 44
BC1-13 Nao F 1l 53 BC1-28 nao F v 48
BC1-14 Nao F 1] 110 BC1-29 nao F v 48
BC1-15 Nao M 1] 39 BC1-30 nao F v 76

M: masculino, F: feminino.
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Tabela 1B - Informacdes clinicas para as 35 amostras de TWs que foram
usadas nos experimentos de validagado independente.

Perda de Perda de
Heterozi Estadiamen Heterozi Estadiamen
Amostra Recaida gose to final Amostra Recaida gose to final

P1060 nao 1p-/169- v P1065 Nao 1p-/160- 1]
P1068 nao 1p-/169- v P1144 Nao 1p-/169- v
P1070 nao 1p-/16g- v P178 Nao 1p-/169- v
P1088 nao 1p+/169- 11 P2050 Nao 1p-/169- 11
P1124 nao 1p-/16g- 11 P2063 Nao 1p-/16q- 11
P1247 nao 1p-/16q9- v P2081 Nao 1p-/160- 1]
P1290 nao 1p-/169- 11 P002 Sim 1p-/169- 1]
P2113 nao 1p-/16q+ v P1104 Sim 1p+/1649- I
P399 nao 1p-/169- 11 P1108 Sim 1p-/16g+ Il
P4094 nao 1p-/16g- 11 P128 Sim 1p-/169- 1]
P4135 nao 1p-/169- v P201 Sim 1p-/169- 1]
P4159 nao 1p-/169- 11 P219 Sim 1p-/169- 1]
P4181 nao 1p+/16g- 11 P342 Sim NA v
P4196 nao 1p-/169- v P4057 Sim 1p+/16qg+ 1]
P4272 nao 1p-/169- 11 P420 Sim 1p-/16g+ 1]
P277 sim 1p-/169- Il P697 Sim 1p-/16g+ Il
PO01 Nao 1p-/160- 11 P970 Sim 1p-/16g+ 1]
P095 Nao 1p-/169- Il

NA: informag&o nao disponivel

Adicionalmente, um pool de RNA total de rins fetais nhormais obtidos
de 34 fetos caucasianos feminino/masculino abortados espontaneamente
com idades dentre 12 e 31 semanas foi comprado da Clontech.

Para a construcao de um tissue-microarray (TMA), todas as amostras
diagnosticadas como TWs e emblocadas em parafina do Departamento de
Anatomia Patologica tiveram suas laminas de hematoxilina-eosina
reanalisadas pelo Prof. Dr. Fernando A. Soares. Apenas a regido em que
estava representado o componente blastematoso foi selecionada, resultando

em 145 amostras. Foram também selecionadas 20 amostras de rim
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diferenciado morfologicamente normal além de um painel contendo 19
amostras de rins de embrides humanos com idade entre 13 e 24 semanas.
Estas ultimas amostras foram obtidas através de uma colaboragdao com a
Dra. Silvia Lourengo, da Faculdade de Odontologia da USP. As amostras de
embrides humanos pertencem a um projeto desenvolvido pela pesquisadora
com aprovagao das comissoes de ética da instituicdo. As 19 amostras estao
divididas em 8 idades (semanas) sendo 1 embrido de 13 semanas, 1
embrido de 17 semanas, 1 embrido de 18 semanas, 3 embrides de 19
semanas, 1 embrido de 20 semanas, 7 embrides de 21 semanas, 3

embrides de 22 semanas e 2 embrides de 24 semanas.

3.3.2 Amostras de Rim de Camundongos

Foi utilizada a linhagem CD1 de Mus musculus, ndo isogénico. Os
estagios do desenvolvimento do camundongo foram selecionados apos
revisdo da literatura (11,5, 13,5, 15,5 e 17,5 dias pds-coito, recém-nascido e
1 semana apds o nascimento, denominados de E11,5d, E13,5d, E15,5d,
E17,5d, RN e SEM, respectivamente), baseando-se na embriologia do rim,
sendo que o primeiro estagio estabelecido (11,5 dias pds-coito) refere-se ao
inicio da formacao do rim (10 dias pds-coito) enquanto que o ultimo estagio
(uma semana apos o nascimento) foi selecionada porque a maturagao das
células do rim em camundongos termina no sétimo dia apds o nascimento
(SCHWAB et al. 2004; RIVERA e HABER 2005).

Os experimentos com camundongos foram realizados com o auxilio

da Dra. Adriana Abalen Martins Dias. Para obtencdo dos embrides foi
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realizado o acasalamento entre machos e fémeas e o cruzamento foi
monitorado pela detec¢do do plug vaginal. No caso de ter havido
acasalamento, meia-noite foi considerada a hora da fecundag¢ao do 6vulo.

Os rins foram localizados nos animais de todas as idades com
excecgao do estagio de E11,5d. Essa idade foi excluida do estudo. Os rins
foram isolados usando uma lupa de aumento de seis vezes. Dessa forma,
obtivemos rins das idades E15,5d, E17,5d, RN e SEM (5 amostras de cada
estagio) e nao foi possivel isolar os rins dos embrides de E13,5d.

Portanto, a nefrogénese normal em camundongos foi representada
por quatro estagios: E15,5d, E17,5d, RN e SEM, nomeados nesse trabalho

de 1, 2, 3 e 4, respectivamente.

3.3.3 Referéncia Universal

Para os experimentos de hibridagdo competitiva, foi usado um pool de
RNA de 15 linhagens cedido pela infraestrutura de microarray da Instituicao.
As 15 linhagens do pool sdao Daudi (linfoma de Burkitt), DLD-1
(adenocarcinoma de célon), DU145 (carcinoma de préstata), FaDU
(carcinoma epiderméide de faringe), GM637 (fibroblasto), H1080
(fiborossarcoma), H146 (carcinoma de pulm&o), HB4a (célula luminal de
mama), HEK293 (rim embrionario humano), Jurkat (leucemia aguda de
células T), Saos-2 (osteossarcoma), SK-BR-3 (adenocarcinoma de mama),

SK-MEL-28 (melanoma), T24 (carcinoma de bexiga) e T98G (glioblastoma).
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3.4 ENRIQUECIMENTO DAS AMOSTRAS

3.4.1 Preparacao das amostras para microdissecc¢ao a laser

Cortes histoldgicos de 0,4 ym foram realizados em condigdes de baixa
temperatura (de 20 a 25°C negativos) para fins de preservagdo da
integridade do RNA total. Foram coletadas de 15 laminas de cada amostra.
As primeiras e ultimas laminas foram coradas com hematoxilina-eosina para
confirmacéo da presenca das células de interesse. As demais |laminas foram
mantidas a -80°C.

No momento da microdissecg¢ao, pelo menos duas laminas foram
coradas seguindo as seguintes etapas: 1) Imersao da lamina em etanol 75%
por 30 segundos para fixagdo do tecido, 2) Imersdo da lamina em agua
nuclease-free (Sigma) por até 30 segundos para hidratagao, 3) Hematoxilina
por 30 segundos, 4) Reagente blue (aproximadamente 1ml de hidroxido de
aménio em 50ml de agua nuclease-free (SIGMA) por 30 segundos, 5)
Eosina por 30 segundos para coloragdo da lamina, 6) Etanol 75% por 30
segundos, 7) Etanol 95% por 30 segundos e 8) Etanol 100% por 2 minutos
para desidratagdo, 9) Imersdo da lamina em xilol por 5 minutos para

diafanizac&o e 10) Secagem a temperatura ambiente.

3.4.2 Microdissecgao a laser
Tanto a analise histologica quanto a microdissec¢do a laser foram
realizadas pela Dra. Renata Coudri do Departamento de Anatomia

Patologica. O aparelho utilizado foi o Pixcell Laser Capture Microdissection
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System (Arcturus Systems for Microgenomics), que permitiu a captura

apenas das células de interesse do estudo (Figura 5).

C. D. ra

Legenda: A. Lamina com um corte de 4 ym mostrando células estromais e blastematosas.
B. Lamina durante o procedimento. C. Células selecionadas ja aderidas ao cap. D. Ladmina

mostrando regido de onde as células foram capturadas.

Figura 5 - Microdissecgéo a laser de células do componente blastematoso
do TW.

O didametro do feixe de raios laser foi ajustado para 15 ym para as
amostras tumorais e 7,5 uym para as amostras de embrides. Desta forma, a
cada disparo foi possivel coletar de uma a duas células por tiro. O tempo de
captura estabelecido para obtengdo de RNA sem prejuizo de sua integridade

variou de 10 a 20 minutos.
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3.4.3 Dissecgao do componente blastematoso

Cortes histologicos corados com hematoxilina-eosina dos TWs foram
usados para avaliagdo das proporgdes de cada componente e a dissecgao
manual garantiu uma representagao de pelo menos 80% de componente

blastematoso.

3.5 EXTRAGAO DE RNA

Para as amostras microdissecadas a laser, a extracdo de RNA foi
realizada utilizando o kit PicoPure™ RNA Isolation (ARCTURUS #KT0204),
conforme recomendacgdes do fabricante. Para o restante das amostras, o
RNA total foi extraido através de TRIzol (Sigma) segundo as recomendacgdes
do fabricante.

A concentragdo e a qualidade do RNA foram medidas usando o
Nanodrop (Thermo Scientific) e o Bioanalyzer, respectivamente.

Para a avaliagdo da qualidade de RNA no Bioanalyzer, 1 yL (maximo
de 80 ng) do eluido de RNA total de cada amostra € usado em um chip
proprio para a corrida. O programa gera duas imagens, uma correspondente
a um gel de agarose e a outra referente a um eletroesferograma que reflete
a qualidade do RNA. Conforme o resultado do eletroesferograma, € atribuido
um valor de qualidade (RIN — RNA integrity number) que varia de 1
(qualidade ruim) a 10 (excelente qualidade) (SCHROEDER et al. 2006). A
imagem semelhante ao gel de agarose mostra as bandas 28 e 18S,

permitindo uma avaliagao de qualidade também de forma visual.
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3.6 AMPLIFICAGAO DO RNA MENSAGEIRO

Foram usados dois protocolos de amplificagcdo. O protocolo usado
para amplificagdo da amostra referéncia, baseia-se na amplificacdo guiada
pela T7-RNA polimerase e iniciador Template Switch (TS) (WANG et al.
2000; GOMES et al. 2003). Resumidamente, o cDNA ¢é sintetizado a partir
do RNA total, utilizando-se oligonucleotideos que ancoram na cauda poli-A
dos RNA mensageiros e possuem sitio para RNA polimerase Il. Para uma
producado exponencial de RNA, este cDNA é submetido a transcri¢cao in vitro
em dois rounds de amplificagéo.

Para as amostras microdissecadas a laser, utilizou-se o kit RiboAmp™
RNA amplification (ARCTURUS # KIT0201) para as amostras humanas,
conforme recomendacgdes do fabricante. Para as amostras de rins fetais de
camundongos, como a quantidade de células capturadas foi muito baixa,
principalmente nos embrides mais jovens (~400 células), foi usado o kit
RiboAmp™ HS Plus (ARCTURUS # KIT0505), apropriado para baixas

quantidades de RNA total (extraido de até 500 células).

3.7 EXPERIMENTOS DE MICROARRAY

3.7.1 Desenho Experimental
Para esse estudo, foi utilizada a hibridagdo competitiva. Nesse caso,
as hibridacdes sao feitas utilizando uma amostra-referéncia, comum a todas

as hibridacdes, marcada com um corante fluorescente distinto da amostra-
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teste, que se refere as amostras de interesse do estudo. As amostras teste e
referéncia sdo misturadas e hibridadas em uma mesma lamina. Como a
hibridacdo € competitiva, os valores de fluorescéncia obtidos revelam niveis
relativos de expressdo de cada transcrito na amostra-teste comparada com
a amostra-referéncia. Dessa forma, o uso da amostra-referéncia possibilita
comparagoes de experimentos independentes (NOVORADOVSKAYA et al.
2004).

Todas as amostras, humanas e de camundongo, foram hibridadas
com o RNA amplificado de uma mesma amostra referéncia, e foram citadas
ao longo da tese como hibridagdes intra-especificas (RNA humano versus
plataforma de cDNA humano) e inter-especificas (RNA camundongo versus
plataforma de cDNA humano).

O sistema usado foi o dye-swap, que consiste na hibridagdo de uma
amostra duas vezes, usando a inversao de fluoroforos. Essa inversdo é
realizada para minimizar erros decorrentes das propriedades especificas de
cada cianina (Cy3 e Cy5) que apresentam eficiéncias de incorporagao

distintas na sintese do cDNA a partir do RNA.

3.7.2 Marcacao e Hibridagao

Seis ug de RNA amplificado de amostra teste ou 4 ug de RNA
amplificado de referéncia foram misturados com 9,0 ug de oligonucleotideo
randémico (dN6) e 1,0uL de RNA mix controle em volume de 15,9 pyL. O
cDNA marcado foi sintetizado usando SuperScript IlI, segundo

recomendagdes do fabricante, 10mM dCTP e 25mM dos demais
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desoxirribonucleotideos (dATP, dTTP e dGTP), 2,0 yL de cianina (Cy3 ou
Cy5), em volume final de 30uL. A reagao foi mantida por 2 horas a 42° C.

Posteriormente, a reacdo foi inativada com a adicédo de 1,5 pyL 0,5M
EDTA e 1,5 uL 1 M NaOH a 70°C por 20 minutos. Em seguida, adicionou-se
1,5 uL 1M HCI para neutralizacdo e purificacdo em coluna Autoseq G50
(Amersham Biosciences).

Para a hibridagao, as reagdes de cDNAs Cy3 e Cy5 purificadas foram
misturadas a 4 ug poly-A DNA (Amersham Biosciences), 4 ug Cotl DNA
(Invitrogen), 20 pg BSA. Apds redugdo do volume em speed-vac, foram
adicionados 50 uL de tampao de hibridacido pré-aquecido a 70°C, 25 uML de
formamida deionizada, 9,5 pL 50X solugdo Denhardt’s e 10 ug esperma de
salmao e mantidos sob agitacdo a 45°C. A lamina customizada foi lavada
com agua deionizada, apos pré-hibridagao por 6 horas a 42°C em tampao
contendo 5X SSC; 0,2% SDS; 1% BSA e solugédo 5X Denhardt’s.

As amostras teste e referéncia misturadas foram aquecidas a 95°C
por 5 minutos e hibridadas na plataforma em uma cdmara mantida sob
agitacédo a 42°C por 16 horas.

Posteriormente a hibridacao, as laminas foram lavadas com tampdes
pré-aquecidos a 42°C, sendo uma vez com tampao 2X SSC por 15 minutos,
duas vezes 0,1X SSC, 0,1% SDS por 15 minutos, e por fim, duas vezes 0,1X
SSC por 15 minutos. Para secagem, as laminas foram centrifugadas por 2
minutos a 1.000 rpm, e em seguida, submetidas a digitalizacdo de imagens.

Os sinais gerados foram capturados pelo ScanArray Express (Perkin

Elmer Life Sciences, Inc., EUA), um scanner a laser confocal com canal



50

duplo. A leitura dos fluoréforos € separada e a composicdo da imagem
realizada pelo programa. Os valores de fluorescéncia obtidos correspondem

a expressao de cada transcrito na amostra-teste e na amostra-referéncia.

3.7.3 Pré-andlise das laminas hibridadas

Apds a captura de sinal, os dados sdo submetidos as pré-analises
para verificagdo da qualidade das laminas, segundo critérios estabelecidos
pela Dra. Helena Brentani, do Laboratério de Biotecnologia do Hospital A.C.
Camargo.

Foram eliminados os pontos da lamina que apresentaram emissao de
fluorescéncia igual ou menor (outliers) que o sinal emitido pelo ruido
(background). Para esse calculo, foi usado o valor de intensidade do
background e o desvio-padrao calculado a partir da fluorescéncia emitida por
cada spot. Esses valores sdo usados para gerar uma distribuicao normal
com cut-off de 95% (subtragdo local). Foram eliminados também os pontos
que apresentaram saturacao de hibridagao, sendo esse dado baseado numa
emissado de sinal maior ou igual a 63.000 (sendo 65.550 = 16 BIT). Nesse
caso, o excesso de material hibridado gera um sinal muito intenso que
supera a capacidade do detector de medir a intensidade proporcional de

fluorescéncia, invalidando a quantificagao.
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3.8 ENSAIOS DE RT-PCR QUANTITATIVO (QRT-PCR)

3.8.1 Sintese de cDNA

As amostras utilizadas nos experimentos de cDNA microarray foram
microdissecadas a laser, e como consequéncia, havia a disponibilidade
apenas de RNA amplificado para uso nos experimentos de validacéo
técnica. Nesse sentido, foi desenvolvido um trabalho no laboratério para
avaliar a reprodutibilidade e a acuracia da expresséo relativa gerada por
cDNA convertido a partir de RNA total e de RNA amplificado através da
metodologia de qRT-PCR. As medidas relativas de 34 genes geradas pelos
dois tipos de cDNAs foram comparadas entre duas amostras e avaliadas
quanto a diferenga de expressao génica e a variabilidade intra-experimental.
Esses dados mostraram que o uso de cDNA convertido a partir de RNA
amplificado € apropriado para gerar resultados reprodutiveis e confiaveis
semelhantes aos dados gerados por experimentos que utilizam RNA total
(FERREIRA et al. 2009).

Para sintese de cDNA a partir de RNA amplificado, 9 ng de iniciadores
Oligo-dT(15) foram adicionado a 1 yg de RNA amplificado, aquecidos por
70°C por 5 minutos seguidos de 4°C por mais 5 minutos e adicionados os

reagentes do kit “Superscript’™™ I’ em volume de 20 pL, conforme
recomendac¢des do fabricante.
A sintese de cDNA a partir de RNA total seguiu o protocolo da

IMPROM (Promega). A 2 yg de RNA total, foram acrescidos 0,25 ug de
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oligo-dT(15), aquecidos a 70°C por 5 minutos seguidos de 4°C por mais 5

minutos, conforme recomendacdes do fabricante.

3.8.2 Padronizagao das Reac¢oes para qRT-PCR

As reagdes foram realizadas no aparelho ABI Prism® 7900 Sequence
Detection System (Applied Biosystems) em volume final de 20 ul, contendo
1X SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), 400 nM a 1.600
nM de oligonucleotideos e cDNA convertido a partir de 12 ng de RNA total.
As reacgbes foram realizadas nas condigbes universais de ciclagem que
consiste em 10 minutos a 95°C para a ativacao da enzima AmpliTaq Gold
DNA Polymerase, seguidos de 40 ciclos de desnaturagédo a 95°C durante 15
segundos e um minuto a 60 °C para o pareamento dos iniciadores e
extensao. Ao final da amplificacao foi adicionada uma etapa de 20 minutos
de duragao, na qual a temperatura aumenta gradualmente de 60 °C para 95
°C a 0,2 °C por segundo com a continua aquisicdo da fluorescéncia
(MORRISON et al. 1998), a partir da qual se obtém uma curva de
dissociagao, na qual a presenga de um pico unico confirma a especificidade
da amplificacdo. As reagdes foram realizadas em placas de 96 pocgos -
MicroAmp® Optical (Applied Biosystems).

Uma vez que a cada ciclo da reacdo novas moléculas de fita dupla
sdo formadas, o nivel de fluorescéncia emitida aumenta gradualmente,
sendo que quanto menor o ciclo em que a fluorescéncia atinge um
determinado limite, maior € o nivel de expressao do transcrito analisado

(MORRISON et al. 1998). O parametro utilizado é o Ct (Cycle Threshold ou
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ciclo limite), uma linha aleatéria fixa na regido exponencial das reacgdes e
usada para determinar o ciclo em que cada amostra atinge determinado
valor de fluorescéncia (LIVAK et al. 2001). As reagdes, realizadas em
duplicada, aceitaram valores de desvio padrdao até 0,6 e foram repetidas
quando ultrapassaram esse valor.

Os oligonucleotideos foram desenhados usando o programa
OligoTech versdo 1.0 em exons diferentes, a fim de evitar resultados
artefatuais referentes a contaminagdo gendmica. Foram seguidas as
recomendagdes sugeridas pelo fabricante (Applied Biosystems), como
temperatura de anelamento entre 60°C e 70°C, 40 a 60% de conteudo GC,
tamanho do oligonucleotideo entre 16 e 20 bases, tamanho de fragmento
amplificado entre 80 e 150 bases. O alinhamento Uunico no genoma humano
para cada par de oligonucleotideos foi avaliado através da ferramenta PCR
in silico disponibilizada pela Universidade Santa Cruz
(http://genome.ucsc.edu/). Os oligonucleotideos, assim como suas

sequéncias, estao representados no Tabela 2.



Tabela 2 -

Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados,

respectivos tamanhos de amplificados e eficiéncia de amplificagao.

Genes

ACTB
GAPDH
SHPK

CDH6

CRABP
2

FRZB
HDGF
HIPK1
IGF2
ITPR3
PAX2
PIK3CA
TESK1
TIMP3
WNT5B
IGF1R
LRP1

PIK3C3

PPP2R
1A

WNT3
SFRP2

Primer Forward
5-3°
CAGGATGCAGAAGGAG
CTTTGTCAAGCTCATTTCC
CCTTGGGTGATTTACAG

CTGTTGACAAGGATGACC

GGTGAAATGGGAGAGTG

GTGGAAGGATCGACTCG
GCTACCAAGGAAGATGCTG
GACCAGTGCAGCACAAC
CTGGAGACGTACTGTGC
CAACTCCACCATGAAGCTG
CACTCTGCCTGGTTACC
GTGATTAGTAAAGGAGCCC
CCTTCACCGAAATTACCCA
CTGAACTATCGGTATCACC
CTCATGAACCTGCACAAC
TGTCCAACGAGCAAGTCCT
GCCTGATGATGTGGGAG
CAGTGGTGGAACAGATTC

CATCCTAGAGAAGCTGACC

CATCTTCCACTGGTGCTG
CATAATGGAAACGCTTTG

Primer Reverse
5-3°
CTGCTGGAAGGTGGAC
CTTACTCCTTGGAGGCC
GAATCCTGAAGGCATGG

GGTGCTCATCTCGTGTC

CGTAGACCCTGGTGCAC

GAGTTCCTGCCAGACTTC
GACAGCAGCAGGAACAGG
GCTGGGTTGCTGCTTC
GCTTCCAGGTGTCATATTG
GTTCTGGACATCCACAAAGC
GTGGCTGTACGGGTTG
GAGATTGGCATGCTGTCG
GGAAGCGTGGCAGAGG
CTCGTTCTTGGAAGTCAC
CTACATGAGCCGGACAC
GTTATACTGCCAGCACATG
GCTTCTCGTCCGTGCTG
CCTTGCTGGTTACTCTG

GAGGCCAGTGTTTGCTC

CATGAGACTTCGCTGAATC
CCTGTTTCTGTCCCATG

cDNA
amplificado
(pb)
130

92
110
158

152

124
100
87
114
61
115
105
130
84
95
110
143
141

113

134
244

Amplificado
genodmico (pb)

187
196
5.809
338

617

3.107
296
1.156
417
741
2.374
3.822
482
1.125
3.881
8.462
296
13.750

269

4179
4.352

54

com seus

Eficiéncia

100%
100%
100%
100%

100%

120%
100%
106%
100%
106%
100%
96%

100%
100%
100%
99%

117%
103%

100%

100%
98%

Para cada par de oligonucleotideos foram testadas diferentes

concentragbes (1.600 nM, 1.200 nM, 800 nM e 400 nM), sendo as

quantidades ideais padronizadas individualmente. Considerou-se a utilizagao

da menor concentracéo de oligonucleotideos, a fim de se evitar a formagao

de estruturas secundarias devido ao seu excesso obtendo-se os menores

valores de Cts.

Obtidas as concentragdes ideais dos oligonucleotideos, a eficiéncia

para cada par foi calculada usando cinco diluicbes seriadas de cDNA

convertido de RNA total (50ng, 5ng, 0,5ng, 0,05ng e 0,005ng), como descrito
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nos protocolos da Applied Biosystems. A partir dos resultados, um grafico
relaciona os Cts com o valor das quantidades de cDNA em logaritmo de
base 10. O valor correspondente ao coeficiente angular (slope) da equagéao
da reta da curva padrao (y = ax + b, a = slope) é utilizado para calculo da
eficiéncia da reagao (Tabela):

Ef = 10 (1slope) _ 4

Para identificar o gene normalizador mais estavel no grupo de
amostras utilizada no estudo, foram avaliados cinco genes enddgenos,
GAPDH, ACTB, HuPO, HPRT1 e BCR, através da ferramenta geNorm
(VANDESOMPELE et al. 2002). O programa calcula uma medida de
estabilidade génica para os genes testados em um determinado grupo de
amostras e indica quais os genes mais estaveis para serem utilizados como
normalizadores. A estabilidade é determinada partindo-se do principio de
que dois genes normalizadores ideais possuem razdes de expressao
semelhantes em todas as amostras analisadas, independente dos tipos
celulares. A analise do geNorm identificou os genes ACTB e GAPDH como
mais estaveis, sendo a média usada para o calculo da medida relativa.

O uso da amostra calibradora, que € uma amostra comum utilizada
em todas as placas, permite a comparacao de duas reacdes independentes
para um mesmo gene. Essa amostra é utilizada quando o numero de
amostras avaliadas € superior ao numero de amostras que cabem em uma
placa e no caso de haver necessidade de repeticdes de amostras que
eventualmente apresentaram duplicatas ruins (desvio padrao maior do que

0,6).
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A expressao diferencial dos transcritos alvo foi determinada pela
quantificacao relativa em relacido a média de GAPDH e ACTB. Para calculo
da medida relativa de expressao foi utilizado o modelo matematico proposto
por PFAFFL (2001) que leva em consideragao a eficiéncia de amplificagéo

de cada par de oligonucleotideos.

3.9 CONSTRUCAO DO TISSUE-MICROARRAY (TMA)

O TMA foi construido utilizando o aparelho Tissue Arrayer 1
(Beencher Instruments Microarray Technology, Silver Spring, USA). As areas
selecionadas foram identificadas no bloco de parafina e puncionadas com
agulha de um mm. Os cilindros obtidos foram transferidos para um novo
bloco de parafina receptor em posi¢ao bidimensional determinada e gravada
pelo equipamento segundo um mapa com identificacdo de cada cilindro que
permite a localizagdo exata de cada caso. O bloco de TMA foi cortado no
micrétomo rotativo na espessura de 3 um e colhidos em laminas adesivas da
Instrumedics (Hackensack NJ, EUA). Para confirmagdo da representacao
das amostras, a primeira e a Uultima laminas foram coradas com

hematoxilina-eosina (Figura 6).
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Legenda: A. Tissue-microarray. B. spot que contém quase que apenas componente
blastematoso. C. spot representante de rim maduro. D. Em azul, area do rim embrionario —
coértex renal - avaliada para marcagéo das proteinas por imunoistoquimica. Rim de embrido

de 13 semanas no detalhe.

Figura 6 - Representacdo das amostras no TMA e do rim embrionario

corados por hematoxilina-eosina.

3.10 IMUNOISTOQUIMICA

As reagbes de imunoistoquimica foram realizadas usando o sistema
de visualizagdo com polimero (Advance HRP, K4068, DAKO). Os cortes
foram desparafinizados em Xilol (trés trocas de 5 minutos cada) a
temperatura ambiente, passados em alcool com concentragdes
decrescentes (100%, 90%, 70%, 50%) e posteriormente lavados em agua

corrente por 5 minutos.
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A recuperacao antigénica foi realizada por calor utilizando-se o banho-

maria ou a camara de pressao (PASCAL) conforme protocolo e diluicdo

padronizado para cada anticorpo (Tabela 3).

Tabela 3 - anticorpos selecionados para validagao.

Anticorpo Catalogo Marca Clone Animal Dilui¢ao Recuperagéo
CRABP2 MAB5488 Chemicon policlonal camundongo 1/2000 Pascal/CT/pH6,0
FzD2 AB26396 Abcam policlonal coelho 1/2000 ERQ/IVSI?EIIQ 0

GRK7 AP7731b Abgent  policlonal coelho 1/100 Pascal/CT/pH6,0
HDGF AB58644 Abcam 26C4a  camundongo 1/100 Pascal/CT/pH6,0

IGF2 0521 , Lifespan policional  coelho 12000  Pascal/CT/pH6,0
TESK1 AP7820b  Abgent  policlonal coelho 1/200 Pascal/CT/pH6,0
TIMP3 AB49670 Abcam 18D12b  camundongo 1/100 BM/EDTA/pHS8,0
WNT5B Alé%o Lifespan  policlonal coelho 1/400 Pascal/CT/pH6,0

BM: banho-maria, CT: Citrado (acido citrico)

ApOs a recuperagao antigénica, foi realizado o bloqueio da peroxidase

endogena com solugdo de peroxido de hidrogénio a 3% (trés trocas de 5

minutos cada), seguida de lavagem em agua corrente e bloqueio de

proteinas (Protein Block Serum-Free, DAKO) por 20 minutos a temperatura

ambiente em cAmara umida.

O anticorpo primario foi incubado por 2 horas em cédmara umida a

temperatura ambiente. Apos lavagens em PBS (irés trocas de 5 minutos

cada), as laminas foram incubadas com o anticorpo secundario (Advance

HRP link, DAKO) por 30 minutos a temperatura ambiente, seguido por trés
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lavagens de 5 minutos em PBS e incubacdo com o polimero (Advance HRP
Enzyme, DAKO) por 30 minutos a temperatura ambiente.

A solugédo de Diaminobenzidina (Liquid DAB + Substrate Chromogen
System, DAKO) foi utilizada para revelagao da reagdo com incubagao de 5
minutos, e contra-coloragdo com Hematoxilina de Harris (MERCK) por 2
minutos, com lavagem em agua corrente, desidratagdo em alcool, passagem
em xilol e montagem com filme (Tissue-Tek Film, Sakura).

As reagdes foram acompanhadas de controle positivo, em tecido
sabidamente positivo para cada anticorpo e dois controles negativos. O
primeiro deles pelo ndo uso do anticorpo primario e o segundo através da
retirada do anticorpo secundario.

As localizacbes esperadas das proteinas selecionadas estdo descritas
no Quadro 2.

Quadro 2 - Genes selecionados para validagdo por imunoistoquimica e
localizac&o esperada da proteina.

Proteina |Localizagao

HDGF citoplasma e nucleo
TIMP3 citoplasma, membrana e matriz extracelular
IGF2 citoplasma e matriz extracelular

WNTSB citoplasma, membrana e matriz extracelular

FzD2 membrana
TESK1 citoplasma
GRK7 membrana

CRABP2 | citoplasma, membrana e nucleo

No TMA construido para o projeto, foram analisadas as amostras

tumorais e as amostras de rins maduros. Devido a heterogeneidade da
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morfologia renal, para o painel de rins fetais o rim inteiro foi cortado em uma

lamina e apenas a regiao cortical foi avaliada.

3.11 ANALISES MATEMATICAS E ESTATISTICAS

3.11.1 cDNA Microarray

A regulacdo dos genes pertencentes as vias de interesse do estudo
foi avaliada durante o desenvolvimento embrionario do rim e nas amostras
de TWs, ambas em relacédo ao rim diferenciado.

Para identificacdo dos genes diferencialmente expressos entre TW e
RD, foi utilizado o teste t de student e foram considerados significativos
aqueles que obtiveram pvalor < 0,05.

A analise dos aspectos funcionais dos genes diferencialmente
expressos foi feita usando a ferramenta WebGestalt (ZHANG et al. 2005), e
os genes foram anotados de acordo com os bancos de dados
disponibilizados pela ferramenta e usados para identificagdo dos grupos
relevantes. A representagao dos processos biologicos, fungées moleculares
de localizagdes celulares foi avaliada usando o banco do Gene Onthology
Consorciun Anottation, a distribuicdo dos genes nos cromossomos foi
baseada nos bancos de dados de anotacdo do genoma UCSC e para os
dominios protéicos foi usado o banco PFAM. Para todas as analises, o teste
hipergeométrico selecionou o enriquecimento de determinada classe

(processo biologico, fungdo molecular ou componente celular), sendo
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significantes aquelas classes com pvalor <0,05 e com pelo menos dois
genes representados.

Para identificagcdo dos genes modulados durante a nefrogénese em
camundongos, o comportamento dos genes foi avaliado nos quatro estagios
da nefrogénese pelo grupo do Dr. Eduardo J. Neves (IME/USP). Para cada
estagio de rim embrionario, os valores médios de expressdo entre as
replicatas bioldgicas e experimentais foram plotados em um grafico para
visualizagdo da expressao de cada gene ao longo dos quatro estagios de
diferenciagao normal do rim.

Para clusterizagdo hierarquica nao supervisionada foi usada a
correlacdo de Pearson e complete linkage que discrimina as amostras
baseada no perfil de expressdo. A confiabilidade dessa discriminagao foi
verificada pela técnica de Bootstrap. Essas andlises foram feitas no

programa TMEV verséao 4.1.

3.11.2 RT-PCR Quantitativo

Os dados gerados pela técnica de qRT-PCR foram comparados entre
grupos de amostras. Tanto para o grupo inicial, cujo cDNA foi sintetizado a
partir de RNA amplificado, quanto para o grupo independente de amostras,
os critérios para que um gene seja considerado diferencialmente expresso
foram foi pvalor < 0,05 dado pelo teste t de student e fold de pelo menos 3
vezes. Esses critérios foram baseados no trabalho desenvolvido no
laboratdrio ja citado, que sugere usar uma diferenga de expressdo maior de

3 vezes para amostras amplificadas, aumentando o nivel de concordancia
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com experimentos realizados com cDNA sintetizado a partir de RNA total
(FERREIRA et al. 2009).

Para dois genes, CRABP2 e SHPK, ndo houve amplificacdo das
reacoes de gRT-PCR para os rins diferenciados. Ao se avaliar a curva de
dissociacdo desses genes, foi observado um comportamento semelhante
dessas amostras aos controles negativos. Como as reagdes foram
acompanhadas por controles positivos, além de a amplificacdo dos
normalizadores GAPDH e ACTB das amostras normais serem equivalentes
as amostras tumorais, consideramos que esses genes Nao Sa0 expressos
em um nivel detectavel por gRT-PCR. Apenas para efeito de calculo,
consideramos o maior valor de ciclo permitido pelo aparelho (Ct = 40).

Os graficos foram construidos utilizando o programa GraphPad Prism
versao 54.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA). Também foi usada a
correlagdo linear de Fisher para discriminar dois grupos de amostras

baseando-se na expresséo relativa de trios de genes.

3.11.3 Imunoistoquimica

A analise quantitativa se baseou na intensidade de marcagao (Quadro
6) dada pelo ACIS Il (Automated Cellular Imaging System (DAKO)), um
sistema composto por um microscopio automatico acoplado a uma camera
de escaneamento e a um computador. O programa ACIS permitiu selecionar
apenas as areas de células blastematosas do TW, e os glomérulos nos rins

maduros.
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Os resultados foram analisados em relagdo a intensidade da
marcagao da proteina nas diversas localizagbes (membrana, citoplasma e
nuacleo), parametros identificados pelo ACIS, e aos tipos de células
marcadas. Assim, no que se refere a positividade das proteinas, primeiro
uma analise verificou a correspondéncia da intensidade de marcacdo com a
expressdo do RNAm. Em seguida, para cada proteina e sua localizagdo, um
valor de intensidade limite foi estabelecido. O valor de intensidade maximo
dado pelo ACIS Ill para as amostras visualmente negativas foi usado como
valor limite para discriminar as amostras positivas e negativas (Tabela 4).
Foram consideradas positivas aquelas amostras que além de apresentar
valor de intensidade maior do que o valor limite estabelecido apresentou
mais de 10% de células marcadas na area selecionada. Esses dados foram
comparados aos resultados obtidos pelos dados de expressao de RNA
mensageiro.

Adicionalmente, o perfil da expressido das proteinas foi caracterizada
nos diferentes tipos celulares dos TWs e nos rins embrionarios e

diferenciados humanos.

Tabela 4 - Valores limites de intensidade.

Proteina Localizagdo Intensidade Proteina Localizagdo Intensidade
Citoplasma 81 Citoplasma 70
CRABP2 TIMP3
Nucleo 96 Membrana 69
Citoplasma 85 Citoplasma 103
GRK7 WNT5B
Membrana 91 Membrana 88
IGF2 Citoplasma 75 FzZD2 Membrana 73
Citoplasma 80 TESKA1 Citoplasma 68
HDGF

Nucleo 110
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4 RESULTADOS

41 CASUISTICA

4.1.1 Amostras tumorais

A maioria das amostras de TWs do Banco de Tumores do Hospital
A.C. Camargo apresenta um alto indice de células necréticas, devido ao
tratamento quimioterapico prévio a cirurgia, protocolo de tratamento seguido
pelo GCBTTW. Dessa forma, a colaboracdo com o COG/NWTSG, que
preconiza a cirurgia como primeira opg¢ao de tratamento permitiu a obtencéo
de amostras sem tratamento quimioterapico. De 30 amostras de tecido
fresco congelado de TW compostas exclusiva ou predominantemente de
componente blastematoso, 24 amostras foram selecionadas para
microdissecc¢ao a laser.

Para representagdo da nefrogénese, 4 estagios de rins de embrides

de camundongos foram usados para avaliagao da expressao génica.

4.1.2 Extracao de RNA total e amplificagaio do RNA mensageiro das
amostras tumorais

Apds a extracdo do RNA total, a integridade foi avaliada através do
equipamento Bioanalyzer (Agilent). Quanto as amostras microdissecadas a

laser, os valores de RIN obtidos nas 24 amostras tumorais variaram de 5 a
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8,5 e para as amostras de rins embrionarios variaram de 5,0 a 8,4 (Tabela
5A e 5B).

Todas as amostras microdissecadas a laser de TW, RD e de rins
embrionarios foram amplificados como recomendado pelos respectivos kits
de amplificacdo. A massa obtida apds amplificacdo do RNA para amostras
humanas variou de 60,83 a 132,52 pg, e para as amostras de rim
embrionario variou de 0,19 a 69,81 ug.

As amostras utilizadas na validacido independente dos dados, foram
dissecadas manualmente e a extracdo do RNA total se deu através de
TRizol, conforme as recomendacdes do fabricante. O RIN variou de 5,0 a 9,1
(Tabela 6).

Todas as amostras que obtiveram RIN< 5 foram excluidas do

estudo.
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Tabela 5A. Tratamento das amostras tumorais e normais humanas desde a
microdissecgao a laser, RNA total e RNA amplificado.

Numero de células capturadas a

Avaliagdo do RNA

laser total pelo RNA apés amplificagao
#
Amostra #laminas tiros mpo 28S/18S RIN Concentragao 260/280 Massa
usadas total (ng/pL) total (ug)
(15pm)

BC1-1 material ndo disponivel

BC1-2 1 1900 12' 1,5 5,9 1.843,31 2,66 60,83
BC1-3 2 3600 20’ 1,5 8,4 2.238,21 2,46 73,86
BC1-4 1 1400 11 0,6 5,7 823,17 2,68 27,16
BC1-5 2 2400 12 1,1 6,8 3.285,53 2,35 98,57
BC1-6 2 3900 17 0,9 6,2 4.467,25 1,94 134,02
BC1-7 4 2100 22' 2,1 6,8 2101,1 2,52 69,34
BC1-8 2 2300 15' 1,4 8,0 4.427,32 2,08 132,82
BC1-9 2 2600 12' 1,1 8,0 3.110,76 2,44 102,66
BC1-10 2 2000 10' 1,2 6,8 4.317,81 2,05 129,53
BC1 - 11 material nao disponivel

BC1-12 2 2000 15' 1,2 8,3 4.029,04 2,2 120,87
BC1-13 2 1600 10' 1,4 8,5 4.230,06 2,15 126,9
BC1-14 1 2100 10' 1,0 7,8 3.717,71 2,32 111,53
BC1-15 1 1900 10' 1,3 8,0 4.275,25 2,14 128,26
BC1-16 2 1800 10' 0,2 5,0 2.502,18 2,39 75,07
BC1-17 1 2100 10' 1,7 5,5 2.775,71 2,51 91,6
BC1-18 1 2100 10' 0,8 6,3 3.018,44 2,49 90,55
BC1-19 2 1700 10' 1,0 6,7 2.210,82 2,64 72,96
BC1-20 material nao disponivel

BC1 - 21 3 2150 15' 1,4 6,5 4.198,77 2,09 125,96
BC1-22 1 1100 20' 1,0 53 2.354,12 2,43 70,62
BC1-23 2 1800 10' 1,4 7,2 1.966,6 23 64,9
BC1-25 2 1900 10' 1,5 7,8 4.417,25 1,98 132,52
BC1-27 2 1800 10' 0,9 7,1 2.720,72 2,52 81,62
BC1-28 2 2000 10' 1,6 8,3 2.162,32 2,46 71,36
BC1-29 1 2000 10' 1,3 7,3 3.023,97 2,35 99,79
BC1 - 30 material ndao disponivel

MKO02 2 1291 10' 0,4 5,1 1.363,7 2,83 40,91
MKO06 8 1411 10' 0,2 5,0 1.379,9 2,77 41,4
MK12 3 1227 10' 0,6 5,3 741,62 2,61 22,25
MK16 3 1300 10' 0,3 5,0 1.418,67 2,78 42,56
FK2 nao aplicavel 2.524,05 2,31 75,72
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Tabela 5B - Tratamento das amostras de rins embrionarios de camundongo
desde a microdissecc¢ao a laser, RNA total e RNA amplificado.

Numero de células capturadas

Avaliacao do RNA

a laser total pelo RNA apés amplificagdo

Amostra #laminas #tiros tempo 2851188  RIN Concentragao 260/280 Massa total

usadas (7,5um) total (Mg/uL) (Mg)
E15,5d B 4 211 10° 1,6 8,4 15,8 2,2 0,47
E15,56d D 4 810 107 0,4 54 64,8 2,21 1,94
E15,5d F 4 830 10° 0,6 6,8 6,2 2,09 0,19
E15,5d G 3 700 10° 0,8 6,6 551,1 2,57 16,53
E17,5d B 3 700 10° 1,1 8,1 1.468,4 2,65 44,05
E17,5d C 3 716 107 1,3 7.5 1.488,9 2,59 44,67
E17,5d E 3 800 10° 1,0 7.8 916,9 2,47 27,51
RN A 3 800 10° 1,3 7,7 1.018,3 2.73 30,55
RN B 2 1000 10° 1,3 8,6 2.326,85 24,85 69,81
RN C 3 1000 10° 1,2 8,5 193,67 1,99 5,81
RND 3 920 107 1,0 7.4 1.046,28 10,83 31,39
RN E 6 1290 10° 0,9 7.1 1.608,22 16,16 48,25
1Sem A 5 600 10° 0,8 7,2 1.884,9 2,46 56,55
1Sem B 3 440 10° 0,5 5,0 385,2 2,42 11,56
1Sem C 3 550 10° 0,7 51 1.772,6 2,42 53,18
1Sem D 4 730 10° 0,5 5,0 54,0 2,23 1,62
1Sem E 2 660 10° 1,5 7,7 2.173,8 2,43 65,21




68

Quadro 6 - Concentracdo e qualidade das 35 amostras utilizadas na
validac&o independente do estudo.

ID Razao Concentra Razao ID Razao Concentra Razao
Amostra  260/280 cao (ug/ul) 28/18S RIN Amostra  260/280 c¢do (ug/ul) 28/18S RIN
P1124 1,95 2,689 2:1 8,2 P399 1,96 2,847 2:1 6,8
P4272 1,85 3,227 2:1 8,4 P002 1,91 2,91 2:1 6,4
P1068 1,79 3,467 2:1 8,7 P201 1,61 3,793 2:1 7,3
P1290 1,98 2,48 2:1 6,4 P1070 1,16 3,975 2:1 6,5
P2063 1,81 3,493 2:1 7,1 P1108 1,91 3,203 2:1 52
P2081 1,84 3,339 2:1 9,1 P4057 1,63 3,735 2:1 6,3
P1060 1,21 3,955 2:1 7,2 P1104 1,14 3,99 2:1 8,4
P1247 1,46 3,853 1:1 6,2 P4196 1,17 3,913 2:1 6,4
P4094 1,33 3,909 2:1 7,0 P277 1,07 3,994 2:1 8,5
P4181 1,6 3,739 2:1 7,5 P697 1,17 3,955 1:1 5,6
P1088 1,47 3,85 2:1 57 RD30 2,11 1,361 2:1 8,4
P2113 1,13 3,991 1:1 5,5 RD32 2,13 1,202 2:1 6,1
P4159 1,93 2,988 2:1 5,8 RD33 2,13 1,03 2:1 5,8
P1065 1,59 3,819 2:1 7,6 RD34 2,08 0,742 2:1 5,0
P1144 1,94 2,811 2:1 6,6 RD36 2,08 1,539 2:1 6,0
P2050 1,45 3,896 2:1 8,3 RD40 21 1,624 2:1 6,3
P178 1,63 3,668 1:1 5,7 RD42 2,05 0,418 2:1 5,8
P342 1,36 3,941 2:1 57 RD43 2,12 1,18 2:1 8,2
P001 2 2,128 2:1 6,8 RD44 2,12 0,989 2:1 7,5
P420 1,88 3,139 2:1 7,0 RD45 2,15 1,167 2:1 6,5
P095 1,23 3,967 2:1 8,2 RD46 2,12 1,474 2:1 57
P128 2 1,2 2:1 7,8 RD47 2,13 0,726 2:1 7,5
P219 1,96 2,855 2:1 7,2 RD48 2,12 1,294 2:1 8,1

Quinhentos nanogramas de RNA amplificado corado com brometo
de etideo foram avaliados em gel de agarose 1%. O perfil de amplificagédo
deve conter uma maior concentracdo de RNA amplificado entre 300-700 pb,
critério de qualidade previamente estabelecido no laboratério, umas vez que
ldminas hibridadas com amostras dentro desse critério mostraram melhor
qualidade (Figura 7). Aparentemente, existe uma tendéncia relacionando o

valor de RIN com a quantidade de RNA amplificado final (Tabela 7).
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Tabela 7 - Relagdo entre RIN obtido pelas amostras e a média da
concentracio obtida apds amplificagdo das amostras tumorais.

RIN Concentragdo média (ug/pL)
50-74 2,99
75-10 3,56

A amplificagcado das 8 réplicas da amostra referéncia foi satisfatéria
com média de razdo 260/280 de 1,97, indicando boa pureza da amostra. A
média de RNA amplificado recuperado foi de 2,52 pg/ul, sendo suficiente

para realizar todos os experimentos de hibridac&o (Figura 7).
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Legenda: A. amostras de TW e rim embrionario e B. amostra referéncia. M: marcador de
100bp (Invitrogen). 1-8: réplicas da amostra referéncia. A seta vermelha indica a banda de

600pb do marcador.
Figura 7 - Gel de agarose 1%. Visualizagdo da concentracdo do RNA

amplificado.

As oito réplicas do RNA amplificado da amostra referéncia foram
unidas formando um pool com 800 ug totais, suficiente para todas as

hibridagdes de TW e rins embrionarios do projeto.
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Assim, 24 amostras de TW, 4 amostras de RD, um pool de rins fetais
humanos e 3 amostras de cada um dos 4 estagios da nefrogénese foram

usadas para os experimentos de hibridacao.

4.2 CONSTRUGAO DA PLATAFORMA DE VIAS

A construgdo da plataforma de microarray foi concluida contendo
326 dos 403 (84%) genes das vias de transducdo de sinal selecionadas,
sendo 168 genes da via WNT, 97 genes da via PI3K, 71 genes do processo

EMT (Tabela 8).

Tabela 8 - Representacdo de cDNAs por vias de sinalizagdo imobilizados em
l&mina de vidro.

WNT PI3K EMT

Sequéncias ORESTES 119 82 51
Fragmentos de PCR 49 15 20
Sem representagao 35 13 19
Total 203 110 98

Sequéncias ORESTES: fragmentos representados por ORESTES que atingiram
os critérios descritos em material e métodos. Fragmentos de PCR: genes representados por
fragmentos amplificados por PCR wusando oligonucleotideos especificos. Sem
representagdo: genes que nao tinham ORESTES dentro dos critérios no banco de
ORESTES e para os quais ndo foi possivel desenhar oligonucleotideos dentro na regido

requerida ou que néo foi possivel amplificar.

Sequéncias de genes pertencentes a outros projetos, sendo 423
genes das vias do acido retinoico, diferenciagdo neuronal e outros genes

aleatorios representados por 645 ORESTES e 414 fragmentos originados
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pela técnica RASH, também foram imobilizados na |&mina além de 48
controles positivos (cDNA correspondente a um fragmento do lambda fago Q
gene) e 496 controles negativos (112 representados por DMSO e 384
blanks), totalizando 2.352 pontos. Todas as sequéncias foram usadas para a
normalizagdo da lamina. Entretanto apenas as sequéncias ortdlogas foram

considerados para a realizagao do projeto.

4.2.1 Pré-analises dos Experimentos de Microarray com a
Plataforma Customizada

Para avaliar a qualidade das hibridagbes na lamina customizada, 4
Mg de RNA amplificado do pool de linhagens celulares humanas foi utilizado
(Figura 8A, detalhe). A avaliagao (pré-analise), normalmente aplicada nos
experimentos de microarray indicou excelente de qualidade de hibridacao.

Essa avaliagdo inclui uma normalizagdo, que tem o objetivo de
minimizar as variagdes sistematicas introduzidas experimentalmente nas
medidas da expressdo génica. No projeto como um todo, o método de
regressao linear de LOWESS (Locally Weighted Scatter-plot Smoothing) foi
usado para normalizagdo das laminas, com intervalos de 20%, ou seja, a
analise de regressao foi realizada com 20% dos pontos ao redor de cada
ponto em questao.

Para verificar a reprodutibilidade experimental, as laminas controle e
swap foram analisadas através da correlagcdo de Pearson, que determina
uma medida do grau de relacionamento linear, quando as amostras teste e

referéncia ndo sio similares. Essa medida varia de 0 a 1, sendo que 1 indica
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a melhor reprodutibilidade entre as laminas controle e swap. Para uma
lamina ser considerada de boa qualidade, essa correlagao deve ser superior

a 80% apo6s a normalizagao.

M Grnph —— Poataon Comsletion: .13 Mt Grugs - Momaaliznds - Pearscn Cometian: 0367

swap

m.
SWap

}’{'&?‘\r.‘

controle

controle

ranenia-2 itensd

apos a normalizacao

Legenda: A. LAmina onde est&o imobilizadas as sequéncias do estudo. B. MM Plot. Dados
n&o normalizados (correlagéo de Pearson 69,13%) e normalizados (96,82%). Eixo X: 1amina
controle: amostra teste Cy3/amostra referéncia Cy5, eixo y: lamina swap: amostra referéncia
Cy3/amostra teste Cy5. O grafico mostra a dispersdo de pontos representantes da relagédo
entre os valores de intensidade para cada gene das laminas controle e swap. C.
Histograma: Graficos representativos da normalizacdo de Lowess, antes e apos

normalizagao, onde houve uma correg¢ao da distor¢ao dos pontos.

Figura 8 — Avaliagdo da qualidade da lamina customizada.

Considerando que a lamina customizada passou pelos testes de

qualidade e apresentou boa reprodutibilidade, seguiu-se a hibridagédo das
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amostras do estudo. As 24 amostras de TW, 4 amostras de RD e trés
replicatas de rins de camundongos representantes dos quatro estagios da
nefrogénese (1, 2, 3 e 4) foram hibridadas, sendo que para o estagio 1, uma
amostra foi hibridada.

Apos os procedimentos de normalizagdo, todas as replicatas
apresentaram correlagdo de Pearson maior do que 80%, sendo, portanto,

consideradas de boa qualidade (Tabela 9).

Tabela 9 - Correlagdo de Pearson e numero de spots avaliaveis (do total de
1.856) das amostras utilizadas no estudo.

Correlagdao Spots Correlagdao Spots

Amostra de Pearson avaliaveis Amostra de Pearson avaliaveis
BC1-02 0,844 1.658 BC1-25 0,907 1.791
BC1-03 0,895 1.691 BC1-27 0,942 1.759
BC1-04 0,889 1.672 BC1-28 0,880 1.736
BC1-05 0,934 1.749 BC1-29 0,934 1.766
BC1-06 0,956 1.769 MK-02 0,776 1.639
BC1-07 0,912 1.674 MK-06 0,915 1.731
BC1-08 0,841 1.788 MK-12 0,796 1.759
BC1-09 0,887 1.750 MK-16 0,826 1.665
BC1-10 0,938 1.770 FK-02 0,942 1.771
BC1-12 0,825 1.587

BC1-13 0,950 1.770 E15,5d-G 0,902 1.708
BC1-14 0,939 1.777 E17,5d-B 0,849 1.716
BC1-15 0,960 1.771 E17,5d-D 0,851 1.697
BC1-16 0,880 1.717 E17,5d-C 0,837 1.749
BC1-17 0,865 1.751 RN-A 0,747 1.679
BC1-18 0,730 1.759 RN-B 0,855 1.752
BC1-19 0,872 1.724 RN-E 0,870 1.742
BC1-21 0,908 1.759 1SEM-A 0,832 1.724
BC1-22 0,816 1.749 1SEM-E 0,883 1.690
BC1-23 0,883 1.733 1SEM-C 0,896 1.704

BC: Componente blastematoso. MK: rim diferenciado. FK: rim fetal. Estagio 1
(E15,5d), 2 (E17,5d), 3 (RN) e 4 (1 SEM).
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O valor médio de correlagao de Pearson para as hibridagbes intra-
especificas foi de 88,43% e para as hibridagdes inter-especificas foi de
85,22%. Também é possivel observar que todas as amostras hibridadas
tiveram mais de 90% dos spots avaliaveis com média de 93%, indicando alta

reprodutibilidade dos experimentos nas duas condigoes.

4.3 GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS NOS TWS EM

COMPARAGAO COM RINS DIFERENCIADOS

Em busca dos genes com expressao desregulada nos TWs, foi
usada a comparagido das amostras tumorais com as amostras de rins
diferenciados (TWxRD). Dos 326 genes pertencentes as vias de transdugao
de sinal, 47 foram diferencialmente expressos (p<0,05), sendo 29 e 18
genes mais e menos expressos no TW. A diferenca de expressao variou de -

3,42 para EYA4 até 230,63 para IGF2 (Tabela 10).
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Tabela 10 - Genes diferencialmente expressos (p<0,05). Os sinais negativos
e positivos representam os genes mais expressos rim diferenciado e mais

expressos no TW, respectivamente.

Clone
QV1-NN0229-444-a01
CM1-Cl0132-571-g05
RC2-BN0074-016-a07
MR4-NN1197-003-c03
MRO0-BT0551-102-g07
RC2-BN0243-012-f12
RC1-HT0623-011-a09
MR2-CN0035-203-e07
RC2-BN0243-015-d03
MRO0-HT0405-202-b04
MRO0-HT0078-003-b09
MR3-HB0013-002-d06
QV3-ET0171-494-e08
QV2-HT0540-362-e03
40096
MRO0-SN0037-007-g07
MRO0-BN0070-011-d02
33832

34140
RCO0-GN0276-031-g01
34124

34106
MR4-BT0358-012-h07
MR1-HN0069-004-e02

Genes Fold
EYA4 -3,43
TIMP3 -2,95
TBL1XR1 -2,76
OCRL -2,48
CDC7 -1,93
HIPK1 -1,91
VANGL2 -1,85
CDs1 -1,76
CDH6 -1,67
FN3K -1,6
PIP5K2C -1,45
DVL2 -1,41
PIK3CD -14
ITPR3 -1,39
WNT3 -1,33
FRAT2 -1,28
PIK3CA -1,27
MAPK9 -1,2
COL5A1 1,16
INPP5B 1,19
EYA3 1,22
LRP6 1,23
PIP5K2B 1,45
PAX2 1,54

Clone

34073

40030

34016
QV4-CT0491-398-d01
CM1-LT0067-109-d10
QV3-HT0544-139-e09
34125
MR2-NN1111-008-e07
IL3-CT0214-052-H06
MRO0-SN0040-004-h06
MR1-RT0029-001-g07
34104

34134

34049
QV0-DT0048-124-h02
34092
CM1-Cl0134-551-h03
QV2-NN0045-323-f08
RC2-BN0074-016-g08
MR4-KT0047-001-d10
34141
QV1-CT0417-313-c05
CM3-DT0004-090-f07

Genes
PCTK2

FZD10
CARKL
WNT5B
SFRP2
FzZD2
IGF1R
LRP1
FZD4
CSNK2A1
DMPK
CRABP2
FRZB
GRK7
TESK1
TCF7L2
OFD1
RGS4
PIK3C3
HDGF
PPP2R1A
JUN
IGF2

Fold
1,55
1,66
1,77
1,8
1,85
1,98
2,01
2,13
2,25
2,45
2,49
2,51
2,57
2,9
3,11
3,95
4,06
4,51
5,26
5,36
7,13
10,52
230,63

Os 47 genes foram distribuidos nos cromossomos para avaliar a

representatividade dos genes com maior € menor expressao nas regides de

ganho e perda cromossdmica relatadas na literatura. A distribuicdo se

mostrou

relativamente

homogénea,

nao revelando

uma

regiao

cromossdmica preferencial contendo genes com expressao alterada (Figura

9, Quadro 3).
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Legenda: A. Genes pouco expressos no TW. B. Genes super-expressos no TW.

Figura 9 - Distribuicdo dos 47 genes nos 24 cromossomos.

Quadro 3 - Distribuicdo dos 47 genes nos 24 cromossomos.

Genes pouco expressos

Genes mais expressos

1 CDC7, HIPL1, VANGL2, PIK3CD
3  TBL1XR1, PIK3CA

4 CDS1

5 CDH6, MAPK9

6 EYA4,ITPR3

10 FRAT2

12 PIP5K2C

17 FN3K, DVL2, WNT3

22 TIMP3

X OCRL

1
2
3
4
9
10
11
12
15
17
18
19

20
X

INPPSB, EYA3, CRABP2, RGS4, HDGF, JUN
FRZB

GRK7

SFRP2

COL5AL, TESK1

PAX2, TCF7L2

FZD4, IGF2

LRP6, PCTK2, FZD10, WNT5B, LRP1
IGF1R

PIP5K2B, SKPK, FZD2

PIK3C3

DMPK, PPP2R1A

CSNK2A1

OFD1
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Com a finalidade de identificar os aspectos funcionais dos 47 genes, a
representatividade foi avaliada segundo sua anotagdo nos processos
bioldgicos, fungdes moleculares e componentes celulares usando o Gene
Onthology Consorciun Anottation (GO) através da ferramenta WebGestalt.

Essa analise identificou 2 processos biolégicos foram super-
representados: percepcao (EYA4, PAX2, EYA3, CDS1, TIMP3, GRKY) e
estabelecimento de polaridade de tecidos (FZD2 e VANGL2).

Também foram encontradas 2 fungbes moleculares super-
representadas: ligantes de heparina (COL5A1 e HDGF) e ligantes de fator
de crescimento tipo insulina (IGF2 e IGF1R).

Quanto ao componente celular, apenas citoplasma foi super-
representado (ITPR3, CDS1, PPP2R1A, OCRL, PIK3C3, PIK3CA, PIK3CD,

PIP5K2B) (Figura 10).
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Legenda: Grafico direto aciclico representando apenas as categorias de Gene Onthology
enriquecidas (vermelho) e suas origens ndo enriquecidas (preto) (p<0,05), com os

respectivos genes em cada classe.

Figura 10 - Caracterizagdo dos 47 genes diferencialmente expressos entre
TW e RD quanto a processo bioldgico, fungdo molecular e componente

celular.
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Os dominios protéicos dos 47 genes foram avaliados usando o banco
Pfam Protein Domains, também disponivel pelo WebGestalt, nos quais
foram observadas duas super-representagdes: Frizzled (FZD2, FzZDA4,

FZD10) e PI3K C2 (PIK3C3, PIK3CA, PIK3CD) (p<0,05).

4.4 IDENTIFICAGAO DOS GENES ALTERADOS NO TW QUE

RECAPITULAM OS PRIMEIROS ESTAGIOS DA NEFROGENESE

Para identificar candidatos a serem os primeiros genes alterados nos
TWs, foram selecionados aqueles que recapitulam o inicio da nefrogénese,
uma vez que a desregulagdo da expressdo destes genes pode estar
envolvida com os eventos precoces responsaveis pelo surgimento do tumor.

A expressdo dos 326 genes foi avaliada durante os diferentes
estagios da nefrogénese em camundongos, representando a diferenciagao
das células do blastema metanéfrico até as células completamente
diferenciadas nos rins. Pela avaliagdo visual de cada grafico gerado, os
genes foram classificados como apresentando expressdo crescente,
decrescente ou comportamento ndo definido. Dos 326 genes, 72, 64 e 190
apresentaram comportamento de expressao crescente, decrescente e de
nao definido, respectivamente, ao longo da diferenciagao.

Em seguida, os genes que apresentaram tendéncia crescente e
decrescente na diferenciacdo do blastema metanéfrico foram comparados
com aqueles menos e mais expressos no TW em relagdo as células

diferenciadas do rim, respectivamente (Figura 11).
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Legenda: As setas apontando para cima e para baixo indicam os genes mais e menos
expressos em células do componente blastematoso do TW em relagdo as células

blastematosas do rim diferenciado.

Figura 11 - Representagdo do comportamento dos genes durante a

nefrogénese e nos TWs.

Portanto, os 72 genes que apresentaram comportamento crescente
durante a nefrogénese foram comparados com os 18 genes menos
expressos no TW e os 64 genes que apresentaram comportamento
decrescente durante a nefrogénese foram comparados com os 29 genes
mais expressos no TW. Essa analise revelou 18 genes com expressao
semelhante aos primeiros estagios de diferenciagdo do rim, sendo 7 menos
expressos no TW e crescentes na nefrogénese e 11 mais expressos no TW

e decrescentes na nefrogénese (Figuras 11 e 12).
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A clusterizacao hierarquica nao supervisionada baseada no padrao de
expressao dos 18 genes foi capaz de agrupar as amostras de TW com os
estagios mais iniciais do desenvolvimento do rim de camundongo (rins mais
precoce e um intermediario) e o pool de rins fetais humanos, e discriminando
essas amostras dos estagios mais tardios da nefrogénese de camundongo
(rins intermediarios e de recém-nascidos) e rins totalmente diferenciados de
humanos e murinos (Figura 13).

Um dos aspectos identificado por essa clusterizagdo é o agrupamento
de amostras semelhantes de espécies diferentes seguindo os parametros
bioldgicos esperados (Figura 13A), o que valida o modelo proposto nesse
projeto para estudar TWs em humanos e a nefrogénese em camundongos.
Um segundo aspecto indica que o padrao de expressdao baseado nos 18
genes confirma que os TWs recapitulam os primeiros estagios do rim (Figura
13B), indicando que a alteragdo da expressao desse grupo de genes é um

evento precoce para o surgimento do TW.
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Pool de rins fetais humanos Rins diferenciados murinos
Rim de embridc murino mais precoce Rins diferenciados humanos

Rim de embrido murino de idade intermediaria

Legenda: A. As setas azuis e vermelhas indicam amostras humanas e de camundongo,
respectivamente. B. As setas indicam a origem das amostras segundo a legenda de cores.
Os valores nos bragos do cluster indicam a porcentagem da forma mais frequente de

clusterizagéo.
Figura 13 - Clusterizagdo hierarquica nao supervisionada utilizando

correlacédo de Pearson e complete linkage.

45 CONFIRMAGAO DOS GENES DIFERENCIALMENTE

EXPRESSOS POR QRT-PCR

Visando avaliar o rigor dos resultados encontrados através da
metodologia de microarray, os 18 genes co-regulados no TW e nos primeiros
estagios da nefrogénese foram selecionados. Desses, FZD2, FZD10 e

FRAT2 néao foram avaliados por qRT-PCR por conter apenas um éxon. Além
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desses, CDH6, GRK7 e MAPK9 foram excluidos da analise por nao
apresentarem amplificagdo do fragmento especifico, apesar de varios pares
de oligonucleotideos terem sido testados. Assim, restaram 12 genes que
foram avaliados quanto a expressdo do RNAm por gRT-PCR.

De 12 genes, 9 (75%) foram concordantes entre as duas
metodologias, indicando resultados bastante robustos. CRABP2, HDGF,
IGF2, PAX2, SHPK, TESK1 e WNT5B foram mais expressos no TW, e

HIPK1 e TIMP3 foram menos expressos no TW (Tabela 11).

Tabela 11 - Genes selecionados para validagao técnica com os valores de
expressdo dado por cDNA microarray (cDNA MA) e gRT-PCR.

cDNA MA gRT-PCR

Genes nefrogénese Fold teste t Fold teste t

TWxRD  (pvalor) TWxRD (pvalor)
CRABP2 decrescente 2,51 0,00 66,30 <0,01
FRzB decrescente 2,57 0,00 -9,51 <0,01
HDGF decrescente 5,36 0,04 4,16 0,01
HIPK1 crescente -1,91 0,00 -6,57 0,04
IGF2 decrescente 230,63 0,04 84,04 <0,01
ITPR3 crescente -1,39 0,04 -1,65 0,12
PAX2 decrescente 1,54 0,04 34,21 0,01
PIK3CA crescente -1,27 0,02 -1,61 0,05
SHPK decrescente 1,77 0,03 18,89 <0,01
TESK1 decrescente 3,11 0,00 4,61 0,04
TIMP3 crescente -2,95 0,01 -9,46 <0,01
WNT5B decrescente 1,80 0,05 78,58 0,01

Apesar de ter atingido significancia estatistica, PIK3CA nao foi
considerado para a validagdo no grupo independente de amostras porque

nao atingiu uma diferenga de expressao de pelo menos trés vezes.
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46 CONFIRMAGAO DA DIFERENGA DE EXPRESSAO DOS GENES
CANDIDATOS POR RT-PCR QUANTITATIVO EM UM GRUPO

INDEPENDENTE DE AMOSTRAS

Para verificar se os dados obtidos ndo sdo dependentes do grupo
inicial de amostras sendo candidatos a estarem alterados na maioria dos
TWs, 35 amostras de TW enriquecidas para o componente blastematoso e
13 amostras de rins diferenciados enriquecidas para a regiao do cértex renal
foram usadas para validacao independentes.

Os 9 genes validados no grupo inicial de amostras foram testados no
grupo independente, dos quais, 5 (55,6%) foram concordantes seguindo os
critérios do estudo, sendo CRABP2, IGF2, PAX2 e WNT5B mais expressos

e TIMP3 menos expresso no TW (Tabela 12, Figura 14).

Tabela 12 - Comportamento dos genes no grupo independente de amostras.

Fold TW x RM pvalor Fold TW x RM pvalor
CRABP2 41.171,6 <0,01
IGF2 15,6 <0,01 SHPK 9,6 0,20
HDGF 1,1 0,52 TESK1 1,6 0,13
HIPK1 -1,5 0,5 TIMP3 -9,0 <0,01
PAX2 32,8 <0,01 WNT5B 26,2 <0,01

HIPK1 apresentou a tendéncia correta de expressdao e foi
estatisticamente significativo. No entanto, ndo atingiu o critério de diferenca
de expressdo de 3 vezes, sendo, portanto, ndo considerado um gene
validado. Trés genes (HDGF, SHPK e TESK1) ndo atingiram significancia

estatistica para serem considerados diferencialmente expressos, entretanto



86

eles mostraram a mesma tendéncia de expressao do grupo inicial de

amostras.
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Legenda: Os valores foram logados para construgdo do grafico. P: pvalor pelo teste t e F:
fold calculado pelo método de PFAFFL (2001).

Figura 14 - Expressao relativa por qRT-PCR dos 9 validados no grupo inicial

de amostras, comparando TW e RD no grupo independente de amostras.



87

Parte da nao validacdo desses genes provavelmente se deve a
heterogeneidade das amostras que foram dissecadas manualmente além de
outras diferengas na manipulagdo. Essas amostras tém contaminacao de
células dos outros componentes do TW e da regido medular do rim, o que

pode influenciar os dados de expressao.

4.7 AVALIAGAO DA CORRESPONDENCIA DA EXPRESSAO DE

RNA MENSAGEIRO E PROTEINA

A analise quantitativa do ACIS é baseada na intensidade de marcacgéao
da proteina, um numero originado da relagdo entre azul, marrom claro e
marrom escuro. Para as amostras de TW e rins diferenciados, o valor de
intensidade de cada proteina, foi considerado em todas as localizagdes,
citoplasma, membrana e nucleo. Essa analise foi realizada porque, ao se
medir o comportamento da expressdo do RNA mensageiro, n&o € possivel
avaliar a localizac&o celular da proteina que eventualmente sera traduzida.
Assim, os graficos estariam reproduzindo o nivel de expressao daquela
proteina na célula, independente de sua localizagao.

Dessa forma, como no grupo inicial de amostras em que o padrao de
expressao foi avaliado apenas nas células blastematosas, as areas de
componente blastematoso foram selecionadas pelo ACIS lll, que avaliou a
intensidade de marcacao das proteinas.

Ao ser comparado com o grupo inicial de amostras, 5 das 8 proteinas

(62,5%) foram concordantes com a expressdo do RNAm: CRABP2, GRK7,
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HDGF, IGF2 e TESK1. WNT5B e FZD2 nao mostraram diferengca quanto a

intensidade de marcacao e TIMP3 revelou um resultado contrario, ou seja,

esperava-se maior intensidade de marcacao no rim normal, € ndo no TW

(Figura 15).
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Figura 15 - Intensidade de marcagdo nas amostras tumorais (TW),

representadas pelo componente blastematoso, € nos rins maduros (RM),

representados pelos glomérulos.
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4.8 COMPARAGAO CONJUNTA DA EXPRESSAO DOS GRUPOS

INDEPENDENTES COM O GRUPO INICIAL DE AMOSTRAS

Os resultados de quantificagdo do RNA mensageiro e/ou da sua
respectiva proteina nos grupos independentes foram comparados com o

grupo inicial de amostras (Tabela 13).

Tabela 13 - Comparacgao da expressao por gqRT-PCR e IHQ em TW x RM
dos grupos independentes com o grupo inicial de amostras.

Grupo Inicial (TW) Grupos Independentes (TW)
Gene gRT-PCR gRT-PCR IHQ
CRABP2 1 1 1
HDGF 1 nao 1
HIPK1 1 ! NA
IGF2 1 1 1
PAX2 0 1 NA
SHPK 1 nao NA
TESK1 1 nao 0
TIMP3 l ! nao
WNT5B 1 1 nao

1 mais expresso no TW. | menos expresso no TW. Nao: expressao discordante do grupo

inicial. NA: ndo avaliado.

Os genes CRABP2, HDGF, IGF2, TESK1, TIMP3 e WNT5B foram
avaliados tanto por gRT-PCR quanto por IHQ, sendo que CRABP2 e IGF2
concordaram quanto ao nivel de expressdo em ambos 0s grupos
independentes.

Tanto o grupo inicial de amostras quando a IHQ avaliaram a
expressdo dos genes especificamente no componente blastematoso

enquanto que as amostras do grupo independente avaliadas por qRT-PCR
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provavelmente apresentam contaminagdo de outros componentes ja que
foram dissecadas manualmente. Como consequéncia, a medida da
expressdo génica pode ter sido influenciada pela expressao dos outros
componentes. Esse pode ser um dos motivos para que HDGF e TESK1 né&o
terem sido validados por qRT-PCR, mas validados por IHQ nos grupos

independentes.

49 CARACTERIZAGAO DA EXPRESSAO PROTEICA NAS

CELULAS DO TWs E DURANTE A NEFROGENESE

Para cada proteina, um valor limite de intensidade foi estabelecido
visualmente, abaixo do qual, as amostras foram consideradas negativas, e
acima, positivas, levando-se em consideracao a localizagado da proteina na
célula. Esses valores foram comparados com o rim diferenciado,
representado apenas pelas células glomerulares (Tabela 14), uma vez que
as células tubulares de rins diferenciados e funcionais apresentam
positividade inespecifica para diversas proteinas.

A expressado citoplasmatica de CRABP2 foi observada em um
momento muito especifico nos rins embrionarios: apenas nas células do
mesénquima metanéfrico, quando estdo se organizando em torno do tubo
uretérico e antes de adotarem a morfologia epitelial. Nas células do blastema
metanéfrico, que seria a fase seguinte da nefrogénese, até o rim estar
completamente formado, com tubulos e glomérulos formados, CRABP2 é

completamente negativa. Por outro lado, a quase totalidade dos
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componentes blastematosos de TW foi fortemente positiva em citoplasma
(94,6%) e nucleo (93,5%). Para algumas amostras de TW, foi possivel
avaliar os componentes epitelial e estromal, que apresentaram positividade
fraca ou foram negativos para CRABP2 (Figura 16).

WNTS5B comecga a ser encontrada na membrana das células do
blastema metanéfrico que estdo se organizando para formar a vesicula
renal, e algumas células mantém a marcagdo de membrana até a completa
diferenciacdo. E interessante notar que WNT5B parece ser expresso apenas
na membrana apical das células. A maioria dos componentes blastematosos
foi negativa em membrana para WNT5B (75,22%) e apresentou positividade
fraca no citoplasma (93,3%) (Figura 17). Quando positivo, WNT5B foi
expresso em toda a membrana celular, sem marcagao preferencial na
porcao apical das células.

Todas as células do rim embrionario sao positivas na membrana para
FZD2, desde as células do mesénquima metanéfrico, o blastema em todas
as suas etapas de diferenciagdo e os glomérulos. Dos componentes
blastematosos, 65,10% foram negativos e 34,90% foram positivos para
FZD2 (Figura 18).

WNT5B é uma proteina secretada que se liga a FZD2, uma proteina
de membrana. Foi identificada marcagcao de membrana de FZD2 e WNT5B
em células blastematosas do TW que comegam a se aglomerar, uma agao
prévia ao inicio da diferenciagao celular, mantendo-se positivas no
componente epitelial. O componente estromal foi negativo para ambas

(Figuras 17 e 18).
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Apesar de GRK7 ser sempre expressa em membrana e citoplasma de
todos os estagios embrionarios, a expressdo foi muito mais forte nos
estagios mais iniciais. Nos rins diferenciados, em parte dos glomérulos, ndo
foi identificada a expressao citoplasmatica de GRK7, e em uma proporgao
muito menor, nao foi identificada a expressao de membrana. No entanto, a
grande maioria dos tubulos foi positiva. Virtualmente, todos os componentes
blastematosos avaliados foram fortemente positivos para GRK7, tanto em
membrana quanto em citoplasma. Parte dos componentes estromais foi
negativo e parte positivo, mas com positividade mais fraca. O componente
epitelial revelou uma positividade muito mais fraca do que o componente
blastematoso, tanto para citoplasma quanto para membrana (Figura 19).

A expressdo de IGF2 foi avaliada no citoplasma e foi positiva em
praticamente todos os estagios fetais, sendo que células mais
indiferenciadas apresentaram positividade mais forte, que foi se perdendo
conforme as células se diferenciaram. As células completamente
diferenciadas dos rins maduros sao negativas para IGF2. A maioria dos
componentes blastematosos de TWs expressa IGF2 (85,71%). Os
componentes epitelial e estromal também sao positivos para IGF2, sendo
que a positividade para o componente estromal foi mais fraca (Figura 20).

A marcacado citoplasmatica de TESK1 foi encontrada em células
tubulares mas nao nas glomerulares dos rins embrionarios mais precoces,
presentes de forma mais forte nos tubulos e ausentes nos glomérulos dos
rins diferenciados. As amostras de componente blastematoso foram, em sua

maioria, positivas (96,49%). As células do componente epitelial foram
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positivas e as células do componente estromal foram negativas para TESK1
(Figura 21).

A expressao citoplasmatica de HDGF ndo variou, mas foi possivel
observar uma discreta diminuicdo da expressao nuclear durante a
nefrogénese, sendo que poucas células sao positivas nos glomérulos
diferenciados para ambas as localizacbes. As células dos tubulos renais
apresentam marcacao citoplasmatica e a maioria, marcagao nuclear. Nao
houve diferenca de marcacdo nas amostras de componente blastematoso
para ambas as localizagdes. O componente epitelial se comportou como o
respectivo componente blastematoso enquanto que o componente estromal
foi completamente negativo (Figura 22).

TIMP3 foi avaliada em membrana e citoplasma. Nos rins fetais, a
proteina sé foi positiva na membrana das células. Essa marcacao foi
praticamente toda perdida na membrana dos glomérulos dos rins
diferenciados. Enquanto que a maioria (87,10%) das amostras de
componente blastematoso apresentou positividade em citoplasma, menos da
metade (42,34%) foi positiva na membrana das células. O componente
epitelial se comportou como o respectivo componente blastematoso e o

componente estromal foi completa negativo para TIMP3 (Figura 23).
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Tabela 14 - Analise da imunoistoquimica das amostras de componente

blastematoso de TW e dos rins maduros.

RM - glomérulos TW - blastema Comportamento na
negativo positivo negativo positivo nefrogénese
18 6 107
citoplasma 0 expressao no
(100%) (5,31%)  (94,69%) ]
CRABP2 17 . 101 citoplasma de células
nucleo 0 em MET
(100%) (6,48%)  (93,52%)
top 12 0 62 56 expressdo nuclear e
citoplasma
HDGF P (100%) (52,54%) (47,56%) citoplasmatica durante a
ol 18 2 59 52 diferencia¢é@o e nos rins
nucleo
(90%) (10%) (53,15%) (46,85%) diferenciados
11 9 1 105
citoplasma
GRK? (55%) (45%) (0,94%) (99,06%) expressao decrescente
b 2 20 1 116 durante a nefrogénese
membrana
(9,09%) (90,91%) (0,86%)  (99,16%)
26 5 15 101
citoplasma B
TIMP3 (83,87%) (16,13%) (12,90%) (87,10%) expressdo decrescente
b 21 0 64 47 durante a nefrogénese
membrana
(100%) (57,66%) (42,34%)
00| 10 0 112 8 expresso na porgéo
citoplasma
WNT5B P (100%) (93,33%) (6,67%) apical das  células
b 12 8 85 28 durante a formagéo das
membrana
(60%) (40%) (75,22%) (24,78%) estruturas do rim
expressao nas
F7D2 b 3 13 69 37 membrana das células
membrana
(18,75%) (81,25%) (65,10%%) (34,90%) durante a diferenciagédo
e nos rins diferenciados
TESKA oDl 20 4 110 expressao decrescente
citoplasma
P (100%) (3,51%)  (96,49%) durante a nefrogénese
IGF2 oDl 10 16 96 expressao decrescente
citoplasma
P (100%) (14,29%) (85,71%) durante a nefrogénese

Os numeros indicam a quantidade de amostras em cada classe.
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Legenda: A. rim de embrido e 13 semanas e B. de 19 semanas mostrando positividade
citoplasmatica de CRABP2 nas células em MET, em torno do broto uretérico. C. Detalhe do
rim de embrido de 24 semanas com células em MET e o broto uretérico proximo da capsula
renal. D. Células do rim diferenciado s&o negativas para CRABP2. E. TW trifasico no qual
as células blastematosas sao positivas e as células estomais e epiteliais sdo negativas ou
apresentam marcagdo fraca para CRABP2. F. detalhe de componente blastematoso
exibindo positividade citoplasmatica e nuclear. G. detalhe de componente epitelial e H.
estromal, que s&o negativos para CRABP2.

Figura 16 - Marcagéao citoplasmatica, nuclear e de membrana de CRABP2.
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Legenda: A. Rim de embrido de 18 semanas e B. de 21 semanas, ambos apresentam

positividade em todas as células, assim como no C. rim diferenciado, que apresenta
postividade mais fraca. D. Componente blastematoso fortemente positivo. E. Marcagdo mais
fraca em componente epitelial e F. em componente estromal, quando comparado com o

componente blastematoso.

Figura 17 - Marcagao citoplasmatica e de membrana de GRKY.
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Legenda: Embrides de A. 17 semanas, B. 21 semanas e C. 24 semanas indicando que a
positividade de IGF2 vai se tornando mais fraca nas células oriundas do blastema
metanérfico. D. IGF2 é negativo nos glomérulos renais e apresenta marcagéo inespecifica
nos tubulos. E. TW exibindo componentes blastematoso e estromal. F. TW exibindo
componentes blastematoso, estromal e formacdes epitelidides, todos positivos para IGF2.

Figura 18 - Marcagao citoplasmatica de IGF2.
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Legenda: Embrides de A. 17 semanas, B. 21 semanas e C. 24 semanas indicando que a

positividade de TESK1 vai se tornando mais fraca até quase negativa no rim de 24 semanas
nas células oriundas do blastema metanérfico. D. TESK1 é negativo nos glomérulos renais
e apresenta marcagao inespecifica nos tubulos. E. TW representado pelos componentes
blastematoso e epitalial, positivos para TESK1. F. TW representado pelos componentes

blastematoso, positivo para TESK1, e estromal, negativo para TESK1.

Figura 19 - Marcacao citoplasmatica de TESK1.
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Legenda: Rim de embrido de A. 13 e B. 19 semanas mostrando positividade citoplasméatica
fraca de células do blastema metanéfrico. C. Detalhe do rim de embrido de 21 semanas
exibindo positividade apical na membrana das células no momento em que estdo se
organizando nas estruturas renais. Rim completamente diferenciado D. Negativo e E.
Positivo para WNT5B na membrana dos glomérulos. F. Componente blastematoso negativo
para WNT5B. G., G. e I. Componente blastematoso e estromal negativos. Componente

epitelial positivo para WNT5B em toda a membrana da célula.

Figura 20 - Marcagao citoplasmatica e de membrana de WNT5B.
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Legenda: Rim de embrido de AJ. 19 semanas (detalhe em AL) e AK. 21 semanas (detalhe
em AM) mostrando positividade de membrana para FZD2. AN. Rim diferenciado exibindo
glomérulos positivos e negativos para FZD2 em membrana, com marcagao inespecifica nos
tubulos renais. AO. Componente blastematoso negativo e AP. positivo para membrana. AQ.
AR. e AS. Componente blastematoso e estromal negativos e componente epitelial positivo

em toda a membrana celular.

Figura 21 - Marcagdo de membrana de FZD2.
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Legenda: A. Rim de embrido de 17 semanas e B. 21 semanas, ambos mostrando
positividade nuclear fraca para HDGF. C. Rim diferenciado indicando que poucas
células gomerulares e a maioria das células tubulares sao positivas para HDGF. D.
Componente blastematoso positivo e E. negativo para marcagcdo nuclear e
positividade citoplasmatica fraca de HDGF. O componente epitelial se comporta
como o componente blastematoso da mesma amostra. F. Componente estromal é
negativo para HDGF.

Figura 22 - Marcagao citoplasmatica e nuclear de HDGF.
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Legenda: A. Rim de embrido de 17 semanas, B. Detalhe de rim de embrido de 21 semanas

e C. Rim de embrido de 24 semanas, todos positivos para TIMP3 em citoplasma. D. Rim
maduro com glomérulos negativos e tubulos positivos para TIMP3. E. Componente
blastematoso negativo e F. positivo para TIMP3 no citoplasma. G. Componente epitelial

positivo e componente estromal negativo para TIMP3.

Figura 23 - Marcacéo citoplasmatica de TIMP3.



103

410 BUSCA DE MARCADORES DE RECAIDA EM TW

As caracteristicas clinicas disponiveis das amostras permitiram
buscar genes que possam estar associados ao prognostico dos pacientes.

Em busca de genes que possam ser testados como marcadores
moleculares de predicdo da recaida tumoral em TWSs, os 10 genes co-
regulados que foram diferencialmente expressos com significancia
estatistica no grupo inicial e testados no grupo independente de amostras,
foram avaliados quanto a sua capacidade de discriminar as 12 amostras de
TW que recairam das 23 que ndo recairam. IGF2 foi capaz de discriminar as
amostras (fold=-2,79 e p<0,01), aléem de TESK1l que mostrou uma forte

tendéncia nesse sentido (Figura 24).
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Legenda: Fold (F) e pvalor (P).
Figura 24 - Expressao relativa por qRT-PCR dos genes, comparando os

grupos de recaida (R) e ndo-recaida (NR).

Em busca de uma classificagcdo mais robusta quanto ao prognéstico,
as medidas relativas de expressao de IGF2 e TESK1 foram combinadas com
os outro 8 genes (PAX2, WNT5B, TIMP3, PIK3CA, HDGF, CRABP2, HIPK1
e SHPK) formando trios, que foram testados quanto a capacidade de

discriminar os dois grupos de amostras (Tabela 15).
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Tabela 15 - Combinagdes de trios de genes.

Acertos NR Acertos R Total de acertos
IGF2, TESK1, TIMP3 9/14 (64.29%) 5/8 (62.50%) 14/22 (63.64%)
IGF2, TESK1, WNT5B 6/9 (66.67%) 6/7 (85.71%) 12/16 (75.00%)
IGF2, TESK1, CRABP2 7/10 (70.00%) 5/7 (71.43%) 12/17 (70.59%)
IGF2, TESK1, HDGF 11/14 (78.57%) 7/8 (87.50%) 18/22 (81.82%)
IGF2, TESK1, HIPK1 9/12 (75.00%) 6/8 (75.00%) 15/20 (75.00%)
IGF2, TESK1, PIK3CA 11/14 (78.57%) 6/7 (85.71%) 17/21 (80.95%)
IGF2, TESK1, SHPK 9/13 (69.23%) 5/7 (71.43%) 14/20 (70.00%)
IGF2, TESK1, PAX2 11/13 (84.62%) 7/8 (87.50%) 18/21 (85.71%)

Os oito trios formados tiveram um indice de acerto que variou de
63,64% a 85,71% do total de amostras.

Trés trios apresentaram mais de 80% de acerto na predicdo das
amostras. IGF2, TESK1 e HDGF foi capaz de acertar 11 de 14 (78,57%) das
amostras que n&o recairam e 7 de 8 (87,50%) das amostras que recairam
com um total de acertos de 81,82%. IGF2, TESK1 e PIK3CA foi capaz de
acertar 11 de 14 (78,57%) das amostras que nao recairam e 6 de 7 (85,71%)
das amostras que recairam com um total de acertos de 81,82%. IGF2,
TESK1 e PAX2 foi capaz de acertar 11 de 13 (84,62%) das amostras que
nao recairam e 7 de 8 (87,50%) das amostras que recairam com um total de
acertos de 85,71% (Figura 25).

Esses dados indicam uma alta acuracia e especificidade dos genes

para discriminar as amostras que vao recair das que nao vao recair.
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Legenda: A. IGF2, TESK1 e HDGF. B. IGF2, TESK1 e PIK3CA. C. IGF2, TESK1 e PAX2.

Figura 25 - Trios de genes com mais de 80% de acertos totais.
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5 DISCUSSAO

Os tumores embrionarios tém sua morfologia intimamente relacionada
a diferenciacdo das células durante a organogénese, sugerindo que existe
uma ligacao entre os genes envolvidos com a diferenciagdo normal das
células e a origem e progressao tumoral. Esses dados tornam os estudos da
ligacado entre esses tumores e a embriogénese uma ferramente de grande
potencial para identificar alteragdes precoces importantes para o surgimento
de uma neoplasia. Alguns estudos que se centraram na interseccao da
embriogénese e da carcinogénese identificaram paralelos envolvendo genes
e vias de sinalizacdo celular comuns a ambos os processos (KHO et al.
2004; SCHULLER et al. 2006; MASCHIETTO et al. 2008).

Devido aos aspectos éticos que envolvem o estudo de embrides
humanos, sdo necessarias analises comparativas dos tumores embrionarios
com dados da embriogénese de outros animais. Como nao estao
estabelecidos métodos para analise da expresssao génica entre espécies,
esse trabalho desenvolveu um modelo para analisar a expressao génica em
humanos e camundongos em uma plataforma customizada de microarray. O
desenho experimental utilizado neste estudo, usando hibridagdes intra- e
inter-especificas, permitiu a avaliagdo do TW, um tumor humano, sob o
aspecto da diferenciagcdo normal do rim em embrides de camundongos,

evitando, assim, o uso de embrides humanos.
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O desenvolvimento do rim € um processo complexo cujas células
apresentam duas origens: 0 mesénquima metanéfrico e os ductos renais
(HASTIE 1994). A partir da indugdo dada pelo ducto uretérico, o
mesénquima metanéfrico passa por uma série de processos morfogenéticos
que resulta na transicdo mesénquima-epitélio para as células do blastema
metanéfrico, e em seguida na diferenciacdo e formagdo dos glomérulos e
tubulos dos rins (RIVERA e HABER 2005). Os TWs podem ser considerados
uma falha dessa transig¢ao, resultando em tumores compostos por células
semelhantes as células precursoras renais, o componente blastematoso,
células estromais indiferenciadas e/ou ectépicas, o componente estromal, e
estruturas epiteliais primitivas que lembram os tubulos e os corpos de
“virgula” e “S” do rim embrionario, o componente epitelial (SCHEDL 2007).

Além das semelhangas morfoldgicas, diversos estudos identificaram
padrées de expressdo nos TWs semelhantes aos de rins embrionarios (LI et
al. 2002; LI et al. 2005; MASCHIETTO et al. 2008). Consequentemente, o
estudo dos TWs sob a perspectiva da diferenciagao das células renais torna-
se uma ferramenta de grande potencial para a identificacdo de genes
especificos e padroes de expressao génica nos TWs que sejam comuns a
organogénese do rim que possam ser avaliados como genes candidatos a
estarem envolvidos na transformacgao das células renais em TWs.

Diversos genes foram previamente identificados com expressao
semelhante durante o desenvolvimento do rim e nos TWs, como IGF2
(SCOTT et al. 1985; HARUTA et al. 2008), PAX2 (TAMIMI et al. 2006, 2008),

HGF e seu receptor MET (VUONONVIRTA et al. 2008).
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Um estudo anterior realizado no laboratério comparou o componente
blastematoso de TW com rins fetais e maduros levando a identificagcao de
uma assinatura de 25 genes modulados durante o desenvolvimento do rim e
capaz de discriminar os rins fetais dos TW, que por sua vez estado
discriminados dos rins maduros. Nessa assinatura foi identificada a super-
representacao da via de sinalizagdo Wnt (MASCHIETTO et al. 2008).

A via de sinalizacdo Wnt & composta por trés bracos, sendo o
candnico, que envolve a B-catenina, o mais estudado, tanto na diferenciacéo
normal das células quanto em tumores. Nesse braco, B-catenina e APC
foram associados aos TWs e a nefrogénese normal. Mutagdes de [3-catenina
séo encontradas em 10% dos TWs (ZHUANG et al. 2003) e sua localizagéo
nuclear é vista predominantemente no componente estromal (KOESTERS et
al. 2003). A expressao nuclear de APC foi identificada nos TWs e € apenas
observada nos rins embrionarios mais precoces, passando a ser
citoplasmatica conforme as células renais se diferenciam (MASCHIETTO et
al. 2008).

Um outro braco da via Wnt, o Wnt/Calcio, também foi associado aos
TWs através da diminuicido da expressdao de WNT5A em TWs em relacao
aos rins fetais (TAMIMI et al. 2008) e também através da auséncia de
PLCG2 nos TWs, semelhante aos rins fetais, e presente nas células
diferenciadas dos rins maduros (MASCHIETTO et al. 2008).

A via Wnt é uma das vias de transdugdo de sinal e interage com
diversas outras vias de sinalizagdo celular como PI3K, HedgeHog, MAP-

kinase, NOTCH, entre outras. Em uma revisao mais detalhada da interagao
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das vias de transducdo de sinal, um estudo indicou as provaveis ligagdes
entre WNT, PI3K e genes envolvidos com o processo MET/EMT (LARUE e
BELACOSA 2005).

Devido a associacdo da via de sinalizagdo celular Wnt com a
diferenciagao das células e os TWSs, e a sua intima ligagdo com os genes da
via de sinalizagdo celular PI3K e com os genes associados a MET/EMT,
esse estudo buscou identificar genes dessas vias que sejam determinantes
para o surgimento do TW. Para isso, sequéncias representantes de 326
genes pertencentes as vias e MET/EMT foram imobilizados em uma lamina
de vidro customizada, a qual permitiu a caracterizacdo do padrdo de
expressdao em amostras de TWs de humanos e de quatro estagios temporais
da nefrogénese de camundongos.

Dos 326 genes, 47 foram diferenciamente expressos entre TW e RD,
sendo 18 menos e 29 genes mais expressos (p<0,05). Como diversos
trabalhos na literatura vém tentando fazer associagbes de ganhos e perdas
de regides gendmicas em TWs (YUAN et al. 2005; TAMIMI et al. 2007), a
localizagdo cromossémica dos genes mais € menos expressos foi verificada
em busca de dados concordantes de amplificacbes ou delegdes
cromossbmicas. Entretanto, nenhuma regido foi preferencialmente
representada pelos genes mais ou menos expressos.

Em busca dos aspectos funcionais envolvidos nos TWSs, os processos
bioldgicos, fungdo molecular e componenente celular representados pelos
47 genes foram anotados. Um dos processos biolégicos super-

representados foi estabelecimento de polaridade de tecidos, representada
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pelos genes FZD2 e VANGL2. Esses dois genes fazem parte do brago de
sinalizagdo WNT/Calcio. Dentre os genes pertencentes a esse brago, esta o
PLCG2, que mostramos previamente ser importante durante a nefrogénese
e que aparentemente estd envolvido com o surgimento do TW. O outro
processo bioldgico super-representado, percepgao sensorial, parece nao ter
uma relagcdo direta com os TWs, mas a fungdo dos genes classificados
nessa categoria (EYA4, PAX2, EYA3, CDS1, TIMP3, GRK7) pode estar
relacionada com a diferenciacéo e especializacao das células renais.

Duas fungbes moleculares foram super-representadas: ligantes de
fator de crescimento tipo insulina, representados por IGF2 e IGF1R, dois
genes que foram previamente associados aos TWs por outros trabalhos
(NATRAJAN et al. 2006; BJORNSSON et al. 2007), e ligante de heparina
representada por COL5A1 e HDGF. As fungdes dos genes classificados nas
categorias citadas serao discutidas mais adiante.

Dois dominios protéicos foram super-representados nos 47 genes.
Frizzled, composto por uma familia de receptores de membrana, cuja por¢ao
intracelular se acopla a proteinas G. As proteinas dessa familia sao
essenciais durante o desenvolvimento como determinagcdo do destino,
adesao, polaridade, migracdo e proliferagcdo celulares (MALBON 2004).
Proteinas com dominio Frizzled sao receptores da via de sinalizagao Wnt e
estdo envolvidas com a estabilidade de B-catenina e mobilizagdo de Ca**
intracelular (DANN et al. 2001).

O outro dominio, PI3K C2 pertence a familia de enzimas

fosfatidilinositol-3-quinases (PI3K), que sao capazes de fosforilar a por¢ao 3’
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do anel de inositol de proteinas fosfatidilinositol (Ptdins) (LEEVERS et al.
1999). As PI3K interagem com receptores de insulina para regular a
disponibilidade de glicose para diversos eventos de fosforilagdo, sendo
importantes para a regulagdo da via de insulina na célula (KNIGHT et al.
2006).

O estudo comparativo do tumor embrionario com estagios do
desenvolvimento do respectivo 6rgao tem como idéia a identificagcdo de
genes regulados durante o desenvolvimento do rim que estejam
relacionados com os mecanismos envolvidos na formacdo do TW. Para
tanto, esse estudo isolou apenas as células precursoras renais em todos os
seus estagios de diferenciagdo na nefrogénese normal (do mesenquima
metanéfrico até as células renais diferenciadas) e, baseado em um estudo
prévio que identificou o componente blastematoso como o componente com
expressdo génica global mais semelhante aos estagios iniciais do rim
embrionario, apenas as células blastematosas dos TWs foram isoladas.

Nesse estudo, em busca de genes co-regulados nos TWs e durante a
nefrogénese, os rins diferenciados, em humanos e em camundongos foram
usados como um ponto comum para as comparacdées com os TWs e a
nefrogénese normal, respectivamente. Genes menos e mais expressos nos
TWs foram comparados aos genes que apresentaram alteragdes similares
no primeiro em relagdo ao ultimo estagio de rim embrionario. Essa
comparagao revelou 18 genes.

A clusterizacao hierarquica nao supervisionada baseada no padréo de

expressdo dos 18 genes discriminou os TWs dos rins mais precoces, e
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ambos dos rins diferenciados. Essa clusterizacdo valida tanto a hipotese
bioldgica, quanto o modelo proposto uma vez que amostras parecidas se
agrupam juntas, independente da sua origem ser humana ou murina. Como
sdo genes regulados durante a nefrogénese e alterados no TW em relagéo
ao rim diferenciado, esses 18 genes devem ter um papel importante no
surgimento do TW.

Alguns desses genes ja haviam sido identificados como envolvidos
nos dois processos como IGF2 (SCOTT et al. 1985; HARUTA et al. 2008),
PAX2 (TAMIMI et al. 2008) e CRABP2 (GUPTA et al. 2008).

Esses 18 genes foram avaliados em grupos independentes de
amostras de duas formas. A expressdao do RNAm de 12 genes foi avaliada
através de qRT-PCR no grupo inicial dos quais 9 genes (CRABP2, HDGF,
HIPK1, IGF2, PAX2, SHPK, TESK1, TIMP3 e WNT5B) confirmaram a
expressao. Se critérios menos restritos fossem utilizados, desconsiderando o
nivel de diferenca de expressao, PIK3CA, um gene que tem sido associado
a diversas neoplasias malignas, também seria validado, aumentando a
porcentagem de concordancia dos dados de 75% para 83,3%. No entanto,
um trabalho desenvolvido no laboratério estimou que existe uma variagao na
medida de expressao génica relativa gerada por gRT-PCR (FERREIRA et al.
2009), e sugere usar diferengca de expressao maior de 2,8 vezes para
aumentar a chance de identificar genes com diferenga real de expresséo.

Os 9 genes validados foram avaliados no grupo independente de 35
amostras de TW e 13 amostras de RD por gRT-PCR, sendo que CRABP2,

IGF2, PAX2, TIMP3 e WNT5B foram confirmados. Além dos critérios
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restritivos, pelo menos parte da ndo validagdo dos 4 genes restantes
provavelmente se deve a manipulagdo das amostras, ja que estes foram
selecionados a partir de amostras microdissecadas a laser e a validacao
usou amostras enriquecidas para as células de interesse, retendo uma
contaminagao de outros tipos celulares que devem influenciar a expressao
génica.

CRABP2, IGF2, GRK7, TESK1, HDGF, WNT5B, FZD2 e TIMP3
também foram avaliados através da expressao proteica por IHQ. Em um
primeiro momento, essa analise levou em consideragdo a intensidade de
marcagcdo em 145 amostras de TW em relacdo a 20 amostras de rim
diferenciado e alcangou um nivel relativamente alto de concordancia com a
expressdo do RNAm (66,7%). Por nao apresentar uma quantificacdo exata
da expressdo proteica, o nivel de concordancia entre a expressao da
proteina por a IHQ e do RNAmMm ndo é muito alto na literatura.
Adicionalmente, existem mecanismos de regulacédo da transcricdo e da
tradugdo como splicing alternativo, microRNA, ubiquitinagdo, fosforilagao,
que podem diminuir a concordancia entre o nivel de expressdo RNAm e de
proteina.

Por outro lado, a localizacdo da positividade das proteinas pode ser
tdo ou mais importante do que a quantidade, indicando que a caracterizacao
do momento da expressao e da localizagao de cada proteina nas células do
TW e nos estagios da nefrogénese é necessaria.

Ao ser avaliada por RNAm, HIPK1 foi encontrada mais expressa nos

rins diferenciados do que nos TWs, e portanto, com uma expressao
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crescente durante a nefrogénese. HIPK1 (Homeodomain interacting protein
kinase 1), localizado em 1p13.2, codifica para uma proteina que pertence a
familia de serina-treonina quiase, com a funcdo de fosforilar e reprimir
fatores de transcricdo, proteinas modificadoras de cromatina, proteinas
transdutora de sinal citoplasmaticas e de membrana (KONDO et al. 2003; LI
et al. 2005; ISONO et al. 2006). A fungdo de HIPK1 overlapa com a fungao
de HIPK2 na regulagdo das proteinas tanto nas células em diferenciagao
quanto nas diferenciadas (ISONO et al. 2006). Experimentos funcionais de
HIPK1 indicam que este reprime a via de sinalizacdo Wnt/B-catenina em
células de rins embrionarios. Esse mecanismo provavelmente se da através
regulacdo de proteinas dishevelled, que apresentam homeodominios
reconhecidos por HIPK1 (LOUIE et al. 2009). Esses dados podem sugerir
que a perda da expressao de HIPK1 em TWs contribui, pelo menos em
parte, com a manutencao da ativacao via Wnt/B-catenina nas células.

PAX2 foi mais expresso nos TWs do que nos rins diferenciados e com
expressado decrescente durante a nefrogénese ao nivel de RNAm, o que
estd em acordo com os dados da literatura. PAX2 (Paired box gene 2),
localizado em 10924, pertence a uma famila de fatores de transcricdo com
dominio conservado paired box que se liga especificamente ao DNA
(TREISMAN et al. 1991). Sua expressédo foi encontrada nas estruturas
epitelais dos rins embrionarios e em TWs e parece ter um papel fundamental
na MET do rim (ECCLES et al. 1992; DRESSLER e DOUGLASS 1992;
DRESSLER 1996), sendo que a provavel relagdo de PAX2 com a MET se da

através da indugao da expressdao de WT1 (DEHBI et al. 1996; PATEK et al.
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2003). Mutacbes de PAX2 resultam em hipoplasia renal, mas nao foram
encontradas em TWs (TAMIMI et al. 2008).

CRABP2, IGF2, TIMP3 e WNT5B, além de terem sido analisados
através da expressdo do RNA mensageiro, também tiveram suas proteinas
codificadas avaliadas.

O aumento da expressdo de CRABP2 em TW em relagdo aos rins
maduros foi confirmada tanto ao nivel de RNAm quanto de proteina. Na
nefrogénese, CRABP2 foi observada no citoplasma especificamente nas
células que estavam passando pelo MET, ou seja, até o0 momento de as
células se organizarem em uma vesicula proxima ao tubo uretérico. Quando
essas células terminam a diferenciagcdo e adotam a morfologia epitelial,
CRABP2 é silenciado e assim permanece por toda a diferenciagao celular e
nas células renais diferenciadas. Ja o componente blastematoso dos TWs,
além de reter a expressdo de CRABP2 no citoplasma, ganha a marcagao
nuclear. A marcacéao citoplasmatica mostra que existe uma recapitulagao do
padrao de expressao de CRABP2 dos TWs, paralela a MET que ocorre
durante nefrogénese. Ja a marcagao nuclear sugere que a proteina esta
exercendo uma fung¢do adicional nas células tumorais. CRABP2 (cellular
retinoic acid binding protein 2), localizado em 1921.3, € uma proteina que
regula o acesso do acido retindico (vitamina A) ao nucleo da célula
(SESSLER et al. 2005). A fungdo de CRABP2 ainda nao esta clara. Em
células epiteliais da pele parece estar associada com a regulacdo da
proliferacdo e diferenciagdo através da via de sinalizacdo Wnt/B-catenina

(COLLINS e WATT 2008). Recentemente, CRABP2 foi descrito como mais
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expresso em TWs (GUPTA et al. 2008), com tendéncia a ter maior
expressao em tumores de estadios avangados (TAKAHASHI et al. 2002).

Em acordo com os dados da literatura, o aumento da expressao de
IGF2 foi confirmado por RNAmM e proteina nos TWs, em relagdo aos rins
diferenciados. A proteina foi encontrada em mais de 80% das amostras de
componente blastematoso de TW e em praticamente todos os estagios
fetais, sendo que a marcacado ficou mais fraca conforme as células se
diferenciaram até serem negativas nos rins maduros. IGF2 (insulin-like
growth factor 2) € uma proteina que age como fator de crescimento
dependente de insulina e parece ter uma regulacao autdcrina da proliferagao
celular (CHAO et al. 2008). Esta localizado em 11p15.5, uma regido
cromossOmica regulada por imprinting gendmico sendo que apenas o alelo
paterno € expresso (DECHIARA et al. 1991). O aumento de expressao de
IGF2 foi previamente envolvido em TW em relagao aos rins diferenciados e
com expressao semelhante a outros tecidos fetais, incluindo o rim (SCOTT
et al. 1985; REEVE et al. 1985). Normalmente, o ganho de expressao de
IGF2 é relacionado a perda de imprinting do alelo materno ou duplicagdo do
alelo paterno nos tumores, o que nado € observado em rins maduros
adjacentes (PEDONE et al. 1994). Apesar desse aumento de expressao
poder estar relacionado ao estagio de indiferenciagdo das células
blastematosas, um estudo sugeriu que IGF2 pode estar envolvido com o
processo de transformacdo das células renais (REEVE et al. 1985).
Alteracdes de IGF2 foram descritas em quase 50% dos casos analisados por

HARUTA el al. (2008).
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IGF2 apresenta diversos dominios de ligacdo de WT1, o quel € um
potente repressor de IGF2 in vivo. Assim, a super-expressao de IGF2 em
TW pode ser uma consequéncia da auséncia an6émala de expressado de
WT1, sugerindo que esse gene regula negativamente a proliferagcdo de
células blastematosas limitando a expressdo de IGF2 nos rins fetais
(DRUMMOND et al. 1992; HARUTA et al. 2008).

A expressao do RNAm de TIMP3 foi confirmada com menor
expressao nos TWs em relagdo aos rins diferenciados. Ja a expressao da
proteina foi maior nos TWs. TIMP3 foi encontrado na membrana das células
dos rins embrionarios, sendo perdida nos glomérulos e mantendo-se
citoplasmatica nos tubulos dos rins diferenciados, sendo que essa marcacao
provavelmente € inespecifica. A maioria das amostras de componente
blastematoso apresentou positividade citoplasmatica e menos da metade foi
positiva na membrana das células. TIMP3 (TIMP metallopeptidase inhibitor
3), localizado em 22912.3, pertence a uma familia de inibidores de
metaloproteases de matriz extracelular. A expressao de TIMP3 parece ser
regulada por apenas uma das isoformas WT1 (BAUDRY et al. 2002).
Portanto, o aumento de expressdo de TIMP3 observado nos rim pode ser
relacionado ao status de diferenciagao das células uma vez que foi proposto
que esse gene pode ser um marcador de células dendriticas diferenciadas
(OSMAN et al. 2002). TIMP3 também tem uma fungcdo independente de
metaloproteinases porque codifica para um inibidor de angiogénese mediada

por VEGF extremamente potente, e essa funcdo esta relacionada com o
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bloqueio da ligagdo de VEGF ao seu receptor VEGFR2 inibindo a
sinalizacdo downstream (Ql et al. 2003).

Ao se avaliar o RNAmM, WNT5B foi mais expresso em TWs em relacao
aos rins diferenciados, mas nao foi encontrada diferenca na intensidade de
marcagao da proteina entre os dois grupos de amostras. Na nefrogénese,
WNT5B tem a expressdo restrita a membrana apical das células do
blastema metanéfrico. Essa expressdo se inicia no momento em que as
células estdo se organizando para formar as primeiras estruturas renais.
Nesse momento, WNT5B é encontrado apenas na membrana celular apical
dessas estruturas. Apesar de a maioria das amostras de componente
blastematoso de TWs terem sido negativas para WNT5B, sugerimos que 0s
dados de RNA mensageiro e proteina foram validados, ja que a expressao
protéica de WNT5B passa a ser obervada quando as células comegcam a se
aglomerar. A detecgao do RNAm provavelmente indica que uma sinalizagao
da programagado molecular para diferenciagéo da célula se iniciou. Como a
expressao do RNAm é anterior a expressido da proteina, o comportamento
decrescente identificado pelos experimentos de microarray deve indicar uma
expressdo momentanea do RNAm. Quando a proteina € traduzida e
direcionada para a membrana, ela deve permanecer com uma fungao de
manutencdo da estrutura renal e a expressao do RNAmM cessa. WNT5B
(wingless-type MMTYV integration site family - member 5B), localizado em
12p13.3, pertence a familia de genes WNTs, com diversas fungbdes durante
o desenvolvimento como ja descrito. Ainda nao foi proposta uma fungao para

WNT5B na literatura. Ja se sabe que sua expressao esta especificamente
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associada a ativagao da via de sinalizagao celular Wnt independente de B-
catenina (HARDY et al. 2008

Além desses quatro genes avaliados ao nivel de RNAm e proteina,
mais quatro foram avaliados apenas em relagao as proteinas.

Durante a nefrogénese, FZD2 é expressa em toda a membrana
celular e algumas dessas células mantém a positividade até a completa
diferenciagcdo. A maioria dos componentes blastematosos ndo expressou
FZD2 apesar de uma porcentagem significativa (~35%) ser positiva. ). A
intensidade de marcacdo de FZD2 nao foi diferente entre TW e rins
diferenciados.

Nos tumores, FZD2 segue o mesmo padrdo de marcagao de WNTSB,
ou seja, a partir do momento em que as células do compoenente
blastematoso se aglomeram para formar as estruturas epiteliais do TW. Da
mesma forma, consideramos que os dados de RNAm e proteina foram
validados, uma vez que a expressdao do RNAm é anterior a expressao da
proteina. Para ambos o0s genes, sugerimos que quando a proteina é
traduzida e direcionada para a membrana, ela deve permanecer com uma
funcdo de manutencgao da estrutura renal e a expressdo do RNA mensageiro
pode ser minima ou cessar. FZD2 (frizzled homolog 2 (Drosophila)),
localizado em 17921.1, pertence a familia frizzled, cujas proteinas contém
sete dominios transmembrana e sio receptoras das proteinas de sinalizacao
Wnt. Recentemente um estudo caracterizou o0 aumento da expressao de

FZD2 em rins fetais e em um enxerto de TW (METSUYANIM et al. 2009
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Além de atuar na via Wnt/B-catenina (VERKAAR et al. 2009), FZD2
tem um papel importante na via Wnt/Calcio (AHUMADA et al. 2006),
sugerindo que FZD2 nao é a proteina que define qual brago da via de
sinalizacao celular Wnt sera ativado. Essa ativacao pode ser dependente da
protein ligante, como WNT5B, que ativa especificamenteo o brago via
Whnt/Calcio.

GRKY7 apresentou positividade intensa em membrana e citoplasma no
componente blastematoso dos TWs e nos rins embrionarios, sendo que essa
positividade fica mais fraca, mas ainda presente, nos rins maduros. GRK7 (G
protein-coupled receptor kinase 7), localizado em 3921-q23, codifica para
uma proteina ligante de nucleotideo (proteina G)-acoplado a receptor
quinase, uma subfamilia da familia das proteinas quinases serina-treonina.
Os estudos publicados indicam que GRK7 é expressa especificamente nas
células fotoreceptoras da retina (WEISS et al. 1998; CHEN et al. 2001;
TACHIBANAKI et al. 2005; OSAWA et al. 2008). O mecanismo de controle
da fosforilacdo e desfosforilacdo no residuo Ser36 de GRK7 é mediado pela
via de sinalizacdo PI3K (OSAWA et al 2008). Baseando-se na literatura,
ainda nao é possivel sugerir um papel para a expressao dessa proteina em
TWs.

A intensidade da marcacido de TESK1 foi maior nos TW e nos
primeiros estagios do rim fetal e negativa nos glomérulos dos rins maduros,
sugerindo que a proteina possa estar exercendo um papel na organizagao
do citoesqueleto das células do blastema metanéfrico. TESK1 (testis-specific

kinase 1), localizado em 9p13, codifica para uma serina-treonina quinase
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que fosforila cofilina, uma proteina ligante de actina capaz de estimular
despolimerizacao e dissociacdo dos fragmentos de actina (BAMBURG et al.
1999; PANTALONI et al. 2001). Em cultura de células, o aumento de
expressdo de TESKL1 induz fosforilagdo de cofilina e reorganizagdo de
citoesqueleto, resultando em formacao de adesao focal e fibras. Esses
dados indicam que TESK1 tem um papel crucial na reorganizagao do
citoesqueleto de actina mediada por integrina € na movimentagéo celular
(TSUMURA et al. 2005).

Da mesma forma que a expressdao do RNA mensageiro nas amostras
independentes, nao foi observada variacdo da expresséao protéica de HDGF
entre TW e rins diferenciados ou mesmo durante a nefrogénese. Um
trabalho que avaliou a expressdo de HDGF durante o desenvolvimento de
cérebro mostrou que também ndo houve alteragdo da expressao na
diferenciagao das células. No entanto, apdés o nascimento, ocorre uma
diminuicdo da expressdo protéica. Essa alteragdo da expressao foi
identificada por western blot mas nao por imunoistoquimica (ABOUZIED et
al. 2004). HDGF (hepatoma-derived growth factor (high-mobility group
protein 1-like)), localizado em 1921-q23, codifica para uma proteina ligante
de heparina que apresenta atividade mitogénica em fibroblastos
(NAKAMURA et al. 1994). Apresenta um dominio PWWP, que parece se
ligar ao DNA de forma nao especifica (LUKASIK et al. 2006).

Diversos trabalhos apontam para os precursores blastematosos ou
metanéfricos renais como as células de origem dos TWSs. A caracterizagao

da localizagado das proteinas desreguladas nos TWs, em relagdo aos rins
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diferenciados, e durante a embriogénese normal representada pelo painel de
rins fetais humanos, juntamente com a morfologia caracteristicamente
trifasica desses tumores, permite dizer que a célula que da origem ao TW ja
sofreu os primeiros sinais indutores da diferenciacdo renal. Da mesma
forma, o comportamento de alguns genes nos TWs como CRABP2, que é
expresso nas células que sofreram sinalizacdo para passar pela MET na
nefrogénese, e também ¢é expresso pelas células de componente
blastematoso do TW, fortalece essa evidéncia.

Outros genes identificados nesse estudo com expressdao semelhante
nos TWs e no inicio da nefrogénese sao CDH6, FRAT2 e FZD10. CDH6 é
mais expresso nos TWs, codifica para uma caderina dependente de calcio e
com funcdo na adesao célula-célula, sendo sua expressao necessaria para o
inicio do desenvolvimento do rim (KUBOTA et al. 2007). FRAT2, pouco
expresso nos TWs, faz parte do complexo que envolve GSK3 cuja fungao é
inibir a fosforilagdo de B-catenina previnindo sua degradacéao (YOST et al.
1998). FZD10, por homologia, tem uma fungao que se sobrepde a fungéo de
FZD2, particularmente na via Wnt/CTNNB1, uma vez que o aumento de
expressao de FZD10 foi relacionado com o aumento de expressido de -
catenina (TERASAKI et al. 2002).

Os genes selecionados com esses critérios restritos sdo candidatos a
desempenharem um papel crucial durante a nefrogénese e nos primeiros
eventos do surgimento do TW, sendo candidatos a marcadores moleculares.
Alteracdo de expressao desses genes, em relagao aos rins diferenciados,

pode participar da interrup¢ao da diferenciacdo das células do rim criando
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uma condi¢ao permissiva para o aparecimento do tumor. Ao mesmo tempo,
a desregulacdo desses genes provavelmente é um evento precoce na
tumorigénese de Wilms, uma vez que apresentam o mesmo comportamento
do inicio da nefrogénese.

Como consequéncia, estes genes devem estar presentes na maioria
das células, assinalando-os como candidatos a alvos terapéuticos. Como
esses genes sao alterados no inicio da nefrogénese, sua desregulagao deve
estar presente na maioria das células tumorais, sendo candidatos ideais
para serem explorados como alvos terapéuticos.

Em busca de marcadores moleculares preditivos da recaida em TW,
os genes foram testados primeiro isoladamente para discriminagdo das
amostras de recaida e nao recaida, revelando IGF2 como potencial
marcador e TESK1 mostrou uma tendéncia de discriminacdo. Nenhum dos
genes foi previamente associado com o prognostico de pacientes em
tumores embrionarios.

A expressao relativa de IGF2 e TESK1 nas amostras de TW que
recairam, em relacdo as amostras que nao recairam, apresentaram uma
tendéncia de ser mais semelhante a expressao desses genes no rim maduro
(Figura 26). Essa tendéncia poderia ser esperada ja que o tecido com alto
indice de proliferacdo € mais responsivo ao tratamento quimioterapico
tradicional e, portanto, ndo sobrariam células tumorais viaveis para que

ocorresse uma recaida tumoral.
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Figura 26 - Tendéncia decrescente no nivel de expressdo medido por qRT-
PCR nas amostras de TW que nao recairam (TW NR), TW que recairam
(TW R) e nos rins diferenciados (RM).

A combinacgao de IGF2 e TESK1 com os outros genes foi usada como
uma tentativa de aumentar a robustez na discriminagao das amostras. Trés
trios apresentaram mais de 80% de acerto na predigcdo das amostras, de
cujas combinagdes participaram os genes HDGF, PIK3CA e PAX2.

Recentemente, um trabalho publicou uma analise de hibridacao
genbmica comparativa em TW relacionando a regiao onde HDGF esta
localizado, 1921-g23, com a baixa resposta ao tratamento e a recaida
tumoral (NATRAJAN et al. 2006). Adicionalmente, a expressdo de HDGF foi
relacionada a tumorigénese de diversos carcinomas e foi associado como
um fator prognéstico independente de carcinomas hepatocelular (YOSHIDA
et al. 2006), esofagico (YAMAMOTO et al. 2007), pancreas (UYAMA et al.
2006), e na progressao da carcinogénese gastrica (MAO et al. 2008).

A baixa expressdo de PIK3CA em TW em relagdo aos rins

diferenciados foi descrita pela primeira vez e provavelmente esta associado
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com a resposta das células a insulina, uma vez que foi encontrado o
aumento de expressao de IGF2 nesses tumores.

PIK3CA (phosphoinositide-3-kinase, catalytic, alpha polypeptide)
codifica para uma proteina com uma subunidade catalitica que cataliza a
fosforilagdo de fosfatidilinositol 4,5-bifosfato  (PIP2) para formar
fosfatidilinositol 3,4,5-bifosfato (PIP3). PIP3 ativa a serina-treonina quinase
AKT e outros efetores downstream para regular diversas fungdes celulares
como proliferagdo, sobrevivéncia e migracao (FRUMAN et al. 1998;
VANHAESEBROECK et al. 2001). PIK3CA foi expressa em todas as células
avaliadas (VANHAESEBROECK et al. 1997). Embrides de camundongo
knockout para PIK3CA deixam de responder a fatores de crescimento
(ZHAOQ et al. 2006), particularmente aqueles da via de sinalizagao da insulina
(JIA et al. 2008) que envolve IGF2 e IGF1R. PIK3CA também ¢é importante
na diferenciacdo das células uma vez que fibroblastos de embrides de
camundongo knockout para esse gene sao incapazes de diferenciar para
adipdcitos (ZHAO et al. 2006). Alteragdes de PI3KCA foram associadas a
diversos tipos de cancer através de amplificacdes, delecbes e mutagdes
missense. As mutagdes missense somaticas parecem contribuir com o
aumento da atividade de PI3KCA e consequentemente, com a
transformacao celular em carcinomas (KARAKAS et al. 2006).

PAX2 é co-expresso com CnABP, cuja expresséao foi relacionada com
a promogao da proliferagdo e migracado celulares (NGUYEN et al. 2009).

Apesar de PAX2 ser um gene cujo aumento de expresao foi relacionado a
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diversos carcinomas, nao estao descritas associagdes com o prognostico
dos pacientes.

De forma geral, esse estudo buscou identificar genes cuja alteragao
na expressao possa estar associada com o surgimento do TW, usando uma
abordagem no sentido de estabelecer um paralelo entre a nefrogénese e a
tumorigénese de Wilms. CRABP2, IGF2, WNT5B, PI3BKCA e TIMP3 foram
identificados como candidatos a estarem envolvidos com a interrupgcéo do
processo normal da nefrogénese, o que provavelmente leva a uma condigao

permissiva para o aparecimento do tumor.
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CONCLUSOES

A plataforma construida nesse estudo foi validada como modelo para
estudar o padrao de expressdao génica de TW em humanos e da
nefrogénese em camundongos, uma vez que identificou um grupo de
genes capaz de agrupar os primeiros estagios da nefrogénese em
camundongos com o TW e discrimina-los dos rins moderadamente ou

completamente diferenciados das 2 espécies.

Um grupo de 18 genes foi identificado, cujo nivel de expressao dos
primeiros estagios de diferenciacao do rim foi recapitulado no TW,
sendo, portanto, genes candidatos a estarem envolvidos com o

aparecimento do tumor.

CRABP2, IGF2, WNT5B, PIBKCA e TIMP3 tiveram a expressao do
RNAm confirmada por qRT-PCR em um grupo independente de

amostras.

A expressao das proteinas codificadas por CRABP2, IGF2, GRK7,
TESK1 e HDGF foi concordante com a expressdo do RNAm e

recapitula os primeiros estagios do desenvolvimento do rim pelo TW.
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WNT5B, PIBKCA, FZD2, GRK7, TESK1 e TIMP3 foram identificados
pela primeira vez nesse estudo como associados aos TWs e

modulados durante nefrogénese.

Um trio de genes foi identificado, IGF2, TESK1 e PAX2, cuja
expressao combinada de RNAm foi capaz de discriminar amostras de

blastema que apresentaram recidiva daquelas que ndo apresentaram.
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	Os genes CRABP2, HDGF, IGF2, TESK1, TIMP3 e WNT5B foram avaliados tanto por qRT-PCR quanto por IHQ, sendo que CRABP2 e IGF2 concordaram quanto ao nível de expressão em ambos os grupos independentes.  

