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RESUMO

Vassalakis JA. Andlise do perfil de mRNAs diferencialmente traduzidos no carcinoma renal

de células claras. [Tese] Sdo Paulo; Fundacdo Antonio Prudente; 2022.

O carcinoma renal de células claras (CRCC) é o tipo de neoplasia renal com maior incidéncia,
cerca de 80%. A maioria dos casos sdo curados ap6s cirurgia, porém, cerca de um terco dos
pacientes apresentam recidiva da doenca com metdstase a distancia. O tratamento para este
tumor evoluiu muito nas ultimas duas décadas, entretanto, pacientes metastaticos ainda
apresentam baixas taxas de resposta aos tratamentos devido a resisténcia adquirida pelo
tumor para escapar da terapia alvo. ldentificar os mecanismos moleculares associados a
carcinogénese do CRCC é essencial para entender as caracteristicas tumorais que estdo
associadas a progressdao da doenca e resisténcia aos tratamentos. Entre as alteracdes mais
frequentes no CRCC esta a perda do gene VHL, um supressor tumoral e principal regulador da
resposta a hipodxia. VHL tem dois principais alvos, o fator induzido por hipdxia 1a (HIF-1a) e o
fator induzido por hipdxia a (HIF-2a). Em normoxia, VHL é responsavel pela degradacdo das
subunidades de HIF. Em hipdxia, VHL deixa de reconhecer e marcar HIF-1a e HIF-2a para
degradacgdo e, uma vez estabilizadas, ativam vias de sinalizagdo associadas a sobrevivéncia
celular. As informagdes sobre alteragdes encontradas em tumores normalmente sao
estudadas a partir do sequenciamento da populagao total de mRNAs, oferecendo uma visao
do transcriptoma. Nossa abordagem metodoldgica coleta e analisa apenas a populagao de
MRNAs ativamente traduzidos, oferecendo uma visdao mais préxima da expressao proteica
final. A via de mTOR regula o inicio da tradu¢do de mRNAs e esta frequentemente mutada em
CRCC. A hipoxia afeta a expressdao de genes tanto via transcricdo quanto via traducdo.
Alteragdes no controle traducional em CRCC afetam a expressdo génica contribuindo para a
formacdo do tumor e progressao da doenca. Assim, nosso objetivo principal foi identificar o
perfil de genes diferencialmente traduzidos dependendo do status de VHL e da via de mTOR.
Para isso utilizamos um modelo celular de CRCC deficiente em VHL e sua contraparte onde
VHL foi restituido. Realizamos o perfil polissomal em modelos celulares de CRCC para separar
e coletar a populacido de mRNAs ativamente traduzidos que foram posteriormente

sequenciados. Nossos dados mostraram perfis distintos de traducao entre as células VHL-



deficientes e VHL-proficientes. Além disso, apds a inibicdo de mTOR, ambas as células também
apresentaram respostas diferentes ao tratamento. Além disso, observamos altera¢des na
resposta imune e aumento do ciclo celular na auséncia de VHL, que podem contribuir para a
progressdo tumoral. Em modelo com tecido tumoral congelado, nossos resultados parciais
indicam que alterac¢des na traducdo global podem interferir principalmente no estadiamento
clinico de pacientes com CRCC. Por fim, também analisamos a expressao de HIF-2a, um dos
alvos de VHL, em tecidos de pacientes com CRCC. Nossos resultados mostram que HIF-2a pode
ser utilizado na estratificacdo de pacientes com maior risco de recidiva, dependendo do

estadiamento clinico.



ABSTRACT

Vassalakis JA. Analysis of differentially translated mRNA profile in clear cell renal cell

carcinoma. [Thesis] Sdo Paulo; Fundacdo Antonio Prudente; 2022.

Clear cell renal cell carcinoma (ccRCC) is the most common type of renal neoplasia with 80%
of incidence. Most cases are cured after surgery, however, one third of all patients will have
disease recurrence with distant metastasis. ccRCC treatment had evolved in the past two
decades, however, metastatic patients still have low response rates due to tumor resistance.
The identification of molecular mechanisms associated with ccRCC carcinogenesis is essential
to understand the characteristics associated with disease progression and treatment
resistance. The most frequent alteration in ccRCC is the loss of VHL gene, a tumor suppressor
and the main regulator in response to hypoxia. VHL has two main target, hypoxia-induced
factor 1 a (HIF-1 a) and hypoxia-induced factor a (HIF-2 a). In normoxic conditions, VHL can
lead HIF subunits to degradation. In hypoxia, HIF-1a and HIF-2a stabilize and activate cell
survival associated signaling pathways. Studies about tumor alterations usually provides a
view of the transcriptome. Our approach is based on the actively translated mRNAs collection
and analysis, which provides a closer view from protein expression. mTOR pathway regulates
translation initiation and is frequently mutated in ccRCC. Hypoxia affects gene expression in
both transcriptional and translational regulation. Alteration in translational control in ccRCC
affect gene expression which contributes to tumor progression. Our main objective was to
identify the differentially translated gene profile depending on VHL status and mTOR pathway
activation. To assess this, we used a VHL-deficient and a VHL-proficient ccRCC cell line. We
used the polysome profiling technique to separate and collect the population of mRNAs
actively translated that were subsequently sequenced. Our data showed distinct translation
profiles between VHL-deficient and VHL-proficient cells. In addition, after mTOR inhibition,
both cells showed different responses to treatment. We observed changes in immune
response and increased cell cycle pathways in VHL deficient cells, which may contribute to
tumor progression. In tumor tissue, our polysome profiling analysis indicate that changes in

global translation may interfere in clinical staging of ccRCC patients. Finally, we analyzed the



expression of HIF-2a, a VHL target, in ccRCC patient’s tissues. Our results showed that HIF-2a

can distinct patients at higher recurrence risk depending on clinical staging.
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1. INTRODUCAO

Neste trabalho foram abordados diferentes e complexos aspectos moleculares do
cancer renal do tipo células claras a partir de resultados gerados em modelos celulares e
tecidos tumorais, tendo como principal foco a tradugdao de RNAs mensageiros e seu papel no
desenvolvimento tumoral. Ao longo do tempo houveram diversas colaboraces que
contribuiram para o resultado final desta tese que também estdo mencionadas ao longo dos
tépicos. A parte inicial dos resultados com modelos celulares foi realizado durante periodo
sanduiche na Universidade McGill sob supervisdo do Dr. lvan Topisirovic. Os resultados
gerados pelo sequenciamento dos modelos celulares foram realizados no laboratdério do Dr.
Ola Larsson no Instituto Karolinska por seus alunos de pds-graduacdo. O restante dos
resultados obtidos foi realizado no Centro Internacional de Pesquisa do AC Camargo Cancer
Center e contou com a participacdo de diversos pesquisadores, médicos e alunos do programa
de Pds-graduacdo em Oncologia. A revisdo dos casos de carcinoma renal incluidos nas
casuisticas deste trabalho foi realizada pela patologista Dra. Stephania Martins Bezerra. Todos
0s casos nos quais foram utilizados tecidos tumorais congelados foram retirados do Biobanco
de tecidos tumorais do AC Camargo Cancer Center. Grande parte dos dados obtidos dos
prontuarios eletrénicos dos pacientes foram fornecidos ja em tabela pelo chefe da Urologia
Dr. Stenio de Cassio Zequi. A revisao e inser¢ao dos dados no sistema eletronico de captura
de dados foi realizada em conjunto com a aluna de doutorado Fernanda Ferreira da Silva e
outros alunos de iniciagdo cientifica. Os tumores provindos de camundongos foram fornecidos
pelo Dr. Tiago Gdss e seu aluno de doutorado Adriano Oliveira. Uma parte das analises
estatisticas foram feitas pela Janaina Germano do servico de consultoria estatistica e pelo
Alexandre Defelicibus da core facility de Bioinformatica. Ao final das referéncias bibliograficas
estd0 os anexos e apéndices referentes a aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa, tabelas
nao incluidas na secao de resultados e outras informagées relevantes para o desenvolvimento
do projeto e andlise dos dados obtidos. Para iniciar a contextualizagdo deste trabalho, alguns
conceitos e definicdes conhecidos na literatura foram abordados sobre biologia molecular e

cancer renal.



1.1 Carcinoma Renal

Mundialmente, o carcinoma renal é a neoplasia urolégica mais comum — cerca de 90%
dos casos — e com maior letalidade. Representa 2% de ocorréncia entre todas as neoplasias,
sendo o sétimo tipo tumoral mais diagnosticado (1-3). A incidéncia do carcinoma renal é mais
elevada em paises desenvolvidos do que nos paises menos desenvolvidos. Dados da
Organizacdao Mundial de Saude (OMS) mostram que a incidéncia de casos de cancer renal em
2020 na América do Sul foi de 27 mil casos com mais de 11 mil mortes, e 12 mil casos no Brasil
com uma taxa de mortalidade de quase 50%. Ja os Estados Unidos, 70 mil casos e 15 mil
mortes foram estimados no ano de 2020, e no continente europeu foram estimados mais de
130 mil novos casos com 54 mil mortes. A sobrevida dos pacientes em 5 anos é entre 65-75%
e esse numero cai para 10% em pacientes com doenca metastatica (2,4). Em comparacdo com
outros tumores uroldgicos, a sobrevida em cinco anos para tumores de prdstata e bexiga sdo
95% e 73%, respectivamente (5).

Os fatores de risco mais conhecidos associados ao carcinoma renal sdo o consumo de
tabaco (6,7), hipertensdo arterial (6) e obesidade (8), além de outros fatores como: género,
sendo mais frequente em homens do que em mulheres; idade, onde 90% dos casos
registrados sdo em adultos com mais de 45 anos; exposicdo a cddmio, benzeno, tricloroetileno
e amianto; doenca renal cistica adquirida, doenca renal em estagio final, pacientes
transplantados e pacientes submetidos a didlises recorrentes (1-3). Algumas alteragGes
genéticas aumentam o risco de desenvolver carcinoma renal, como a mutagdo germinativa no
gene VHL e alteragGes no cromossomo que contém o gene EPAS1 (9,10), ambas importantes
para o desenvolvimento e sobrevivéncia tumoral e serdo discutidas mais a frente.

A maioria dos pacientes com carcinoma renal sdo assintomaticos e metade dos casos
sdo diagnosticados acidentalmente por meio de exames de imagem abdominais realizados
por outros motivos. Os principais sintomas associados ao carcinoma renal sdo hematuria, dor
abdominal e massa palpdvel no flanco. Pacientes com essa triade classica de sintomas
apresentam um pior progndstico, porém apenas 10% dos casos relatam estes sintomas. Os
pacientes também podem apresentar sintomas sistémicos como hipercalcemia e hipertensao,
e sintomas inespecificos como febre, fadiga e perda de peso (3,11). Apds a suspeita de
carcinoma renal, é importante determinar o subtipo de tumor presente, para avaliar a melhor

abordagem terapéutica, e estabelecer o diagndstico da doenca nos estagios mais precoces, o



gue aumenta a sobrevida do paciente (12). Por ser um tumor assintomatico e detectado
muitas vezes por acidente, muitos pacientes descobrem a doenca em estdgios mais
avancados. Exames mais complexos como a tomografia computadorizada e ressonancia
magnética permitem determinar o tamanho do tumor, o comprometimento de linfonodos,
detectar metdstases e diferenciar alguns subtipos tumorais. A bidpsia renal guiada é um
procedimento pouco invasivo e com alta eficacia no diagndstico e identificacdo de diferentes
subtipos apds coloracdo da lamina com o tecido por hematoxilina-eosna (13,14). Pelo
aumento do uso desses exames de imagem na medicina, houve um aumento no niumero de
diagnodsticos, porém a mortalidade no Brasil ndo diminuiu. A alta heterogeneidade do
carcinoma renal e as dificuldades em diferenciar alguns de seus subtipos exigem métodos
diagndsticos e terapias ainda mais sensiveis e eficazes do que existe atualmente (3,15,16).

O tratamento depende do estagio do tumor, mas normalmente é feita a remocao
parcial ou total do rim por cirurgia aberta ou laparoscopia. A nefrectomia parcial (onde se
mantém parte do tecido normal) é indicada para tumores confinados ao rim, pacientes com
apenas um rim, tumores bilaterais e pacientes com a doenca de VHL. J4 a nefrectomia total
apresenta cura em metade dos casos e é indicada para pacientes com varios tumores no rim
ou com tumores maiores que 7 cm. Ambas abordagens apresentam eficacias similares, porém
a maior desvantagem da nefrectomia total € o aumento do risco de outras doencgas cronicas
(17-20). Para pacientes impossibilitados de realizar a cirurgia, a ablacdo térmica por
crioterapia ou radiofrequéncia é um método pouco invasivo e bastante eficaz na destruicao
tecidual do tumor, porém apresenta complicagdes em cerca de 20% dos casos (21-24). Apesar
da falta de uma abordagem definida, a vigilancia apresenta as mesmas taxas de sobrevida
guando comparada com uma cirurgia e a principal vantagem é evitar que pacientes passem
por procedimentos desnecessarios. Qutra abordagem é escolhida caso o tumor cresga mais
de 3 cm no total ou mais de 0,5 cm por ano (25,26).

No caso de doenga metastdtica é necessdrio incluir terapias sistémicas. Pacientes
submetidos a quimioterapia e radioterapia apresentam taxas muito baixas de resposta a esses
tratamentos — cerca de 5% - por isso houve a necessidade de desenvolver e testar terapias
alvo especificas para o carcinoma renal (27,28) como os inibidores de angiogénese, devido a
alta vascularizagao do tumor; inibidores de tirosina-quinase, usados como primeira linha de
tratamento sendo o sunitinibe a droga mais utilizada; e inibidores da sintese proteica, como

everolimus e temsirolimus, usados como segunda linha de tratamento ou primeira linha em



pacientes com tumores de alto risco (29-33). As imunoterapias com interferon alfa e IL-2 em
altas doses foram utilizadas como tratamento padrao até o uso do sunitinibe (29,30,34) porém
nos ultimos anos vem crescendo o uso de imunoterapias com inibidores de checkpoints
imunes, como o nivolumabe (bloqueador de PD1), avelumabe (bloqueador de PD-L1) e
ipilimumabe (inibidor de CTLA4) (35-38).

O carcinoma renal abrange tumores heterogéneos com diversas caracteristicas
morfoldgicas e genéticas, os quais necessitam de terapias especificas por apresentarem
diferentes evolucdes e respostas aos tratamentos. O carcinoma renal de células claras (CRCC)
€ o subtipo com maior incidéncia — entre 80 a 90% de todos os casos e nosso foco neste
trabalho — seguido pelos subtipos papilifero e cromdéfobo, que compreendem cerca de 80%

de todos os carcinomas renais ndo-células claras (39).

1.2 Carcinoma Renal de Células Claras

O Carcinoma Renal de Células Claras (CRCC) é uma neoplasia maligna originada nos
tubulos renais proximais e recebe esse nome devido a coloracdo amarelada causada pela
presenca de lipidios no citoplasma de suas células. Macroscopicamente o CRCC pode
apresentar formas variadas, mas, em sua maioria, € possivel observar uma massa lobulada
distorcendo a aparéncia normal do rim (Figura 1A). Histologicamente, as células apresentam
citoplasma claro, devido a perda do conteudo citoplasmdtico durante o processamento
histolégico, com uma rede vascular mais evidente que em outros subtipos histolégicos de
carcinoma renal (Figura 1B). Os achados nos exames de imagem mostram lesdes
vascularizadas e heterogéneas (40) e os principais achados patoldgicos sdo necrose,

hemorragia, calcificacao e fibrose (41,42).



Figura 1. Caracteristicas macroscépicas e histolégicas do CRCC.
(A) Macroscopia do CRCC onde é possivel visualizar o tumor de coloca¢do amarelada e distorcendo o rim. (B)

Corte histoldgico do CRCC onde é possivel visualizar o citoplasma claro das células. Essa caracteristica é devido a
perda do conteudo citoplasmatico, composto principalmente por lipidios e glicogénio, durante o processamento
histologico (43).

1.2.1 Altera¢bes moleculares no carcinoma renal de células claras

A descoberta de alteragcdes moleculares envolvidas na patogénese do CRCC contribuiu
para melhores tratamentos, como os inibidores de angiogénese e da sintese proteica, porém
tumores agressivos e com baixa taxa de resposta carecem de estratégias com maior
durabilidade para melhorar a qualidade de vida dos pacientes.

Uma das caracteristicas do carcinoma renal é a heterogeneidade tumoral, o que é
essencial para o tumor adaptar-se as condi¢des do ambiente e resistir aos tratamentos (44).
No CRCC é comum a inativacdo de genes supressores de tumor presentes no brago curto do
cromossomo 3 e, como consequéncia, a desregulacdo de proteinas envolvidas no
desenvolvimento e progressdao tumoral. A perda de heterozigose do gene VHL, o principal
regulador da resposta a hipdxia, é crucial na carcinogénese, apesar de nao ser o Unico passo
necessario para a transformacao maligna do CRCC. Outras alteracGes sdo necessarias e as mais
comuns sdo as inativagcbes de genes envolvidos no controle epigenético como PRBM1 (em 29
a 40% dos casos), SETD2 (em 8 a 12% dos casos) e BAP1 (em 6 a 10% dos casos) (45—-48). A

superativacdo da via de PI3K/Akt/mTOR ou a inativacdo de seus reguladores também ocorre



com frequéncia (48). Essa via controla a tradugdo de proteinas em células normais e, quando
alterada, favorece a proliferacdo, migracdo e sobrevivéncia do tumor (49-51). Essas
alteragdes, ou combinacbes de altera¢des, determinam caracteristicas do tumor e o

progndstico dos pacientes com CRCC (52).

1.2.1.1 Sindrome de von Hipple-Lindau (VHL)

A sindrome de VHL é uma doenca hereditaria autossdbmica dominante, com alta
penetrancia para geragoes futuras (100% até 65 anos), que ocorre pela mutacdo germinativa
em um alelo do gene VHL. Pacientes com essa sindrome tém maior predisposicdo a doencas
como cancer de rim, hemangioblastomas no sistema nervoso central e retina, tumores e cistos
no pancreas, tumores neuroenddcrinos e paragangliomas. A inativacdo do gene ocorre apds
mutacdo somatica no segundo alelo VHL e é um evento que favorece a formacdo e
vascularizacdo de doencas pré-cancerosas (53—56). A perda de VHL causa um acumulo de
fatores induzidos por hipdxia (HIF) que estimulam a transcricao de fatores angiogénicos (57).
A maioria dos casos de CRCC sdo esporadicos, porém pacientes com a sindrome de VHL sdo
acometidos pelo carcinoma renal mais precocemente, com maiores chances de recidiva da

doenca, e maior risco de desenvolver outras patologias ao mesmo tempo.

1.2.1.2 VHL-HIF e a resposta celular a hipdxia

Células eucariontes dependem de oxigénio para manutencgao de todos os tecidos. Em
2019, o prémio Nobel de Medicina ou Fisiologia foi dedicado a trés pesquisadores — Sir Peter
Ratcliffe, William Kaelin Jr., e Gregg Semenza — que descreveram os mecanismos moleculares
de sobrevivéncia e funcionamento da célula em resposta a disponibilidade de oxigénio (58). A
patologia e fisiologia do CRCC é consequéncia da resposta celular a baixos niveis de oxigénio.
A principal proteina envolvida é codificada pelo gene VHL, um supressor tumoral que regula a
expressdo de HIF em condi¢cdes normais. Em normoéxia, a proteina VHL (pVHL) participa da
ubiquitinacdo de HIF e degradacdo via proteassoma. O dominio alfa (a) de pVHL se liga ao
complexo ubiquitina E3 ligase e o dominio beta (B) reconhece as subunidades a de HIF-1 e
HIF-2. pVHL ndo tem atividade enzimatica, apenas reconhece prolinas hidroxiladas

conservadas adicionadas a HIF na presenca de oxigénio e conecta o complexo ubiquitina E3



ligase a HIF (59,60). Em hipdxia, a quantidade de oxigénio ndo é suficiente e pVHL ndo é capaz
de reconhecer HIF-q, resultando no acimulo dessas proteinas.

HIF consiste em HIF-a (isoformas 1a, 2a e 3a) e HIF-B; HIF-1a e HIF-2a formam dimeros
com HIF-B para iniciar a transcricdo de genes envolvidos na resposta a hipdxia, e HIF-3a ndo
possui um papel caracterizado na fisiologia de CRCC (59,61,62). Em hipdxia, HIF-a acumula no
citoplasma, onde HIF-B esta constitutivamente expresso, formando um dimero que se liga a
regides promotoras do gene chamadas de elementos de resposta a hipdxia (HRE). No nucleo,
HIF ativa a transcricio de genes que codificam proteinas como eritropoetina, fator de
crescimento vascular endotelial A (VEGFA) e transportadores de glicose, como GLUT1 (gl/ucose
transporter-1), envolvidas no desenvolvimento tumoral (63). No CRCC, onde o VHL esta
inativado, esses genes sdo expressos mesmo na presenca de oxigénio. O controle da
transcricdo por HIF ocorre também no nucleo por fatores inibitérios de HIF (FIH), porém essa
ligacdo também é dependente de pVHL (64). Além do mecanismo de degradacdo de HIF-1a e
HIF-2a por pVHL ser similar, uma proteina pode regular a outra (59,65).

HIF-a regula genes em células cancerigenas que geram ATP por vias anaerdbicas
independente da disponibilidade de oxigénio, mecanismo conhecido como efeito Warburg
(66). HIF-1a e HIF-2a ativam a transcricao de genes distintos que participam do crescimento,
progressdo e metastase do tumor (67-72). O status de cada uma dessas proteinas pode
determinar o fenoétipo das células tumorais. Em 40% dos casos de CRCC, HIF-1a deixa de ser
expresso, porém nao é suficiente para evitar o crescimento tumoral (73). O ambiente se torna
favordvel para o crescimento tumoral pela expressao de proteinas reguladas por HIF-2a como
GLUT-1, SLC7AS5 (um transportador de aminodcidos) e VEGFA (65). Além disso, pacientes com
dele¢do no cromossomo 14q (onde se localiza o gene HIF1) apresentam um pior progndstico
(10). Ambas as proteinas participam de formas diferentes na progressao tumoral. Além de
regular o crescimento celular, a expressao de HIF-2a causa maior tolerancia a danos no DNA

(71).

1.2.1.3 Via de sinalizag¢éo PI3K/Akt/mTOR no CRCC

Terapias que bloqueiam vias de sinalizagao contribuiram para o avan¢o no tratamento

de CRCC, mas muitos tumores desenvolvem resisténcia por vias alternativas. O eixo VHL/HIF

€ uma das assinaturas do CRCC esporadico e o cross-talk com a via de PI3K/Akt/mTOR ainda



nao é totalmente elucidado. Cerca de 28% dos casos de CRCC tem alteracdes em genes da via
de PI3K/Akt/mTOR (Figura 2), principalmente em GNB2L (16%), PIK3CA (5%), PTEN (5%), AKT
(2%) e MTOR (4%—9%) (48), que influenciam na patogénese e progndstico do carcinoma renal.

Um dos fatores de predisposi¢do para carcinoma renal é a perda de PTEN (phosphatase
and tensin homolog), o regulador negativo da via de PI3K/Akt/mTOR (74,75). Mutagcdes em
PTEN sdo mais raras, mas a perda da expressdo ocorre frequentemente nos tumores,
influenciando no metabolismo, proliferacdo e crescimento das células. A perda de PTEN
favorece a metdstase, reduz a sobrevida global e esta relacionada a tumores mais avancados
e pacientes com pior progndstico (74—77). Tumores com alteracdes em PTEN respondem bem
aos tratamentos com inibidores de angiogénese e da via de mTOR (78,79). Diversas vias sao
reguladas por PTEN, como a transicdo epitélio-mesenquimal, reparo de DNA, glicélise, hipoxia
e resposta de interferon (IFN) (79). Sem o regulador negativo, aumenta a ativacdo de proteinas
downstream, como Akt, que esta envolvida na progressao tumoral e estagios mais avancados
da doenca (80-82). Inibidores de PI3K diminuem a expressdo de Akt controlando o
crescimento celular e melhorando a sobrevida de pacientes (83). A via de PI3K/Akt/mTOR
regula o ciclo celular, crescimento, proliferacdo e metabolismo da célula em estresse. Grande
parte dos casos de CRCC tem alteracGes nessa via que interferem nas caracteristicas do tumor
e pode indicar um pior progndstico em pacientes com CRCC ndo-metastatico (82,84-87). A
hiperativagdo da via causa sensibilidade a rapamicina e casos avangados com muta¢des mTOR
e TSC1/2 respondem melhor aos tratamentos, porém sem melhora da sobrevida (79,88,89).
A dele¢do de VHL e a superativagdo da via de PI3K/Akt/mTOR regulam HIF-a e promovem

proliferagao celular, angiogénese e metastase (90,91).



PI(3)K pathway genes: 107 tumours altered (28% of core set samples)
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Figura 2. Alteragdes genéticas na via de sinaliza¢do de PI3K/AKT/mTOR em CRCC.
Estdo indicados a frequéncia de alteragdes em porcentagem de cada gene (EGFR, GNB2L1, PTEN, PIK3CA, AKT,

TSC1/2, RHEB, SQSTM1 e MTOR) e o tipo de alteragdo, em azul para inativa¢do e em vermelho para ativacdo (48).

VHL regula mTOR pela via VHL/HIF/REDD1, enquanto os substratos de mTOR modulam
a expressdo de HIF-1a e HIF-2a (90,92). Além disso, as fungdes da via de PI3K/Akt/mTOR em
CRCC s3ao controversas e outros trabalhos ndao observaram diferengas na patogénese,
progndstico ou sobrevida (78,93,94). Ambas as vias possuem complexas fungbes celulares e
entender a comunicagao entre elas € um ponto chave para avangar o conhecimento sobre o

CRCC.

1.3 Transcricdo e traducdo

O complexo de pré-iniciacdo (PIC) inicia a transcricdo de um RNA mensageiro (mRNA)
apos ser recrutado para o promotor de um gene. Fatores e cofatores de transcrigdo junto com
outros elementos do PIC realizam a abertura da fita dupla do DNA e permitem que a RNA
polimerase Il inicie a transcricdo. A maquinaria de transcricdo é estabilizada na fase de
elongacao, onde o mRNA é sintetizado pela RNA polimerase Il a partir da fita molde do DNA.

O mRNA transcrito é entdo liberado para ser traduzido em proteina e a polimerase é reciclada
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para iniciar a transcricdo novamente. Para que esse processo ocorra, diversas etapas
controladas sdo necessarias. Entre elas, a maquinaria epigenética controla a expressao génica
através da metilacdo e acetilacdo do DNA e remodelamento da cromatina, que afetam a
acessibilidade da maquinaria de transcricio a um determinado gene. Diferentes tipos de
neoplasias estdo associados com desregulacdes em diversas etapas da transcricdo, que podem
determinar a agressividade do tumor e a resisténcia ao tratamento. O tratamento de tumores
com inibidores da transcricdo inclui a acdo de enzimas que participam do controle epigenético
e diminuem a formacdo do PIC; inibicdo da polimerase Il e de fatores da elongacao; inibicao
prematura do término da transcricdo com o uso de inibidores ou analogos das polimerases
(97,98).

Atraducdo dos mRNAs transcritos é feita em quatro etapas —inicio, elongacdo, término
e reciclagem dos ribossomos — e assim como a transcri¢do, € um processo altamente regulado.
Os fatores de inicio da traducgdo (elF) regulam a montagem do ribossomo maduro e recrutam
o RNA transportador (tRNA) carregando o primeiro aminoacido (MET-tRNA) ao cédon de inicio
do mRNA para dar inicio a tradugdo (99). mTOR é a molécula catalisadora em dois complexos,
MTORC1 (mammalian TOR complex 1) e mTORC2 (mammalian TOR complex 2), que regulam
o crescimento celular de acordo com a disponibilidade de nutrientes, hormoénios e ATP. Se
constantemente ativados em ambientes estressantes, mTORC1 e mTORC2 contribuem para a
formacgdo de tumores devido a sua alta capacidade de regular o metabolismo celular. A agao
catalisadora de mTORCl1 inicia a traduc¢do apds fosforilagao de seus dois substratos: a proteina
ribossomal S6 quinase (p70S6K) e a proteina 1 de ligagcdo ao fator de inicio da traducgao (4E-

BP1) (97,100).

1.4 Controle da traducdo pela via de PI3K/Akt/mTOR

A via de PI3K/Akt/mTOR é ativada pela fosforilacdo de PI3K apds a liga¢do de fatores
de crescimento a seus receptores. PI3K adiciona um grupo fosfato ao PIP2 (fosfatidilinositol
3,4-bifosfato) para gerar PIP3 (fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato), que recruta Akt para ser
ativada pela proteina PDK1 (quinase 1 dependente de fosfoinositide) na membrana
plasmatica (101). Os substratos de Akt sdo as proteinas TSC1/2 e Rheb (Ras homolog enriched
in brain), que ativam mTOR. O regulador negativo da via, PTEN, impede a fosforilacdo de PIP3

e inibe a ativacdo da viade mTOR (102). mTOR integra dois complexos com fungdes diferentes:
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mTORC1 e mTORC2 (100,103). mTORC1 regula a sintese de proteinas através da fosforilacdo
de seus substratos principais 4E-BP1 e p70S6K (Figura 3). O fator de inicio da traducdo elF4E
faz parte do complexo que se liga no mRNA para iniciar a traducdo. 4E-BP1 sequestra elF4E
impedindo a formacado desse complexo. Quando 4E-BP1 é ativado por mTORC], sua ligacdo a
elF4E ndo ocorre, permitindo o inicio da traducdo. mTORC1 também ativa a proteina p70S6kK,
o que resulta na fosforilacdo de outras proteinas envolvidas no processo de traducdo, como a
proteina ribossomal S6, o fator de iniciacdo elF4B e o fator de elongacdo eEF2 (eukaryotic

translation elongation factor 2 kinase) (100,104,105).

TN .
&) Fatores de crescimento

-
Q,
:
)
'
%\/K\T\S) - Crescimento celular

Sobrevivéncia
Angiogénese

, | Migragao/Invasao

Figura 3. Via de sinaliza¢ido de PI3K/AKT/mTOR.
A via é ativada apos fosforilacdo das subunidades de PI3K apds a ligacdo de fatores de crescimento a receptores

de tirosina-quinase. A ativacdo de PI13K resulta na fosforilagdo PIP2 para produzir PIP3, que serve como um sinal
para a ancoragem de Akt e PDK1. PDK1 fosforila e ativa Akt. PTEN desfosforila PIP3, impedindo a ativagao de Akt.
Apods sua ativagdo, Akt fosforila a proteina TSC1/2. A fosforilagdo de TSC1/2 inibe a sua atividade de GTPase para
a proteina Rheb. Rheb por sua vez, promove a ativagcdo de mTOR e sua sinalizagdo para os alvos p70S6K e 4EBP1.

1.5 Inicio da traducao
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O mRNA sofre modificacdes pds-transcricionais dentro do nucleo que sinalizam para a
ancoragem dos fatores de inicio de traducdo e auxiliam no transporte para o citoplasma. Nas
extremidades 5’ e 3’ sdo adicionados o cap de 7'-metilguanosina (m7G) e uma sequéncia de
adeninas (cauda poli-a), respectivamente (106). O complexo elF4F — composto pelos fatores
elF4E, elF4G e elF4A — liga ao cap de m7G na regido 5’ e a proteina PABP (Poly-A binding
protein) se liga a cauda poli-A na regiao 3’. PABP é unido ao complexo elF4F pelo fator elF4G,
circularizando o mRNA (107). elF4E se liga ao cap de m7g enquanto elF4A se posiciona mais a
frente na molécula de mRNA para remover as estruturas secundarias presentes na regido 5’
UTR (Untranslated region) que possam bloguear o complexo de inicio de traducdo.
Paralelamente a circularizagido do mRNA, ocorre a formacdo do complexo 43S PIC
(Preinitiation complex) que contém a subunidade 40S do ribossomo; o complexo ternario,
formado por elF2A, um tRNA iniciador carregando uma metionina e uma molécula de GTP; os
fatores elF1 e elF1A, responsaveis pela interacdo entre o complexo ternario e a subunidade
40S; elF3 que se liga ao complexo elF4F pelo fator elF4G; e elF5, que hidrolisa a molécula de
GTP em GDP. A interacdo do 43S PIC com o complexo elF4F, forma o complexo 48S que
escaneia a fita de mRNA até encontrar o cédon de inicio AUG da fase aberta de leitura (ORF).
Uma vez encontrado, elF5 hidrolisa a molécula de GTP do complexo ternario e recruta a
subunidade 60S, formando o ribossomo 80S competente. Apds a formacdo do ribossomo,
iniciam os processos de elongacdo e término e, nesse momento, outro complexo de inicio de
tradugcdo é estruturado na molécula de mRNA, permitindo que o mesmo transcrito seja

traduzido simultaneamente por mais de um ribossomo (108-110) (Figura 4).
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Figura 4. Inicio da tradu¢ao de mRNAs em células eucariotas.
O mRNA maduro é circularizado apds a ligagdo do complexo elF4F (formado por elF4E, elF4G e elF4A) no cap de

m7G e da proteina PABP na cauda poli-A. O complexo ternario (formado pelo elF2 ligado a um tRNAiMet e uma
molécula de GTP) ligado a subunidade 40S do ribossomo e aos fatores de iniciagdo elF3 e elF5, formam o
complexo 43S PIC. Apds a ligacdo do 43S PIC ao complexo elFAF-PABP é formado o complexo 48S que inicia o
escaneamento da fita de mRNA até o cddon de inicio AUG. O fator elF5 hidrolisa a molécula de GTP liberando
alguns fatores de iniciagdo. elF5B é capaz, entdo, de recrutar a subunidade 60S do ribossomo, formando o
ribossomo 80S, e dar continuidade a elongacdo do mRNA (111).

1.6 Heterogeneidade tumoral e o controle da traducdo

O ambiente tumoral é cadtico; nichos de células do mesmo tumor, com diversas

caracteristicas, sdo expostos a microambientes com diferentes niveis de fatores de
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crescimento, oxigénio, nutrientes, pH e vascularizacdo. A heterogeneidade tumoral ultrapassa
o nivel genético e pode gerar fendtipos diferentes dentro de um tumor geneticamente igual
por alteracoes epigenéticas como metilacdo do DNA e remodelamento de cromatina. Essa
variedade de fendtipos seleciona as células mais bem adaptadas ao microambiente e mais
resistentes as terapias-alvo. Obter um perfil molecular do tumor é essencial para alcancar
melhores resultados na medicina de precisdo. Porém, mesmo com o avang¢o dos métodos de
sequenciamento e da andlise de megadados, ainda existem outros grandes desafios para
definir um tratamento individualizado mais eficaz a longo prazo. Inibidores de oncogenes sdo
eficazes em diversos tipos de cancer, como o trastuzumabe, utilizados ha mais de vinte anos
no tratamento de cancer de mama com amplificagdo de HER2 (human epidermal growth
factor 2) (112,113), mas a heterogeneidade tumoral pode selecionar clones que nao
dependem da via downstream ou instigar mutacdes em vias by-pass. Apesar do avanco na
pesquisa clinica com combinag¢Ges de tratamentos que inibem mecanismos diferentes, falta
aprovacao de tratamentos para oncogenes ja conhecidos e mesmo com o crescente
conhecimento das alteracbes moleculares em tumores, existem genes com fungGes ainda
desconhecidas na carcinogénese.

Tratamentos com inibidores do inicio da tradu¢do podem acrescentar na combinagdo
de terapias em tumores com altos niveis de 4E-BP1 e elF4E fosforiladas, ambas associadas a
um progndstico pior em CRCC (114). O desbalanceamento na via de PI3K/Akt/mTOR modifica
a traducdo de proteinas de forma geral, mas sua atividade tem impactos diferentes nas
populagdes de mRNAs. Transcritos envolvidos na proliferagao celular, como ciclina D, e na
resisténcia a apoptose, como BCL-2 (B-cell lymphoma 2), sao exemplos de mRNAs
preferencialmente traduzidos por mTOR (115,116). As variacGes de oxigénio e nutrientes
alteram as taxas de tradugdo nas células tumorais que se adaptam para sobreviver em hipdxia
por vias alternativas (117,118). Em hipdxia, mTORC1 é inibido via REDD1 (Protein regulated
in development and DNA damage response 1) e a fosforilacgdo de 4E-BP1 deixa de ser
catalisada; elFAE é constantemente sequestrado por 4E-BP1 e as taxas de traduc¢dao caem
(119). Apesar dos tratamentos com inibidores de mTOR afetarem a fosforilacdo de 4E-BP1,
essa proteina é alvo de outras enzimas como ERK e CDK1 (120,121). Investigar as mudancas
no perfil de mRNAs diferencialmente traduzidos no CRCC é mais uma etapa necessaria para
elucidar processos celulares associados ao desenvolvimento tumoral e mecanismos de

resisténcia.
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1.7 Translatomica

Grandes consdrcios internacionais disponibilizam informagbes essenciais sobre
expressoes, mutacdes e numero de copias de genes envolvidos no desenvolvimento de
diversos tumores. Os sequenciamentos de nova gera¢do mais avancados atualmente avaliam
a populacdo geral de mRNAs, o que nem sempre condiz com os niveis finais de proteinas. A
relacdo entre quantidades totais de mRNAs e de proteinas nem sempre ocorre de forma
linear, pois depende de fatores bioldgicos, da abundancia de transcritos, da eficiéncia da
traducdo, e também de caracteristicas da proteina, como a meia-vida. Avaliar o perfil dos
mRNAs traduzidos é a primeira etapa da translatbmica, que estuda os elementos que
participam da traducdo, e oferece uma visdo mais proxima do proteoma do que o
transcriptoma (122-124).

Atraducdo de um transcrito é feita simultaneamente por varios ribossomos, sendo que
guantidade de ribossomos ligados ao mRNA é proporcional a taxa de traducdo — quanto mais
ribossomos, mais ativa a traducdo. E possivel a separacdo dos mRNAs mais ou menos
traduzidos através de um gradiente de sacarose com concentra¢des diferentes, onde os
MRNAs livres ndo precipitam por serem muito leve e os polissomos (mMRNAs ligados a varios
ribossomos) (Figura 5) se depositam pelo gradiente de acordo com a sua densidade (125).
Técnicas de sequenciamento de ultima geracdo ou microarray podem ser utilizadas para
avaliar o perfil de mRNAs que estdo sendo menos traduzidos (com um ou dois ribossomos
ligados) daqueles ativamente traduzidos (com mais de trés ribossomos ligados) (126). O perfil
polissomal é uma técnica desenvolvida na década de 60 para separagdao de moléculas em um
gradiente de sacarose. Devido a sua alta densidade, quanto mais ribossomos ligados a um
MRNA, mais rapidamente esse complexo precipita no gradiente. Dessa forma, as amostras
podem ser fracionadas e analisadas separadamente. Recentemente, foi publicada a
padronizacdo e otimizagao das técnicas de perfil polissomal e sequenciamento utilizados nos
trabalhos do nosso grupo para a identificagdo dos mRNAs diferencialmente traduzidos em

tumores humanos (127).
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Figura 5. Polirribossomo ou polissomos.
(A) Ribossomos 80S traduzindo simultaneamente uma molécula de mRNA em células eucariotas. (B) Foto por

microscopia eletrénica do polissomo na célula eucariota (128).
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2. OBIJETIVOS

O principal objetivo deste estudo é contribuir com informacdes sobre mecanismos
envolvidos no controle traducional em carcinoma renal de células claras pela via de mTOR,
por componentes do eixo VHL/HIF e pelo cross-talk entre ambos. Para isso, foram definidos

os seguintes objetivos especificos:

e Realizar a translatomica em modelos celulares de CRCC para observar os diferentes
perfis de expressdo encontrados na auséncia ou presenca de VHL, avaliando a influéncia
da via de mTOR em cada perfil;

e Revisar e atualizar o banco de dados de pacientes com CRCC;

e Determinar a taxa de traducdo global dos tumores de CRCC pelo perfil polissomal e
correlacionar com os dados clinicos dos pacientes;

e Avaliar a expressdo de HIF-2a nos tecidos de CRCC e correlacionar com dados clinicos

dos pacientes.
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3. METODOLOGIA

3.1 Linhagens celulares

As linhagens celulares RCC4/Mock (RCC4/empty vector — RRID:CVCL_UY81) e
RCC4/VHL (RCC4/VHL — RRID:CVCL_2706) utilizadas nos experimentos sdo células epiteliais
humanas de carcinoma renal de células claras. RCC4/Mock é uma célula transfectada com um
vetor pcDNA3, que confere resisténcia a neomicina, e RCC4/VHL é uma célula transfectada
com o vetor pcDNA3-VHL, que confere resisténcia a neomicina e codifica o gene supressor de
tumor VHL (129). As células foram mantidas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium) High Glucose (ThermoFisher Scientific) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB) (ThermoFisher Scientific), 1% de antibidticos (penicilina e estreptomicina), 1% de
glutamina, e selecionadas com 150 pg/ml geneticina (G418), em estufa Umida a 37°C e 5% de
COz. As linhagens celulares foram fornecidas pelo Dr. lvan Topisirovic (Universidade McGill) e

Dra. Laura Hulea (Universidade de Montreal).

3.2 Obtencdo de tecidos congelados

Os tecidos congelados foram obtidos do Biobanco de Tecidos Tumorais do Hospital A.C

Camargo Cancer Center e mantidos a -80°C até o momento do processamento.

3.3 Obtencdo dos tecidos de PDX (patient-derived xenograft)

Os tecidos de PDX utilizados neste trabalho foram fornecidos pelo Dr. Tiago Géss e seu
aluno de doutorado Adriano Oliveira, que padronizaram com sucesso um modelo de estudo
de CRCC a partir de xenoenxertos em camundongos imunodeficientes (130). A metodologia
consiste em implantar fragmentos de tumor de pacientes diretamente na cdpsula renal de
camundongos NSG (Non-obese Diabetic Scid Gamma Mouse). Apds o crescimento do tumor,

parte destas amostras foram criopreservadas e fornecidas para processamento neste projeto.

3.4 Curva de crescimento
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Para cada linhagem celular (RCC4/Mock e RCC4/VHL), foram plaqueadas 8x103 células,
em duplicata para cada dia de experimento, em placas de seis pocos. As células foram
plagueadas em meio de cultura DMEM High Glucose no primeiro dia do experimento. No
segundo dia, as células foram tratadas com 40 nM de rapamicina por 30 min seguido do
tratamento com 10% de SFB por 2 h para estimular o crescimento apds o bloqueio com a
rapamicina. As células foram coradas com azul de metileno e contadas, de acordo com a
viabilidade, em cdmara de Neubauer por 5 dias para avaliar a taxa de crescimento. Apenas as

células vidveis foram contadas.

3.5 Western Blot

Os extratos celulares foram fracionados por eletroforese em gel SDS-PAGE com
diferentes porcentagens (de 8% a 13%), dependendo da proteina de interesse, com voltagem
controlada de 80V por 20 min, utilizando tampao de corrida contendo Tris 25 mM, Glicina 191
mM (Sigma Aldrich), e 0,1% de SDS. Apds a corrida, as proteinas foram transferidas para uma
membrana de nitrocelulose de 0,45 um (GE Healthcare) em tampao Tris 25 mM, Glicina 191
mM, 0,1% SDS, 20% de metanol (Sigma Aldrich), com voltagem controlada de 100V por 1 h e
30 min. Apds a transferéncia, a membrana foi bloqueada por 1 h com 5% de leite em pd
desnatado diluido em TBS-T (NaCl 150 mM, Tris 50 mM pH 7.4 e 0,1% Tween®). O anticorpo
primario de escolha foi incubado overnight sob agitagao a 4°C diluido em solugdo com 5% de
BSA ou leite em pd desnatado (dependendo do anticorpo) em TBS-T. As membranas foram
lavadas com TBS-T e o anticorpo secunddrio acoplado a peroxidase anti-Mouse ou anti-Rabbit
(GE Healthcare) foi incubado por 1 h em temperatura ambiente na diluicdo de 1:2500 na
solucdo de bloqueio. A membrana foi novamente lavada em TBS-T e revelada com kit de
quimiluminescéncia (ThermoFisher Scientific) em filme fotografico (GE Healthcare). A
quantificacdo das bandas correspondentes as proteinas de interesse dos filmes foi realizada
pelo software Imagel e os graficos gerados expressam a quantidade de proteina relativizada

pelo controle de carregamento.

3.5.1 Via de mTOR
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A fosforilacdo de 4E-BP1, S6K e rps6 foi avaliada por Western Blot. As células
RCC4/Mock e RCC4/VHL foram semeadas em uma placa de 150 mm até atingirem a
confluéncia de 90%. Foram carenciadas por 20 h e tratadas apenas com o veiculo (DMSO) ou
com o veiculo e 250 nm de rapamicina por 2h ou 16h e estimuladas com soro fetal bovino
(SFB). A caréncia de soro é necessaria para diminuir o aporte de nutrientes e sincronizar todas
as células na mesma fase do ciclo celular antes do tratamento com rapamicina. Os mesmos

tratamentos foram posteriormente utilizados para o perfil polissomal.

3.5.2 Via de mTOR e expressdo de HIF-1a

As células RCC4 foram carenciadas overnight e, no dia seguinte, foram inicialmente
tratadas com rapamicina ou torina por 30 min, seguido do tratamento com cloreto de cobalto
(CoCly) por 2 h. Para estimular a resposta das células, foi adicionado SFB e apds 2 h de
tratamento as células foram retiradas das placas e lisadas para os ensaios (Figura 6). Para cada
tratamento foi adicionado uma amostra controle, além das amostras apenas carenciadas. A
resposta a cada tratamento foi avaliada por Western Blot pela expressdo de HIF-1a e

fosforilacdo de rpS6, alvo de mTOR.

Rapamicina Foll. Soro fetal Firn dos
ou torina s bovino tratamentos
Células carenciadas
I 1 1 i 1
I T T 1 T

20h 30 2h 2h

Figura 6. Tratamentos utilizados para avaliar proteinas da via de mTOR e HIF-1a.
Ap0s o final dos tratamentos, as células foram retiradas das placas e passaram pelo processo de lise para realizar

os experimentos de western blot. As células foram tratadas de acordo com a padronizacdo do tempo de cada
tratamento, de forma que nenhuma placa fosse submetida a um tempo maior do que o estipulado de cada um

dos tratamentos.

3.6 Translatomica
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3.6.1 Processamento de linhagens celulares para perfil polissomal

Apods os tratamentos nas condi¢des desejadas, 100 pg/ul de ciclohexamida (CHX)
(Sigma-Aldrich) foram adicionados as células por 7 min. Em seguida, as placas foram lavadas
duas vezes com PBS 1X gelado com 100 pg/ul de CHX. As células foram lisadas com tampao
contendo 20 mM Tris-HCl pH 7.5 (Sigma Aldrich), 100 mM de KCI (Sigma Aldrich), 10 mM de
MgCl2 (Sigma Aldrich), 1% Triton X-100 (Sigma Aldrich), 1 mM de DTT (Sigma Aldrich), 100
ug/mL de CHX (Sigma-Aldrich), inibidor de protease (Promega) e Ribonucleoside Vanadyl
Complex (24 uL por amostra) (Biolabs). As amostras foram incubadas no gelo por 15 min apds
adicdo do tampado de lise e centrifugadas a 14.000 RPM por 15 min a 4°C. O sobrenadante foi
coletado e utilizado para a separacao pelo perfil polissomal. 50 pl do sobrenadante foram

coletados para a analise do RNA total.

3.6.2 Processamento de tecidos tumorais para perfil polissomal

Os tecidos congelados obtidos foram homogeneizados no Polytron® (Kinematica —
Modelo PT 10-35 GT) com 600 pl de tampao de lise hipotonico contendo 50 mM Tris-base pH
7,5 (Sigma-Aldrich), 2,5 mM MgCl,, 1,5 mM KCl, 116 pg/mL CHX, 2 mM DTT e Ribonucleoside
Vanadyl Complex (24 pL por amostra) (Biolabs). Apds homogeneizagdo dos tecidos, foram
adicionados 25 pl de Triton X-100 a 10% e 25 ul de deoxicolato de sédio a 10%. As amostras
foram incubadas por 15 min no gelo e posteriormente centrifugados a 14.000 RPM por 3 min

a 4°C. 50 pl do sobrenadante foram coletados para a andlise de RNA total.

3.6.3 Separagdo e fracionamento polissomal

Os extratos obtidos das linhagens celulares foram aplicados em gradiente linear com
concentragdes de 5% a 50% de sacarose. O tampado preparado para o gradiente contem 20
mM Tris-HCl pH 7,5, 100 mM KCI, 10 mM MgCl; e 1 mM DTT. Os extratos obtidos a partir das
amostras de tecidos congelados foram submetidos a gradiente nao linear contendo trés
concentragdes diferentes de sacarose (5%, 34% e 55%) preparados em tampdo contendo 20
mM HEPES, 100 mM KCl e 5 mM MgCl,. O fracionamento das amostras foi feito pela
ultracentrifugacdo a 39.000 RPM por 2 h a 4°C no rotor SW41Ti (Beckman Coulter — Cat.
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Number: 331362) (Figura 7). Essa centrifugagao permite que mRNAs associados a ribossomos
sejam separados dos mRNAs livres ou associados a poucos ribossomos sendo possivel, dessa

forma, isolar os mRNAs que estdo sendo ativamente traduzidos.

Figura 7. Representac¢ao dos dois diferentes tipos de gradientes utilizados para o perfil polissomal
de células e amostras tumorais de pacientes.

A primeira metodologia para separagdo de RNA polissomal é utilizada para avaliar o perfil polissomal em
linhagens celulares. E realizada a lise celular e aplicacdo do extrato em gradiente de sacarose linear com
concentragdes continuas que inicia em 5% e termina em 50%. Os gradientes sdo ultracentrifugados a 39.000 rpm
por 2h. Dessa forma, é possivel visualizar a formacgao de diferentes picos apds a leitura da absorbancia a 254 nM
gue correspondem aos picos das fragcdes 40S e 60S do ribossomo, seguido do pico correspondente aos
monossomos (80S) e a separagdo dos polissomos (ribossomos ligados a fitas de mRNA), onde pode-se observar
os picos separadamente de acordo com sua densidade. A segunda metodologia foi adaptada para separacgdo de
polissomos em tecidos com pouco material. Neste gradiente é possivel visualizar a formacgao de dois picos onde
se encontram os monossomos (no primeiro pico) e os polissomos (no segundo pico). O protocolo foi
desenvolvido pelo nosso grupo em colaboragdo com o laboratério do Dr. Ola Larsson no Instituto Karolinska e
pode ser visualizado no link: https://www.biorxiv.org/content/10.1101/104596v1.

3.6.4 Quantificacéo da taxa de tradugdo global



https://www.biorxiv.org/content/10.1101/104596v1
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No perfil polissomal é possivel observar os picos formados a partir da absorbancia das
amostras através do gradiente de sacarose. Os dados gerados sao plotados em uma planilha
e o grafico pode ser quantificado. Para quantificar, é utilizada a relagdo entre a area referente
ao pico de 80S e a area referente aos polissomos, a partir de trés ribossomos ligados a uma
molécula de mRNA (= 3n). Dessa forma, retiramos os picos com polissomos leves onde podem
conter mRNAs menos comprometidos com a tradugdo ou que estejam no processo final da
traducdo. O grafico gerado a partir do cromatograma foi quantificado pelo software Image)
(https://imagej.nih.gov), que determina matematicamente os valores referentes as areas
abaixo das curvas de interesse a partir da criacdo de poligonos. Os valores gerados podem ser

relativizados e a taxa de traducdo pode ser inferida dessa forma.

3.6.5 Extracdo de RNA

As fracOes correspondentes ao mRNA polissomal e o mRNA total foram coletados e o
material foi isolado usando TRIzol™ LS Reagent (ThermoFisher Scientific) seguindo o
protocolo fornecido pelo fabricante. O controle da qualidade do RNA extraido foi avaliado
sistema Bioanalyzer (Agilent), onde foram consideradas as amostras com RIN de alta

qualidade (RNA Integrity Number > 9).

3.6.6 Construgdo da biblioteca smart-seq2 e sequenciamento

Foram utilizados 10 ng de cada amostra de mRNA total e mRNA polissomal para
preparar a biblioteca de sequenciamento de RNA pelo método de single-cell (131). O RNA foi
incubado por 3 min a 72°C com oligo-dT30 para hibridacdo e em seguida foi realizada a sintese
do cDNA com a enzima SuperScript™ Il (Invitrogen), tamp&o fornecido pelo fabricante, 5mM
de DTT, 1 uM de TSO (Template Switch Oligo), 1 M de betaina, 10 mM de MgCI2 e 5U de
inibidor de RNAse (Promega) na seguinte reacdo: 42°C por 90 min, 10 ciclos de 50 °C por 2
min e 42 °C por 2 min, e 70 °C por 15 min. A pré-amplificacdo foi realizada em seguida com a
enzima KAPA HiFi HotStart e os IS PCR na reagao: 3 minutos a 98°C, 8 ciclos de 98°C por 20s,
67°C por 15s, 72°C por 6 minutos, e 72°C por 5 minutos. O cDNA pré-amplificado foi purificado
utilizando beads AMpure XP (Beckman Coulter). 70 pg em volume final de 25 ul de cada

biblioteca de cDNA foram fragmentados utilizando o kit Nextera XT (lllumina). O pool de
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amostras contendo a biblioteca de sequenciamento de RNA foi sequenciado utilizando
Novaseq 6000 (National Genomics Infrastructure, ScilLifeLab, Sweden) para obter leituras pair-

end de 150 pares de base.

3.6.7 Processamento dos dados do smart-seq2

Os dados brutos do RNA-seq foram pré-processados usando o piepeline nf-
core/rnaseq (v1.4.2) com configuragdes pré-definidas (132) e o genoma humano GRCh38.
Para as analises, foram considerados apenas mRNAs codificadores de proteinas contendo pelo

menos uma sequéncia de RNA em todas as amostras.

3.6.8 Andlise da eficiéncia da tradugdo utilizando anota2seq

Para confirmar a qualidade do estudo, analises de componente principal (PCA) foram
realizadas. O pacote anota2seq foi entdo utilizado para identificar mudancas na traducdo de
MRNA (alteragcGes em mRNA polissomais que ndo sdo paralelas a alteracdes no mRNA total,
denominado translation), alteracdes no mRNA total, mas sem alteracdes nos mRNAs
polissomais (denominado buffering) e alteracdes no mRNA polissomal que acompanha as

alteragdes no mRNA total (denominado abundance) (133,134).

3.7 Tissue microarray (TMA)

O TMA permite visualizar a expressdao de proteinas em larga escala em tecidos
tumorais a partir da confeccdo de uma Unica lamina contendo centenas de amostras
diferentes (spots), tornando o processo mais pratico e menos custoso para as analises. Para
confeccdo do TMA, os blocos de parafina e suas respectivas laminas histoldgicas sao
selecionados e cada caso é analisado individualmente para demarcac¢do da area com tecido
tumoral de interesse. Utilizando o Manual Tissue Microarrayer (Beecher Instruments
Microarray Technology, Silver Spring, USA), a drea demarcada foi retirada por punc¢do com
agulha de 0,6 mm e cada cilindro obtido do bloco de parafina original, denominado doador,
foi transferido para um bloco de parafina novo, denominado receptor. A partir do bloco

receptor foram confeccionados cortes histolégicos sequenciais de 0,4 um de espessura. A
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amostra foi considerada satisfatdria quando houve representacdo de pelo menos 10% da area

tumoral na pung¢do em observacdo microscopica.

3.7.1 Reag¢dbes de imuno-histoquimica no tissue microarray

As reacdes de imuno-histoquimica foram realizadas na Core Facility de Histologia-IHQ-
TMA do Hospital AC Camargo Cancer Center no sistema automatizado Ventana BenchMark XT
(Ventana Medical System) seguindo as instrucdes do fabricante. Como controle, as reacdes
foram padronizadas em tecidos de tumor renal e tecido renal ndo neoplasico. As laminas (4
um de espessura) foram desparafinizadas com a solucdo EZPrep (Ventana Medical System,
Roche, cat. 950-102) e a recuperac¢do antigénica foi realizada com o cell conditioning | (cat.
950-224) ou cell conditioning Il (cat. 950-223, Ventana Medical Systems) a 95°C por 60 min. O
anticorpo primario anti-HIF-2a (Novus Biologicals — cat: NB100-122) foi incubado por 60 min
na diluicdo de 1:200 + 1% ABS e o kit de deteccado utilizado foi o OptiView DAB IHC Detection
Kit (Ventana Medical System) por 60 min. Apds finalizar o ensaio de IHQ, as laminas foram

montadas com o meio de montagem Entellan (Merck — cat: 107961).

3.7.2 Andlise das reagcdes

As anadlises das reagdes de IHQ foram realizadas manualmente pela patologista Dra.
Stephania Bezerra, sem conhecimento das informagdes clinicas de cada amostra analisada.
Cada spot foi analisado individualmente e classificado quantitativamente em escala de 10%
(com marcagdao negativa nos nucleos sendo 0% e marcagao positiva em todos os nucleos
sendo 100%) de acordo com a porcentagem de células com nucleos positivamente marcados
com o anticorpo anti-HIF2a no campo microscoépico. Os spots foram analisados em duplicata
para cada caso e a média aritmética dos dois spots foi utilizada nas andlises estatisticas. Apds
determinar a média da porcentagem de marcagdo para cada paciente, os resultados foram
plotados em uma tabela para determinar o ponto de corte ideal para categorizar a casuistica
em dois grupos, um com baixa expressao de HIF-2a e um com alta expressao de HIF-2a. Para
isso, o p-valor foi determinado para as seguintes categorias: 20%, 30%, 35%, 40%, 50%, 60% e

65% de marcagdo de HIF-2a no nucleo. A partir destes testes, determinamos o melhor ponto
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de corte sendo 60% e, dessa forma, nossa casuistica foi separada entre os grupos baixo (com

marcacao nuclear entre 0 e 60%) e alto (com marcacdo nuclear acima de 60%).

3.8 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas pelo software GraphPad Prism 8, pelo
software Statistical Package for Social Science (SPSS) versdo 28.0 e pelo R. Para as anadlises
paramétricas entre varidveis nominais e variaveis qualitativas foram utilizados o teste t de
Student para comparar dois grupos, e o teste de analise de variancia (ANOVA) one- ou two-
way, a depender da quantidade de grupos testados. Quando necessarias, as comparacoes
multiplas foram realizadas pelo teste de Tukey. Para as andlises ndo-paramétricas entre
varidveis nominais e quantitativas foram utilizados o teste de Mann-Whitney para
comparacdes entre dois grupos ndo pareados e o teste de Kruskal-Wallis com comparacoes
multiplas pelo teste de Bonferroni quando necessdrio. As distribuicGes das frequéncias
absoluta e relativas das variaveis foram reportadas em forma de tabela e estdo detalhadas na
secdo ‘casuistica’. Para comparar a expressao de HIF-2a nos tecidos neopldsicos e tecidos
adjacentes ao tumor, foi realizado o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney. Para definir o
ponto de corte para a categorizacdo da varidvel HIF-2a, foi utilizado o pacote maxstat! e o
método survfit do pacote survival?> com pardmetros padrdes. Para avaliar associacbes entre a
expressdao categorizada baixa ou alta de HIF-2 a com caracteristicas clinicas e
anatomopatoldgicas dos pacientes foi utilizado o teste de Qui-quadrado de Pearson (para
casos que nao obedeceram ao pré-requisito de uma frequéncia observada superior a 5 foi
utilizado o teste exato de Fisher). Analises univariadas relacionadas a sobrevida global e
sobrevida livre de progressao foram realizadas para identificar as varidveis que foram incluidas
no modelo de regressdao de Cox simples e multiplo. As andlises de sobrevivéncia global e
sobrevivéncia livre de progressao foram realizadas pela estimativa de Kaplan-Meier com
comparagdes pelo teste de Log-Rank. Pacientes que perderam seguimento foram incluidos na
curva de sobrevida até a ultima data disponivel e apresentados como censura. Para todos os

testes utilizados, foi utilizado um nivel de significancia de 0,05.

! https://cran.r-project.org/web/packages/maxstat/vignettes/maxstat.pdf
2 https://cran.r-project.org/web/packages/survival/survival.pdf
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4. CASUISTICA

4.1 Perfil Polissomal

4.1.1 Critérios de Incluséo

Para realizar o perfil polissomal e comparar as taxas de traducdo global com
caracteristicas clinicas, foram incluidos 116 casos de pacientes com diagnodstico final de
carcinoma renal de células claras no laudo patolégico, com prontudrio eletronico disponivel
no A.C Camargo Cancer Center e que aceitaram previamente participar do estudo. O
acompanhamento clinico dos pacientes foi de, no minimo, cinco anos a partir da data de inicio
deste projeto. Os pacientes foram selecionados de acordo com seu estadiamento tumoral no

momento do primeiro diagnéstico.

4.1.2 Critérios de exclusGo

Foram excluidas amostras de pacientes que ndo possuiam prontuario disponivel ou
acompanhamento clinico de, pelo menos, cinco anos da data de inicio desse projeto,
pacientes sem amostra disponivel no BioBanco de Tecidos Tumorais do A.C Camargo Cancer

Center e pacientes diagnosticados com outros sitios de tumor primdrio.

4.1.3 Pacientes

Os dados dos pacientes foram coletados de seus prontuarios disponiveis no H2TC, um
sistema de prontuario eletronico do Hospital AC Camargo Cancer Center. Este estudo tem
cardter retrospectivo e ndo ocorreu nenhuma interagao direta com os pacientes do estudo,
sendo assim, nao foi necessario adotar o termo de consentimento pés-informado. Os dados
coletados dos prontuarios foram revisados e os dados foram armazenados usando a

ferramenta de captura de dados eletrénica REDCap (Research Electronic Data Capture)?

3 REDCap é um aplicativo seguro, hospedado na web, projetado para apoiar a captura de dados em estudos de
pesquisa, fornecendo 1) uma interface intuitiva para a entrada de dados validados; 2) auditoria para
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(135,136) hospedados no servidor do Hospital AC Camargo Cancer Center. As varidveis
analisadas nesta casuistica foram: idade, sexo, estadiamento clinico, estadiamento patolégico
pelo TNM AJCC/UICC 2017, grau histolégico tumoral ISUP (International Society of Urological
Pathology), presenca de metastase sincrénica no primeiro diagnéstico, comprometimento de
linfonodos, recorréncia/recidiva, componente sarcomatoide, invasdo perineural, invasido
vascular microscopica, necrose tumoral, situacdo do paciente ao final do estudo e o tempo de
seguimento desde o primeiro diagndstico até o final do estudo. As amostras utilizadas neste
estudo sdo de material congelado que estavam disponiveis no Biobanco de Tecidos Tumorais
do Hospital AC Camargo Cancer Center, ndo havendo nenhum prejuizo ao paciente. O projeto
estd inscrito no Comité de Etica e Pesquisa da Fundac¢do Antdnio Prudente no AC Camargo
Cancer Center sob o nimero 2440/17B como projeto afiliado no projeto tematico intitulado
“Controle Traducional no Carcinoma Renal de Células Claras” registrado no mesmo Comité de
Etica e Pesquisa sob o nimero 2440/17.

A casuistica é composta por 116 pacientes no total, que foram separados por
estadiamento clinico no primeiro diagndstico, sendo 41 pacientes de estadiamento I, 13
pacientes de estadiamento I, 48 pacientes de estadiamento Ill e 14 pacientes de
estadiamento V. Destes, 57% sdo do sexo masculino e 43% do sexo feminino. A idade média
dos pacientes é de 56 anos, sendo o paciente mais jovem com idade de 25 anos e o paciente
mais idoso com 83 anos. Nesta casuistica, cerca de 36% dos pacientes apresentaram recidiva
da doencga apds tempo médio de 3 anos e seis meses e 21% dos pacientes apresentaram outra
neoplasia além do CRCC.

O ISUP foi coletado dos prontudrios eletronicos de cada paciente e nesta casuistica ndo
houveram pacientes com grau histolégico tumoral ISUP 1; 34,1% dos pacientes apresentaram
ISUP 2, 46,3% dos pacientes apresentaram ISUP 3, e 19,5% dos pacientes apresentaram ISUP
grau 4. Quanto ao tratamento, todos os pacientes incluidos nesta casuistica foram submetidos
a nefrectomia parcial ou total, com uma taxa de cura de 63%. 13,8% foram submetidos a
radioterapia e 18,1% receberam tratamento com inibidores de tirosina-quinase. Das
caracteristicas anatomopatoldgicas, 3,7% dos pacientes apresentaram componente

sarcomatoide, 3,5% apresentaram invasao perineural, 4,4% apresentaram invasao vascular

rastreamento de manipulacdo e exportacdo de dados; 3) exportacdo automatizada dos dados para pacotes
estatisticos; e 4) procedimentos para importacdo de dados de fontes externas. — Texto retirado e traduzido de
https://projectredcap.org/resources/citations/
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linfatica, 16,7% apresentaram invasdo vascular sanguinea, e 64% apresentaram necrose

(Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas clinicas e anatomopatolégicas dos pacientes da casuistica.

Varidvel Categoria n %
Idade <40 14 12,1
41364 78 67,2
>65 24 20,7
Total 116 100
Sexo Masculino 66 56,9
Feminino 50 43,1
Total 116 100
Estadiamento Clinico I 41 36
Il 13 10,8
1" 48 40,5
v 14 12,6
Total 116 100
Estadiamento Clinico Baixo 54 46,8
Alto 62 53,2
Total 116 100
ISUP 2 28 34,1
3 38 46,3
4 16 19,5
Total 82 100
ISUP le2 28 34,1
3e4 54 65,9
Total 82 100
Recidiva Nado 64 63,4
Sim 37 36,6
Total 101 100
Estadiamento patoldgico (pT) T1 42 36,2
T2 13 11,2
T3 59 50,9
T4 2 1,7
Total 116 100
Estadiamento patoldgico (pT) TleT2 55 47,4
T3eT4 61 52,6
Total 116 100
Comprometimento de linfonodos Nx / NO 112 96,6
N1 4 3,4
Total 116 100
Componente Sarcomatoide N3o 78 96,3
Sim 3 3,7



Invasao perineural

Invasao vascular linfatica

Invasao vascular sanguinea

Necrose

Historico familiar de cancer

Outra neoplasia

Status sobrevida

Radioterapia

Terapia Alvo

Total
N3o
Sim
Total
N3o
Sim
Total
N3o
Sim
Total
N3o
Sim
Total
N3o
Sim
Total
N3o
Sim
Total
Vivo
Morto
Total
N3o
Sim
Total
N3o
Sim
Total

81
110

114
108

113

95
19
114

30
53
83

29
55
84

86
23
109

92
24
116

100
16
116

95
21
116

100

96,5
3,5
100

95,6
4,4
100

83,3
16,7
100

36,1
63,9
100

34,5
65,5
100

78,9
21,1
100

79,3
20,7
100

86,2
13,8
100

81,9
18,1
100
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4.2 Tissue Micro-Array

4.2.1 Critérios de inclusdo

Foram incluidos pacientes com Carcinoma Renal de Células Claras comprovados pela
histologia, submetidos a nefrectomia parcial ou radical, que ndo foram submetidos a
tratamento prévio, com prontuarios disponiveis no H2TC e que aceitaram participar do estudo

previamente.

4.2.2 Critérios de exclusGo

Pacientes com outras neoplasias renais diferentes do CRCC, amostras com presenca
excessiva de fibrose no material do TMA, pacientes sem amostra disponivel em bloco de

parafina e pacientes diagnosticados com outros sitios de tumor primario.

4.2.3 Pacientes

Os dados dos pacientes foram coletados de seus prontuarios disponiveis no H2TC, um
sistema de prontudrio eletronico do Hospital AC Camargo Cancer Center, apds aprovagao
prévia de participacdo no estudo. Estes dados foram coletados e mantidos em tabelas do
Excel, e foram utilizados em outros projetos de pds-graduagao no Departamento de Urologia
do Hospital AC Camargo Cancer Center. As amostras dos pacientes foram organizadas em
tissue microarrays (TMA) (secao 7 apresentada na metodologia) e os blocos de parafina estao
arquivados no Departamento de Anatomia Patolégica sob supervisdo da Dra. Stephania
Bezerra, médica patologista da instituicdo. Por ser um estudo retrospectivo, o TCLE foi
previamente assinado pelos pacientes. Os dados coletados dos prontuarios foram revisados,
as tabelas ja existentes foram atualizadas e os dados foram armazenados usando a ferramenta
de captura de dados eletronica REDCap (135,136) hospedados no servidor do Hospital AC
Camargo Cancer Center. As varidveis analisadas nessa casuistica foram: idade, sexo, histérico
familiar de cancer, estadiamento clinico, estadiamento patolégico pelo TNM AJCC/UICC 2017,
grau histolégico tumoral ISUP (International Society of Urological Pathology), presenca de

metastase sincronica no primeiro diagnéstico, comprometimento de linfonodos,



32

recorréncia/recidiva, componente sarcomatoide, invasdo perineural, invasdo vascular
microscopica, necrose tumoral, situacdo do paciente ao final do estudo e o tempo de
seguimento desde o primeiro diagndstico até o final do estudo. Este estudo tem carater
retrospectivo e ndo ocorreu nenhuma interacdo direta com os pacientes do estudo, sendo
assim, ndo foi necessario adotar o termo de consentimento pds-informado. As amostras
utilizadas neste estudo sao de material arquivado em blocos de parafina no Hospital AC
Camargo Cancer Center, ndo havendo nenhum prejuizo ao paciente. O projeto esta inscrito
no Comité de Etica e Pesquisa da Fundacdo Antdnio Prudente no AC Camargo Cancer Center
sob o numero 2440/17B como projeto afiliado no projeto tematico intitulado “Controle
Traducional no Carcinoma Renal de Células Claras” registrado no mesmo Comité de Etica e
Pesquisa sob o nimero 2440/17.

A casuistica é composta por 728 pacientes no total, sendo 457 (62,7%) pacientes do
sexo masculino e 271 (37,2%) pacientes do sexo feminino, com idade entre 21 e 89 anos,
sendo a mediana de 56 anos. Para fins de andlise, a idade dos pacientes foi redefinida para
uma variavel categdrica com trés grupos: 96 pacientes com até 40 anos (13,2%), 481 pacientes
com idade entre 41 e 64 anos (66,1%) e 151 pacientes maiores de 65 anos (20,7%). Cerca de
15% dos pacientes sem metastase sincronica com primeiro diagnoéstico apresentaram recidiva
da doenca apos tempo médio de 3 anos e 9 meses, e 31% dos pacientes apresentaram uma
outra neoplasia diferente do CRCC em algum momento. ’

O estadiamento patoldgico é definido pelo patologista responsavel que libera o
resultado no prontudrio anatomopatoldgico, disponivel no H2TC, e pode ser dividido em 4
categorias: 478 pacientes apresentaram tumores de estadiamento | (65,6%), 56 pacientes
apresentaram tumores de estadiamento Il (7,1%), 116 pacientes apresentaram tumores de
estadiamento 1l (16,3) e 62 pacientes foram diagnosticados com tumores de grau 1V (8,7%).
3% (12) pacientes apresentaram ISUP 1, 50,7% (206) pacientes apresentaram ISUP 2, 34,7%
(141) pacientes apresentaram ISUP grau 3 e 11,6% (47) pacientes apresentaram ISUP 4. Dos
pacientes confirmados com a doenga metastatica apds a bidpsia, cerca de 88% haviam sido
diagnosticados com metdstases ainda no exame clinico.

Quanto ao tratamento, todos os pacientes incluidos neste estudo foram submetidos a
nefrectomia parcial ou total entre 1990 e 2016, com uma taxa de cura de 72%. Dos pacientes
que receberam outro tratamento além da cirurgia, 8,2% foram submetidos a radioterapia e

10,2% receberam inibidores de tirosina-quinase.
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Das caracteristicas anatomopatoldgicas, 3% dos pacientes apresentaram componente
sarcomatoide, 1,7% apresentaram invasdo perineural, 3,5% apresentaram invasdo vascular
linfatica, 9,22% apresentaram invasdo vascular sanguinea, e 44,6% apresentaram necrose

(Tabela 2).

Tabela 2. Variaveis clinicas e anatomopatoldgicas de pacientes da casuistica.

Variavel Categoria n %
Idade <40 96 13.2
41264 481 66,1
> 65 151 20,7
Total 728 100
Sexo Masculino 457 62,8
Feminino 271 37,2
Total 728 100
Estadiamento Clinico I 478 67,1
I 56 7.9
" 116 16,3
v 62 8,7
Total 712 100
Estadiamento Clinico Baixo 534 73,3
Alto 178 26,7
Total 712 100
ISUP 1 12 3
2 206 50,7
3 141 34,7
4 47 11,6
Total 406 100
ISUP Baixo 218 53,7
Alto 188 46,3
Total 406 100
Recidiva Ndo 544 84,6
Sim 99 15,4
Total 643 100
Estadiamento patoldégico (pT) Tla 338 46,4
Tib 162 22,2
T2a 52 7,1
T2b 11 1,5
T3a 132 18,1

T3b 17 2,3



Estadiamento patoldgico (pT)

Estadiamento patoldgico (pT)

Metastase sincronica

Comprometimento linfonodal

Componenete Sarcomatoide

Invasao perineural

Invasao vascular linfatica

Invasao vascular sanguinea

Necrose

Historico familiar de cancer

Status ultimo seguimento

T3c
T4
Total

Tl
T2
T3
T4
Total

TleT2

T3eT4

Total

N3o

Sim

Total

Nx/NO

N1

Total

N3o

Sim

Total

N3o

Sim

Total

N3o

Sim

Total

N3o

Sim

Total

N3o

Sim

Total

N3o

Sim

Total

Vivo sem doenca
Vivo com doenca
Morte por cancer

Morte ndo cancer
Vivo status desconhecido

11
726

500
63
152
11
726

563
163
726

656
55
711

703
19
722

575
18
593

646
11
657

661
24
685

630
64
694

232
187
419

149
299
448

528
79
89
25

34

0,4
1,5
100

68,9
8,7
20,9
1,5
100

77,5
22,5
100

92,3
7,7
100

97,4
2,6
100

97

100

98,3
1,7
100

96,5
3,5
100

90,8
9,2
100

55,4
44,6
100

33,3
66,7
100

72,6
10,9
12,2
3,4
0,7



Radioterapia

HIF2a Cutoff60%

Morte status desconhecido
Total

N3o

Sim

Total

<=60

>60

Total

727

669
60
729

357
230
587
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0,1
100

91,8
8,2
100

60,8
39,2
100
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5. RESULTADOS

Os resultados desta tese estdo separados em trés tépicos: No primeiro tépico estdo os
experimentos com linhagens celulares e tecidos obtidos de xenoenxertos derivado de
pacientes (PDX) com CRCC. Nas linhagens celulares foi possivel observar as altera¢des no
translatoma dependentes do status de VHL. Também usamos o tratamento com rapamicina
para observar as alteracGes que ocorrem em cada célula frente a inibicdo de mTORC1, um dos
principais reguladores do controle da tradugdo. O PDX permite estudar o desenvolvimento
tumoral e a resposta a diferentes tratamentos in vivo, de acordo com as caracteristicas
individuais de cada paciente. Até o momento, estdo apresentadas as taxas de traducdo global
obtidas do perfil polissomal dos tecidos e a correlacdo com dados clinicos dos pacientes. No
segundo tépico estdo os resultados da correlacdo da traducdo global com caracteristicas
clinicas de pacientes com CRCC. 116 amostras disponiveis no Biobanco do AC Camargo Cancer
Center foram coletadas e processadas para obter as taxas de traducdo global de cada
paciente. Essas amostras serdo enviadas para sequenciamento para uma analise mais
aprofundada do translatoma de pacientes com CRCC. O terceiro tépico inclui a expressao
nuclear de HIF-2a em amostras tumorais de CRCC. HIF-2a é uma proteina importante no
controle transcricional e traducional na deficiéncia de VHL. O estudo desta proteina vem
crescendo na ultima década e seu papel tem sido relacionado com o desenvolvimento tumoral
no CRCC. Com uma robusta casuistica, obtemos resultados confidveis da expressao de HIF-2a
no tecido primario dos pacientes com CRCC e correlacionamos com caracteristicas clinicas

importantes para a progressao tumoral, além de avaliar seu papel nos desfechos clinicos.
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5.1 Modelos de linhagens celulares e PDX de Carcinoma Renal de Células Claras

5.1.1 Perfil polissomal de linhagens celulares de CRCC

Apesar da descoberta de mecanismos que favorecem a progressao tumoral do CRCC,
pouco se sabe sobre o desbalanco do controle traducional neste tipo de tumor. Uma vez que
a principal alteracdo molecular encontrada em tumores renais de células claras é a perda do
supressor tumoral VHL (9), nosso objetivo foi observar o translatoma de linhagens celulares
de CRCC na presenca ou auséncia deste gene. VHL é o principal regulador da resposta a
hipdxia, onde diversas adaptacdes celulares ocorrem para manter a sobrevivéncia das células
gue estdo em baixos niveis de oxigénio (137). Inicialmente, foi realizado um experimento
piloto das linhagens celulares RCC4/Mock (célula deficiente em VHL) e RCC4/VHL (célula com
VHL restituido). Essa etapa é importante para determinar a quantidade de material necessaria
para o experimento e ao mesmo tempo garantir que a confluéncia da placa ndo altere
mecanismos de crescimento celular. As linhagens foram mantidas em cultura sob condigGes
normais de crescimento, sem nenhum tipo de tratamento realizado previamente, e o perfil
polissomal foi realizado para determinar as taxas de traducdo global. As amostras foram
processadas e submetidas a ultracentrifugacdo em um gradiente de sacarose continuo com
concentragdes entre 5% e 50% para separacao das fragdes nao traduzidas daquelas com
traducgado ativa. No grafico gerado pela leitura da absorbancia, é possivel observar picos bem
definidos referentes aos monossomos e polissomos (Figura 8A). Dessa forma, podemos
relativizar a area sob os picos de interesse e inferir a taxa de traducdo global de cada célula.

Ja nessa etapa, foi possivel observar que a perda de VHL afeta a tradugdo (Figura 8B).
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Figura 8. Perfil polissomal e quantificacdo da taxa de tradugao das linhagens celulares de CRCC.
As células RCC4/Mock e RCC4/VHL foram semeadas em placas de 150 mm e apods atingirem confluéncia de

aproximadamente 90%, foi realizado o perfil polissomal. Apds ultracentrifugacdo a 39.000 rpm por 2h a 4°C do
extrato celular em gradiente de sacarose com concentrac¢des entre 5% e 50%, as amostras foram fracionadas e
os graficos gerados a partir da absorbancia normalizada de cada amostra foram quantificados para determinar a
taxa traducional das células. (A) Perfil polissomal das células RCC4/Mock e RCC4/VHL sem tratamento. (B) Taxa
traducional das células renais representadas pela média e desvio padrdo. Quantificagcdo da area do pico de 80S
e de polissomos pelo Imagel. As figuras foram geradas a partir de trés experimentos distintos. As comparag¢des
entre os grupos foram realizadas pelo teste t de Student para amostras independentes.

5.1.2 Andlise das taxas de tradugdo global, ativa¢do da via de mTOR e crescimento

celular das linhagens celulares de CRCC

Durante o experimento piloto, observamos diferencas intrinsecas na traducdo global
das células dependendo do status de VHL. Como inibidores da via de mTOR s3do utilizados
como segunda linha de tratamento para pacientes com CRCC (138) e mTOR é uma proteina
chave no controle traducional, verificamos como esta proteina atua frente a presenca ou
auséncia de VHL. mTOR é formado por dois complexos, mTORC1 e mTORC2. A rapamicina age

em mTORC1, inibindo a fosforilagdo de S6K e 4E-BP1, afetando a traducao global e especifica
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de diversos genes (139). Por isso, avaliamos por western blot a expressdo das proteinas alvo
de mTORC1 apds o tratamento com rapamicina. Confirmando a eficacia do tratamento, como
esperado, ocorreu a desfosforilagdao das proteinas alvo de mTORC1: S6K, rpS6 e 4E-BP1 (Figura
9). As comparagdes realizadas entre as linhagens celulares foram feitas em dois tempos

diferentes (2h e 16h) para avaliar mudancas agudas e crénicas das células.

RCC4/Mock RCC4/VHL

2h _16h _2h  _16h_
DMSO + + + + + + + +

Rapamicina - + - + - + - +
e — e ——— . |S6K
hind =3 p-4E-BP1

IT-- — -“-‘.J4E-BP1
| — — — - |p-rps6
——— . ——— 056

WGAPDH

Figura 9. Expressao e fosforilagdo de proteinas da via de mTOR em células renais.
As células RCC4/Mock e RCC4/VHL foram carenciadas e tratadas com rapamicina (250 nM) por 2h e 16h para

avaliar a inibicdo da via de mTOR nas células pelo tratamento. Em paralelo, as células foram tratadas apenas com

o veiculo (DMSO) para serem usadas como controle. O extrato de cada célula foi fracionado por eletroforese em
gel de SDS-Page em diferentes concentra¢des a depender da proteina.

As células tratadas com rapamicina foram utilizadas para a realizagdo dos perfis
polissomais. A partir do perfil polissomal, além de determinar e comparar as taxas de traducao
global entre as duas linhagens celulares, podemos avaliar como o status de VHL-HIF-mTOR
interfere na tradugdo especifica apds o sequenciamento. As células foram carenciadas
overnight e tratadas com rapamicina e soro fetal bovino por 2h ou 16h. Os extratos das
amostras foram submetidos a ultracentrifugacdo para separar a populagdo de mRNAs
ativamente traduzidos. Na figura 10 observamos a diminuicdao dos picos referentes aos
polissomos nas duas linhagens celulares comparados com as células controle nao tratadas ao
longo do tempo, indicando que a rapamicina inibiu a tradugao global tanto na fase aguda

qguanto na fase cronica. Apesar do efeito em ambas linhagens, as células RCC4/VHL foram mais
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sensiveis ao tratamento com rapamicina, sugerindo que outros mecanismos podem estar
ativados nas células RCC4/Mock para compensar a inativacdo de mTORC1, mantendo a
traducdo especifica de genes necessarios para a sobrevivéncia celular (Figura 11). Células com
VHL mutado possuem autofagia basal alta, o que pode garantir o crescimento sob estresse
(140). DEPTOR e mTOR fazem parte dos complexos mTORC1 e mTORC2, e trabalham em
conjunto mantendo a homeostase. O aumento de HIF-a em carcinomas renais é capaz de
suprimir a acdo de DEPTOR, conferindo ativacdo da via downstream (141).

Assim como observado na figura 9, a traducdo global nas células RCC4/VHL é maior
guando comparadas as células RCC4/Mock mesmo apenas na presenca de soro. Essa diferenca
na taxa de traducdo global das células renais pode ser explicada pela ativacdo constitutiva de
HIF-a nas células RCC/Mock. O acimulo de HIF-1a inibe mTORC1 via REDD1 (142), induzindo
a parada do ciclo celular (143). Além disso, células com VHL mutado também podem
apresentar niveis reduzidos de p53 e da RNA-binding protein HuR (Human antigen R). HUR, na
presenca de VHL, se associa ao mRNA de p53 no citoplasma da célula, aumentando sua
traducdo. Quando alterados, os niveis de RNA-binding proteins podem interferir nas taxas de

traducdo global e/ou especifica (144,145).
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Figura 10. Perfil polissomal de linhagens celulares de CRCC apds tratamento com rapamicina.

As células RCC4/Mock e RCC4/VHL foram tratadas com rapamicina (250 nM) e/ou apenas com o veiculo para
controle (DMSO) por 2h e 16h, apds caréncia de SFB por 20h. Os extratos celulares foram centrifugados a 39.000
RPM por 2h a 40C em gradiente de sacarose continuo com concentragdes entre 5% e 50% e as amostras foram
fracionadas (colocar o aparelho aqui). Os graficos gerados a partir da absorbancia normalizada de cada amostra
foram quantificados para determinar a taxa traducional destas células. Foram usadas seis placas para cada
condicdo testada e a DO foi medida por NanoDrop® para normalizacdo das amostras antes da ultracentrifugacao.
Graficos representativos de quatro experimentos. As figuras foram geradas a partir de quatro experimentos

distintos.
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Figura 11. Taxa de tradugdo global das linhagens celulares de CRCC.
Taxa traducional das células RCC4/Mock e RCC4/VHL tratadas com rapamicina e/ou DMSO por 2h e 16h. O gréfico

foi gerado pelo célculo da area abaixo dos picos de 80S e de polissomos (= 3n) representados na figura 11. A
guantificacdo da area foi calculada pelo Imagel. A figura representa quatro experimentos distintos. As amostras
foram comparadas pelo teste de Andlise de varidncia (ANOVA) two-way e as comparag¢des multiplas pelo teste
de Tukey. Foi encontrado efeito de interagdo significativo entre linhagens e tratamentos. As linhas preenchidas
mostram as comparac¢ées dentro do mesmo grupo e as linhas pontilhadas mostram as comparagdes entre grupos
diferentes. * indicam p-valor significativo (<0,001) dentro das comparagdes multiplas.

Para observar as consequéncias funcionais da inibicido de mTORC1 na presenga ou
auséncia de VHL, a taxa de proliferacao celular foi avaliada nas células RCC4 tratadas com
rapamicina. A rapamicina reduziu o crescimento celular, porém de forma mais acentuada na
presenca de VHL (Figura 12 e Apéndice 1). A traducao global na auséncia de VHL foi menor ao
longo de todo periodo, o que causa um atraso no crescimento celular. Células RCC4/VHL
tratadas com rapamicina sentem os efeitos no crescimento a partir do segundo dia (controle
X =9x10% vs rapamicina X = 5x10% p = 0,0041), enquanto as células RCC4/Mock sé apresentam
resultado semelhante a partir do terceiro dia de tratamento com rapamicina (X = 18x10* vs
0,8 x10% p = 0,0006) (Figura 12 — dia 2 e dia 3), sugerindo maior sensibilidade a rapamicina na
presenca de VHL. Assim como ocorreu na tradugdo global nas células RCC4/Mock, o
crescimento celular diminuiu em comparagdo com as células RCC4/VHL durante todo tempo

de tratamento. Entretanto, essa diferenca é observada durante as primeiras 48h do
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experimento e, apos esse periodo, ambas as linhagens crescem de forma similar. Esses dados
em conjunto mostram que linhagens celulares de CRCC apresentam caracteristicas distintas
dependentes do status de VHL. O papel de mTOR e VHL na traducdo especifica de mRNAs serd
observado através do sequenciamento dos RNAs totais e polissomais dos experimentos

demonstrados acima.

-e- RCC4/Mock

RCC4/Mock +rapamicina (40 nM) JUTTE
-- RCC4/VHL .-

RCC4/VHL +rapamicina (40 nM) .

log (nUmero de células)
S

/’ p <0,0001

1 2 3 4 5
dias

Figura 12. Curva de crescimento das linhagens celulares de CRCC.
Curva de crescimento das células RCC4/Mock e RCC4/VHL tratadas com rapamicina e/ou DMSO por cinco dias.

Foram plaqueadas 8x10° células no dia 0 do experimento e tratadas no dia 1 com 40 nM de rapamicina e/ou com
o veiculo (DMSO). As células foram contadas por mais 5 dias para plotar os dados. O grafico é representativo de
3 replicatas bioldgicas realizadas em duplicatas técnicas cada dia do experimento. p-valor referente ao teste
ANOVA two-way onde foi detectado efeito de interagdo entre tratamento e linhagem. No Apéndice 1 estd a
tabela de comparagdes multiplas pelo método de Tukey.

5.1.3 Andlise do translatoma das linhagens celulares de CRCC

Com o perfil polissomal podemos identificar e coletar apenas os mRNAs ativamente
traduzidos e comparar com a populacao total de mRNAs para identificar altera¢des na
eficiéncia da traducdao. O RNA das amostras correspondentes aos polissomos, ou seja, os picos
com mais de 3 ribossomos associados ao mRNA, foram extraidos. Em paralelo, extraimos
também o RNA total das amostras para comparagao. Apds a extracao, as amostras foram

enviadas para o laboratério do Dr. Ola Larsson no Instituto Karolinska, onde foram realizados
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o sequenciamento e andlises estatisticas desta secdo, em colaboracdo com suas alunas Hui Liu
e Kathleen Watts. Para fins informativos, a figura 13 mostra a expressao de VHL nas linhagens
RCC4/Mock (denominada como VHL-deficient) e RCC4/VHL (denominada como VHL-

proficient) nas células controle e tratadas com rapamicina.
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Figura 13. Expressao de VHL nas linhagens celulares de CRCC.
Expressdo de VHL normalizada pelo método TMM (trimmed mean of M values) nas linhagens celulares

RCC4/Mock (VHL-deficient) e RCC4/VHL (VHL-proficient) tratadas com rapamicina (rapamycin — azul) e/ou com o
veiculo (DMSO - vermelho).

Os sequenciamentos do mRNA total e do mRNA polissomal das células RCC4/Mock e
RCC4/VHL tratadas ou ndo com rapamicina por 2h e 16h geraram uma grande quantidade de
dados. Para analisar o sequenciamento com o algoritmo anota2seq, foi determinado um
cutoff de 5 milhdes de leituras por amostra. Uma das amostras ficou abaixo do cutoff
determinado, porém ndo foi excluida por ter obtido pelo menos o minimo de leituras

necessarias (2 milhdes de leituras) (Figura 14).
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Figura 14. Namero de leituras obtidas pelo sequenciamento.
O grafico mostra o numero de leituras brutas obtidas por amostra em comparagdao com o numero de leituras

mapeadas definidas pelo gene refseq apds o pré-processamento.

A partir destes conjuntos de dados, foi realizada a analise de componente principal
(PCA) com o objetivo de encontrar os componentes que melhor expliquem a diferenga entre
as amostras. O PCA reduz a dimensao de todos os genes encontrados no sequenciamento até
chegar a um gréfico que explique a variagao entre as amostras. Os componentes principais
responsaveis pelo maior nimero de variabilidade entre os genes agregam as amostras
similares entre si: o componente principal 1 (PC1) possui a maior variagdo entre os dados, o
componente principal 2 (PC2) apresenta a segunda maior variagao entre os dados, e assim por
diante. A partir dos quatro experimentos realizados, os resultados mostraram que a maior
variabilidade é explicada pelo status de VHL nas linhagens celulares e pelo tipo de mRNA (total

ou polissomal) (Figura 15).
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Figura 15. Analise de componente principal (PCA).
As amostras de mRNA total e mRNA polissomal extraidas foram utilizadas para definir a maior variabilidade entre

as células RCC4/Mock e RCC4/VHL apds tratamento com rapamicina e/ou veiculo (DMSO) por 2h ou 16h. No eixo
X encontra-se o componente principal 1 e no eixo y encontra-se o componente principal 2. Em azul estdo as
amostras obtidas do mRNA total (simbolo de tridngulo) e do mRNA polissomal (simbolo de circulo) das células
RCC4/VHL e em vermelho estdo as amostras obtidas do mRNA total e mRNA polissomal das células RCC4/Mock.

O préximo passo foi caracterizar as alteragdes no translatoma dependentes do status
de VHL. Para isso, os sequenciamentos foram analisados com o algoritmo anota2seq. Com ele
podemos classificar a regulacdo da expressdo génica em trés modos diferentes: mudancgas no
MRNA polissomal que ndo correspondem a alteragdes no mRNA total (denominada
translation), mudancas equivalentes no mRNA total e mRNA polissomal (denominada
abundance), e mudancas no mRNA total que ndo afetam mRNAs polissomais (denominada
buffering) (134). Alteragdes nos modos translation ou abundance podem causar alteracdes
dos niveis proteicos —a depender dos controles pés-traducionais e da estabilidade da proteina
—porém, alteracdes no modo buffering limitam o impacto das alteracdes observadas no mRNA
na composicao do proteoma (146). Inicialmente, foi avaliada a regulacdo global dos transcritos
via modos translation e buffering nas células RCC4/Mock e RCC4/VHL. Os padrdes de direcdo

observados nas figuras 16, 17, 19 e 20 oferecem uma visao geral da regulagdao dependendo
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do modo indicado (translation ou buffering). O conjunto total de transcritos encontrados apds
16h de tratamento com soro foram comparados com o grupo de transcritos encontrados apds
2h de tratamento com soro. A mediana da expressdo do tempo final foi subtraida da mediana
da expressdo do tempo inicial. A diferenca entre as medianas foi calculada pelo teste de
Wilcoxon para amostras pareadas. A hipdtese nula deste teste diz que a diferenca da mediana
entre as amostras pareadas é zero. Uma diferenca maior que zero indica que a expressao do
gene aumentou no tempo final em relacdo ao tempo inicial. Uma diferenca negativa indica
gue a expressao do gene diminuiu no tempo final em relacdo ao tempo inicial. No gréfico, a
direcdo das linhas coloridas demonstra se a populacdo de genes estudada aumentou ou
diminuiu em relacdo a linha cinza, que representa a diferenca zero entre as medianas. Uma
alteracdo para a direita indica maior associacdo e uma alteracdo para a esquerda indica menor
associacdo aos niveis de mRNA polissomal ou mRNA total no grupo de transcritos em
comparacdo com o background (em cinza). Transcritos que tiveram sua traducdo associada
com o status de VHL apds tratamento com SFB mostraram regulacdo na mesma direcdo
guando comparados o 16h com 2h de estimulo com SFB nas células VHL deficientes (Figura
16). Ou seja, os transcritos up-regulados no mRNA total ou no mRNA polissomal das células
deficientes em VHL permanecem no mesmo modo de regulacdo quando comparamos o
tratamento de 16h com o tratamento de 2h. Da mesma forma que esse efeito foi observado
no modo translation, o grupo de transcritos encontrados no modo buffering durante a fase
aguda permanecem na mesma dire¢do apds 16h de estimulo com soro nas células RCC4/Mock
(Figura 17). As diferengas na expressao génica dependendo do status de VHL apds estimulo
com soro parece potencializar ao longo do tempo nas células deficientes em VHL. Além disso,
foi encontrado um conjunto de 206 transcritos com transcricdo up- ou down-regulada

modulados traducionalmente apds 16h de tratamento com soro (Figura 18).
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Figura 16. Visao geral das alteracdes nas células deficientes em VHL reguladas via translation.

Os graficos mostram o grupo de transcritos com regulagdo alterada via modo translation nas células RCC4/Mock.
No scatter plot (acima) contém o log, do fold change dos genes encontrados no mRNA polissomal vs. o log, do
fold change dos genes encontrados no mRNA total apds 16h em comparagdao com 2h de tratamento com SFB.
Estdo indicados os grupos de genes up- e down-regulados e a populagdo de genes inalterados (em cinza). Nos
dois graficos abaixo contém a distribuicdo cumulativa do fold change no mRNA polissomal (esquerda) e no mRNA
total (direita). Uma alteracdo para a direita indica maior associacdo e uma alteracdo para a esquerda indica
menor associacdo aos niveis de mMRNA polissomal ou mRNA total no grupo de transcritos em comparagdo com o
background (em cinza).



49

T T

2 - ] 2
total thA fold change: (log2)
( VHL-deficient_16h vs. VHL-deficient_2h )

Polysome-associated mRNA fold change (log2 )
( VHL-deficient_16h vs. VHL-deficient_2h )

signature Wilcox_pval q25 q50 q75 signature Wilcox_pval q25 g50 qg75
bufferingmRNAUp 2e-15 [-0.15[-0.21|-02 bufferingmRNAUp 6.4e-54 | 036033035

Fnix)
Fnix)

T T T T T T T
-1.5 -1.0 -05 0.0 0.5 1.0 15 J ' ' ' T T T

-1.5 =10 =05 0.0 0.5 1.0 15

Polysome—associated mRNA log2FC total MRNA log2FC

Figura 17. Visao geral das alteracdes nas células deficientes em VHL reguladas via buffering.
Os graficos mostram o grupo de transcritos com regulagdo alterada via modo buffering nas células RCC4/Mock.

No scatter plot (acima) contém o log, do fold change dos genes encontrados no mRNA polissomal vs. o log, do
fold change dos genes encontrados no mRNA total apds 16h em comparagdao com 2h de tratamento com SFB.
Estdo indicados os grupos de genes up- e down-regulados e a populagdo de genes inalterados (em cinza). Nos
dois graficos abaixo contém a distribuicdo cumulativa do fold change no mRNA polissomal (esquerda) e no mRNA
total (direita). Uma alteracdo para a direita indica maior associacdo e uma alteracdo para a esquerda indica
menor associacdo aos niveis de mMRNA polissomal ou mRNA total no grupo de transcritos em comparagdo com o
background (em cinza).
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Figura 18. Transi¢cdo entre os modos de regulagdo génica nas células deficientes em VHL.
Diagrama de Venn comparando o nimero de transcritos sobrepostos entre os modos de regulagdo genética
indicados na figura.

Ao contrario das células RCC4/Mock, nas células RCC4/VHL observamos que a
transicdo da fase aguda para a fase cronica acontece na direcdo oposta tanto no modo
translation (Figura 19) quanto no modo abundance (Figura 20). Em resumo, essas
comparacdes sugerem que as diferencas na traducdo entre as células ocorrem ao longo do
tempo de formas opostas dependendo do status de VHL — por exemplo, transcritos
traducionalmente ativados nas células RCC4/Mock sdo traducionalmente suprimidos nas
células RCC4/VHL, e vice versa. Entretanto, diferentemente das células VHL-deficientes, as
células com VHL restituido ndo apresentaram genes envolvidos nas transicées entre os modos

de regulacdo.
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Figura 19. Visao geral das alteracdes nas células com VHL restituido reguladas via translation.
Os graficos mostram o grupo de transcritos com regulacdo alterada via modo translation nas células RCC4/VHL.

No scatter plot (acima) contém o log, do fold change dos genes encontrados no mRNA polissomal vs. o log, do
fold change dos genes encontrados no mRNA total apds 16h em comparagdao com 2h de tratamento com SFB.
Estdo indicados os grupos de genes up- e down-regulados e a populagdo de genes inalterados (em cinza). Nos
dois graficos abaixo contém a distribuicdo cumulativa do fold change no mRNA polissomal (esquerda) e no mRNA
total (direita). Uma alteracdo para a direita indica maior associagcdo e uma alteragdo para a esquerda indica
menor associacdo aos niveis de mMRNA polissomal ou mRNA total no grupo de transcritos em comparagdo com o
background (em cinza).
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Figura 20. Visdo geral das alteragdes nas células com VHL restituido reguladas via buffering apés uso

prolongado de soro.
Os graficos mostram o grupo de transcritos com regulagdo alterada via modo buffering nas células RCC4/VHL.

No scatter plot (acima) contém o log, do fold change dos genes encontrados no mRNA polissomal vs. o log, do
fold change dos genes encontrados no mRNA total apds 16h em comparagdao com 2h de tratamento com SFB.
Estdo indicados os grupos de genes up- e down-regulados e a populagdo de genes inalterados (em cinza). Nos
dois graficos abaixo contém a distribuicdo cumulativa do fold change no mRNA polissomal (esquerda) e no mRNA
total (direita). Uma alteracdo para a direita indica maior associacdo e uma alteracdo para a esquerda indica
menor associacdo aos niveis de mMRNA polissomal ou mRNA total no grupo de transcritos em comparagdo com o
background (em cinza).

Para visualizar a funcdo dos genes encontrados nos modos de regula¢ao génica, foram

utilizadas ferramentas disponiveis no site WebGestalt (WEB-based Gene Set Analysis Toolkit).
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Inicialmente, o método de enriquecimento GSEA (gene set enrichment analysis) foi utilizado
para a andlise dos processos bioldgicos up- ou down-regulados que estdo enriquecidos nas
células de acordo com o gene ontology (147). O gene ontology facilita a interpretacdo de
dados em larga escala através de um vocabuldrio controlado para a analise de processos
biolégicos. A partir da comparacdo entre os modos de regulacdo, conseguimos capturar
diferencas entre os genes que estdo presentes no mRNA total e comparar com aqueles
encontrados no mRNA polissomal, estendendo o conhecimento sobre a complexidade da
expressao génica. Inicialmente buscamos as caracteristicas de cada linhagem celular pelas vias
enriquecidas apds estimulo com SFB. As vias enriquecidas foram consideradas significativas
guando o FDR < 0,05.

Inicialmente foram observadas as vias enriquecidas nas células RCC4/Mock ou
RCC4/VHL tratadas apenas com soro fetal bovino. Essa analise foi feita a partir da populacdo
total de genes encontrados nas células que foram tratadas por 16h com soro em comparacao
com os genes encontrados nas células tratadas por 2h com soro. No mRNA total, apds as 16h
de tratamento, as células RCC4/Mock apresentam genes up-regulados enriquecidos nos
processos de montagem ou desmontagem de cromatina, recombinacdo de DNA, fissdo de
organelas e do ciclo celular; e genes down-regulados enriquecidos nos processos de ativagdo
de células T e quimiotaxia (Figura 21A). No mRNA polissomal os genes up-regulados estdo
enriquecidos nos processos de transicdo do ciclo celular, reparo de dupla-fita, organizacao de
complexo DNA-proteina e fissdo de organelas; e os genes down-regulados estdo enriquecidos

nos processos de adesdo célula-célula e resposta celular a estimulo bidtico (Figura 21B).
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Figura 21. Vias enriquecidas nas células deficientes em VHL.
Representagdo da analise funcional pelo gene ontology a partir da expressao diferencial de genes nas células

RCC4/Mock. (A) Vias enriquecidas no mRNA total das células RCC4/Mock. (B) Vias enriquecidas no mRNA
polissomal das células RCC4/Mock. Em azul estdo representadas as vias up-reguladas nas células RCC4/Mock
apos 16h de tratamento com SFB e em laranja estdo as vias down-reguladas nas células RCC4/Mock apds 16h de
tratamento com SFB que apresentaram FDR < 0,05.

No mRNA total das células RCC4/VHL, apds as 16h de tratamento com soro, foram
encontrados genes up-regulados em processos de fissdo de organelas, organizacdo de
complexo DNA-proteina, organizacdo de telomeros e localizagdo de proteina no cromossomo
no mRNA total (Figura 22A). Ja no mRNA polissomal, as células RCC4/VHL apresentaram genes
up-regulados que estdo enriquecidos em processos de montagem e desmontagem de
cromatina, recombinacdo de DNA, processamento de mRNA e fissdo de organelas; e genes
down-regulados que estdo enriquecidos nos processos de resposta celular a estimulo biético

e regulagdo do metabolismo de lipideos (Figura 22B).

3.0
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Figura 22. Vias enriquecidas nas células com VHL restituido.
Representagdo da analise funcional pelo gene ontology a partir da expressao diferencial de genes nas células

RCC4/VHL. (A) Vias enriquecidas no mRNA total das células RCC4/VHL. (B) Vias enriquecidas no mRNA polissomal
das células RCC4/VHL. Em azul estdo representadas as vias up-reguladas nas células RCC4/Mock apds 16h de
tratamento com SFB e em laranja est3o as vias down-reguladas nas células RCC4/Mock apds 16h de tratamento
com SFB que apresentaram FDR < 0,05.

A seguir, foram comparadas as diferencgas entre as células RCC4/VHL e RCC4/Mock nos
dois tempos de tratamento apenas com soro. Mais genes estdao regulados via modo
abundance (1091 genes up-regulados e 1099 down-regulados) e menos genes estao regulados
via translation (298 e 344 transcritos com tradugdo ativa ou nao, respectivamente) quando
comparamos as células RCC4/VHL com as células RCC4/Mock no tratamento com 2h de SFB
(Figura 23A e 23C). O contrario é observado apds 16h de tratamento, onde a regulagdo ocorre

principalmente via translation, sugerindo que as mudancas a nivel transcricional que ocorrem
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apos as 2h de tratamento modulam alteracdes na traducdo de mRNAs apds 16h de tratamento

(Figura 23B e 23C).
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Figura 23. Alterag¢oes nos diferentes modos de expressao génica nas linhagens celulares de CRCC.
Nos scatter plots contém o log, do fold change dos genes encontrados nos modos translation, buffering e

abundance. As comparacdes sdo entre as células RCC4/VHL (VHL-proficient) e RCC4/Mock (VHL-deficient) apds
(A) 2h ou (B) 16h de tratamento com SFB. Os pontos representam transcritos diferencialmente regulados a partir
das analises dos modos translation, abundance ou buffering de expressao génica pelo anota2seq. (C) Numero de
transcritos regulados dentro de cada modo de expressao génica.
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A seguir analisamos os processos enriquecidos no mRNA total e no mRNA polissomal
das células RCC4/Mock em comparagdo com as células RCC4/VHL. Os genes up-regulados no
mRNA total das células RCC4/Mock apds 2h de tratamento com SFB estdo enriquecidos nos
processos biolégicos de resposta imune humoral e organizacdo de estrutura extracelular,
enquanto os genes down-regulados no mRNA total das células RCC4/Mock apds 2h de
tratamento com SFB estdo dentro dos processos biolégicos de resposta a virus, na montagem
de componentes celulares envolvidos na morfogénese e em processos do sistema renal
(Figura 24A). Os genes regulados no mRNA polissomal das células RCC4/Mock apds 2h de
tratamento com SFB, estdo enriquecidos no processo de ativacdo de cascata de proteinas e
na organizacdo de estrutura extracelular. Ja os genes down-regulados no mRNA polissomal
das células RCC4/Mock apds 2h de tratamento com SFB, estdo enriquecidos no processo de

organizacdo de lamelipodia (Figura 24B).
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Figura 24. Vias enriquecidas nas células RCC4/Mock em comparagdo com as células RCC4/VHL apéds

tratamento apenas com SFB por 2h.

Representagdo da analise funcional pelo gene ontology a partir da expressao diferencial de genes nas células
RCC4/Mock em comparagdo com as células RCC4/VHL apds 2h de tratamento com SFB. (A) Vias enriquecidas no
mRNA total das células RCC4/Mock. (B) Vias enriquecidas no mRNA polissomal das células RCC4/Mock. Em azul
escuro estdo representadas as vias up-reguladas nas células RCC4/Mock apds tratamento com SFB por 2h e em
laranja escuro estdo representadas as vias down-reguladas nas células RCC4/Mock apds tratamento com SFB por

2h com FDR < 0,05.

Apds 16h de tratamento com SFB, os genes encontrados diferencialmente expressos
no mRNA total que estdo down-regulados na linhagem RCC4/Mock participam de processos
de excrecdo e da via de sinalizacdo da proteina do receptor transmembrana serina/treonina

quinase (Figura 25A). J4 no mRNA polissomal, os genes down-regulados em RCC4/Mock apéds

25
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16h de tratamento com SFB participam dos processos de resposta a interferon do tipo |,

crescimento de drgdo e excregdo (Figura 25B).
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Figura 25. Vias enriquecidas nas células RCC4/Mock em comparagdo com as células RCC4/VHL apds
tratamento apenas com SFB por 16h.
Representacdo da analise funcional pelo gene ontology a partir da expressao diferencial de genes nas células

RCC4/Mock em comparagdo com as células RCC4/VHL apds 16h de tratamento com SFB. (A) Vias enriquecidas
no mRNA total das células RCC4/Mock. (B) Vias enriquecidas no mRNA polissomal das células RCC4/Mock. Em
azul escuro estdo representadas as vias up-reguladas nas células RCC4/Mock apds tratamento com SFB por 16h
e em laranja escuro estdo representadas as vias down-reguladas nas células RCC4/Mock apds tratamento com
SFB por 16h com FDR < 0,05.
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Para determinar se a expressdo nas células RCC4/Mock e RCC4/VHL é modulado via

MTORC1, comparamos as células tratadas com SFB na presenca de rapamicina com as células

tratadas apenas com soro. As células RCC4/VHL apresentaram alteracbes nos modos

translation e buffering apds tratamento com 2h enquanto as células VHL deficientes apenas

mostraram modulacdo via translation em um grupo muito limitado de transcritos (Figura 26),

sugerindo respostas diferentes a rapamicina dependendo do status de VHL. Depois foram

realizadas as mesmas analises para determinar os efeitos da rapamicina na expressao génica

dependente do status de VHL apds 16h de tratamento. O resultado indica que as células

deficientes em VHL possuem uma maior regulacdo da expressdo génica em comparacdo com

as células com VHL restituido depois das 16h de tratamento com rapamicina (Figura 27).
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Figura 26. Altera¢oes nos modos de regulacdo génica apds tratamento com rapamicina por 2h.

Scatter plots comparando alterages no mRNA polissomal e mRNA total entre as células RCC4/VHL (VHL-
proficient) (esquerda) e RCC4/Mock (VHL-deficient) (direita) apds 2h de tratamento com SFB e rapamicina. Os
pontos representam transcritos diferencialmente regulados a partir das andlises dos modos translation,
abundance ou buffering de expressao génica pelo anota2seq.
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Figura 27. Altera¢6es nos modos de regulagao génica apds tratamento com rapamicina por 16h.
Scatter plots comparando alteracdes no mRNA polissomal e mRNA total entre as células RCC4/VHL (VHL-

proficient) (esquerda) e RCC4/Mock (VHL-deficient) (direita) apds 16h de tratamento com SFB e rapamicina. Os
pontos representam transcritos diferencialmente regulados a partir das analises dos modos translation,
abundance ou buffering de expressao génica pelo anota2seq.

O proximo passo foi entender as fungBes dos transcritos encontrados nas células
tratadas com rapamicina dependendo do status de VHL. Apds o tratamento com rapamicina
por 2h, ndo foram encontrados genes diferencialmente expressos nas células RCC4/Mock em
comparagdo com o tratamento apenas com SFB. Apds 16h de tratamento com rapamicina,
podemos observar que as células RCC4/Mock apresentam down-regulacdo de genes
envolvidos nos processos de regulacdo negativa do ciclo celular e organizagao do
citoesqueleto de microtibulos envolvida na mitose no mRNA total (Figura 28A). No mRNA
polissomal os genes up-regulados estdao enriquecidos na regulacao do processo de filamentos
de actina, na regulacdo negativa de transporte, de transporte de hormonios, na localizacao de
lipideos, e na angiogénese, enquanto os genes down-regulados participam de processos de
catabolizacao de RNA, regulagao negativa do ciclo celular mitético e da fissdo de organelas

(Figura 28B).
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Figura 28. Vias enriquecidas nas células deficientes em VHL apds inibicao de mTORC1.

Representacdo da analise funcional pelo gene ontology a partir da expressao diferencial de genes nas células
RCC4/Mock apds tratamento com rapamicina. (A) Vias enriquecidas no mRNA total das células RCC4/Mock apds
o tratamento por 16h com rapamicina em comparagdo com as células tratadas apenas com SFB. (B) Vias
enriquecidas no mRNA polissomal das células RCC4/Mock apds o tratamento por 16h com rapamicina em
comparagdo com as células tratadas apenas com SFB. Em azul escuro estdo representadas as vias up-reguladas
nas células RCC4/Mock apds tratamento com rapamicina e em laranja escuro estdo representadas as vias down-
reguladas nas células RCC4/Mock apds tratamento com rapamicina com FDR < 0,05.

As células RCC4/VHL tratadas com rapamicina por 2h ndo apresentaram processos
enriquecidos dentro do gene ontology com valor de FDR significativo (< 0,05) no mRNA total.
No mRNA polissomal, genes down-regulados apds 2h de tratamento com rapamicina
participam de processos de catabolizacdo de RNA, localizagdo proteica para o reticulo
endoplasmatico, estabelecimento da localizacdo da proteina para a membrana, biogénese do

complexo ribonucleoproteico e inicio da tradugao (Figura 29).



6

w

N FDR < 0.05 FDR = 0.05

-2.0

Figura 29. Vias enriquecidas nas células com VHL apés inibicao de mTORC1 por 2h.
Representagdo da andlise funcional pelo gene ontology a partir da expressdo diferencial de genes nas células

RCC4/VHL apds tratamento com rapamicina. No grafico estdo as vias enriquecidas no mRNA polissomal das
células RCC4/VHL apds o tratamento por 2h com rapamicinaem comparagdo com as células tratadas apenas com
SFB. Em laranja estdo representadas as vias down-reguladas nas células RCC4/VHL apds tratamento com
rapamicina por 2h com FDR < 0,05.

Apds 16h de tratamento com rapamicina, os genes down-regulados no mRNA
polissomal nas células RCC4/VHL participam do processo de inicio da tradugdo (Figura 30),
enquanto nenhum processo estd enriquecido no mRNA total. Esses resultados nos
demonstram que o processo de tradugao via mTOR pode ser dependente da presenca de VHL,
ou seja, da sinalizagdo celular em normdxia. Em uma situagao onde a sinalizagdo de hipodxia é

constante (auséncia de VHL), os mecanismos de inicio de tradugdo estao prejudicados.
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Figura 30. Vias enriquecidas nas células com VHL apds inibicdo de mTORC1 por 16h.
Representacdo da analise funcional pelo gene ontology a partir da expressao diferencial de genes nas células

RCC4/VHL apéds tratamento com rapamicina. No grafico estdo as vias enriquecidas no mRNA polissomal das
células RCC4/VHL apds o tratamento por 16h com rapamicina em compara¢do com as células tratadas apenas
com SFB. Em laranja escuro estdo representadas as vias down-reguladas nas células RCC4/VHL apds tratamento
com rapamicina por 16h com FDR < 0,05.
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Apds identificar as vias enriquecidas nas amostras de interesse, os genes encontrados
diferencialmente expressos apenas no mRNA polissomal das células RCC4/Mock e RCC4/VHL
foram selecionados para analise pelo método de enriquecimento network topology-based
analysis (NTA) no WebGestalt. Com esse método, é possivel incluir uma lista de genes no
software e o algoritmo constréi uma rede de interagcbes entre os genes de interesse e seus
elos, formando uma sub-rede baseada nos mesmos processos bioldgicos do gene ontology
utilizados para as analises de enriquecimento de vias pelo método GSEA. Desta forma,
podemos identificar os processos envolvidos regulados preferencialmente pela traducdo e
gue ndo foram encontrados no mRNA total. Apds 16h de tratamento com soro, as células
RCC4/Mock apresentaram genes up-regulados que participam da montagem de cromatina

(Figura 31A) e do ciclo celular (Figura 31B).

Montagem de
cromatina
GO: 0031497

Figura 31. Analise de redes baseadas em topologia (NTA) em células deficientes em VHL.
Anadlise de redes baseadas em topologia caracterizadas pelo gene ontology (GO) a partir da expressao diferencial

de genes no mRNA polissomal das células RCC4/Mock. Os genes foram incluidos em forma de lista e o algoritmo
retornou valores de p significativo (< 0,05) para vias relacionadas a (A) montagem de cromatina e (B) ciclo celular.
Os genes que participam de cada via estdo destacados em vermelho. Os circulos maiores indicam os genes

Ciclo celular
GO: 0007049
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encontrados em nossas analises e os circulos menores indicam os genes que interagem diretamente em cada
via.

Ja as células RCC4/VHL apresentaram genes down-regulados no mRNA polissomal
enriquecidos na regulacdo de metabolismo de lipideos (Figura 32B) e up-regulados nos

processos de reparo de DNA e splicing de mRNA via spliceassoma apds 16h de estimulo com

soro (Figura 32A).
B
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Figura 32. Anadlise de redes baseadas em topologia (NTA) em células com VHL.
Analise das redes baseadas em topologia caracterizadas pelo gene ontology (GO) a partir da expressdo diferencial

de genes no mRNA polissomal das células RCC4/VHL apds tratamento com SFB. Os genes foram inseridos em
forma de lista e o algoritmo retornou valores de p significativo (< 0,05) para vias (A) up-reguladas e (B) down-
reguladas. Os genes que participam de cada via estdo destacados em vermelho. Os circulos maiores indicam os
genes encontrados em nossas analises e os circulos menores indicam os genes que interagem diretamente em
cada via.

Os genes up-regulados nas células RCC4/Mock em comparagdo com as células
RCC4/VHL estdo enriquecidos no processo de degranulagdo de plaquetas (Figura 33A) e na

resposta inflamatdria (Figura 33B).
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Figura 33. Analise de redes baseadas em topologia (NTA) up-reguladas nas células deficientes em

VHL em comparagao com as células com VHL restituido.
Andlise das redes baseadas em topologia caracterizadas pelo gene ontology (GO) a partir da expressao diferencial

de genes no mRNA polissomal das células RCC4/Mock em comparagdo com as células RCC4/VHL apds tratamento

com SFB por 2h. Os genes foram inseridos em forma de lista e o algoritmo retornou valores de p significativo (<

0,05) para vias relacionadas a (A) degranulagdo de plaquetas e (B) resposta inflamatodria. Os genes que participam

de cada via estdao destacados em vermelho. Os circulos maiores indicam os genes encontrados em nossas analises

e os circulos menores indicam os genes que interagem diretamente em cada via.

Ap0ds 16h de estimulo com SFB, encontramos o processo de diferenciagdo de célula de

gordura (Figura 34A) e a via de interferon do tipo | (Figura 34B) down-regulados nas células

RCC4/Mock, a partir dos genes diferencialmente expressos no mRNA polissomal.
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Figura 34. Andlise de redes baseadas em topologia (NTA) down-reguladas nas células deficientes em
VHL em comparagao com as células com VHL restituido.
Andlise das redes baseadas em topologia caracterizadas pelo gene ontology (GO) a partir da expressdo diferencial

de genes no mRNA polissomal das células RCC4/VHL em comparag¢io com as células RCC4/Mock apds tratamento
com SFB por 16h. Os genes foram imputados em forma de lista e o algoritmo retornou valores de p significativo
(< 0,05) para vias relacionadas a (A) diferenciagdo de célula de gordura e (B) via de interferon tipo I. Os genes
gue participam de cada via estdo destacados em vermelho. Os circulos maiores indicam os genes encontrados
em nossas andlises e os circulos menores indicam os genes que interagem diretamente em cada via.

Apds o tratamento com rapamicina, ambas as linhagens celulares apresentaram
diminuicdao da regulagdo dos genes pela tradugdo e encontramos genes down-regulados nas
células RCC4/Mock enriquecidos no processo de ciclo celular (Figura 35A) e no inicio da
tradugdo nas células RCC4/VHL (Figura 35B). Os genes encontrados up-regulados nas células
RCC4/Mock estdo enriquecidos nos processos de morfogénese de vasos sanguineos (Figura

36A) e organizacdo de matriz extracelular (Figura 36B).
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Figura 35. Andlise de redes baseadas em topologia (NTA) down-reguladas nas células RCC4 apds

inibicio de mTORC1.
Andlise das redes baseadas em topologia caracterizadas pelo gene ontology (GO) a partir da expressao diferencial

de genes no mRNA polissomal das células (A) RCC4/Mock e (B) RCC4/VHL ap0s inibicdo da via de mTORC1 com
tratamento com rapamicina por 16h. Os genes foram imputados em forma de lista e o algoritmo retornou valores
de p significativo (< 0,05) para as vias destacadas nas figuras. Os genes que participam de cada via estdo
destacados em vermelho.
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Figura 36. Analise de redes baseadas em topologia (NTA) up-reguladas nas células RCC4/Mock ap6s

inibicio de mTORC1.
Anadlise das redes baseadas em topologia caracterizadas pelo gene ontology (GO) a partir da expressao diferencial

de genes no mRNA polissomal das células RCC4/Mock apds inibi¢do da via de mTORC1 com tratamento com
rapamicina por 16h. Os genes foram imputados em forma de lista e o algoritmo retornou valores de p significativo
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(< 0,05) para as vias relacionadas a (A) morfogénese de vasos sanguineos e (B) organizagdo de matriz extracelular.
Os genes que participam de cada via estdo destacados em vermelho.

O perfil polissomal e o translatoma das células RCC4/Mock e RCC4/VHL indicam
diferencas significativas na expressao génica tanto nas células apenas estimuladas com SFB
guanto apds o tratamento com rapamicina. O gene VHL é frequentemente inativado em CRCC,
sendo o primeiro passo na tumorigénese. A via de mTOR é um fator central na modulagdo da
traducdo global e especifica, e sua atividade é alterada durante a resposta a hipdxia e
mutacoes em VHL, onde ocorre a estabilizacdo das proteinas HIF-1a e HIF-2a. Nosso objetivo
principal foi comparar as diferencas na traducdo global e os genes diferencialmente expressos
nas células deficientes em VHL tratadas com rapamicina. Nossos resultados mostraram
diferencas nas assinaturas diferencialmente expressas relacionadas principalmente com o
status de VHL, apesar de ambas as linhagens mostrarem mudancas na traducdao de mRNAs
apos inibicdo da via de mTOR. Dessa forma, é possivel concluir que as altera¢des na tradugdo
associadas a perda de VHL dependem apenas parcialmente de fatores downstream a via de

mTOR.

5.1.4 Efeito do cloreto de cobalto (CoCl;) na via de mTOR e na estabiliza¢éo de HIF-1o e

HIF-2a nas linhagens celulares de CRCC.

O cloreto de cobalto (CoCl;) € um mimetizador quimico de hipdxia. Ele age se ligando
aos dominios dependentes de oxigénio nas subunidades HIF-1a e HIF-2a e inibe a degradacao
mediada por pVHL (148). Existem diferengas entre os mecanismos envolvidos em hipdxia e no
acumulo de HIF-a induzido por mimetizadores. O tratamento com CoCl, diminui a proliferacao
celular inibindo a sintese de DNA, que causa um acumulo de células na fase G2, independente
da estabilizacdo de HIF-a, por exemplo (149). Para avaliar o papel de HIF-1a na interagdo com
a via de mTOR e na taxa traducional, as células RCC4 foram tratadas com CoCl;, que inibe a
acdo das enzimas polil-hidroxilase — responsaveis por marcar a proteina para a degradacdo via
VHL — causando seu acumulo na célula (148). As células RCC4 foram tratadas por diferentes
tempos com CoCl; e a quantidade de HIF-1a em cada célula foi determinada por Western Blot
(Figura 37). A estabilizagdo de HIF-1a nas células RCC4/VHL ocorre a partir de 30 minutos de

tratamento e é intensificada com 2 horas. Ja nas células RCC4/Mock a quantificagcdo de HIF-
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la permaneceu semelhante ao controle ndo tratado. E importante ressaltar que a
estabilizacdo de HIF-1a pelo cloreto de cobalto ocorre a nivel proteico, ndo interferindo nas
quantidades totais de mRNA. Também deve-se levar em consideragao que outros mecanismos
podem estar envolvidos na regulacao de HIF na auséncia de pVHL, apesar da regulacdo de HIF
ser majoritariamente por essa proteina. P53 também é capaz de marcar HIF-a, mediado por
Mdm2, para degradacdo via proteassoma apds tratamento com CoCl2 (150,151). A
manutencdo da expressdo de HIF-a também ocorre pela fosfolipase D (PLD). O tratamento
com CoCl; induz HIF-a em células com pVHL, dependente da acdo de PLD. Em glioblastoma,
por exemplo, PLD ativa a via de HIF-VEGF, induzindo a expressao de angiogenina (proteina
gue estimula o surgimento de novos vasos sanguineos), favorecendo a sobrevivéncia do

tumor (152).

RCC4/VHL RCC4/Mock

CoCl, CoCl,
0 30" th 2h 0 30" 1h 2h

HIF-1a

-—-— .- -- --qB-actina

Figura 37. Expressao de HIF-1a em linhagens celulares de CRCC.
As células RCC4/VHL e RCC4/Mock foram tratadas com CoCl, 150 uM por 30 min, 1 h ou 2 h para determinar os

niveis de HIF-la apds estabilizacdo da proteina. Em paralelo, células sem tratamento foram usadas como
controle. Os extratos celulares foram fracionados por eletroforese em gel de SDS-Page. A quantidade de HIF-1a
foi normalizada a partir do controle enddgeno (B-actina).

Nosso préximo passo foi avaliar a taxa de tradugdo das células RCC4/Mock e RCC4/VHL
tratadas com CoCl; através do perfil polissomal (Figura 38). O objetivo foi avaliar se a taxa de
traducdo global das células RCC4/VHL apresentariam niveis parecidos com os observados nas
células RCC4 Mock, as quais ndo possuem um mecanismo de degradacdo de HIF-1a via pVHL.
As células ndo tratadas continuam a apresentar os mesmos dados vistos anteriormente, onde
a taxa traducional das células RCC4/Mock é menor que as taxas das células com VHL. Porém,
ao tratar as células com cloreto de cobalto e estabilizar HIF-1a nessas células, observamos
uma reducdo da traducdo para niveis semelhantes as células com VHL mutado. Ao contrario,
as células RCC4/Mock ndo parecem ter sofrido com o efeito do cloreto de cobalto, assim como
os niveis de HIF-1a. Mecanismos de regulacdo de HIF independente de VHL ndao devem ser

afetados no tratamento com cloreto de cobalto pelo efeito desse reagente apenas na
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regulacdo classica dessas proteinas. Com isso, as taxas de traducdo ndo apresentaram uma
gueda assim como observada nas células com VHL ja que a estabilizacdo de HIF-1a afeta

mecanismos de regulacdo da traducao.

RCC4/Mock

RCC4/Mock + CoCl,

raz&o poli / 80S (taxa de traducéao global)

RCC4/VHL

polissomos

absorbancia normalizada (254nm)

5% % sacarose 55%

Figura 38. Perfil polissomal das linhagens celulares de CRCC apds tratamento com cloreto de cobalto.
As células RCC4/Mock e RCC4/VHL foram tratadas com CoCl, 150 uM por 2h e os extratos celulares foram

centrifugados a 39.000 RPM por 2h a 4°C em gradiente de sacarose. As amostras foram fracionadas e os graficos
gerados a partir da absorbancia normalizada de cada amostra foram quantificados para determinar a taxa
traducional das células. Quantificagdo da drea do pico de 80S e de polissomos pelo Imagel.

A via de mTOR é responsavel pelo controle da tradugdo de HIF-1a, mas em um
mecanismo de feedback negativo, o acimulo de HIF-1a causa inibicdo da via de mTOR, para
controlar o gasto celular de ATP (142,153). A tradugdo de HIF-1a é modulada pelos alvos de
mMTORC1, as proteinas 4E-BP1 e S6K, e a transcricao é regulada pela fosforilagdo de STAT3
(153). Como a rapamicina é um dos inibidores da via de mTOR, analisamos seu efeito nas

células renais tratadas com cloreto de cobalto (Figura 39).
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Figura 39. Expressao de HIF-1a e fosforilagdao de rpS6 em linhagens celulares de CRCC.
As células RCC4/Mock e RCC4/VHL foram carenciadas e tratadas apenas com SFB, cloreto de cobalto, rapamicina

e torina; com combinagdes distintas de dois ou trés tratamentos; e seus controles ndo tratados.

Nas células RCC4/VHL, o tratamento com rapamicina ndo foi capaz de reduzir
totalmente a expressdo de HIF-1a apds tratamento com cloreto de cobalto. A rapamicina é
um inibidor de mTORC1, enquanto a torina inibe ambos mTORC1 e mTORC2. Nas células
RCC4/VHL, o tratamento com torina foi capaz de inibir o acimulo de HIF-1a, sugerindo uma
participacdo de mTORC2 na regulacdao de HIF-1la. Esse resultado ainda confirma o que foi
observado anteriormente que as células com VHL possuem uma ativagao basal maior da via
de mTOR, visto pelo um aumento na expressdo de p-rpS6, o que explica os niveis de tradugao
global maiores em comparagédo com as células RCC4/Mock (154,155).

Nos resultados anteriores, verificamos menores taxas de tradugao global nas células
RCC4/Mock, independente do tratamento com a rapamicina, sugerindo que a inativacdo do
VHL influencia na tradugdo. Apesar disso, os tratamentos realizados nessas células nao se
mostraram tdo eficientes quanto nas células RCC4/VHL. Alguns tumores sélidos se adaptam
em situagdes similares a hipdxia, onde o influxo de O, é menor que o consumo. Um desses

mecanismos é a presenca do complexo elF4F, formado por HIF-2a, RBM4 (RNA Binding Motif
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Protein 4) e elFAE2 (eukaryotic translation initiation factor 4E family member 2). Esse
complexo ativa seletivamente a tradugdao de mRNAs que contenham HREs (do inglés, hypoxic
response elements). O complexo elF4F" é capaz de capturar o cap m7G e interagir com elF4G3
(homdlogo de elF4G) e com elF4A, (156) iniciando a traducdo e evadindo da repressdo da
sintese proteica induzida por hipdxia. Dentre mRNAs que possuem HREs e sdo regulados por
elF4F" est3o receptores de fatores de crescimento (157,158) e moléculas de adesdo célula-
célula (118,158). Nas células RCC4/Mock os niveis de expressdo de HIF-2a sdo maiores que
nas células com RCC4/VHL. Também analisamos os niveis de GLUT-1, um transportador de
glicose que esta frequentemente alterado em carcinomas renais e é um alvo direto de HIF-2a.
Essa proteina esta mais elevada nas células RCC4/Mock do que nas células RCC4/VHL (Figura
40). Baixos niveis de ATP podem ativar a via de AMPK, responsavel por processos como
aumento da captacdo de glicose e da autofagia. Células com VHL mutado dependem da
disponibilidade de glicose para crescer, ja que o aporte de oxigénio é menor (144). Nossos
resultados sugerem que o controle traducional nas células RCC4/Mock pode estar

influenciando tanto na traducdo global quanto na traducdo especifica.
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Figura 40. Expressao e quantificacdo de HIF-2a e GLUT-1 em linhagens celulares de CRCC.
As células RCC4/Mock e RCC4/VHL foram carenciadas overnight e tratadas ou ndo com SFB por 2h e os extratos

das amostras foram utilizados para determinar a expressdo das proteinas de interesse por Western Blot. As
bandas correspondentes a cada proteina foram quantificadas pelo Imagel) e normalizadas pelo controle
endogeno (B-actina).
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5.1.5 Taxas de traducdo global, expresséo de HIF-1a, e de proteinas da via de mTOR e

ERK em PDX.

Experimentos com linhagens celulares sdo modelos funcionais que nos ajudam a
direcionar os objetivos do projeto, porém modelos in vivo ainda sdo boas ferramentas para
reproduzir situacGes que mais se aproximem da realidade. Por isso, em colabora¢cdo com o Dr.
Tiago G6ss e seu aluno de doutorado Adriano Beserra, experimentos com patient-derived
xenograft (PDX) foram desenvolvidos com exceléncia pelo grupo. Este modelo permitira
observar diferengas entre taxas traducionais antes e apds tratamentos com as principais
terapias-alvo utilizadas em pacientes com CRCC. A partir destes ensaios, poderemos avaliar
alvos diferencialmente expressos em tecidos de pacientes ou células para um estudo mais
detalhado da biologia deste tumor. Inicialmente separamos cinco tumores provindos de
diferentes PDX com graus clinicos altos e baixos no momento da coleta e avaliamos a
expressao de proteinas envolvidas na via de mTOR, via de ERK e da proteina HIF-1a (Figura
41). Desta forma, podemos escolher tecidos com caracteristicas diferentes e observar como
cada tratamento ird atuar na expressdo destas proteinas e consequentemente em alvos

especificos desta via.
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Figura 41. Expressao de HIF-1a, da via de ERK e da via de mTOR em PDX.
Cinco tecidos de PDX foram selecionados de acordo com o grau clinico no momento do diagndstico e a expressdo

das proteinas foram avaliadas por Western Blot. Com os extratos celulares obtidos, foram determinadas a
presenca ou auséncia de (A) HIF-1a proteinas (B) ERK 1/2, (C) AKT, (D) rpS6, (E) 4E-BP1, e suas formas fosforiladas.
O extrato de cada tecido foi fracionado por eletroforese em gel de SDS-Page em diferentes concentragdes a



76

depender da proteina. As bandas correspondentes a cada proteina foram quantificadas pelo Imagel e

relativizadas pelo controle enddgeno (B-actina). Cada coluna corresponde a uma amostra obtida de diferentes
PDX.

Os tecidos coletados apresentaram diferentes taxas de traducdo, onde foi possivel
observar maiores taxas traducionais em tecidos com maior estadiamento. Os tecidos com
taxas mais baixas de traducdo demoraram um tempo maior para crescer no camundongo. O
inverso aconteceu nos tecidos com maiores taxas de traducdo global, que cresceram em
menor tempo. O caso CCR36 apresentou uma expressao mais alta de HIF-1a e uma taxa de

traducdo global, ao contrdrio dos outros casos onde ndo foi observada uma expressdo

significativa da proteina patoldgico (Figura 42 e Tabela 3). Ao contrdrio das linhagens

celulares com pVHL mutado, a expressao de HIF-1a no tecido (Figura 41A) acompanha a
expressdo da via de mTOR enquanto a fosforilagdo de ERK (Figura 41B) é inversamente

proporcional a ativacdo dos subprodutos de mTORC1, rps6 e 4E-BP1 (Figura 41D e 41E).
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Figura 42. Perfil polissomal e taxa traducional de PDX.
Amostras de diferentes PDX foram centrifugadas a 39.000 RPM por 2h a 4°C em gradiente com concentragdes
de sacarose entre 5% a 50% para separa¢do do RNA polissomal. A absorbancia dos gradientes foi lida a 254 nm.

Os graficos foram gerados pelo GraphPad Prism e a drea abaixo dos picos de 80S e do pico dos polissomos foram
guantificadas pelo Image).

As informacdes sobre caracteristicas anatomopatoldgicas e do tempo de crescimento

do PDX foram fornecidas pelo aluno de doutorado Adriano Beserra. O caso CCR26 apresentou
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uma baixa taxa de traducdo global, apesar de ser um tumor com caracteristicas mais
agressivas. Apesar da ativacdo da via de mTOR presente neste tecido, foi encontrada uma
expressdao maior de HIF-1a, o que pode estar interferindo na traducdo global neste tecido.
Além disso, o caso XR48 que apresentou as maiores taxas de traducdo global em comparacdo
com 0s outros casos cresceu no camundongo em menos tempo quando comparado com os
tecidos com baixas taxas de traducdo global. Apesar disso, o paciente ndo apresentou
metastase e nem veio a ébito, ao contrario do caso CCR26. Este tipo de anadlise nos indica que
diversos mecanismos de crescimento e sobrevivéncia celular podem estar envolvidos em
casos de CRCC e que, para alcancar melhores resultados nos tratamentos personalizados, o
uso de ferramentas como o PDX pode fornecer informagcdes moleculares valiosas. Também é
possivel testar diferentes tratamentos nos modelos animais apds o crescimento do tumor

para melhor avaliacdo da resposta as terapias (Tabela 3).

Tabela 3. Caracteristicas anatomopatoldgicas e moleculares dos tecidos de PDX.

ID ISUP Sarc Rab Necr cm pT Tempo Meta Obito HIFla ERK AKT RPS6 4EBP1 Poly/80S
CCR63 3 N N N 80 T3b 5 N N - = NE N2 N% 0,113
XR48 4 S S S 145 T3a 3 N N - NE NE N2 N% 0,148
CCR26 4 S S S 9.5 T3a 1 S S + NE NE ™ T 0,057
PDX50 2 N N N 20 Tila 12 N N - NE NE ™ ™ 0,067
CCR47 3 N N N 23  Tla 6 N N - = NE N% N% 0,057

ID: identificagdo do tecido; ISUP: grau histoldgico ISUP; Sarc: presenca de componente sarcomatoide; Rab:
presenca de componente rabdoide; cm: tamanho do tumor; tempo: tempo até o crescimento do tumor no
camundongo; Meta: presenca de metdstase no diagnéstico; HIF-1a: positivo ou negativo; ERK, AKT, RPS6, 4EBP1:
= (expressdo da proteina total e fosforiladas em niveis iguais), > (maior expressdo da proteina fosforilada em
comparagdo com a proteina total, { (menor expressdo da proteina fosforilada em comparagdo com a proteina
total); Poly/80S: taxa de tradugéo global.

5.2 Tumores congelados do BioBanco do A.C. Camargo Cancer Center

5.2.1 Perfil polissomal two-steps das amostras dos pacientes com CRCC.

Apds utilizar os modelos celulares para observar a diferenca da eficiéncia da tradugao
nos modelos in vitro, iremos comparar as assinaturas encontradas em tecidos tumorais
humanos. Assim como realizado nos experimentos com as células RCC4, as amostras de
pacientes com CRCC foram selecionadas e o perfil polissomal. Porém, para conseguir a

separacdo polissomal eficiente de tecidos com pouca quantidade de material, utilizamos o
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gradiente two-steps. Este gradiente de sacarose é composto por trés concentracdes diferentes
e, apos a ultracentrifugacdo, é possivel separar as amostras em dois picos contendo os
ribossomos que ndo estdo associados a moléculas de mRNA daqueles que estdo participando
ativamente da traducdo no momento da coleta do tecido (Figura 43). Inicialmente, podemos
inferir a taxa de traducdo global destes pacientes e, apdés a extracdo de RNA e
sequenciamento, serdo analisados os conjuntos de genes diferencialmente expressos em cada
paciente para determinar a traducdo especifica e correlacionar com caracteristicas e
desfechos clinicos.

Nesta tese estdo apresentados apenas os resultados da traducdo global
correlacionadas com os dados obtidos dos prontudrios eletrénicos de cada paciente.
Posteriormente, as amostras serdao enviadas para o Instituto Karolinska onde serao
sequenciadas. Para esta etapa do projeto foram selecionados 116 pacientes com diagndstico
de carcinoma renal de células claras. Desses, 108 possuiam tecido congelado no BioBanco de
Tecidos Tumorais do AC Camargo Cancer Center. Foram extraidos o RNA total e polissomal
das amostras ap6s fracionamento de polissomos. Os pacientes foram selecionados a partir do
estadiamento clinico no primeiro diagndstico, onde separamos em grupos diferentes para
avaliar os resultados a partir da translatémica. No primeiro grupo foram incluidos os pacientes
de estadiamento clinico baixo | e Il que apresentaram ou ndo recidiva local ou metastase a
distancia; no segundo grupo foram incluidos os pacientes de estadiamento Il que
apresentaram ou ndo recidiva local ou metdstase a distancia; e no ultimo grupo foram
incluidos pacientes de estadiamento IV, com doenga metastatica sincrénica. Nosso objetivo é
avaliar quais o perfil de mRNAs diferencialmente traduzidos em cada grupo e correlacionar
com os dados clinicos disponiveis nos prontuarios dos pacientes. Apds selecionarmos os
pacientes pelo sistema de prontudrios e a partir das amostras disponiveis no BioBanco de
Tecidos Tumorais do A.C. Camargo Cancer Center, os tecidos congelados foram processados
e as amostras foram submetidas a ultracentrifugacdo em gradiente de sacarose nao-linear

(two-steps).
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polissomos (> 3n)

| e |

absorbancia normalizada (254nm)

5-34% 34-55%

Figura 43. Perfil polissomal de amostras tumorais de pacientes com CRCC.
O grafico é um exemplo representativo do perfil polissomal two-steps e dos picos correspondentes ao 80S e aos

polissomos (> 3 ribossomos acoplados a uma molécula de mMRNA) das amostras de tecidos congelados obtidas
para este projeto. As amostras coletadas no BioBanco de Tecidos Tumorais do A.C Camargo Cancer Center foram
submetidas a ultracentrifugacdao por 39000 rpm por 2h a 4°C em gradiente de sacarose ndo linear com
concentragdes de 5%-34%-55%. Apods a leitura da absorbancia a 254 nm é possivel observar a presenga de dois
picos distintos. As amostras coletadas do fracionamento polissomal foram congeladas para posterior extra¢do
de RNA e futuras anadlises. Na figura também estd indicada a intersec¢dao no gradiente onde cada pico esta
localizado de acordo com a porcentagem de sacarose.

O RNA total e polissomal extraido das amostras de tecidos de pacientes com CRCC
serdo posteriormente quantificados e a qualidade das amostras sera avaliada pelo
TapeStation. O equipamento determina a qualidade do RNA isolado da amostra a partir do
RIN (RNA integrity number). Em colaboragdo com o Dr. Ola Larsson do Instituto Karolinska em
Estocolmo — Suécia, sera construida a biblioteca por meio da metodologia SmartSeq2 (que
permite o sequenciamento de amostras de RNA com baixas quantidades) e, finalmente, o
sequenciamento do RNA total e polissomal. As assinaturas encontradas nas amostras de

tecidos tumorais serao, entdo, correlacionadas com os dados clinicos dos pacientes.

5.2.2 Correlagdo da taxa global de tradugdo e caracteristicas clinicas e patoldgicas de

pacientes com CRCC.

Além de separar o material que sera posteriormente analisado por sequenciamento
para analise do perfil de expressao dos diferentes grupos, foi determinada a taxa traducional
de cada amostra. As amostras fracionadas pela técnica de perfil polissomal two-steps gera um

cromatograma com dois picos distintos: o primeiro pico é referente a separacdao dos
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ribossomos maduros 80S e o segundo pico é referente aos mRNAs que estdo sendo
ativamente traduzidos (polissomos). A area sob a curva gerada pode ser quantificada pelo
software Imagel nos dois momentos gerando a informacdo a partir do pico de 80S (onde
contém mRNAs com baixa traducdo ou no final da traducdo e, consequentemente, com baixa
expressao proteica) e do pico de polissomos. Apds calcular a drea sob a curva, é possivel
determinar a razdo polissomo / 80S e encontrar a taxa traducional especifica de cada amostra
independentemente da quantidade de material utilizada inicialmente. Dessa forma, é possivel
identificar as amostras que possuem altas taxas traducionais ou baixas taxas traducionais e
correlacionar essas informagcdes com dados clinicos e patolégicos da doenca. Apds realizar o
perfil polissomal das amostras e determinar a taxa de traducdo global de cada tecido, foram
realizados testes ndo-paramétricos para comparar a taxa de traducdo global entre os

diferentes aspectos clinicos e anatomopatoldgicos dos pacientes (Tabela 4).

Tabela 4. Compara¢des nao paramétricas entre os dados demograficos, clinicos e
anatomopatoldgicos dos pacientes com CRCC e mediana das taxas de tradugao global.

Variavel Categoria n Mediana Min-Max Dp p
Idade < 40 14 0,187  0,052-0,406 0,116
41a64 78 0,209 0,004-0,610 0,114 063
> 65 24 0,276 0,078 -0,520 0,139
Sexo Masculino 66 0,209 0,004-0,610 0,119 0546
Feminino 50 0,224 0,004 -0,515 0,125 ’
Estadiamento clinico [ 41 0,194 0,004 -0,51 0,11
Il 13 0,194 0,111-0,61 0,13
0,01%*
11 48 0,268 0,077 -0,52 0,12
v 14 0,217 0,118 -0,341 0,07
Estadiamento clinico Baixo 54 0,194 0,004 -0,61 0,11 0.03*
Alto 62 0,24 0,077 -0,52 0,12 !
IsuP 2 25 0,19 0,004 -0,412 0,1
38 0,205 0,077 -0,503 0,09 0,137
4 16 0,268 0,078 -0,518 0,13
ISUP 2 28 0,188 0,004 -0,412 0,108
0,180
3e4 >4 0,211 0,077-0,518 0,114
Recidiva Nao 64 0,216 0,004 - 0,520 0,126
0,868

Sim 37 0,215 0,077-0,610 0,131



Sobrevida

Estadiamento patoldgico
(pT)

Estadiamento patoldgico
(pT)

Metastase sincronica

Comprometimento
linfonodal

Componente
sarcomatoide

Necrose

Invasao perineural

Invasao vascular
sanguinea

Invasao vascular linfatica

Histodrico familiar de
cancer

Outra neoplasia

Vivo
Obito

pT1l
pT2
pT3
pT4

TleT2
T3eT4

N3o

Sim

Sim

92
24

42
13
59

55
61

103
13

112

78

27
53

110

95
19

108

29
55

86
20

0,216
0,212

0,200
0,190
0,240
0,223

0,194
0,240

0,215
0,220

0,215
0,271

0,217
0,205

0,215
0,206

0,214
0,218

0,212
0,22

0,215
0,264

0,240
0,228

0,215
0,273

0,004 -0,520
0,123-0,610

0,004 -0,510
0,108 -0,610
0,077 -0,520
0,118-0,327

0,004 -0,610
0,077-0,520

0,004 -0,61
0,129-0,341

0,004 -0,610
0,097 -0,405

0,004 -0,610
0,078 -0,237

0,052-0,61
0,004 -0,52

0,004 -0,610
0,097 -0,327

0,004-0,61
0,097 - 0,506

0,004-0,61
0,163-0,295

0,080-0,518
0,004 -0,515

0,004 -0,518
0,052-0,61

0,117
0,136

0,118
0,131
0,119
0,148

0,120
0,118

0,13
0,07

0,121
0,154

0,123
0,084

0,12
0,12

0,123
0,104

0,12
0,08

0,12
0,05

0,121
0,114

0,11
0,15

81

0,763

0,055

0,008*

0,838

0,853

0,352

0,67

0,752

0,924

0,84

0,432

0,34

* Teste ndo paramétrico U de Mann-Whitney para amostras independentes.

** Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis para amostras independentes.

Nas analises foram observadas diferengas estatisticamente significativas entre os

grupos das variadveis de estadiamento. Para avaliar em quais grupos estao as diferencas, testes

post hoc foram realizados apds o teste de Kruskal-Wallis. Inicialmente, as andlises foram

realizadas com os quatro grupos das varidveis que mostraram diferencas entre os grupos

denominados EC 1 e EC 2 em comparag¢ao com o grupo denominado EC 3, e entre os grupos
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denominados pTl e pT2 em comparacdo com o grupo denominado pT3. Ndo foram
encontradas diferencas significativas nas comparaces com os grupos EC 4 e pT4, porém o
numero menor de pacientes neste grupo pode prejudicar as analises.

Comparando os grupos sem metdstase no primeiro diagndstico, foram encontradas as
mesmas diferencas, onde os grupos com menor estadiamento clinico apresentaram menores
taxas de traducdo em comparacdo com o grupo com estadiamento clinico mais avangado
(Figura 44A). Da mesma forma, o estadiamento patoldgico dos pacientes com menores taxas
de traducdo global é menor do que os pacientes com taxas de traducdo global mais altas
(Figura 44B). Como ndo houveram diferencas significativas entre os grupos de estadiamento
lell, e entre os grupos pT1 e pT2, os pacientes foram agrupados em uma sé categoria (baixo).
As comparacGes foram realizadas com pacientes que ndo apresentaram metdstase sincronica

no primeiro diagnostico (Figura 44C e 44D).
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Figura 44. Taxas de traducgdo global dos pacientes com CRCC ndo metastaticos correlacionadas com
dados clinicos e anatomopatoldgicos.

(A) Comparacgdo da taxa de traducdo global determinada pela quantificacdo dos perfis polissomais dos pacientes
com CRCC sem diagndstico de metdstase no primeiro laudo com o estadiamento clinico coletado dos prontuarios
eletronicos. (B) Comparagao da taxa de traducdo global determinada pela quantificagcdo dos perfis polissomais
dos pacientes com CRCC sem diagndstico de metastase com o estadiamento patoldgico do tumor coletado dos
prontuarios eletronicos. (C) Comparacdo da taxa de tradugdo global determinada pela quantificacdo dos perfis
polissomais dos pacientes com CRCC sem diagndstico de metastase no primeiro laudo com o estadiamento
clinico coletado dos prontuarios eletrénicos. Os pacientes foram separados entre estadiamento clinico baixo
(EC1 e EC2) e estadiamento clinico alto (EC3). (D) Comparac¢do da taxa de traducdo global determinada pela
guantificacdo dos perfis polissomais dos pacientes com CRCC sem diagndstico de metastase com o estadiamento
patoldgico do tumor coletado dos prontuarios eletronicos. Os pacientes foram separados entre tumores com
dimensdes limitadas ao rim (pT1 e pT2) e tumores que se estendem para grandes veias ou invadem outras
estruturas renais (pT3 e pT4). As comparacgdes entre dois grupos foram realizadas pelo teste U de Mann-Whitney
para amostras ndo pareadas e as comparacdes entre 3 grupos foram realizadas pelo teste de analise de varidncia
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(ANOVA) one-way seguido pelo teste post-hoc de Tukey. * indica diferengas significativas entre as comparagdes
(p < 0,01).

Para fazer as curvas de sobrevida apresentadas no préximo tépico, foi determinado
um ponto de corte onde houve separacdo de dois grupos com sobrevidas distintas no teste
de Log-Rank. As mesmas variaveis que foram utilizadas nos testes ndo paramétricos para
comparar os diferentes grupos de pacientes de acordo com a mediana das taxas de traducao
global (Tabela 4) apresentaram diferengas significativas quando realizado o teste de
associacdo de Qui-quadrado para verificar a associacdo entre as varidveis nominais (Tabela 5).
A varidvel estadiamento patoldgico ndo mostrou diferencas significativas quando analisadas
as quatro categorias presentes no banco de dados, porém esse fato pode ter acontecido por

ter apenas duas amostras na categoria T4 desta variavel.

Tabela 5. Associagdo entre as taxas de tradugao global e estadiamento do tumor dos pacientes com
CRCC.

Taxa de tradugdo global [n (%)]

Variavel Categoria Baixa Alta p-valor
Estadiamento I 25(39,1) 15 (30)
clinico 1] 10 (15,6 2(4
(15,6) (4) 0,05+
1 21(32,8) 27 (54)
v 8(12,5) 6(12)
Estadiamento T1 25(39,1) 16 (32)
patoldgico (pT) T2 10 (15,6) 2 (4) 0.10
T3 28 (43,8) 31(62) ’
T4 1(1,6) 1(2)
Estadiamento Baixo 35 (54,7) 17 (34) 0.02*
clinico Alto 29 (45,3) 33 (66) !
Estadiamento Baixo 35 (54,7) 18 (36) 0.03*
patoldgico (pT)  Alto 29 (45,3) 32 (64) !

*Qui-quadrado de Pearson

Foi possivel observar uma associa¢do entre o estadiamento clinico baixo com taxas de
traducdao mais baixas e estadiamentos clinicos mais altos com taxas de tradugdo mais altas.
Além disso, nos grupos separados apenas em duas categorias foi possivel visualizar que nao

apenas existe esta diferenca entre os grupos, como também dentro de cada grupo o niumero
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de pacientes com taxas altas de traducdo global no grupo com estadiamento clinico baixo foi
menor, enquanto o numero de pacientes com baixas taxas de traducao foram ainda menores
em comparacao com os pacientes com altas taxas de traducao dentro do grupo de pacientes
com estadiamento clinico mais avancado. O mesmo foi observado quando comparados os
grupos com tumores confinados ao rim (denominado baixo) e com tumores que se expandem

para outras estruturas renais (denominado alto).

5.2.3 Correlagdo da taxa global de tradugdo e sobrevida de pacientes com CRCC

Pacientes com altas taxas traducionais apresentaram uma pior sobrevida global
(Figura 45A) e livre de progressao (Figura 45B). Essa diferenca na sobrevida livre de progressao
também foi observada quando separamos apenas os pacientes com baixo estadiamento
clinico no momento do primeiro diagndstico, indicando que o controle traducional pode ter
importancia na progressdo do CRCC (Figura 46A). Apesar disso, a sobrevida global dos
pacientes com baixo estadiamento clinico ndo mostrou diferenca estatistica significativa entre
baixas e altas taxas de traducdo (Figura 46B). As diferencas na sobrevida nos pacientes com
CRCC podem indicar que processos relacionados a progressdo tumoral sdo regulados por
mecanismos globais de traducdo e necessitam de maior investigacdo para determinar
assinaturas presentes no mRNA polissomal que possam predizer os desfechos clinicos. As
andlises de sequenciamento desses pacientes serdo realizadas posteriormente e nao foram
incluidas nesta tese. Entretanto, podemos observar que mesmo em pacientes com
estadiamentos mais baixos existe uma correlagao entre as altas taxas de tradugdo global e a
recidiva da doenga, indicando que processos relacionados a migragao celular e invasao podem
estar sendo regulados via tradugao. As futuras andlises também irdo determinar as assinaturas
presentes de acordo com o estadiamento tumoral afim de comparar perfis diferencialmente
expressos em pacientes com altos e baixos graus clinicos da doenca e que estejam envolvidos
na progressao, auxiliando na busca de biomarcadores confidveis regulados pela tradugdo de

MRNAs em pacientes com CRCC.
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Figura 46. Impacto da tradugao na sobrevida global e sobrevida livre de progressdo dos pacientes

com CRCC com baixo estadiamento clinico.

(A) Sobrevida global e (B) sobrevida livre de progressao dos pacientes de baixo estadiamento clinico (I e Il) com

baixas (low poly) ou altas (high poly) taxas traducionais. As curvas foram estimadas pelo método de Kaplan-Meier

e comparadas pelo teste de Log-Rank.
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5.3 Expressdo de HIF-2a em tecidos tumorais de carcinoma renal de células claras

5.3.1 Expressdo de HIF-2a em tecidos tumorais e tecidos adjacentes nGo neopldsicos

A mutacdo em VHL causa a estabilizacdo de seus principais alvos, HIF-1a e HIF-2a.
Como observado nos experimentos anteriores, VHL e HIF podem modular a tradugao global e
especifica de vias que estdo associadas com crescimento, migracdao e invasdo tumoral.
Diversos trabalhos tem sido realizados afim de entender o papel de ambas as proteinas HIF-
la e HIF-2a durante a progressdo tumoral em pacientes com CRCC, porém os resultados ainda
sao controversos. Inibidores de HIF-2a tém sido utilizados em ensaios clinicos tanto sozinho
guanto em combinagdes com outros tratamentos da pratica clinica (NCT04169711,
NCT03634540, NCT04195750, NCT05119335, NCT02293980, NCT03108066, NCT04627064,
NCT04846920). Em contraste com HIF-1a, o papel de HIF-2a parece ser mais relevante na
progressdo tumoral (62,67,71,159-161). Entretanto, alguns estudos avaliando a expressdo da
proteina em tecidos de pacientes com CRCC também sugerem um papel protetor de HIF-2a
superexpresso no nucleo (162,163). Determinar biomarcadores que possam auxiliar no
diagndstico e na escolha de terapias adequadas para cada paciente, é fundamental para
entender a progressdo do CRCC e melhorar a qualidade de vida de quem possui a doenca
metastdatica. Com técnicas de imuno-histoquimica, é possivel acessar caracteristicas do tumor
de forma simples e rapida. A imuno-histoquimica em tissue microarray permite ampliar a
guantidade de amostras analisada de uma sé vez, sendo uma importante ferramenta para
estudar grandes casuisticas.

Em nossas andlises, centenas de spots em duplicata de pacientes com CRCC foram
marcados com HIF-2a no TMA. As expressées foram quantificadas manualmente em conjunto
com a patologista responsavel, apds padronizacao das rea¢Bes nas laminas controle tanto
para o tecido tumoral quanto para o tecido normal renal ndo neopldsico. Cada spot contendo
pelo menos 10% da amostra foi quantificado entre 0 a 100% de acordo com a porcentagem
de marcacao de HIF-2a nuclear. Os tecidos renais normais ndo neoplasicos também foram
qguantificados para comparar a expressdao média em comparagado com o tecido tumoral (Figura

47).



Figura 47. Expressao de HIF-2a em tecido renal ndo neoplasico.
(A) Exemplo de spot de tecido renal apds reagdo de IHQ em aumento de 7x. (B) Aumento de 20x.

Os tecidos neoplasicos apresentaram uma alta distribuicdo, com variagao entre 0 e
100% de expressdo (Figura 48 e 49). A quantificagdo nuclear da proteina HIF-2a nos pacientes
desta casuistica mostraram inicialmente uma diferenca na porcentagem de expressao entre
os tecidos tumorais em comparagao com os tecidos adjacentes ndao-neopldsicos (denominado
‘normal’ no grafico abaixo). Enquanto tecidos com tumor apresentaram cerca de 50% de
expressao em média, no tecido adjacente foi observado cerca de 10% da expressao desta

proteina em média (Figura 50).
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Figura 48. Expressao de HIF-2a em tecido tumoral de CRCC.
Exemplo de spot de tecido tumoral com (A) baixa e (B) alta expressdo de HIF-2a apds reagdo de IHQ em aumento

de 7x.
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Figura 49. Expressao de HIF-2a em tecido tumoral de CRCC em maior aumento.
Exemplo de spot de tecido tumoral com (A) baixa e (B) alta expressdo de HIF-2a apds reagdo de IHQ em aumento

de 20x
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Figura 50. Expressao de HIF-2a em tecidos tumorais de CRCC e nao tumorais adjacentes.
O grafico de diagrama de caixa mostra a dispersdao da expressao nuclear de HIF-2a quantificada nos tecidos
tumorais presentes no TMA dos pacientes com CRCC e seus respectivos tecidos adjacentes sem presenca de
tumor.

Para as proximas analises estatisticas foi determinado um ponto de corte de 60% a
partir da maximizacdo do ponto de corte pela estatistica de Log-Rank (164). Foram

considerados os valores entre 20% e 75% para determinar a baixa e alta expressdo de HIF-2a

nos pacientes com CRCC de acordo com a sobrevida (Figura 51).
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Figura 51. Determinagdo do ponto de corte para sobrevida livre de progressdo entre baixa e alta
expressao de HIF-2a nos pacientes da casuistica.

Os dados imputados para determinagao do ponto de corte dentro da casuistica compreendem os pacientes com
expressao nuclear de HIF-2a entre 20% e 75% e suas informagdes relacionadas a sobrevida.
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5.3.2 Associagdio entre a expressdo de HIF-2a e caracteristicas epidemioldgicas, clinicas

e anatomopatoldgicas entre os pacientes com CRCC

Apds determinar o melhor ponto de corte para as analises, os resultados foram
validados no teste de associacdo com as variaveis epidemioldgicas (idade, sexo, histérico de
cancer na familia, diagndstico de outra neoplasia e metdstase sincrénica no primeiro
diagnéstico) dos pacientes, porém ndo foram observadas diferencas significativas entre os

grupos com alta ou baixa expressdo de HIF-2a (Tabela 6).

Tabela 6. Associacdo entre caracteristicas epidemioldgicas e a expressao nuclear de HIF-2a em
pacientes com CRCC.

HIF-2a (n)
Variavel Categoria <60 >60 p-valor
Idade <40 47 31
41 a64 229 154 0,665
> 65 81 45
Sexo Masculino 225 142
Feminino 131 88 0,721
Historico familiar de Nao 72 44 0369
cancer Sim 141 106 !
Outra neoplasia Nao 182 130
Sim 80 58 0,943
Metastase sincronica N3o 323 216 0,607
Sim 25 14

J4 quando analisadas as varidveis que estdao associadas ao estadiamento tumoral dos
pacientes, observamos associacdo entre todas as varidveis com excecdo do
comprometimento de linfonodos. As varidveis de estadiamento clinico, estadiamento
patoldgico e grau ISUP mostraram associacdao com as baixas ou altas taxas de expressao de

HIF-2a encontradas nas amostras dos pacientes com CRCC (Tabela 7).
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Tabela 7. Associagdo entre variaveis de estadiamento e a expressao nuclear de HIF-2a em pacientes
com CRCC.

HIF-2a (n)
Variavel Categoria <60 >60 p-valor
Estadiamento Clinico I 212 177
I 35 9 < 0,001
" 74 27
v 28 15
Estadiamento Clinico Baixo 247 186
Alto 110 44 0,02
ISUP 1 1 6
2 67 92
3 70 49 0,005
4 24 16
ISUP le2 68 98 0,001
3e4d 94 65
Estadiamento patolégico—T Tla 125 134
Tib 95 49
T2a 33 8
T2b / 3 < 0,001
T3a 78 31 !
T3b 11 4
T3c 1 1
T4 6
Estadiamento patolégico—T T1 220 183
T2 40 11 <0.001
T3 90 36 !
T4 6
Estadiamento patolégico-T TleT2 260 194 0.002
T3eT4 96 36 !
Comprometimento linfonodal Nx/NO 344 224 0.633
N1 10 5 ’

Dentre as caracteristicas anatomopatoldgicas, a expressdao de HIF-2a mostrou
associacdo com a presencga de necrose e invasao vascular sanguinea onde é possivel observar
gue mais pacientes com expressao menor ou igual a 60% apresentaram essas caracteristicas

em comparag¢ao com os pacientes com expressao maior que 60% (Tabela 8).
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Tabela 8. Associagdo entre caracteristicas anatomopatoldgicas e a expressao nuclear de HIF-2 a em
pacientes com CRCC.

HIF-2a (n)
Variavel Categoria <60 >60 p-valor
Componente sarcomatoide Nao 303 173
. 0,618
Sim 8 6
Invasao perineural Nao 304 214 0,122
Sim 9 2
Invasdo vascular linfatica N.ao 315 219 0,325
Sim 14 6
Invasao vascular sanguinea Nao 295 210 0.04
Sim 40 15 !
Necrose Nao 69 102
Sim 92 66 0,001

Os desfechos clinicos dos pacientes avaliados até final do estudo também
apresentaram associagao com a expressao de HIF-2a. Tanto a recorréncia da doenga quanto
a sobrevida dos pacientes foram associadas a amostras com menor expressdo da proteina.
Além disso, pacientes com menor expressdo de HIF-2a também foram associados ao

tratamento com radioterapia (Tabela 9).

Tabela 9. Associagdo entre os desfechos e a expressao nuclear de HIF-2 a em pacientes com CRCC.

HIF-2a (n)
Variavel Categoria <60 >60 p-valor
Status do ultimo Vivo sem doenca 246 190
seguimento Vivo com doenca 46 13
Morte por cancer 47 19
Morte ndo cancer 16 6 0,005
Vivo status desconhecido 1 2
Morte status desconhecido 1
Status do ultimo Vivo 293 205 0.02
seguimento Obito 64 25 ’
Recidiva N3o 253 196 < 0,001
Sim 63 16
Radioterapia Nao 323 219 0.035
Sim 34 11 !
T ia Al Na 345 226
erapia Alvo do 0,239

Sim 12 4
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5.3.3 Andlises de sobrevida e risco de recidiva em pacientes com CRCC

As andlises de sobrevida foram realizadas para todas as varidaveis da casuistica que
tenham papel na progressdao tumoral e também para a nossa varidvel de interesse, a
expressao de HIF-2a. As curvas mostram que os pacientes com expressao nuclear alta da
proteina tém uma melhor sobrevida livre de progressdo quando comparados com os
pacientes com expressdo nuclear mais baixa (Figura 52A). Apesar disso, ndo observamos
diferencas significativas na comparacdo entre as curvas de sobrevida global (Figura 52B). Para
as anadlises univariadas e multivariadas, foram incluidos no modelo apenas os dados de

sobrevida livre de progressdo, uma vez que ndo houve diferenca na sobrevida global dos

Figura 52. Impacto da expressao nuclear de HIF-2a na sobrevida de pacientes com CRCC.

(A) Porcentagem de sobrevida livre de progressio estratificada pela alta ou baixa expressdo nuclear de HIF-2a.
(B) Porcentagem de sobrevida global estratificada pela alta ou baixa expressdo nuclear de HIF-2a. As curvas
foram estimadas pelo método de Kaplan-Meier e comparadas pelo teste de Log-Rank.

As andlises de sobrevida livre de progressdao univariadas mostraram diferencgas
significativas para as varidveis idade, estadiamento clinico, estadiamento patoldgico, grau
ISUP, comprometimento de linfonodos, invasdo perineural, invasdo vascular sanguinea e
presenca de necrose (Tabela 10). Para essas andlises foram excluidos os pacientes que

apresentaram metastase sincrénica no primeiro diagndstico.
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Tabela 10. Risco de recidiva em pacientes com CRCC.
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Variavel Categoria RR IC 95% p-valor
Idade <40 1 ref
41a64 2,36 1,02 -5,46 0,044
> 65 3,85 1,59-9,32 0,003
Sexo Masculino 1 ref
Feminino 0,89 0,59-1,34 0,580
Estadiamento Clinico Baixo 1 ref
Alto 4,82 3,22-7,20 < 0,001
ISUP Baixo/Alto le2 1 ref
3e4 3,99 2,15-7,38 < 0,001
Estadiamento patolégico Baixo 1 ref
Alto 5,46 3,65-8,17 < 0,001
Comprometimento linfonodal Nx/NO 1 ref
N1 11,72 4,71-29,0 < 0,001
Componente sarcomatoide Nao 1 ref
Sim 3,92 1,43-10,78 0,008
Invasao perineural Nao 1 ref
Sim 7,8 2,79-21,81 < 0,001
Invasdo vascular linfatica Nado 1 ref
Sim 2,49 0,97 -6,39 0,058
Invasao vascular sanguinea Nao 1 ref
Sim 4,79 2,85-8,05 < 0,001
Necrose Nado 1 ref
Sim 4,45 2,42 -8,18 < 0,001
Historico familiar de cancer Nao 1 ref
Sim 0,78 0,48-1,26 0,318
Outra neoplasia Nao 1 ref
Sim 0,86 0,55-1,36 0,541
HIF-2a Baixo 2,0 1,14-3,48 0,014
Alto 1 ref
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As comparacdes entre grupos que apresentaram diferencas significativas na sobrevida
livre de progressao foram incluidas na analise multivariada, onde foi possivel observar que
pacientes com expressdo nuclear de HIF-2a abaixo de 60% apresentam um risco trés vezes
maior de ter uma recorréncia da doenca em relacdo ao grupo com expressao alta da proteina
(Tabela 11). Entretanto, a correlacdo entre HIF-2a e estadiamento clinico parece ser uma
ferramenta melhor para predizer o risco de recidiva em um paciente. Apenas a expressao de
HIF-2a, sem considerar o grau tumoral, ndo explica totalmente os efeitos da proteina na
sobrevida livre de progressao. HIF-2a esta aumentado em tumores em comparagao com o
tecido adjacente ao tumor. Pacientes com estadiamentos baixos apresentam melhores taxas
de sobrevida quando a expressdo de HIF-2a é mais baixa e pacientes com estadiamentos mais
avangados tem sobrevida pior quando a expressdo de HIF-2a é alta. Entretanto, em pacientes
com a doenca localizada, a alta expressao de HIF-2a diminui consideravelmente a sobrevida
livre de progressdo (Figura 53). Em conjunto, nossos resultados mostraram que a alta
expressdo nuclear de HIF-2a pode ser um marcador dependente do estadiamento clinico para
o risco de recidiva em pacientes com CRCC. Dessa forma é possivel a estratificacdo de casos
que apresentem mais ou menos chances de progredir com a doenga, auxiliando no

acompanhamento clinico do paciente.

Tabela 11. Risco de recidiva em pacientes com CRCC incluindo a expressao de HIF-2a.

Multivariada

Variavel Categoria RR IC95 % p-valor
Estadiamento Baixo 1 ref

Alto 3,207 1,43-7,18 ,005
ISUP Baixo/Alto Baixo 1 ref

Alto 1,286 0,50-3,25 ,596
Necrose N3o 1 ref

Sim 1,620 0,64 —4,05 ,302
HIF2a Baixo 3,082 1,21-7,83 ,018

Alto 1 ref
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Figura 53. Sobrevida livre de progressdo estratificada pelo estadiamento tumoral e expressao
nuclear de HIF2a dos pacientes com CRCC.

Porcentagem de sobrevida livre de progressado estratificada pela alta ou baixa expressao nuclear de HIF-2a e pelo
estadiamento alto ou baixo dos pacientes. As curvas foram estimadas pelo método de Kaplan-Meier e
comparadas pelo teste de Log-Rank.



98

6. DISCUSSAO

A alta heterogeneidade do CRCC dificulta o mapeamento molecular do tumor como
um todo. Tumores sdo capazes de se desenvolver em um ambiente desfavordvel. Clones bem
adaptados a esse ambiente garantem o avanco da doenca e o surgimento de metdstases. O
gue se sabe atualmente sobre as alteracdes moleculares, apesar do avanco, ainda é
insuficiente para a melhora dos tratamentos disponiveis. Pacientes com tumores de
estadiamentos baixos apresentam uma alta taxa de cura apds a retirada do tumor, porém,
pacientes com a doenca avancada ou que tiveram recidiva ainda carecem de melhores
abordagens para auxiliar no acompanhamento médico e tratamento. Além disso, a falta de
exames preventivos e as caracteristicas da doenca por si s6, como a falta de sintomas durante
as fases inicias, dificultam ainda mais o tratamento.

Um dos aspectos moleculares do CRCC é o silenciamento do gene VHL, o principal
regulador da resposta celular induzida por hipdxia, que promove a liberacdo de fatores
essenciais para a sobrevivéncia da célula em situaces de estresse (165). O ambiente hipdxico
dificulta a resposta dos pacientes aos quimioterdpicos, sendo mais um obstaculo no
tratamento do CRCC (28). O avanco no tratamento do CRCC aconteceu apds o inicio da
imunoterapia e das terapias-alvo. A terapia direcionada para o ambiente em hipdxia
aumentou consideravelmente a sobrevida de pacientes recidivados ou metastaticos (91,166).
Sequenciamentos em larga escala ampliaram o conhecimento das alteragdes no CRCC, porém
ainda faltam biomarcadores que possam predizer a resposta ao tratamento e progressao da
doenga. A descoberta de alteragGes na via de mTOR, o principal regulador do inicio da
traducdao de mRNAs, iniciou o tratamento com o uso de inibidores desta via que é responsavel
pela manutengdo de processos de crescimento e sobrevivéncia celular. Atualmente, inibidores
de angiogénese e inibidores de mTOR sdo utilizados como primeira linha e segunda linha de
tratamento para CRCC, respectivamente (47,48,138).

A perda do cromossomo 3p — que pode ocorrer décadas antes do surgimento do tumor
primario — é um evento crucial para mutagdes em VHL e outros supressores tumorais. Sendo
a principal causa em tumores renais e o regulador da principal via de ativacdo em resposta a
hipdxia, entender a cascata de acontecimentos apds a perda de VHL é crucial para o estudo
das alterac6es moleculares que favorecem o CRCC (48,167). Mutacdes em VHL foram

detectadas primeiramente em pacientes com a sindrome de VHL hereditaria, doenca
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caracterizada pelo desenvolvimento de diversos tumores como CRCC, hemangioblastomas e
feocromocitoma (tumor na glandula suprarrenal que causa aumento da producdo de
catecolaminas) (165). Os tumores encontrados em pacientes com a sindrome de VHL sdo
altamente vascularizados e expressam diversos genes regulados por hipdxia. Baixos niveis de
0, desencadeiam mecanismos a nivel celular, tecidual e sistémico para minimizar os efeitos.
Os processos que dependem de muita energia, como a traducdo de proteinas, sdo
rapidamente suprimidos, e processos como a glicdlise sdo impulsionados para compensar a
gueda dos niveis de ATP. A estabilizacdo de HIF ocorre rapidamente apds detectados baixos
niveis de oxigénio, que é translocado para o nucleo onde inicia a transcricdao de diversos genes
necessarios para a adaptacdo da célula. Arelacdo entre VHL e HIF rendeu o Nobel de Fisiologia
e Medicina em 2019 apds descobrimento da adaptacao celular a viabilidade de oxigénio. A
proteina VHL (pVHL) forma um complexo capaz de marcar HIF para a degradacdo via
proteassoma (58,168), mantendo a homeostase em niveis normais de oxigénio.

HIF-1a e HIF-2a trabalham em cooperacdo com outros fatores de transcricdo (como
Smad3, HFN4, ATF1/CREB1, AP1 e Ets-1) e regulam a expressdo de genes envolvidos em
processos celulares que ocorrem em diferentes compartimentos de maneira célula-
dependente, como fatores de transcricdo nucleares, proteinas de membrana, proteinas
citoplasmaticas e fatores de crescimento (169). Para compensar a falta de ATP, HIF ativa genes
como GLUT-1, GLUT-3, PFK-1, PGK-1 e LDH-A, aumentando a glicélise e o transporte de glicose
para dentro das células (170); VEGF, TGF-B3, bFGF e PDGF-B, fatores envolvidos na formacgao
de vasos sanguineos; além de outros genes envolvidos na proliferacdo e sobrevivéncia celular,
apoptose, estrutura de citoesqueleto e mobilidade, metabolismo da matriz extracelular,
metabolismo de nucleotideos, adipogénese e desenvolvimento de células B. HIF-1a e HIF-2a
possuem alvos diferentes, além do uUltimo ter sua expressdao mais restrita ao tipo de tecido. A
expressao de VEGF e GLUT-1, por exemplo, apesar de ser regulada por ambos HIF-1a e HIF-
2a, em CRCC é predominantemente regulada por HIF-2a (171). Ao contrdrio do que ocorre
com o aumento de HIF-1a, a superexpressao de HIF-2a promove o crescimento das células no
CRCC (172).

A perda de VHL causa um acumulo das subunidades HIF-1a e HIF-2a, que apresentam
fungdes distintas nos tumores renais e induzem seletivamente a transcricao de seus genes
alvo (161). Nossos resultados mostraram que o aumento da expressdo de HIF-2a nuclear em

CRCC é cerca de cinco vezes maior no tumor em comparacao com o tecido adjacente. Além
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disso, o aumento na expressao pode reduzir drasticamente a sobrevida de pacientes com
tumores de estadiamentos baixos. O papel de HIF-2a pode depender da localizacdo celular,
uma vez que age como um fator de transcricdo e de traducdo, e influenciar no perfil de
expressdo das células tumorais (156). A expressdo de HIF-2a aumenta a expressdao de
proteinas envolvidas na proliferacdo celular e angiogénese. Também pode levar a um fenétipo
mais oxidativo, favorecendo um perfil tumoral mais agressivo e com maiores chances de
resisténcia aos tratamentos (71). Delecdes de HIF-1a ja foram encontradas em linhagens
celulares que produzem apenas HIF-2a, sugerindo um papel maior na carcinogénese de CRCC.
HIF regula VEGF, uma proteina envolvida na angiogénese e frequentemente encontrada em
CRCC. Tratamentos que inibem VEGF, como o sunitinibe, foram extremamente benéficos para
pacientes com a doenca avancada. Entretanto, a inibicdo de alvos de HIF pode gerar
mecanismos compensatoérios que levam a resisténcia ao tratamento. IL-8, por exemplo, é uma
citocina regulada por HIF que promove angiogénese e pode participar de processos de
resisténcia em pacientes que fizeram uso de VEGF. HIF-1a inibe IL-8 enquanto HIF-2a ativa.
Tumores que apresentam niveis altos apenas de HIF-2a podem apresentar maior resisténcia
aos tratamentos com antiangiogénicos (173,174). Ap6s a descoberta do eixo VHL-HIF,
aumentou o interesse no beneficio terapéutico apods a inibicdo de HIF-2a (72). O tratamento
com inibidores de HIF-2a mostraram seguranca e eficacia no uso e outros estudos estdo sendo
realizados com a combinagao de tratamentos com TKI, inibidores de checkpoint imune e
outros tratamentos com antiangiogénicos. Entender os mecanismos de resisténcia que podem
surgir durante o tratamento com os inibidores de HIF-2a é essencial para a selegcdo de
pacientes candidatos a esse tipo de terapia bem como o sucesso do tratamento. Para ajudar
na conclusdao deste resultado, o status da proteina HIF-1la necessita ser posteriormente
avaliado nos pacientes, ja que tumores que apresentam down-regulacdo de HIF-1la e
superexpressdo de HIF-2a podem ter um crescimento celular maior (161,173). A expressao de
HIF-1a pode ser regulada nas células deficientes em VHL via tradugdo (175) e foi encontrada
apenas no mRNA polissomal em nosso modelo.

Para entender como VHL afeta a expressao génica, utilizamos modelos celulares de
CRCC. Como os estudos do transcriptoma envolvem toda a populagdao de mRNAs presentes na
célula, neste trabalho adotamos metodologias para estudar apenas a populacdao de mRNAs
gue estdo sendo ativamente traduzidos. Para observar as mudancas no translatoma

dependente da presenga ou auséncia de VHL, utilizamos as linhagens RCC4 com ou sem a
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expressao do gene. Nosso modelo de estudo consiste no carecimento overnight de soro das
células seguido pela estimulacdo com soro fetal bovino por 2h e 16 para observar alteracdes
agudas e cronicas associadas ao status de VHL. Para separar os mRNAs ativamente traduzidos
utilizamos a técnica do perfil polissomal, onde é possivel sedimentar os ribossomos ligados a
moléculas de mMRNA em um gradiente de sacarose, de acordo com sua densidade. Essa técnica
permite coletar as fracGes mais pesadas, onde mais ribossomos estdo ligados ao mesmo
tempo a um mRNA, indicando traducdo ativa (176). Em paralelo, o mRNA total também é
coletado para comparacao com os genes traduzidos. Para determinar a assinatura de genes,
o sequenciamento do mRNA total e polissomal das mesmas amostras foram analisados
utilizando o algoritmo anota2seq, onde é possivel avaliar diferentes modos de regulacdo
génica: buffering (alteracdes no mRNA total que ndo sdo encontradas no mRNA polissomal),
abundance (altera¢cdes concomitantes no mRNA total e mRNA polissomal) e translation
(alteracbes no mMRNA polissomal que ndo sdo encontradas no mRNA total) (134). Nossas
analises mostraram um aumento da regulacdo via translation apds 16h, em comparacdao com
o estimulo agudo de 2h, onde os transcritos foram encontrados principalmente regulados via
abundance. Esse resultado sugere que as alteracdes na transcricdo que ocorrem apos 2h de
estimulo com SFB sdo moduladas pela traducdo apds o tratamento com 16h. Para determinar
se a expressao génica nas células deficientes ou proficientes em VHL é modulada via mTORC],
tratamos as células com rapamicina na presenca de SFB. As células RCC4/VHL apresentaram
alteragGes via translation e via buffering apds o tratamento agudo. Ja as células deficientes
em VHL apresentaram um conjunto limitado de transcritos regulados apenas via translation,
sugerindo que a resposta a rapamicina difere dependendo do status de VHL.

pVHL interage com outras proteinas como ZHX2 (Zinc fingers and homeoboxes 2),
SFMBT1 (Scm-like with four malignant brain tumor domain), e a proteina adaptadora TBK1
(TANK binding kinase 1). Assim como acontece com HIFa, pVHL marca ambos ZHX2 e SFMBT1
para degradacdo via proteassoma e TBK1 é inativado apds desfosforilagdo por pVHL (177—-
179). Em nossos resultados, observamos uma down-regulacdo de ZHX2 (sugerindo outros
mecanismos de controle da expressao independente de VHL) e up-regulacdo de TBK1 nas
células deficientes em VHL via tradugao. ZHX2 regula a expressao de /L6, IL8, CCL2, e outros
genes relacionados a invasdo, metdstase, metabolismo e apoptose (180). Nas células
deficientes em VHL, ocorreu um aumento da resposta imune inata, dependente dos

mecanismos de traducdo, com a expressao de genes do sistema complemento e da cascata
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de coagulacdo, como SERPINA1, que é responsivo apos liberacdo de citocinas inflamatoérias e
favorece o desenvolvimento tumoral (181). TBK1 é uma quinase serina-treonina que regula
processo celulares como inflamacdo, autofagia, ciclo e morte celular, e com potencial uso em
tratamento de cancer (182). A interacdo de TBK1 com genes STING (Stimulator of interferon
genes) induz a resposta de IFN tipo | (178), que estd down-regulada nas células deficientes em
VHL. As fungdes de pVHL além de HIF mostram como a complexa tumorigénese do CRCC ainda
precisa ser elucidada de forma interdisciplinar para melhor entendimento do processo de
resposta a hipdxia e do CRCC. Além disso, as vias afetadas pelo eixo VHL-HIF sdo complexas e
regulam centenas de genes (170,183).

Para entender como as alteracdes na expressdo de genes associadas a VHL podem
impactar nos fendtipos nas células, analisamos os processos enriquecidos entre os diferentes
modos de expressdo a partir das funcoes celulares definidas pelo Gene Ontology. Apds essa
etapa, analisamos mecanismos comuns entre os genes expressos utilizando a visualizacdo
baseada em redes (NTA). HIF interage com proteinas modificadoras de cromatina (184). A
montagem de cromatina foi um dos processos enriquecidos no mRNA polissomal das células
deficientes em VHL (genes ASF1B, MCM2, CENPA, CENPM, H2AFX e HIST1IH3A). Essa
assinatura quando expressa em pacientes com CRCC pode indicar uma pior sobrevida global
e também apresenta uma tendéncia a pior sobrevida livre de progressdao (Apéndice 3). A
delecdo de histonas H1 induz uma resposta por IFN (185), o que pode explicar a down-
regulacdo dos genes envolvidos na via de IFN nas células deficientes em VHL. Genes como
ISG15 e IFIT1 encontram-se down-regulados em células deficientes em VHL e podem ser
silenciados apds aumento da expressao de histonas H1, incluindo a histona H1.3 (186). O
grupo de proteinas que pertencem a familia CENP também pode indicar pior progndstico em
pacientes com cancer de mama, cancer de ovario, adenocarcinoma de pulmao e CRCC (187—-
190) e modula a transicdo epitélio-mesenquimal em cancer colorretal, favorecendo a invasao
celular e metastase (191). NASP (Nuclear Autoantigenic Sperm Protein) é um gene envolvido
na montagem de cromatina e afeta a replicacao de DNA, o ciclo e a proliferagao celular, e esta
up-regulado via traduc¢do nas células deficientes em VHL. O silenciamento de NASP é capaz de
prevenir a formacdo de tumores in vivo diminuindo a acessibilidade da cromatina e afetando
a transcricdo de genes que promovem a transicdo da fase G1/S do ciclo celular (192,193). Em
CRCC a expressdao de NASP estd associada ao aumento de CDCA7 (Cell Division Cycle

Associated 7), um alvo de c-Myc e que regula o ciclo celular (194).
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As células deficientes em VHL apresentaram um crescimento mais lento nas primeiras
48h de estimulo com SFB. Vale ressaltar que o ciclo celular nessas células esta alterado no
MRNA polissomal apds 16h de tratamento com soro, o que pode influenciar no crescimento
tardio desta célula. O ciclo celular foi a via mais afetada nas células RCC4/Mock (genes
HSP90AA1, MCM3, MCM2, MCM5, H2AFX, EZH2 e CENPA). Afim de estabelecer os genes
regulados pelo controle da traducdo e suas funcdes, foram selecionados os genes up- ou
down-regulados apenas no mRNA polissomal das células. Em comparacdo com as células
RCC4/VHL, encontramos o gene MCM3 sendo principalmente afetado via traducdo nas células
deficientes em VHL. As proteinas MCM 2-7 apresentam um papel em carcinoma renal, tendo
sua expressao elevada em comparacdo com tecidos ndo neoplasicos adjacentes ao tumor
(195). PLK1 codifica uma quinase que fosforila e ativa MCM3, interferindo na proliferacdo e
morte celular (196).

Para manter a homeostase durante a diminuicdo de oxigénio, outros fatores de
transcricdo e traducdo sao ativados, como a via e NF-kB, p53 e MYC, que apresentam papéis
tanto antagonistas quanto cooperadores de HIF. Células com VHL mutado, apresentam niveis
reduzidos de p53 e da RNA-binding protein HuR (Human antigen R). HUR, na presenca de VHL,
se associa ao mMRNA de p53 no citoplasma da célula, aumentando sua traducdo. Alteracdes
nos niveis de RNA-binding proteins também podem interferir na taxa de traducdo global e/ou
especifica (144,145). Nas células deficientes em VHL, o gene FANCB, associado ao reparo de
DNA, é regulado via traducdo. FANCB (Falconi Amenia Complementation Group B) faz parte
de um complexo que responde a danos no DNA, mantendo a integridade gendmica (197). A
inativacdo somatica e germinativa deste gene esta associada ao surgimento de alguns tipos
de cancer, como de cabeca e pescoco e leucemia (198,199), porém até o momento nao
existem trabalhos que associam sua inativa¢ao ou down-regulagao em tumores renais. Outros
genes de reparo de DNA estdo presentes em pacientes com CRCC e podem indicar uma pior
sobrevida (200), porém, neste trabalho, foram encontrados genes que dependem
especialmente da regulagao traducional na presenca de VHL. Além disso, em hipdxia, genes
de reparo de DNA sdo principalmente down-regulados na presenca de HIF-2a (201,202).

Nas células deficientes em VHL, a traduc¢do regula genes envolvidos na ativa¢ao da via
de NF-kB. A via de sinalizacdo de NF-kB esta envolvida no desenvolvimento e progressao de
cancer controlando a expressdo de genes como TNFA, IL6, BCLXL, BCL2, BCLXS, XIAP, e VEGF,

e promovendo proliferacdo celular, sobrevivéncia e angiogénese. NF-kB é um fator de
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transcricdo que promove a ativacdo da resposta imune inata e, em tumores associados a
inflamacdo, pode induzir a secrecdo de diversas citocinas e quimiocinas pela ligacdo aos
promotores desses genes. Genes proé-inflamatdrios estdo alterados em diversos tumores,
como /L6, IL1 e CCL2, que cooperam com a invasado, angiogénese e polarizacdo de macréfagos.
Em CRCC, alvos de NF-kB estdo up-regulados, indicando atividade desta via. A perda de VHL ja
foi anteriormente associada com a desregulacdo das respostas inflamatérias pela via de NF-
kB e via de IFN (203). Entretanto, o papel de NF-kB em tumores renais pode ser mais complexo
e estar além da up-regulacdo da via. Nossos resultados mostraram que a via esta up-regulada
no inicio do tratamento, porém esse efeito ndo permanece apds a exposicdo prolongada das
células ao estimulo com soro fetal bovino. A combinagdo classica da ativagdo da via e down-
regulacdo dos seus inibidores nem sempre esta associada aos tumores de pacientes com
CRCC. Neste tumor, também ocorre uma up-regulacdo de genes inibidores de NF-kB causando
diminuicdo da atividade da via. Isso indica que as alteracdes nos genes que aumentam ou
inijbem a expressdo de NF-kB podem desregular diferentes vias de sinalizacdo e ter efeitos
distintos dependendo da fase do processo de carcinogénese in vivo (204).

Ets-1 é um dos fatores de transcricdo que cooperam com HIF na resposta a hipdxia. A
super expressdo de Ets-1 foi relatada em diversos tumores, incluindo CRCC, como um fator de
mau prognostico (205,206), por promover o metabolismo de energia, angiogénese,
proliferacdo, migracdao e invasdo das células cancerigenas (207-211). A via ERK-Etsl é
responsavel pela regulagao das metaloproteinases MMP3 e MMP9 por B-integrinas e também
estimula a proliferacdo pela up-regulagdo de proteinas do ciclo celular (212,213). O
silenciamento de Ets-1 na linhagem celular renal 786-O reduziu crescimento celular e
formacdao de tumor (214). Ets-1 regula a transcricdo de CEBPB, induzindo a polarizagdo de
macréfagos M2 apdés aumento de IL-10 e promove reparo celular removendo dreas de necrose
no tecido muscular lesionado (215). CEBPB é um fator de transcricao que estd down-regulado
nas células deficientes em VHL apds 16h de estimulo com soro. Esse fator é capaz de inibir a
proliferacdo celular em osteosarcoma (216) e regular processos de transicdo epitélio
mesenquimal via TGF-B em cancer pancredtico (217). Em glioblastomas, a baixa expressao de
CEBPB ocorre apds aumento de IL-6, aumentando os niveis da metalopeptidase DDP Il (218),
associada a agressividade tumoral em cancer de ovario (219). As células deficientes em VHL,
além de apresentarem down-regulacao de CEBPB, também apresentaram maiores niveis de

IL6R. Pacientes com melanoma metastatico tratados com inibidores de BRAF com niveis altos
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de CEBPB tem melhor sobrevida (220). A ativacdo de CEBPB pode ser induzida por imatinibe,
tratamento usado em tumores estromais gastrointestinais (GIST). Estudos iniciais ndo foram
capazes de mostrar beneficios em pacientes com CRCC no tratamento com imatinibe, (221),
porém, outro estudo sugere que o miRNA-200c é capaz de sensibilizar as células do CRCC para
o tratamento com imatinibe e inibir a proliferagao celular (222).

A hipdxia induz o metabolismo de glicose, promove proliferacdo, aumenta resisténcia
a apoptose, induz angiogénese, migracao celular para dreas com mais oxigénio (223), geraum
ambiente imunossupressor, inibindo a habilidade de macroéfagos de fagocitar células mortas,
apresentar antigenos para células T, reduz a citotoxicidade das células natural killer e inibe
funcdes antitumorais promovendo a diferenciacdo de macrdofagos M1 para M2. A resposta
imune de interferons do tipo | é suprimida durante a resposta celular a hipdxia. Essa resposta
esta envolvida no suporte a apresentacdo de antigenos pelas células dendriticas a linfocitos T
citotoxicos (224). Nas células deficientes em VHL, genes como MAVS (um adaptador da via de
IFN tipo 1), e o fator de transcricdo /IRF7 estdao down-regulados. Os IFN tipo | sdo ativados apds
reconhecimento de RNA viral que, apds liberados, acionam a via JAK-STAT (225). Nossos
resultados mostraram que a down-regulacdo da via de IFN tipo | ocorre na auséncia de VHL,
enriguecida apenas no mRNA polissomal das linhagens celulares e ndo no mRNA total,
indicando que apds 16h a down-regulacdo de genes como MAVS, ISG15, IRF7 e IRF9 ocorre
principalmente a nivel traducional. A imunossupressdo IFN do tipo | em tumores sélidos
ocorre a nivel proteico apds 48h (224), apesar de observarmos a down-regulagao da tradugao
ja apos 16h. A diminuicdo de IFN interfere no recrutamento de células T e natural killer dentro
de areas hipdxicas em tumores no pulmao e préstata (226,227). STAT-1 é regulado por HIF-
la, porém a down-regulacdo de IFN tipo | ndo depende de HIF-1a e HIF-2a. Em relagdo a
mecanismos epigenéticos, foram encontradas poucas alteracdes globais na acessibilidade da
cromatina de genes da via de IFN tipo I. A hipdxia altera a acessibilidade a regido promotora
de STAT1 e IRF3, diminuindo a transcricdo destes genes, porém esse efeito ndo pode ser
totalmente explicado por esse tipo de regulacdo. Além de alteragbes epigenéticas, as
mudancas traducionais nas células com e sem VHL podem influenciar na regula¢do da via de
IFN tipo |, servindo como um outro mecanismo para regulagao da resposta imune no cancer
renal. Ja foi descrito um efeito parcial de HIF-1a na up-regulagao de IRF9, que estd up-regulado
no mMRNA polissomal das células deficientes em VHL. A expressao de ISG15 também é afetada

durante hipdxia e silenciamento de VHL. Além disso, ISG15 é capaz de interagir com HIF-1a e
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desfazer a dimerizacdo com HIF-1B (228). A down-regulacdo de interferons pode contribuir
para o crescimento tumoral diminuindo a citotoxicidade de linfdocitos T e a capacidade das
células dendriticas de apresentar antigenos.

A resposta inflamatéria em CRCC na auséncia de VHL também mostrou uma up-
regulacdo de genes envolvidos na cascata de coagulacdo e do sistema complemento (SAA2,
CFB, CFl, CNR1, CFD), com impacto significativo na sobrevida de pacientes com CRCC
(Apéndice 4). Pacientes com metastase que apresentam superexpressao de transferrina, que
é regulada pelo sistema complemento, apresentam pior sobrevida (229). SAA (Serum amyloid
A) é uma proteina envolvida na resposta inflamatdria aguda que induz a liberacdo de citocinas
pro-inflamatdrias em linhagens celulares e tecidos tumorais metastaticos. O processo
inflamatorio persistente pode induzir a carcinogénese criando um ambiente enriquecido em
citocinas e fatores de crescimento (230). O gene SAA2 estd up-regulado no mRNA polissomal
das células deficientes em VHL quando comparada com as células com VHL restituido. A
liberacdo de proteinas como SAA2 é induzida por citocinas produzidas por células endoteliais,
linfocitos, mondcitos e macréfagos. Assim como a maioria dos componentes do sistema
imunolégico, seu papel principal € na homeostasia. Durante uma infeccdo, a resposta
inflamatoria ocorre de forma rapida para reestabelecer a normalidade do local afetado. Na
fase aguda, o pico de expressdo SAA ocorre apds 3 dias do inicio da reposta inflamatdria e cai
para niveis basais apds 4 dias. Durante uma inflamagao crénica, os niveis de SAA continuam
constantemente altos e contribuem com a liberagdo de mais citocinas proé-inflamatorias
(231,232). Em tumores sdlidos e hematoldgicos, SAA pode funcionar como um marcador
tumoral e altos niveis dessa proteina no soro indicam um pior progndstico (230).
Recentemente foi publicado um estudo mostrando que SAA1 é um potencial marcador sérico
de diagndstico e progndstico em carcinoma renal.

Em estadiamentos tumorais avancados, foi possivel observar um aumento de SAA1 a
nivel de mRNA e proteico devido a hipometilagao do promotor deste gene. Além disso, células
deficientes em SAA1l perdem sua capacidade de migracdo e invasao in vitro (233). Em
camundongos, altos niveis de SAA1l aumentam a agressividade tumoral e formacdo de
metastase reduzindo sobrevida. Assinaturas de expressao génica validadas em tecidos de
pacientes mostraram que SAA2 e CFB sollveis podem ser biomarcadores preditivos para

resposta terapéutica, ambos up-regulado na mRNA polissomal das células deficientes em VHL
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(234). SAA2-SAA4 foi encontrado superexpresso durante a progressao de CRCC de acordo com
o grau tumoral, sendo desfavoravel para a sobrevida de pacientes com tumores renais (235).

MTOR, pVHL e HIF-a contribuem para a ontogenia do CRCC; tumores primarios e
metdstases podem ter a superativacdo de HIF e/ou da via de mTOR. O bloqueio dessas vias de
sinalizacdo no CRCC metastatico pode induzir vias alternativas, favorecendo a resisténcia ao
tratamento (91). A ativacdo constante de PI3K/Akt/mTOR e a mutacdo em VHL causam o
aumento de HIF-a, oferecendo um feedback positivo aos receptores de tirosina-quinase, apods
induzir fatores de crescimento como o fator de crescimento epidérmico (EGF), o fator de
crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1), fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF) e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF). A via de PI3K/Akt/mTOR super
ativada esta associada a pior sobrevida (83) e os complexos mMTORC1 e mTORC2 modulam a
expressdo de HIF-1a e HIF-2a, respectivamente (90,236). Por outro lado, VHL regula mTORC1
através da via VHL/HIF/REDD1 em CRCC (119,237). REDD1 é um gene alvo de HIF-1a que, em
hipdxia ou inativacdo de pVHL, codifica um regulador de mTORC1 (92)

DNA-PKcs (DNA-dependent protein kinase catalytic subunit) sdo quinases com papel
no reparo de dano no DNA, replicacdo em estresse, ciclo celular, manutencao dos tel6meros,
senescéncia e autofagia. A superexpressao das DNA-PKcs resulta no aumento da expressdo de
HIF-2a, via mTORC2, induzindo a proliferacdo celular em ccRCC (238). Além disso, Akt2,
substrato de mTORC2, regula a expressdo de HIF-1a (90). HIF-1a e HIF-2a suprimem DEPTOR
(DEP domain-containing mTOR-interacting protein), uma proteina de interagdo de mTOR que
contém o dominio de sensibilidade a quinase, favorecendo a resisténcia a tratamentos com
inibidores de mTOR. Em contraste, PTEN promove a atividade transcricional de HIF-2a em
CRCC com VHL mutado, inibindo o repressor de HIF-2a (239). O cross-talk entre
PI3K/Akt/mTOR e HIF também pode estar ligado a acdo de diferentes RNAs longos ndo
codificantes (IncRNAs) (240). As fun¢Ges mediadas por PI3K/Akt/mTOR e sua colaboragdo com
o0 eixo VHL/HIF-1a e HIF-2a sdo um caminho para a carcinogénese do CRCC, contribuindo para
a alta heterogeneidade intratumoral e resisténcia as terapias utilizadas atualmente.

Os mecanismos de interagdo entre o eixo VHL/HIF e a via de mTOR ndo sdo totalmente
elucidados e ambos mecanismos parecem apresentar fungdes contraditérias no
desenvolvimento do CRCC. pVHL regula Akt — de maneira independente de HIF — e a perda da
proteina pode levar a super ativacdo de mTOR e sua via downstream (241). O uso de inibidores

de autofagia pode potencializar a inibicdo alostérica de mTOR em células resistentes ao
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tratamento. Células com VHL mutado possuem autofagia basal alta, o que permite o
crescimento sob estresse (140) e, apesar de reduzir a traducdo em ambas linhagens, o
tratamento com rapamicina foi mais eficaz nas células RCC4/VHL, sugerindo maior
sensibilidade. DEPTOR, assim como mTOR, faz parte dos complexos mTORC1 e mTORC2.
DEPTOR e mTOR trabalham em conjunto, mantendo a homeostase; o aumento de HIF-a em
carcinomas renais é capaz de suprimir a acdo de DEPTOR, conferindo outro mecanismo de
resisténcia ao tratamento (141). Em hipdxia, a reducdo da atividade de mTOR via REDD1 (142)
pode causar a parada do ciclo celular (143). Para compensar e manter o desenvolvimento,
células tumorais sdo capazes de adaptar e ativar outros genes envolvidos na sobrevivéncia e
progressdo tumoral, como MAP2K1 e CDK6, respectivamente (242,243).

O aumento de HIF pode regular mTOR via REDD1 em hipdxia, diminuindo as taxas
globais de traducdo e selecionar uma traducdo especifica. A inibicido de mTORC1 também
pode regular negativamente a traducdo de HIF-a. As células RCC4/VHL apresentaram taxas
globais mais altas que as células deficientes em VHL. As células deficientes em VHL
apresentaram certa resisténcia a morte apds o tratamento com rapamicina, e apesar de
significativo, a rapamicina diminui de forma mais expressiva a traducdo global nas células com
VHL restituido. Algumas muta¢cGes em mTOR permitem que a proteina escape da regulacao
negativa de REDD1, sugerindo que outros mecanismos também podem influenciar no
progndstico de pacientes com CRCC (244).

O tratamento com rapamicina afetou a tradugdo global nas células deficientes e
proficientes em VHL tanto na fase aguda quanto na fase cronica, porém, de forma mais
proeminente na presenca de VHL. Interessantemente, nossos resultados mostraram que o
controle da tradugao em CRCC pode estar associado principalmente a perda de VHL do que a
ativacdo de mTORC1, uma vez que poucos genes apresentaram diferencas na regulacao apds
o tratamento com rapamicina. Além disso, a inativagdo de mTORC1 e de VHL
concomitantemente foi responsavel pelo aumento da tradugdo de genes que participam da
morfogénese de vasos sanguineos (MYH9, CUL7 e HDACS5), MYH9 codifica uma proteina
presente no citoesqueleto que regula a adesao celular e sua alta expressao indica um pior
progndstico em pacientes tratados com sunitinibe. MYH9 é regulado via AKT (245), porém
nossos resultados sugerem outro mecanismo de regula¢ao via tradugdao dependente de VHL
e mTORC1. A expressao de CUL7 (Cullin-7) ndo foi anteriormente avaliada em CRCC, porém

altos niveis dessa proteina foram recentemente associados com pior progndstico em gliomas
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e cancer de mama (246-248). CUL7 promove proliferacdo celular através da down-regulacdo
de p53 em hipdxia (249) e pode indicar resisténcia ao tratamento em pacientes com cancer
de mama HER2+ (246). Nos estudos realizados, foi descrito que o aumento de CUL7 pode
ativar a via de PI3K/AKT/mTOR (246), porém em nossos resultados observamos que a inibicdo
de mTORC1 e VHL sdo necessdrias na sua regulacdo dependente de mecanismos de traducao.
Além disso, o aumento de CUL7 pode desencadear o aumento da resposta de NF-kB (247),
gue também esta up-regulada na auséncia de VHL. HDAC5 é uma histona presente no rim de
pacientes diabéticos que favorece a transicdo epitélio-mesenquimal e a captacdo de glicose

via PI3K/Akt (250).
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7. CONCLUSOES

Neste trabalho avaliamos o impacto da perda de VHL na traducdo especifica e
determinamos se a modulacdo da expressdo genica na resposta a rapamicina depende do
status de VHL. Foram encontradas diferencas na resposta apds estimulo com soro dependente
do status de VHL, com alteracdo na traducdo que se manifestam continuamente e tem como
alvo um grupo de genes que participam de vias associadas a cancer. As células deficientes ou
proficientes em VHL modulam diferencialmente a expressdao génica. A expressao total dos
transcritos em comparacdo com os mRNAs diferencialmente traduzidos ocorre de forma
distinta dependendo do status de VHL. A perda de VHL altera a traducdo global e especifica
em linhagens celulares de CRCC. Células deficientes em VHL apresentaram up-regulacao de
processos envolvidos no crescimento e progressdao tumoral regulados apenas via traducao,
sem alteracdes via transcriptoma. Além disso, observamos que mTORC1 tem funcgdes distintas
nas linhagens celulares de CRCC dependendo da presenca ou auséncia de VHL. Estudos futuros
serdo necessarios para entender como as diferencas na traducdo especifica dependente de
VHL e suas respostas distintas ao tratamento com rapamicina estdo envolvidos no
desenvolvimento dos fenétipos de CRCC.

Por ser o principal gene envolvido na carcinogénese do CRCC, os estudos clinicos com
alvos de VHL vem crescendo consideravelmente na ultima década. Por isso, avaliamos como
HIF-2a, um dos principais alvos de VHL, esta associada a progressdao tumoral e desfechos
clinicos em pacientes. Nas andlises encontramos que o papel de HIF-2a é um fator de
progndstico dependente do estadiamento tumoral, podendo ser usado como um método de

estratificacdo para determinar pacientes com mais risco de recidiva.
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9. ANEXOS

Anexo 1 — Carta do Comité de Etica em Pesquisa

Q A.C.Camargo Cancer Center  comre oe érica

Centro Integrado de Diagnéstico, Tratamento, Ensino e Pesquisa ~ EM PESQUISA - CEP

Sao Paulo, 06 de feverciro de 2018.

A
Dra. Glaucia Hajj

Ref.: Projeto de Pesquisa n®. 2440/178
" Anilise do perfil de mRNAs diferencialmente traduzidos no carcinoma renal de eélulas
claras."

Os membros do Comité de Etica em Pesquisa em Seres THumanos da Fundagio
Antonio Prudente — A.C. Camargo Cancer Center, em sua ultima reunido de 23/01/2018.
tomaram conhecimento ¢ aprovaram o seguinte documento:

~  Solicitagio de dispensa da submissio da documentagdo obrigatoria ¢ anilise ética do projeto
acima mencionado por se tratar de um projeto aliliado ao tematico intitulado "Controle
Traducional no Carcinoma renal de células claras.”, registrado neste CEP sob n® 2440/17. O
projeto afiliado em referéncia serd Doutorado da aluna Judia Avien Vassalakis, seb orieniagdao
da Dra. Glavcia Hagj:

# Tese de Doutorado.

Atenciosamente,

‘aires )o rano

2", Vice-Coordénadora do Comit¢ de Etica em Pesquisa

Rua Professor Antonio Prudente, 211 « Liberdade * Sao Paulo / SP « CEP 01509-900
(11) 2189-5000 * www.accamargo.org.br
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Apéndice 1 — Teste de Tukey para comparag¢des multiplas do texte de ANOVA two-way da

curva de crescimento das células RCC4/Mock e RCC4/VHL tratadas com rapamicina e/ou

DMSO por cinco dias.

Diferenca das

Detalhes do teste I Desvio padrao p-valor
médias

Dia1l

Mock controle vs. Mock +rapamicina -0,08543 0,1429 0,9323
Mock controle vs. VHL controle -0,4574 0,1323 0,0054
Mock +rapamicina vs. VHL +rapamicina -0,234 0,1527 0,4249
VHL controle vs. VHL +rapamicina 0,1379 0,1429 0,7696
Dia 2

Mock controle vs. Mock +rapamicina 0,291 0,1429 0,1861
Mock controle vs. VHL controle -0,4261 0,1323 0,0108
Mock +rapamicina vs. VHL +rapamicina -0,2101 0,1527 0,5192
VHL controle vs. VHL +rapamicina 0,507 0,1429 0,0041
Dia3

Mock controle vs. Mock +rapamicina 0,5963 0,1429 0,0006
Mock controle vs. VHL controle -0,3128 0,1323 0,095
Mock +rapamicina vs. VHL +rapamicina -0,2846 0,1527 0,2548
VHL controle vs. VHL +rapamicina 0,6246 0,1429 0,0003
Dia 4

Mock controle vs. Mock +rapamicina 0,8709 0,1429 <0,0001
Mock controle vs. VHL controle -0,2892 0,1323 0,1386
Mock +rapamicina vs. VHL +rapamicina -0,3209 0,1527 0,1645
VHL controle vs. VHL +rapamicina 0,8392 0,1429 <0,0001
Dia 5

Mock controle vs. Mock +rapamicina 1,163 0,1429 <0,0001
Mock controle vs. VHL controle -0,2921 0,1323 0,1326
Mock +rapamicina vs. VHL +rapamicina -0,4255 0,1527 0,035
VHL controle vs. VHL +rapamicina 1,03 0,1429 <0,0001
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Apéndice 2 - Sobrevida global (A) e Sobrevida Livre de progressao (B) de pacientes com CRCC
estratificados pela alta ou baixa expressao da assinatura “montagem de cromatina”. Os

graficos foram realizados a partir de dados publicos pelo software Gepia 2

(http://gepia2.cancer-pku.cn/), onde foram inseridos os genes encontrados

diferencialmente expressos nas células RCC4/Mock e RCC4/VHL.

Overall Survival A Disease Free Survival B
2 - —— Low 6 Signatures Group 2 — Low 6 Signatures Group
—— High 6 Signatures Group — High 6 Signatures Group
Logrank p=0.019 Logrank p=0.017
© | n(high)=102 © _| n(high)=102
o n(low)=102 o n(low)=102
2 E
s <9 © ]
S ° g e ——td
w w —
= c
O < _| O < |
g o g o
o o
o | N
o o
S ] e |
(=] o
T T T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 14 0 20 40 60 80 100 120 140

Months Months


http://gepia2.cancer-pku.cn/

136

Apéndice 3 - Sobrevida global (A) e Sobrevida Livre de progressao (B) de pacientes com CRCC
estratificados pela alta ou baixa expressdao da assinatura “resposta inflamatoéria”. Os
graficos foram realizados a partir de dados publicos pelo software Gepia 2

(http://gepia2.cancer-pku.cn/), onde foram inseridos os genes encontrados

diferencialmente expressos nas células RCC4/Mock e RCC4/VHL.

. A . .
Overall Survival Disease Free Survival B
= —— Low 6 Signatures Group = —— Low 6 Signatures Group
— High 6 Signatures Group —— High 6 Signatures Group
Logrank p=0.00026 Logrank p=0.0051
@ _| n(high)=258 © _| n(high)=258
o n(low)=258 © n(low)=258
g g
.E (DI i — (D, _ .
= g S L
7 »
= = L
Q = _ Q <
o o
o o
o =]
o | e
° T T T ° T T T T T T T
0 50 100 150 0 20 40 60 80 100 120 140

Months Months


http://gepia2.cancer-pku.cn/

137

Apéndice 4 — Classificagdo TNM da AJCC 2017

Tl | £7 cm na maior dimensao, limitado ao rim.

T1la | <4 cm na maior dimensao, limitado ao rim.

T1b | >4 cm, mas £ 7 cm na maior dimensao, limitado ao rim.

T2 | >7 cm na maior dimensdo, limitado ao rim.

T2a | >7 cm, mas <10 cm na maior dimensdo, limitado ao rim.

T2b | > 10 cm na maior dimensdo, limitado ao rim.

13 O tumor se estende para as principais veias ou invade os tecidos perirrenais, mas
ndo se estende além da fascia de Gerota ou da glandula adrenal ipsilateral.

Tumor se estende para as veias renais ou seus ramos segmentares, ou tumor invade
T3a | o tecido adiposo perienal e/ou tecido adiposo do seio renal, mas ndo além da fascia
de Gerota

T3b | O tumor cresce se estende para veia cava abaixo do diafragma.

T3 O tumor cresceu na parte da veia cava que esta dentro do tdrax ou invade a parede
c .
da veia cava

T4 O tumor se espalhou além da féscia de Gerota. O tumor pode ter crescido na
glandula adrenal (na parte superior do rim).

NX | Linfonodos ndo podem ser avaliados

NO | Nenhuma invasao linfonodal

N1 | Invasdao em 1 linfonodo regional

MX | Metdastase ndo pode ser avaliada

MO | Auséncia de metdastase

M1 | Metdastase a distancia




Apéndice 5 — Estadiamento clinico da AJCC 2017
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Estagio clinico T N M
| T1 NO MO

Il T2 NO MO

" T1, T2 N1 MO

T3 NO, N1 MO

" T4 Qualquer N MO
Qualquer T Qualquer N M1




