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RESUMO

O tumor renal é a mais letal das doencas uroldgicas. E uma
doenca histologicamente heterogénea, sendo o carcinoma renal de
células claras o subtipo histolégico mais comum. Embora a nefrectomia
e imunoterapia sejam tratamentos bem estabelecidos,
aproximadamente 30% dos pacientes tratados sdo acometidos por
metastases. Alteragbes na expressdo génica e na inativacao
transcricional, devido ao mecanismo de metilacdo, séo evidentes em
células cancerosas. A metilacdo do DNA é um evento epigenético
intimamente relacionado com o silenciamento da expressao génica, e
estd envolvida em varios processos, dentre eles, a carcinogénese.
Dessa forma, este trabalho teve como objetivos investigar se 0s genes
selecionados, GPC3, CRABP2, KTN1l e ADAM23 apresentam
expressdo alterada nas amostras tumorais, verificar se a expressao
génica esta associada com a progressao tumoral, e analisar o padrdo
de metilagcdo de ilhas CpGs. Os quatro genes selecionados foram
validados pela técnica de PCR em Tempo Real. Para validacdo desses
genes foram utilizadas 35 amostras de carcinoma renal de células
claras e 35 amostras de cortex renal normal. Os genes GPC3,
CRABP2, KTN1 e ADAM23 apresentaram reducdo de expressao
significativa em amostras de carcinoma renal de células claras quando
comparadas ao pool de amostras de cortex renal normal. Observou-se

que a reducdo da expressdo do gene ADAM23 esta diretamente



relacionada com o avan¢o do estadiamento tumoral. Foi observada
uma frequéncia elevada de hipermetilacdo do gene ADAM23,
entretanto, ndo houve associacdo do padrdao de metilagdo com os
dados clinicos. A andlise da expressdo génica e dos mecanismos
responsaveis pela inativagédo transcricional dos genes CRABP2, KTN1
e ADAM23, estudados pela primeira vez em carcinoma renal, e GPC3,
podem fornecer informacdes relevantes para o0 conhecimento e

desenvolvimento do carcinoma renal de células claras.

Palavras-chave: carcinoma renal de células claras, expressao génica,

metilagcdo, GPC3, CRABP2, KTN1 e ADAM23.



ABSTRACT

The renal tumor, which is the most lethal of urological
diseases, is a histologically heterogeneous disease, and the clear cell
renal cell carcinoma the most common histological subtype. Although the
treatment of nephrectomy and immunotherapy are established,
approximately 30% of patients are affected by metastases. Changes in
gene expression and transcriptional inactivation, due to the methylation
mechanism are evident in cancer cells. The DNA methylation is an
epigenetic event closely related to the silencing of gene expression, and is
involved in several cases, including the carcinogenesis. The aim of this
study was to investigate the gene expression of GPC3, CRABP2, KTN1
and ADAM23, check if gene expression was associated with tumor
progression and analyze methylation pattern of CpG island. The four
selected genes were validated by the quantitative RT-PCR. Thirty five
samples of clear cell renal cell carcinoma and 35 samples of normal renal
cortex were used for validation. The genes GPC3, CRABP2, KTN1 and
ADAM23 showed significant reduction of expression in samples of clear
cell renal cell carcinoma when compared to a pool of samples of normal
renal cortex. It was observed that the lower expression of ADAM23 is
directly related to the advancement of the tumor staging. Despite the high
frequency of hypermethylation of ADAM23, there was no association with

the methylation pattern of the clinical data. The analysis of gene



expression and the mechanisms responsible for the transcriptional
inactivation of genes CRABP2, KTN1 and ADAM23, first studied in clear
cell renal cell carcinoma, and GPC3, may provide relevant information for

the clear cell renal cell carcinoma understanding and development.

Key-words: clear cell renal cell carcinoma, gene expression, methylation,

GPC3, CRABP2, KTN1 e ADAM23.
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KTN1 do inglés kinectin 1 (kinesin receptor)
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NCI do inglés National Cancer Institute
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SAGE do inglés Serial Analysis Gene Expression
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. Tumor Renal

O tumor renal é a mais letal das patologias doencgas, sendo
responsavel por aproximadamente 3% das mortes por cancer no mundo
(PETRELLA, BRINCKERHOFF, 2006; GARG et al., 2008). A incidéncia
deste tumor vem aumentando durante os ultimos 50 anos, cerca de
100.000 pessoas morrem da doenca a cada ano (GARG et al., 2008;
PATARD et al., 2008). De acordo com a estimativa do Instituto Nacional
do Cancer dos Estados Unidos foram previstos para o ano de 2008,
54.390 novos casos e 13.010 mortes pela doenca (JEMAL et al., 2008).

Devido ao avango significativo na deteccao precoce dos tumores
renais, proporcionada principalmente pela melhora nos procedimentos de
imagem como ultrassonografia, tomografia computadorizada e
ressonancia magnética, o numero de individuos diagnosticados com
tumor renal cresceu muito na ultimas décadas (DRUCKER, 2005; LANG
et al., 2007).

O Carcinoma renal acomete mais homens que mulheres e ocorre
com maior freqiéncia em individuos com idade avancada, 50-70 anos
(MARTIGNONI et al., 2006). E uma doenca heterogénea, baseada em
diferencas na morfologia, alteracdes genéticas e comportamento clinico,
gue estd subdividida em cinco tipos: células claras, papilifero ou
cromofilico, cromofébico, ducto medular e oncocitomas (WOODWARD et
al., 2000; TAKAHASHI et al., 2001; FURGE et al., 2007; PULIDO et al.,

2007). A classificacdo histolégica é baseada na localizagdo do néfron,
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caracteristicas citoplasmaticas e no tipo de célula que originou o tumor
(DRUCKEN, 2005).

Os oncocitomas sédo tumores benignos e correspondem a 4% dos
tumores renais. O carcinoma de ducto medular € o tipo mais raro (1%)
gue afeta individuos jovens, é pouco agressivo, apresenta uma alta
recorréncia ap0s a cirurgia e resposta limitada a terapia. O carcinoma
cromofébico tem sido relatado em 5% dos casos de céancer renal,
apresenta células grandes com citoplasma reticulado e bom prognéstico.
O carcinoma papilifero representa cerca de 10% dos carcinomas renais, é
morfologicamente caracterizado pela presenca de papilas contendo
nucleo com agregados de macréfagos, granulos de hemosiderina e célcio,
e esta subdividido em tipo 1 e tipo 2, denominados, respectivamente, de
basofilico e eosinofilico (Figura 1) (LABER, 2006; NELSON et al, 2006).

O carcinoma renal de células claras (CRcc) é o subtipo histolégico
mais comum dentre os tumores renais, compreendendo 80-85% de todos
0S casos, e 0 que apresenta o pior prognostico. Este carcinoma, originado
das células dos tdbulos proximal dos néfrons, é caracterizado
histologicamente pela presenca de um citoplasma claro e abundante, com
freqlente invasdo vascular e metastases (Figura 2) (WOODWARD et al,
2000; BODMER, 2002; LABER, 2006; MAI et al, 2006; NELSON et al,

2006; REUTER et al, 2007).



27

Figura 1: Cortes histolégicos mostrando os tipos de carcinoma renal. (A)
Cromofébico: caracterizado por células grandes com membranas
proeminentes e citoplasma reticulado. (B) Papilifero tipo I: pequenas
células cubdides alinhadas com citoplasma basofilico e nucleos
pequenos. (C) Papilifero tipo Il: células pseudoestratificadas com

presenca de citoplasma eosinofilico. (Modificado de Ng et al, 2008)
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Figura 2: Representacdo esquematica de um néfron (A) e corte
histolégico do carcinoma renal de células claras (B). (A) Indica a origem
(seta) do carcinoma renal de células claras a partir das células dos
tubulos proximais dos néfrons (http://mazapan-hadita.freeblog.hu/). (B)
Corte histolégico evidenciando a presenca de um citoplasma claro e
abundante, com freqliente invasao vascular, caracteristicos do carcinoma

renal de células claras (http://anatpat.unicamp.br/lamuro17.html).
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O tumor pode se estender diretamente dentro da gordura
perinéfrica, glandula adrenal ou musculatura adjacente, e menos
freqUente no figado, bago, pancreas e colon (NG et al., 2008).

A causa dos carcinomas de células renais € desconhecida, porém
varios fatores de risco tém sido associados com a alta incidéncia desta
doenca (LABER, 2006), dentre eles: tabaco, obesidade, hipertenséao,
alcool, fatores hormonais e predisposicdo genética (BEISLAND et al.,
2006; LABER, 2006; LIPWORTH et al., 2006; ZBAR et al., 2007).

O carcinoma renal é frequentemente diagnosticado durante
tomografia computadorizada e ultrassonografias, e 25% dos pacientes
sdo diagnosticados com a doenca em estagio avancado (KARAKIEWICZ
et al., 2007; WOOD et al., 2007). Embora a maioria dos individuos seja
completamente assintomatica, alguns podem apresentar uma variedade
de sintomas, como dor abdominal, massa abdominal palpavel e
hemataria. Outros sintomas nao especificos também podem ser
observados, como fadiga, perda de peso e anemia (HASS et al., 2007).

Incidentalmente, o0s tumores detectados em individuos
assintoméaticos vém aumentando de forma progressiva com a
disseminacdo de técnicas de imagens, como a tomografia
computadorizada e ressonancia magnética, representando
aproximadamente 60% dos tumores renais na década de 90, comparado

com 0s 10% no inicios dos anos 70 (NG et al., 2008).
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O prognéstico € baseado principalmente no sistema de
estadiamento TNM, ou seja, tamanho e extensdo tumoral, envolvimento
de linfonodo loco-regional e a presenca de metastases (BYUN et al.,
2007; TAWFIK et al., 2007; THOMPSON et al., 2007; FICARRA et al.,
2008). Embora a quimioterapia e a radioterapia possam ser utilizadas, o
tratamento do carcinoma renal ocorre principalmente por meio da
nefrectomia parcial ou total e a imunoterapia com interferon-a e
interleucina-2, as quais sdo modalidades terapéuticas bem estabelecidas.
No entanto, 30% dos pacientes tratados desenvolvem metatases
(DRUCKER, 2005; PETRELLA, BRINCKEHOFF, 2006), apresentando
uma expectativa de vida de 12 meses (TAKAHASHI et al., 2001).

Além disso, cerca de 30% dos pacientes que sofreram nefrectomia
podem desenvolver recorréncia tumoral sistémica ou local. A incidéncia
de recorréncia aumenta com o avanco do estadiamento tumoral (KLATTE
et al., 2008).

A ocorréncia de CRcc geralmente é esporadica, embora sindromes
genéticas possam causar um padrdo de heranca familial. A mais
freqlente alteracdo neste tumor € a perda parcial ou completa do
cromossomo 3p. A delegéo na regido 3p25-pl4.2 ocorre em 96% dos
casos e parece ser um evento crucial no desenvolvimento do tumor
associado com o inicio da tumorigenese (NELSON et al., 2006; CASCON

et al., 2007).
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O gene Von Hippel-Lindau (VHL), localizado na regido 3p25-26, é
um gene supressor tumoral relacionado com CRcc (CASCON et al.,
2007), que quando alterado, resulta na desregulacdo da hipoxia incluindo
uma super producgéo do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF),
gue por sua vez promove angiogénese, crescimento tumoral e
desenvolvimento metastatico (CHOUEIRI et al., 2006). A inativagdo do
VHL ocorre devido a mutacdo, delecdo alélica ou silenciamento
epigenético por metilacdo da regido promotora, que estdo presentes em
60% dos casos esporadicos de carcinoma renal de células claras
(REUTER et al., 2007; SAWHNEY, KABBINAVAR, 2008).

Na tentativa de elucidar os mecanismos moleculares envolvidos na
carcinogénese renal, alguns autores tém identificado, pelas técnicas de
microarray e SAGE, genes que apresentam alta expressdo e genes com
baixa expressdo, em carcinoma renal de células claras, quando
comparada com cortex renal normal (TAKAHASHI et al., 2001; HIROTA et
al., 2006).

Nesse trabalho foi analisado genes que estdo envolvidos na
carcinogénese renal e em outros tipos tumores. Dentre 0s genes que
podem atuar como candidato a marcadores moleculares na
carcinogénese renal, destaca-se o gene Glipican 3 (GPC3), encontrado
hipoexpresso em amostras tumorais, como em cancer de mama, de
ovario e de rim (TAKAHASHI et al., 2001; STIGLIANO et al., 2008).

Outros genes, como proteina ligante de acido retinéico celular 2
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(CRABP2), metaloendopeptidase dominio 23 (ADAM23) e kinectina
(KTN1) também podem atuar como importantes biomarcadores, uma vez
que ja foram encontrados com baixa expressdo em outros tipos de
tumores, dentre eles, o tumor 6sseo de células gigantes e tumor de
cabegca e pescogo (CALMON et al.,, 2007). A Tabela 1 apresenta as
caracteristicas desses genes.

O gene Glipican 3 (GPC3), localizado na regido cromossdomica
Xqg26.1, é um membro de uma familia glipicana de proteoglicano de
heparina sulfatada (HSPG) que se liga a membrana celular pela via do
glicosilfosfatidilinositol (KWACK et al., 2006; JIA et al., 2007).

As HSPGs sdo bem conhecidas por interagir com fatores de
crescimento através de cadeias de heparina sulfatada (HS). Algumas
evidéncias sugerem que gene dessa familia possa estar envolvido no
controle de proliferacdo e migragdo celular, regulacdo negativa do
crescimento celular e indugdo de apoptose. Esse gene esta associado
com a progressdo do carcinoma hepatocelular e pode ter um papel
significativo na hepatocarcinogénese (MIDORIKAWA et al., 2003;
STIGLIANO et al., 2008).

A expressao do GPC3 ¢é freqglentemente silenciada pelo

mecanismo de hipermetilacdo de sua regido promotora em linhagens

celulares de tumor ovariano, linhagem celular de cancer de mama e em
varios tumores malignos, como carcinoma ovariano, mesotelioma,

colangiocarcinoma (SUNG et al., 2003; BAUMHOER et al., 2008).
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O gene gque codifica a proteina ligante de acido retinéico celular 2
(CRABP2) esta localizado na regido cromossémica 1921.3 As proteinas
ligantes de acido retindico (crabp) sédo proteinas de baixo peso molecular
cuja funcado exata ainda permanece desconhecida, entretanto, acredita-se
gue essas proteinas sejam responsaveis pelo transporte intracelular e
metabolismo de retindides. A indugdo desse gene sugere que esta
isoforma € importante na regulacdo, mediada por &cido retindico, no
crescimento e na diferenciacdo celular da pele humana. Este gene esta
intimamente relacionado com a sintese do &cido retinéico (MILLER, 1998;
UCHIDA et al., 2001; EVERTS et al., 2007).

O A&cido retindico, um metabdlito ativo da vitamina A, regula
multiplos processos biolégicos, incluindo proliferacdo e diferenciacdo
celular e apoptose, além de ter uma importante funcdo no
desenvolvimento embrionério € no crescimento e remodelamento de
tecidos. Acidos retindicos naturais ou sintéticos, conhecidos como
retindides, sdo potentes inibidores do crescimento de células cancerosas
e parecem ser eficientes na terapia e prevencdo de varios tipos de
canceres (DONATO, NOY, 2005).

Tem sido postulado que o gene CRABP2 é transcricionalmente
regulado por uma proteina regulatoria recém-sintetizada, e constitui o
principal regulador da atividade anti-carcinogénica do &cido retindico

(OKUDUCU et al., 2005).



O gene ADAM23, localizado na regido cromossbmica 2q33, é
membro da familia de proteinas adam. A familia de proteinas adam
(dominios Desintegrina e Metaloprotease) compreendem proteinas de
superficie celular que estdo ancoradas a membrana, e atuam em
interagbes célula-célula, interacdes célula-matriz e em atividades de
protease. Os membros dessa familia apresentam organizacdo estrutural
formada por um dominio de metaloprotease, um dominio desintegrina,
fator de crescimento epidérmico, um dominio rico em cisteina, dominios
transmembrana e citoplasmatico (SUN et al., 2003; COSTA et al., 2005;
CALMON et al., 2007).

Essas proteinas tém sido implicadas em uma variedade de
processos biolégicos, dentre eles, o desenvolvimento muscular e a
neurogénese (GOLDSMITH et al.,, 2004). Além dessas funcdes, 0s
membros da familia adam possuem um importante papel no
desenvolvimento e progressdo da tumorigénese, devido a sua habilidade
de adesao celular e atividade proteases (COSTA et al., 2004).

Alguns autores relatam que a baixa expressdo do ADAM23 esta
associada com o poder de invasédo e progressao tumoral e metastizacao
em tumores cerebrais e de mama. Estudos tém sido realizados com o
objetivo de verificar o papel do gene ADAM23 na progressao tumoral e
explora-lo com um potencial marcador tumoral (COSTA et al., 2004).

O gene KTN1, localizado na regido cromossbmica 14q22.1,

codifica a proteina kinectina, que atua como receptor intracelular de
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membrana para kinesina, encontrada no reticulo endoplasmético, €&
responsavel pela movimentacdo de organelas intracelulares entre
microtubulos (BAI et al, 2006). Esta proteina possui uma porcéo terminal
NH, que consiste em um dominio transmembrana que a ancora a
membrana de organelas, a porcao terminal COOH, um dominio ligante de
kinesina, interage ligando-se a kinesina e reforca a atividade de ATPase
da mesma. A kinesina se liga aos microtibulos pela sua porcdo N-
terminal, e a por¢do C-terminal liga-se as superficies de organelas (ONG,
et al., 2003).

A kinectina também interage com outras proteinas, como a
proteina Rho, que forma o complexo Rho-kinectina, responsavel pelo
transporte de microtubulos entre os filamentos de actina (HOTTA et al,
1996), e o fator de elongacdo da traducdo-16. A interagdo da kinectina
com o fator de elongacdo da tradugcdo-16 é importante na regulacdo da

sintese protéica de células eucaridticas (ONG et al., 2006).
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Il. Andlise Serial da Expressao Génica (SAGE) in Silico

Atualmente, vérias técnicas permitem a analise da expressédo
génica em larga escala, dentre elas destaca-se a andlise serial da
expressao génica (SAGE ou Serial Analysis of Gene Expression).

A técnica de SAGE é uma das mais potentes metodologias para
avaliar o nivel de expressao génica do RNA mensageiro (RNAm), permite
a andlise quantitativa e simultdnea de milhares de transcritos, sejam eles
conhecidos ou desconhecidos, de um determinado tipo celular ou tecido
(SANTOS, 2006; WANG et al, 2008).

Essa técnica, proposta por VELCULESCU e colaboradores (1995),
€ baseada em trés principios: (1) uma pequena sequéncia de
nucleotideos (9-14 pb), denominada de tag,de uma regido especifica do
RNAm contém informacéo suficiente para identificar um anico transcrito;
(2) as tags podem ser ligadas formando concactameros, ou seja, longas
sequUéncias de DNA, que séo clonadas e sequenciadas; (3) as tags séo
identificadas com o auxilio de um software (SAGE 2000) (WANG et al,
2008). O nivel de expressdo de um transcrito é quantificado pelo nimero
de vezes que a tag que o representa € observada (SANTOS, 2006).

O CGAP (Cancer Genome Anatomy Project) € um programa
administrado pelo NCI (National Cancer Institute, EUA), que tem como

objetivo determinar o perfil de expressao génica em células cancerigenas
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e pré-malignas, levando a melhoria na detec¢éo, diagnostico e tratamento
da doenca (STRAUSBERG et al, 2001).

Sendo assim, foi construido um catdlago online de genes
expressos em tecidos tumorais e normais, no qual foram incluidos
sequéncias tags expressas (ESTs) e SAGE. Para facilitar a utilizagdo dos
dados de expressao génica, todos os dados ESTs foram depositados no
GenBank, base de dados do National Center for Biotechnology
Information (NCBI). Um novo banco de dados publico, denominado
SAGEmap foi desenvolvido pela colaboragédo NCBI-CGAP, que tem como
objetivo coletar dados a partir das analises de SAGE (STRAUSBERG et
al., 2001).

A metodologia de SAGE apresenta melhor custo-beneficio para
gerar dados sobre expressao génica, quando comparado aos dados de
analises de ESTs. Na base de dados seguinte,

www.ncbi.nlm.nih.qgov/SAGE, as tags de SAGE sao relacionadas a grupos

de Unigene (Clusters Unigene), aquelas diferencialmente expressas
podem ser identificadas e os niveis de expressao determinados (BOON et
al., 2002).

O SAGE Genie, outra divisdo do CGAP, permite processar 0S
dados gerados por SAGE, pelo SAGE Anatomic Viewer, onde é possivel
visualizar os niveis de expressdo de transcritos para qualquer gene,

comparando tecidos normais e neoplasicos (BOON et al., 2002).
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A utilizagdo da técnica de SAGE tem se mostrado importante em
varios estudos, tais como a descoberta de potenciais reguladores
transcricionais, identificacdo de novos marcadores moleculares tumorais e

alvos terapéuticos (WANG et al., 20008).

l1l. Metilacdo do DNA

Os eventos epigenéticos tém uma significante e freqlente atuacao
no desenvolvimento e na progressao tumoral (BAYLIN, 2005). Esses
eventos sdo definidos como mudancas hereditérias na expressao génica
gue nao sdo acompanhadas por modificagcbes na sequéncia do DNA
(NEPHEW, HUANG, 2003; JONES, BAYLIN, 2007; VUCIC et al., 2008).
As alteragdes covalentes no DNA ou empacotamento de histonas sdo
responsaveis pela transmissdo da informacdo epigenética (FAZZARI,
GREALLY, 2004).

A metilagdo do DNA é um processo reversivel (PLASS, 2002) que
esta associado com varios aspectos da regulacdo epigenética, incluindo
silenciamento da expressdo @énica, organizacdo da estrutura da
cromatina e diferenciacdo celular (KATOH et al., 2006).

O processo de metilacdo do DNA é uma modificagdo bioquimica
gue ocorre em citosinas que se situam em um dinucleotideo simétrico
CpG (citosina — fosfato — guanina) (ISSA, 2004). Este processo decorre

da transferéncia enzimatica de um grupo metil do doador S-
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denosilmetionina (SAM) para o carbono 5 na citosina (HUANG, 2008;
VUCIC et al., 2008). As enzimas DNA metiltransferases (DNMTs) sao
responsaveis pela adicdo deste radical, metil, na posicdo 5 da citosina,
originando a 5 — metilcitosina que esta presente no dinucleotideo CpG
(BASTIAN et al., 2004; HA, CALIFANO, 2006) (Figura 3).

A primeira metiltransferase a ser descoberta, conhecida como
DNMT1, € importante para a manutencdo da metilacdo do DNA, ou seja,
mantém a ligacdo dos grupos metil ao DNA hemimetilado durante o
processo de replicacdo. Enquanto as DNMT3A e DNMT3B atuam na
formacdo de novos sitios de metilacdo, adicionando grupos metil em
dinucleotideos CpGs na sequéncia de DNA nao metilada, em um
processo chamado de metilacdo de novo (Figura 4) (PLASS, 2002;
SANTOS et al, 2005; LUCZAK, JAGODZINSKI, 2006).

Os grupos metil podem influenciar as alteragdes entre a molécula
de DNA e proteinas, diminuindo a afinidade de ligacdo entre as regides
promotoras e os fatores de transcricdo por meio de mecanismos que
envolvam mudangas na estrutura da cromatina ou nos niveis de
acetilacdo de histonas (BESTOR, 1998) (Figura 5). Estes grupos sao
adquiridos pela dieta e doados pela via do folato e da metionina. As
alteracdes que ocorrem na metilagdo do DNA podem resultar na
diminuicdo dos niveis de folato e metionina, e ainda ocasionar profundas

consequUéncias, como defeitos no tubo neural, arterosclerose, progressao
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Figura 3: (A) Representacao dos grupos metil ligados covalentemente

a residuos de citosinas dentro de dinucleotideo CpG, presentes no
genoma humano. (B) Adicdo do grupo metil a posicdo 5 da citosina,
catalisada pela DNA metiltransferase (DNMT), usando o S-
adenosilmetionina (SAM) como substrato, originando a 5-metilcitosina

(adaptado de WORM, GULDBERG, 2002).
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Figura 4: Esquema ilustrando a atuacdo das DNA metiltransferases no
processo de metilagdo do DNA. (A) DNMT1 adiciona os grupos metil ao
DNA hemimetilado, durante a replicacdo do DNA. (B) DNMT3A e
DNMT3B adicionam grupos metil aos dinucleotideos CpG do DNA nao-

metilado. (Modificado de LUCZAK, JAGODZINSKI, 2006).
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Figura 5: Regido promotora de um gene ativo e de um gene inativo, de
acordo com o estado de metilagdo de citosinas, encontradas em ilhas
CpGs. (A) Representacdo de um gene ativo, no qual as citosinas nao
estdo metiladas, o que permite a ligacdo dos fatores de transcricdo a
regido promotora, ativando a expressao génica. (B) Representacdo de um
gene inativo, no qual as citosinas metiladas (representada por trevos)
impedem a ligacdo dos fatores de transcricdo a regido promotora,
blogueando a expressdo génica. (Modificado de: http://www.med.uni-
magdeburg.de/fme/zkh/prog/Unsere_Forschung/unsere_forschung.html)



tumoral, levando a instabilidade genémica (RODENHINSER, MANN,
2006).

A metilacdo do DNA pode participar de muitos processos celulares
incluindo a regulacdo transcricional, a modificagdo cromatinica, a
inativacdo do cromossomo X, o imprinting gendmico, o envelhecimento e
a carcinogénese (CLARK, WARNECKE, 2002; BAYLIN, 2005).

Embora a metilagdo controle a atividade génica, ela sozinha néo é
suficiente para reprimir a transcricdo. A estrutura da cromatina também
contribui na determinacdo da transcricdo génica. As DNMTS podem
regular o silenciamento génico por meio da metilagcdo do DNA recrutando
deacetilases de histonas (HDACs) e outras proteinas de ligacdo a
cromatina promovendo a deacetilacdo de histonas (BAYLIN, 2005).

As histonas sdo proteinas de empacotamento do DNA que
participam da regulagéo da expressao génica e armazenam informacdes
epigenéticas por modificacdes poés-traducionais, como acetilacdo,
metilagao e fosforilagdo (ESTELLER, 2008).

A acetilacdo de histonas é uma modificagdo reversivel, controlada
por acetilases de histonas (HATs) e deacetilases de histonas (HDACS),
que atuam, respectivamente, como co-ativadores e co-repressores
transcricionais. Esse processo de acetilacdo afeta tanto a estrutura
cromatinica como a interacdo das proteinas regulatorias da transcricdo
como o DNA alvo, modulando a expressao génica. A remocao dos grupos

acetil pelas HDACs resulta na compactacao da cromatina e repressao da
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transcricdo génica. Os baixos niveis de acetilacdo podem induzir o
processo de metilagdo do DNA, levando ao silenciamento génico
(GRONBAEK et al., 2007; ESTELLER, 2008; VAISSIERE et al., 2008).

As citosinas metiladas de promotores silenciados ligam-se a um
grupo especifico de proteinas, as MBD (Methyl-CpG- binding domain
protein), em um complexo que inclui as HDACSs, inibindo a expressao
génica por bloquear a ligacdo dos fatores de transcricdo a regido
promotora. (Figura 6) (GRONBAEK et al., 2007; VAISSIERE et al., 2008).

A metilacdo ndo estd distribuida aleatoriamente no genoma,
regides discretas, como elementos repetitivos de DNA estao
hipermetiladas. Existem no genoma sequéncias curtas de DNA ricas em
dinucleotideos CpGs, conhecidas como ilhas CpG, com aproximadamente
0,5-4,0 Kb de extensdo (JONES, BAYLIN, 2002), que contém 500 pb e
estdo frequientemente associadas a regido promotora de genes, onde é
iniciada a transcricdo (BAYLIN, HERMAN, 2000; COTRELL, 2004). O
genoma humano contém, aproximadamente 29.000 ilhas CpGs, com
preferéncia pelas regides promotoras do primeiro éxon de genes
codificadores de proteinas (FRUHAWLD, PLASS, 2002).

A sequéncia de dinucleotideos CpG carrega a base modificada, 5-
metil-citosina (°™C), que pode ser mantida no genoma pela atividade das
enzimas DNA metiltransferases, durante a replicacdo do DNA (BASTIAN
et al, 2004). Entretanto, agentes desmetilantes como a 5-aza-2-

deoxicitidina e decitabina s&o poderosos inibidores da metilacdo do DNA.
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Figura 6: Estrutura cromatinica da regido promotora ativa e inativa. A)
Cromatina transcricionalmente ativa € caracterizada por citosinas nao
metiladas e histonas acetiladas. B) Citosinas metiladas ligadas a MBD
recrutam HDACs, que removem o0s grupos acetil das histonas; assim
ocorre a compactagdo da cromatina seguindo do silenciamento
transcricional. (Modificado de GRONBAEK et al, 2007).
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Devido a substituicdo do atomo nitrogénio na posi¢do 5, as DNMTs séo
aprisionadas na fita de DNA substituida, inibindo o processo de metilacéo
(BAYLIN, 2005; TING et al, 2006).

A maioria de ilhas CpGs livres de metilacdo estdo associadas com
genes transcricionalmente ativos, denominados de genes housekeeping
(WORM, GULDBERG, 2002), no entanto, certas ilhas CpGs normalmente
metiladas em células normais estao associadas ao imprintig gendémico e a
inativacdo do cromossomo X em fémeas (ESTELLER, HERMAN, 2002).

A metilagéo de ilhas CpGs, frequientemente encontrada em células
tumorais, consiste em um importante mecanismo de silenciamento
transcricional de genes, 0s quais podem ser identificados como
marcadores epigenéticos especificos para certos tipos de tumores. Muitos
desses marcadores, associados com o fendtipo da doenca, tém sido
utilizados como biomarcadores de predisposi¢édo, deteccdo precoce,
progndstico e resposta ao tratamento, representando alvos terapéuticos
potenciais (VUCIC et al., 2008).

Dessa forma, a avaliagdo dos padrdes alterados de metilagdo tem
sido utilizada para disrup¢cdes cromossémicas e inativagdo de mudaltiplos
genes supressores de tumor, podendo este serem utilizados como
biomarcadores importantes na fisiopatologia de varias doencas,
principalmente em tumores (FRIGOLA et al., 2002; BASTIAN et al.,

2004).
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Vérias técnicas permitem rastrear o genoma a procura de padrdes
alterados de metilacéo, entre elas, a técnica de MSP-PCR (Methylation-
Specific Polymerase), um método rapido e qualitativo para analisar a

presenca de metilagdo no DNA (MOMPARLER, BOVENZI, 2000).

IV. Metilagéo e Cancer

Carcinogénese € um processo gradual de acumulo de
anormalidades genéticas e epigenéticas, que podem levar a disfuncéo
celular. E amplamente conhecido que a desregulagido epigenética,
metilagdo do DNA, atua no desenvolvimento e progressdo tumoral
(JONES, 2003). Estudos recentes indicam que essas alteracbes
epigenéticas podem ocorrer em qualquer momento durante a progressao
do tumor (BAYLIN, OHM, 2006).

As mudangas no padrdo de metilagdo do DNA ocorrem nos
estagios iniciais do desenvolvimento do tumor e sdo detectadas em
gualquer tipo de tecido neoplasico. (PALUSZCZAK, BAER-DUBOWSKA,
2006).

As células tumorais sdo caracterizadas por hipometilagdo global e
hipermetilacdo de ilhas CpGs, que geralmente ndo sao metiladas em
células normais. O principal efeito carcinogénico da hipometilagdo do DNA

€ mediado pela capacidade de criar instabilidade génomica. A
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hipometilagcdo pode ocasionar quebras cromossOmicas, translocacobes
e/ou perdas alélicas. (GRONBAEK et al, 2007)

Eventos de hipermetilagdo podem fornecer informagdo de
prognostico, uma vez que podem refletir no crescimento e no potencial
maligno das células tumorais. A perda de funcdo de genes envolvidos no
controle do ciclo celular e da apoptose ou interacdes intercelulares é um
fator associado com crescimento tumoral e potencial metastatico.
(PALUSZCZAK, BAER-DUBOWSKA, 2006). Assim, marcadores de
hipermetilacdo podem ser usados para deteccdo de tumores primarios e
metastaticos ou em casos de recorréncia. Para muitos genes a metilacdo
aberrante emerge como alvo para o silenciamento em tumores
(PALUSZCZAK, BAER-DUBOWSKA, 2006).

O silenciamento génico por hipermetilacdo de genes supressores
de tumor é o principal evento epigenético na carcinogénese, € 0 mais
comum mecanismo de inativagcdo desses genes em cancer. A metilagao
de ilhas CpGs localizadas proximo a sitios de inicio da transcricdo de
genes supressores tumorais (Figura 7) esta associada com silenciamento
génico (GRONBAEK et al., 2007).

A hipermetilagdo de ilhas CpGs na regido promotora pode afetar
genes envolvidos no ciclo celular, reparo do DNA, metabolismo de
carcindgenos, interacdo célula-célula, apoptose e angiogénese, todos

envolvidos no desenvolvimento de um tumor (Esteller, 2008).
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Os padroes de metilagdo do DNA e modificacdo de histonas,
associados com o desenvolvimento e progressédo tumoral, tém potencial
uso clinico. Sendo assim, os marcadores de hipermetilacdo do DNA estédo
sob estudo, como ferramentas de diagndstico, fatores prognésticos e

preditores de resposta ao tratamento de um tumor (Esteller, 2008).
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Figura 7: Esquema mostrando a alteracdo no padrao de metilacdo na
formac&o da tumorigénese. A hipermetilacdo de ilhas CpGs presentes na
regido promotora de genes supressores tumorais é uma alteracdo comum
em ceélulas cancerosas, ocasionando a inativacdo transcricional desses
genes e a perda da funcdo normal da célula (Modificado a partir de
Esteller, 2007).
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Objetivos
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Em funcéo do alto poder de metastizacdo e da agressividade do
tumor renal de células claras, tém sido identificados genes que possam
ser empregados como biomarcadores na patogénese e progressao
tumoral. Sendo assim, o objetivo geral deste trabalho foi analisar a
expressdo génica dos genes selecionados e associar com o0

progndéstico.

Os obijetivos especificos deste projeto foram:

1. Selecionar genes que possuam ilhas CpGs e com expressao
alterada em tecido tumoral, pela técnica de SAGE in Silico

2. Avaliar a expressao génica dos genes selecionados por PCR
em Tempo Real, em amostras de carcinoma renal de células claras e
cortex renal normal;

3. Correlacionar os dados de expressdo génica com o avanco do
estagio tumoral;

4. Analisar o padrdo de metilacdo na regido promotora dos genes
gue apresentaram associagcdo entre expressao génica e avanco do
estagio tumoral, por meio da técnica de MSP-PCR,;

5. Correlacionar a hipermetilacdo de ilhas CpGs com os dados

clinicos.



Material e Méetodos
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Casuistica

As amostras de tecido de carcinoma renal de células claras e
tecido de cortex renal normal foram adquiridas junto ao Banco de
Tumores do Hospital de Cancer de Barretos, independente de sexo,
caracteristicas étnicas ou idade. Esse projeto foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa (N098/2007) e pelo Comité do Banco d e Tumores (N°
018/2007) da Fundagao Pio XlII — Hospital de Cancer de Barretos. Todos
0S pacientes assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido
(Anexo A).

Para o desenvolvimento do presente trabalho foram utilizadas 35
amostras de carcinoma renal de células claras e 35 amostras de cortex
renal normal, dos mesmos pacientes, todas colhidas ap0s a resseccao
cirdrgica e avaliadas pelo patologista para confirmacdo de auséncia de
qualquer tipo de alteragdo bioldgica. Os dados das amostras estdo
apresentados na Tabela 2.

Para correlacionar o estadiamento tumoral com a expressao
génica, as amostras foram divididas em quatro estagios tumorais. A
Tabela 3 mostra as caracteristicas de cada estagio, e a Figura 8 mostra a
porcentagem de amostras em cada grupo.

As amostras colhidas foram imediatamente congeladas em
nitrogénio liquido e encaminhados ao Laboratério de Estudos Genémicos
da UNESP/ IBILCE, para processamento e analise por meio das técnicas

descritas abaixo.
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Tabela 2: Dados clinicos do pacientes com carcinoma renal de células

claras: quanto ao sexo (M =masculino; F= feminino), idade (anos), etnia

(B= branco, P= pardo, N= negro), etilismo, tabagismo, estadiamento TNM.

Amostras Sexo Idade Etnia Etilismo Tabagismo TNM
T1 M 58 B N&o N&o TIN1IM1
T2 F 39 P N&o N&o T2NOMO
T3 F 71 B N&o N&o TANOM1
T4 F 64 B N&o N&o T2NOMO
T5 M 46 B N&o N&o T1bNOMO
T6 M 70 B N&o N&o T2NOMO
T7 M 70 B Sim Sim T3aNOMO
T8 F 58 P Sim Sim T3N3M1
T9 M 36 B N&o N&o T1aNOMO
T10 M 48 N Sim N&o T2NOMO
T11 M 52 B N&o N&o T3aNOMO
T12 F 62 P N&o N&o T1aNOMO
T13 M 75 B N&o Sim T1INOMO
T14 F 49 B N&o N&o T1bNOMO
T15 F 71 B N&o N&o T1INOMO
T16 F 79 B N&o N&o T1aNOMO
T17 F 29 B N&o N&o T2NOMO
T18 M 70 B N&o N&o T2NOMO
T19 M 39 B N&o Sim T2NOMO
T20 M 66 B Sim N&o T2NOMO
T21 M 77 B N&o N&o T2NOM1
T22 F 23 P N&o N&o T2NOMO
T23 F 53 B N&o N&o T2NOMO
T24 M 69 B N&o N&o T3NOMO
T25 F 60 P N&o N&o T3bNOM1
T26 F 79 B N&o N&o T3aNOMO
T27 F 59 B N&o N&o T2NOMO
T28 F 64 B N&o N&o T1INOMO
T29 M 53 B Sim N&o T2NOMO
T30 M 56 B Sim N&o TIN1IM1
T31 M 54 B N&o N&o T2NOMO
T32 M 52 B Sim N&o T1aNOMO
T33 M 67 B Sim N&o T1aNOMO
T34 M 41 B N&o Sim T1INOMO
T35 F 55 B N&o N&o T3aN2M1
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Tabela 3: Caracterizacdo de cada estagio tumoral.

Estagio Caracteristica

Tumor medindo de 2,5 a 7 cm, sem comprometimento de linfonodo

e auséncia de metastases.

Il Tumor acima de 7 cm, sem comprometimento de linfonodo e

auséncia de metastases

1 Tumor acima de 7 cm, com linfonodos comprometidos e auséncia

de metastases.

\Y} Linfonodos comprometidos e presenca de metéstases

Referéncia: FRANCIS, 2006.

14 -

12 1
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5]

Amostras

| I I} v

Estagio Tumoral

Figura 8: Porcentagem de amostras agrupadas em cada estagio tumoral.
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Andlise da Expressdo Génica

|. Extragdo de RNA Total

Para a extragdo do RNA, as amostras foram transferidas para
tubos estéris de 15mL contendo de 1 a 3mL de TRIzol (solucdo de
extracdo de RNA, Life Technologies, Grand Island, NY), dependendo do
tamanho da amostra. A etapa seguinte consistiu no processamento das
amostras pelo Ultrahomogeinizador (Marconi).

As amostras foram distribuidas em tubos estéreis de 1,5mL, sendo
1 mL para cada tubo, seguido da adicdo de 200uL de cloroférmio em
cada, misturados durante 15 segundos e incubados a temperatura
ambiente por 3 minutos. Na sequéncia, os tubos foram centrifugados a
7.826g por 15 minutos a 4C. Apo6s a centrifugacdo, o R NA permaneceu
exclusivamente na fase superior aquosa. Essa fase foi transferida para
um novo tubo estéril de 1,5mL, no qual foi adicionado 500uL de
isopropanol para a precipitacdo do RNA. A solugao foi homogeneizada e
incubada por 10 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, foi
centrifugada a 7.826g por 15 minutos a 4C e o sobrenadante foi
descartado. Foi adicionado 1mL de etanol 75% ao sedimento, seguido de
centrifugagdo por 5 minutos a 2.817g a 4TC. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento, seco em temperatura ambiente. O RNA foi
ressuspendido em 30uL de agua DEPC (dietil pirocarbonato). A préxima

etapa foi a determinagcédo da concentracdo dos RNAs (1DO2s=40ug/ml),
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medindo-se a densidade éptica nos seguintes comprimentos de ondas:

DOys0/ DO 230, utilizando o aparelho Nanodrop (Uniscience).

Uma aliquota de cada amostra foi submetida a eletroforese em gel
de agarose 1% para andlise das bandas especificas das subunidades

18S e 28S, representando o RNA ribossomal, ou sua degradacéo.

Depois de isolado o RNA total, as moléculas foram utilizadas para
a sintese de DNA complementar (cDNA) com a enzima transcriptase

reversa.

Il. Obtencdo do cDNA por transcriptase reversa

Para reacao de RT foi utilizado o Kit High Capacity cDNA (Applied
Biosystems). Foi utilizado 5 pg de RNA total, ao qual foi adicionado 1,25
pL de oligo dT (0,5ug/uL), 2,5 uL de dNTPs mix (25X), 5 pL de iniciadores
randémicos (10X), 5,0uL de Tampao de Transcriptase Reversa (10X),
2,0uL de RNAse OUT (40U/uL), 5,0uL da enzima Multiscribe Reverse
Transcriptase (50U/uL), e dgua para completar um volume final de 50uL.

A reacao consistiu de uma etapa inicial a 25°C durante 10 minutos,

e foi finalizada com uma incubacgéo a 37°C por 120 minutos.
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lll. Controle da qualidade do cDNA

A etapa seguinte foi a validacdo do cDNA das amostras por meio
da amplificacdo por PCR (Polymerase Chain Reaction) de um fragmento
de 613pb do gene SACTINA, o qual serve como controle para transcritos
abundantes.

As reacOes foram processadas em 12,5uL utilizando 50ng de
cDNA, 0,10uL da enzima Taq DNA polimerase (5U/uL), 2,10uL de dNTPs
mix (1,25mM), 1,25uL Tampéo (10X), 0,375uL de MgCl, (50mM) e
0,50uL dos iniciadores (10uM).

A reacado compreendeu uma desnaturagao inicial de 4 minutos a
94°C, 30 ciclos de 30 segundos a 94°C, 1 minuto a 60°C, para o
anelamento dos iniciadores, e 1 minuto a 72°C, para extensdo das
cadeias, além de 7 minutos a 72°C, para a extensao final.

Ap0s a reacdo, os fragmentos foram submetidos a uma
eletroforese em gel de agarose 1% junto com um marcador molecular de
100pb DNA Ladder (Fermentas), para verificar a amplificagdo de um
fragmento de 613pb referente ao gene B-ACTINA. Os géis foram corados
com brometo de etideo e visualizados sob luz ultravioleta.

As sequéncias de bases dos iniciadores utilizados para
amplificacdo do fragmento de 613pb do gene S-ACTINA estéo descritas a
sequir:

5' GGCATCGTGATGGACTCC G 3

3' GCTGGAAGGTGGACAGCG &'
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IV. Selecao dos genes por SAGE in Silico

A selecdo dos genes para a validacdo da expressdo génica
diferencial em carcinoma renal de células claras foi realizada pela
virtualmente utilizando dados depositados no CGAP (The Cancer

Genome Antomy Project : http://cgap.nci.nih.qov/SAGE) gerenciado pelo

NCBI (National Center for Biotechnology Information) e pelo o programa
H2G (Hyper and Hypoexpressed Genes) desenvolvido no Laboratoério de
Bioinformética do Centro Regional de Hemoterapia (Fundacdo
Hemocentro de Ribeirdo Preto). O programa H2G permite selecionar
genes com padrao diferente de expressdo entre dois tecidos com base
nos parametros de razéo e diferenca. Estes parametros séo suficientes
para a selecdo de genes candidatos a ser validados por métodos
laboratoriais.

Foram analisadas as bibliotecas: SAGE_Kidney_carcinoma_B_D2,
originadas de carcinoma renal grau IIl,IV; e SAGE_Kidney _normal_B_1,
de rim normal.

Para a selecdo dos genes, foram considerados os 1000 genes
mais expressos e os 1000 menos expressos de cada amostra, sendo
excluidos os transcritos que estivessem representados com menos de
trés tags e aqueles que estivessem com razédo (diferenca de expressdo
entre as duas bibliotecas) menor do que cinco.

Apdés a selecdo em bibliotecas de SAGE digital, os genes

selecionados tiveram sua expressao diferencial avaliada em diversos
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tecidos e linhagens celulares tumorais e normais através de comparagdes
de dados publicos de Northern Blot e Microarrays virtuais também

depositados no CGAP.

V.PCR em Tempo Real — PCR Quantitativa

Primeiramente, foram desenhados, com auxilio do programa
Primer Express 2.0 (Applied Biosystem), oligonucleotideos iniciadores
inter-éxons para cada gene selecionado, ou seja, para 0s genes alvos e
para o gene GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase), o
gual foi utlizado como controle enddgeno. Os iniciadores foram
desenhados para que os produtos tivessem entre 80 a 150pb e
apresentassem temperatura de anelamento de aproximadamente 60" C.

Posteriormente, foram realizadas reacbes de otimizagcdo, para
escolher a melhor concentragdo de oligonucleotideo iniciador para cada
par, concentragdo essa que garanta a sua saturacdo para que O0S
iniciadores ndo sejam fatores limitantes na velocidade da amplificagao. As
concentragbes de iniciadores testadas foram 0,25uM; 0,4uM; 0,5puM;
0,75uM e 0,8uM.

As reacOes de padronizacdo foram processadas em 20pL,
contendo 25ng de cDNA, 10pL de Master Mix SYBR™ Green (Applied
Biosystem) e o0s oligonucleotideos iniciadores cujas concentracdes

variaram como descrito acima. O Master Mix SYBR™ Green contém
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todos os componentes para a reagdo de PCR em tempo real, exceto o
cDNA e os oligonucleotideos iniciadores. Dessa forma, os componentes
do Master Mix SYBR™ Green compreendem a enzima AmpliTagq Gold®,
que catalizara a reacdo; a enzima UNG, a qual procura e degrada todo
DNA dupla fita contendo uracila; o dye SYBER Green, fluoréforo que se
intercala em DNA de fita dupla; os dNTPs e ROX, que é a referéncia
passiva da reacgéao.

Para uma melhor analise dos resultados, os ensaios de otimizacao
de concentracdo de iniciadores foram realizados em triplicata para cada
gene analisado. O cDNA utilizado nas reacgdes foi um pool feito com as
amostras que serdo validadas, na concentragcdo de 25 ng/uL, para
minimizar as variagbes na padronizacdo das reacdes de otimizagdo dos
iniciadores e validagdo da eficiéncia. Em todos os experimentos havia
controles negativos.

As reacoes foram realizadas em equipamento para PCR em tempo
real ABI Prism® 7300 (Applied Biosystem), e compreendeu uma etapa
inicial de 2 minutos a 50°C para a ativagéo da enzima UNG. Em seguida,
realizou-se um passo de 10 minutos a 95 °C para inativagdo da UNG,
evitando, dessa forma, que a enzima degrade os produtos da
amplificacdo que se iniciara em seguida, e também para a ativacdo da
enzima AmpliTaq Gold®. Posteriormente, seguiram-se 40 ciclos de 15
segundos a 95°C e 1 minuto a 60°C para extensdo. O anelamento dos

iniciadores ocorreu durante a rampa de descida de 95°C a 60°C e a coleta



do sinal ocorre nos 30 segundos finais da etapa de extensdo. Ao final,
acrescentou-se um passo de dissociagcdo que compreende duas etapas
de 15 segundos a 95°C, intercaladas por uma etapa de 30 segundos a
60°C. A curva de dissociacdo tem como objetivo a verificagdo de
ocorréncia de dimeros de iniciadores, produtos inespecificos e de
contaminagoes.

A Tabela 4 mostra os pares de iniciadores desenhados para cada
um dos genes selecionados, GPC3, CRABP2, ADAM23 e KTN1, além
dos resultados dos testes de otimizagcdo para verificar a melhor
concentragao de iniciador de cada gene.

Outro fator importante a ser considerado em experimentos de PCR
quantitativo € verificar que a eficiéncia de amplificacdo do gene-alvo e o
gene de referéncia, em funcdo da concentracdo de RNA utilizado, é
aproximadamente igual. Dessa forma, € possivel extrair a expressao
relativa do gene-alvo a partir dos resultados obtidos. Para esta verificagao
foram realizadas diluicbes seriadas de cDNA, sendo as concentragdes
finais utilizadas: 100 ng, 50 ng, 25ng, 12,5ng, 6,25ng. As amostras de
cDNA nas concentragfes citadas foram submetidas a amplificacdo por
PCR em tempo real. O teste foi realizado para cada gene, utilizando a
concentragao de iniciadores otimizada anteriormente.

O resultado da validacdo da eficiéncia € dado por um valor
chamado de slope, que corresponde a inclinacdo da reta obtida quando

se analisa a variagdo do C; dos genes alvo e endogeno em funcdo do Log
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de diferentes quantidades de cDNA. O Ct (Threshold Cycle) € o momento
no qual o sistema de amplificacdo comeca detectar um aumento no sinal
associado ao aumento exponencial do produto de PCR na fase linear da
reacdo. As comparacoes de quantidade séo feitas a partir dos valores dos
Cr.

Os valores do slope foram padronizados -3,4, -3,2 e -3,6, refletindo
uma eficiéncia de amplificacdo entre 96% a 107%. A eficiéncia de
amplificacdo dos iniciadores especificos para os genes alvo e enddégeno
foram calculadas de acordo com a equagéo: E =10s'oP®),

Apés a etapa de padronizacdo, foram realizadas as analises para
verificar a expressao diferencial dos genes selecionados em amostras de
carcinoma renal de células claras e amostras de cortex renal normal. As
amostras foram testadas em triplicata e em todos os experimentos havia
controle negativo, que € usado como controle de contaminagdo. As
amostras controle, cértex renal normal, constituiram um pool.

O valor da expresséao relativa dos genes alvo foi determinado pelo
método de quantificagdo relativa em relacdo ao gene enddgeno
(normalizador). Para o célculo da expressao diferencial foi utilizado o
modelo matematico proposto por Pfaffl (2001). Esse modelo leva em
consideracdo a eficiéncia de amplificagdo dos iniciadores no calculo da
expressdo relativa, permitindo a quantificacdo relativa da expressao
guando as eficiéncias de amplificagéo dos iniciadores sao diferentes entre

Si.
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R= (E alvo)““¥"%/(E enddgeno)~CT endogeno

Em que E alvo corresponde a eficiéncia de amplificacdo dos
iniciadores especificos para o gene alvo, E endbégeno corresponde a
eficiéncia de amplificacdo dos iniciadores especificos para o gene
endogeno, ACT alvo corresponde a diferengca entre o Cy do gene alvo
obtido para a amostra em analise e o Cr do gene alvo obtido para a
amostra controle, ACT enddgeno corresponde a diferenca entre o Cy do
gene enddgeno obtido para a amostra em andlise e o Cy do gene
enddgeno obtido para a amostra controle.

Considera-se que houve uma reducdo ou aumento da expresséo
génica, dos genes selecionados, quando o valor da expressao génica (R)
for maior que 2 ou valor de 1 quando usado a expressao de log2; abaixo

a esse valor considera-se que a expressao nao foi significativa.
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Tabela 4: Sequéncia e concentracdo otimizada dos oligonucleotideos
utilizados para amplificacdo por PCR em tempo real dos genes candidatos a

marcadores moleculares e do gene GAPDH (controle endégeno).

Gene Oligonucleotideos iniciadores (5- 3') Concentragao
otimizada
GAPDH F-ACCCACTCCTCCACCTTTGA 0,5uM

R - CTGTTGCTGTAGCAAATTCGT

GPC3 F-GTGCTTTGCCTGGCTACATC 0,4uM

R - TCCACGAGTTCTTGTCCATTC

CRABP2 F - GACCTCGTGGACCAGAGAACTG 0,8uM

R - CCTGGTGCACACAACGTCAT

ADAM23 F - CCACTCGATTCCAAGGGTAAAGT 0,4uM

R ATGCAGGTGGCTTCATTACTACAC

KTN1 F- GTTTCCCCAGAAACGGAGTC 0,5uM

R- TGTGAGCTGTTGGTTTACCG
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Analise do Padrédo de Metilacédo

|. Extracdo de DNA pela técnica do TRIzol

A extracdo de DNA foi realizada com o reagente TRIzol®
(Invitrogen) seguindo as instru¢des do fabricante.

Para a precipitacdo do DNA foram adicionados 300uL de etanol
absoluto gelado nos tubos de 1,5mL contendo TRIzol e amostras de
tecido. As amostrs foram misturadas por inversdo e incubadas a
temperatura ambiente (15°-30°C) durante 2 minutos, seguindo por uma
centrifugagcdo a 4°C por 10 minutos a 11.269g, o sobrenadante foi
removido. Para lavagem do DNA foi adicionado 1mL da solucédo de citrato
de sédio 0,1 M em 10% de etanol, para cada 1mL de TriZOL utilizado,
aguardando por 30 minutos a temperatura ambiente com mistura
periddica. As amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 4°C a
11.269g, o sobrenadante foi descartado. A lavagem foi repetida
novamente. Apdés a remocdo da solucdo de citrato de sodio, foram
adicionados 1,5mL de etanol 75% no DNA, seguindo por uma incubacgao
a temperatura ambiente por 20 minutos, com mistura periédica. Em
seguida a solucéo foi centrifugada por 10 minutos a 11.269g a 4°C, o
etanol foi dispensado e os tubos foram invertidos, na bancada, para
secar o “pellet” de DNA. O DNA foi dissolvido em 100uL de agua MilliQ
autoclavada e incubado a 37°C a 19,59 durante 16 horas. O

sobrenadante foi transferido para um novo tubo.
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A concentragcdo do DNA (1DOgo= 50pg/ml) foi medida pela
densidade Optica, nos comprimentos de onda DOz € DOgg. A relagéo
ideal entre os comprimentos de onda é maior ou igual a 1,78.

Para verificar a qualidade do DNA, foi feita uma reacdo de PCR

utilizando o gene constitutivo S-GLOBINA.

[I. Controle da qualidade do DNA

Foi realizada uma PCR utilizando 1pg de DNA gendmico em uma
reacdo de 25pL de volume total contendo 0,1puL da enzima Tagq DNA
Polimerase (5U/ uL), 4uL de dNTPs 1,25 mM, 1pL de MgCl, (50mM),
2,5uL tampéo (10X) e 0,2uL de cada oligonucleotideos iniciadores
(10uM), G73 e G74.

Os parametros para ciclagem foram: desnaturacéo inicial a 95°C
durante 5 minutos, seguidos de 40 ciclos consistindo de desnaturagéao a
95°C durante 1 minuto, anelamento a 55°C durante 1 minuto, e extensao
a 72°C durante 1 minuto. As amostras foram submetidas a 95°C durante 1
minuto, e seguidas por uma extensao final de 72°C por 5 minutos.

ApGs a reacdo, os fragmentos foram submetidos a uma
eletroforese em gel de agarose 1%, juntamente com o marcador
molecular 100pb DNA Ladder (Fermentas) para verificar a amplificacéo de
um fragmento de 315pb referente ao gene S-GLOBINA. Os géis foram

corados com brometo de etideo e visualizados sob luz ultravioleta.
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As sequéncias de bases de oligonucleotideos utilizados para
amplificacdo do fragmento de 315 pb do gene S-GLOBINA esta descrita a
sequir:

G73: 5 GAAGAGCCAAGGACAGGTAC 3’

G74:5 CAACTTCATCCACGTTCACC 3

lll. Extrac@o de DNA de Linfocitos

O DNA de linfécito foi utilizado como controle positivo na analise da
metilagcdo pela técnica de MSP-PCR.

Foi coletado 8mL de sangue venoso periférico de um individuo,
independente de sexo, idade ou raca, em tubo vacuntainer contendo
anticoagulante (EDTA).

O sangue foi transferido para um tubo de 15mL contendo 6mL de Ficoll
Paque (GE) e centrifugado a 11.269g por 30 minutos. A pelicula de
leucdcitos formada entre as camadas de Ficoll Paque e de plasma foi
transferida para um novo tubo em que foi adicionado PBS 1X até
completar 14mL e centrifugado a 11.269g por 15 minutos. Esse ultimo
procedimento foi repetido por mais duas vezes e no final adicionou-sel
mL de PBS 1X, 3mL de tampéao de lise (TrisHCL 10mM, NaCl 400mM,
Na,EDTA 2mM), 200uL de SDS 10%, 50uL de proteinase K (20mg/mL) e
40uL de RNAse-A (20mg/mL). O material foi incubado em banho-maria
durante 16 horas a 37<T. Foi adicionado 1mL de NaCl 6M e a solucgao foi

homogeneizada e mantida no gelo por 15 minutos. O material foi
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centrifugado a 11.269g por 15 minutos e o sobrenadante transferido para
um novo tubo, no qual adicionou-se 10mL de etanol absoluto gelado.
Apds homogeneizar a solucdo, o DNA precipitado foi transferido para um
novo tubo, de 1,5mL, contendo 500uL de etanol 70%, centrifugado a
11.269g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o tubo foi
invertido, na bancada, para secar o “pellet’” de DNA. O DNA foi dissolvido
em 250uL de &gua MilliQ autoclavada, sendo mantido em banho-maria a
37T durante 3 dias, para completar a diluicéo.

A concentragcdo do DNA (1DOgo= 50pg/ml) foi medida pela
densidade Optica, nos comprimento de onda DOz € DOgg. ApOS
determinada a concetracdo, o DNA de leucécitos foi submetido a

metilagao in vitro.

IV. Metilag&do in Vitro

Apés a quantificacdo do DNA extraido de linfocito de sangue
periférico, foi realizada a metilacdo in vitro, utilizando 20ug de DNA. A
amostra foi incubada a 37C durante 4 horas, em seguida foram
adicionados 5uL de SAM (S-adenosilmetionato) e 12,5U de SS1
Methylase (0,625uL) (MSssl CpG Methylase-BioLabs), e novamente
incubado por 4 horas a 37C. O material foi submetido a extracdo com
250uL de fenol:cloroférmio (1:1) e centrifugado por 15 minutos a 13.636g.
Para a precipitagédo, foram adicionados 625uL de etanol absoluto e 85uL

de acetato de aménio 7,5M a amostra, que foi incubada durante 16 horas
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a -20<C. ApoOs a precipitagdo, o DNA foi centrifugado p or 15 minutos a
13.636g, seguido da adicdo de 700pL de etanol 70%. O material foi
novamente centrifugado, o sobrenadante, descartado, e o tubo foi
invertido na bancada, para secar o “pellet” de DNA. O DNA foi dissolvido
em 10puL de agua MilliQ autoclavada.

Novamente foi medida a concentragdo do DNA, pela densidade

Optica, nos comprimentos de onda Dag € D2go.

V. Conversao do DNA por bissulfito de sddio

Apés a determinacdo da concentracdo por espectrofotometria, o
DNA das amostras e o DNA de linfocito foram submetidos ao
tratamento com bissulfito de sédio para a conversdo de citosina a
uracila.

Dessa forma, 2ug de DNA de cada amostra foram desnaturados
pela adicdo de 1uL de Herring Sperm DNA (10mg/mL) e 2uL de NaOH
(8M) e incubado a 50 °C por 20 minutos. Subseqguentemente, o DNA foi
tratado pela adicdo de 500uL da solugdo bissulfito de sodio
(2,5M)/hidroquinona  (1M) e aquecido a 70°C durante 3 horas em
ambiente escuro. Apés tratamento, foi utilizado o kit Wizard clean up
(Promega) para purificacdo do DNA. Na etapa seguinte, o DNA foi
precipitado com 5uL de NaOH (3M), 75uL de acetato de amdnio (5M),
350uL de etanol absoluto gelado e 1uL de glicogénio (20mg/mL) e

incubado a -20T durante 16 horas. Apds a precipitacdo, as amostras
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foram centrifugadas por 15 minutos a 15.339g em centrifuga
refrigerada. O sobrenadante foi descartado e foram adicionados 500uL
de etanol 70% gelado. O DNA foi centrifugado novamente, o etanol foi
removido e os tubos foram invertidos, na bancada, para secar o “pellet”
de DNA. O DNA foi ressuspendido em 40uL de &gua MilliQ

autoclavada.

VI. MSP-PCR

Apés a conversdo do DNA por bissulfito de sodio, foi realizada uma
PCR em duas reacdes separadas, com dois pares de oligonucleotideos
diferentes, um par para sequéncia metilada e um par para sequéncia
nao metilada. As sequéncias dos oligonucleotideos foram encontradas
na literatura (Verbisck et al., submetido) e estdo apresentadas na
Tabela 5.

As reacbes de amplificagdo para o gene ADAM23 foram
processadas em um volume final de 25pL; 0,2uL de Taq DNA
Polimerase (5U/uL)(Invitrogen), 3,0uL dNTP (1,25mM), 2uL  MgCl,
(50mM), 2,5uL tampdo (10X) e 0,75uL de cada oligonucleotideos
iniciadores (10uM).

Os parametros para ciclagem foram: desnaturacéo inicial a 95°C
durante 10 minutos, seguidos de 40 ciclos consistindo de desnaturagéo

a 95°C durante 45 segundos, anelamento a 59°C durante 45 segundos,
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e extensdo a 72°C durante 1 minuto, e a extensao final de 72°C por 5
minutos.

Os produtos de amplificacdo foram submetidos a eletroforese em
gel de poliacrilamida 8%, para verificar o tamanho do produto amplificado
e avaliar o padrdo de metilagdo dos genes selecionados em amostras
tumorais, e como controle positivo foi utilizado DNA de linfocito metilado.
Apods a corrida eletroforética, os géis foram corados com nitrato de prata.
Em uma primeira etapa, os géis foram fixados em uma solugédo contendo
etanol 10% e acido acético glacial 0,75%, por 10 minutos, sob agitacéo
leve e constante. Em seguida foi adicionado solugéo de nitrato de prata
por 10 minutos, também sob agitacdo constante. Foi realizada uma
lavagem com agua destilada para a retirada do excesso de prata. Por fim,
uma solucdo contendo hidréxido de sédio 3%e 0,3% de formaldeido foi
adicionado sob agitacdo constante dos geéis, por tempo suficiente para
que as bandas fossem visualizadas. Os géis foram secos em papel
celofane, contendo glicerol 10%.

Na interpretacdo dos resultados da eletroforese, a presenca da
banda na reacdo metilada (M) foi adotada como critério para os casos de
hipermetilagéo, sendo assim, os casos U+M+ e U-M+ foram considerados

hipermetilados e os casos U+M-, ndo-metilados.
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Andalise Estatistica

Para avaliar se existe associacao entre a reducdo de expresséo
génica e o estadiamento tumoral, foi utilizado o teste ndo-paramétrico de
Kruskal Wallis. Antes de analisar dos dados de expresséao, foi realizado
um teste de Normalizacdo para saber se os valores de expressao
apresentam uma distribuicdo normal (Curva de Gauss) entre si, ou seja,
se ndo ha valores muito discrepantes Os valores de P < 0,05 foram
considerados significantes. Para avaliar a associagcédo entre o padréo de
metilacdo do gene ADAM23 e os dados clinicos de cada paciente, foi
utilizado o teste Exato de Fisher. Como critério de significancia foi utlizado
o valor de P < 0,05.

As andlises estatisticas foram realizadas com a colaboracdo do
Prof. Dr. José Antbnio Cordeiro do Departamento de Epidemiologia e
Saude Coletiva da Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto

(FAMERP).
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Resultados
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Dados Clinicos

Do total dos 35 pacientes analisados, todos possuiam tanto
amostraa de carcinoma renal de células claras, quanto amostras de

cortex renal normal.

Segundo os dados clinicos dos 35 pacientes, 54% (19) eram do
sexo masculino e 46% (16) do sexo feminino, com idade variando de 23 a
79 anos sendo a média de 57,54 anos. Quanto a etnia, 83% (29) dos
individuos estavam classificados como brancos, 3% (1) como negro e
14% (5) como pardos. Em relacdo ao estadiamento TNM, 11,5% (4) dos
individuos apresentaram linfonodos comprometidos, e 20% (7)

metastases, conforme a Tabela 2.
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Andlise da Expressdo Génica

|. Selecdo das amostras

Para analisar a expressao dos genes selecionados, foi extraido o
RNA das 35 amostras obtidas de carcinoma renal de células claras e 35
amostras de cortex renal normal.

A Figura 9 mostra a qualidade do RNA, evidenciando a presenca
das subunidades riboss6micas 28S e 18S. Dessa forma, as trés dltimas
amostras possuem RNA de boa qualidade, devido a presenca das duas
subunidades ribossdémicas, diferentemente da primeira, no qual nao foi
possivel visualizar as bandas, pois 0 RNA estava degradado.

A degradacdo do RNA pode ter ocorrido devido & conservacao ou
manipulacdo inadequada durante a coleta e processamento da amostra.
Como o RNA é uma molécula muito instavel, a conservacao do tecido em
temperaturas abaixo de —80'C, e a adequada manipulacdo do material
durante a coleta e o processo de extracdo, sdo pontos criticos para a
obtencéo de RNA de boa qualidade.

Apoés verificar a qualidade do RNA, foi realizada a sintese de cDNA
no qual as amostras apresentaram RNA de boa qualidade. A etapa
seguinte constituiu na validagdo do cDNA das amostras por amplificacao
do gene S-ACTINA, que serve como controle para transcritos abundantes,

visualizadas em gel de agarose 1% (Figura 10).
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Assim, as amostras selecionadas para validacdo dos possiveis
marcadores foram compostas por 35 amostras de carcinoma renal de

células claras e um pool de amostras de cortex renal normal.
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Figura 9: Avaliacdo da qualidade da extragdo do RNA por meio de
eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de etideo. As
canaletas 1 e 3 correspondem as amostras de cértex renal normal, e as

canaletas 2 e 4 as amostras tumorais.
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Figura 10: Gel de agarose 1% evidenciando a amplificacdo do gene f-
ACTINA (613pb) nas amostras de cDNA. As canaletas 1, 2, 3, 5 e 6
correspondem a amostras tumorais, e a 4, a amostra de cértex renal

normal. L= Ladder (marcador de peso molecular de 100pb).
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Il. Selecdo do genes por SAGE in Silico

As analises de SAGE digital foram realizadas utilizando os dados
obtidos de duas bibliotecas de SAGE - a biblioteca de tumor
SAGE_Kidney_carcinoma_B_D2, originaria de um carcinoma em
transicdo com grau de diferenciagéo IlI-1V de uma mulher de 73 anos e a
biblioteca controle, SAGE_Kidney normal_B_1, obtida de um rim normal
de uma mulher de 53 anos. Apds as analises realizadas com o auxilio do
programa GDM, os genes candidatos foram submetidos as analises no
programa SAGE Aanatomic viewer (Figura 11) para avaliacdo da
expressdo em diferentes tecidos e tumores. A expressao génica
diferencial foi também avaliada por Northern virtual (Figura 12) e
confirmada com dados de microarrays realizados para diferentes
linhagens celulares, entre elas linhagens de tumores renais (Figura 13).

Os resultados obtidos demonstraram alteracdes na expressao de
genes participantes de importantes vias metabdlicas que supostamente
contribuem para o estabelecimento e manutencédo do fenotipo tumoral.
Baseando-se nessas analises, os genes GPC3, CRABP2, KTN1l e
ADAM23, foram selecionados para o0s experimentos de validagéo
experimental da expressao génica em amostras tumorais de carcinoma

renal.
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Figura 11: Andlise virtual do gene KTN1 pelo programa SAGE Anatomic
Viewer demonstrando a expressdo génica diferencial entre tecidos
normais e tumorais. (=) Superexpressdo do gene no rim normal em

relagéo aos dados da biblioteca de SAGE tumoral.
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Digital Northern Results

Search query: GA C S | kidney . neoplasia . Tissues only

Color Code -- -

Tags per 200,000 | <2 | =4 | <8 | <16 | =32 | <64 | <128 | <256 | <512 | =512

= Total Tags Tags per | Color
Library in Library | 129 CoUNtS | 505 000 | Code
SAGE_Kidney_carcinoma_B_D2 | 100281 0 0 L]

Figura 12: Confirmacdo da expressao diferencial do gene GPC3 entre
tecidos normais e tumorais por Northern digital. O nivel de expresséo
génica pode ser determinado por dados de EST e por bibliotecas de
SAGE.
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Figura 13: Dados de microarray digital demonstrando a expressao génica

diferencial do gene ADAM23 em diferentes linhagens celulares tumorais.
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Validacdo da Expresséo Génica

A técnica de PCR em Tempo Real foi utilizada para validar os
candidatos a marcadores moleculares na carcinogénese renal. Os

referidos genes sdo: GPC3, CRABP2, KTN1 e ADAM23.

Para avaliar a expressdo de um gene alvo, foi utilizado o método
de quantificagdo relativa em relagdo a um gene endogeno (gene
normalizador das reacbes), o gene GAPDH. Os genes alvos
apresentaram uma eficiéncia de amplificacado dentro do limite estabelecido

(96% a 107%), conforme a Tabela 6.

Todos o0s genes apresentaram evidéncia de baixa expressao
génica nas amostras tumorais quando comparados com as amostras

normais (Figura 14).

O gene GPC3 apresentou uma reducao de expresséao significativa
em 34 das 35 amostras (97%) de carcinoma renal de células claras
analisadas, quando comparada com o pool de amostras de coértex renal
normal, com uma variagao de 3 a 9 vezes menos expresso (Figura 15). A
Figura 16 mostra a analise da expressdo génica de GPC3 em cada
estagio tumoral, no qual néo foi observado evidéncia de associacdo entre
reducéo da expressao génica e o estadiamento tumoral (P=0,137).

O gene CRABP2 apresentou uma reducdo de expressao
significativa em 30 (85%) das 35 amostras de carcinoma renal de células

claras quando comparadas ao pool de cortex renal normal, com uma
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variacdo de 1 a 5 vezes menos expresso (Figura 17). A Figura 18 mostra
a analise da expressdo génica de CRABP2 em cada estagio tumoral, no
qual nédo foi observado evidéncia de associacdo entre a redugcédo da
expressao génica e o estadiamento tumoral (P=0,142).

O gene KTN1 apresentou uma reducao de expressao significativa
em 21 (60%) das 35 amostras de carcinoma renal de células claras,
guando comparadas ao pool de amostras de cOrtex renal normal, com
uma variacao de 1 a 4 vezes menos expresso (Figura 19). A Figura 20
mostra a analise da expressdo génica do KTN1 em cada estagio tumoral,
no qual ndo foi observado evidéncia de associacédo entre a reducao da
expressao génica e o estadiamento tumoral (P=0,369).

O gene ADAM23 apresentou uma reducdo de expressao
significativa em 24 (68,5%) das 35 amostras de carcinoma renal de
células claras, quando comparadas ao pool de amostras de cortex renal
normal, com uma variacao de 2 a 6 vezes menos expresso. (Figura 21). A
Figura 22 mostra a analise da expressao génica do ADAM23 em cada
estagio tumoral, no qual foi observado evidéncia de associacdo entre a

reducéo da expressao génica e o estadiamento tumoral (P=0,004).
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Tabela 6: Valor do slope e eficiéncia de amplificacdo dos

oligonucleotideos iniciadores utilizados nas rea¢cdes de PCR em Tempo

Real.
Gene Slope Eficiéncia de % da
Amplificacéo Eficiéncia
GAPDH -3,285 2,01 101%
GPC3 -3,41 1,96 96%
CRABP2 -3,285 1,96 96%
ADAM23 -3,3 2,01 101%
KTN1 -3,2 2,07 107%
Expressao Génica
O -
©
=
53 !
(=]
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U.[O -3 4
2%
Q 2 -4 4
-
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‘0
=
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GPC3 CRABP2 ADAM23 {TN1
Genes

Figura 14: Média do valor da expressao génica em log2 dos genes

GPC3, CRABP2, ADAM23 e KTN1, em amostras de carcinoma renal

de células claras, quando comparadas ao pool de cértez renal normal.
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Figura 15: Valor da expressao génica em log2 do gene GPC3 em

amostras de carcinoma renal de células claras, quando comparadas ao

pool de amostra de cortex renal.
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Figura 16: Média do valor da expresséo génica em log2 do gene

GPC3 em cada estagio tumoral
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Figura 17: Valor da expressao génica em log2 do gene CRABP2
em amostras de carcinoma renal de células claras, quando comparadas

ao pool de amostras de coértex renal.
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Figura 18: Média do valor da expressdo génica em log2 do gene

CRABP2 em cada estagio tumoral
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KTN1

S T N

Log do Valor da
Expressao Relativa

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35

Amostras

Figura 19: Valor da expressao génica em log2 do gene KTN1 em
amostras de carcinoma renal de células claras, quando comparadas ao

pool de amostras de coértex renal normal

0,5

®
o
§ g 0 T T T ]
=
> %" -0,5
S

o -1
2.8
q0
o 3 -1,5
-c | .

o
8 X 2
- W
‘g Tipo | Tipoll Tipo Il Tipo IV

Estadiamento Tumoral

Figura 20: Média do valor da expressao génica em log2 do gene

KTN1 em cada estagio tumoral.
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Figura 21: Valor da expressao génica em log2 do gene ADAM23
em amostras de carcinoma renal de células claras, quando

comparadas ao pool de amostras de cortex renal.
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Figura 22: Média do valor da expressdo génica em log2 do

ADAM23 estégio tumoral.
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Andlise do Padréo de Metilagdo por MSP-PCR

Apoés verificar a expressdo dos genes alvos, GPC3, CRABP2,
KTN1 e ADAM23, os quais apresentaram uma reducao da expressao em
amostras tumorais, e associar esta expressdo com o estagio tumoral, a
etapa seguinte constitui na andlise do padrdo de metilagdo pela técnica
MSP-PCR. Foi realizada MSP apenas para o gene ADAM23, pois este foi
0 Unico gene que apresentou uma evidéncia de associacao significativa
entre o estadiamento tumoral e a redugéo da expressao génica.

Foram extraidos DNA de 35 amostras de carcinoma renal de
células claras. Posteriormente foi realizada uma reacdo de PCR do gene
F-GLOBINA, para verificar a qualidade do DNA. O produto da PCR foi
visualizado em gel de agarose 1% (Figura 23).

Apés verificar a qualidade do DNA, foi realizado o tratamento de
bissulfito de sddio, seguido da reagdo de PCR com primers especificos
para sequéncia metilada e ndo-metilada. Pela técnica de MSP-PCR
realizada para o gene ADAM23, os produtos amplificados consistem em
100pb para ambas as sequéncias metilada e ndo-metilada.

A hipermetilacdo do gene ADAMZ23 foi observada em 31 (88,5%)
das 35 amostras tumorais analisadas. Dentre as quatro (11,5%) amostras
tumorais nao-metiladas, duas pertencem ao estagio tumoral Tl, e duas ao

Tll. Todas as amostras metiladas apresentaram bandas nas reacdes
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metilada e ndo metilada (U+M+), as amostras nao metiladas
apresentaram bandas apenas na reagao nao-metilada(U+M-) (Figura 24).
A tabela 8 (Anexo B) mostra as amostras tumorais metiladas para
gene ADAM23.
N&o foi observada evidéncia de associagao significativa entre a
hipermetilagdo do ADAM23 com os dados clinicos dos pacientes:
estadiamento tumoral (P=0,79), sexo (0,855), idade (P=0,308), etnia

(P=0,55), etilismo (P=1,00) e recidiva (P=1,00).
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L T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12

300pb —>

Figura 23: Gel de agarose 1% evidenciando a amplificagcdo DNA pelo do
gene [-GLOBINA (315pb) nas amostras tumorais. L= Ladder (marcador
de peso molecular de 100pb), T= amostra carcinoma renal de células

claras.
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Figura 24: Gel de poliacrilamida 8% evidenciando o padrao de bandas do
gene ADAM23 apos a técnica de MSP-PCR. L= Marcador molecular de
100pb; U= reacdo para sequéncia ndo metilada; M= reagcdo para
sequéncia metilada, T= amostras tumorais; LM= linfécito metilado

(controle positivo); U+M+ = amostra metilada.
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Discussao
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O tumor renal é um tumor raro que acomete 2% de todos os
tumores malignos. Este tumor afeta mais os homens que as mulheres,
e é mais frequente em individuos com idade avancada, média de 65
anos de idade (WOOD et al., 2007). A incidéncia desta doenca vem
aumentando nas ultimas décadas (COSTA, DRABKIN, 2007). E uma
doenca histologicamente heterogénea, sendo o subtipo histologico
mais comum, o carcinoma renal de células claras, que compreende 80-
85% dos casos de tumores renais (PETRELLA, BRINCKERNOFF,
2006; NELSON et al., 2007) A etiologia do carcinoma renal de células
claras ainda é desconhecida, entretanto, varios fatores de risco tém
sido associados com a alta incidéncia desta doenca, dentre eles,
tabaco, consumo de alcool, obesidade, hipertensdao, entre outros
(LABER, 2006; BALDEWIJNS et al., 2008).

O tratamento ocorre, principalmente, por nefrectomia e
imunoterapia, que sao modalidades terapéuticas bem estabelecidas,
entretanto, a incidéncia de metastases em pacientes tratados € alta,
apresentando uma expectativa de vida de 12 meses (CHO et al.,
2008).

Apesar de muitos parametros clinicos serem utilizados na pratica
clinica, a previsdo de um bom resultado pés-cirirgico ou uma terapia
sistémica é bastante limitado, por isso ha necessidade de novas
pesquisas e abordagens sobre o carcinoma renal, bem como da busca

de novos marcadores de progndstico e tratamento (TAN et al., 2008).
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Sendo assim, alguns genes tém sido identificados, por meio da
analise da expressdo génica, para elucidar 0s mecanismos
moleculares envolvidos na carcinogénese renal e posteriormente
serem utilizados como potenciais alvos terapéuticos.

Dentre os genes depositados em banco de dados, neste trabalho
foi analisada a expressao génica dos genes GPC3, CRABP2, KTN1 e
ADAM23 por PCR em Tempo Real, e verificar se a expressao destes é
regulada por hipermetilacdo na regido promotora, potencializando a
capacidade desses genes atuarem como marcadores tumorais.

A metilagdo do DNA é o principal evento epigenético que ocorre
em humanos. A importdncia da epigenética no processo da
tumorigénese vem se destacando nas ultimas décadas, e tem sido
aceita como uma alternativa para as mutacdes e dele¢bes associadas
a perda de fungdo dos genes, que podem proporcionar uma vantagem
as células neoplasicas (BALDEWIJNS et al., 2008).

As mudancas que ocorrem no padrao de metilagdo tém um
importante papel na iniciagdo e progressao tumoral. Essas mudangas
estdo especificamente associadas com ativacdo ou silenciamento
génico. A hipermetilacdo de ilhas CpGs na regido promotora de varios
genes, em particular os genes supressores de tumor, esta
correlacionada com perda da expressao génica (CALMON et al., 2007).

A existéncia de metilacdo no DNA gendmico é uma caracteristica

de células cancerosas. Muitos dos genes silenciados por este
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mecanismo epigenético estdo envolvidos na regulacdo do ciclo celular,
reparo de danos no DNA, apoptose, angiogénese e invasao tumoral
(MULERO-NAVARRO, ESTELLER, 2008). Os padrbes alterados de
metilacdo, na regido promotora de multiplos genes, tém sido
empregados como biomarcadores moleculares em varios tipos de
tumores.

Os marcadores tumorais tém sido muito utilizados para diferenciar
lesdbes malignas a partir das benignas, diagndstico, progndstico,
resposta ao tratamento, além de detectar recidivas (NAKATSURA et al.
2004).

Pela andlise da expressdo génica, foi observado que 0s genes
selecionados neste trabalho apresentaram expressdo reduzida no
tecido de carcinoma renal de células claras quando comparado com
cortex renal normal.

O gene GPC3 mostrou reducdo da expressado significativa em 34
(97%) amostras de tecido neoplasico, comparado ao controle. N&o foi
observada associagdo entre o estagio tumoral e a expressédo génica.
Esse gene codifica a proteina glipicana 3, membro de uma familia de
glipicanas, um grupo de proteoglicanos de heparina sulfatadas que se
liga a superficie celular pela via do glicosilfosfatidilinositol,
particularmente expressa em tecido embrionario e fetal. A funcédo
bioquimica do GPC3, uma proteina de membrana extracelular

altamente glicosilada, ainda ndo esta muito bem esclarecida. Os



102

proteoglicanos sdo moléculas altamente interativas, importantes nos
processos de migracdo, crescimento e adesdo celular, cruciais no
desenvolvimento da tumorigénese (SAIKALI et al., 2000).

Esses proteoglicanos de heparina sulfatada sdo bem conhecidos
por interagir com fatores de crescimento por meio das cadeias de
heparina sulfatadas e pela regulacdo desses fatores ligados a
heparina, como fatores de crescimento de fibroblastos (FGFs) e WNTSs.
Até o presente momento ndo é conhecido o modo pelo qual os fatores
de transcricdo sao regulados por este gene, e nem o seu papel no
desenvolvimento da carcinogénese (HISHIMUNA et al., 2006; OTA et
al., 2006).

Embora esta proteina seja altamente expressa em carcinoma
hepatocelular, apresenta-se hipoexpressa em varios tipos de cancer e
linhagens celulares, incluindo mesotelioma, tumores ovarianos e de
mama; o que implica em um importante papel no potencial de
proliferacao celular (WANG et al., 2006).

A perda de funcdo ou a reducdo da expressdo génica de GPC3
pode resultar no crescimento celular descontrolado e contribuir para o
fenétipo maligno de alguns tumores (ZYNGER et al., 2006). Segundo
Xiang e colaboradores (2001), o silenciamento da expressao do gene
GPC3, em tumores de mama, € resultado da hipermetilacdo de sua
regido promotora, como descrito para cancer de ovario e mesotelioma,

considerado importante na regulacéo negativa do crescimento celular.
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Estudos in vitro tém mostrado que esse gene induz apoptose em
certas linhagens celulares, indicando que o mesmo possa funcionar
como inibidor da proliferacéo celular e supressor tumoral em linhagens
celulares tipo-especificas, atuando como um potencial marcador
molecular em heparocarcinoma (WANG et al., 2008).

O GPC3 ja foi encontrado hipoexpresso em carcinoma renal de
células claras, segundo Takahashi e colaboradores (2001); entretanto
ainda ndo ha relatos sobre qual o mecanismo que atua sobre esse
gene causando o silenciamento génico, permitindo assim, o
crescimento descontrolado de células tumorais neste tipo de
carcinoma.

O efeito de expressdo de GPC3 pode depender do tipo celular , e
em particular, da presenca de certos fatores de crescimento.
Entretanto, estudos adicionais sdo necessarios para compreender
quais 0s mecanismos genéticos responsaveis pela perda de funcéo
desse gene (SAIKALL, SINNE, 2000).

O gene CRABP2 mostrou uma reducéo da expressao significativa
em 30 (85%) amostras de carcinoma renal de células claras, quando
comparada com amostras de cortex renal normal. Nao foi observada
associacao entre estagio tumoral e a reducdo da expressao génica. O
CRABP2 codifica uma proteina ligante de &cido retindico celular,
responsavel pelo transporte de &cido retindico do citoplasma ao nucleo

(SALAZAR et al.,, 2007). O &cido retindico (RA), modulador da
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diferenciacdo e proliferacao celular e apoptose, apresenta atividade
anti-carcinogénica em varios tipos de tumores, embora sua capacidade
de supressédo tumoral ndo esteja completamente compreendida; pode
decorrer devido a funcdo da regulacdo transcricional e transducgdo de
sinais (MANOR et al., 2003; DONATO, NOY, 2005).

O &cido retindico pode inibir a proliferacdo de varios tipos de
tumores celulares, como o carcinoma celular escamoso de cabeca e
pescoco, tumor pulmonar, cancer de prostata e cancer cervical. Esse
retindide, mediado pela proteina crabp2, pode ser usado como agente
quimioterapico e quimiopreventivo para pacientes com tumores sélidos
(UCHIDA et al., 2001). A expressao reduzida do gene CRABP?2 dificulta
o transporte do &cido retinéico ao nucleo, podendo impedir a sua
atuacéo no controle da proliferacdo celular.

O efeito da expressao da proteina crabp2 foi investigado por Manor
e colaboradores (2003), e foi observado que sua expressao inibe o
crescimento de células tumorais, ao contrario do que encontrado em
carcinoma renal de células claras, onde o tecido neoplasico apresentou
uma expressdo reduzida deste gene. Esse gene também foi
identificado com baixa expressdo em cancer de préstata e cancer de
cabeca e pescoco (THOMPSON et al., 2008).

O gene CRABP2 é considerado o principal regulador da atividade

anti-carcinogénica do acido retindico, podendo atuar como um



105

marcador de diagndéstico e uma ferramenta terapéutica para cancer de
préstata (OKUDUCU e tal., 2005).

Até o presente momento ndo havia estudos sobre a expressao
génica do CRABP2 em carcinoma renal de células claras. A baixa
expressao desse gene, nas amostras tumorais, pode estar relacionada
com o mecanismo de hipermetilacdo de ilhas CpGs em sua regiéao
promotora.

O gene KTN1 apresentou uma reducdo de expressao significativa
em 21 (60%) das 35 amostras tumorais de analisadas, quando
comparadas ao cortex renal normal. Nao foi observada associacédo
significativa entre o estigio do tumor e a reducéo da expressado génica.
Esse gene codifica uma proteina integral, a kinectina, encontrada no
reticulo endoplasméatico. Essa proteina é expressa no cérebro, figado,
ovario e células hematopoiéticas, e atua como receptor para kinesina,
uma proteina envolvida no transporte de vesiculas ao longo de
microtubulos (XU et al., 2001; HIRANO et al., 2004).

A kinectina possui uma funcdo importante como vesicula de
transporte por sua atuacdo de receptor para kinesina e dineina,
auxiliando o movimento dessas proteinas motoras dentro da célula.
Entretanto, o0 mecanismo exato pelo qual as células controlam o
transporte de vesiculas ainda ndo esta claro (TRAN et al., 2002)

Além de interagir com a kinesina, a kinectina também interage com

outras proteinas, como a proteina Rho, que forma o complexo Rho-
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kinectina, responsavel pelo transporte de microtibulos entre os
filamentos de actina, e com o fator de elongacdo da traducdo-10
(HOTTA et al., 1996; ONG et al., 2006).

O fator de elongacdo da tradugao-10 desempenha uma funcgéo
importante na regulacdo da sintese de proteinas que participam da fase
de elongacgao durante a traducdo do RNAm. Segundo Bai e colaboradores
(2006) o silenciamento da expressdo génica do KTN1 n&o tem efeito
sobre a sintese protéica. Alguns estudos sugerem que a traducdo de
proteinas transportadas por vesiculas secretoras € regulada com a
biogénese de granulos secretores, pela estabilizacdo do mRNA.

A funcdo exata do gene KTN1l e sua atuagdo na progressao
tumoral ainda permanecem obscuras. Ainda ndo hé relatos, na literatura,
sobre qual mecanismo possa ser responsavel pela baixa expressao desse
gene em carcinoma renal de células claras. Assim, podemos inferir que
um dos mecanismos que possa atuar na regulacédo da expressao génica €
a hipermetilacdo de ilhas CpGs em sua regiao promotora.

O gene ADAM23 apresentou uma reducdo de expressao
significativa em 24 (68,5%) amostras tumorais, quando comparadas ao
pool de cortex renal normal. Foi observada uma evidéncia de associacdo
entre estagio tumoral e reducéo da expressao génica. Esse gene codifica
um membro da familia de proteina adam, que é composta por dois
dominios, desintegrina e metaloprotease, e esta envolvida em importantes

processos biolégicos envolvendo interacdes célula-célula e célula-matriz,
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e atividade de protease (COSTA et al, 2005). Essas interaches sao
conhecidas por determinarem ades&o, migracdo e proliferacao celular,
diretamente envolvidos no desenvolvimento e progressao tumoral
(COSTA et al., 2004)

Esse gene apresenta baixa expressao em alguns tipos de tumores,
como o tumor cerebral e o cancer de mama. Isso ocorre devido a
hipermetilacdo de ilhas CpGs em sua regido promotora. Assim, com a
perda da adeséo celular as células malignas podem escapar de seu sitio
de origem, degradar a matriz extracelular, invadir tecidos e metastisar
(COSTA et al., 2004; COSTA et al., 2005).

Em céncer de cabeca e pescoco o ADAM23 também apresentou
baixa expressdo, devido ao mecanismo de hipermetilacdo da regiao
promotora. Calmon e colaboradores (2007) observaram evidéncia
significativa entre o mecanismo de hipermetilacdo desse gene e o estagio
tumoral avangado, ou seja, quanto mais avancado o estagio do tumor,
menor € a expressao desse gene. Em cancer de mama também foi
observado um alto padrdo de metilacdo do ADAM23 com estagio
avancado do tumor (COSTA et al., 2005).

Em carcinoma renal de células claras, a reducdo da expresséo
génica do ADAM23 esta intimamente relacionada com o estadiamento
tumoral, no qual amostras de pacientes de estagio I, lll e IV
apresentaram uma expressdo mais baixa em relacdo ao estagio I.

Esses dados corroboram a hipotese de Takada e colaboradores
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(2005), de que a perda de expressdo do ADAM23 tem um importante
papel nas interacdes célula-célula e célula-matriz extracelular, e pode
ser essencial na progressao tumoral, como ocorre em cancer gastrico.

Assim, inferimos que o gene ADAM23 pode ser considerado um
possivel marcador molecular de progndéstico em carcinoma renal de
células claras, ja que a reducdo de sua expressdo génica esta
fortemente ligada ao estadiamento do tumor.

O silenciamento transcricional desse gene pelo mecanismo de
hipermetilcdo tém sido observado em varios tipos de tumores, como
cancer de mama, de cabeca e pescoco, e do cérebro (COSTA et al.,
2005; CALMON et al., 2007).

Varios estudos de andlise do perfil de metilacdo do DNA tém sido
realizados em carcinoma renal. A metilacdo aberrante do DNA é uma
alteracdo molecular muito comum em neoplasias, e estd sendo
investigada como marcador molecular em carcinoma renal
(GONZALGO et al., 2004; DALGIN et al., 2007;).

Pela primeira vez, foi estudado o processo de hipermetilacdo de
ilhas CpGs na regidao promotora do ADAM23 em carcinoma renal de
células claras

O desenvolvimento dessa técnica tem simplificado os estudos de
genes inativados por hipermetilagdo em neoplasias humanas, devido a
sua simplicidade, especificidade e sensibilidade (CALMON et al.,

2007).
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Nesse trabalho, foi observado uma alta frequéncia de
hipermetilacdo do ADAM23 em amostras tumorais. A hipermetilagcéo
desse gene esteve presente em 31 (88,5%) das 35 amostras de
carcinoma renal de células claras analisadas. Entretanto, ndo foi
observada nenhuma evidéncia de associacdo entre a presenca de
hipermetilagéo e o estadiamento do tumor.

Em alguns estudos realizados com outros tipos de tumores, como
0 céancer gastrico, de cabeca e pescoco, e de mama, foi observada
uma forte associagao entre hipermetilagdo na regido promotora desse
gene e 0 avanco do estagio tumoral, sugerindo que o ADAM23 possa
atuar como um marcador de prognostico (COSTA et al.,, 2005;
CALMON et al., 2007).

A partir dos resultados obtidos, podemos hipotetizar que com o
avanco do estadiamento tumoral, em carcinoma renal de células
claras, aumenta o niumero de células metiladas, o que pode ocasionar
em interagbes célula-célula anémalas e favorecer migragdo celular
durante a progressao tumoral, contribuindo com a reducdo da
expressao génica (COSTA et al., 2005)

Podemos inferir que o evento epigenético de hipermetilagdo de
ilhas CpG s na regidao promotora é responsavel pelo silenciamento da
expressdo génica do ADAM23, em carcinoma renal de células claras.

Desse modo, vale ressaltar a importancia de analisar a expressao

génica e dos mecanismos responsaveis pela inativacdo transcricional
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dos genes CRABP2, KTN1 e ADAM23, estudados pela primeira vez
em carcinoma renal, e GPC3, pois podem atuar como marcadores
moleculares e fornecer informacdes relevantes para o conhecimento e

desenvolvimento do carcinoma renal de células claras.
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Conclusao
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O presente trabalho permitiu estabelecer as seguintes conclusdes:

=

Os genes selecionados, GPC3, CRABP2, KTN1l e ADAM23
apresentam reducdo de expressao significativa em amostras de
carcinoma renal de células claras, quando comparadas ao pool de
amostras de cortex renal normal.

N&o h& evidéncia de associacdo entre a reducdo da expressao
génica dos genes GPC3, CRABP2 e KTN1, em amostras tumorais,
e 0 estadiamento tumoral.

Ha evidéncia de associagdo entre a reducao da expressao do gene
ADAM23, em amostras tumorais, e o estagio tumoral.

O gene ADAM23 encontra-se hipermetilado em frequéncia
elevada, nas amostras de carcinoma renal de células claras.

N&o ha evidéncia de associacdo entre a metilacdo da regido

promotora do ADAM23 e os dados clinicos dos pacientes.
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Anexo A — Termo de Informacéao e Consentimento

.I FUNDAGAO = C :
'Ip Blo X Termo de Informagao e Consentimento

Hospital de Cancer de Bametos

Para obter um maior conhecimento clinico e cientifico do cancer, o corpo clinico deste Hospital
(médicos e pesquisadores) desenvolve pesquisa clinica cientifica. Através dessa pesquisa é possivel
conhecer melhor os mecanismos da doenca e, portanto, oferecer novas possibilidades de diagnostico
e tratamento. Ainda mais, este trabalho envolve a busca, em tumores, de novos genes cu lesées em
genes ja existentes. Estes estudos sao realizados em fragmentos de tumores removidos em cirurgias,
ou em material biolégico colhido.

Vocé esta sendo admitido(a) neste Hospital para estabelecimento de diagnéstico e /ou tratamento
de alguma forma de tumor. Para fins de diagndstico, fator prognostico elou como parte de seu tratamento,
ha a necessidade de remogao do tumor efou material biologico refacionado a enfermidade. E pratica
rotineira deste Hospital usar parte do tumor efou material biologico retirado, para exames clinicos
laboratoriais, necessarios para um diagnostico definitivo. O restante do tumor que é retirado, ou do
material biolégico, ndo é utilizado. sendo entdo congelado e armazenado para novos exames seé
necessarios. Caso contrario, sdo descartados, conforme legislagéo sanitaria regulamentar sobre o
assunto.

A obtencio e o estudo dos referidos fragmentos de tumor e material biologico ndo implicarao em
riscos adicionais no seu tratamento ou na sua cirurgia, nem tampouco, em aumento no tempo da operagao
ou na extensao da mesma. O projeto de pesquisa proposto que vier utilizar este material sera previamente
apresentado a apreciagéo da Comissao de Etica em Pesquisa do Hospital.

O fragmento de tumor e/ou material biologico sera identificado no laboratério por um cédigo
formado por nimeros e letras e, portanto, sua privacidade e identificac3o serdo preservadas. A eventual
inclusao dos resultados em publicagéo cientifica seré feita de modo a manter o anonimato do paciente.

Concordando com o uso do material para os fins acima descritos, € necessario esclarecé-lo(a) que
nio existem quaisquer beneficios ou direitos financeiros a receber sobre os eventuais resultados
decorrentes da pesquisa. Se vocé nao concordar em doar o material para pesquisa, sua decisao nao
influenciara, de nenhum modo, no seu tratamento.

Caso vocé ainda tenha questdes a fazer sobre este termo de consentimento ou alguma duvida que
n3o tenha sido esclarecida pelo seu médico, por gentileza, entre em contato com a Comissao de Etica
Médica, pelo telefone (17) 3321-660C0.

Vocé recebera uma copia deste documento e o original sera arquivado em seu orontuario. Somente assine
este termo, se consentir.

Declaragao

Declaro estar ciente das informagdes ora prestadas, tendo lido atentamente e
concordado com todo o teor.

Barretos, de de

Responsavel ou Paciente

Nome:

RG: RGH:

20 bis VE0Rs O 0006 ot G507
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Tabela 8: Padrdo de metilacdo do gene ADAM23 em amostras

tumorais.

Amostras Metilagdo Estagio Sexo Idade Etnia Etilismo Recidiva
T1 Sim TIV M 58 B Nao Sim
T2 Sim TII F 39 P Nao Nao
T3 Sim TIV F 71 B Nao Nao
T4 Sim TII F 64 B Nao Nao
T5 Sim TI M 46 B Nao Nao
T6 Sim TII M 70 B Nao Nao
T7 Sim THI M 70 B Sim Nao
T8 Sim TIV F 58 P Sim Nao
T9 Sim TI M 36 B Nao Nao

T10 Sim TII M 48 N Sim Nao
T11 Sim TI M 52 B Nao Nao
T12 Sim TI F 62 P Nao Nao
T13 Sim TI M 75 B Nao Nao
T14 Sim TI F 49 B Nao Nao
T15 Nao TI F 71 B Nao Nao
T16 Sim TI F 79 B Nao Nao
T17 Sim TII F 29 B Nao Nao
T18 Sim TII M 70 B Nao Sim
T19 Nao TII M 39 B Nao Nao
T20 Sim TII M 66 B Sim Nao
T21 Sim TIV M 77 B Nao Sim
T22 Nao TII F 23 P Nao Nao
T23 Sim TII F 53 B Nao Nao
T24 Sim TH M 69 B Nao Nao
T25 Sim TIV F 60 P Nao Nao
T26 Sim TH F 79 B Nao Nao
T27 Sim TII F 59 B Nao Nao
T28 Sim TI F 64 B Nao Nao
T29 Sim TII M 53 B Sim Nao
T30 Sim TIV M 56 B Sim Nao
T31 Sim TII M 54 B Nao Nao
T32 Nao TI M 52 B Sim Nao
T33 Sim TI M 67 B Sim N&o
T34 Sim TI M 41 B Nao Nao
T35 Sim TIV F 55 B Nao Nao
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