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RESUMO

Moura-Martins LA. Definigao dos dinucleotideos CpG metilados no
promoter do gene PLCG2 e de sua influéncia na repressao
transcricional em tumores de Wilms. Sao Paulo; 2011. [Dissertagcao de

Mestrado-Fundagao Anténio Prudente].

O tumor de Wilms (TW) é um tumor renal embrionario que apresenta
diversidade histoldgica e caracteristicas moleculares que recapitulam a
nefrogénese normal, sendo considerado um modelo apropriado para o
estudo da relagao bioldgica entre diferenciagéo do rim e tumorigénese. Esse
tumor se origina da incapacidade das células nefrogénicas mesenquimais de
completar a transicdo mesénquima-epitélio, resultando em um tumor
composto por trés componentes histolégicos - blastema, epitélio e estroma.
Nosso grupo vem estudando TW no contexto de diferenciacdo do rim com o
objetivo de identificar os eventos precoces que desencadeiam o surgimento
do tumor. Nesse sentido, o grupo identificou uma assinatura denominada
TW e desenvolvimento do rim, composta de 25 genes envolvidos nesses
eventos. Anotacdo funcional revelou um enriquecimento de genes
pertencentes a via Wnt, representada por APC, ROCK2 e PLCG2. A
expressdo do PLCG2 mostrou-se diminuida/ausente na grande maioria dos
tumores recapitulando os primeiros estagios de diferenciagdo do rim e
sugerindo que a expressdo de PLCG2 é um evento importante na
diferenciacdo do rim e sua inibicdo seja um fator importante para o
surgimento do TW. Nesse contexto, o objetivo desse estudo foi avaliar o
mecanismo de repressao transcricional do gene em amostras de TW. Uma
analise da regiao promotora desse gene, revelou a existéncia de grande
concentracao de dinucleotideos CpG, sugerindo a possibilidade desse gene
sofrer regulagdo epigenética por metilagdo do DNA, sendo portanto
necessaria a definicdo dos dinucletideos CpGs potencialmente envolvidos

na regulagdo da expressédo de PLCGZ2. Para isso a linhagem HEK293, de



células renais embrionarias humanas normais, foi tratada com o agente
desmetilante 5-aza-2’deoxicitidina apresentando a reativagdo da expressao
de PLCG2, o que sugeriu fortemente que o gene é regulado por metilagao.
Em seguida o DNA das células foi tratado com bissulfito de sodio oara
definicao dos sitios CpG envolvidos nessa regulagao. Essa analise revelou 8
sitios CpG potencialmente envolvidos na regulacdo da expressao do gene.
Os 8 sitios CpGs foram investigados em 55 amostras de TW e 12 amostras
de RM, dos quais sete apresentaram-se mais metiladas em TW (P < 0,05).
Correlacao inversa (P<0,001) foi observada entre o nivel de metilacéo e de
transcricdo de PLCG2, confirmando ser a metilagcao desses 8 CpGs um dos

principais mecanismos de repressao desse gene nos TW.



SUMMARY

Moura-Martins LA. [Definition of methylated CpG sites in PLCG2 gene
promoter and its influence on transcriptional silencing in Wilms
Tumors]. Sao Paulo; 20011. [Dissertacdo de Mestrado-Fundagao Antdnio
Prudente]

Wilms tumor (WT) is an embryonic renal tumor that presents histological
diversity and molecular features that recapitulate the normal nephrogenesis,
and it is considered an appropriate model for studying the biological
relationship between differentiation and tumorigenesis of the kidney. This
tumor arises from the failure of nephrogenic mesenchymal cells to complete
the mesenchyme-epithelium transition, resulting in a tumor composed of
three histological components - blastema, epithelium and stroma. Our group
has been studying WT in the context of differentiation of the kidney in order
to identify the early events that trigger the origin of the tumor. Therefore, our
group identified a signature denominated WT and kidney development,
consisting of 25 genes involved in these events. Functional annotation
revealed an overrepresentation of genes belonging to the Wnt pathway,
represented by APC, ROCK2 and PLCG2. The expression of PLCG2 was
reduced or absent in most tumors, recapitulating the early stages of kidney
differentiation and suggesting that the expression of PLCGZ2 is an important
event in the differentiation of the kidney and that its inhibition is an important
factor for the origin of TW. In this context, the aim of this study was to
evaluate the mechanism of transcriptional repression of PLCG2 in WT
samples. An analysis of the promoter region of this gene revealed the
presence of high CpG sites density, suggesting that this gene can be under
epigenetic regulation by DNA methylation. For this reason, it becomes
important to define the CpG sites potentially involved with the regulation of
the expression of PLCG2. Thus, HEK293 cells, a human embryonic kidney

cell line, was treated with 5-aza-2'deoxicitidina, a demethylating agent,



driving to PLCGZ2 reactivation, which strongly suggested that this gene is
regulated by methylation. Then the DNA of cells was treated with sodium
bisulfite to define the CpG sites involved with this regulation. This analysis
revealed eight CpG sites potentially involved with the regulation of gene
expression. These CpGs sites were investigated in 55 WT samples and in 12
mature kidney (MK) samples, and seven of which showed to be more
methylated in TW than in RM (P<0.05). Significant inverse correlation
(P<0.001) was observed between the methylation level and PLCG2
expression, confirming that the methylation of these eight CpGs is one of the

principal mechanisms of PLCGZ2 transcriptional repression in TW.



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

LISTA DE FIGURAS

Representagéo da via Wnt de sinalizagao celular.....................

Imagens de HE dos trés componentes do tumor de Wilms......

Clusterizagdo hierarquica n&o supervisionada baseada na
expressdo dos 25 genes da assinatura encontrada por
MASCHIETTO et al 2008.........cccoiieiieeeeeee e

Imagens de imunoistoquimica para a proteina PLCG2 nas
fases do desenvolvimento normal e dos trés componentes do

UMOr A WIIMIS ..o

Expressao relativa por gqRT-PCR do gene PLCG2 entre as

amostras do componente blastematoso e dois pools de rim

Resultado da busca por ilhas CpG no gene PLCG2 com o

auxilio da ferramenta BLAT ...,

Esquema representativo das quatro CGls presentes na regiao

promotora, 1° éxon e 1° intron do gene PLCG2.........................

Anadlise = comparativa dos resultados obtidos em
sequenciamento capilar e pirosequenciamento do gradiente

estabelecido entre DNA heterozigoto e selvagem.....................

Esquema representativo da regido avaliada, que se estende

pela regidao promotora, 1° éxon e 1° intron do gene

15

16

16

41

42

50

51



Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 17

Figura 18

Figura 19

Figura 20

Expressao relativa por qRT-PCR do gene PLCG2 entre as
amostras de TW e RM.......coooiiiiiieeees

Expressao relativa por gqRT-PCR do gene PLCG2 entre as
AMOSITAsS AZA € CT ..ottt

Visualizagdo em gel de acrilamida dos fragmentos 13P1, I3P2
e I13P3 do gene PLCGZ2 amplificado de DNA tratado com
bissulfito de sédio para mapeamento............cccccceeeeeiiiiiiiiiinnnen.

Visualizagdo em gel de agarose do fragmento do gene ACTB
amplificado de DNA tratado com bissulfito de sodio para

confirmagao da CONVErSAO............cceeeeeiiiiiiceeeeeeeeecee e,

Grafico de barras das médias das leituras de

pirosequenciamento do ensaio de reprodutibilidade...................

Visualizacdo em gel de agarose do fragmento I3P3 do gene
PLCGZ2 amplificado de DNA tratado com bissulfito de sddio

para o rastreamento..........ccooeiiiiiii e,

Nivel de metilacdo dos sitios CpG rastreados entre as
amostrasde TW e RM........ooiiiiiii e

Expressdo relativa por gRT-PCR do gene PLCG2 e nivel de metilacdo

dos sitios CpG diferencialmente metilados entre amostras de TW e

Nivel de expressdo do gene PLCG2 nos grupos 1, 2 e 3 de

(0 T=11] F=To= Lo TP

Correlagao entre o nivel de expressao e de metilacido de

Associagdao entre nivel de metilacio de PLCG2 e

(=1 o7= 1 Lo [ TR

68

70

72

76

80

82

86

88

89



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

Tabela 8

Tabela 9

Tabela 10

Tabela 11

LISTA DE TABELAS

Caracteristicas dos iniciadores utilizados nas reacbes de

Caracteristicas dos iniciadores para amplificagdo de

fragmento do gene ACTB.........cooiiiiiiei i

Caracteristicas dos iniciadores utilizados para o mapeamento

por sequenciamento capilar.............ccccoeeiiiiiiiiiii e

Caracteristicas dos iniciadores utilizados para o rastreamento

dos sitios CpG candidatos por pirosequenciamento.................

Condicdes das reacbes de PCR para o mapeamento do

status de metilagao dos sitios CpG.........cccceeeeiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee.

Classificagcao dos padrées de picos dos nucleotideos C e T

na posicao analisada com atribuicdo de scores........................

Valores da expressdo de PLCGZ2 relativa a média entre a

expressao dos genes normalizadores GAPDH e ACTB............

Classificacao e selecao dos sitios metilados nas amostras

CONETOIC . . e e,

Leituras  de pirosequenciamento do ensaio de
reprodutibilidade e valores de variagao absoluta dentro das
duplicatas de PCR........ooooiii e

Estatistica descritiva do ensaio de reprodutibilidade.................

Nivel de metilacdo nos sitios candidatos em 52 TW e 12

39

47

56

o7

59

61

71

74



Tabela 12 Estatistica descritiva do rastreamento dos 11 sitios CpG.........

Tabela 13 Dados clinicos e de metilagdo das amostras de TW.................



16q

1p
5-azadC
5-mC
ANOVA

BEB
cDNA
CGl
COG

Ct

CT
ddNTP
DNA
DNMT
dNTP
DP
EDTA
HAT
HDAC
MET
NaOH
NCBI
NWTSG
PBS
PCR
POG
PPi
gRT-PCR
RIN
RM

LISTA DE ABREVIATURAS

Brago longo do cromossomo 16

Braco curto do cromossomo 1
5-aza-2’-deoxicitidina

5-metilcitosina

Do inglés Analysis Of Variance

Células HEK293 submetidas ao tratamento com $-azadC
Do inglés Back Extraction Buffer

DNA complementar a fita de RNA

llhas CpG do inglés CpG Islands

Do inglés Children Oncology Group

Dinucleotideo ou sitio citosina-fosfato-guanina

Do inglés Cycle threshold

Células HEK293 nao submetidas ao tratamento com 5-azadC
Didesoxirribonucleosideos trifosfatado

Acido desoxirribonucléico

DNA metil transferase

Desoxirribonucleosideos trifosfatado

Desvio padrao

Do inglés Ethylene Diaminetetraacetic Acid
Histona acetiltransferase

Histona deacetilase

Do inglés Mesenchymal-Epithelial Transition
Hidréxido de Saodio

Do inglés, National Center for Biotechnology Information
Do inglés National Wilms Tumor Study Group

Do inglés Phosphate buffered saline

Do inglés Polymerase Chain Reaction

Do inglés Pediatric Oncology Group

Pirofosfato

Do inglés Quantitative Reverse Transcriptase-PCR
Do inglés RNA Integrity Number

Rim normal maduro



RNA
RNAmM
I's
SAM
SIOP
SNP
TBE
TE
W

Acido ribonucléico

RNA mensageiro

Coeficiente de correlacdo de Spearman
S-adenosilmetionina

Do francés Société Internationale d'Oncologie Pédiatrique
Do inglés Single Nucleotide Polymorfism

Tampéao Borato-EDTA

Tampao Tris-EDTA

Tumor de Wilms



iINDICE

1 1V 2 30] U 0¥ J0u R 1
1.1 Tumor de wilms — aspectos epidemioldgiCos...........ccceveeieiviiiiiiiiiiieeenn. 1
1.2  Tumor de wilms — aspectos moleculares............ocooeiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee. 4
1.3  Desenvolvimento do rim e tumorigénese do tumor de Wilms................. 10
1.4 Regulagao epigenética — metilagdo do DNA............iiiiiiiiiiiiiiciiiee e, 18
1.5 JUSHfICAtIVA ..o 33
OBUETIVOS ... snnnas 35
2.1 ODbjetivos eSPECIfICOS ......uuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 35
3 MATERIAL E METODOS........cccoiiereesirnesesessssessessssesssssssesssssssssassssens 36
3.1 Comité de tiCa.....coovvieieiieeeeeeeeeee 36
3.2 CaASUISHICA ..o 36
3.3 Reacgédo de RT-PCR quantitativo (QRT-PCR)........cooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee 37
3.4  Avaliacao in silico da regidao a montante do gene.........cccccceevvvevieneennnnn. 41
3.5 Tratamento com 5-aza-2’-deoxicitidina (5-azadC) ..........ccccevvvvvvvveeenennn. 43
3.6 Extracdo de DNA e RNA da linhagem HEK293 ... 43
3.7  Tratamento com bissulfito de SOdIO ..........cevviiiieiiiiiiic e, 46

3.8 Teste de sensibilidade para avaliacdo quantitativa de alteragao
nucleotidica das metodologias de sequenciamento...............ccccceeeeeeen. 48

3.9 Desenho dos iniciadores para amplificacéo e analise de trechos das

1] gF= TS 07 o] € (O 1= R 54
3.10 Mapeamento do perfil de metilacdo de trechos das ilhas CpG.............. 58
3.10.1 Amplificagcdo em reacdes de PCR do DNA tratado com bissulfito de

soédio das células HEK293 ... 58
3.10.2 Sequenciamento Capilar ............uuciiii i 59
3.10.3 Critérios para a selecao dos sitios CpG candidatos..............c.. ceevvvneenn. 60

3.11 Rastreamento dos sitios candidatos por Pirosequenciamento. ............. 62



3.11.1 Verificacdo da qualidade da conversao das citosinas no DNA

tratado com bissulfito de sédio das amostras da casuistica.................. 63

3.11.2 Ensaio de Reprodutibilidade ............ccoooiimiiiiiiiiiiieiieeeee e 64
3.11.3 Amplificacido em reacdes de PCR do DNA tratado com bissulfito de

3.12

4.1

4.2

4.3
4.4

sddio das amostras da casuistica deste trabalho e reagdes de

PIr0OSEQUENCIAMENTO. .....eeiiee e e e e e e e e eeeeees 64
Analises estatisticas ...........coouuiiiiiiiii 65
RESULTADOS ... re e s e rnmsssss s s s s e e e s snmnssss s s s e e s e s nnmnnssssssssnnnns 67
Analise da expressdo de PLCG2 na casuistica........cccccccoevveeeeiiineeeen, 67

Anadlise da expressao de PLCG2 nas células da linhagem tratada e
nao tratada com agente desmetilante..............cooooiiiiii i, 68
Mapeamento do perfil de metilagao de trechos das ilhas CpG.............. 71

Rastreamento do nivel de metilagdo dos CpGs nas amostras de TW e

................................................................................................................ 87
Associagao do nivel de metilagdo e dado clinico............ccooveeeeeinninen, 91
9] KT o U577 Y T 95
CONCLUSOES........coceeirerieeeereeeeessessessessessessessessessssssssessessesssesesnees 109

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........ccccoceeeeirerreceerese e eeeeesasaeenes 110



1 INTRODUCAO

1.1 TUMOR DE WILMS- ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

O céancer infanto-juvenil (até 19 anos) corresponde entre 2% e 3% de
todos os tumores malignos e € considerado raro quando comparado com 0s
tumores do adulto. No Brasil, em 2005, a mortalidade por cancer em
criangas e adolescentes com idade entre 1 e 19 anos correspondeu a 8% de
todos os o6bitos, consistindo, assim, na segunda causa de morte nesta faixa
etaria, depois de morte por causas externas, como acidentes e violéncia, e
portanto, na primeira causa de mortes por doengas nesta populagéo (Cancer
na Crianca e no Adolescento no Brasil — dados dos Registros de Base
Populacional e de Mortalidade — Ministério da Saude — INCA, 2008). Esses
indices se assemelham muito aos indices observados nos paises
desenvolvidos para as causas de 6bito na populagédo pediatrica (até os 14
anos), em que obito por cancer fica em segundo lugar depois de acidentes
(LITTLE 1999). Isso sugere que esse quadro seja reflexo das atuais politicas
de prevencao em outras doencas infantis.

A maioria dos tumores pediatricos apresenta achados histolégicos
que se assemelham a tecidos fetais nos diferentes estagios de
desenvolvimento, sendo considerados embrionarios. Essa semelhangca a
estruturas embrionarias gera grande diversidade morfolégica resultante das

constantes transformagdes celulares, podendo apresentar um grau variado



de diferenciacao celular. Os tumores embrionarios diferem dos tumores de
adultos em diversos aspectos tais como caracteristicas anatomopatoldgicas,
local de acometimento e comportamento clinico (KOESTERS 2003).
Aproximadamente 30% das neoplasias malignas na infancia sao tumores
decorrentes de erros no desenvolvimento, cujas caracteristicas patoldgicas
recapitulam aquelas do desenvolvimento do 6rgédo ou tecido de origem
(DEHNER 1998). Acredita-se que a principal diferenca entre neoplasias
embrionarias e de adultos seja o fato de os tumores embrionarios serem
neoplasias originarias de células primordiais que sofreram mutagdes
espontaneas e ndo decorrentes de mutag¢des adquiridas por agado ambiental,
como ocorre com a maior parte das neoplasias de adultos (DEHNER 1998).

Dentre os tumores soélidos embrionarios, os mais comumente
encontrados sdo  os retinoblastomas, hepatoblastomas (HB),
neuroblastomas, nefroblastomas ou tumores de Wilms (TW), tumores
neuroectodérmicos primitivos (PNET) ou sarcoma de Ewing e os
rabdomiossarcomas. Esses tumores mostram diversidade histolégica, como
€ o caso do TW, o qual é objeto de estudo desse projeto.

O TW ¢é o tumor renal maligno primario mais comum em criangas
(BRODEUR e BRODEUR 1991; DOME et al. 2006) responsavel por 7% de
todos os tipos de cancer infantil (BRODEUR e BRODEUR 1991; DOME et al.
2006; STILLER e PARKIN 1990), correspondendo a 95% de todos os
tumores renais pediatricos (BRESLOW et al. 1993; LITTLE 1999; PASTORE
et al. 2006). A incidéncia anual é de uma em 10.000 criangas menores que

15 anos de idade no mundo inteiro (BRODEUR e BRODEUR 1991; DOME



et al.2006) com idade média de apresentacdo de 44 meses para pacientes
com doenga unilateral e 32 meses para bilateral sincrénica (BRODEUR e
BRODEUR 1991), sendo a incidéncia semelhante em meninas e meninos
(BRODEUR e BRODEUR 1991; DOME et al. 2006).

No Hospital do Cancer, em Sao Paulo, antes de 1970, a sobrevida em
5 anos de pacientes com TW nao ultrapassava 8% mediante um tratamento
aleatorio e em 1971, com a formacgao de uma equipe multidisciplinar, passou
para 34%. A partir de 1979, utilizando um protocolo baseado no grupo
cooperativo norte-americano, National Wilms Tumor Study Group (NWTSG),
a sobrevida atingiu 83% (DE CAMARGO 1987). Atualmente a sobrevida
relatada na literatura € maior que 93% (RIES et al. 2008; DAVIDOFF 2009)
mostrando-se uma das mais bem sucedidas da medicina moderna, resultado
em parte da forma sistematica que a abordagem terapéutica desenvolveu,
em que além da cirurgia, componente critico da terapia, e do papel do
cirurgidao, o refinamento do tratamento quimioterapico e, em algumas
circunstancias, radioterapico tem importante parcela na melhora dessa taxa
de sobrevida. (DAVIDOFF 2009).

E tendo em vista a alta taxa de sobrevida, atualmente visa-se
identificar marcadores de bom e mau progndéstico que auxiliem na decisédo
de atenuar ou intensificar a terapia, reduzindo a morbidade, aumentando as

taxas de sobrevida e de cura e reduzindo as sequelas da terapia.



1.2 TUMOR DE WILMS - ASPECTOS MOLECULARES

Assim como outros tipos de cancer, o TW se caracteriza por
alteragcbes em genes que regulam o crescimento celular, diferenciacéo e
potencial proliferativo. A maior parte dos TW surge de mutagdes somaticas
que se restringem ao tecido tumoral. Alguns, no entanto, se originam de
mutagdes na linhagem germinativa, o que pode tanto ser herdado, como
adquiridos (mutacao de novo).

Muito do entendimento da relagao entre TW e desenvolvimento do rim
deriva de estudos sobre a proteina Wilms Tumor 1, a WT1 (GESSLER et al.
1990; HABER et al. 1990; HUANG et al. 1990), cujo gene esta localizado em
11p13. WT1 tem funcéo de fator de transcricao e apresenta um padrao de
expressao finamente regulado durante a diferenciagado do rim (PELLETIER
et al. 1991; PRITCHARD-JONES et al. 1990). As propriedades
transativacionais da WT1 tém sido extensivamente estudadas, e levaram a
identificacdo de alvos transcricionais implicados na diferenciacao renal ou
gonadal, uma vez que o WT1 regula a expressao de fatores que mediam os
sinais mesenquimais indutores da formacdo e da ramificagdo do broto
uretérico (VAINIO e LIN 2002). Além disso, o WT1 também tem um papel
fundamental na sobrevivéncia do mesénquima metanéfrico, (KREIDBERG et
al. 1993), que da origem aos glomérulos e tubulos renais, e foi observado
ser essencial para o desenvolvimento renal de camundongos (GESSLER et

al. 1990).



Além das mutagcées em WTT1, alteragdes no gene CTNNB1, localizado
em 3p21 e que codifica a proteina (-catenina, foram relatadas em dois
estudos independentes com frequéncia de aproximadamente 15% dos TW
(KOESTERS et al. 1999; MAITI et al. 2000). Em ambos os estudos as
mutacdes afetavam sitios de fosforilagdo, responsaveis pelo controle da
localizacdo da proteina. Uma vez que esses sitios ndo podem mais ser
fosforilados, a transferéncia da B-catenina para o nucleo em uma célula
diferenciada ndo é mais impedida e ela pode entdo atuar como fator de
transcricdo, enquanto que fosforilados, a B-catenina fica localizada na
membrana e no citoplasma, envolvida na formagéo de complexos protéicos
responsaveis pela adesao celular. O processo de transcricdo € importante
para o desenvolvimento de um 6rgao e o processo de adesdo é importante
para a manutencdo da célula diferenciada. Dessa forma, alteracbes na
regulacdo dessa proteina sdo reconhecidamente importantes para os dois
processos e uma alteragcdo na sua regulacéo pode levar ao desenvolvimento
de inumeros tipos de tumores (SPARKS et al. 1998; MIYOSHI et al. 1998;
HARRIS et al. 2005), que, com frequéncia, apresentam a [-catenina com
localizac&o nuclear, a qual pode, assim, voltar a ativar genes que deveriam
permanecer silenciados. Ainda, a B-catenina é considerada o efetor da via
de sinalizagdo Wnt (Wingless-type). Assim, a regulagdo fina dessa via é
essencial para a fisiologia da célula e disturbios na sua regulacdo podem
promover tanto doencgas degenerativas quanto o cancer (LOGAN e NUSSE

2004).



A via de sinalizagdo Wnt, representada na Figura 1, € constituida por
membros da familia Wnt de proteinas de sinalizagao e sinaliza, basicamente,
através de trés bracos: o brago Wnt/B-catenina canbnico e os nao

candnicos, jun kinase e Wnt/Ca?*
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Figura 1 - Representacao da via Wnt de sinalizag&o celular. A via é composta

Proteossomo

por trés bracgos: o brago candnico, o bragco dependente de calcio e o brago de polaridade

planar. Imagem adaptada de www.abcam.com

O brago candnico, que envolve a B-catenina, € o mais estudado, tanto
na diferenciacdo normal das células quanto em tumores. Acredita-se que
mediante ativacdo da via Wnt durante a embriogénese, a B-catenina é
impedida de ser degradada, sendo transportada para o nucleo, onde

participa de complexos protéicos e regula a expresséo de diversos genes.



Foi descrito, também, um gene supressor de tumor em TW, o WTX,
sendo o primeiro gene supressor identificado no cromossomo X, com
localizagdo em Xq11.1 (RIVERA et al. 2007). Pelo fato do WTX estar
localizado em uma regido sujeita a inativacdo, homens e mulheres tém
apenas uma copia ativa do gene e, portanto, um unico ponto de mutacao é
suficiente para sua inativagao (SCHEDL 2007). O WTX forma um complexo
com B-catenina, AXIN e APC (KIMELMAN 2006) responsavel por sequestrar
a B-catenina do citoplasma, bloqueando sua atividade de regulagao génica,
antagonizando a sinalizagdo Wnt/B-catenina, enquanto que a inibicdo de
WTX aumenta a atividade de B-catenina no nucleo (MAJOR et al. 2007).

O brago Wnt/Ca®" parece ter a fungdo de suprimir a sinalizagdo do
brago Wnt/B-catenina, através da ativagao da proteina cinase C dependente
de calmodulina (CaMKIl) e da quinase Nemo-like (NLK) (KUHL 2004;
LOGAN e NUSSE 2004; SEIFERT e MLODZIK 2007), através da
fosforilagao dos fatores de transcricdo TCF (ISHITANI et al. 1999, 2003).

Esse braco da via Wnt foi associado aos TWs através da diminuicao
da expressao de WNT5A observada em TWs em relacdo aos rins fetais
(TAMIMI et al. 2008) e também através da auséncia de PLCGZ2 nos TWs,
semelhantemente aos rins fetais, e presenca nas células dos rins
diferenciados (MASCHIETTO et al. 2008). O bragco Wnt/Ca** foi associado
também a formacgao de tumores (LIANG et al. 2003; KREMENEVSKAJA et
al. 2005; TAMIMI et al. 2008)

O brago Wnt/JNK é o brago da via Wnt menos estudado, mas sabe-se

que esta envolvido no processo de gastrulagdo e na migragao das ceélulas da



crista neural e € ativado através do envolvimento das proteinas Wnt11 e
Wnt5A (VEEMAN et al. 2003; MATSUI et al. 2005; DE CALISTO et al. 2005).

A via Wnt participa de multiplos eventos do desenvolvimento durante
a embriogénese, também esta envolvida na homeostase em tecidos adultos
(LOGAN e NUSSE 2004) e, no rim, a Wnt é critica para a indugcado da
diferenciacao epitelial do mesénquima metanéfrico (transicdo mesénquima-
epitélio, MET) (KISPERT et al. 1998). Desta forma, desequilibrios na
regulacédo dessa via podem ser criticos para o surgimento do TW.

Atualmente, acredita-se que mutacdes de WTX, WT1 e CTNNB1
juntas explicam por volta de 30% dos TWs (RUTESHOUSER et al. 2008),
sugerindo que outros genes determinantes para o processo de tumorigénese
de TW ainda nao foram associados a essa patologia. No entanto, WEGERT
et al. (2009) identificaram alteragcbes gendmicas em WTX em 17% casos de
TW, mas nao encontraram correlacao significativa entre delegao ou nivel de
expressao de WTX e parametros clinicos, sugerindo que mutagdes em WTX
tenham aparentemente pouco impacto direto no comportamento e
apresentacado do tumor. Ademais, a presenga de delegdes incompletas de
WTX, apesar da frequéncia de perda alélica completa, sugere que nao
sejam alteragdes precoces e necessarias para o inicio da tumorigénese, e
sim, eventos tardios que possam afetar apenas uma fragao de células com
relevancia clinica pouco clara (WEGERT et al. 2009).

Na patologia do TW existem também casos de predisposicao familial,
apesar de serem raras e afetarem de 1 a 2% dos pacientes com TW.

Adicionalmente, a analise de duas familias revelou linkage com cromossomo



17q, e um gene candidato nesse locus foi nomeado FWT1 (RAHMAN et al.
1996, 1998). Analise de cinco outras familias revelou um segundo locus
predisponente de TW familial no 19q, chamado FWT2 (MCDONALD et al.
1998). No entanto, o fato de outras familias com TW ndo apresentarem
linkage com os loci cromossémicos FWT1, FWT2 ou de WTT1, implica na
existéncia de outros genes de suscetibilidade familial a TW (RAPLEY et al.
2000).

Estudos de citogenética também tém sido realizados em tumores de
Wilms e um deles identificou LOH n&o-randémica no cromossomo 16gq em
20% das amostras de TW avaliadas (MAW et al. 1992), no entanto, o
numero de amostras de tumor era pequeno (sete). Em 1994, o Pediatric
Oncology Group, divulgou um trabalho com 232 criangas com TW
registradas no NWTS (National Wims Tumor Study) -3 e -4, no qual foi
avaliada a LOH para marcadores de DNA polimérficos no cromossomo 16q.
Independentemente de histologia (favoravel ou nao), 17,2% dos tumores
apresentaram LOH em 16q, propor¢cdao semelhante ao observado por MAW
et al. (1992). Tumores de Wilms de histologia favoravel sdo aqueles que nao
apresentam anaplasia e cuja chance de cura é excelente. Anaplasia refere-
se a aparéncia anormal e bizzara da célula e ao nucleo grande e distorcido.
Esses dados de LOH foram associados com uma sobrevida total e livre de
doenca em dois anos significativamente pobre, mesmo quando ajustado
para os estagios e histologia (GRUNDY et al. 1994).

Também foi verificada LOH em 1p em 10% dos TW (GRUNDY et al.

1994). Estudos preliminares mostraram, ainda, que LOH em 16q e 1p foi
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associada com prognéstico adverso, independente do estadio do tumor e da
histologia, e ambas as perdas também foram associadas com outros tipos
de cancer (GRUNDY et al. 1994, 1998). Em outro estudo realizado com mais
de 2.000 pacientes, foi observado aumento do risco de recaida para os
estadios | e Il com histologia favoravel daqueles tumores que apresentaram
LOH em 16qg e que a perda de ambos os loci se mostrou associada com
aumento de risco de recaida do tumor e morte em pacientes de estadio | a
IV com histologia favoravel. Esses achados permitiram a inclusao da analise
de LOH de 1p e 16q como fatores prognéticos para auxiliar na determinacgao
da intensidade do tratamento visando a diminuicdo do risco de recaida do
tumor (GRUNDY et al. 2005).

Diante do exposto, podemos afirmar que a diferenciacdo normal do
rim é resultado de sucessivos eventos moleculares coordenadamente
regulados e que mutacédo ou interrupcdo de qualquer passo crucial nessa

sucessao de eventos pode levar a ma formacao do rim e doenca.

1.3 DESENVOLVIMENTO DO RIM E TUMORIGENESE DO

TUMOR DE WILMS

O inicio do desenvolvimento do rim é um processo complexo que
envolve interagdes altamente reguladas entre os dois derivativos do
mesoderma intermediario que compdem o mesénquima nefrogénico - o
ducto de Wolffian (ou ducto mesonéfrico) e o mesénquima metanéfrico (ou

blastema metanéfrico) (VAINIO e LIN 2002), que levarao ao processo de
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MET do mesénquima metanéfrico formando as vesiculas e os tubulos renais
(condensacdo). O mesénquima metanéfrico da origem, também, aos
elementos estromais, que sédo células mesenquimais que ndo passaram pela
MET (SCHEDL 2007). Estas células se desenvolvem na periferia do
mesénquima nefrogénico e entre as ramificagbes do broto uretérico
(SCHEDL 2007). A diferenciacdo normal do rim, entdo, é resultado de
sucessivos eventos moleculares coordenadamente regulados. Mutagdo ou
interrupcao de qualquer passo crucial nessa sucessao de eventos pode levar
a ma formacgao do rim e doengca (MASCHIETTO et al. 2008).

Os TWs, por se originarem de células precursoras embrionarias
pluripotentes do rim, podem ser considerados uma falha da MET, resultando
em tumores compostos por células semelhantes as células precursoras
renais - componente blastematoso (BL) -, células estromais indiferenciadas
elou ectépicas - componente estromal (ES) -, e estruturas epiteliais
primitivas que lembram os tubulos e os corpos de “virgula” e “S” do rim
embrionario - componente epitelial (EP)(SCHEDL 2007). Essa estrutura
trifasica €& decorrente da incapacidade das células nefrogénicas
mesenquimais de completar a MET (MIERAU et al. 1987; HASTIE 1994; LI
et al. 2002), que deve ocorrer durante o desenvolvimento normal para a
formacdo do néfron maduro, consistindo, entdo, na interrupcédo da
diferenciagao celular.

Na Figura 2, sdo apresentadas imagens de HE dos trés componentes

do tumor de Wilms separadamente e juntamente (TW), bem como de um rim
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fetal, mostrando a semelhanga morfoldgica existente entre o tumor de Wilms

e o rim fetal.

Figura 2 — Imagens de HE dos trés componentes do tumor de Wilms: A -

componentes blastematoso (BL), B - epitelial (EP) e C - estromal (ES); D - tumor de Wilms

contendo os 3 componentes (TW); E - rim fetal (RF).

Além de sua aparente derivagcdo de precursores pluripotentes, a
associagao do TW com células persistentes de tecido embrionario, os restos
nefrogénicos, aponta também para uma conexdo com o inicio do
desenvolvimento do rim (BECKWITH et al. 1990). Os restos nefrogénicos
consistem em células do blastema com graus variados de diferenciagcao
(RIVERA e HARBER 2005) que persistem na vida pdés-natal (DOME e

COPPES 2002). S&o encontrados normalmente em aproximadamente 1%
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de rins de recém nascidos e normalmente regridem ou se diferenciam na
infancia precoce (BECKWITH et al. 1990). Como sao encontrados restos
nefrogénicos no rim de aproximadamente 40% dos pacientes com TW
unilateral e aproximadamente 100% dos pacientes com TW bilateral,
presume-se que sejam precursores desse tumor. Por outro lado, alguns
estudos mostram que a maioria dos restos nefrogénicos, incluindo alguns
com mutagdes inativadoras bialélicas do WT1 nunca convertem para TW,
sugerindo que eventos genéticos adicionais s&o necessarios para completar
o processo de transformacao. (DOME e COPPES 2002).

Uma vez que o TW tem caracteristicas histolégicas comuns ao rim
embrionario, a analise da biologia celular e molecular dessa patologia tem
fornecido importantes pistas sobre a relacdo entre o desenvolvimento renal
precoce e a biologia do TW (RIVERA e HABER 2005; MASCHIETTO et al.
2008).

Nesse sentido, foi observada uma correlagao estreita entre o padrao
génico geral no tumor e os estagios iniciais da diferenciagdo normal do rim
que forneceu suporte a hipotese da recapitulacdo da nefrogénese normal por
esta patologia (LI et al. 2002, 2005). Nestes estudos, listas de genes mais
expressos nos estagios iniciais da diferenciagcdo normal do rim que no rim
maduro, representativas de cinco diferentes estagios da expressdo génica
temporal em rim de ratos (STUART et al. 2003) foram comparadas com uma
lista de genes mais expressos em TW que no rim maduro, mostrando uma
sobreposicao significativa de genes com o estagio mais precoce avaliado do

desenvolvimento do rim. Entretanto, esses dados séo baseados no padrao



14

de expressido do tumor como um todo, e uma vez que o tumor é composto
por populagbes mistas de células numérica e morfologicamente distintas,
esse perfil de expressdo tem um poder menor de refletir a relagéo entre o
TW e o processo da nefrogénese.

Em uma analise semelhante, nosso grupo analisou os dados de
expressao de aproximadamente 4.600 genes através de microarray dos trés
componentes dos TWs em separado e foi identificado que,
preferencialmente, o componente blastematoso, € ndo o tumor como um
todo, apresenta o padrdao de expressao mais semelhante aos primeiros
estagios de desenvolvimento do rim. Esse dado sugere que o componente
blastematoso apresenta a informagao molecular que reflete a interrupgao na
diferenciagao das células conferindo, portanto, uma situagao permissiva para
o aparecimento do tumor (MASCHIETTO et al. 2008).

Além disso, assumindo que as caracteristicas que definem TW
consistem tanto na perda do controle do desenvolvimento, quanto no ganho
do processo de malignidade, provavelmente de maneira sequencial, nosso
grupo analisou separadamente genes provavelmente envolvidos na perda do
controle do desenvolvimento do rim, somente no componente blastematoso.
Esta analise resultou na identificagdo de uma assinatura de 25 genes
modulados durante o desenvolvimento do rim e que estavam alterados no
TW (Figura 3). Essa assinatura foi capaz de discriminar os rins fetais dos TW

que por sua vez foram discriminados dos rins normais maduros.



15

L1007 de suports
90-1007 de suporte
50-00% de superte
70-30% de suporta
B0-T0% de suports
50-60% de suporta
P 0507 de suporte
No ndo cobarto

BN RREBAAAAAADDDDOO0DDDRD

Figura 3 — Clusterizagdo hierarquica ndo supervisionada baseada na
expressao dos 25 genes da assinatura encontrada por MASCHIETTO et al

2008. Os simbolos representam amostras de rim normal maduro (RM), componente

blastematoso (BL) e rim fetal (RF). As cores nas caixas representam a confiabilidade da
analise de bootstrap utilizada na clusterizagao hierarquica ndo supervisionada.

Uma analise das vias funcionais relevantes nesse grupo de genes
mostrou um enriquenciamento da via Wnt, representada pelos genes APC,
ROCK2 e PLCG2, reforgando o envolvimento da via na diferenciagdo do rim
normal e no aparecimento do tumor. Dentre os genes pertencentes a via Wnt
destacamos o PLCG2 localizado em 16g24.1, que codifica para a proteina
PLCG2, cuja expresséo nesse estudo foi encontrada baixa nos estagios
iniciais do desenvolvimento normal, crescente até atingir a maturidade e
diminuida ou ausente nas amostras de TW em todos os trés componentes
(Figura 4), com confirmagao em nivel de mRNA (Figura 5) e de proteina em

grupos independentes de amostras de TW (MASCHIETTO et al. 2008).
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Figura 4 — Imagens de imunoistoquimica para a proteina PLCG2 nas fases

do desenvolvimento normal (A, B e C) e dos trés componentes do tumor de

Wilms (D, E e F). A — Rim fetal de 11 semanas; B- rim fetal de 22 semanas; C- rim normal
maduro; D — componente blastematoso; E — componente epitelial; F — componente
estromal. Expresséo protéica de PLCG2 ausente em 76,1% das amostras de componente
blastematoso, 71,9 % das amostras de componente epitelial e 99,98% das amostras de
componente estromal.
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Figura 5 — Expressao relativa por qRT-PCR do gene PLCG2 entre as

amostras do componente blastematoso e dois pools de rim fetal. A expresséo
relativa € dada na escala de log na base 2 (log2) e se refere aos genes normalizadores
GAPDH e ACTB. Os pontos no grafico representam a média das duplicatas de cada
amostra. A média das expressbdes & dada pelo trago maior BL: amostras de componente
blastematoso do tumor de Wilms; RF: amostras de rim fetal. P: pvalor. F: fold calculado pelo
meétodo de PFAFFL (2001). Valores de P < 0,05 foram considerados significativos.
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As fosfolipases C gama (PLCG), pertencentes a famila de proteinas
fosfolipases C, quando ativadas, via receptor tirosina cinase, clivam
fosfatidilinositideos de membrana para formar PIP3 (fosfatidilinositol-1,4,5-
trifosfato) e DAG (diacilglicerol) resultando no aumento da concentragao
intracelular de calcio livre e PKC (proteina cinase C). YU et al. (2005)
mostraram que o aumento da sinalizagao do Plcy2, proteina do camundongo
ortdloga ao PLCG2 do humano, in vivo levou a um aumento na entrada de
Ca?* no nivel celular (YU et al. 2005). PATTERSON et al. (2002) mostraram
que isoformas de Plcg sdo necessarias para entrada de Ca®" induzida por
agonista, uma vez que RNA de interferéncia para depletar Plcg2 inibiram
essa entrada em células PC12 (células pequenas assimétricas de glandula
adrenal) e células A7r5 (células de musculatura lisa de aorta de ratos). Essa
entrada foi reestabelecida nas células DT40 (linfocitos B de frango) knockout
para PLCGZ2 por expressao transiente de plcg2 de rato ou um mutante de
plcg2 com funcéo lipase inativa. Isso indica um papel independente de lipase
para PLCG2 na ativagao fisiolégica da entrada de Ca+ induzida por agonista
(PATTERSON et al. 2002).

Outra evidéncia da participacdo do PLCG2 na via do Ca®" é pelo
brago Wnt/Ca** que estd envolvido com o aumento da concentragdo
intracelular de Ca®* através da ativacdo da proteina Frizzled (Fz) que, por
sua vez, pode ativar a fosfolipase C (PLC), a qual promove a liberacdo do
Ca?*. Uma grande variedade de processos do desenvolvimento, desde
fertilizacao até formacao e fungdo do organismo, € dependente da dinamica

de liberacdo de ions Ca?* (SLUSARSKI e PELEGRI 2007).
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A modulacdo da expressao do PLCGZ2 esta ausente nos primeiros
estagios do desenvolvimento do rim e a recapitulagdo dessa auséncia de
expressao pelo TW foi observada pela primeira vez por MASCHIETTO et al.
(2008), sugerindo que esse gene tenha importante papel no processo de
desenvolvimento normal do rim e no processo de tumorigénese do TW. Além
disso, a localizagdo desse gene em 16qg24.1, contido no locus 16q cuja
perda esta associada com maior risco de recaida em TW faz desse gene um

importante candidato a ser caracterizado no contexto dessa neoplasia.

1.4 REGULAGAO EPIGENETICA - METILAGAO DO DNA

O estudo da epigenética é definido como o estudo dos mecanismos
que regulam a expressao génica e que sao transmitidos de célula mae a
célula filha, mas que n&o envolvem alteragcbes na sequéncia de nucleotideos
do DNA. Em outras palavras, os mecanismos epigenéticos definem onde e
quando a informagao genética sera utilizada. O padrdo de informagao
epigenética é variavel entre os tipos celulares (TREMBLAY e HAMET 2008)
e, uma vez estabelecidos, nas células completamente diferenciadas, os
sinais epigenéticos sdo estavelmente herdados através da mitose sendo
essenciais para manter o perfil correto de expressao da célula durante a vida
do organismo (WHITELAW e GARRICK 2006).

Por serem estas modificagbes reversiveis e mais prontamente
alteradas que a sequéncia do DNA, a informacdo epigenética pode ser

dinamicamente reprogramada durante a diferenciagdo celular, mas é
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também propagada com fidelidade consideravelmente menor que a da
informagéo genética. Estima-se, por exemplo, uma taxa de erro de 10" por
dinucleotideo CpG e divisao celular para a metilagdo do DNA (USHIJIMA et
al. 2003), em contraste com valores na ordem de 10"® de taxa de erro por par
de base e divisdo celular para as mutagdes genéticas (DRAKE et al. 1998), o
que leva ao provavel acumulo de grande numero de erros de metilagao do
DNA, herdaveis ao longo da vida. Dessa forma, o envelhecimento celular
leva a heterogeneidade crescente dentro da populagdo celular e pode
contribuir para a perda do controle desse mecanismo e como consequéncia
ao desenvolvimento de doengas tais como o cancer (FRAGA e ESTELLER
2007).

A maioria das modificacbes epigenéticas do DNA ou fatores
associados em tecidos normais sdo alteradas no cancer e esta associada
com genes que afetam diversas vias reguladoras do crescimento celular,
apoptose, sinalizacado celular e reparo de DNA (VOGELSTEIN e KINZLER
2004). Mais que isso, modelos mostraram recentemente que disturbios
epigenéticos na populacdo de células tronco sdo a origem do céancer
(FEINBERG et al. 2006).

A importancia da epigenética na manutencdo do desenvolvimento e
da biologia normais é refletida pela observagdo de que muitas doencas se
desenvolvem quando formas erradas de marcas epigenéticas sao
introduzidas ou adicionadas no momento ou lugar errado (ESTELLER 2002).
Um exemplo disso € o claro papel causal da metilacdo do DNA para o

cancer, com a hipermetilagdo de alguns genes como evento precoce na
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tumorigénese, bem como um cenario de metilagdo tumor-especifico
(ESTELLER 2007b). Além disso, tem sido atribuido aos mecanismos
epigenéticos, fundamental papel na regulagdo de muitos processos celulares
importantes para o funcionamento normal da célula, incluindo expressao
génica e de microRNA (miRNA), interagdes DNA-proteinas, supressao da
mobilidade de elementos transponiveis, diferenciagao celular, embriogénese,
inativagdo do cromossomo X e imprinting genbmico (PORTELA e
ESTELLER 2010).

Alteracdes epigenéticas sao fortes candidatas a serem marcadores de
patologias, mesmo antes de exibirem o fendtipo patologico, tendo em vista
que ja foram detectadas muitas alteragdes epigenéticas antes do
aparecimento do cancer invasivo (FEINBERG e TYCKO 2004; FEINBERG et
al. 2006). Essas alteragcbes envolvem modificacbes de histonas,
posicionamento de nucleossomos e metilagdo do DNA.

Histonas s&o estruturas protéicas altamente basicas, ao redor das
quais o DNA, polimero negativamente carregado, se enrola, para possibilitar
a neutralizagado das cargas, o dobramento do DNA e sua permanéncia no
espaco restrito do nucleo. O DNA enrolado ao redor do nucleo de histona
(formado por duas copias de cada proteina histona H2A, H2B, H3 e H4)
constitui a unidade basica da cromatina eucariética, o nucleossomo (JIANG
e PUGH 2009). Desse nucleo octamérico apontam as caudas amino-
terminais das histonas, pelas quais os nucleossomos vizinhos interagem
entre si (KOUZARIDES 2007) e cujas cadeias polipeptidicas podem sofrer

diversos tipos de modificagdes covalentes pds-traducionais, denominadas
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modificagdes de histonas, que incluem acetilacdo, metilacdo, fosforilacao,
sumoilagao, ubiquitinacdo e ADP-ribosilagdo (para revisao BHAUMIK et al.
2007; KOUZARIDES 2007).

Estas modificagdes podem alterar as interagcdes DNA-histona e tém
impacto no mais alto nivel de estrutura da cromatina por modular a sua
afinidade de ligagdo ao DNA e por recrutar complexos remodeladores
adicionais da cromatina (BOCK e LENGAUER 2008). Uma visao simplificada
da cromatina reconhece dois estados basicos: a eucromatina, aberta e
transcricionalmente competente e a heterocromatina, mais condensada e
transcricionalmente silenciada (encontrada essencialmente nos
centrébmeros). Ha ainda a heterocromatina facultativa, que pode variar entre
uma conformacdo mais aberta e mais compacta. Essas transigdes sao
essenciais para estabelecer os diferentes padrbes necessarios durante a
vida embrionaria, desenvolvimento e estagios da idade adulta, e dependem
principalmente do controle epigenético das modificacbes de histonas e
metilagdo do DNA (GUIL e ESTELLER 2009).

Exemplos de modificagcbes de histonas que colaboram para os
estados da cromatina sdo a acetilagdo de residuos de lisina que € catalizada
pela histona acetiltransferase (HAT) e que, salvo excegdes, tende a levar a
uma cromatina mais aberta por reduzir a interagdo entre a cauda
positivamente carregada da histona com o arcabouco de fosfato do DNA
negativamente carregado (STRAHL e ALLIS 2000). Por outro lado a

deacetilacdo desses residuos, catalizada pela histona deacetilase, HDAC,



22

estd associada com repressdo transcricional em fungdo de uma
conformacao mais fechada da cromatina.

Metilagdo de residuos de lisina e arginina podem ocorrer nas histonas
H3 e H4, na forma de mono-, di- ou tri-metilacdo, com metiltransferases
especificas atuando em residuos especificos, e dependendo do sitio e tipo
de histona, o padrdo de metilagcdo resultara em diferentes resultados
transcricionais. Nesse sentido, metilagdo do residuo de lisina 9 e 27 da
histona H3 (H3K9 e H3K27, respectivamente) e do residuo de lisina 20 da
histona H4 (H4K20) estd geralmente associada com a formagdo de
heterocromatina e presengca de repressores transcricionais HP1
(Heterocromatin Protein 1), enquanto a metilagdo da lisina 4 e 36 da histona
H3 (H3K4 e H3K36, respectivamente) estd associada com regides
transcricionalmente ativas (BARSKI et al. 2007).

As modificagdes de histona podem influenciar umas as outras e
também interagir com metilacdo do DNA, e é a presenca combinada de uma
miriade de modificacbes numa maneira temporal e controlada, que em
ultima instancia programa o perfil de expressao apropriado do genoma para
cada identidade celular (TURNER 2007).

Associada as modificacbes de histonas estd a modulagdo do
posicionamento do nucleossomo. Essa unidade basica da cromatina
eucariotica foi a solugado evolucionaria que permitiu o empacotamento do
DNA no nucleo (JIANG e PUGH 2009). Em contrapartida, esse
empacotamento leva a uma maior dificuldade para o acesso ao codigo

genético, que por outro lado € compensada pelo fato de que as enzimas que
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|léem, replicam e reparam o DNA podem reconhecer as histonas e ser
direcionadas aos sitios de entrada apropriados. Nesse sentido, em
condi¢bes normais, a RNA polimerase Il (Pol Il) inicia a transcrigdo no inicio
do gene e ndo no meio, as DNA polimerases iniciam a replicagdo nas
origens de replicagdo, e as enzimas de raparo do DNA sao direcionadas aos
sitios de dano no DNA (JIANG e PUGH 2009).

Mas para o devido reconhecimento, a acessibilidade do DNA, chave
para a regulacdo génica apropriada e para a fidelidade da transcri¢cao, é
também regulada pela combinag&o entre posicionamento do nucleossomo e
suas modificagdes quimicas (JIANG e PUGH 2009). A dindmica dos
nucleossomos é dirigida por complexos de remodelamento da cromatina
ATP-dependentes de varias maneiras: ao criar loopings transientes de DNA
na superficie do nucleossomo expondo sitios regulatérios do DNA (POLACH
WIDOM 1995, 1996), ao mover os nucleossomos lateralmente para cobrir ou
expor esses sitios, ao afastar ou remover os nucleossomos (JIANG e PUGH
2009) e pela substituicdo de subunidade de histonas por subunidades
variantes (KROGAN et al. 2003; KOBOR et al. 2004; MIZUGUCHI et al.
2004).

Outro importante mecanismo epigenético que controla a expressao
génica é a metilacdo do DNA (GEIMAN e ROBERTSON, 2002; JONES e
BAYLIN, 2002). A metilacdo do DNA é controlada por DNA metiltransferases
(DNMTs), que catalizam a transferéncia do grupamento metil de uma
molecula doadora, a S-adenosilmetionina (SAM), para a posicao 5 do anel

citosinico de um dinucleotideo CpG, levando a formacdo de uma 5-
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metilcitosina (5mC). Os dinucleotideo CpG sdo também conhecidos como
sitios CpG. Em mamiferos, trés DNMTs cataliticamente ativas foram
identificadas: DNMT1, DNMT3A e DNMT3B. As duas dultimas podem
adicionar grupos metil em sitios CpG que estiverem n&o-metidos na fita mae
e sao eficientes na metilacao de novo, enquanto a DNMT1 é responsavel por
manter o padrao de metilagdo da fita mae durante a replicacdao do DNA ao
copia-la para a fita filha recém replicada (PRADHAN et al. 1997; OKANO et
al. 1999). Esse mecanismo representa uma marca geralmente associada
com repressao transcricional, seja por inibir a ligagdo de fatores de
transcricdo a seus sitios de ligagdo no DNA (EDEN e CEDAR, 1994), seja
por recrutar proteinas ligantes de sitios CpG metilados (MeCPs e MBDs)
juntamente a moléculas co-repressoras (BOYES et al. 1991; LEWIS et al.
1992).

O fato de ser a metilacdo herdavel faz dela o mecanismo mais
proeminente usado pelas células diferenciadas para passar padrbes de
transcricao tecido especificos para as células filhas na divisdo celular (WU et
al. 2010). E sabe-se, atualmente, que padrdées de metilacdo também sao
criados durante a gametogénese e por modificacdes posteriores durante a
embriogénese (SANFORD et al. 1987; MONK et al. 1987, YODER et al.
1997).

A metilacdo ocorre em locais especificos do genoma, as ilhas CpG
(CGl). Saber a localizagdo dessas ilhas € importante por marcarem loci
epigenéticos de funcionalidade relevante tanto para o desenvolvimento

normal quanto para os processos patolégicos. A primeira definicdo de ilha
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CpG surgiu da primeira analise computacional em grande escala usando
sequéncias de vertebrados do GenBank realizada por GARDINER-GARDEN
e FROMMER em 1987 definindo tais ilhas como sequéncias maiores que
200pb com um conteudo de CG maior que 50% e razdo de CpG observada-
esperada (O/E) maior que 0,6 (GARDINER-GARDEN et al. 1987). No
entanto, estudos posteriores e avangos nas técnicas de analise de metilagédo
tém sugerido a necessidade de uma atualizagdo desse conceito com
critérios mais rigorosos. Diante disso, um estudo que analisou a sequéncia
completa dos cromossomos 21 e 22, prop0s a nova definicdo: sequéncias
maiores que 500pb com conteudo GC igual ou maior que 55% e razéo de
CpG observada-esperada (O/E) maior que 0.65 (TAKAI e JONES 2002).
Segundo os autores, essa definicdo foi capaz de excluir a grande maioria de
sequéncias repetitivas Alu e sequéncias desconhecidas e muitas ilhas CpG
nao localizadas em regido promotora génica. No entanto, diversos estudos
ainda utilizam a definigao inicialmente proposta.

As 5mC correspondem a apenas 1% dos nucleotideos no DNA
mamifero em fungdo da alta taxa de deaminagdo espontdnea da 5mC em
timina levando o genoma humano a ser pobre em CpG (LANDER et al.
2001). Nesse sentido, acredita-se que as CGls resultem de segmentos do
genoma de certa forma protegidos desse mecanismo de deaminagao
espontanea (WU et al. 2010). Estas ilhas sao encontradas principalmente na
regidao 5 de genes housekeeping e em outros genes tecido-especificos
(ANTEQUERA e BIRD 1993), associadas com frequéncia a promotores

génicos.
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A predicédo de CGI se sobrepde, de certa forma, a predi¢do de regiao
promotora uma vez que a maioria dos promotores em mamiferos se co-
localiza com CGI (ANTEQUERA, 2003). No entanto, as CGls tém papel mais
geral como mediadores da estrutura aberta da cromatina e frequentemente
sobrepdem-se a enhancers e outros elementos regulatérios (BOCK e
LENGAUER 2008).

Em tecidos normais e na linhagem germinativa a maioria dessas CGls
associadas a promotores génicos permanecem nao metiladas.
Consequentemente, ndo sao sujeitas a deaminagao espontadnea, mantendo
a frequéncia de sitios CpG na ilha (KALARI e PFEIFER 2010). Se ocorrer
metilagdo nessas CGIs 0s genes a elas associados sao silenciados
(MACLEOD et al. 1999; BIRD 2002).

Sabe-se que o genoma das células de tumor passa por mudancgas
importantes na metilagdo do DNA (JONES e BAYLIN 2002). Hipometilacao
global do DNA e hipermetilagcdo gene-especifica estdo entre as marcas mais
importantes do genoma do cancer (EHRLICH 2002; USHIJIMA 2005).

As células tumorais sio, entdo, caracterizadas por uma perda
massiva de metilagdo (GOELZ et al. 1985) (de 20 a 60%) nas sequéncias
repetitivas promovendo instabilidade cromossdmica, translocagdes, ruptura
de genes e reativagdo de sequéncias endoparasitas (com LINE-1 [SCHULZ
2006]) nas sequéncias repetitivas (GOELZ et al. 1985; GAUDET et al. 2003).
Paralelamente, com frequéncia ocorre a aquisi¢ao de padroes especificos de

hipermetilagdo nas CGls de certos promotores, que afetam genes envolvidos
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em muitas vias celulares, como de reparo de DNA, controle do ciclo celular,
via do p53 e apoptose, entre outros (ESTELLER 2007b).

Uma vez que a hipermetilagcdo geralmente leva a inativagdo estavel
da expressao génica e acredita-se ser menos reversivel que as modificagdes
de histonas, € considerada a via chave para o silenciamento génico em
longo prazo (KALARI e PFEIFER 2010).

Na literatura, a frequéncia de metilagdo em tumores que carregam
alelos consideravelmente metilados varia geralmente de apenas alguns por
centos em alguns genes para mais de 80% em outros genes (KALARI e
PFEIFER 2010) e a comparagdo entre estadios do tumor pode revelar
tendéncia de aumento da metilacdo, como foi observado em um estudo que
comparou linhagens de passagens iniciais de melanoma e tecido fresco
congelado, com melandcitos normais e nevos, indicando que a frequéncia de
metilacdo de promotores confirmadamente hipermetilados (COL1A2, NPM2,
HSPB6, DDIT4L e MT1G) aumenta moderadamente em estadios precoces e
significativamente em estadios mais avangados em melanoma (KOGA et al.
2009).

Existem, também, evidéncias de que a metilagdo de genes que
participam de vias celulares bem definidas possa contribuir com a
tumorigénese. Por exemplo, muitos trabalhos demonstraram a ativagao
anormal da sinalizagdo Wnt em varios tipos de cancer tais como colorretal,
carcinoma de cabega e pescog¢o, melanoma, cancer gastrico, carcinoma
hepatocelular, cancer de bexiga e leucemia (para revisdo KALARI e

PFEIFER 2010). A proteina secretada relacionada a proteina frizzled (SFRP)



28

atua como regulador negativo da sinalizagdo Wnt por possuir dominio de
ligacdo as proteinas frizzled do receptor WNT, o que permite a inibigdo
desse receptor, influenciando a sua sinalizagdo downstream durante a
proliferacdo celular e apresentando importante atuacdo na tumorigénese.
Notavelmente, metilagao dos genes inibidores da via Wnt tais como a SFRP
1 e 2, cuja inativagcdo acentua a sinalizacdo Wnt, foi observada em lesdes
iniciais da carcinogénese do colon, os focos de criptas anormais (ACF)
(SUZUKI et al. 2004). Metilagdo anormal do promotor de SFRP e a ativagao
da via de sinalizagdo Wnt com acumulo excessivo de 3-catenina no nucleo
mostrou-se proeminente em céancer colorretal (SUZUKI et al. 2004) e
gastrico (NOJIMA et al. 2007). A metilacdo de outros antagonistas Whnt,
incluindo Dickkopf 1 (DKK17) e fator inibitério Wnt-1 (WIF-1) é observada
também em diversos tumores (TANIGUCHI et al. 2005; AGUILERA et al.
2006).

A metilagcdo do DNA de promotores levando a expressdo anormal de
miRNA foi observada em varios tipos de tumor em humanos, e fungdes
supressoras de tumor foram atribuidas a essa classe de RNAs regulatorios
(KALARI e PFEIFER 2010). Recentemente, foi observado que miRNAs tém
importante papel como alvos de hipermetilacdo de genes e silenciamento em
células de cancer. Assim como com genes que codificam proteinas, um
padrdao anormal de metilacdo de CGls préoximo ou nos genes de miRNAs
pode resultar na expressao desregulada de miRNAs chave, culminando em
alteragdes patogénicas, incluindo a tumorigénese (JONES e BAYLIN 2002;

DAVALOS e ESTELLER, 2010).
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Evidéncias recentes associam, ainda, vias de sinalizacdo do
crescimento com padrées de metilagdo anormal. Um exemplo é a correlagao
significativa que foi reportada entre mutagdo no proto-oncogene BRAF e o
fenotipo metilador de CGI (CIMP) em cancer colorretal (KAMBARA et al.
2004; WEISENBERGER et al. 2006). O mecanismo exato implicito a essa
relagdo nao € claro, mas a hipermetilagao de alvos desconhecidos pode criar
um contexto favoravel para a aquisicdo de mutacdo em BRAF (V600E) em
cancer colorretal CIMP-positivo (HINOUE et al. 2009). Esses achados
levantam a importante e ainda ndo respondida questdo se as lesbes
genéticas levam a metilagdo do DNA, ou a metilagdo do DNA promove ou
favorece a selecao de lesdes genéticas.

Os mecanismos da metilagdo anormal das CGls em céncer sao em
sua maioria desconhecidos. Geralmente a hipermetilacdo das CGls estao
estreitamente ligadas a modificacbes da arquitetura local da cromatina
servindo como um mecanismo pré-existente para o silenciamento
transcricional (KALARI e PFEIFER 2010). Foi, também, proposto que a
inativacdo génica imposta por mudancas na estrutura da cromatina ou
histonas predisporia a metilagdo do DNA (SONG et al. 2002; BACHMAN et
al. 2003). Ainda, sequéncias especificas do DNA de CGlIs podem estar
associadas com o processo de metilagao (FELTUS et al. 2003; KESHET et
al. 2006), entretanto ainda nao esta claro se essas sequéncias estao
associadas ou néo a proteinas de ligagdo ao DNA in vivo que de alguma

forma atraiam a metilagao.



30

Ha, ainda, evidéncias mais recentes de regides proximas a CGls
(~2.000 pb) porém com menor densidade de sitios CpG. Essas regides
foram denominadas CGI shores (margens de CGIl) e sua metilagdo esta
associada a silenciamento. Além disso, foi visto serem capazes de predizer
localizagdes gendmicas diferencialmente metiladas entre diferentes tecidos e
entre amostras normais e de cancer (IRIZARRY et al. 2009). Segundo o
autor, a maior parte da metilagdo diferencial normal se localiza nos CGI
shores.

Como a metilagdo do DNA e modificagdo de histonas atuam como
mecanismo para o controle da diferenciagao celular, permitindo a expressao
apenas de genes tecido-especificos e enddgenos nas células diferenciadas
somaticas, € possivel que uma (re)ativacdo inapropriada de genes tecido-
especificos também tenha importante papel no cancer (FAN et al. 2008). Ja
0s genes endogenos incluem um amplo espectro de genes essenciais ao
metabolismo celular, tais como ciclo celular, RNA ribossémico, ou genes
relacionados a defesa associada ao estresse. O mecanismo regulatério
implicito aos diferentes padroes de expressdo dos genes enddgenos
comparado aos genes tecido-especificos sdo também pouco conhecidos.
Normalmente, os genes enddégenos tém uma CGlI nao metilada
estreitamente associada ao seu promotor (CAIAFA e ZAMPIERI, 2005). Uma
vez que esses genes tendem a ser ubiquitinamente expressos e porque as
CGls autossdbmicas sao geralmente pouco metiladas, acredita-se que os
genes endogenos ndo sejam regulados por metilacdo (BERDASCO e

ESTELLER 2010).
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No entanto, essa teoria parece ser uma simplificagdo exagerada e
sabe-se que varios genes que s&o considerados constitutivamente
expressos nas células estdo inativados por hipermetilacdo de CpGs no
promotor em células de cancer, afetando uma diversidade de vias celulares,
tais como ciclo celular, reparo do DNA, fatores de transcricdo, enzimas
epigenéticas, receptores, transducdo de sinal, catabolismo téxico e
resisténcia a drogas, metastase e invasao celular, apoptose e angiogénese
entre outros (para revisao COSTELLO e PLASS 2001; ESTELLER 200743,
2008; JONES e BAYLIN 2007).

A gama de loci afetados por hipometilagdo do DNA no cancer também
inclui genes regulatérios do crescimento, genes submetidos ao imprinting,
genes criticos para o desenvolvimento, e genes tecido-especificos
(BERDASCO e ESTELLER 2010). Dentre os ultimos, os mais bem
caracterizados sao os genes de antigenos tumorais especificos da linhagem
tumoral, tais como as familias MAGE, BAGE, LAGE e GAGE. Se por um
lado, a metilacdo do DNA leva a repressao desses genes especificos da
linhagem germinativa em tecidos normais somaticos (DE SMET et al. 1999),
por outro, a ativagao transcricional desses genes em tipos histologicamente
distinto de tumores humanos esta correlacionada com hipometilagao
(WEBER et al. 2007; ALMEIDA et al. 2009). A principal consequéncia dessa
reativagao no cancer é a produgao de antigenos tumor-especificos levando a
rejeicado imune.

Embora as causas primordiais da metilagdo precisem ainda ser

determinadas, varios estudos mostraram que alteragées no metiloma podem
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ser diretamente afetadas pela dieta, substancias quimicas xenobidticas, e
estimulos exdgenos, tais como inflamagao ou infecgao viral/bacteriana (para
revisdo BERDASCO e ESTELLER 2010).

Diante do exposto, um dos mecanismos provavelmente responsaveis
pela diminuicado/auséncia de expressao do PLCG2 no TW e que modulam o
nivel de transcricdo desse gene durante a nefrogénese pode ser a metilacéo

de sitios CpG em seu promotor.
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1.5 JUSTIFICATIVA

Em estudos realizados em nosso laboratério, foi observada
diminuicdo ou auséncia da expressao de PLCG2 na grande maioria dos
casos de TW, tanto em nivel de RNAm quanto de proteina, recapitulando a
auséncia da proteinas nos primeiros estagios da nefrogénese. Essa
auséncia foi observada nos rins fetais até 18 semanas de idade, enquanto
que os rins diferenciados mostraram forte marcacgao citoplasmatica. Esse
conjunto de fatos sugere que o PLCGZ2 tenha um papel importante na
diferenciagao e sua auséncia no TW seja um evento precoce e determinante
para o seu surgimento.

Sao poucos os trabalhos na literatura a respeito do PLCG2, que
parece ter um papel fundamental na homeostase 6ssea (MAO et al. 2006), e
ser um gene induzido por radiagdo y (PARK et al. 2002) e NFkB
(DENEKAMP 1973; KAVANAGH et al. 1995). Sendo assim, esse trabalho
avaliou a metilagdo da regidao promotora do gene PLCG2, um mecanismo
que pode estar envolvido nessa regulagao que resulta na diminuicdo ou
auséncia de expressao no TW.

Uma investigacao inicial revelou a presenca de alta concentragdo de
CpG no primeiro éxon e na regidao 5 adjacente do PLCG2, o que sugere a
existéncia de CGI e regulagdo por metilagdo. Considerando que os TWs
apresentam expressdo de PLCGZ2 diminuida ou ausente, enquanto que os

rins diferenciados mostram expressdo de mRNA e protéica, a proposta do
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atual trabalho foi a de avaliar a metilagdo do DNA nas amostras de TWs

através de tratamento de bissulfito de sédio seguido de sequenciamento.
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2 OBJETIVO

Avaliar a metilagdo da regidao promotora do gene PLCG2, um dos
possiveis mecanismos envolvidos na diminuicdo/auséncia de expressao de

PLCG2 em amostras de tumor de Wilms.

21 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar a reativagdo da expressado do gene PLCGZ2 por tratamento de
linhagem celular renal embrionaria com agente desmetilante.
2. Identificar sitios CpGs potencialmente envolvidos na regulagdo da

expressao de PLCG2 em mapeamento por sequenciamento.

3. Avaliar o nivel de metilacdo dos sitios selecionados em amostras de
TW e RM.

4. Correlacionar o nivel de expressao e de metilacdo desses sitios nas
amostras.

5. Verificar a existéncia de associagao entre o nivel de metilacdo desses

sitios e recaida do tumor.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 COMITE DE ETICA

O presente projeto tem aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa

da Fundagao Antdnio Prudente, sob numero 1227/09.

3.2 CASUISTICA

Para trabalhar com amostras nao previamente tratadas com
quimioterapia, considerando-se que o Brasil adota o protocolo da SIOP
(Société Internationale d'Oncologie Pédiatrique) 2001, que preconiza o
tratamento quimioterapico antes da cirurgia, foi estabelecida uma
colaboragcdo com o Children Oncology Group (COG). Esse grupo é
coordenado pelo Dr. Paul Grundy e Dr. Jeff Dome, e tratamento adotado
segue o protocolo do NWSTG (National Wilms Tumor Study Group), que
preconiza a cirurgia como primeira opg¢ao de tratamento. Dessa colaboracao,
foram utilizadas 55 amostras de tecido fresco congelado de TW de histologia
favoravel, isto ¢é, sem anaplasia, compostas exclusiva ou
predominantemente pelo componente blastematoso. Para isso, laminas com
seccoes das respectivas amostras foram usadas como referéncia para

identificacdo e isolamento de areas compostas por mais de 80% de
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componente blastematoso por microdissecgdo manual. Vinte dessas
amostras sdo de pacientes que apresentaram recaida do tumor.

O RNA e o DNA dessas amostras foram fornecidos pelo Banco de
Macromoléculas do Laboratério de Gendmica e Biologia Molecular do
Hospital A.C. Camargo — Fundacado Anténio Prudente. Amostras de DNA e
RNA de 12 rins maduros morfologicamente normais (RM) enriquecidas para

cortex foram incluidas na analise.

3.3 REAGAO DE RT-PCR QUANTITATIVO (qRT-PCR)

Todas as amostras de RNA total tiveram sua qualidade avaliada pelo
equipamento Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) utilizando o
RNA 6000 Nano LabChip. O resultado de qualidade do RNA é representado
pela razdo 28S/18S e pelo numero de integridade do RNA (RIN - RNA
Integrity Number). O RIN vai de 1 a 10, sendo que o 1 representa integridade
ruim e o 10, excelente integridade (SCHROEDER et al. 2006). O RNA foi
quantificado no equipamento NanoDrop e armazenado a -80°C. Apenas
amostras de RNA com RIN > 5 ou RIN entre 3 e 5 com razédo 28S/18S de
2:1 foram utilizadas na analise.

O protocolo utilizado para a obtengdo do cDNA foi como segue:
quatro microgramas de RNA total foram tratados com DNase seguindo o
protocolo da fabricante (Ambion). Em seguida, as amostras foram
quantificadas no NanoDrop e PCRs com iniciadores para regiao intrénica do

gene ACTB foram realizadas para verificacdo da eficiéncia do tratamento.
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Somente as amostras que nao apresentaram amplificacdo nessas reacdes
seguiram para a sintese de cDNA. Para sintese de cDNA, desenho de
iniciadores para reagdes de PCR quantitativa em tempo real (QPCR real
time) e suas condicdes, seguiram-se protocolo dos fabricantes e condi¢des
descritas por MASCHIETTO et al. (2008).

Para sintese de cDNA, a partir de RNA total, todo o RNA tratado com
DNase foi submetido a reacao de transcriptase reversa (RT-PCR) seguindo
protocolo da IMPROM (Promega), adicionando-se a este 0,25ug de
iniciadores Oligo-dT(24) para um volume final de 10,1uL, e incubado a 70°C
por 5 minutos seguidos de 4°C por mais 5 minutos e adicionados os
reagentes do kit IMPROM (Promega), seguindo-se as recomendagdes do
fabricante. Apds a reacao, foi realizada PCR de confirmagéo da transcricéo
com iniciadores que anelam em éxons diferentes do GAPDH.

Os iniciadores para as reagdes de qRT-PCR foram desenhados
conforme descrito por MASCHIETTO et al. (2008), em que foram seguidas
as recomendagbes sugeridas pelo fabricante (Applied Biosystems), como
temperatura de pareamento entre 60°C e 70°C, 40 a 60% de conteudo G+C,
tamanho do iniciador entre 16 e 20 bases, que pareiem em éxons diferentes
para monitorar eventual contaminagdo gendmica e tamanho de fragmento
amplificado entre 80 e 150 bases. Os iniciadores (apresentados na Tabela 1)
foram avaliados quanto a existéncia de estruturas secundarias pelo
programa OligoTech versao 1.0 e o alinhamento unico no genoma humano
para cada par de iniciadores foi avaliado através da ferramenta PCR in silico

disponibilizada pela Universidade Santa Cruz (http://genome.ucsc.edu/).
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Tabela 1 - Caracteristicas dos iniciadores utilizados nas reagbes de qRT-
PCR.

Gene Iniciador Forward 5'-3' Iniciador Reverse 5'-3' Tamanho do cDNA Tamanho do amplificado

Eficiéncia

amplificado (pb) gendmico (pb)
ACTB CAGGATGCAGAAGGAG CTGCTGGAAGGTGGAC 130 187 100%
GAPDH CTTTGTCAAGCTCATTTCC CTTACTCCTTGGAGGCC 92 196 100%
PLCG2 GTACCAGGAGGAAATGCAAC CAGAGTGTGAATAGGGCAC 149 1225 80%

Sequéncias dos iniciadores utilizados, com seus respectivos tamanhos de amplificados e

eficiéncia de amplificagdo. GAPDH e ACTB : genes normalizadores.

As reacdoes de gRT-PCR foram realizadas no aparelho ABI Prism®
7900 Sequence Detection System (Applied Biosystems), conforme descrito
por MASCHIETTO et al. (2008), em volume final de 20 ul, contendo 71X
SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), 200 nM a 400 nM de
iniciadores e volume de cDNA referente a 20ng do RNA total. Para as
reagdes de qRT-PCR para as células da linhagem HEK293 foi utilizado
volume de cDNA referente a 30ng de RNA total. As reagbes foram
realizadas nas condigdes universais de ciclagem que consistem em 10
minutos a 95°C para a ativagao da enzima AmpliTaq Gold DNA Polymerase,
seguidos de 40 ciclos de desnaturacdo a 95°C durante 15 segundos e um
minuto a 60°C para o pareamento dos iniciadores e extensdo. Ao final da
amplificacdo foi adicionada uma etapa de 20 minutos de duragdo, na qual a
temperatura aumenta gradualmente de 60°C para 95°C a 0,2°C por segundo
com a continua aquisicao da fluorescéncia (MORRISON et al. 1998), a partir
da qual se obtém uma curva de dissociacido, na qual a presenga de um pico

unico confirma a especificidade da amplificacédo
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Uma vez que a cada ciclo da reagcdo novas moléculas de fita dupla
sdo formadas, o nivel de fluorescéncia emitida aumenta gradualmente,
sendo que quanto menor o ciclo em que a fluorescéncia atinge um
determinado limite, maior € o nivel de expressao do transcrito analisado
(MORRISON et al. 1998).

As quantidades de iniciadores ja haviam sido padronizadas pelo
nosso grupo, considerando-se a utilizacdo da menor concentragdo dos
mesmos, a fim de se evitar a formagao de estruturas secundarias, obtendo-
se os menores valores de Cts. A expresséo diferencial do gene PLCG2 foi
determinada pela quantificagao relativa a média dos normalizadores GAPDH
e ACTB, como previamente estabelecido. Para calculo da medida relativa de
expressao foi utilizado o modelo matematico proposto por PFAFFL (2001)
que leva em consideracdao a eficiéncia de amplificacdo de cada par de
iniciadores.

O parametro utilizado na analise dos resultados das reacbes de qPCR
real time € o Ct (Cycle Threshold ou ciclo limite), uma linha fixa na regido
exponencial das reacgdes e usada para determinar o ciclo em que cada
amostra atinge determinado valor de fluorescéncia (LIVAK et al. 2001).
Valores de diferenca de ciclo entre reagdes em duplicata até 1,0 foram

considerados aceitaveis.
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3.4 AVALIAGAO IN SILICO DA REGIAO A MONTANTE DO GENE

PLCG2

A pesquisa realizada no GenBank para o gene PLCGZ2 forneceu a
sequéncia REFSEQ NM_002661.2. Com o auxilio da ferramenta BLAT, foi
constatada a provavel presenca de uma CGI no inicio da sequéncia

fornecida (Figura 6).
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Figura 6 — Resultado da busca por CGI no gene PLCG2 com o auxilio da

ferramenta BLAT. A seta indica a diregdo da transcrigdo, a linha representa os introns e
os blocos representam os éxons do gene PLCG2. Em verde, a provavel CGI na porgéo 5’ do
gene. A ferramenta BLAT foi desenhada para rapidamente localizar no genoma referéncia
sequéncias de no minimo 25 bases com 95% ou mais de similaridade, além de agregar a

sequéncia encontrada diversas informagao, como p.ex. os mRNAs transcritos e CGls.

EM seguida, sequéncias que se estenderam de aproximadamente
3.000 pb a 5’ e 3.000pb a 3’ do sitio de inicio de transcrigdo do gene PLCG2
foram submetidas a analise pelo programa Methprimer

(http://www.urogene.org/methprimer/index1.html), seguindo os parametros

propostos por GARDINER-GARDEN et al. 1987, que identificou a posi¢ao de

quatro provaveis CGls, conforme na representacdo a seguir (Figura 7). A


http://www.urogene.org/methprimer/index1.html
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primeira ilha identificada esta localizada entre -3,026pb e -2,885, a segunda
ilha esta localizada entre -469 e -323, a terceira ilha, entre -227 e +777 e a
quarta ilha entre +2.512 e +2.723 (distancias referentes ao sitio de inicio de

transcricdo de PLCGZ2). A maior delas, a terceira, contém 1.004 pb.

Por centagemn de CG
020 40 80 80
i \é‘

!,‘f
j

llha 3

-469 328 227 $757

Figura 7 - Esquema representativo das quatro CGls presentes na regiao

promotora, 1° éxon e 1° intron do gene PLCGZ2. As barras verdes indicam as CGls,
a barra vermelha indica o 1° éxon do gene e os tragos verticais indicam os sitios CpG. No
diagrama fornecido pelo software Methprimer estdo representadas apenas as ilhas 2 e 3
(azul claro), que estdo em maior aumento na parte inferior. Para as ilhas 2 e 3, séo

indicadas as posi¢des de inicio e fim da ilha.
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3.5 TRATAMENTO COM 5-AZA-2"-DEOXICITIDINA (5-AZADC)

A droga foi gentilmente cedida pelo Laboratério de Biologia Molecular
e Gendmica do Instituto Ludwig de Pesquisa Sobre O Cancer de Sao Paulo.

Células da linhagem HEK293 (linhagem de células embrionarias
renais humanas normais, com potencial tumoral) foram plaqueadas na
concentragdo de 5 x 10° células por placa, em placas de 10mm em meio
DMEM suplementado com soro fetal bovino 10%, penicilina 100 U/ml e
estreptomicina 100 mg/ml, e deixadas aderir de um dia para o outro. Apds a
adesdo, o meio de cultura foi diariamente trocado por 5 mL de meio com as
mesmas suplementagdes, na presenga e na auséncia de 5uM do agente
desmetilante 5-AzadC (Sigma-Aldrich; 10mM; &cido acético: agua 1:1),
totalizando 5 dias de tratamento. O tratamento foi realizado em duplicata,
sendo uma duplicata para as células tratadas (AZA1 e AZA2) e uma para as

nao tratadas (CT1 e CT2) e seguiu-se com a extragdo de DNA e RNA.

3.6 EXTRAGAO DE DNA E RNA DA LINHAGEM HEK293

Para a extragcao de RNA, as células foram lavadas com PBS 1X, 2 mL
de TRIzol foram adicionados por placa e a placa foi raspada com cell
scraper, o volume foi transferido para um microtubo estéril, homogeneizado,
e incubado por 5 minutos entre 15 e 30°C. Em seguida, as amostras foram
homogeneizadas e centrifugadas a 12.000g por 10 minutos a 4°C. A fase

sobrenadante foi transferida para novo microtubo de 1,5mL (a fase restante
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foi reservada para posterior extragdo de DNA), foram adicionados 200uL de
cloroférmio 100%, os tubos foram agitados por inversdo por 1 minuto e
incubados a temperatura ambiente por 5 minutos para inicio da separagao
de fases. As amostras foram centrifugadas a, no maximo, 12.000g por 15
minutos a 4°C. O sobrenadante foi cuidadosamente transferido para novo
microtubo de 2,0mL e foram adicionados 1uL de glicogénio e volume de
isopropanol equivalente ao do sobrenadante transferido. Novamente, a fase
restante foi reservada para posterior extragdo de DNA. Os tubos foram entéao
agitados por inversado durante 1 minuto, incubados em temperatura ambiente
para precipitacao por 15 minutos e em seguida centrifugados a 18.000g por
30 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado por inversdo e o pellet
formado foi lavado com 1mL de etanol 70% gelado, diluido em H,O DEPC
seguido de centrifugagao a 18.000g por 2 minutos a 4°C, por 4 vezes. Apds
a ultima lavagem, os pellets foram secos a 300rpm a 42°C por menos de 1
minuto, ressuspendidos em 150 a 250 ul H,O DEPC e deixados em banho-
maria a 55°C por 10 minutos, homogeneizados cuidadosamente com
micropipeta durante a incubagdo e levados imediatamente ao gelo para
avaliacao da qualidade do RNA e posterior armazenamento a -80°C.

A fase de TRIzol reservada para extracdo de DNA, adicionou-se
600uL de tampao BEB (Back Extraction Buffer — 4,0 M de isotiocianato de
guanidina, 50mM de citrato de sédio dihidratado pH 8,5 e 10M de Tris-HCI
pH 8,0) a temperatura ambiente, agitou-se por inversdo durante 1 minuto e
incubou-se a 25°C sob agitacao de 500rpm durante o processo de extracao

de RNA. Em paralelo, a fase reservada da centrifugacdo apds adigao
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cloroférmio, foi novamente centrifugada a 18.000g por 5 minutos a 4°C para
retirada do excesso de RNA que fica na fase liquida sobrenadante, enquanto
a fase organica restante foi homogeneizada para ser adicionada ao
respectivo lisado com tampao BEB ao fim de sua incubagao. A mistura foi,
entdo, homogeneizada por inversao por 1 minuto, incubada de 30 a 45
minutos a 25°C sob agitacdo de 500rpm e, em seguida, centrifugadas a
12.000g por 15 minutos a 4°C. A fase aquosa sobrenadante contendo DNA
foi transferida para novo microtubo de 2,0mL, e foram adicionados 2uL de
glicogénio (20ug/uL) e volume de isopropanol 100% equivalente ao do
sobrenadante transferido. As amostras foram vigorosamente misturadas por
inversdao durante 1 minuto, incubadas por 30 minutos a temperatura
ambiente e, entdo, centrifugadas por 30 minutos a 18.000g a 4°C O
sobrenadante foi descartado por inverséao e o pellet formado foi lavado com
1mL de etanol 70% gelado, preparado com agua destilada e deionizada,
seguido de centrifugacdo a 14.000g por 2 minutos a 4°C, etapas repetidas
por 3 vezes. Apos a ultima lavagem, os pellets foram secos a 300rpm a 42°C
por menos de 1 minuto, ressuspendidos em TE pH 8,0 (100mM Tris-HCI pH
8.0; 10mM EDTA pH 8.0) e incubados em banho-maria a 55°C entre 10 a 30
minutos e levados, em seguida, para incubagao overnight a 4°C. Apos a
incubacado, as amostras foram incubadas, novamente em banho-maria a
55°C até a dissolugcao completa do material, quantificadas e armazenadas.

A qualidade do RNA total foi avaliada conforme exposto no item 3.3.

As amostras de DNA foram quantificadas no equipamento NanoDrop e a
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integridade foi avaliada em gel de agarose 0,8% e armazenadas a -20°C,

para posterior utilizagao.

3.7 TRATAMENTO COM BISSULFITO DE SODIO

Para a reacao de tratamento do DNA genémico humano e de células
de linhagem em cultura com bissulfito de sédio, foi utilizado o kit fornecido
pela ZYMO, EZ DNA Methylation-Gold™ Kit, recomendado para avaliagao
de metilagdo por sequenciamento. O DNA das amostras de TW e RM deste
estudo ja se encontrava extraido. A homogeneizagdo dos tecidos foi
realizada com o auxilio do equipamento Precellys e o protocolo de extragéo
utilizado foi de extracédo simultanea de DNA e RNA por TRIzol.

O tratamento com bissulfito de sédio promove a conversao das
citosinas ndo metiladas (seguidas ou nado de guaninas) em uracilas, que
apo6s reagao de PCR dao lugar as timinas. Dessa forma, o sequenciamento
permite diferenciar as citosinas originalmente metiladas, por permanecerem
inalteradas, daquelas que ndo estavam metiladas e deram lugar as timinas.
O tratamento com bissulfito de s6dio compromete em parte a integridade do
DNA.

Neste estudo, de 300 a 2.000ng de DNA (quantificados no aparelho
NanoDrop) foram tratados de acordo com as especificagdes do fabricante.
Apos o tratamento, para a verificacdo da qualidade do material recuperado,
foram realizadas reacbées de PCR com iniciadores especificos para

amplificagdo em DNA convertido por bissulfito (Tabela 2), de um fragmento
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de 133pb do gene ACTB, e para o calculo da quantidade de DNA modificado
por bissulfito a ser adicionado nas reagcbes de PCR, assume-se que a
recuperacao da amostra € de 75% da quantidade inicial de DNA tratado,

conforme indicado no protocolo do fabricante do kit de tratamento.

Tabela 2 - Caracteristicas dos iniciadores para amplificacao de fragmento do
gene ACTB.

T par Tamanho do

Gene Iniciador Sequéncia dos iniciadores 5°-3°
q (°C)  fragmento gerado (pb)

Forward TGGTGATGGAGGAGGTTTAGTAAGT 60
ACTB-bis 133
Reverse  AACCAATAAAACCTACTCCTCCCTTAA 60

Sequéncia e caracteristicas dos iniciadores utilizados para amplificacdo de um fragmento de
133 pb do gene ACTB em DNA convertido por bissulfito de sddio. Iniciadores desenhados
seguindo os preceitos do item 3.9; T par: Temperatura de pareamento dos iniciadores ao

DNA molde; O tamanho do fragmento gerado é dado pelo par formado entre os iniciadores.

As reagdes de PCR para o gene ACTB foram realizadas com 20ng de
DNA tratado com bissulfito, 1X tampao de reacao, 2,0mM Mg2+, 200uM
dNTP, 400nM de cada iniciador, 1U Taq DNA Polimerase Platinum
(Invitrogen Brasil), e H,O MilliQ para volume final de 20uL. As reagdes foram
submetidas a um passo de 95°C por 5 minutos para ativagdo da polimerase,
seguida de 35 repeticdes da ciclagem de denaturacdo a 95°C por 1 minuto,
temperatura de pareamento de 60°C por 1 minuto e de extenséo a 72°C por

1 minuto, finalizando com um passo de extensao de 72°C por 7 minutos.
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3.8 TESTE DE SENSIBILIDADE PARA AVALIAGAO
QUANTITATIVA DE ALTERAGAO NUCLEOTIDICA DAS

METODOLOGIAS DE SEQUENCIAMENTO

O pirosequenciamento realizado no equipamento PyroMark ™D
System (Qiagen) vem sendo usado como método de referéncia na validacao
de outros métodos (WHITE et al. 2006; IRIZARRY et al. 2008;
NARASIMHAN et al. 2009) por oferecer boa especificidade e sensibilidade
na avaliagdo quantitativa de alteragdes pontuais no DNA (WIEDERHOLD et
al. 2008; BORDONI et al. 2008; SANCHEZ et al. 2009). No entanto, a
obtencao de boas reagdes, avaliagao e interpretagdo do pirograma nao sao
triviais para a sua utilizagdo em longas extensbes sem o conhecimento
prévio das posicbes onde as alteracbes podem ser encontradas. Dessa
forma, para essa etapa do estudo esse método se mostrou extremamente
complexo e pouco preciso para ser utilizado na identificacdo do nivel de
metilagdo dos sitios CpGs em regides extensas e muito ricas em sitios CpG.

Nesse sentido, inicialmente testamos a sensibilidade de dois métodos
de sequenciamento, sequenciamento capilar e pirosequenciamento, ao
compararmos 0s resultados obtidos para cada um na analise de um
gradiente de mistura entre o DNA gendmico da linhagem LS 147T,
heterozigota para mutagdo no cdédon 12 do segundo éxon do gene Kras
(50% de alelo mutado, 50% de alelo selvagem) e da linhagem WIDR,
selvagem para o gene (100% selvagem). Ambas s&o linhagens de

adenocarcinoma colorectal humano e foram gentiimente cedidas por Rodrigo
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Crespo, do Laboratério de Patologia Molecula Diagnéstico. A mutagao é
pontual e consiste na troca de uma base de guanina por uma de adenina no
alelo mutado. O gradiente foi estabelecido de forma a obtermos 0, 5, 10, 15,
25, 40 e 50 % de presencga do nucleotideo mutado em cada mistura, uma
vez que a mistura LS 147T:WIDR na proporcao de 1:0 resultou em 50%, 0:1
em 0% de presenca do nucleotideo mutado, 1:1 em 25% de presenga do
gene mutado e assim por diante.

A analise do cromatograma obtido no sequenciamento capilar
baseou-se da inferéncia da proporcdo da altura de picos dos dois
nucleotideos diferentes na mesma posicdo e sua correspondéncia ao
respectivo gradiente. Ja a analise do pirograma baseou-se da propria
porcentagem fornecida pelo software PSQ 96MA SNP (Qiagen) (quadro azul

ou laranja) utilizado para analise de mutacao (Figura 8).
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Figura 8 - Analise comparativa dos resultados obtidos em sequenciamento
capilar e pirosequenciamento do gradiente estabelecido entre DNA

heterozigoto e selvagem. Leituras obtidas nas metodologias de sequenciamento capilar
(cromatograma) e pirosequenciamento (pirograma) para o gradiente de diluicdo
estabelecido entre DNA heterozigoto (50% de alelo mutado) e selvagem (100% selvagem).
Na coluna de gradiente, o valor é dado pela propor¢ao de presenga de alelo mutado, que
varia de 0 a 50%. Na coluna de pirograma, o quadro azul ou laranja fornece a porcentagem
de guanina (alelo selvagem) e adenina (alelo mutado) incorporadas na mesma posig¢édo. A
coluna cromatograma divide-se em Forward e Reverse, representando as sequéncias
obtidas com os respectivos iniciadores, de forma a confirmarem um o outro. Barras
vermelhas evidenciam o locus de mutagdo, em que o pico verde representa adenina e o
preto, guanina. E importante observar que a posigdo analisada é precedida por uma
guanina (vide cromatograma) e que por isso, o pico de guanina no pirograma para a

proporcao de 50% do alelo mutagao, € o triplo do pico de adenina.
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Da analise dos pirogramas verificou-se que a porcentagem de
adenina (alelo mutado) corresponde, aproximadamente, a porcentagem de
presencga deste no gradiente. E da analise dos cromatogramas verificou-se
que a partir de 10% de presenca do alelo mutado ja se observa a formagao
do pico visivel de adenina, que aumenta gradativa e proporcionalmente
conforme maior a porcentagem do alelo mutado, até se igualar ao alelo
selvagem na propor¢cao de 50%, tendo os cromatogramas realizados em
ambos os sentidos (Forward e Reverse) se confirmado. As duas
metodologias, de forma independente, demonstraram boa correspondéncia
entre o resultado obtido e o valor do gradiente, validando a utilizagdo do
sequenciamento capilar para a analise de alteragdo pontual de forma
confiavel, ressaltando, no entanto, que a sensibilidade do
pirosequenciamento para valores de gradiente proximos € maior que a do
sequenciamento capilar.

Uma vez que o tratamento com bissulfito de sodio codifica o status de
metilacdo do DNA conforme ja mencionado no item 3.7, a analise admite um
carater de alteracédo pontual, como a do protocolo do teste de sensibilidade
padronizado. Considerando ainda que, se o agente 5-AzadC ao desmetilar o
DNA promovendo a ativagado da expressao do gene PLCGZ2, o tenha feito
pela desmetilacdo de determinados sitios CpG que controlem a expressao
desse gene em linhagem HEK293, o carater dessa alteragao sera de grande
amplitude. Ou seja, se essa metilacdo €& suficiente para causar o
silenciamento do PLCG2 visto em HEK293 no ensaio de expressao e sua

remogao ou consideravel diminuicdo permite a expressao do gene, essa
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alteracdo sera maior que a sensibilidade minima tanto para o
sequenciamento capilar quanto para o pirosequenciamento, e a deteccao
desses sitios poderia ser realizada pelos dois métodos de sequenciamentos,
pois ambos sdo capazes de identificar a presenca da alteracdo com
confiabilidade.

Por outro lado, na analise por pirosequenciamento ndo é possivel
obter uma visualizagdo de picos individuais. Nesse sentido, nesse trabalho
optamos por usar o método de sequenciamento capilar para mapear os
sitos CpG com metilagdo alterada e o pirosequenciamento para
quantificacdo da metilagdo dos CpGs selecionados em um rastreamento nas
amostras do estudo.

Ademais, a finalidade desta etapa nao é obter medidas quantitativas,
e sim, mapear o perfil de metilagao dos sitios CpG nas células de linhagem
HEK293 com a finalidade de filtrar dentre todos os sitios mapeados, aqueles
com alteracdo nesse perfil de metilagdo de maior amplitude. Assim, o
sequenciamento capilar se mostrou mais adequado a proposta de
mapeamento por proporcionar essa filtragem dos sitios de interesse de
maneira menos laboriosa e dispendiosa.

A partir dai, as medidas quantitativas foram realizadas na fase de
rastreamento por pirosequenciamento, metodologia prépria para
investigacdes direcionadas em fragmentos curtos, para estes sitios
selecionados nas amostras da casuistica do estudo, que apresentam niveis

variaveis de expressao e para cuja detecgao exige-se maior sensibilidade e
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precisdo, necessidade esta satisfeita pelo pirosequenciamento, técnica mais

compativel para analise de fragmentos curtos.

3.9 DESENHO DOS INICIADORES PARA AMPLIFICAGAO E

ANALISE DE TRECHOS DAS ILHAS CpG (CGls).

Todos os iniciadores para o estudo de metilagcado foram desenhados
manualmente, ja considerando a conversdo de citosinas ndo seguidas de
guaninas em timinas pelo tratamento com bissulfito de sédio. Estruturas
secundarias e homodimeros foram avaliados usando o programa OligoTech
versao 1.0. A necessidade de buscar regides que originalmente nao
contenham CpGs para o pareamento dos iniciadores advém do fato de que
os iniciadores devem se parear ao DNA independentemente do status de
metilacdo deste, uma vez que o intuito da analise é determinar
quantitativamente esse status. Devido a essa necessidade de regides sem
CpG, o desenho de iniciadores ¢é dificultado em regido rica em CpG, uma
vez que permite apenas iniciadores curtos, aumentando a chance de gerar
fragmentos inespecificos.

A partir destas consideracdes, para a primeira fase desse trabalho
(mapeamento por sequenciamento capilar) foram desenhados iniciadores
(Figura 9 e Tabela 3) que amplificaram trés fragmentos que cobriram de -634
a +1.181. A partir desse mapeamento, sitios CpG foram selecionados para a
segunda fase (rastreamento por pirosequenciamento) de acordo com

critérios estabelecidos pelo grupo (item 3.10.3) e novos iniciadores foram
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desenhados (Figura 9 e Tabela 4), tanto para a amplificagdo em reagdes de
PCR de um fragmento mais curto (337pb), quanto para a reagdao de
pirosequenciamento propriamente dita. Uma molécula de biotina foi
adicionada na extremidade 5 de um dos iniciadores para as reagdes de
PCR, para permitir o isolamento de uma fita simples que servira de molde

para a reagao de pirosequenciamento.
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Figura 9 - Esquema representativo da regido avaliada, que se estende pela

regido promotora, 1° éxon e 1° intron do gene PLCGZ2. Na parte superior esté&o os
trés fragmentos amplificados para o mapeamento (13P1, 13P2 e 13P3) e os respectivos
iniciadores utilizados (setas em L), e na parte inferior, o segmento (I3P3A) contendo os
sitios CpG candidatos selecionados pelo mapeamento (circulos preenchidos) e as
sequéncias estendidas em reagdes de pirosequenciamento (pontilhado vermelho) para a
analise destes sitios e os respectivos iniciadores (setas simples). 13P1: llha 3 Parte 1; 13P2:
llha 3 Parte 2; I3P3: Ilha 3 Parte 3; Barras verdes: CGls; barra vermelha: 1° éxon do gene
PLCGZ2; tragos verticais: sitios CpG; I3P3A: Ilha 3 Parte 3A. Posigdes dos sitios CpG dadas

em relacdo ao sitio de inicio de transcricdo do gene.
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Nas Tabela 3 e 4, estdo representadas as sequéncias dos iniciadores

€ suas posicoes relativas ao inicio do primeiro éxon.

Tabela 3 - Caracteristicas dos iniciadores utilizados para o mapeamento por
sequenciamento capilar.

. Tamanho do
. Sequéncia dos R .. .
Fragmento Iniciador o Lo Tpar(°C) Inicio Fim fragmento
iniciadores 5'-3
gerado (pb)
GGTTTGTTTAAGGTAG
Forward 66,4 -634 -612
TAGTAAG
13P1 932
ACTAAACCAAAATCCC
Reverse 61,1 298 280
TAC
GTAGGGATTTTGGTTT
Forward 61,1 280 298
AGT
13P2 593
Reverse ~ AACCACCTATTTCCCTC 61,1 872 856
GAGATTTTTGGAGAGT
Forward 61,1 578 596
TTG
13P3 604
CTACTTAAAACTAACA
Reverse 59,1 1.181 1.161
TAAAC

Sequéncia e caracteristicas dos iniciadores utilizados no mapeamento da regido promotora,

primeiro éxon e primeiro intron, suas caracteristicas e o tamanho dos fragmentos gerados. T

par: temperatura de pareamento do iniciador ao DNA molde; Inicio e Fim: posi¢cdes da

primeira e ultima bases no sentido 5-3° da regido em que se pareiam os iniciadores,

referentes ao sitio de inicio de transcrigdo. O tamanho do fragmento gerado é dado pelo par

formado entre os iniciadores, que variou de 593 a 932 pb. I3P1: llha 3 Parte 1; I3P2: llha 3

Parte 2; I3P3: llha 3 Parte 3. Posigbes dadas em relagéo ao sitio de inicio de transcrigao do

gene.
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Tabela 4 - Caracteristicas dos iniciadores utilizados para o rastreamento dos
sitios CpG candidatos por pirosequenciamento.

Sequéncia dos

P - . Iniciador de L o
Fragmento iniciadores Tpar(°C) Inicio Fim R T par (°C) Sequéncia para analise
s sequenciamento
5'-3
GGAGAGTTTGTA 538 ATATTC/TGC/TGATGTTC/TGT
GG ! TTC/TGTAG
Forward
GAGATTTTTGG 61,1 +578  +59
AGAGTTTG GGAA AAAG GTATTATTC/TGTATAGC/TGTA
AGG 50,2 AGAGTTTAGGTTAAAGAC/TGT
GTTTC/TGTTTG
13P3A
GGAG GGAT
Reverse TITAGTAG 63,0 GAC/TGGTGGGGC/TGGGGT
CCACTAATAAA
ACTAAAATTC 59,1 +914 +894
GGTGAGAAATTA 529 GGGGC/TGGGGTGGTAAAGGG
Biotinilado TGG ' GTGATATGGC/TGC/TG

Sequéncia e caracteristicas dos iniciadores utilizados no rastreamento dos sitios CpG
candidatos selecionados pelo mapeamento. Sublinhado, na sequéncia para analise, estao
assinalados os sitios CpG candidatos. Na reacgao de pirosequenciamento, o fragmento que
foi amplificado por PCR é estendido (ndo ha amplificagdo) apos o pareamento do iniciador
de sequenciamento propriamente dito; T par: temperatura de pareamento do iniciador ao
DNA molde. Inicio e fim: posi¢cbes da primeira e ultima bases no sentido 5°-3" da regido em
que se pareiam os iniciadores, referentes ao sitio de inicio de transcrigdo. O tamanho do
fragmento gerado, dado pelo par formado entre os iniciadores forward e reverse, € de
337pb. Na reagao de pirosequenciamento a analise limitou-se a 60pb em fungdo das
limitacbes do método, para garantir a qualidade e confiabilidade das leituras. I3P3A: llha 3

Parte 3A. Posi¢coes dadas em relagao ao sitio de inicio de transcrigdo do gene.
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3.10 MAPEAMENTO DO PERFIL DE METILAGAO DE TRECHOS

DAS ILHAS CpG

3.10.1 Amplificagao em reacdoes de PCR do DNA tratado com bissulfito
de sédio das células HEK293

As amostras de DNA tratado com bissulfito de sodio da linhagem
HEK293 submetida ao tratamento com 5-azadC, foram submetidas a
reacoes de PCR para amplificacao de trés fragmentos que cobriram desde -
634 a +1.181, compreendendo 148 sitios CpG, seguidas de sequenciamento
capilar. As caracteristicas dos iniciadores sdo dadas no item 3.9 e na Tabela
3.

As reagdes de PCR foram realizadas com 20ng de DNA tratado com
bissulfito de sddio, 1X tampéao de reacao, 1,5mM Mg”, 200uM dNTP, 200nM
de cada iniciador, 1U Taq DNA Polimerase Platinum (Invitrogen Brasil), e
H,O MilliQ para volume final de 20uL. As reagdes foram submetidas a um
passo inicial de 94°C por 2 ou 4 minutos para ativagdo da polimerase,
seguida de ciclagem de denaturacdo a 94°C por 30 ou 45 segundos,
temperatura de pareamento por 30 segundos ou 1 minuto e de extensao a
72°C por 45 segundos ou 1 minuto, finalizando com um passo de extensao
de 72°C por 3 ou 7 minutos. As condi¢cdes das reacbes utilizadas estao

esquematizadas na Tabela 5.
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Tabela 5 - Condicdes das reacdes de PCR para o mapeamento do status de
metilacao dos sitios CpG.

Ciclagem
Fragmento Atd T par (°C) At par Atex Atexfinal

Touchdown

13P1 45s 10x 64°C, 10x 62°C, 10x 60°C 1min 1 min 7 min
e 30x 58°C

13p2 30s Normal 30s 455 3min

55x 60°C

13P3 30s Normal 30s 455 3min
55x 53°C

Condicdes das reacdes de PCR utilizadas para a amplificacdo dos fragmentos mapeados.
I3P1: llha 3 Parte 1; I3P2: llha 3 Parte 2; I3P3: Ilha 3 Parte 3; At d: tempo de denaturagao no
inicio de cada ciclo; T par e At par: temperatura e tempo de pareamento do iniciador a fita
molde, respectivamente; At ex: tempo de extensao ao final de cada ciclo; At ex final: tempo
de extensdo ao final da ciclagem; Touchdown: formato de PCR que consiste em
decréscimos da T par apoés um numero de ciclagem para a obtengdo de fragmentos mais
especificos, em que o numero total de ciclos corresponde a soma do numero de ciclos em
cada T par; Normal: formato de PCR com apenas uma T par, em que o numero de ciclos na

T par corresponde ao numero total de ciclos; min: minutos; s: segundos.

3.10.2 Sequenciamento capilar

Os produtos amplificados foram, em seguida, tratados com ExoSAP-
IT® (For PCR Product Clean-Up - USB Corporation) conforme protocolo do
fabricante, para eliminacao de iniciadores, dNTPs e sequéncias incompletas.
Seguiu-se entdo, ao sequenciamento, utilizando os mesmos iniciadores da
amplificagdo em reacdes individuais para iniciador forward e reverse,
contendo 4,5uL H,O MilliQ, 0,75X de tampéao de reagcao Save Money 5x,
500nM de iniciador forward ou reverse, 1uL de BigDye e 2,5uL da reacgéao
tratada com ExoSAP-IT®, para um volume final de reacdo de 10uL. As

reagcdes foram submetidas a uma ciclagem padréo de 95°C por 2 minutos,
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seguida de 40 repeticbes de denaturagcdo a 95°C por 18 segundos,
temperatura de pareamento (até 60°C) por 18 segundos e de extenséo a
60°C por 1 minuto. O sequenciamento foi realizado no equipamento 3730x/
Sequence analyser (Applied Biosystems) e a analise do sequenciamento foi

realizada com o auxilio do software CLC Main Workbench (CLCbio).

3.10.3 Critérios para a selecao dos sitios CpG candidatos

Para a selecao dos sitios CpG candidatos, ou seja, aqueles sitios
putativos a estarem envolvidos na regulacdo da expressao do gene por
apresentarem-se metilados nas células HEK293 sem o tratamento com o
agente desmetilante, foi feita uma classificacdo dos padroes de picos
observados no cromatograma fornecido pelo sequenciamento capilar. A
estes padrdes de picos foram atribuidos scores de acordo com o nucleotideo
presente na posicado analisada, citosina (C) ou timina (T), e a altura do pico
correspondente. Essa classificacdo de padrdes de picos e scores pode ser

vista na Tabela 6.
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Tabela 6 - Classificacdo dos padrdes de picos dos nucleotideos C e T na
posi¢ao analisada com atribuigao de scores.

Equivale aproximadamente

Score Simbolo Altura do pico )
aos seguintes status

0 O Pico exclusivode T Desmetilado

1 Q Picode T > picode C Pouco metilado

O Picode T = C pico de Parcialmente metilado
3 0 Pico de C > pico deT Fortemente metilado
4 . Pico exclusivo de C Totalmente metilado

==ER =

Atribuicdo de scores e simbolos aos diferentes padrées de picos dos nucletideos C e T na
posi¢do analisada, qual seja a posigdo a montante do nucleotideo G dos sitios CpG. Na
coluna “Legenda” sdo dados os scores que variam de 0 (ndo metilado) a 4 (totalmente
metilado). Na coluna “Simbolo” s&o apresentadas imagens que simbolizam o score atribuido
para melhor visualizagao em que cada quarto do circulo corresponde a um ponto. Na coluna
“Altura do pico” sdo dados os paradmetros de comparagéo entre os picos observados nas
figuras, que serviram de base para a classificagao do status de metilagdo (Ultima coluna)
dos sitios CpG e selegédo dos sitios considerados candidatos pelo estudo. Pico em azul:

nucleotideo citosina (C); Pico em vermelho: nucleotideo timina (T).

Esta classificacdo serviu de base para o estabelecimento dos critérios
utilizados para a selegcdo dos sitios candidatos a estarem metilados e por

consequéncia envolvidos no controle da expressao do gene:
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1. O sitio CpG deve estar predominantemente metilado na linhagem
controle (apenas scores 3 e 4);

2. Tal sitio deve apresentar, apds o tratamento com 5-azadC, perda de
metilagdo de pelo menos 2 niveis de score quando comparado com a

linhagem controle;

Dessa forma, o sitio que apresentou score 3 e passou para 1 ou 0, ou
que apresentou score 4 e passou para 2, 1 ou O, respectivamente na
linhagem controle e tradada, foram selecionados. As reagdes de PCR da
linhagem HEK293 controle e tratada com 5-azadC foram realizadas em
duplicatas, e da comparacdo de cada sitio individualmente entre as
replicatas, o score que melhor representasse o status de metilagao daquele
sitio na amostra foi escolhido. Os CpGs selecionados foram submetidos a

analise por pirosequenciamento nas amostras TW e RM.

3.11 RASTREAMENTO DOS SiTIOS CANDIDATOS POR

PIROSEQUENCIAMENTO

As amostras de DNA da linhagem HEK293 tratada com 5-azadC
convertidas pelo tratamento de bissulfito de sédio foram amplificadas em
reacoes de PCR. Essa reacao é realizada com um dos iniciadores de PCR
biotinilado na extremidade 5°. Isso € necessario para a obtencdo de DNA
molde simples fita a partir do produto de PCR, de forma que o iniciador

possa se ligar a esse molde e dar inicio a extensdao em tempo real que
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ocorre sem ciclagem e sem amplificacdo. O equipamento utilizado foi o
PyroMark™ID System (Qiagen), a andlise das sequéncias foi feita com o
auxilio do software Pyro Q-CpG e os parametros para avaliagdo da
qualidade da corrida foram seguidos conforme o default do software de

analise.

3.11.1 Verificagcao da qualidade da conversdo das citosinas no DNA
tratado com bissulfito de s6dio das amostras da casuistica.

A averiguacdo da eficiéncia da conversdo pelo tratamento é
fundamental para estudos de metilagdo que utilizam esse tratamento, e deve
ser feita antes de qualquer analise. Nesse sentido o proprio software do
pirosequenciador possibilita essa averiguagao, ao sugerir, em algumas
posicbes de timinas da sequéncia fornecida, a inser¢dao de adicdo de
citosinas antes ou depois dessas timinas, de forma que se a conversao tiver
sido satisfatéria ndo deve ocorrer formagdo de pico mediante adicdo da
citosina e o pico na adigio de timina € completo.

O préprio software, apos definidas as posicdes do controle de
conversao ja avalia a eficiéncia da conversdao nessas posi¢coes seguindo

préprio parametro default, cuja taxa minima aceita € de 96% de converséo.
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3.11.2 Ensaio de Reprodutibilidade

Uma vez que fatores como variagdes no tratamento com bissulfito de
sodio e PCR podem afetar a reprodutibilidade do nivel de metilagao
determinado pelo pirosequenciamento, avaliamos a variagdo que esses
fatores imputavam as medidas. Para tanto, utilizamos o quarto fragmento
utilizado no rastreamento, que contém 3 CpGs avaliaveis (+829, +853 e
+855, posicoes dadas em relacao ao sitio de inicio de transcricao do gene).

Trezentos nanogramas do mesmo DNA de quatro diferentes amostras
(dois TW e dois RM) foram submetidos a tratamento com bissulfito de sédio
em dois dias diferentes para avaliagdo da variagdo por tratamentos
diferentes. Todos os DNAs convertidos por bissulfito de sédio foram, entao,
submetidos a reagdes de PCR simultaneamente em duplicatas, para
avaliacao da variagao entre replicatas de PCR. Dessa forma foram obtidas
quatro leituras de metilacdo por CpG pra cada amostra. A partir desse
ensaio foi definida a variagdo maxima de valor absoluto entre leituras

diferentes para a mesma amostra aceita no estudo.

3.11.3 Amplificagdo em reagoes de PCR do DNA tratado com bissulfito
de sodio das amostras da casuistica deste trabalho e reagdes de
pirosequenciamento

As reacbes de PCR para amplificacdo do fragmento I3P3A foram
realizadas em duplicata com 30ng de DNA tratado com bissulfito, 1X
CoralLoad, 3,0mM Mg?*, 200nM de iniciador forward, 180nM de iniciador

reverse, 1X PyroMark PCR Master Mix, e H,O MilliQ para volume final de
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25uL. As reacbdes foram submetidas a um passo inicial de 95°C por 15
minutos para ativagdo da enzima, seguida de 50 repeticbes da seguinte
ciclagem: denaturacao a 94°C por 30 segundos, temperatura de pareamento
de 56°C por 30 segundos e de extensdo a 72°C por 30 segundos; finalizada
com um passo de extensdo de 72°C por 10 minutos. As caracteristicas dos
iniciadores s&o dadas no item 3.9 e na Tabela 4.

Em seguida a reagdo seguiu para o pirosequenciamento conforme
instrugdes do fabricante, incluindo um passo de lavagem apds o pareamento
dos iniciadores ao DNA molde para remogao de ligagdes inespecificas. A
analise das reagbes de pirosequenciamento foi realizada com o auxilio do
software Pyro Q-CpG e a analise dos dados foi realizada com o auxilio dos

softwares Microsoft Office Excel e GraphPad Prism 4.

3.12 ANALISES ESTATISTICAS

Para a comparacgao do nivel de expressao entre as amostras de TW e
RM foi utilizado o teste ndo paramétrico para grupos nao pareados (Mann-
Whitney). Para a comparacao do nivel de expressao entre a linhagem nao
tratada e tratada, foi utilizado teste t de student ndo pareado. Para a
identificacdo dos sitios diferencialmente metilados entre amostras de TW e
RM, foi aplicado o teste de Mann-Whitney. Para varificar a diferenca entre o
nivel de expressdo de PLCG2 de acordo com o nivel de metilagdo, os
valores de somatéria de metilagcdo dos CpGs diferencialmente metilados de

todas as amostras foram divididos pelos percentis P33 (1° tercil) e P66 (2°
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tercil). Percentil € o valor que divide a amostra em duas partes. Nessa
divisdo o valor do percentil diz qual a porcentagem da amostra que
apresenta valores igual ou menor que o do percentil (GUEDES et al. 2005).
Desta forma o P33 e o P66 juntos dividem o conjunto de amostras em 3
partes iguais. O teste estatistico para avaliar essa diferencga foi a analise de
variancia nao paramétrica de Kruskal-Wallis (ANOVA de Kruskal-Wallis) com
teste de comparagdes multiplas de Dunnett (post hoc). Para avaliagao da
correlagdo entre o nivel de metilacdo e de expressao foi utilizado teste
estatistico de correlacdo de Spearman, para os valores de expressdao em
log2 e da somatdria do nivel de metilagao dos oito sitios diferencialmente
metilados. Para a associagao entre o nivel de metilagdo e recaida do tumor,
as amostras foram divididas tanto pela mediana (P50) quanto pelos
percentis P33 e P66 da somatdéria do nivel de metilagdo dos sitios
diferencialmente metilados. Dividindo, pela mediana obtivemos dois grupos
com o mesmo numero de amostras em cada, e dividindo pelos tercis,
obtivemos trés grupos, também com aproximadamente 0 mesmo numero de
amostras. O teste aplicado foi o qui-quadrado. Para todos os testes, valores

de P < 0,05 foram considerados significativos.
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4 RESULTADOS

41 ANALISE DA EXPRESSAO DE PLCG2 NA CASUISTICA

Com a finalidade de verificar e confirmar a diferenca de expressao de
PLCG2 entre amostras de TW e RM observada por MASCHIETTO et al.
(2008), realizamos RT-PCR quantitativo (QRT-PCR) com a casuistica deste
trabalho, uma vez que as amostras utilizadas nestes dois trabalhos sao
diferentes, embora sejam do mesmo grupo de pesquisa.

Pode-se observar que assim como as amostras do trabalho de
MASCHIETTO et al. 2008, as amostras do presente trabalho também
mostraram diferenga significativa da expressdo do gene (fold = 13,3; P <
0,0001), corroborando a evidéncia de diferenga na expressao desse gene e
dando suporte para prosseguirmos com a proposta do atual estudo (Figura

10). Os genes normalizadores utilizados foram o GAPDH e o ACTB.
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Figura 10 - Expresséo relativa por qRT-PCR do gene PLCG2 entre as

amostras de TW e RM. A expressao relativa é dada no eixo Y na escala de log na base
2 (log2) e se refere aos genes normalizadores GAPDH e ACTB. Os pontos no grafico
representam a média das duplicatas de cada amostra. A média das expressdes é dada pelo
traco maior e a barra de erros representa os desvios-padrdo (média = -3,39; desvio-padrao
= 2,24 e média = -7,14 e desvio-padrao = 2,08 para RM e TW, respectivamente). TW:
amostras de tumor de Wilms; RM: amostras de rim normal maduro. P: pvalor pelo teste de
Mann-Whitney. F: fold calculado pelo método de PFAFFL (2001). Valores de P < 0,05 foram
considerados significativos.

4.2 ANALISE DA EXPRESSAO DE PLCG2 NAS CELULAS DA
LINHAGEM TRATADA E NAO TRATADA COM AGENTE

DESMETILANTE

5-aza-2'deoxicitidina € um agente desmetilante do DNA que age
através da inibicdo das enzimas responsaveis pela transferéncia do
grupamento metil a citosina em eucariotos, as DNMTs, impedindo a
transferéncias da heranga epigenética apos seguidos ciclos de divisdo

celular. As marcas de metilagdo sdo apagadas do material genético,
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promovendo, dessa forma, a ativacdo da expressdo de genes que
estivessem silenciados por metilagao.

Células da linhagem HEK293 (linhagem de células embrionarias
renais humanas normais, com potencial tumoral) foram submetidas a
tratamento com esse farmaco com o intuito de verificarmos se ocorre
alteracdo do nivel de expressdo de PLCG2, e em caso positivo, de avaliar
como o nivel de metilacdo de PLCG2 pode estar determinando essa
mudanga, ou seja, determinar quais sdo os sitios CpG potencialmente
envolvidos na regulagcado de expressao nessa linhagem. Essa determinagao
foi realizada por um mapeamento do nivel de metilagdo dos sitios CpG nas
células da linhagem HEK293, para posterior rastreamento desses sitios
selecionados na casuistica do estudo.

O RNA total das células da linhagem celular HEK293 com e sem
tratamento com o agente desmetilante (CT1, CT2, AZA1 e AZA2)
apresentou razoes de intensidade das bandas 28S/18S >1,6, consideradas
de o6tima qualidade. O valor de RIN para cada amostra foi maior que 8,9,
indicando que o RNA estava integro.

O DNA extraido das amostras de HEK293 apresentou uma
quantidade que variou de 67 a 110ug e razdo 260/280 acima de 1,95,
indicando boa pureza. A qualidade foi avaliada em gel de agarose 0,8%
indicando que o DNA estava integro.

Para a analise quantitativa da expressdo de PLCGZ2 por qRT-PCR,

quatro microgramas de RNA total de CT1, CT2, AZA1 e AZA2 foram tratados
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com DNase e quantificados para calculo do rendimento,que variou de 1,3 a
2,9 ug.

As amostras de cDNA seguiram para as reagdes de PCR quantitativa
em tempo real (QPCR - real time) que n&do mostraram amplificagdo para o
PLCGZ2 na linhagem HEK293 nao tratada (CT). Na linhagem tratada com o
agente desmetilante, o0 RNAmM passou a ser expresso, (fold de 9544, P <
0,0001) sugerindo que a expressao deste gene é regulada por metilacao
(Figura 11). Na Tabela 7 estdo representados os valores da expressao de
PLCGZ2 das duplicatas das amostras, normalizados para a média entre a
expressdo dos genes normalizadores GAPDH e ACTB. Os valores

mostrados foram utilizados na construgao do grafico de expressao da Figura

11.
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Figura 11 - Expresséo relativa por qRT-PCR do gene PLCGZ2 entre as
amostras AZA e CT. A expresséo relativa é dada no eixo Y na escala de log na base 2

(log2) e se refere aos genes normalizadores GAPDH e ACTB; Os pontos no grafico
representam a média das duplicatas de cada amostra. AZA: células tratadas com 5-azadC;
CT: células nao tratadas. P: pvalor pelo teste t ndo pareado e F: fold calculado pelo método
de PFAFFL (2001). Valor de P < 0,05 foi considerado significativo.
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Tabela 7 - Valores da expressdo de PLCGZ2 relativa a média entre a
expresséo dos genes normalizadores GAPDH e ACTB.

Amostra Expressdo relativa
CT1 1,21E-06
CT2 1,18E-06
AZAl 1,13E-02
AZA2 1,15E-02

Valores de expressado de PLCG2 nas duplicatas das amostras CT e AZA, relativos a média

entre a expressao dos genes normalizadores GAPDH e ACTB. E: poténcia na base 10.

Para efeitos de calculo, o Ct das amostras controle foi considerado
como sendo 40, e a partir dos dados obtidos observou-se que o RNAm de
PLCGZ2 é 9544 vezes mais expresso nas amostras tratadas com 5-AzadC do

que nas amostras controles.

4.3 MAPEAMENTO DO PERFIL DE METILAGAO DE TRECHOS

DAS ILHAS CpG

Uma vez observado que a linhagem HEK293, que nido expressa
PLCG2, ao ser submetida a tratamento com agente desmetilante passa a
expressar o gene, fez-se necessario investigar as alteragdes no nivel de
metilacdo nessa linhagem que possam estar levando a fendbmeno. Para
tanto, realizamos o mapeamento de uma regido que se estendeu de -634 a
+1181 bases (posicao dada em relacdo ao sitio de inicio de transcri¢ao),
contemplando duas CGils, pela amplificacdo de trés fragmentos, 13PI, I3P2 e
I3P3. Os produtos da padronizagao das reagdes foram submetidos a corrida

de eletroforese em gel de poliacrilaminda 8% (Figura 12).
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Figura 12 - Visualizacdo em gel de poliacrilamida 8%, corado com AgNO3
4,5% dos fragmentos 13P1, I3P2 e I3P3 do gene PLCGZ2 amplificado de DNA

tratado com bissulfito de sddio para mapeamento. I13P1: llha 3 Parte 1; I3P2: llha 3
Parte 2; I3P3: llha 3 Parte 3; CT-: controle negativo de reagdo na auséncia de DNA.
Tamanho dos fragmentos: 13P1: 932pb; 13P2: 593pb; I13P3: 604pb; 100bp: marcador de
peso molecular 100bp DNA Ladder (Invitrogen). Os iniciadores foram desenhados seguindo
os preceitos apresentados no item 3.9. Apesar de as bandas estarem a cima da altura

esperada, o sequenciamento confirmou serem as sequéncias esperadas.

A metodologia utilizada neste mapeamento foi sequenciamento
capilar que, conforme o exposto anteriormente, fornece dados confiaveis
para a deteccdo de alteragdes de grandes amplitudes no nivel de metilagéo
entre as células tratadas e n&o tratadas.

O sequenciamento capilar consiste na extensdo de um fragmento com
apenas um dos iniciadores e incorporacdao de dNTPs e ddNTPs pela
polimerase a fita em extensdo. Os ddNTPs contém uma molécula de -H no
lugar de -OH no carbono de posicdo trés, o que encerra a reagao de
extensdo, além de uma marcacao fluorescente para cada ddNTP que
permite ao sequenciador a identificagdo da ultima base de cada fragmento

estendido, determinando a sequéncia.
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A analise do sequenciamento foi realizada com o auxilio do software
CLC Main Workbench (CLCbio) e Microsoft Office Excel, para a comparagao
dos nucleotideos inseridos nas posi¢coes de sitios de metilacdo, entre as
amostras das células tratadas com 5-AzadC e controle, sendo que, na
analise das posi¢cdes correspondentes aos sitios CpG, a presenca de um
nucleotideo C a montante de um nucleotideo G indica que o sitio estava
metilado, a presenga de um nucleotideo T a montante de um nucleotideo G
indica que o sitio estava ndo metilado e a presenca simultanea destes dois
nucleotideos indica metilagcéo parcial.

Da regiao previamente selecionada como ilhas 2 e 3 (-634 a +1181),
1.232 pb (67,9%) mostraram-se avaliaveis. Esse mapeamento permitiu a
analise com qualidade de 122 dos 148 sitios CpG previamente selecionados
(82,4%, dos sitios -543 a +238 e +442 a +1045, exceto sitios -488, +135 e
+467). Na Tabela 8 estao representados os sitios que apresentaram algum
nivel de metilagdo nas amostras controle (CT) e os scores de metilagéo
atribuidos a eles nas amostras CT e AZA, representados pelos simbolos, de
acordo com a classificagdo mencionada no item 3.10.3. A partir desses
scores foram aplicados os critérios desse mesmo item para a selegao dos
sitios candidatos.

Seguindo esses critérios foram selecionados 15 sitios CpG, dentre os
122 sitios avaliados que se mostraram hipermetilados ou totalmente
metilados nas células ndo tratadas e que perderam grande parte dessa
metilacdo mediante o tratamento com o agente desmetilante (Tabela 8),

mostrando-se assim putativamente envolvidos na regulagéo da expresséao.
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Tabela 8 - Classificagcéo e selegdo dos sitios metilados nas amostras controle

Posi¢do do or AZA 1° critério  2° critério
sitio CpG (23) (2ou+)
-543 q ] O N3o -
-385 ™ O Nio -
+442 ™ O N3o -
+452 M O Nio -
+455 ™ O Nio -
+467 - - - -
+487 q ] (™ N3o -
+489 q{ ] &) N3o -
+493 O @ Nao -
+497 q{ ] &) N3o -
+523 q ) q ] N3o -
+532 4 ] &) sim sim
+539 9 q ] Sim N3o
+549 4} (™ sim Sim
+555 ™ O N&o -
+557 ™ (™ N3o -
+564 9 q ] Sim N3o
+576 D q ) N3o -
+606 9 (™ sim sim
+608 4} (™ sim Sim
+615 9 (™ sim sim
+620 [ ] q ] Sim Sim
+632 4} 4} Sim N3o
+642 9 4 ] sim N3o
+654 4} 4} sim N3o
+700 ® q ] sim sim
+707 (] q ) sim Sim
+728 4 ] 9 sim Nio
+735 (] q ) sim Sim
+743 o 4 ] sim Nio
+769 [ ] q ) sim Sim
+777 o q ] sim sim
+829 [ ] (™ sim Sim
+853 ® q ] sim sim
+855 [ ] 4} sim N3o
+878 o 4 ] sim Nio
+881 [ ] 4} sim N3o
+996 ® q ] sim sim
+1023 [ ] 4} sim N3o
+1030 o 4 ] sim Nio
+1040 [ ] 4} sim Nao
+1045 o q ] sim sim

+1116

Classificagdo e representagao dos scores
atribuidos aos sitios CpG mapeados que
apresentaram algum nivel de metilagdo nas
amostras controle. Na coluna das posigdes
dos sitios CpG a posicao é dada em relagao
ao sitio de inicio de transcricdo do gene, e
nas colunas dos simbolos é representado o
score de cada sitio, obtido por comparagao
entre as replicatas da amostra controle (CT)
e da amostra ftratada (AZA) conforme
mencionado no item 3.10.3. Em seguida,
sdo apresentadas as colunas dos critérios,
sendo o 1° que o sitio deve estar
predominantemente metilado (score 3 ou 4)
e 0 2° que o sitio da amostra tratada deve
apresentar perda de 2 pontos ou mais
quando comparada com o da amostra
controle. O “Sim” em negrito assinala os
sitios cujos scores satisfizeram o critério em
questdo. Evidenciados em salmon estao os
sitios que satisfizeram os dois critérios
estabelecidos, e que foram selecionados
como sitios candidatos a reguladores da
expressao de PLCG2.
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4.4 RASTREAMENTO DO NIiVEL DE METILAGAO DOS CpGs

NAS AMOSTRAS DE TW E RM.

Para o estudo de metilagdo, o DNA de 55 amostras de TW e 12
amostras RM foram tratados com bissulfito de soédio, que promove a
conversao das citosinas ndo metiladas (seguidas ou ndao de guaninas) em
uracilas, que dao lugar as timinas apds reagcdao de PCR, permitindo
diferenciar as citosinas originalmente metiladas, por permanecerem
inalteradas, daquelas que ndo estavam metiladas e deram lugar as timinas.

Para verificagdo da qualidade do DNA convertido por bissulfito das
amostras da casuistica deste trabalho, as amostras apds o tratamento foram
submetidas a reagdes de PCR com iniciadores especificos para DNA
convertido por bissulfito (Tabela 2), para amplificacdo de um fragmento do
gene ACTB de 133pb. Na Figura 13 é possivel ver uma imagem obtida por
fotodocumentagdo de corrida de eletroforese em gel de agarose 1% dos

produtos de reagdes de PCR de algumas amostras.
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TW 39
TW 55
RM 34
RM 36
CcT
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CT+
TW 25

L Y
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Figura 13 - Imagem obtida por fotodocumentacao de corrida de eletroforese
em gel de agarose 1% dos produtos das PCRs para o fragmento do gene
ACTB amplificados com iniciadores especificos para DNA convertido por

bissulfito, em amostras da casuistica. CT+: reacdo com DNA da amostra CT

convertido por bissulfito; TW e RM: amostras de tumor de Wilms e rim maduro,
respectivamente; CT -: reagdo com DNA nao convertido por bissulfito; NO: controle negativo
de reacao na auséncia de DNA. Tamanho dos fragmentos 133pb; 100bp: marcador de peso
molecular 100bp DNA Ladder (Invitrogen). Os iniciadores foram desenhados seguindo os
preceitos apresentados no item 3.9. Corante fluorescente utilizado: SYBR Safe™
(Invitrogen) (1X).

Na casuistica, todas as amostras mostraram amplificacdo do
fragmento, com excecdo do controle negativo de reagdo na auséncia de
DNA (NO) e do controle negativo de reagdo na presengca de DNA néo
convertido por bissulfito, o que demonstra que os iniciadores amplificam
apenas DNA convertido pelo tratamento com bissulfito de sddio.

Na fase de rastreamento foi utilizada a técnica de
pirosequenciamento, que consiste no langamento e deteccdo indireta de
pirofosfato (PPi) liberado quando da incorporacdo de nucleotideo durante a
sintese de DNA. A reacdo de polimerizagdo ocorre a partir de uma fita
simples de DNA sem ciclagem ou amplificacéo, a fita € apenas estendida,
mediante o pareamento do iniciador de pirosequenciamento e incorporagao

das bases complementares & fita molde. E uma metodologia de
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sequenciamento em tempo real, e para tanto, previamente a realizacdo da
reagdo, o software de analise projeta a sequéncia de liberagdo de
nucleotideos individualmente de acordo com a sequéncia a ser analisada de
forma que se sabe qual a base incorporada quando da deteccédo do pico.
Iniciada a reacao, de acordo com a liberagado sequencial mencionada, ocorre
a incorporagao dos nucleotideos, resultando na liberagdo de moléculas de
PPl em quantidade equimolar a do nucleotideo incorporado. O PPI liberado
€ convertido em adenosina trifosfato (ATP) por uma ATP sulfurilase na
presenca de adenosina 5’fosfosulfato (APS), liberando energia para que
uma luciferase oxide luciferina em oxiluciferina, que gera um sinal luminoso
de intensidade proporcional a quantidade de ATP. Sendo assim, essa
emissao de luz é proporcional ao numero de incorporagdes de nucleotideos
conhecidos, e por meio do software Pyro Q-CpG o sinal é visualizado na
forma de picos proporcionais a incorporacgao, e interpretado na forma de
dado quantitativo. O equipamento utilizado foi o PyroMark™ID System
(Qiagen).

No programa de analise, a 5mC e a citosina da sequéncia original sao
representadas como picos de citosina e timina, respectivamente. Esses
picos sao proporcionais ao numero de alelos metilados em cada sitio CpG,
fornecendo um valor em porcentagem para cada sitio pesquisado que
representa o nivel de metilagdo, p. ex. 0% representa totalmente nao
metilado e 100%, totalmente metilado. Os parametros para avaliagédo da
qualidade da corrida foram seguidos conforme o default do software de

analise.
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A verificagdo da qualidade da conversdao do DNA tratado com
bissulfito de sddio das amostras € possivel na propria sequéncia fornecida
pelo software que estabelece 96% como taxa minima de conversao atingida
e 0 DNA das amostras que nao satisfizeram esse parametro passaram por
novo tratamento com bissulfito de sédio.

Além disso, foi realizado um ensaio de reprodutibilidade para avaliar a
variagdo que o tratamento com bissulfito de sdédio e reagbes de PCR
poderiam imputar nas leituras fornecidas pelo pirosequenciamento. Para
tanto foram realizadas duplicata de tratamento e duplicata de PCR. Os
resultados obtidos estdo apresentados nas Tabelas 9 e 10 e no grafico da

Figura 14.
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Tabela 9 - Leituras de pirosequenciamento do ensaio de reprodutibilidade e

valores de variagao absoluta dentro das duplicatas de PCR.

A
Sitios CpG
Amostra +829 +853 +855
RM 33-1A 26,95 23,80 16,66
RM 33-1B 26,18 27,87 11,75
RM 33-2A 33,88 31,04 12,87
RM 33-2B 31,25 30,14 13,95
RM 46-1A 29,26 29,37 16,63
RM 46-1B 27,50 31,60 13,02
RM 46-2A 28,91 30,03 13,07
RM 46-2B 29,12 33,98 15,28
TW 17-1A 47,64 37,79 30,47
TW 17-1B 42,50 35,06 27,71
TW 17-2A 43,83 29,53 30,13
TW 17-2B 47,76 39,00 33,60
TW 28-1A 47,69 49,43 33,24
TW 28-1B 44,25 50,57 33,83
TW 28-2A 49,02 39,99 33,12
TW 28-2B 48,08 54,25 30,28

Sitios CpG
Amostra +829 +853 +855
RM 33-1 26,57 25,84 14,21
Abs 0,77 4,07 4,91
RM 33-2 32,57 30,59 13,41
Abs 2,63 0,90 1,08
RM 46-1 28,38 30,49 14,83
Abs 1,76 2,23 3,61
RM 46-2 29,02 32,01 14,18
Abs 0,21 3,95 2,21
TW 17-1 45,07 36,43 29,09
Abs 5,14 2,73 2,76
TW 17-2 45,80 34,27 31,87
Abs 3,93 9,47 3,47
TW 28-1 45,97 50,00 33,54
Abs 3,44 1,14 0,59
TW 28-2 48,55 47,12 31,70
Abs 0,94 14,26 2,84

Leituras em porcentagem das reagdes de pirosequenciamento de duas amostras de rim
maduro (RM 33 e 46) e duas de tumor de Wilms (TW 17 e 28). A: o DNA dessas amostras

foi submetido a tratamento com bissulfito de sédio em dos dias diferentes (1 e 2) e em

seguida submetidos a reagdo de PCR em duplicata (A e B), fornecendo 4 leituras de cada
sitio CpG para cada amostra (p.ex. RM 33-1A, RM 33-1B, RM 33-2A, RM 33-2B). Sitios

analisados: +829, +853 e +855, posi¢cdes dadas a partir do inicio de transcricdo do gene. B:

Médias e variagdes absolutas dentro das duplicatas de PCR (Abs), referentes a cada um

dos tratamentos de cada amostra. O valor de Abs corresponde ao valor da maior leitura

menos o valor da menor leitura e informa a variagdo imputada pelas condi¢cdes

experimentais analisadas as leituras de pirosequenciamento. Sitios analisados: +829, +853

e +855, posigdes dadas em relagéo ao sitio de inicio de transcricao do gene.
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Tabela 10 - Estatistica descritiva do ensaio de reprodutibilidade

Sitios CpG Sitios CpG

Amostra +829 +853 +855 Amostra +829 +853 +855
RM 33 29,57 28,21 13,81 TW 17 45,43 35,35 30,48
DP 3,64 3,23 2,10 DP 2,67 4,21 2,42
Abs 7,70 7,24 4,91 Abs 5,26 9,47 5,89
RM 46 28,70 31,25 14,50 TW 28 47,26 48,56 32,62
DP 0,81 2,05 1,77 DP 2,08 6,07 1,59
Abs 1,76 4,61 3,61 Abs 4,77 14,26 3,55

Médias, desvios-padrdao (DP) e variagdes absolutas dentre todas as leituras pra cada sitio
de cada amostra (Abs). O valor de Abs corresponde ao valor da maior leitura menos o valor
da menor leitura e informa a variagdo imputada pelas condigdes experimentais analisadas
as leituras de pirosequenciamento. Sitios analisados: +829, +853 e +855, posicdes dadas

em relagdo ao sitio de inicio de transcricdo do gene.

B C
CpG +829 CpG +853 CpG +855
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Figura 14 - Grafico de barras das médias das leituras de

40+

304

Nivel de metilagao (%)

Nivel de metilagao (%)
&
Nivel de metilagéo (%)

pirosequenciamento do ensaio de reprodutibilidade. As barras representam as
médias das leituras de pirosequenciamento (em porcentagem no eixo Y) com barras de erro
(desvio-padrao) de cada sitio CpG para cada amostra (eixo X). A: sitio +829; B: sitio +853;
C: sitio +858. Posi¢bes dos sitios CpG dadas em relagao ao sitio de inicio de transcrigdo do

gene. Os valores dos desvios-padrao sdo apresentados na Tabela 10.
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Os resultados desse ensaio mostram que as variagdes entre as
duplicatas de PCR sao baixas, sendo a média dessas variacdes de 3,29,
com apenas dois valores ultrapassando 5. Ademais, quando avaliamos as
variagdes entre todas as leituras de cada sitio para cada amostra, o que
inclui a duplicata de tratamento, elas se mantém baixas, agora com quatro
valores acima de 7 e dois entre 5 e 7. A média de todas as variagdes € de
4,24 e os desvios-padrdo sao pequenos, valores muito baixos que nao
comprometeriam a comparag¢ao entre as amostras de TW e RM, uma vez
que a diferengca de metilagdo que buscamos é muito maior que essas
pequenas variagdes.

Considerando ainda que leituras de 0 a 5% de metilagao por
pirosequenciamento tém sido consideradas ruido (JONES et al. 2005;
SHAW et al. 2006), e que as variagcbes em valor absoluto que obtivemos
estdo préximas desse valor, estabelecemos como aceitavel a variagao
maxima entre duplicata de PCR de 5, um limite suficiente para dar uma
margem adequada a comparacéao realizada.

Os sitios selecionados na fase de mapeamento foram avaliados por
pirosequenciamento para obtencdo de medidas quantitativas do nivel de
metilacdo na casuistica deste trabalho e comparadas entre as amostras de
TW e RM. Todas as analise por pirosequenciamento do rastreamento foram
realizadas com o produto de PCR de apenas um fragmento, nomeado I3P3A
(+578 a +914) de 337pb, que contemplava 11 dos 15 sitios CpG
selecionados como candidatos (item 4.3, Tabela 8) pelo mapeamento. No

entanto, a qualidade das reagdes de pirosequenciamento cai a medida que a
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corrida se prolonga, em fungdo de suas limitagbes, que envolvem redugéo
de atividade das enzimas, saturacéo e inibicdo por metabdlitos, entre outros
(MASHAYEKHI e RONAGHI 2007). Desta forma, priorizar sequéncias curtas
favorece melhores resultados pela metodologia do pirosequenciamento.

Assim, para contemplar estes 11 sitios CpG candidatos, foram
desenhadas quatro corridas de sequenciamento com extensdao de no
maximo 60 base, sendo necessario um iniciador para cada reacido. As
caracteristicas dos iniciadores sdo dadas no item 3.9 e Tabela 4.

Os produtos de PCR do fragmento utilizado no rastreamento (I3P3A)
foram submetidos a corridas de eletroforese em gel de agarose 1%, para
verificacdo da presenca do fragmento amplificado e sua especificidade. Na
Figura 15 ha um exemplo de reagcdo de PCR de quatro amostras da

casuistica e do controle positivo (CT1).

i
I &5 m & R
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Figura 15 — Visualizagéo, por fotodocumentacao, em gel de agarose 1% do
fragmento I3P3A do gene PLCGZ2 amplificado de DNA tratado com bissulfito
de sodio para o rastreamento de 11 dos 15 sitios CpG candidatos. NO:
controle negativo de reagado, sem DNA; CT1 HEK: controle positivo de reagdo; RM e TW:

amostras de rim maduro e Tumor de Wilms, respectivamente. Tamanho do fragmento:
337pb; Corante fluorescente utilizado: SYBR Safe™ (Invitrogen) (1X).
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A média das leituras obtidas entre as duplicatas foi considerada
(Tabela 11). Foram aceitos valores de duplicatas com variagdo absoluta de
até 5. Foram obtidas reacbdes de pirosequenciamento dos 11 sitios CpG
candidatos para 52 de 55 amostras de TW e para todas as 12 amostras de

RM.



Tabela 11 - Nivel de metilagao nos sitios candidatos em 52 TW e 12 RM

Sitios CpG (posi¢do em relagdo ao sitio de inicio de transcrigdo)

Amostra +606 +608 +615 +620 +700 +707 +735 4769 +777 +829  +853
RM 32 1,90 2,11 5,53 6,64 7,23 7,75 524 10,87 32,49 24,32 2394
RM 33 3,27 1,28 2,59 6,32 9,25 5,96 3,70 8,20 30,38 26,22 26,16
RM 34 1,30 3,79 4,44 4,58 7,21 8,38 535 17,25 33,57 30,04 3568
RM 36 2,49 4,16 4,32 5,80 9,08 11,76 4,39 14,75 44,14 26,84 37,03
RM 37 3,53 2,82 6,30 6,30 5,05 8,49 500 14,94 40,53 31,99 27,06
RM 40 3,88 4,92 3,99 6,70 765 11,08 0,00 11,83 36,39 18,65 34,23
RM 42 4,38 3,71 4,20 7,98 7,99 6,93 4,33 10,36 30,82 2037 23,27
RM 43 2,65 3,02 3,14 4,48 6,47 7,98 1,92 14,10 39,62 23,50 34,09
RM 44 0,00 3,47 513 4,54 6,00 8,13 2,04 12,43 25776 22,37 19,12
RM 46 3,53 3,97 517 3,90 8,77 10,30 1,75 12,20 30,78 29,97 30,79
RM 47 1,19 3,41 2,73 3,60 6,09 5,70 1,91 9,68 20,65 19,16 20,96
RM 48 1,47 4,11 3,77 6,67 8,37 6,76 3,27 10,53 20,08 22,69 23,29
TW 01 0,00 1,39 3,20 7,11 13,19 18,14 3,27 22,39 54,37 59,44 51,46
TW 02 2,36 0,00 3,34 592 24,56 55,03 10,16 57,66 74,62 83,74 82,78
TW 03 1,28 0,00 1,64 1,89 12,12 17,19 7,67 20,53 52,43 64,48 66,84
TW 04 6,71 7,57 12,29 30,16 44,75 5881 19,96 50,71 67,42 71,54 70,75
TW 05 1,16 0,00 2,31 3,58 6,98 14,98 0,00 10,49 29,73 61,02 74,08
TW 06 3,89 2,22 3,96 4,26 13,70 12,85 3,09 1647 4886 57,89 58,71
TW 07 0,00 1,27 3,05 6,25 5,45 9,46 6,00 2518 44,92 63,16 46,17
TW 08 1,15 0,00 4,15 1,87 6,83 13,30 2,82 22,69 4574 51,86 4550
TW 09 3,95 1,04 2,73 3,88 13,47 28,35 2,42 21,73 41,49 70,45 75,00
TW 10 2,16 0,00 7,81 7,65 44,87 69,83 26,59 66,03 8159 76,41 79,80
TW 11 2,83 2,33 3,75 510 13,14 17,62 6,81 17,99 44,07 7266 77,07
TW 12 4,60 1,12 2,87 2,76 13,55 22,06 6,56 32,05 5585 6280 73,01
TW 13 3,61 0,00 4,67 4,66 9,83 20,88 2,14 1494 37,22 49,27 49,64
TW 14 2,62 1,24 4,53 568 29,09 5054 17,89 53,87 80,28 74,10 79,71
TW 15 1,45 0,00 5,01 1,15 8,22 5,77 6,87 17,66 36,71 44,44 4049
TW 16 2,76 1,28 5,03 7,83 20,28 26,42 8,05 32,37 64,83 83,34 8563
TW 17 1,84 0,00 3,79 2,38 10,81 11,32 494 18,75 43,13 43,96 36,52
TW 18 0,00 0,00 4,41 3,43 1519 20,52 6,34 2601 5919 6890 59,53
TW 19 1,14 1,82 2,58 4,11 1555 36,66 885 1685 5192 69,54 7247
TW 20 3,23 1,13 3,70 7,32 36,24 57,32 11,74 46,13 70,95 77,46 76,03
TW 21 3,75 1,45 4,97 512 22,70 40,41 14,22 53,23 72,34 72,25 74,23
TW 23 0,00 1,16 2,96 2,27 7,70 6,45 1,80 10,69 39,01 54,99 59,55
TW 24 2,82 2,10 3,82 7,69 18,70 2521 192 26,98 46,60 69,22 69,19
TW 25 0,00 1,81 2,16 6,16 25,31 27,94 12,66 34,09 6336 84,03 8290
TW 26 1,45 2,08 4,27 6,78 12,68 8,13 6,74 9,41 32,85 53,43 57,66
TW 27 1,16 5,02 1,80 8,14 2458 34,41 8,15 3186 67,04 71,46 3243
TW 28 0,00 1,89 0,00 1,48 6,26 12,28 430 22,75 46,60 43,19 51,56
TW 29 2,14 0,00 1,42 0,00 5,55 9,73 4,78 26,05 5236 71,61 7396
TW 30 1,07 0,00 0,00 5,14 9,60 14,76 593 17,02 33,70 54,68 4594
TW 31 1,83 1,95 3,68 4,07 6,78 7,41 3,41 13,88 42,77 65,08 57,14
TW 32 2,29 3,14 0,00 574 27,41 43,10 597 46,05 6744 72,00 78,55
TW 34 2,65 0,00 1,75 1,68 8,23 14,24 3,82 16,58 32,01 3528 5833
TW 35 0,00 4,30 0,00 0,00 5,73 7,08 2,10 10,15 34,70 47,17 36,55
TW 36 4,52 4,46 6,75 17,00 51,23 66,68 32,89 54,39 7492 81,10 85,78
TW 37 1,75 1,63 3,43 8,44 2191 3841 10,01 5048 7561 7830 76,09
TW 38 0,99 0,00 5,53 3,87 7,57 9,12 9,28 10,14 20,82 6514 81,33
TW 39 5,53 3,55 2,59 7,37 3599 70,38 12,94 63,14 80,10 79,26 83,77
TW 40 2,63 2,73 581 10,84 34,80 54,16 11,80 40,86 71,80 75,45 84,12
TW 41 2,69 2,38 1,75 3,15 537 10,02 6,15 16,31 46,81 44,22 3892
TW 42 1,04 0,00 3,95 3,61 6,90 6,87 4,72 1491 33,77 48,78 60,65
TW 43 0,00 2,63 3,10 542 2087 39,51 14,32 41,81 5046 7532 7742
TW 44 0,00 2,10 3,40 0,00 9,21 7,96 5,03 8,79 23,38 41,53 54,87
TW 45 0,00 3,03 3,96 4,62 6,86 18,55 4,70 43,19 70,89 80,88 74,86
TW 46 1,05 0,00 582 12,13 31,03 33,19 8,44 26,78 5349 6742 6785
TW 47 0,00 4,17 1,94 7,54 14,41 31,52 4,48 11,94 46,05 53,28 76,39
TW 48 0,00 1,38 4,12 2,60 13,37 18,74 540 19,34 47,67 6522 56,82
TW 49 2,66 2,80 2,94 4,10 8,23 1194 4,60 1858 4578 63,02 54,57
TW 50 0,97 1,49 2,65 526 31,07 39,72 15,56 37,47 66,82 7517 80,73
TW 51 1,45 2,22 435 11,09 3241 4732 1237 50,76 67,56 7887 80,55
TW 52 1,46 1,74 1,76 4,04 1298 26,19 6,24 23,07 5234 61,54 78,16
TW 54 1,33 0,00 1,14 4,12 12,60 19,06 3,28 24,02 5551 69,80 76,17
TW 55 0,00 2,73 3,51 2,18 17,47 25,71 7,01 20,59 43,76 71,90 65,08

Médias das leituras obtidas

amostras de Tumor de Wilms
sitios candidatos (+606, +608, +615, +620, +700, +707, +735, +769, +777, +829, +853)

individualmente. Valores dados em porcentagem.

em duplicata das reagdes de
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pirosequenciamento de 52

(TW) e de 12 amostras de rim normal maduro (RM), para os
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Amostras de rim embrionario humano emblocadas em parafina
também foram submetidas ao tratamento com bissulfito de sddio e a reagdes
de PCR para o rastreamento. No entanto, tanto as reagcdes de PCR controle
de conversao (ACTB-bis), quanto a PCR para I3P3A nao funcionaram.

O resultado da analise estatistica para identificacdo dos sitios
diferencialmente metilados esta apresentado na Tabela 12, e os graficos do
nivel de metilagdo de cada sitio individualmente (+606, +608, +615, +620,
+700, +707, +735, +769, +777, +829, +853, posi¢cdes dadas em relagdo ao
sitio de inicio de transcricao do gene) comparado entre amostras de TW e

RM sao apresentados na Figura 16.

Tabela 12 - Estatistica descritiva do rastreamento dos 11 sitios CpG

+606 +608 +615 +620 +700 +707 +735 +769 +777 +829 +853

Média 2,46 3,39 4,27 562 7,43 827 3,24 12,26 32,10 24,68 27,97

pP 1,31 098 1,13 1,36 1,34 1,92 1,70 2,59 7,48 4,41 6,16

Média 1,81 1,66 3,46 555 17,56 26,79 802 2857 52,76 64,94 66,02

DP 1,58 1,58 2,07 4,73 11,58 1821 6,17 1575 15,61 12,58 14,92
P valor 0,160 0,004 0,126 0,453 0,004 0,0002 0,003 0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Médias e desvio padrédo (DP) das leituras obtidas por pirosequenciamento das 52 amostras

RM

TW

de Tumor de Wilms (TW) e das 12 amostras de rim maduro (RM), para cada sitio candidato
(+606, +608, +615, +620, +700, +707, +735, +769, +777, +829, +853, posicdes dadas em
relagéo ao sitio de inicio de transcricao do gene). Valores dados em porcentagem. P valor

dado pelo teste de Mann-Whitney. Valores de P < 0,05 foram considerados significativos.
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Figura 16 - Nivel de metilagdo dos sitios CpG rastreados entre as amostras

de TW e RM. Nivel de metilagdo dos sitios rastreados (+606, +608, +615, +620, +700,
+707, +735, +769, +777, +829, +853, posicbes dadas em relagdo ao sitio de inicio de
transcricdo do gene). RM: amostras de rim maduro. TW: amostras de TW. Cada ponto no
graéfico representa a média das leituras da duplicata de PCR de cada amostra em
porcentagem. A média do nivel de metilagdo de cada sitio € dada pelo trago maior e a barra
de erros representa o desvio-padrdo, cujos valores sdo apresentados na Tabela 12. Os
sitios com diferenga de metilagdo estatisticamente significativa estdo assinalados com o
asterisco. Valores de P < 0,05 foram considerados significativos. Importante observar as

escalas do eixo Y (nivel de metilagdo) que variam entre os graficos de cada sitio CpG.
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Dos 11 sitios CpG rastreados, oito apresentaram diferenca de
metilacdo estatisticamente significativa entre as amostras de TW e RM,
sugerindo que estes sitios possam ser, pelo menos parcialmente,
responsaveis pela regulagdo da expressao de PLCGZ2 nas amostras de
tumor de Wilms. O sitio +608 apresentou um padrao inverso ao dos outros
sitios, estando as amostra de MK mais metiladas que as de TW. No entanto,
observando a escala do eixo y (nivel de metilagao), constatamos que apesar
da diferenca ser estatisticamente significativa, o nivel de metilacdo de quase
todas as amostras se apresenta préximo a 5%, que €& um valor
extremamente baixo e muito sujeito a ruido experimental. No entanto, como
foi detectada diferenca estatisticamente significativa para esse sitio, ele foi

incluido na nossa analise.

45 CORRELAGAO INVERSA ENTRE METILAGAO E

EXPRESSAO NAS AMOSTRAS DE TW E RM

Em uma primeira analise verificamos se o nivel de metilagdo dos
sitios diferencialmente metilados e o nivel de expressao de PLCGZ2 ao
comparar as amostras de TW com as de RM, poderiam apresentar uma
relacdo inversa, conforme o esperado. Para tanto comparamos o esses
niveis separadamente entre as amostras de TW e RM que apresentavam
ambos os dados. Dessa forma, avaliamos 30 amostras de TW e 11 de RM.

As comparagdes sao apresentadas na Figura 17.
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Figura 17 - Expressao relativa por qRT-PCR do gene PLCG2 e nivel de
metilagdo dos sitios CpG diferencialmente metilados entre amostras de TW

e RM. A: A expresséo relativa é dada na escala de log na base 2 (log2) e se refere aos
genes normalizadores GAPDH e ACTB. Os pontos no grafico representam a média das
duplicatas de cada amostra. A média das expressdes é dada pelo trago maior e a barra de
erros representa os desvios-padréo (média = -3,39; desvio-padrao = 2,24 e média = -7,14 e
desvio-padrdao = 2,08 para RM e TW, respectivamente). B: Os pontos no grafico
representam a média das somatérias (Y) do nivel de metilacdo dos sitios diferencialmente
metilados de cada amostra em porcentagem. A média da somatdria de todas as amostras é
dada pelo trago maior e a barra de erros representa o desvio-padrao (média = 117,82 e
desvio-padrdo = 19,56; e média = 267,46 e desvio-padrdo = 87,54, para RM e TW,
respectivamente). P: pvalor pelo teste de Mann-Whitney. Valores de P < 0,05 foram
considerados significativos. TW: amostras de Tumor de Wilms; RM: amostras de rim

maduro.

Como se pode observar, existe uma inversdao na distribuicdo dos
pontos entre os grafico de nivel de expressao e de metilacdo. Isso sugere
que a expressdao de PLCG2 é regulada por metilacdo desses sitios
diferencialmente metilados. Nesse sentido, avaliamos se essa relacéo
inversa poderia ter significancia estatistica. Para tanto, as 30 amostras de
TW e as 11 amostras de RM foram avaliadas juntamente, divididas em 3

grupos de 13 ou 14 amostras cada pelo P33 e P66 da somatdria do nivel de
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metilagdo dos sitios diferencialmente metilados. Os valores do P33 e P66
séo respectivamente 170,84 e 258,30 (em porcentagem de metilagéo).
Assim o primeiro grupo foi definido como aquele com valores de metilagao
menor que 170,84, o segundo grupo, como aquele com valores de metilagao
entre 170,84 e 258,30 e o terceiro grupo, aquele com valores de metilagdo
maiores que 258,30. O primeiro grupo apresenta, entdo, os menores niveis
de metilagdo, o terceiro apresenta os maiores e o segundo apresenta os
valores intermediarios.

Foi observada diferenca estatisticamente significativa (P = 0,0004)
entre os parametros avaliados, e que a diferenga se encontra entre o grupo
1 (menor nivel de metilagdo) e o grupo 3 (maior nivel de metilagao), com P <

0,001 (Figura 18).
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Metilagao

P=0,0004
* P<0,001

Figura 18 - Nivel de expressao do gene PLCGZ2 nos grupos 1, 2 e 3 de

metilagao. Box plot com a distribuigdo dos valores de expressio relativa (eixo Y) das 30
amostras de TW e 11 de RM divididas em trés grupos (1, 2 e 3) pelos percentis P33 e P66
dos valores de somatédria de metilagédo dos 8 sitios CpG diferencialmente metilados (eixo X).
P= 0,0004 corresponde ao teste de Kruskal-Wallis e P<0,001 corresponde ao teste post
hoc. O asterisco indica que entre os grupos 1 e 3 houve diferenga estatisticamente
significativa P<0,001 — post hoc de Dunnett).
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Observado que ha diferenga estatisticamente significativa entre o
terco das amostras com maior nivel de metilagado e o terco com menor nivel
de metilacdo, e que essa diferenca se da no sentido do terco menos
metilado das amostras ter nivel de expressdo maior que o terco mais
metilado, pode-se dizer que existe, entdo, uma associagao inversa entre o
nivel de metilacdo desses oito sitios CpG e expressao de PLCG2, e que a
metilacao desses sitios esta ao menos parcialmente envolvida na regulagao
dessa expressao.

Confirmando a diferenga observada, o teste de correlagdo mostrou
uma correlagao inversa regular e significativa entre o nivel de metilagdo e de

expressao (rs = - 0,58, P < 0,0001) (Figura 19).

PLCG2
& o
fe)]
2
[1]
2 b=
w©
-
=) ®
W 104 .
g e
u
-3
.
w s r ' i Y Y
0 100 200 300 400 500

¥ metilagio (%)

rs = -0,58

P < 0,0001
Figura 19 — Correlacdo entre o nivel de expressdo e de metilagdo de
PLCG2. Expresséao relativa (log2) representa a expressdo de PLCG2 relativa aos genes
normalizadores GAPDH e ACTB. ¥ metilagcdo (%) representa a somatéria das leituras de
metilagdo dos oito sitios diferencialmente metilados nas amostras. Cada ponto preto no
grafico representa cada uma das 30 amostras de tumor de Wilms e cada ponto vermelho
representa cada uma das 11 amostras de rim normal maduro em que no eixo Y é dado seu
valor de expressédo de PLCG2 e no eixo X é dado o nivel de metilagdo. rs representa o
coeficiente de Spearman. P: pvalor pelo teste de correlagdo de Spearman. Valores de P <
0,05 foram considerados significativos
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4.6 ASSOCIAGAO DO NIVEL DE METILAGAO E DADO CLINICO.

Avaliamos também a ocorréncia de associacdo entre o nivel de
metilacao e recaida até 3 anos apds o tratamento, tornando-a uma variavel
numeérica temporal em categorica nominal (recaiu ou nao recaiu). Para essas
analises iniciais foram consideradas 52 amostras de TW, das quais 18
apresentaram recaida no periodo. Os percentis P50, P33 e P66 que
dividiram as amostras para as analises foram, respectivamente, 254,08;
208,45 e 283,68.

Conforme pode ser observado na Figura 20A e 20B, a divisao
respectivamente, em dois e trés grupos, nao revelou associagdo entre o
nivel de metilagao e recaida do tumor.

Diante disso, em uma segunda analise, pra determinar se o nivel de
metilagdo seria um marcador para recaida em amostras de TW sem LOH
169 e/ou 1p, selecionamos apenas as amostras que nao apresentavam LOH
de 16q (40 amostras das quais 11 sdo de pacientes que recairam) e, em
paralelo, aquelas que n&ao apresentavam LOH nem de 1p nem de 16q (38
amostras das quais 11 sdo de pacientes que recairam), uma vez que essas
caracteristicas ja vém sendo utilizadas na clinica, mas s&o pouco sensiveis
para a deteccdo de recaida. A divisdo das amostras se deu pela mediana
(P50, ambas iguais a 252,80) do nivel de metilagdo separando-as em dois
grupos com o mesmo numero de amostra. Da mesma forma, essa analise
nao revelou associacdo entre metilagdo e recaida (figuras 15C a E). Os

graficos de todas essas analises s&o apresentados na Figura 15.
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Figura 20 — Associagdo entre nivel de metilagcdo e recaida. Graficos de

barras do confronto de duas variaveis. No eixo Y sdo dados os nimeros de individuo

(amostras) que recairam (cinza) e que n&o recairam (branco). No eixo X sdo dados os

grupos de divisdo das amostras pelo nivel de metilagdo. A: Todas amostras sdo divididas

em dois grupos pela mediana do nivel de metilagdo. B: Todas as amostras sao divididas em

trés grupos pelos tercis P33 e P66 do nivel de metilagdo. C; O grupo 1 do grafico B é

comparado aos grupos 2 e 3 juntamente. D: As amostras que n&o apresentaram perda de

heterozigose (LOH) de 16q foram divididas em dois grupos pela mediana do nivel de

metilagdo. E: As amostras que ndo apresentaram perda de 1p e/ou 16q foram divididas em

dois grupos pela mediana no nivel de metilagdo. Valores de P < 0,05 foram considerados

significativos

Na Tabela 13 sdo dados os dados clinicos dos pacientes do estudo.
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Tabela 13 - Dados clinicos e de metilagao das amostras de TW

Amostra LOH 1p/16q Estadio Recaida Metilagdo
TW 01 n3o/n3o 1} nio 223,64
TW 02 niao/nio " sim 388,54
TW 03 niao/nio v nao 241,25
TW 04 n3o/sim 11l nao 391,49
TW 05 n3o/n3o 1} nio 197,27
TW 06 niao/nio v sim 213,77
TW 07 niao/nio " sim 201,60
TW 08 n3o/n3o \Y; nio 188,72
TW 09 ndo/n3o 11l sim 253,93
TW 10 niao/nio " sim 445,10
TW 11 niao/nio " nao 251,67
TW 12 ndo/n3o Il sim 266,97
TW 13 n3o/sim \Y; nio 183,90
TW 14 niao/nio v nao 386,70
TW 15 nio/nio Il sim 160,15
TW 17 n3o/n3o \Y; sim 169,41
TW 18 ndo/n3o 1} nio 255,67
TW 19 n3o/sim 11l sim 273,64
TW 20 nio/nio v sim 376,97
TW 23 niao/nio Il sim 181,32
TW 24 n3o/n3o v nio 259,90
TW 25 n3o/sim Il sim 332,09
TW 26 nao/sim " sim 182,96
TW 27 nio/nio v nao 274,93
TW 28 n3o/n3o 1} nio 188,82
TW 29 nido/n3o v nio 244,03
TW 30 nio/nio v nao 181,62
TW 31 sim/n3o 1} nio 198,41
TW 32 n3o/n3o 1} nio 343,64
TW 34 nao/sim Il sim 168,46
TW 35 nido/nio v nao 147,77
TW 36 nido/nio 1} nio 451,43
TW 37 ndo/n3o v nio 352,42
TW 38 sim/sim " sim 203,39
TW 39 nio/nio v nao 429,10
TW 40 ndo/nio 1} nio 375,71
TW 41 ndo/n3o 1} nio 170,15
TW 42 ndo/n3o I nio 176,58
TW 43 nido/nio 1} nio 322,31
TW 44 nio/sim v nio 152,85
TW 46 sim/sim 1} sim 288,19
TW 47 ndo/n3o 1} nio 242,22
TW 48 nido/nio v nio 227,92
TW 49 nido/nio 1} nio 209,49
TW 50 sim/n3o 1} nio 348,02
TW 51 ndo/n3o v nio 372,04
TW 52 ndo/n3o I nio 262,24
TW 54 nido/nio 1} nio 260,43
TW 55 nido/nio 11} sim 254,22

Tabela contendo os valores de metilacao e
dados de perda de heterozigose (LOH)
para 1p/16q, estadio e recaida para as
amostras de TW com as informagoes
disponiveis. TW representa as amostras
de tumor de Wilms. LOH para 1p/16q
representa a perda ou ndo das regides
citadas em que “sim” significa que houve
perda da regido e “ndo” significa que nao
houve perda da regido. Essa informagéo é
dada pra cada amostra na sequéncia para
1p a esquerda e para 16q a direita
separadas pela barra. 1p: brago curto do
cromossomo 1p; 16q: braco longo do
cromossomo 16; Il, Il e IV: estadios dos
tumores ao diagndstico da doenga; Na
coluna Recaida, “ndo” significa que o
paciente ndo apresentou recaida e “sim”
significa que o paciente apresentou
recaida, onde recaida significa recaida do
tumor em até trés anos apds o tratamento.
Metilagdo é dada pela somatéria das
medidas de metilacdo dos oito sitios CpG

diferencialmente metilados.
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Vale observar que a casuistica desse trabalho estava enriquecida
para os estadios mais avangados, mais propensos a recaida, havendo
poucos representantes do estadio Il e nenhum do estadio |. Diante disso, a
inclusdo de representantes desses estadios permitiia uma melhor
visualizagao da relagédo entre o nivel de metilagao nos diferentes estadios.
Caso fosse observado menor nivel de metilagdo nos estadios iniciais,
poderia haver uma melhor distingdo na frequéncia de recaida entre os
grupos mais e menos metilados, a qual nado foi possivel observar na

casuistica utilizada.
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5 DISCUSSAO

O gene PLCG2 é um gene ainda pouco estudado e nao existem
estudos na literatura que investiguem o papel da metilagdo no controle da
sua expressao. Esse gene foi recentemente associado com a tumorigénese
do tumor de Wilms, em um estudo do nosso grupo (MASCHIETTO et al.
2008), que mostrou diminuicdo/auséncia de expressao do gene na maioria
dos casos de TW e auséncia nos rins fetais até 18 semanas de idade,
diferentemente dos rins maduros, sugerindo que a modulagao da expressao
de PLCG2 é um evento importante tanto nos diferentes estagios da
nefrogénese, em que a proteina se mostra altamente regulada, quanto no
aparecimento do TW, sendo um evento precoce e altamente frequente
nessa neoplasia. Esse dado aliado a frequencia de LOH do 16q, que contém
0 locus do PLCGZ2 (16g24.1), em aproximadamente 20% dos casos de TW e
que é um evento associado com aumento do risco de recaida e 6bito em
pacientes com tumor de Wilms, torna esse gene de grande interesse para
ser estudado no contexto dessa doenca.

Corroborando esses dados, no atual estudo, as amostras de rim
normal maduro apresentaram expressdao de RNAm de PLCG2 13,3 vezes
maior do que as amostras de TW enriquecidas para blastema (P < 0,0001) e
a auséncia de expressao em rins fetais foi representada em reagdes de qRT-
PCR em linhagem renal embrionaria humana normal (HEK293), a qual

passou a expressar o RNAm de PLCGZ2 ao ser tratada com o agente
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desmetilante 5-azadC (P < 0,0001). Tal linhagem representa o
desenvolvimento renal embrionario, que conforme o esperado e de acordo
com MASCHIETTO et al (2008), ndo expressa o PLCGZ2 em condi¢des
normais, mas passa a expressar ao sofrer desmetilacado do seu DNA. Isso
sugere que o gene tem sua expressao regulada por metilacdo e que um
potencial alvo de estudo é a sua regidao promotora.

Diante disso, fez-se necessario realizar um mapeamento do perfil de
metilacdo na linhagem estudada, para determinar os sitios possivelmente
envolvidos nessa regulagao por metilacdo, para entao, investigar de forma
direcionada os sitios candidatos em amostras de TW. O mapeamento de
uma regido de 1.815pb contendo duas CGls localizadas na regido
promotora, 1° éxon e 1° intron do gene PLCG2 selecionou 15 sitios CpG
metilados em amostras controle, que perdiam consideravelmente a
metilacdo mediante tratamento com bissulfito, mostrando-se candidatos a
reguladores da expressao do gene.

O rastreamento por pirosequenciamento do nivel de metilagao de 11
desses sitios em amostras de TW e RM indicou que oito apresentaram-se
diferencialmente metilados quando comparadas as amostras de TW as
amostras de RM (P < 0,05), sendo que sete apresentavam-se mais
metilados nas amostras de TW, e um deles apresentou uma diminui¢cao
muito pequena nas amostras de TW.

Diante disso, pudemos observar que existe uma relagéo inversa entre
a expressao relativa de PLCG2 e o nivel de metilagdo dos oito sitios

diferencialmente metilados. Essa inversao foi confirmada por uma ANOVA
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de Kruskal-Wallis (P = 0,0004), cujo teste post-hoc revelou que a diferencga
se encontra, quando comparamos o nivel de expressdo, entre o grupo
menos e 0 grupo mais metilado do conjunto de todas as amostras.

Foi realizado entao teste estatistico de correlagdo de Spearman, que
mostrou haver correlagdo inversa regular e significativa entre o nivel de
expressdo e metilagdo de PLCG2 (rs = -0,58, P < 0,0001), fornecendo
indicios do possivel papel da metilagdo desses sitios no controle da
expressado do PLCGZ2. Isso sugere fortemente que o PLCGZ2 seja importante
para a tumorigénese, uma vez que sua expressado (dados obtidos com a
linhagem HEK293) esta de acordo com o esperado nas fases iniciais do
desenvolvimento e que tanto a metilagdo quanto a expressdo do gene no
tumor recapitulam essas fases iniciais, com ambos os padrdes de expressao
e metilagdo inversos aos do rim normal maduro.

No entanto, a investigagao do nivel de metilagdo em amostras de rim
fetal poderia fornecer um importante reforgo a essa hipétese, na medida em
que fosse identificado um padrdo de perda de metilagdo desses sitios ao
longo da diferenciagdo normal do rim, que pudesse explicar a expressao
protéica e transcricional crescente de PLCGZ2 nesse periodo.

Valeria também avaliar o nivel de expressado e metilacdo de PLCG2
nos outros dois componentes, uma vez que também mostraram auséncia da
expressao protéica de PLCG2. Isso seria na tentativa de observar se a
auséncia de expressao nesses componentes estaria também associada com

a hipermetilagao.
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Por outro lado, é importante sempre ter em mente a interagao entre os
fatores epigenéticos, uma vez que o resultado observado é sempre a soma
de suas interacdes, e os muitos mecanismos de feedback positivo e negativo
(PORTELA e ESTELLER 2010). Isso de certa forma explicaria a correlagao
inversa regular (rs = -0,58) observada neste estudo. Por outro lado, uma vez
que a hipermetilacdo geralmente leva a inativacdo estavel da expressao
génica, acredita-se que ela seja menos reversivel que modificagdes de
histonas alteradas e, portanto, a alteracdo epigenética considerada chave
para o silenciamento de genes a longo prazo (KALARI e PFEIFER 2010).

Ademais, nao foi observada associagdo entre nivel de metilagao
desses sitios diferencialmente metilados e frequéncia de recaida na
casuistica desse trabalho, que é enriquecida para os estadios Ill e IV, o que
indica que o nivel de metilacgdo ndo € um marcador de recaida entre
amostras de estadios mais avangados.

Em suma, pudemos observar que a expressdo do RNAm do gene
PLCG2 é regulada, pelo menos parcialmente, via metilagdo do DNA e que
oito sitios CpG localizados no inicio do primeiro intron, ao final de uma CGl,
sao fortes candidatos a moduladores da expressao do gene no rim humano
normal e em tumor de Wilms e que essa modulagdo pode ser um evento
chave para o desencadeamento do tumor de Wilms.

Os achados desse trabalho foram alcangcados, em parte, pelo
delineamento experimental objetivo e original que adotamos, o qual nos
permitiu resumir uma busca extensa, que é a avaliagao da metilagcado do DNA

de uma regido promotora, aos sitios mais provavelmente envolvidos na
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regulagéo transcricional de um gene, por sequenciamento capilar, e entdo
dedicar a esses sitios selecionados a analise quantitativa almejada. Essa
abordagem possibilita a economia de recursos ao passo que destina a
complexidade da analise quantitativa a um numero reduzido de sitios CpG
ao invéz de aplica-la a uma regiao extensa inteira.

Outros métodos sao também utilizados para analise de regides
especificas de genes individualmente. A maioria necessita do tratamento
prévio do DNA com bissulfito de sédio, que permite a fixacdo o codigo da
metilacdo na sequéncia de bases do DNA.

Para citar alguns exemplos e seus principios de forma resumida além
dos dois métodos usados neste trabalho (sequenciamento direto em
sequenciador capilar, do DNA tratado com bissulfito de sédio e
pirosequenciamento) temos bissulfito sequenciamento, MSP-PCR,
MethyLight, COBRA, MS-SnuPE, MS-CA, MS-HRM, SMART-MSP, entre
outros.

O bisulfito sequenciamento consiste na amplificagcdo do fragmento de
interesse com iniciadores que pareiam em regides livres de CpG e clonagem
para isolamento de moléculas individuais. O sequenciamento de varios
clones fornecera um perfil aproximado do nivel de metilagdo da regiao
estudada sendo, portanto um método nao quantitativo. Esse método ja foi
bastante utilizado na literatura, mas por ser muito laborioso e implicar numa
série longa e demorada de experimentos, ja ndo é mais a preferéncia nos
estudo de metilagcdo. Por outro lado, o sequenciamento direto sem

clonagem, realizado no atual trabalho, fornece uma estimativa do nivel de
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metilacdo da populagdo de moléculas para cada sitio CpG (FROMMER et al.
1992) de forma mais rapida.

O MSP-PCR (Methylation-Specific PCR) consiste no desenho de
iniciadores que pareiam em regides contendo sitios CpG, de forma que um
par de iniciadores anelara no DNA quando os sitios em questdo estiverem
metilados e o outro quando estiverem nao metilados (HERMAN et al. 1996).
Essa analise nao deve ser usada para analise de regides de perfil de
metilacdo desconhecido, uma vez que é direcionada a poucos sitios CpG e
nao informa o nivel de metilacdo individual dos sitios pesquisados por
estarem contidos na sequéncia dos iniciadores, apenas restringindo a
amplificagdo do fragmento de acordo com o nivel de metilagdo do material,
de forma nao quantitativa. Possui, no entanto, grande sensibilidade na
deteccao da metilagao.

O MethyLight € uma versao do MSP-PCR que permite a dete¢do da
metilacdo em tempo real de forma quantitativa, pela introdugdo de sondas
fluorescentes especifica para sitios metilados e ndo metilados, que sao
hidrolisadas mediante a incorporacéo na fita em extensao, e também é um
método utilizado para analise de poucos sitios CpG (EADS et al. 2000).

O COBRA (Combined Bisulfite Restriction Analysis) consiste
tratamento do DNA com bissulfito de sddio e amplicagcdo em PCR, seguida
de digestdo com enzimas de restricdo capazes de distinguir entre o sitio
metilado e inalterado pelo bissulfito e o sitio ndo metilado que foi convertido

pelo bissulfito, seguidas de separagdao do produto em gel de agarose
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hibridagdo quantitativa, apresentando sensibilidade média (XIONG e LAIRD
1997).

O MS-SnuPE (Methylation-Sensitive  Single-Nucleotide  Primer
Extension) consiste na amplificacdo de um fragmento do DNA com
iniciadores que pareiam em regides livres de CpG para isolamento do
fragmento que contém o sitio de interesse em eletroforese em gel. Esse
fragmento € entdo submetido a nova PCR com iniciador interno que iniciara
a extensdo exatamente no sitio analisado pela incorporacdo de dCTP
radioativamente marcado ou de dTTP normal, e sdo necessario tantos
iniciadores quantos forem os sitios CpG a serem analisados. A analise é
feita em gel de poliacrilamida para vizualizagdo da proporgao relativa dos
dois nucleotideos (GONZALGO e JONES 1997) de forma quantitativa e tem
a desvantagem de utilizar material radioativo.

O MS-MCA (Methylation-Sensitive Curve Analysis) permite a
identificacdo do nivel de metilagdo de uma regido de acordo com a
proporgao dos sitios CpG que estiverem metilados, em fung¢ao do tratamento
com bissulfito de sddio que mantém as citosinas metiladas e converte em
timina as citosinas ndao metiladas, ao passo que na fita estendida em PCR as
posicoes de sitio CpG com citosina apresentam ligagcado com guanina que é
mais forte que as posicoes de sitios CpG com timina que se ligam com
adenina. Dessa forma, quanto mais metilados estiverem os sitios, maior sera
a proporcao de citosinas mantidas e maior sera a temperatura de
denaturagdao da dupla fita amplificada em reagdes de PCR. Essa reacgao

utiliza iniciadores que pareiam em regides livres de CpG e ocorre na
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presenca de marcador fluorescente que intercala no DNA dupla fita e
acusara quando (em que temperatura) a dupla fita denaturou, indicando
indiretamente o nivel de metilagéo do fragmento (WORM et al. 2001).

Ja o MS-HRM (Methylation-Sensitive High-Resolution Melting) permite
a analise de mais sitios seguindo o mesmo principio do MS-MCA e de forma
mais sensivel (WITTWER et al. 2003), mas ambos continuam sendo
métodos ndao quantitativos.

O SMART-MSP (Sensitive Melting Analysis after Real Time-
Methylation-Specific PCR) faz uso da tecnologia do MS-HRM utilizando
marcadores fluorescentes que intercalam DNA dupla fita para uma analise
quantitativa, e iniciadores que pareiam em regides contendo sitios CpG de
forma a favorecer a amplificacdo de fitas com padrao pouco representado
dentro da populacao, com a finalidade p.ex. de detectar niveis de metilagao
tdo baixos quanto 0,1%, sendo, portanto um método bastante sensivel. Pode
ser usado também para a identificacdo de resultados falso-positivos e de
conversao incompleta do DNA por bissulfito de sédio (KRISTENSEN et al.
2008).

Os métodos para investigagcdo em pequena escala sdo muitos, alguns
deles sdo até mesmo compativeis com analise em grande escala. Muitas
sao, também, as razbes para os loci metilados associados com cancer
serem usados como biomarcadores, dentre elas o fato da molécula de DNA
ser facilmente isolada de tecidos e fluidos corporais, de poder ser isolada de

tecidos emblocados em parafina e pelo fato do sinal a ser detectado ser
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positivo, ao contrario do que ocorre com delecbes ou mudangas de
expressao (COTTRELL e LAIRD 2003).

Dentre todos os métodos disponiveis, o sequenciamento direto do
DNA tratado com bissulfito de sddio se mostrou a melhor opg¢ao para
obtengdo de um perfil aproximado da metilagdo de sitios individuais e
selecao de sitios candidatos, enquanto que a quantificacdo da metilagao
nesses sitios selecionados foi satisfatoriamente obtida pelo
pirosequenciamento, mostrando assim, que o delineamento experimental
deste trabalho langou mao de uma combinagcdo de duas metodologias de
forma eficiente e adequada a proposta inicial, e € uma das melhores
estratégias para estudos como este.

Muito do que se sabe atualmente sobre a importancia da metilagdo do
DNA no cancer foi obtido por estudos que langaram mé&o de diversos
meéetodos em pequena escala, incluindo os citados acima, para a
investigacao de genes unicos potencialmente candidatos, pela analise dos
promotores génicos, em diversos tipos de tumor. A escolha dos alvos de
metilacdo a serem analisados nos numerosos estudos de genes unicos
frequentemente se baseia em conhecimento pré-existente de uma fungao
presumida de um gene em particular ou membro de uma familia, como é o
caso do PLCGZ2 no nosso estudo, ou resultado de alguma descoberta mais
Ou menos ao acaso de algum evento de metilagdo em particular. Na maioria
dos casos € a regiao de CGlI co-localizada com a extremidade 5 dos genes

ou regidao promotora a escolhida para a analise (KALARI e PFEIFER 2010).
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O foco inicial dos estudos sobre a metilagdo do DNA em tumores se
concentrou na questdo do silenciamento induzido por metilagdo de genes
sabidamente supressores tumorais (KALARI e PFEIFER 2010). Durante a
tumorigénese, ambos os alelos de um gene supressor tumoral precisam ser
inativados. Isso ocorre por dele¢cdes ou perda de funcdo por mutagdes
afetando a sequéncia codificante dos genes. Alternativamente, a
hipermetilacdo de CGls ao longo de regides promotoras de genes
supressores de tumor (p.ex. RB, CDKN2, VHL, APC, MLH1, RASSF1A e
BRCA1) pode levar ao silenciamento génico e assim, consistir num
mecanismo para a tumorigénese equivalente a perda de gene ou mutagéo
(ISSA 1999; COSTELLO et al. 2000; Dammann et al. 2000; JONES e
BAYLIN 2002; HERMAN e BAYLIN 2003; NEPHEW e HUANG 2003).

No entanto, muitos dos eventos de metilagdo ocorrem em genes ja
silenciados no tecido normal correspondente do qual o tumor se origina
(SONG et al. 2002; HAHN et al. 2008; TAKESHIMA et al. 2009). Nesse
sentido, estudos de expressdo em tumor e tecido normal bem como
experimentos de reativagcdo com 5-azadC em linhagens celulares sao
abordagens padréo para investigar essas questdes.

Essa abordagem foi realizada no atual trabalho e mostrou que, de
fato, o gene PLCGZ esta silenciado numa linhagem representante das fases
iniciais do desenvolvimento e que é reativado mediante desmetilagao de sua
regido promotora. Assim, sua investigacao foi devidamente embasada e
adequada ao propdsito, tendo-se em vista o padrao de expressédo de PLCG2

observado durante o desenvolvimento e no tumor de Wilms. No entanto,
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para fornecer evidéncias mais definidas para o papel causador de um gene
silenciado por metilagdo no cancer, modelos de camundongo in vivo
empregando modulagao direcionada de tal gene sdo necessarios (KALARI e
PFEIFER 2010).

Ha ainda, evidéncias de que a metilacdo de regides adjacentes pode
promover a repressao transcricional de genes nao metilados (HSIEH 1997;
JONES et al. 1998; NAN et al. 1998; KALUDOV e WOLFFE 2000; CURRADI
et al. 2002), o que sugere que uma conformacao mais fechada da cromatina
em regides extensas densamente metiladas pode dificultar o acesso de
fatores de transcricao a genes contidos nessa regido mesmo que estes
estejam n&o metilados. Um estudo ainda demonstrou que o silenciamento
por metilagcao de regides adjacentes fora da unidade transcricional pode ser
potencializado quando houver metilagcdo dentro da unidade transcricional
(IRVINE et al. 2002). Esse poderia se o caso do gene do atual estudo, para
o qual foi observada uma correlagcao inversa e regular entre seu nivel de
metilacdo e expressdo. Ou seja, uma investigacdo mais abrangente das
regides adjacentes poderia revelar uma alta densidade de metilagdo, que
associada com a metilagcdo dos sitios identificados, poderia revelar uma
correlagdo mais forte, reforgando as evidéncias de que a expressao desse
gene é regulada por metilagao, e que a metilagao desses sitios identificados
no atual estudo talvez permitisse a identificacdo desse fenbmeno em TW.

Analises que permitissem a investigacdo de modificagdes de histonas
também auxiliariam na identificacdo da ocorréncia, nessa regiao, de

enriquecimento para modificagbes associadas a formagao de
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heterocromatina como, por exemplo, desacetilacdo de histonas e metilagcao
de lisina 9 e 27 da histona H3 e do residuo de lisina 20 da histona H4,
acompanhada da presenca do repressor transcricional HP1. Isso fortaleceria
as evidéncias de controle epigenético da expressao de PLCG2.

Outra analise importante € a pesquisa de sequéncias consenso na
regidao promotora de genes, como foi feito por KANG et al (1996) que
clonaram 1.5kb da regido promotora do PLCGZ2 e observaram que ndo ha a
sequéncia consenso TATA box nessa regidao, mas que ha sitios consenso
para ligacao de Sp1, NF1, AP2, SRE, EBF e CACCC box. Os sitios
consenso para ligacédo de Sp1 em geral sdo sequéncias ricas em CG nas
quais o Sp1 se liga com alta afinidade, podendo regular a expressao de
genes contendo ou ndo o TATA box, pela interagcdo com outros fatores de
transcricdo e/ou componentes da maquinaria transcricional basal (para
revisdo TAN e KHACHIGIAN 2009).

Nesse sentido, diversos estudos relatam a importancia da ligagao
desse fator ao seu sitio para a ativacao transcricional, como para o gene
COL1AZ2 [colageno humano a2(l)] em fibroblastos humanos (TAMAKI et al.
1995), para o gene 5-LO (codifica para 5-lipoxigenase) em mondcitos
humanos, entre outros. Em todos eles, a perda da capacidade de ligagao do
Sp1 ao seu sitio foi capaz de promover a repressao transcricional. Por outro
lado, alguns estudos mostram que a metilacdo no sitio consenso Sp1 néao
influencia a ligacao do fator (ZHU et al. 2003; HARRINGTON et al. 1988) e

sim a metilacdo fora dos CG boxes que reduzem significativamente a sua
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ligacdo levando a repressao da expressao do gene (ZHU et al. 2003;
DOUET et al. 2007).

Conforme observado por KANG et al (1996), uma pesquisa com
auxilio do software TESS (Transcription Element Search System-
http://www.cbil.upenn.edu/cgi-bin/tess/tess) da regido analisada a montante
do gene PLCGZ2 no atual estudo, relevou sitios de ligagado pra Sp1, NF1,
AP2, E2F-p107 dentre outros. E dos sitios de ligagcdo para fatores de
transcricdo nos quais residiam os sitios CpG diferencialmente metilados,
destacaram-se 10 sitios para Sp1 co-localizados com 3 sitios mais metilados
em TW, sugerindo a esse fator um papel regulatério na expressao de
PLCG2 e reforgcando o importédncia da metilagdo do DNA na sua regiao
promotora. No entanto, no delineamento experimental deste estudo, ndo é
capaz de determinar qual a influéncia desse sitio e de sua metilagdo na
expressao de PLCG2.

Ademais, o PLCG2 esta envolvido na sinalizagdo Wnt pelo brago
Wnt/Ca®*, mediante ativagdo da proteina Frizzled que leva a ativacdo do
PLCG2 promovendo a liberagdo do Ca?*, liberacdo esta envolvida em
diversos processos do desenvolvimento. Além disso, a via Wnt é critica para
a inducao da MET, transicéo esta que se apresenta interrompinda no TW,
levando-0 a apresentar caracteristicas que recapitulam os estagios iniciais
da nefrogénese. O aumento da expressdo de PLCGZ2 observado durante a
diferenciagao sinaliza como um evento importante para a constituigdo de um

rim funcional e sua repressao observada no TW pode estar envolvida na
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inibicdo da diferenciacdo e desencadeamento da neoplasia (MASCHIETTO
et al. 2008).

Dessa forma, a importancia do fenbmeno de metilagdo visto nesse
trabalho ressalta a relevancia do gene e reforca um potencial papel do
PLCG2 no desenvolvimento do rim e tumorigénese de Wilms, em que a
manutencao do silenciamento por metilagcdo pode consistir num dos eventos

que levam a interrupgao da diferenciagao.
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CONCLUSOES

A metodologia e o delineamento experimental de realizar um
mapeamento prévio dos sitios candidatos em linhagem celular com
sequenciamento capilar seguido de rastreamento do nivel de
metilacao de tais sitios de forma direcionada por pirosequenciamento,
utilizados no estudo mostraram-se eficientes e adequados a proposta
do estudo

O gene PLCG2 teve sua expressdao reativada pelo agente
desmetilante 5-aza-2’-deoxicitidina na linhagem HEK293, sugerindo
que sua expressao seja regulada por metilacdo do DNA

Foram identificados 8 sitios CpG potencialmente envolvidos na
regulagdo da expressao de PLCGZ2 (+608, +700 +707, +735, +769,
+777, +829, +853), dos quais 7 mostraram-se mais metilados nas
amostras de TW do que na de RM (+700 +707, +735, +769, +777,
+829, +853).

O nivel de metilagdo desses sitios diferencialmente metilados mostrou
correlagdo inversa em relagdao a expressao relativa do gene PLCG2,
indicando que esse processo € pelo menos parcialmente responsavel
pela regulacéo da transcrigdo do gene.

Nao houve associacdo entre frequéncia de recaida em amostras
enriquecidas para os estadios Ill e IV e nivel de metilacdo desses

sitios diferencialmente metilados dividido pela mediana.
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