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RESUMO

Os dados de sequéncia gendmicas humanas depositados em bancos
publicos tém fornecido uma oportunidade sem precedentes para
pesquisadores decifrarem a funcionalidade do genoma humano. Essas
informagbes sdo extremamente valiosas na prevencgdo, diagnostico e
tratamento do cancer. O Cancer Genome Anatomy Project (CGAP), o Gene
Expression Omnibus (GEO), o Genome Data Mining (GDM) e o Babelomics
funtional analysis of genome-scale experiments representam quatro
importantes ferramentas para o estudo da genética funcional. O objetivo do
presente trabalho foi o de explorar bancos de dados publicos para selecionar
e validar a expressdo de genes relacionados com o desenvolvimento e a
progressdo de carcinoma renal de células claras (CRcc). Utilizando
ferramentas de bioinformética foi analisada a expressdo génica diferencial
entre duas bibliotecas de SAGE elaboradas a partir de tecidos renais normais
e de CRcc. Os resultados obtidos demonstraram alteragbes na expresséo de
genes participantes de importantes vias metabdlicas. Baseando-se nessas
andlises, os genes CDK7, CLDN1, CSTB, EPC2 e ZNF706 foram
selecionados e a expressao génica diferencial desses foi avaliada por PCR
em tempo real em 35 amostras de pacientes portadores de CRcc em
diferentes estdgios de progressdo da doenca e 1 amostra metastatica.
Paralelamente, utilizando-se a metodologia de RaSH foram elaboradas
bibliotecas subtrativas entre o tecido neoplasico e o tecidos normal, sendo
selecionados os genes MATR3 e PITPNB. O ZNF706 apresentou super
expressdo em relacdo aos tecidos normais, nas amostras tumorais
analisadas independentemente do grau de evolugdo tumoral. O mesmo
comportamento foi apresentado pelo gene CSTB, sendo que 0s maiores
niveis de expressdo foram observados nas amostras de estagio Il de
progressdo tumoral. O gene CDK7 apresentou niveis de expressao
dependente do grau de evolugcdo da doenga, apresentando-se hipoexpresso
nas amostras de estagio |, Il e lll e superexpresso nas amostras de estagio IV
e na amostra de metastase retroperitoneal. Esse resultado demonstra uma
clara associacdo entre a expressdo da ciclina-quinase dependente 7 com a
agressividade dos CRcc e sugere que esse gene pode ser considerado um
marcador de evolug¢do tumoral em CRcc. Os genes CLDN1, EPC2 e c-MYC
apresentaram-se hipoexpressos na maioria das amostras tumorais e este
comportamento esta associado ao potencial de agressividade do tumor. Os
genes MATR3 e PITPNB apresentaram aumento de expressao somente nas
amostras de estdgio IV e na amostra metastética, dessa forma estes genes

podem ser considerados possiveis marcadores moleculares do potencial
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agressivo do CRcc. A andlise das vias metabdlicas realizada por meio do
programa Ingenuity Pathways Analisys demonstrou que os genes CDK7,
CLDN1, CSTB, EPC2, PITPNB e MATR3 estdo envolvidos na mesma
cascata metabdlica mediada principalmente pelos genes HNF4a e c-MYC.
Essa via esta envolvida em diversos processos celulares que podem estar
contribuindo de forma decisiva no estabelecimento e progressédo dos CRcc e
merecem ser melhor avaliados. Os resultados obtidos no presente estudo
demonstram que a analise in silico de bibliotecas de SAGE confirmadas por
metodologias experimentais sdo capazes de revelar diferengcas nos padrbes
de expressao génica entre tecidos tumorais e normais e os dados originados
dessa estratégia podem ser muito relevantes em estudos de evolugdo e

progressao de tumores humanos.

Palavras-chave: Carcinoma Renal de Células Claras; expressdo génica;

marcadores moleculares; RaSH; SAGE in silico; PCR em Tempo Real.
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Abstract

The data of human genomic sequences available in public database have
provided an unpredictable opportunity for researchers to decipher the utility of
human genome. This information is extremely valuable in prevention, diagnosis
and cancer treatment. The Cancer Genome Anatomy Project (CGAP), the Gene
expression Omnibus (GEO), the Genome Data Mining (GDM) and the
Babelomics Functional Analysis of Genome-Scale Experiments do represent four
important tools for functional genetics studies. This work aimed to explore public
database to select and validate expression of genes related to development and
progression of Clear Cell Renal Cell Carcinoma (ccRCC). The differential gene
expression of two SAGE libraries from normal renal tissues and ccRCC was
analyzed using bioinformatics tools. The results showed altered gene expression
pattern in genes that participate in important metabolic pathways. Based on
these analysis, the genes CDK7, CLDN1, CSTB, EPC2 and ZNF706 were
selected and their differential gene expression was evaluated by Real Time PCR
in 35 tissue samples from patients with ccRCC in different stages of disease
progression and one metastatic sample. Simultaneously through RaSH
methodology were elaborated subtractive libraries between normal and neoplasic
tissues so the genes MATR3 and PITPNB were selected. The ZNF706 presented
over expression in tumor tissues independent of tumor progression grade. The
same behavior was presented by CSTB where the higher expression levels were
observed in samples from stage IV of tumor progression. The CDK7 gene
presented expression levels dependent of disease evolution grade where the
lowers levels were in stages |, Il, Ill and presented over expression in samples
from stage IV and retroperitoneal metastasis. This result shows a clear
relationship between CDK7 expression and the aggressiveness of ccRCC and
suggests that this gene may be considered a biomarker of tumor evolution of

ccRCC. The genes CLDN1, EPC2 and c-MYC presented hypo expression in
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most of tumor samples and this behavior is associated with aggressive potential
of this tumor type. The genes MATR3 and PITPNB presented over expression
only in sample from stage IV of tumor progression and retroperitoneal metastatic
sample so these genes could be a potential molecular markers of tumor
aggressiveness. The analysis of metabolic pathways through Ingenuity Pathways
Analisys demonstrates that CDK7, CLDN1, CSTB, EPC2, PITPNB and MATR3
were involved in the same pathway mediated mainly by HNF4a and c-MYC. This
pathway is involved in diverse cellular processes that may be contribute in a
critical way for the establishment and progression of ccRCC and deserve to be
better evaluated. The results observed in the present work demonstrate that the
in silico analysis of SAGE libraries confirmed by experimental methodologies are
capable to reveal differences between expression pattern of normal and tumor
tissues and the data generated by this strategy may be very relevant in studies of
evolution and progression of human tumors.

Key-words: Clear Cell Renal Cell Carcinoma; gene expression; molecular
markers; RaSH; SAGE in silico; Real Time PCR.
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1- INTRODUCAO

1.1 Carcinoma Renal de Células Claras

O tumor renal representa aproximadamente 3% das mortes por cancer em todo o
mundo e € considerada a mais letal entre as doencas urolégicas. (PETRELLA and
BRINCKERHOFF, 2006). Sua incidéncia tem aumentado progressivamente a cada ano nos
Estados Unidos e na Europa nas ultimas trés décadas (LIPWORTH et al., 2006). Uma
estimativa do Instituto Nacional do Céncer dos Estados Unidos prevé para 2008, 54.390
novos casos e 13.010 mortes pela doenca, existindo uma predominancia entre os homens,
33130 novos casos e 8100 mortes contra 21260 novos casos e 4910 mortes entre as
mulheres (JEMAL et al., 2008). Em geral, a incidéncia deste tipo tumoral € maior em paises
economicamente desenvolvidos (CORGNA et al., 2007).

Embora tenha sido notado um significante avanco na deteccdo precoce dos tumores
renais, proporcionada principalmente pela melhora nos procedimentos de imagem como a
ultrassonografia, a tomografia computadorizada e a ressonancia magnética, o numero de
individuos diagnosticados com tumor renal cresceu drasticamente nas ultimas cinco décadas
alcancando indices alarmantes (DRUCKER, 2005).

Na década de 80, o tumor renal era visto, basicamente, de uma Unica forma; quanto
maior o estagio, maior o grau da doenca, evidenciando, assim um pior progndstico. A partir
da década de 90, cientistas moleculares e patologistas comecaram a descrever 0 mesmo
tumor renal com aspectos morfologicos e biolégicos diferentes. Estas observagfes levaram a
evidéncia de comportamentos biologicos e progndsticos distintos entre os diferentes tipos
histolégicos do Carcinoma Renal, tornando o diagndstico patolégico mais especifico e de
grande importancia para a pratica médica (VITO MANCINI et al., 2008).

O carcinoma renal pode ser classificado por meio do Sistema da Organizagdo Mundial
de Saude (OMS) que define subtipos histolégicos com comportamentos clinicos distintos. De
acordo com esta classificacdo os subtipos mais comuns sdo denominados Carcinoma Renal
de células claras, Carcinoma Papilifero, Carcinoma Cromofébico e Oncocitoma renal. Alguns

tipos raros também sao definidos, tais como, carcinoma de ductos coletores de Bellini,
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carcinoma medular e carcinoma renal associado a translocag¢do no Xp11.2 (YOUNG et al.,
2006).

O Carcinoma Renal de células claras (CRcc) ou Carcinoma de Células Renais (CCR)
€ o tipo mais comum, sendo responséavel por 80 a 90% de todos os carcinomas renais,
apresentando também o pior progndstico (CHEN et al., 2005). Este tipo de tumor possui as
maiores taxas de crescimento extrarenal, desenvolvimento de metastases e mortalidade
(YOUNG et al., 2006). O CRcc pode ocorrer nas formas familial e esporadica e sua incidéncia
aumenta significantemente em pacientes na faixa etaria entre 50 e 70 anos (BODMER et al.,
2002). Entre os fatores de risco que podem favorecer o desenvolvimento do CRcc podemos
citar o fumo, obesidade, hipertensdo e drogas anti-hipertensivas, uso cronico de analgésicos,
dieta, consumo de alcool, fatores hormonais e reprodutivos, transplante de rim, dialise por
periodo longo e radiacdo (LIPWORTH et al., 2006).

O CRcc esporédico tem origem em células dos tubulos contorcidos proximais, suas
células possuem citoplasma claro e membrana celular bem evidenciada. Macroscopicamente,
o tumor apresenta coloracdo amarela, devido a um grande acumulo de lipidios nas células
(LABER, 2006; SULLIVAN et al., 2007). Na maioria dos casos, as células claras formam
pequenos grupos. Quando na auséncia das células claras, o diagnostico pode basear-se na
deteccdo de uma rede vascular caracteristica. O CRcc é também denominado de Carcinoma
Renal do tipo convencional, para evitar o termo “claro”, uma vez que nem todos 0s tumores
deste grupo apresentam células claras (VITO MANCINI et al., 2008).

Estudos citogenéticos e moleculares identificaram dele¢des no braco curto do
cromossomo 3 como sendo o evento genético mais comum no CRcc, ocorrendo em 10% dos
casos (BODMER et al., 2002). Mutacdes sométicas do gene von Hippel-Lindau (VHL)
localizado na regido 3p25-26, estdo presentes em 43-57% dos CRcc e a hipermetilagédo do
promotor e silenciamento desse gene em 11-19% dos casos (MARTINEZ et al., 2000;
NELSON et al.,, 2007; VITO MANCINI et al, 2008). Sullivan e colaboradores (2007)
demonstraram que a perda de heterozigose no brago curto dos cromossomos 8 e 9 é mais

eficiente que o estadiamento do tumor na predi¢éo de recorréncia da doenca.



25

A inativacdo do gene VHL estd presente nos pacientes portadores de CRcc
esporadico, onde um dos alelos apresenta-se mutado e o outro se encontra inativado por
hipermetilacdo da regido promotora (HERMAN et al., 1994; ILIOPOULOS, 2006; LIM et al.,
2007). Estas duas mudancas genéticas ocorrem independentemente, uma vez que nao existe
o0 componente hereditario. As inativagdes esporadicas e hereditarias do gene VHL levam aos
mesmos efeitos, uma vez que o gene VHL deixa de exercer a atividade inibitéria do gene
HIFla o que resulta na superexpressdo deste gene levando a hipervascularizacéo
caracteristica do CRcc (SUFAN et al., 2004; LIM et al., 2007). No CRcc esporéadico, diferente
da forma hereditéria, o fendtipo resultante dessas alteracbes € um tumor Unico que
usualmente ocorre em idade avancada. Nenhuma mutacdo no gene VHL foi encontrada nos
outros subtipos histolégicos do carcinoma renal (GNARRA et al., 1994; LIM et al., 2007).

O CRcc esporadico é caracterizado pela auséncia de sintomas iniciais, metastases
freqUentes e resisténcia aos tratamentos radio e quimioterpicos usualmente utilizados
(ALLORY et al., 2005). Adicionalmente um terco dos pacientes apresenta metdstases ao
diagnostico, e mais de 50% reincidem apds a nefrectomia (MIGNOGNA et al., 2006;
PETRELLA et al., 2006). Aproximadamente dois tercos dos CRcc sdo localizados, os
pacientes sdo tratados cirurgicamente e alguns deles podem ser considerados curados
(SULLIVAN et al., 2007).

O prognostico do CRcc é baseado no estadiamento do tumor e no grau histolégico e
aproximadamente 30% dos pacientes desenvolvem metastases apresentando uma
expectativa de vida de 12 meses, dentre o0s sitios metastaticos mais comuns estdo
parénquima pulmonar, ossos, figado e cérebro (TAKAHASHI et al., 2001; SHOME et al.,
2007).

A nefrectomia parcial ou total e a imunoterapia sdo metodologias ja bem estabelecidas
e além desses, outros tratamentos como quimioterapia, terapia hormonal e radioterapia
também tém sido utilizadas na terapéutica dos CRcc (DRUCKER, 2005; PETRELLA et al.,
2006). A imunoterapia com interleucina-2 e interferon-a séo bastante efetivas no tratamento
do carcinoma renal de células claras, entretanto, somente 25% dos pacientes respondem a

este tipo de tratamento (YOUNG et al., 2006).
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1.2 Biomarcadores moleculares

O futuro do tratamento do cancer estd no conceito de medicina personalizada, um
modelo que se baseia nas caracteristicas do individuo e ndo somente na doenca, utilizando
as caracteristicas moleculares dos tumores para combinar 0s pacientes certos com
tratamentos especificos. Dessa forma, a combinagéo entre as informagfes tecnolégicas com
a ciéncia e os tratamentos clinicos, poderdo determinar sensiveis melhorias na saude e na
gualidade de vida do paciente (YEATMAN et al., 2008).

Muitos sistemas de classificacdo tém sido utilizados na tentativa de predizer o
prognostico de pacientes portadores de CRcc. Para isso séo utilizadas varidveis clinicas para
determinar 0 seguimento, o tempo de progressédo e a sobrevida destes pacientes. Entre as
varidveis clinicas estdo, o estadiamento TNM (Tamanho do tumor; acometimento de
linfonodos; presenca de metastases a distancia), o grau de estadiamento do tumor, a
presenca de necrose ou invasao vascular no tumor primario, a sintomatologia ao diagndstico
e algumas variantes laboratoriais. Apesar de essas variaveis clinicas fornecerem informacdes
importantes da biologia do tumor, elas ndo sdo suficientes para uma caracterizacdo definitiva
do potencial invasivo do tumor bem como da sua capacidade de recidivar. Portanto, para uma
caracterizacdo mais completa do tumor, se torna necesséaria a identificacdo de novos
marcadores moleculares, cuja utilizacdo pode contribuir com as equipes médicas que optaréo
pelos melhores tratamentos baseados nas caracteristicas de cada paciente e seu tumor e
ndo mais baseados em dados estatisticos populacionais. Muitos trabalhos tém sido
desenvolvidos no sentido de aumentar a eficacia destes sistemas por meio da investigacéo
de alteragcbes moleculares predizendo novos biomarcadores que possam influenciar nas
caracteristicas clinicas dos tumores (RINI, 2006; DE WEVER et al., 2007).

Os biomarcadores, moléculas bioldgicas indicadoras do estado fisiolégico e também
de mudangas durante um processo patoldgico, podem ser produzidos pelo préprio tumor,
pelos tecidos vizinhos ou pelas metédstases. Existem diferentes tipos de marcadores
moleculares incluindo DNA, RNA, proteinas e horménios (SRINIVAS et al., 2002; GARNERO;
VOORZANGER-ROUSSELOT, 2007). Estes marcadores sao importantes assinaturas

moleculares do fenétipo de uma célula que auxiliam na detec¢cdo precoce do cancer e
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avaliacdo de risco potencial, uma vez que alteraces moleculares antecedem a manifestacao
clinica da doenca (NEGM et al., 2002). A utilidade dos biomarcadores estd na habilidade de
fornecer uma indicacéo precoce da doenca; a possibilidade de identificacdo, na populagéo
saudavel, de individuos sob alto risco de desenvolver determinado tipo de cancer; na
determinagéo do prognostico do paciente com cancer; instrumento para a predicdo precoce
de recorréncia do tumor; progressao e desenvolvimento de metastases e no monitoramento
da eficacia do tratamento antitumoral utilizado (SRINIVAS et al., 2001; GARNERO;
VOORZANGER-ROUSSELOT, 2007).

Atualmente existe a necessidade de marcadores capazes de predizer a ocorréncia de
metéstases e o prognostico da doenca em pacientes com tumor primario. Marcadores com a
capacidade de, no momento do diagnéstico do tumor primario, distinguir entre tumores que
poderdo ou nao responder ao tratamento desenvolvido e indicar também tumores que irdo
desenvolver metastases, ajudando assim, a delinear o melhor esquema de tratamento para
cada paciente, desta maneira, evitando os efeitos adversos dos tratamentos adjuvantes sem
necessidade (JIANG; LIM et al., 2007).

Na ultima década, muitos estudos tém sido desenvolvidos com o intuito de identificar
marcadores moleculares capazes de ajudar na elucidacdo da biologia do Carcinoma Renal
de células claras. Véarios genes tém sido identificados como possiveis marcadores
moleculares para este tipo tumoral, entre eles o CAIX, ADFP, Ki-67, entretanto, os resultados
mostraram-se contraditérios e nenhum dos genes pode ainda ser considerado um bom
marcador molecular. A pesquisa por biomarcadores enfrenta muitos desafios, entre eles a
variabilidade das amostras dos pacientes causada por diferencas na idade, sexo, exercicios,
dieta, entre outros fatores. (KOLCH et al., 2005; JIANG, 2007).

O maior entendimento da biologia do CRcc, principalmente revelados pelos estudos
da expressdo génica, contribuiu para a identificacdo de varios marcadores promissores,
sendo que muitos deles esperam por uma validagdo prospectiva. A utilidade clinica destes
marcadores moleculares no CRcc ou em qualquer tumor, depende da facilidade, da
reprodutibilidade, a validade do teste e da habilidade de melhorar as varidveis clinicas

utilizadas na rotina médica. Futuramente, a associacdo dos dados revelados com os estudos
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dos marcadores moleculares associados as variaveis clinicas em CRcc permitirdo um melhor

prognostico e a selecao de pacientes para opgdes terapéuticas especificas ( RINI, 2006).

1.3 Analise da Expressao Génica

Modificagbes fisioldgicas e patoldgicas das funcdes celulares estdo intrinsecamente
associadas a alteragfes nos padrBes da expressao génica. Assim, a identificacdo de genes
diferencialmente expressos tem sido usada como uma importante ferramenta para o
reconhecimento de genes cujos produtos estdo envolvidos com o desenvolvimento e
progressao de determinados tumores, assim como a acao de drogas sobre estes.

Existem atualmente diversas técnicas que permitem a deteccdo de genes
diferencialmente expressos, como a hibridacdo subtrativa (HEDRIK et al., 1984), “Differential
display” (LIANG and PARDEE, 1992), andlise da diferenga representativa (RDA) (LISITSYN
et al., 1993; HUBANK and SCHATZ, 1994), andlise seriada da expressao génica (SAGE -
Serial analysis of gene expression,) (VELCULESCU et al.,, 1995) e cDNA Microarrays
(SCHENA et al., 1995), todas eles apresentando algumas vantagens e desvantagens.

Nas ultimas décadas, acompanhando o desenvolvimento de novas metodologias e 0s
avancos tecnolégicos principalmente os da area de informatica, a biologia molecular evoluiu
muito, proporcionando a avaliagdo da expressdo génica de indmeros genes
simultaneamente. A associacdo entre essas importantes ferramentas tem contribuido na
caracterizacdo do perfil molecular de diversas doencas entre elas o cancer renal. Nesse
contexto, com o0 objetivo de avaliar os mecanismos moleculares da tumorigénese e
progressdo do CRcc, Takahashi e colaboradores (2001), utilizando a técnica de cDNA
Microarray, analisaram o padrdo de expressao génica de pacientes com essa doenca. Os
autores relatam dois padrbes distintos de expressdo, um deles caracterizado por pacientes
com sobrevida livre de doenga apds cinco anos e sem evidéncia clinica de metéstase e o
outro caracterizado por pacientes portadores de uma forma agressiva da doenca, com média

de sobrevida livre de doenca de 25,4 meses.
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Nesse mesmo sentido, Hirota e colaboradores (2006), utilizando as técnicas de
Microarray e Laser Beam Microdissection encontraram 978 genes diferencialmente expressos
entre 0 CRcc e o cortex renal normal. Estudos de Microarray revelaram ainda a diminuicdo da
expressao do gene VCAM-1 em CRcc, inferindo que esse pode ser um forte marcador de
recorréncia apds o tratamento cirdrgico, em pacientes acometidos pelo CRcc (SHIOI et al.,
2006).

Outro gene que tem sua expressdo aumentada em CRcc em relacdo ao cértex renal
normal € o PSCA. Dados de PCR em tempo real e imunohistoquimica revelaram que o
aumento da expressdo deste gene estd associado a carcinogénese e progressao tumoral,
indicando um pior prognostico (ELSAMMAN et al., 2006).

Podemos notar dessa forma, que os estudos direcionados no sentido de avaliar a
expressao génica tém sido eficazes em prover relevantes informacgées sobre os processos do

estabelecimento e da progresséo das neoplasias.

1.3.1 Analise serial da expressao génica (SAGE) in silico

Atualmente, os avangos tecnoldgicos permitem que os métodos para analise de
expressdo génica em larga escala sejam utilizados rotineiramente. Um destes métodos é a
andlise serial da expresséo génica (SAGE — Serial Analysis of Gene Expression), que fornece
a contagem dos transcritos presentes nos tecidos analisados e possui um formato adequado
para a geracdo de uma base de dado digital da expressao génica de um dado tecido. Desta
maneira, 0 método de SAGE permite fazer uma andlise do numero de transcritos presentes
em um tecido e do nivel de expresséo de cada transcrito (VELCULESCU et al., 1995). Varios
estudos de expresséo génica vém sendo realizados com a abordagem de SAGE e em todos,
os resultados demonstram a eficiéncia do método na identificagdo de genes diferencialmente
expressos auxiliando na compreensao dos determinantes de cada fenétipo celular e dos
eventos transcricionais que acompanham a aquisicdo de propriedades funcionais (EL-RIFAI
et al., 2002; MYEROWITZ et al., 2002; FUJIl and AMREIN, 2002; OSHIRO et al., 2002;

UNTERGASSER et al.,, 2002). O SAGE ¢é um método pouco tendencioso (unbiased)
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baseado em trés afirmacgdes, (1) uma pequena sequéncia de cDNA (tag ou etiqueta) derivada
de posicbes precisas dentro do RNA mensageiro de cada transcrito € suficiente para
identificar unicamente um transcrito; (2) as tags podem ser ligadas umas as outras para
formar longas seqiiéncias de DNA chamadas concatameros, que sdo clonados e
sequenciados e em seguida; (3) as tags podem ser identificadas com auxilio do software
SAGE 2000 (Invitrogen), por meio da identificagdo dos sitios da enzima-ancora (Nlalll). O
nivel de expressao do transcrito pode ser quantificado pelo numero de vezes que ele se
repete na biblioteca (PIQUEMAL et al., 2002). Esta metodologia foi descrita em 1995 e ja esta
bem estabelecida, sendo amplamente utilizada em diferentes projetos (VELCULESCU et al.,
1995; 2000).

O CGAP (Cancer Genome Anatomy Project) € um programa interdisciplinar
estabelecido e administrado pelo Instituto Nacional do Céncer (NCI — National Cancer
Institute, EUA) para gerar informacgfes e ferramentas tecnoldgicas para decifrar a biologia
molecular da célula cancerosa. O CGAP disponibiliza dados de SAGE realizados por
diferentes centros de pesquisa no mundo que avaliaram tecidos de cérebro (normal e varios
tipos de tumores), célon (normal e adenocarcinoma), coracdo, rim (normal e embrionario),
figado, pulm&o, musculo, ovario (normal e tumoral), pancreas (normal, adenocarcinoma e
carcinoma), peritbneo (normal e tumoral), placenta, préstata (normal e tumoral), retina, pele
(melanoma), medula espinhal, estbmago (normal, adenocarcinoma e carcinoma), vasos
sanguineos (normal, hemangioma, estimulado), leucdcitos, fibroblastos. A metodologia de
SAGE apresenta o melhor custo-beneficio para gerar dados sobre expressdo génica, quando
comparado aos dados fornecidos pela andlise de EST (expressed sequence tags ou
fragmentos de sequéncias expressas). Em vista disso, o CGAP apdia a producdo de
bibliotecas de SAGE e seu sequenciamento e atualmente é o maior fornecedor de dados
sobre expresséo génica, depositados na pagina da Internet do NCBI — National Center for

Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SAGE). Nesta base de dados, as tags

geradas por SAGE séo relacionadas a grupos de Unigene (clusters Unigene) e aquelas que
estiverem diferencialmente expressas podem ser identificadas, juntamente com os niveis de

expressao das tags.
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O SAGE Genie é outra divisdo do website do CGAP, composto de um conjunto de
ferramentas para processar os dados gerados por SAGE, entre elas o SAGE Anatomic
Viewer (Visor Anatdbmico do SAGE), onde é possivel visualizar os niveis de expresséo de
transcritos para qualquer gene de forma comparativa entre tecidos normais e malignos,
baseando-se em dados de bibliotecas de SAGE que ja foram geradas, de 114 tipos celulares,
que reunem 5,2 milhdes de tags, visualizados utilizando-se ferramentas computacionais. Para
gerar uma lista confiavel, foram analisados 6.800.316 tags de 171 bibliotecas de SAGE, e
foram separados os tags Unicos (464.825). Destes tags, foram removidas as sequéncias de
adaptadores, variagbes de uma base e aqueles que foram detectados apenas uma vez,
diminuindo o numero de tags Unicos para 267.777. Erros de seqlienciamento também foram
filtrados, ocorrendo remocdo de 73.549 tags potencialmente errbneos, e entdo restaram
194.126 tags confiaveis, que formam a lista disponivel na pagina da Internet, ao lado de suas
contagens (http://cgap.nci.nih.gov/SAGE/Download) (BOON et al., 2002). Dessa forma, esses
bancos de dados publicos além de representarem uma fonte confiavel de dados possibilitam
uma avaliacéo global da expressao génica em tumores humanos.

A utilizacdo desses dados como ferramenta de estudo além de minimizar os custos
experimentais pode ser extremamente eficiente no sentido de prover informacdes relevantes
para a selecdo de genes candidatos cujos produtos desempenham fungdes cruciais para o

desenvolvimento e a progressédo neoplasica.

1.3.2 Rapid Subtraction Hybridization = (RaSH)

A elaboracgéo de bibliotecas subtrativas de cDNA também representa uma poderosa
ferramenta para o estudo da expressao génica diferencial entre dois tecidos.

Uma modificagdo na técnica de hibridagdo subtrativa, chamada de supressédo da
hibridacdo subtrativa (SSH) (DIATCHENKO et al., 1996), tem sido muito utilizada, por
exemplo, para a producéo de bibliotecas de cDNA de tecido, especifica para a identificagéo
de genes relacionados com o processo tumorigénico (JIN et al., 1997; NUPPONNEN et al.,

1998; NELSON et al., 1999; YANG et al., 1999). Nessa metodologia, as sequéncias
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diferencialmente expressas s&o amplificadas e as concentracbes das mais ou menos
abundantes sdo equalizadas.

Recentemente foi descrita uma nova metodologia de hibridacdo subtrativa
denominada RaSH (Rapid Subtraction Hybridization). Nessa técnica 0s processos de
subtracdo de cDNAs sdo simplificados, apresentando algumas vantagens sobre outras
técnicas, como uma grande eficiéncia na subtracdo e uma significativa reducdo dos custos
(JIANG et al., 2000) (Figural). Essa metodologia tem sido utilizada com sucesso para a
identificacdo e clonagem de genes diferencialmente expressos em diferentes situacdes, como
por exemplo, durante a progressao tumoral de melanomas (BOURKERCHE et al., 2004;
PEITL et al., 2009a); resisténcia a infec¢do pelo HIV (SIMM et al., 2001) e também para a
avaliacdo dos efeitos do tratamento de algumas drogas como Interferon e Mezerina (JIANG
et al., 2000), Cisplatina (PEITL et al., 2009b) e Anexina-1 (RODRIGUES-LISONI et al., 2006).
Em todos esses estudos a expressdo génica diferencial revelada pelo RaSH foi confirmada
por métodos de validacdo, como RT-PCR semi-quantitativo, PCR em Tempo Real e Northern

Blot, ratificando dessa forma a eficiéncia da metodologia.
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2- OBJETIVOS

Tendo em vista 0 exposto, o presente trabalho teve o objetivo geral de identificar e
caracterizar possiveis marcadores moleculares presentes em carcinoma renal células claras

(CRcc). Atendendo aos seguintes objetivos especificos:

1. Caracterizar as possiveis diferengcas no padrdo de expressdo génica entre
amostras tumorais e tecido normal com a elaboracdo de bibliotecas subtrativas de cDNA a
partir de RNAs extraidos de amostras de CRcc e coértex renal normal, por meio da

metodologia de RaSH;

2. Avaliar e comparar virtualmente a expressao génica diferencial de amostras
tumorais e normais em bancos de dados publicos de SAGE (SAGE in silico), identificando
clusters de genes cuja expressdo altera-se coordenadamente, constituindo redes ou vias
metabdlicas ou de sinalizacdo, assim, com o auxilio de ferramentas de Bioinformatica e

bancos de dados, selecionar genes candidatos a marcadores moleculares;

3. Validar a expresséo diferencial desses genes candidatos por PCR em tempo

real (PCR quantitativa) em cértex renal normal e amostras de pacientes portadores de CRcc;

4. Clonar, superexpressar e purificar proteinas codificadas pelos genes

selecionados.



3- MATERIAL E METODOS

3.1 Casuistica e consideracfes éticas

O presente trabalho foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (N°
099 /2007) e pelo Comité de Etica em Pesquisa do Banco de Tumores (N° 019/07) ambos da
Fundacédo Pio X — Hospital do Cancer de Barretos. Todos os participantes foram informados
sobre os objetivos da pesquisa e assinaram o termo de consentimento aprovado pelas
comissdes acima citadas (Anexo A).

Como material de estudo foram utilizadas 35 amostras teciduais de Carcinomas
Renais de células claras e uma amostra metastatica, adquiridas junto ao Banco de Tumores
situado no Hospital de Cancer de Barretos, sob coordenacdo da Profa. Dra. Paula Rahal,
IBILCE / UNESP. Como grupo controle foram utilizadas amostras de tecido de cortex renal
normal provenientes dos mesmos pacientes, as quais foram avaliadas por patologistas e
histologistas para a certificacdo da auséncia de células tumorais.

Os materiais coletados apds resseccao cirtrgica foram armazenados imediatamente
em nitrogénio liquido e encaminhados ao banco de tumores para processamento e analise
através das técnicas descritas abaixo.

As informacdes referentes ao diagnostico, ao local da lesdo, o estadiamento, idade,
sexo, etnia, exposicdo a fatores de risco (fumo e alcool), histéria familiar, tratamento,

evolucdo, foram adquiridas apdés um minucioso levantamento dos prontuarios médicos.

3.2 Extracdo de RNA total

A extracdo de RNA seguiu a técnica descrita por Sambrook e Russel (2001) com
modificacBes, sendo que 0 sucesso da técnica depende principalmente da obtencdo de RNA
em quantidade e de boa qualidade. Para extracdo do RNA, as amostras teciduais foram
transferidas para tubos de 15mL estéreis e adicionados 1mL a 3mL de TRIzol (Life
Technologies, Grand Island, NY), de acordo com o tamanho da amostra e processadas em
ultra-homogenizador (Polytron).

As amostras maceradas foram divididas em aliquotas de 1ml em tubos estéreis de

1,5mL, e adicionados 200uL de cloroférmio em cada tubo. ApOs agitacdo vigorosa durante
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um minuto as amostras foram incubadas por trés minutos a temperatura ambiente e
centrifugados a 10.000rpm por 15 minutos a 4°C. A fase superior foi transferida para um tubo
novo e adicionou-se 500uL de isopropanol para precipitacdo do RNA. Apos a incubacgéo de
10 minutos a temperatura ambiente a solucao foi centrifugada a 10.000 rpm por 15 minutos a
4°C e o sobrenadante descartado. O sedimento foi lavado com 1ml de etanol 75% e apds
centrifugacdo por cinco minutos a 4°C, sob velocidade de 6.000rpm, o sobrenadante foi
descartado e o sedimento seco a temperatura ambiente. O RNA extraido foi entdo eluido em
30pL de &gua DEPC (dietil pirocarbonato).

A determinacdo da concentracdo dos RNAs (1DOgs= 40pg/mL) foi realizada no
aparelno ND 1000 Spectrophotometer (Nanodrop), medindo-se a densidade Optica nos
seguintes comprimentos de ondas: DO,s/ DO ,g0. Uma aliquota de 1ug da amostra foi
submetida a uma corrida eletroforética em gel de agarose 1% para andlise da integridade da
amostra. Depois de isolados, quantificados e checados quanto a qualidade, os RNAs foram
entdo submetidos a sintese de DNA complementar (cDNA) com a enzima transcriptase

reversa.

3.3 RaSH

3.3.1 Obtencéo do DNA complementar (CDNA)

Para a reagdo de Transcrigcao reversa (RT), foi utilizado o Kit Superscript || Reverse
Transcriptase (200U/uL) (Invitrogen), com modificagbes. Foram utilizados 15ug do RNA total
ao qual foi adicionado 1pL de oligo (dT) ancorado (0,5pg/pL), 1uL de dNTPs mix (10 mM) e
agua estéril para um volume final de 12uL. Em seguida, o material foi incubado a 65°C por
cinco minutos e transferido imediatamente para o gelo. Apdés essa etapa, foram
acrescentados os seguintes reagentes: 2uL de DTT (0.1mM), 1pL de RNaseOUT (40U/uL),
4uL de tampdo 5X Superscript e incubados a 42°C por dois minutos. Ao término da
incubacgdo, foi adicionado 1puL da enzima transcriptase reversa Superscript Il Reverse
Transcriptase (200U/pL). O material foi incubado a 42°C por 50 minutos e a reacao foi

finalizada com a inativagdo da atividade enzimética a 70°C por 15 minutos.
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Apbs a reacdo de RT, foi realizada a sintese da segunda fita de cDNA. Ao volume
total da primeira reagdo foram adicionados 30pL de 5X Second strand buffer (Invitrogen), 3pL
de dNTPs mix (10mM), 1uL de RNAse H (2U/uL) (Invitrogen), 1uL de DNA ligase (10U/uL)
(usb), 1pl de Tampéo da ligase 10X (usb), 1uL de DNA polimerase | (42U/uL) (usb) e 4gua
estéril para um volume final de 150uL. Na seqiiéncia, o material foi misturado e incubado a
16<C por duas horas com agitacdo periddica. Apos esse pe riodo, foram adicionados 2uL de
T4 DNA polimerase (10U/uL) (usb) e incubado novamente a 16T por cinco minutos. Apos a
incubacéo a reacéo foi transferida para o gelo e foram adicionados 10uL de EDTA (0,5M) e
procedeu-se a extracdo com 180uL de fenol e cloroformio (1:1) e precipitagdo a -80C
durante duas horas com 500uL de etanol 100% gelado e 70uL de acetato de amdnio 7,5M.

Apbs a precipitacdo os tubos foram centrifugados a 13.000rpm por 20 minutos a
temperatura de 4C e o sobrenadante descartado. Foram adicionados 500uL de etanol 70%
gelado ao sedimento e os tubos foram novamente centrifugados a 13.000rpm por 20 minutos
a temperatura de 4C. O sobrenadante foi entdo descartado e o sedimento seco a
temperatura ambiente. O cDNA segunda fita foi ressuspendido em 45uL de agua DEPC (dietil

pirocarbonato).

3.3.2. Controle da qualidade do cDNA

A qualidade da reacgdo de sintese cDNA das amostras de CRcc e amostras de tecido
normal foi avaliada por meio da amplificacdo por PCR (Polymerase Chain Reaction) de um
fragmento de 613pb do gene B-ACTINA que serve como controle para transcritos
abundantes.

As reacOes foram processadas em 12,5uL, contendo de 100 a 500 ng de cDNA,
Tampéo 1X, dNTP mix (210uM), MgCl, (1,5mM), oligonucleotideos (0,4uM) e Taq DNA
Polimerase (0,5 unidade). Em todos os experimentos, um dos tubos néo recebeu DNA, para
atuar como controle de contaminacéao.

A reacao consistiu de uma etapa inicial de desnaturacdo de quatro minutos a 94°C, 35

ciclos de 30 segundos de desnaturagdo a 94°C, um minuto de anelamento dos
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oligonucleotideos a 60°C e um minuto a 72°C para extensdo das cadeias, além de extenséo
final a 72°C por sete minutos.

Apés a reacdo, os fragmentos foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1% , juntamente com um marcador de 100pb (Gene Ruler, Fermentas), para verificar
a amplificacdo de um fragmento de 613pb referente ao gene S-ACTINA. O gel foi corado com
brometo de etideo e visualizado sob luz ultravioleta.

Os oligonucleotideos B-ACTF - 5° GGCATCGTGATGGACTCCG 3 e B-ACTR -
5'GCTGGAAGGTGGACAGCG 3’ foram utilizados para amplificacdo do fragmento de 613pb

do gene S-ACTINA.

3.3.3. Elaboracgéo da biblioteca subtrativa RaSH

Para construcédo das bibliotecas, em uma primeira etapa, os cDNAs dupla fita das
duas amostras foram digeridos com a enzima de restricdo Mbol (Invitrogen). Foram
adicionados 2uL da enzima (10U/uL) e 5,5uL do tampéao da enzima ao volume total da reagéo
da segunda fita de cDNA (45uL). Os tubos foram incubados a 37<C por uma hora. ApGs esse
periodo, foram adicionados mais 2uL da enzima de restricdo Mbol e o material foi incubado
novamente a 37 por mais duas horas.

Apbs a digestdo enzimatica, 3uL do produto foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose 1%, juntamente com um marcador de 100pb (Gene Ruler, Fermentas), para
verificar a eficiéncia da digestdo das amostras. O gel foi corado com brometo de etideo e
visualizado sob luz ultravioleta.

Os produtos digeridos foram purificados com fenol e cloroférmio e foram incubados a -
80T por 16 horas para precipitacdo. Apos este periodo, os tubos foram centrifugados a
13.000rpm por 20 minutos a 4T e o sobrenadante descar tado. Foram adicionados 500uL de
etanol 70% gelado e seguiu-se de centrifugacdo a 13.000rpm por 20 minutos a 4TC. O
sobrenadante foi entdo descartado e o sedimento seco em temperatura ambiente. Os

produtos digeridos foram ressuspendidos em 15uL de agua DEPC.
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Para criar sitios de ancoragem, as amostras digeridas com a enzima Mbol foram
ligadas aos adaptadores XDPN14 — CTGATCACTCGAGA e XDPN12 - GATCTCTCGAGT.
Ao volume total de produto digerido foram adicionados 11puL do adaptador XDPN14 (20uM) e
7,5uL do adaptador XDPN12 (20uM), a solucdo foi desnaturada a 55T por um minuto e a
temperatura foi, entdo, reduzida a 14 lentamente p or aproximadamente uma hora. Apos
essa reacgao, foram adicionados 8puL da enzima T4 DNA ligase (5U/uL) (USB) e 4,5uL de
tampdéo da enzima e incubado por um periodo de 16 horas a temperatura de 14<.

Para verificar a eficiéncia da reagcdo de ligagcdo com os adaptadores e também
aumentar a quantidade do produto, foram realizadas reagcbes de PCR utilizando como
iniciador o oligonucleotideo XDPN18 - CTGATCACTCGAGAGAATC. As reacbes foram
processadas em 50ul de volume total, contendo tampé&o 1X, dNTP mix (0,6mM), MgCl,
(2,5mM), XDPN18 (0,6pM), Tag DNA Polimerase (0,5 unidade) e 2uL do produto da ligacéo.
A reacgéo consistiu de uma etapa de desnaturacao inicial de cinco minutos a 72 °C, 25 ciclos
de um minuto de desnaturacdo a 94 °C, um minuto de anelamento dos oligonucleotideos a 55
°C, um minuto de extensdo das cadeias a 72 °C e um ciclo de trés minutos a 72 °C para a
extensdo final. O produto amplificado, entdo, foi purificado por meio de extracdo com
fenol/cloroférmio (1:1) e o resultado foi visualizado em gel de agarose 1% corado com
brometo de etidio. As amostras purificadas foram quantificadas no aparelho ND 1000
Spectrophotometer (Nanodrop).

Apbs a amplificagdo, 10ug do produto de PCR das amostras foram digeridos por 30U
da enzima Xhol (10U/pL) (Invitrogen) em um volume final de 60pL, e incubado a 37<C por
trés horas e a 65T por 10 minutos para a inativacdo da atividade enzimética. Apés a
digestéo, foi realizada extragdo com fenol/cloroférmio e precipitagdo com etanol 70%, e
finalmente, as amostras foram ressuspendidas em 20uL de tampéo de eluicdo (Tris-HCI
10mM, EDTA 1mM).

Procedeu-se entdo a elaboracdo das duas bibliotecas subtrativas, denominadas
Subtragdo R e Subtracdo RC conforme a Tabela 1. Em ambas as bibliotecas, a amostra
teste, chamada de TESTER foi digerida com a enzima de restricdo Xhol (Invitrogen) que

retira a seqUéncia dos adaptadores e cria os sitios para clonagem no vetor p-ZERO
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(Invitrogen), também digerido com a enzima Xhol. J& a amostra controle, chamada de
DRIVER, nado foi submetida a digestdo enzimatica, conservando assim, as sequéncias
adaptadoras. Desta maneira, foi realizada a subtragcdo das sequéncias diferencialmente
expressas entre as amostras, por meio da hibridizacdo de 100ng da amostra TESTER, 3ug
da amostra DRIVER em 10 pul de solugéo de hibridizacéo (0,5 M NaCl; 50mM Tris, pH:7,5;
0,2% SDS/40% (vol/vol) formamida) e, apds fervura por cinco minutos, a solugéo foi incubada
a 42 °C durante 48 horas. Ap0s a subtragédo, foi realizada nova extragéo em fenol/cloroférmio
e nova precipitacdo com etanol 70% e as amostras foram ressuspendidas a 20puL de tampéo

de eluigcdo (Tris-HCI 10mM, EDTA 1mM).
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Tabela 1: Descricao das bibliotecas construidas no RaSH.

SUBTRAQE\O R - TUMOR X NORMAL

Tipo de amostra Concentragdo da amostra Re sultado da Subtracéo

TESTER - amostra tumoral 100ng Genes exclusivamente

DRIVER - amostra normal 3ug expressos na amostra
tumoral

SUBTRACAO RC — NORMAL X TUMOR

Tipo de amostra  Concentracdo da amostra  Resultadod  a Subtragéo

TESTER - amostra normal 100ng Genes exclusivamente
3ug expressos na amostra
DRIVER - amostra tumoral normal

3.3.4 Clonagem e Sequenciamento
As amostras de ambas as bibliotecas foram clonadas utilizando-se o Kit
pZERO Cloning™ (Invitrogen), numa reacdo de ligacdo contendo 0,5uL de plasmideo
digerido previamente pela enzima de restricdo Xhol, 1U da T4 DNA ligase (10U/uL) (USB), e
3L de cada subtracdo e incubado a 16T por quatro hor as. Apds a ligacao, foi realizada uma
extracdo em fenol/cloroformio e entdo, foram adicionados etanol 70%, acetato de amonio
7,5M e glicogénio (20mg/mL) e as amostras permaneceram por 16 horas a -80C para
precipitacdo do produto. Apds o periodo de precipitacdo, as amostras foram lavadas com
etanol 100% e eluidas em 6uL de tampé&o de elui¢do (Tris-HCI 10mM, EDTA 1mM).
A transformacéo foi realizada com a transferéncia de 3uL da reacdo de ligacao para
aliguotas de 50uL de bactérias E.coli TOP10 quimicamente competentes seguida de
incubacgédo por 30 minutos no gelo. Apos esse periodo foi realizado o choque térmico a 42 °C

durante 40 segundos, entdo as células foram novamente colocadas no gelo por dois minutos.
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A seguir, foram adicionados 250puL de meio SOC liquido e as bactérias foram incubadas por
uma hora a 37 °C sob agitacao de 200rpm. Em seguida, 100uL das células foram transferidas
para placas contendo 25mL de meio LB low salt sélido e 100mg/mL do antibiético zeocina e
deixadas na estufa a 37 °C por 16 horas.

Apbés o crescimento das bactérias em meio solido, todas as colbnias foram
selecionadas e transferidas para o meio liquido em placa de 96 pocos contendo zeocina
(100mg/mL). A eficiéncia de clonagem foi verificada por meio das reacdes de amplificacdo
dos fragmentos das colbnias. A reacdo de PCR foi realizada com iniciadores universais M13
gue se anelam em sequéncias do plasmideo anterior e posterior a insercao do fragmento na
clonagem. As reacdes foram realizadas em um volume final de 45pl contendo 3,2uM de
iniciadores pUC/M13, 0,5U Taq DNA polimerase, 125uM de cada dNTP, tamp&o (Tris-HCI
10mM (pH8. 3); KCI 50 mM; 1,5mM de MgCl,) e 1pul da cultura em meio liquido. As condi¢cdes
da reacdo foram: desnaturagdo inicial de trés minutos a 94°C, seguida de 35 ciclos de
desnaturacédo a 95°C por 40 segundos, anelamento dos oligonucleotideos a 55°C por 40
segundos, extensdo a 72°C por 55 segundos e um passo de extenséo final a 72°C por 10
minutos. O produto dessa amplificacdo foi submetido a corrida eletroforética em gel de
agarose 1% para verificacdo do sucesso da clonagem.

Os fragmentos de DNA das colénias foram seqiienciados segundo a técnica de
terminacdo com dideoxinucleotideos descrita por Sanger e Coulson (1977), utilizando-se o Kit
DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing (GE Healthcare), seguindo as instru¢des do
fornecedor. Os produtos do seqiienciamento foram submetidos a eletroforese no
sequenciador automatico de ABI377 (Applied Biosystems). A andlise dos fragmentos

clonados foi realizada com o auxilio de ferramentas de Bioinformatica (www.gdm.fmrp.usp.br)

desenvolvidas pelo grupo Computacional do Centro de Terapia Celular/Hemocentro/FMRP-

USP.
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3.4 SAGE in silico

A selecdo dos genes para a validacdo da expressao génica diferencial em CRcc foi

realizada in silico utilizando dados depositados no CGAP (http://cgap.nci.nih.gov/SAGE)

gerenciado pelo NCBI (National Center for Biotechnology Information) pelo programa H2G
(Hyper and Hypoexpressed Genes) desenvolvido no Laboratério de Bioinformatica do Centro
Regional de Hemoterapia (Fundacdo Hemocentro de Ribeirdo Preto). O programa H2G
permite selecionar genes com padrdo diferente de expressdo entre dois tecidos com base
nos parametros de razdo e diferenca. Estes parametros sdo suficientes para a selecao de
genes candidatos a serem validados por métodos laboratoriais.

Foram analisadas as bibliotecas: SAGE_Kidney_carcinoma_B_D2, originadas de
carcinoma renal grau Ill, IV e a biblioteca SAGE_Kidney_normal_B_1, de rim normal.

Para a selecdo dos genes foram considerados os 1000 genes mais expressos e 0sS
1000 menos expressos de cada amostra.

Os 1000 genes mais expressos na biblioteca de SAGE de carcinoma renal e os 1000

genes hipoexpressos foram submetidos entdo a andlise no programa Gene ontology

(http://babelomics.bioinfo.cipf.es). Esse programa agrupa e compara os genes de acordo com

as fungdes moleculares e processos bioldgicos que desempenham nos tecidos.

3.5 Padronizacéo das reagdes de PCR em tempo real

3.5.1 Desenho dos oligonucleotideos iniciadores

A padronizagéo das reactes de PCR em tempo real foi realizada inicialmente com o
gene GAPDH que foi utilizado como controle enddgeno. Para isso os oligonucleotideos
iniciadores inter-exons foram desenhados, com auxilio do programa Primer3
(http://fokker.wi.mit.edu/primer3/input.htm). Os oligonucleotideos foram desenhados para que
0s produtos tivessem entre 80 e 150pb e apresentassem temperatura de anelamento de
aproximadamente 60° C. Para a selecdo da concentracéo ideal dos iniciadores, que garantem
sua saturacéo, foram realizadas reagdes de padronizagdo com as concentracdes de 0,25uM;

0,4uM; 0,5uM; 0,6puM e 0,8uM.
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Essas reacoes foram processadas em triplicata com volume de 20uL, contendo 20ng
do cDNA proveniente da linhagem celular Hep-2 (linhagem celular de cancer de laringe),
10uL de Power Master Mix SYBR™ Green (Applied Biosystem) e os oligonucleotideos
iniciadores nas concentracdes referidas acima. O Power Master Mix SYBR™ Green contém
todos os componentes para a reagdo de PCR em tempo real, exceto a amostra, 0s
oligonucleotideos iniciadores e a 4gua. Entre esses componentes, estdo a enzima AmpliTaq
Gold®, que catalisa a reagéo; a enzima UNG, que degrada DNA dupla fita contendo uracila; o
corante SYBR Green, fluoréforo que se intercala em DNA de fita dupla; os dNTPs e o ROX,
a referéncia passiva da reacao.

As reacbes compreenderam uma incubacéo inicial de dois minutos a 50°C para a
ativacdo da enzima UNG. Em seguida, realizou-se um passo de 10 minutos a 95 °C para
inativacdo da atividade enzimatica, evitando, dessa forma, que a enzima degrade os produtos
da termociclagem a ser iniciada em seguida e também para a ativacdo da enzima AmpliTaq
Gold®. Posteriormente, seguiram-se 40 ciclos de 15 segundos a 95°C e um minuto a 60°C
para anelamento dos iniciadores e extensédo dos fragmentos. Foi acrescentado um passo de
dissociagdo de aproximadamente 20 minutos de duragdo, no qual ocorre um aumento
gradual de 60°C para 95°C a 0,2°C pora cada segundo. A curva de dissocia¢do teve como
objetivo a verificacdo de ocorréncia de dimeros de oligonucleotideos, produtos inespecificos
e de contaminacgfes. A Tabela 2 apresenta as sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores

utilizados para cada gene e os resultados do teste de otimizacéo.
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Tabela 2: Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados para amplificagdo por PCR em

tempo real dos genes candidatos a marcadores moleculares e do gene GAPDH (controle

enddgeno) e a concentracao otimizada de cada oligonucleotideo iniciador.

Gene Oligonucleotideos [ ] otimizada

GAPDH F -5 ACCCACTCCTCCACCTTTGA 3’ 0,5uM

R -5 TCCACGAGTTCTTGTCCATTC 3’

CDKY7 F -5 TTTGGGAGCCCCAATAGAG 3 0,5uM

R -5 ACAGCCCACATGTCCACAC 3’

CLDN1 F -5 GGTGCAGAAGATGAGGATGG 3’ 0,4puM

R -5 CATTGACTGGGGTCATAGGG 3’

CSTB F -5 TGTCATTCAAGAGCCAGGTG 3’ 0,5uM

R - 5 GGGAGAGATTGGAACACTCG 3

EPC2 F -5 GCAAGGACATGCCTGATCTC 3 0,5uM

R-5 TTGCTGTGCTGAAATTGCTC 3’

MATR3 F -5 TGGAGCAAGTCACAGTCGTC & 0,5uM

R -5 AATTCCTGGTGCTGGATTTG 3

C-MYC F-5 CTTCTC TGAAAGGCTCTCC3 0,5uM

R-5 GTAGAAATACGG CTGCAC 3

PITPNB F -5 CATGGCACAAACCAGACTTG & 0,5uM

R -5 AATGCTGGGTCTTCATCAGC 3

ZNF706 F -5 AAATGCCAAAAAGCAAGCTG & 0,5uM

R -5 TGCTTGCTCTCAAAGTGCTG 3
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A eficiéncia de amplificacdo dos iniciadores especificos para os transcritos alvo e 0s

genes normalizadores foram calculadas de acordo com a equacgdo: E 10(-1/slope). Nesta

equacao, o slope corresponde a inclinacdo da reta obtida quando se analisa a variacao do CT

dos transcritos alvo e normalizador em funcéo do log de diferentes quantidades de cDNA.

Para a realizagdo do calculo acima citado, foram realizadas diluicdes seriadas de cDNA de

Hep-2, que foi sintetizado a partir de 2ug de RNA total, sendo as concentracdes finais

utilizadas: 100ng, 50ng, 25ng, 12,5ng, 6,25ng. As amostras de cDNA nas concentracdes

citadas foram submetidas a amplificacdo por PCR em tempo real. O teste foi realizado para

cada gene utilizando a concentracdo de oligonucleotideos otimizada anteriormente (Tabela

3).

Tabela 3: Valor do slope e eficiéncia de amplificacdo dos oligonucleotideos iniciadores

utilizados nas reagbes de PCR em Tempo Real.

Gene Slope Eficiéncia
GAPDH -3.285 2,01
CDK7 -3,225 2,04
CLDN1 -3,641 1,88
CSTB -3,300 2,00
EPC2 -3,415 1,96
MATR3 -3,34 1,99
C-MYC -3,432 1,95
PITPNB -3,43 1,95
ZNF706 -3,300 2,00
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3.5.2 Sintese de DNA complementar para a validagdo  por PCR em Tempo real

Para reacdo de RT foi utilizado o Kit High Capacity cDNA (Applied Biosystems).
Foram utilizados 5ug de RNA total, aos quais foram adicionados 1,25uL de oligo dT
(0,5pg/pL), 2,5uL de dNTPs mix (25X), 5uL iniciadores randémicos (10X), 5uL de Tampéo de
Transcriptase Reversa (10X), 2uL de RNAse OUT (40U/uL), 5uL da enzima Multiscribe
Reverse Transcriptase (50U/uL), e agua para completar o volume final de 50uL. A reacao
consistiu de uma etapa inicial de 25°C durante 10 minutos, e foi finalizada com uma
incubacéo a 37°C por 120 minutos.

Apbs a etapa de sintese, os cDNAs produzidos tiveram sua qualidade avaliada por

meio de uma reacdo de PCR para o gene da S-ACTINA ja descrita anteriormente.

3.5.3 Validagéo dos genes diferencialmente expresso s por PCR em tempo real

Apbs a etapa de padronizacéo, foi realizada a analise da expresséo diferencial dos
genes selecionados. A expressao diferencial dos transcritos de interesse foi determinada pelo
método de quantificacéo relativa em relacéo a genes normalizadores utilizando como amostra
de referéncia de cDNA da amostra renal normal. Para tanto, foram utilizados RNAs
provenientes de tecido tumoral de 35 pacientes, de uma amostra metastatica e um pool de
amostras normais para minimizar as variagbes, uma vez que ndo eram amostras controle do
mesmo paciente.

Para o calculo da expressao diferencial foi utilizando o modelo matemético proposto

por PFAFFL (2001);

R= (E aIVO)ACTaIvo/(E endégeno)ACTend()geno

Onde, “E alvo” corresponde a eficiéncia de amplificacdo dos iniciadores especificos
para o transcrito alvo, “E normalizador” corresponde a eficiéncia de amplificacdo dos
iniciadores especificos para o gene normalizador, “ACT alvo” corresponde a diferenca entre o

CT do transcrito alvo obtido para a amostra em analise e o CT do transcrito alvo obtido para a
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amostra referéncia, “ACT normalizador” corresponde a diferenca entre o CT do gene
enddgeno obtido para a amostra em analise e o CT do gene enddgeno obtido para a amostra
referéncia.

O cut-off para validacéo de cada gene foi de > 2.0 fold change, tanto para expresséo

reduzida como aumentada.

3.6 Andlise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada para avaliar se existe associa¢do entre a expressao
génica e o estadiamento tumoral, assim, os valores da expressdo génica (R) foram
analisados, por meio do teste ndo-paramétrico de Kruskal Wallis. Os valores de P menor que
0,05 foram considerados significantes. Foi realizada outra andlise com o intuito de verificar a
significancia da expresséo global de cada gene em todas as amostras avaliadas no trabalho,
para isso, foi utilizado o teste ndo-paramétrico de Wilcoxon. As andlises estatisticas foram
realizadas em colaboracdo com o Prof. Dr. José Antdnio Cordeiro do Departamento de
Epidemiologia e Saude Coletiva da Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto

(Farmep).

3.7 Andlise das vias metabolicas dos genes validado s

Com a intencdo de avaliar as vias metabdlicas nas quais os genes selecionados
participam e estabelecer as possiveis relacdes entre eles, os dados obtidos foram
submetidos ao software Ingenuity pathways analyses (IPA) (http://www.ingenuity.com). Esse
programa organiza e disp8e os genes em mapas de vias celulares através da sobreposicao
com o banco de dados do software, que contém mais de 20 mil genes, e gera redes de
associacOes entre eles. Essas redes descrevem as relacdes funcionais entre os produtos

génicos baseando-se em interacdes bioldgicas conhecidas descritas na literatura.
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3.8 Clonagem e expresséo da proteina znf706

Baseando-se nos dados obtidos durante a evolugdo do projeto a proteina zinc finger
706 (ZNF706) foi escolhida para ser clonada e induzida. A sequiéncia da proteina codificada
pelo gene ZNF706 foi obtida apds estudos em bancos de dados gendémicos publicos.
Baseando-se nessa sequéncia foram desenhados oligonucleotideos iniciadores para a
amplificacdo completa do gene ZNF706 tendo como molde cDNAs sintetizados a partir de
RNAs extraidos das amostras tumorais de CRcc. Além da seqiéncia iniciadora dos genes,
foram adicionados a construgdo dos oligonucleotideos: a) uma cauda de seis histidinas
posteriormente utilizada nos processos de purificagéo, b) sitios de restricAo Tagzime para a
retirada da cauda de histidina da proteina purificada, c) Um cddon de iniciagéo, para inicio da
traducdo inclusive da cauda de poli-Histidina e d) um overhang necessério para a insercao do

produto amplificado no vetor de expressao (Figura 2).



>Qi|110227592|ref[INM_016096.3| Homo sapiens zinc fi nger
protein 706 (ZNF706), transcript variant 2, mRNA

ATGGCTCGTGGACAGCAGAAAATTCAGTCTCAGCAGAAAAATGCCAAAAAG
GCTGGACAAAAGAAGAAACAAGGACATGACCAAAAGGCTGCTGUERZARIAAT
ATATACCTGCACTGTCTGTAGGACACAAATGCCAGACCCTAAGAGCAEBACT
TTGAGAGCAAGCATCCTAAGACTCCACTTCCTCCAGAATTAGCTGYEIGIATAA

Oligonucleotideos

ZNF706F 5" CATCACCAT TGGCTCGTGGACAG 3’
ADAPTF 5 CACC AT CATCATCACCATCACGAIICAG 3’

ZNF706 5 TTATGCCTGAACATCAGCTA 3’ Histidina
Start codon

CACC overhang para ligacdo
no vetor

Figura 2 - seqliiéncia completa do gene ZNF706 e a estratégia de construcao dos

oligonucleotideos iniciadores para a amplificacdo em amostras de CRcc.

3.8.1 Amplificacdo do gene ZNF706 em amostras tumorais

As reacgdes de PCR para amplificacdo do gene ZNF706, ap0s a padronizacdo, foram
realizadas utilizando 2uL do cDNA da amostra tumoral de CRcc, 10uL de &gua, 5uL de
tampé&o B 5X, 2uL dNTPs (10mM), 2L do iniciador ZNFR, 2uL do iniciador ZNFF e 2uL da
enzima elongase (Invitrogen). O ciclo de amplificacéo foi de 30 segundos a 94°C, 94°C por
um minuto, 65°C por um minuto e 30 segundos, 10 ciclos onde a temperatura foi diminuida

1°C por ciclo até 55°C, 72°C por um minuto, 25 ciclos de 94°C por um minuto, 55°C por um
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minuto e 30 segundos e extensdo final de um minuto a 72° C. ApGs a checagem da
amplificacdo em gel de agarose procedeu-se novo PCR com 2uL produto da primeira reagéo

e o iniciador adaptador ZNFADPT nas mesmas condi¢cdes de amplificagéo.

3.8.2 Ligacao do gene ao vetor de expresséo

A clonagem do produto amplificado do gene ZNF706 foi realizada utilizando o kit de
expressdo Champion pET Directional TOPO Expression Kit (Invitrogen) seguindo as normas
do fabricante. 50uL do produto fresco da amplificacdo com o adaptador do gene ZNF706
purificado foram submetidos a ligacao ao vetor de expressdo pET101 com a seguinte reagao:
2 uL do produto de PCR, 1 pL salt solution, 4 pL 4gua e 1puL do vetor pET101. A reacdo
ocorreu a temperatura ambiente durante 30 minutos e o produto da ligacdo foi transformado
guimicamente em bactérias E. coli TOP 10 com choque térmico a 42°C por 40 segundos.
Ap0s a transformagéo foram adicionados 250uL de meio SOC e as bactérias foram mantidas
a 37°C durante uma hora sob agitagdo e plagueadas em meio LB sélido com Ampicilina
(50mg/ml) como antibittico seletivo e incubadas em estufa a 37°C por 16 horas. Dez coldnias
transformantes foram selecionadas e apos crescimento a 37° C por 16 horas em meio liquido
com antibiético foram submetidas a extragdo plasmidial com o kit PureLink kit plasmid mini
prep (Invitrogen). A eficiéncia da clonagem foi avaliada por PCR direto do vetor utilizando os
oligonucleotideos iniciadores para o gene ZNF706 com a mesma ciclagem utilizada na

amplificacdo do gene.

3.8.3 Sequenciamento

Todos os clones que apresentaram o inserto amplificado do gene ZNF706 foram
entdo submetidos ao sequenciamento no aparelho ABI377 utilizando o kit Dyenamic ET
Terminator (GE-Healthcare- USA) para a verificagdo da sequéncia completa do gene e da

direcdo correta do inserto no vetor. As reacdes de sequenciamento foram realizadas
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utilizando 4uL da miniprep, 4uL do Dye ET terminator Mix, 2uL do oligonucleotideo T7

terminator (5pmol/uL) e 2uL de agua. Apds a incubacgdo das amostras durante 10 minutos a
95°C, as reacbes foram mantidas no gelo, misturadas ao mix e submetidas a 25 ciclos de
amplificacdo, sendo cada ciclo de, 95°C por 20 segundos, 15 segundos a 55°C e um minuto a
60°C. Concluida a reacdo de sequienciamento as amostras foram precipitadas utilizando 2uL
de acetato de sodio e 80pL de alcool 95%, centrifugadas e lavadas em 150uL de etanol 70%.
Apbs secagem, a temperatura ambiente, foram adicionados 1,4jL de corante a cada amostra
e essas desnaturadas por dois minutos a 95°C. A eletroforese foi conduzida no aparelho ABI
Prism 377 DNA Sequencer (Applied Biosystems). Os eletroforogramas obtidos foram
analisados por meio do programa Sequencing Analysis versdo 3.3 e as sequéncias foram
posteriormente analisadas por meio do software “Sequencer versdo 3.1 automético” e

alinhadas com o auxilio do programa BLAST (NCBI).

3.8.4 Inducéo da expressao protéica

Com os vetores de expressdo contendo os insertos desejados, foi iniciada a
padronizacdo dos processos de expressdo e purificagdo protéica. Assim, 3uL do vetor de
expressao pET101, portando o gene ZNF706 clonado foram utilizados para a transformacao
quimica em bactérias BL21DE3 e crescidas em 10mL de meio LB liquido com ampicilina
(50mg/mL) sob agita¢do a 37°C por 16 horas. Apos o crescimento do pré-indculo, 500uL da
cultura foi submetida a leitura da DO 600nm (0,5-0,8). As culturas foram entédo fracionadas
em aliquotas de 10 ml e procederam-se os testes de indugcdo com IPTG. Cada cultura foi
induzida pela adicdo de IPTG nas concentragbes de 0,5mM e 1mM. Aliquotas de 500uL
foram retiradas da cultura no momento da indugdo (tempo zero) e 2, 4, e 16 horas ap0s a
adicdo do IPTG para se estabelecer o melhor tempo de inducdo. Essas aliquotas foram
centrifugadas e armazenadas a -20°C. Os sedimentos foram ent&o fracionados, utilizando um
sonicador, em tampao de lise para o rompimento da parede celular e extracdo das proteinas
e submetidas a avaliacdo por SDS-PAGE segundo Laemmli (1970), para avaliacdo da

inducao e testes de solubilidade da proteina.
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3.8.5 Indugéo em larga escala da proteina

Apbs a confirmacgdo da expresséo da proteina ZNF706 heteréloga foram conduzidos
os experimentos de inducdo em larga escala da proteina. Para isso 3mL do pré-inoculo
transformado com o clone MP3, crescido por 16 horas sob agitacdo, foram adicionados em
300mL de meio LB liquido suplementado com 300puL de ampicilina (50mg/mL). Apos atingir
a DO 600nm de 06-08 a cultura foi dividida fracionada em 10 tubos de centrifuga
descartaveis contendo 30mL da cultura aos quais foram adicionados 75uL de IPTG
(0,5mM). As culturas foram mantidas durante quatro horas a 37°C sob agitacao,
centrifugadas a 13000rpm por 10 minutos, o sobrenadante descartado e o sedimento
armazenado a -20°C. O sedimento congelado da cultura de 30mL foi eluido em 5mL de
tampé&o de sonicagdo (100mM NaCl, 10mM tris, 50mMNaH2PO4, pH8), sonicado durante
30 segundos e centrifugados. Foram retirados 50pL do sobrenadante e adicionados 40uL
de Tampéo de amostra 4X (240mM Tris, 0,8 SDS 10%, 200mM beta mercapto, 40%
glicerol, azul de bromofenol). O pellet foi ressuspendidoem 1mL de Tampéo de sonicacdo
1X contendo 6M de uréia. A 50uL da solugdo foram adicionados 40uL de tampéo de
amostra 4X. Todas as amostras foram incubadas a 95°C durante 15 minutos e 12uL de

cada amostra foram aplicados ao gel SDS-PAGE.

3.8.6 Purificacdo da proteina

O sobrenadante obtido apdés a sonicacdo das culturas celulares foi purificado
utilizando beads magnéticos Talon Dynabeads (Invitrogen) segundo as instru¢cdes do
fornecedor. Assim, 50uL de Talon Dynabeads (200mg) foram adicionados em 700uL de
tampdao de ligagdo em um tubo de centrifuga. Os beads foram passados pelo magneto por
dois minutos e o tampéao descartado. Os beads foram ressuspendidos em 100uL de tampéo
de lavagem e a proteina his-tag foi adicionada e incubada durante 10 minutos sob leve
agitacdo. ApOGs a passagem durante dois minutos no magneto, o sobrenadante foi
descartado e os beads lavados por quatro vezes com 700uL de tampé&o de lavagem, sendo
a solugéo passada pelo magneto a cada lavagem. As proteinas foram entdo retiradas dos
beads apds incubacéo por cinco minutos em 100uL de tamp&o de eluicdo com passagem

pelo magneto e transferéncia do sobrenadante para um tubo novo. A proteina purificada foi
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guantificada por espectrometria e apresentou uma concentra¢éo de 0,7mg/mL, quantidade

suficiente para alguns estudos estruturais.
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4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacdo das amostras

No presente estudo foram analisadas amostras pareadas com o tecido renal normal
de 35 pacientes portadores de CRcc e uma amostra metastatica de retroperitbneo. Somente
um paciente ndo apresentou dados clinicos disponiveis, sendo considerado como
desconhecido nas nossas analises.

Os dados clinicos dos 36 pacientes mostraram quem 45,8% eram do sexo feminino e
54,2% do sexo masculino, com idade variando de 28 a 79 anos sendo a média de 56,41
anos. Observando o estadiamento TNM, 31,4% (11/35) dos pacientes foram classificados em

Tipo 1, 34,2% (12/35) Tipo II, 11,4% (4/35) Tipo Il e 20% (7/35) Tipo IV (Tabela 4).

Tabela 4: Dados clinicos dos pacientes com CRcc — Cddigo utilizado no PCR em Tempo

Real; tipo de procedimento cirtrgico e estadiamento.

Cadigo Cirurgia Estadiamento
T1 Nefrectomia radical / rim esquerdo Tipo I - "T3 NO MO"
T2 Nefrectomia radical / rim direito Tipo Il - "T2 NO MO"
T3 Nefrectomia radical / rim direito Tipo IV - "T4NxM1"
T4 Nefrectomia radical / rim esquerdo Tipo Il - "T2 NO MO"
T5 Nefrectomia radical / rim esquerdo Tipo | — “T1b NO MO”
T6 Nefrectomia radical / rim esquerdo Tipo Il - "T2 NO MO"

T7 Nefrectomia radical / rim esquerdo Tipo Il - "T3a NO MO"

T8 Nefrectomia radical Tipo IV - "T3 N3 M1"
T9 Nefrectomia parcial / rim direito Tipo | — “T1a NO MO”
T10 Nefrectomia radical / rim direito Tipo Il - "T3a NO MO"
T11 Nefrectomia radical / rim direito Tipo Il = “T2 NO MO”
T12 Nefrectomia radical / rim direito Tipo | - “T1b NO MO”
T13 Nefrectomia radical Tipo I = “T1 NO MO”

T14 Nefrectomia radical / rim esquerdo Tipo | — “T1a NO MO”
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T15

T16

T17

T18

T19

T20

T21

T22

T23

T24

T25

T26

T27

T28

T29

T30

T31

T32

T33

T34

T35

MT2

Nefrectomia radical / rim direito
Nefrectomia parcial / rim direito
Nefrectomia radical / rim esquerdo
Nefrectomia radical / rim direito
Nefrectomia radical / rim esquerdo
Nefrectomia parcial / rim esquerdo
Nefrectomia radical / rim direito
Nefrectomia radical / rim direito
Nefrectomia radical / rim esquerdo
Nefrectomia radical / rim esquerdo
Nefrectomia radical / rim esquerdo
Nefrectomia radical / rim esquerdo
Nefrectomia radical / rim esquerdo
Nefrectomia radical / rim esquerdo
Nefrectomia radical / rim direito
Nefrectomia parcial / rim esquerdo
Nefrectomia radical / rim esquerdo
Nefrectomia radical / rim esquerdo
Nefrectomia parcial / rim esquerdo
Nefrectomia radical / rim esquerdo
Nefrectomia radical / rim esquerdo

Resseccdo de massa
retroperitoneal

Tipo | = “T1a NO MQO”
Tipo I - “TAINO MO”
Tipo Il - "T2 NO MO"
Tipo Il - "T2 NO MO"
Tipo Il - "T2 NO MO"
Tipo Il - "T2NOMO"
Tipo Il - "T2NOMO"
Desconhecido
Tipo Il - "T2NOMO"
Tipo Ill - "T3NOMO"
Tipo IV- "T3bNOM1"
Tipo Il - "T3aNOMO"
Tipo Il - "T2NOMO"
Tipo I - "TANOMO"
Tipo Il - "T2NOMO"
Tipo IV - "TIN1M1"
Tipo Il - "T2NOMO"
Tipo I - "T1aNOMO"
Tipo I - "T1aNOMO"
Tipo I - "TANOMO"
Tipo IV - "T3aN2M1"

Metastase
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Tabela 5 - critérios para a classificacdo TNM e estadiamento clinico do

Carcinoma Renal de Células Claras.

Classificacdo T

T1 Localizado no rim, Tla <4cm, Tlb
<7cm

T2 Localizado no rim, >7cm

T3 Nao ultrapassa a Capsula da Gerota

T3a Alcanca a adrenal ou gordura
perirenal

T3b Alcanca a veia renal, intra-reanl ou
veia cava inferior infra-diafragmétia

T3c Alcanca a veia cava inferior supra-
diafragmatica

T4 Ultrapassa a C4psula da Gerota

Classificagdo N

NO Sem acometimento de linfonodos

N1 Um unico linfonodo acometido

N2 Mais de um linfonodo acometido

Classificagdo M
M1 Metéstase a distancia
Estadiamento Clinico

Tipo | T1NOMO

Tipo Il T2NOMO

Tipo Il T1-2N1MO; T3a-c NO-1 MO

Tipo IV T4 NO-1 MO; T1-4 N1 MO; T1-4 NO-

2 M1
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4.2 Preparo das amostras
Todas as amostras pareadas de CRcc e cortex renal normal foram submetidas a
extracdo de RNA e quantificagdo em espectrofotbmetro (ND 1000 Spectrophotometer —
Nanodrop). O teste de qualidade da extragdo do RNA foi realizado por meio de eletroforese
em gel de agarose 1% (Figura 3), onde se observa as bandas correspondentes as duas

subunidades ribossémicas 28S e 18S demonstrando o sucesso das extracoes.

Figura 3 - Avaliagdo da qualidade dos RNAs em gel de agarose a 1% corado com brometo
de etideo, mostrando as duas subunidade 28s e 18S. Nas canaletas temos: 1 e 2 — RNA da

amostra tumoral; 3 e 4 — RNA da amostra normal.

A partir do RNA extraido foram sintetizados cDNAs para cada amostra, e, para avaliar
a qualidade de reacgdo da sintese, foi realizada uma reacdo de PCR com oligonucleotideos
iniciadores para o gene da S-ACTINA cujo produto apresenta 613 pb e esta apresentado na

Figura 4.
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Figura 4 — Foto do gel de agarose a 1% da reacdo de PCR com S-ACTINA para
avaliar a qualidade da sintese de cDNA. Nas canaletas temos: M — Padrdo de peso molecular
100pb DNA Ladder (Amresco); 1 — Produto de PCR do CRcc; 2 - Produto de PCR do cértex
renal normal; 3 — Controle positivo da reacédo de PCR e 4 — Controle negativo da reacdo de

PCR, sem qualquer amplificacéo inespecifica.

4.3 Elaboragéo da biblioteca subtrativa RaSH

Para construgdo das bibliotecas, os cDNAs do par de amostras (07.07709) foram
utilizados como molde para a sintese da segunda fita de DNA. Os cDNAs dupla fita das duas
amostras foram digeridos com a enzima de restricdo Mbol (Invitrogen), para criar sitios de
ancoragem para os adaptadores XDPN12 e XDPN14 e o resultado da digestéo foi checado
em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo (Figura 5). Em seguida, os
adaptadores XDPN12 e XDPN14 foram ligados aos cDNAs das duas amostras em uma
reacao de ligacdo por 16 horas a 14°C com a enzima T4 ligase.

Para avaliar a eficiéncia da reacdo de ligagdo com os adaptadores e também para
aumentar a quantidade de produto, foram feitas reagfes de PCR utilizando como iniciador o
oligonucleotideo XDPN18. Este produto, entdo, foi purificado utilizando-se o QIAquick PCR
Purification Kit (QIAGEN) e o resultado foi visualizado em gel de agarose 1% corado com
brometo de etideo (Figura 6). As amostras purificadas foram quantificadas no aparelho ND

1000 Spectrophotometer (Nanodrop).



60

Figura 5 — Foto do gel de agarose da digestdo dos cDNAs dos tecidos tumoral e normal
com Mbol. Nas canaletas temos: M — Padrdo de peso molecular 100 pb DNA Ladder
(Amresco); 1 — Produto néo digerido do CRcc; 2 - Produto de digestdo com Mbol do CRcc; 3
- Produto néo digerido do cortex renal normal; 4 - Produto de digestdo com Mbol do cortex

renal normal;
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600pb '

200pb

Figura 6 — Foto do gel de agarose 1% da purificacdo da reagdo de PCR com o
oligonucleotideo XDPN18 para avaliar a eficiéncia da reagéo de ligacdo com os adaptadores.
Nas canaletas temos: M — Padrdo de peso molecular 100 pb DNA Ladder (Amresco); 1 —
Produto de PCR do CR-cc purificado; 2 - Produtos de PCR do CRcc néo-purificado; 3 -
Produtos de PCR do cértex renal normal purificado; 4 - Produtos de PCR do cortex renal

normal ndo-purificado.

Apbs a confirmacao das amplificacbes dos cDNAs foram elaboradas duas bibliotecas,
denominadas Subtracdo R e Subtragdo RC conforme a Tabela 1. Em ambas as bibliotecas, a
amostra teste (TESTER) foi digerida com a enzima de restrigdo Xhol (Invitrogen) que retira a
sequéncia dos adaptadores e cria os sitios para clonagem no vetor p-ZERO (Invitrogen)
também digerido com a enzima Xhol. J& a amostra controle (DRIVER) n&o foi submetida a
digestdo enzimatica, conservando assim as sequéncias adaptadoras. Desta maneira, foi
realizada a subtracdo das sequéncias diferencialmente expressas entre as amostras, por
meio da hibridizagcdo de 100ng da amostra TESTER e 3ug da amostra DRIVER a 42°C
durante 48 horas em tampdo de subtracdo. ApoOs extracdo com fenol/cloroférmio e

precipitagdo com etanol, o produto da subtragéo foi eluido em 20ul de solugéo de Tris/EDTA.
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As amostras de ambas as bibliotecas foram ligadas ao vetor de clonagem p-ZERO
(Invitrogen), ja digerido previamente pela enzima de restricdo Xhol, pela enzima T4 ligase
(LU/ul - USB). Decorrida a ligagdo, os vetores foram transformados em bactérias
quimicamente competentes ToplO (Invitrogen) por meio de choque térmico a 42°C e
incubadas sob agitacdo de 180rpm a 37°C durante uma hora para crescimento em meio
S.0.C liquido (Invitrogen). Finalmente, as bactérias foram semeadas em placa contendo meio
sélido suplementado com o antibiético zeocina (100mg/ml) e incubadas na estufa a 37°C por
16 horas para o crescimento dos clones portadores de insertos correspondentes aos genes
diferencialmente expressos nas duas amostras. Foram obtidos 26 clones na biblioteca
tumoral e 262 clones na biblioteca controle.

Todos os clones foram transferidos para o meio liquido e submetidos a triagem para
selecdo daqueles que apresentaram insertos por meio da amplificacdo com os iniciadores
M13. A Figura 7 mostra a foto de gel de agarose 1% com os produtos amplificados
evidenciando a eficiéncia da clonagem, com os varios insertos com tamanhos diferentes.
Apbs a selecdo dos clones com os insertos de interesse, 54 clones foram descartados por
ndo apresentarem insertos clonados, portanto a biblioteca de Cértex Renal Normal
apresentou 209 clones e a biblioteca de CRcc apresentou 25 clones que continham os
fragmentos de interesse. Todos esses fragmentos foram seqienciados e analisados pela

ferramenta de bioinforméatica (www.gdm.fmrp.usp.br).
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Figura 7 — Foto do gel de agarose 1% corado com brometo de etideo evidenciando a

amplificacéo dos diferentes insertos clonados no vetor pZERO.

Ap6s o0 sequenciamento automatico, 86 sequéncias foram descartadas por
apresentarem baixa qualidade e 35 por representarem sequéncias de vetor. Embora a
eficiéncia das bibliotecas ndo tenha sido a esperada, as andalises dos genes nos
apresentaram dois potenciais candidatos a validacdo de expressdo em outras amostras. Os
genes MATR3 e PITPNB apresentaram-se com a expressao génica diminuida no cortex renal

normal, uma vez que foram encontrados na biblioteca do tecido tumoral.



4.4 Selecgéo de genes candidatos por meio de Sage  in silico

As andlises de SAGE in silico foram realizadas em bancos de dados publicos
depositadas no CGAP (http://cgap.nci.nih.gov/SAGE/AnatomicViewer) e no GDM
(http://lwww.gdm.fmrp.usp.br/cgi-bin/h2g).  Foram utilizados 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 diferenciacéo 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 (Figura 8). Apés a andlise com o auxilio do programa Babelomics
(http://babelomics.bioinfo.cipf.es/), os genes de ambas as bibliotecas foram clusterizados
conforme a sua funcado biologica e selecionados de acordo com a relevancia no processo
oncoldgico. Baseando-se nessas andlises, os genes CDK7, CLDN1, CSTB, EPC2 e ZNF706
foram selecionados para a avaliacdo da expresséo génica in silico.

O comportamento da expressdo dos genes selecionados também foi avaliado in silico
conforme dados de microarrays obtidos em experimentos realizados com diferentes
linhagens celulares tumorais (Figura 9). Os resultados obtidos confirmam a superexpressao
dos genes observada nas analises de SAGE in silico. Podemos observar que o gene CLDN1
apresenta super expressdo em todas as oito linhagens de tumores renais analisadas e o
gene CDK7 em seis das linhagens. O gene CSTB assim como o ZNF706 demonstraram uma
super expressao em cinco linhagens, sendo que as culturas SN12C e TK-10 apresentaram
uma regulacdo negativa da expressdo desses dois genes. Esses resultados ratificam a
selecdo desses genes para a validacdo experimental por PCR em tempo real em tecidos
tumorais de CRcc. Outro dado interessante, também apresentado na Figura 8, € 0
comportamento desses genes em outras linhagens tumorais humanas. Pode-se observar
que, de maneira geral, esse grupo de genes também se apresentam induzidos na maioria
das linhagens tumorais de pulméo e suprimidos na maioria das linhagens de sistema nervoso
central (SNC), mama e nas leucemias. O gene CLDN1, por exemplo, apresenta um
comportamento bastante semelhante de inducdo nas células de rim, ovario e pulméo e

suprimidos em melanomas, SNC, leucemias e mama. Essas observacfes além de sustentar
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a selecéo desses genes como alvos em nosso estudo, sugerem que esses também possam

apresentar importantes fungdes no estabelecimento e desenvolvimento de outras neoplasias.

Digital Northern Results
concoss [ |

Tags per 200,000 | <2 |<d <G <16 <32 <B4 <128 <256 <512 >512

Total Tags Tags per | Color Total Tags Taa Counts Tags per Color

Gene | Lbay inLibray |29 <O 200000 | Code |0 in Libary | 129%™ 200000 Code
CSTB SAGE Kidney nommal B 1140993 ? § I Kidney carcinoma B D2 | 100281 |&7 113
CDK7 SAGE Kidney mormal B 1140993 10 i . SAGE Kigney carcinoma B D2 100281 |2 3 -
CLDN1 | |cucF iidney narmal B0 4083 [0 o [ St cooons B 2 03 T
ZNF706 | SAGE Kiney romal B 1 40883 1 s BB | SAGE Kidey cacinoma B 02 100281 11 2
GPC2 SAGE Kidney normal B 1 40993 0 0 . SAGE Kidney carcinoma B 021100281 |0 0 -

Figura 8: Expressdo génica diferencial dos genes CSTB, CDK7, CLDN1 e ZNF706 em

carcinomas renais e tecidos normais obtidos nas analise de SAGE in silico.
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Figura 9 : Avaliacéo in silico da expressao dos genes ZNF706, CLDN1, CSTB e CDKY

por microarrays em diversas linhagens tumorais.
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4.5 Andlise da Expresséao génica

Os genes CDK7, CLDN1, CSTB, EPC2 e ZNF706 foram selecionados baseados na
andlise de Sage in silico e tiveram seu padrdo de expressao génica validado pela técnica de
PCR em Tempo Real. Para a validacdo dos candidatos a marcadores foram utilizadas 35
amostras de Carcinoma Renal de células claras, uma amostra metastatica de CRcc em
retroperitbneo e um pool de amostras de tecido renal normal (grupo controle).

Os resultados obtidos para a expresséo total demonstram o aumento na inducéo dos
genes CSTB e ZNF706 em CRcc em comparacédo ao tecido renal normal (valor O no eixo x),
confirmando assim, os dados obtidos virtualmente. O gene ZNF706 apresentou 0s maiores
niveis de expressdo, mais de quatro vezes o valor apresentado pelo controle, e 0 CSTB o
dobro da expresséo. Esse comportamento ndo foi observado para os genes CDK7, CLDN1,

EPC2, MATR3, C-MYC e PITPNB que apresentaram expressao negativa nos tumores (Figura
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Figura 10 : Expresséao total dos genes CDK7, CLDN1, CSTB, EPC2, MATR3, C-MYC,
PITPNB e ZNF706 quantificadas por PCR em Tempo Real em 36 amostras de CRcc. Os
dados apresentados estdo normalizados pelo gene enddégeno GAPDH e subtraidos do valor

da expressao do controle normal (valor 0 no eixo X).
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O CDK7 é membro da familia de quinases dependentes de ciclina (CDK) que séo
conhecidas como importantes reguladores da progressdo do ciclo celular. A proteina
codificada por este gene forma um complexo trimérico com a ciclina H e MAT1 que funciona
como uma quinase ativadora de CDK (CAK). Além disso, € um componente essencial do
fator de transcricdo TFIIH que est& envolvido na iniciagdo da transcricdo e reparo de DNA
realizando dessa maneira a ligagcdo entre a regulacdo da transcricdo e o ciclo celular
(FISHER, 2006). Localizada no nucleo, apresenta as funcdes moleculares de ligacdo de
nucleotideos, atividade de coativador de transcrigdo, atividade de quinase dependente de
ciclina, ligacdo de ATP, atividade de transferase e ligante de receptor de andrégeno. E esta
envolvida nos processos biolégicos de reparo de DNA, transcri¢ao, inicia¢cdo da transcrigdo
a partir do promotor da RNA polimerase II, fosforilagdo de aminoécidos, ciclo celular,
proliferacédo celular, sinalizagdo na via de receptores de androgenos, regulagdo positiva da
transcricio a partir do promotor da RNA polimerase Il e divisdo celular
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez). Esta proteina €& a subunidade catalitica do
complexo CAK que foi relacionado ao controle do ciclo celular devido a sua capacidade de
fosforilar e ativar outras ciclinas regulatérias. De maneira especifica, este complexo regula
positivamente a CDK1, quinase responsavel pela regulacdo da progressdo na fase G2 e
pela transicdo G2/M do ciclo celular em todas as células eucaridticas, por meio da
fosforilag@o do residuo Thr161 (NIGG, 1996).

O gene da quinase dependente de ciclina 7 (CDK7), de maneira geral, apresentou
aumento de expressdo em 41,6% (15/36) das amostras. Embora esse gene tenha
apresentado niveis de expressao total inferiores aos observados para o ZNF706, pode-se
inferir que exista também uma relacéo entre a expressao desse gene e o grau de evolucao
tumoral. Podemos observar na Figura 11 que, nos estégios iniciais | e Il, 0 CDK7 apresenta-
se hipoexpresso, no estagio Il a expressao positiva aproxima-se dos niveis de expressao
do controle tornando-se positiva no estdgio IV e superexpresso ha metastase

retroperitoneal.
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KAYASELCUK e colaboradores (2006) demonstraram a relagdo entre a expressao
de algumas ciclinas com a CDK7 e sugerem que essa associacdo pode estar relacionada
com a progressao de adenocarcinomas. Os autores ainda relataram que a CDK7 representa
um potencial marcador molecular para determinar a atividade proliferativa da hiperplasia e
de adenocarcinoma de endométrio. O comportamento da expressdo desse gene observado
em nossas amostras indicam que a superexpressdo da CDK7 pode apresentar um efeito
semelhante em CRcc, uma vez que, 0 aumento da expressdo deste gene no estagio IV e
principalmente na amostra metastatica pode estar relacionado com a agressividade deste
tipo tumoral e abre caminho para estudos futuros sobre a expressao desse gene com o0

processo de metastatizacgéo.
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Figura 11: Média da expressédo relativa do gene CDK7 de acordo com o

estadiamento TNM dos CRcc quantificada por PCR em Tempo Real.
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No presente estudo o gene CLDN1 apresentou diminuigdo de expressao em 75%
(27/36) das amostras tumorais testadas.

O gene CLDN1 codifica a proteina integral de membrana Claudina 1 que é
componente das juncdes intercelulares responsaveis pela adesao célula — célula, formando
uma barreira fisica para prevenir que solutos e agua passem liviemente através do espaco
paracelular.

O tecido renal por possuir fungcdes de permeabilidade especializadas apresenta uma
intensa regulagdo da expressdo das claudinas. As células endoteliais das veias renais
expressam especificamente a CLDN5, a CLDN1 nos dutos coletores distais e a CLDNZ2 na
maioria dos segmentos proximais. Poucos trabalhos tém se preocupado em analisar as
funcbes e a expressao destas proteinas na evolugdo do carcinoma renal. Entretanto, pode-
se notar que, de maneira interessante, a maioria dos carcinomas renais tém origem no
epitélio tubular proximal, onde as juncdes sdo menos estaveis, 0 que é mediado por uma
claudina (REYES et al., 2002; SWISSHELM et al., 2005).

Em relag&o ao cancer, varios trabalhos tém demonstrado que o padréo de expressao
do CLDNL1 varia de acordo com o tipo de tumor, apresentando-se diminuido em céncer de
mama, glioblastoma multiforme e melanoma. (KOMINSKY, 2006). Estes dados parecem
confirmar a idéia geral de que, na tumorigénese, ocorre uma ruptura das juncdes adesivas
processo esse que deve exercer papel importante na perda de coeséo, capacidade de
invasédo e a falta de diferenciacéo observados nas células tumorais (MORIN, 2005).

Diversos trabalhos reportam a evidéncia de diminuicdo da formacdo de juncdes
adesivas em tumores humanos, tais como, carcinoma hepatocelular, tumores de tiredide e
carcinoma de colon. (HOEVEL et al., 2004) Em amostras de tumor de mama, 0 gene
CLDN1 apresentou expressdo diminuida em 12 vezes em relac&o ao tecido normal. TOKES
et al (2005) Demonstraram que a diminuicdo da expressao deste gene esta relacionada com
a recorréncia e o aumento do potencial maligno dos tumores de mama (TOKES et al., 2005;
MOROHASHI et al, 2007). Da mesma forma, Miyamoto e colaboradores (2008),

demonstraram que o decréscimo na expressdo da claudina 1 esta correlacionado com a
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permeabilidade dos vasos linfaticos e desempenha um papel importante na recorréncia de
carcinomas esofagicos.

A auséncia de expressdo de claudinas e outras proteinas de jungbes adesivas no
cancer pode ser interpretada como um evento da perda de adesdo celular e um passo
importante na progressdo tumoral para metastases. Os resultados obtidos em nosso
trabalho demonstram que a maior perda de expressdo da claudina 1 foi observada nos
estagios mais agressivos de progressao, tipos IV e metastatico, do CRcc (Figura 12),
confirmando o observado em outros tipos tumorais. Esse efeito também foi relatado
recentemente por Lechpammer e colaboradores (2008) em tumores de células renais. Os
autores concluem que as claudinas podem servir como marcadores de progndstico e

representam potenciais alvos terapéuticos para o tratamento de pacientes portadores de

CRcc.
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Figura 12: Média da expressdo relativa do gene CLDN1 de acordo com o

estadiamento TNM dos CRcc quantificada por PCR em Tempo Real.
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O gene Cistatina B (CSTB) pertence a superfamilia das cistatinas que contém
proteinas que possuem mdltiplas sequéncias cystatin-like. Existem trés familias inibitorias
dentro desta superfamilia, incluindo as cistatinas do tipo 1 (estefinas), as cistatinas de tipo 2
e 0s quininogénios. O gene CSTB codifica a proteina estefina que funciona como um
inibidor intracelular de proteases tiol. Esta proteina é capaz de formar dimeros estabilizados
por forgcas ndo-covalentes, inibindo a atividade das papainas e catepsinas 1, h e b. Esta
proteina parece exercer um papel importante na prote¢do contra as proteases liberadas por
lisossomos (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez).

Uma vez que inibe a atividade das catepsinas responsaveis pela degradacdo de
proteinas da matriz extracelular e participam da dissolucdo e remodelamento de tecido
conjuntivo e membrana basal nos processos de crescimento tumoral, invasdo e metastase,
espera-se encontrar uma expressdo diminuida do CSTB no tecido tumoral. Entretanto,
estudos comparando o padréo de expressao da cistatina entre tecidos normal e tumoral tém
demonstrado que esta relacdo, em alguns tipos tumorais, ndo é consistente com este
principio geral, pois apresentam a associa¢do de altos niveis de inibidores de cisteino-
proteases com a progressao tumoral e um progndstico ruim. A inducéo da expressao deste
gene tem sido relatada em vérios tumores humanos, como por exemplo, carcinoma
coloretal, carcinoma géstrico e carcinoma hepatocelular. Por outro lado, nos tumores de
mama, pulméo e cabeca e pescoco, altos niveis de estefinas A e B estdo relacionados com
um progndéstico favoravel da doenca. Dessa forma, os resultados relacionados a regulagéo
das cisteino-proteases pelos seus inibidores, assim como, sua relevancia para o prognéstico
da doenca, tem se mostrado contraditério (KOS et al., 2000; LEE et al., 2008).

No presente trabalho, de maneira geral, o gene CSTB apresentou o dobro da
expressao total observada para os tecidos normais, demonstrando inducdo em 69,4%
(25/36) das amostras tumorais.

Recentemente, Lee e colaboradores (2008) relataram que pacientes portadores de
carcinoma hepatocelular apresentam uma superexpressao de CSTB no soro e sugerem que
este gene possa ser um importante marcador para o diagnostico desses pacientes. Assim,

embora os resultados a respeito da expressdao do CSTB em tumores humanos sejam
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contraditérios, 0s nossos resultados mostram que este gene também esta induzido no CRcc

(Figura 13).
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Figura 13 : Média da expresséo relativa do gene CSTB de acordo com o estadiamento TNM

dos CRcc quantificada por PCR em Tempo Real.

O gene EPC2 apresentou diminuigéo da expressao em 83,3% (30/36) das amostras
analisadas neste estudo (Figura 14). Baseado no grau de estadiamento das amostras
testadas, este gene apresentou diminuicdo de expressao independente do estagio, somente
apresentando aumento de expressdo na amostra metastatica. Embora as informacgfes
literarias a respeito deste gene sejam relativamente escassas as andlises realizadas no
presente trabalho indicam que o EPC2 associado ao gene RUVBL1 influenciam a expressao
dos genes HNF4a e c-MYC que por sua vez estdo estritamente relacionados com o
processo tumorigénico. A regulacdo negativa do gene EPC2 observada nas amostras
avaliadas no nosso trabalho sugere que essa molécula pode apresentar fungfes cruciais na

regulacdo de importantes vias metabdlicas no CRcc, merecendo ser melhor exploradas.
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Figura 14: Média da expressao relativa do gene EPC2 de acordo com o

estadiamento TNM dos CRcc quantificada por PCR em Tempo Real.

O gene MATRS3 codifica uma proteina de matriz nuclear altamente conservada que
possui uma regido N-terminal carregada positivamente e um dominio C-terminal carregado
negativamente. Esta proteina parece desempenhar papel na transcricdo ou interagir com
outras proteinas nucleares para formar uma rede fibrogranular interna (VALENCIA et al,
2007). Apesar de nado existirem dados na literatura que associem esta proteina a
processos neoplasicos, no presente estudo este gene apresentou expressao aumentada em
58,3% (21/36) das amostras tumorais analisadas. De acordo com o estadiamento das
amostras, o0 MATR3 apresentou aumento de expressdo em relacdo a amostra normal
apenas no estdgio | da evolugdo tumoral e na amostra metastatica, enquanto que nos
estagios I, Ill e IV houve uma diminui¢cdo na expresséo (Figural5). A andlise estatistica dos
dados gerados demonstrou uma diferenca significativa (p=0,0036) entre os estagios | e Il da

evolucdo tumoral. Com base nesses resultados pode-se inferir que este gene pode ser
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considerado como um potencial marcador de diagnostico ou de presenca de metastase para

o Carcinoma Renal de Células Claras.
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Figura 15: Média da expressao relativa do gene MATR3 de acordo com o estadiamento

TNM dos CRcc quantificada por PCR em Tempo Real.

A proteina codificada pelo gene PITPNB localiza-se no citoplasma onde catalisa a
transferéncia de fosdatidilinusitol e fosfatidilcolina entre as membranas. Essa proteina
apresenta as fungbes moleculares de ligagdo de lipidios e de transporte de fosfatidilinusitol,
e estd presente nos processos biologicos de desenvolvimento embrionério, processo
metabdlico de lipidios, transporte, transducdo de sinal e trafego entre membranas
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/sites/entrez; LARIJANI et al, 2003).

No presente estudo, o PITPNB apresentou aumento de expressao em 50% (18/36)
das amostras tumorais analisadas, sendo que este aumento se deu principalmente nos
pacientes cujos tumores encontravam-se no estdgio | da evolugdo tumoral e na amostra
metastética (Figura 16), assim, da mesma forma que o gene MATR3, pode-se inferir que
este gene pode, igualmente, ser um candidato potencial a marcador de diagndstico ou de

presenca de metstase para este tipo tumoral.
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Figura 16 : Média da expresséo relativa do gene PITPNB de acordo com o estadiamento

TNM dos CRcc quantificada por PCR em Tempo Real.

As analises das func¢fes e vias metabdlicas dos genes selecionados neste estudo
demonstraram que a maioria destes esta relacionada com o gene c-MYC, dessa forma a
expressdo deste gene também foi avaliada nas amostras de CRcc com o intuito de
esclarecer o papel deste gene sob a regulagéo dos alvos selecionados.

O gene ¢c-MYC codifica uma fosfoproteina nuclear multifuncional, que desempenha
importantes funcdes em diversos processos celulares como na progresséao do ciclo celular,
apoptose e transformacédo celular. Ele atua como um fator que regula a transcricdo de
genes especificos. Alteracdes neste gene como mutacdes, superexpressao, rearranjos e
translocacbes, tém sido associadas a uma variedade de tumores hematopoiéticos,
leucemias e linfomas, incluindo 0 Linfoma de Burkitt
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez). Nas células normais as proteinas parecem

integrar os sinais do ambiente com o objetivo de modular a expressao diversos grupos de
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processos celulares, incluindo proliferagéo, crescimento, apoptose, energia, metabolismo e
diferenciagdo (EILERS; EISENMAN, 2008).

Em células normais em divisdo a expressdo do c-MYC é mantida sob um nivel
intermediario relativamente constante durante o ciclo celular, enquanto que a forma
oncogénica € constitutivamente expressa em niveis moderados a muito altos, e néo
responde a sinais externos. O fato de o gene c-MYC apresentar altos niveis de expressao
em uma grande variedade de tumores humanos e, frequentemente estar associado com um
prognostico ruim, pode indicar que a analise da desregulacdo da expressado deste gene em
certos tipos de tumores pode ser utilizada como um marcador de diagndstico
(PELENGARIS, etal, 2002).

De acordo com a literatura em geral, o gene c-MYC apresenta expressdo aumentada
em Varios tipos de tumor, entretanto no nosso estudo, este gene apresentou diminuicdo de
expressdo em 69,4% (25/36) das amostras analisadas (Figural?).

Na maioria dos CRcc ocorre a mutagdo ou o silenciamento do gene VHL que
codifica uma proteina que regula os ativadores transcricionais do HIF, que media a
adaptacao celular a falta de oxigénio por meio da ativagdo da transcricdo de genes-alvos
envolvidos no metabolismo, angiogénese e remodelamento da matriz extracelular. A
atividade constitutiva deste gene € claramente associada a tumorigénese do CRcc, uma vez
gue se encontra ativado na auséncia de expressédo do gene VHL. O gene HIF apresenta-se
sob duas formas, sendo que o HIFla inibe a oncoproteina c-MYC por meio de inibi¢do pos-
traducional, opondo-se a progressdo no ciclo celular, enquanto que o gene HIF2a
potencializa a atividade transcricional e de proliferacdo celular desenvolvidas pelo c-MYC
(GORDAN et al, 2008)

Uma vez que o0 gene c-MYC desempenha papel durante a proliferacéo celular, ele
pode levar ao inicio da tumorigénese quando seu padrdo de expressdo se encontra
alterado. Entretanto, tem-se postulado que a habilidade deste gene de induzir morte celular
pode ser um mecanismo de prevencao do desenvolvimento de neoplasias quando a célula
encontra-se em ambiente indspito a sua sobrevivéncia, como, por exemplo, em condi¢des

de deficiéncia de fatores de crescimento ou oxigénio (CORN et al, 2005).
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A diminuicdo da expresséo do c-MYC encontrada nas amostras de CRcc utilizadas
neste trabalho pode ser interpretada como uma consequéncia da perda da expressao do
gene VHL nestes pacientes o que leva ao aumento de atividade do gene HIF1a que por sua
vez inibe a atividade transcricional do c-MYC por meio de dois mecanismos, a ativacdo do
gene MXI1, um antagonista do c-MYC e o aumento da degradacdo via ubiquitina-
proteassoma (SUTPHIN et al., 2007). Zhang e colaboradores (2007) utilizando linhagens
celulares de Carcinoma Renal de Células Claras demonstraram que o gene HIF1a reprime
dominantemente a atividade do c-MYC que apresenta aumento de expressdo em outros
tipos de cancer. Os autores sugerem que, essa reprogramagcdo metabdlica pode ser um
passo critico durante a carcinogénese do CRcc. Os nossos resultados confirmam essa
hipétese de regulagdo e demonstram que esta também ocorre em amostras teciduais

tumorais de pacientes.
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Figura 17: Média da expressdo relativa do gene C-MYC de acordo com o

estadiamento TNM dos CRcc quantificada por PCR em Tempo Real.
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A proteina codificada pelo gene ZNF706 é uma proteina zinc finger classica do tipo
C2H2. Essas proteinas sdo comumente associadas a fatores de transcri¢do de eucariotos.
Os fatores de transcricdo geralmente possuem varias ZNFs capazes de fazer mdultiplos
contatos ao longo da cadeia de DNA. As proteinas C2H2 ZNFs podem, também, reconhecer
e ligar-se a RNAs, outras proteinas e substratos lipidicos. Por essa caracteristica, essas
proteinas desempenham importantes fung¢bes celulares como; transcricdo, traducéo,
transporte de mRNA, organiza¢do do citoesqueleto, desenvolvimento do epitélio, adesao
celular, enovelamento de proteinas e remodelamento da cromatina. Atualmente, dados
estruturais e funcionais mais detalhados relatam muitas interagcbes ZNF-proteinas,
demonstrando que esta classe protéica atua como sitios de reconhecimento de proteinas
sendo a segunda maior classe de dominios ligantes de ubiquitina (GAMSJAEGER et al.,
2006; HURLEY et al., 2006).

Os resultados obtidos em nosso estudo demonstram que o gene ZNF706 apresentou
aumento de expressdo em 97,2% (35/36) de todas as amostras analisadas independente do
grau de progressao tumoral. Correlacionando os dados histopatolégicos, isto €, o
estadiamento e o grau de evolugdo tumoral, observou-se um aumento crescente nos niveis
de expressdo do ZNF706 de acordo com o estagio de desenvolvimento do tumor (Figura
18). Esses dados sugerem que este gene pode desempenhar importante funcéo durante a
evolucdo dos CRcc, representando um sério candidato a marcador de progressao tumoral,
principalmente pelo fato da proteina codificada por este gene estar envolvida em processos
celulares que atuam na manutenc¢ao do fenétipo neoplasico.

O estudo da familia das ZNFs tem despertado muito o interesse cientifico e varios
estudos estruturais dessas proteinas tém sido conduzidos no sentido de se determinar os
sitios ativos da molécula, uma vez que, devido as suas fungbes podem agir como fatores de
trasncricdo sintéticos atuando sobre a regulacdo funcional de qualquer gene em qualquer
tipo celular (Zinc Finger Consortium). Essa promissora estratégia associada aos dados de
expressdo do ZNF706 encontrados no presente estudo que indicam que este gene
encontra-se superexpresso em pacientes com CRcc, nos motivaram a iniciar experimentos

de clonagem e expressao dessa proteina.
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Figura 18: Média da expressdo relativa do gene ZNF706 de acordo com o estadiamento

TNM dos CRcc quantificada por PCR em Tempo Real.

Fundamentado nesses dados, realizamos estudos em nivel protéico com a clonagem
e expressdo da proteina ZNF706 com o intuito de avaliar estruturalmente a proteina

codificada por este gene.

4.6 Clonagem e Inducéo da proteina ZNF706

Os produtos da amplificagcdo com os adaptadores desenhados foram checados em
gel de agarose e apresentaram uma banda especifica de aproximadamente 300pb
correspondente ao tamanho esperado do gene ZNF706 (231pb) mais 31pb do adaptador
(Figura 19A). ApGs a confirmacdo da amplificacdo, as reagbes foram repetidas em duas
reacoes de 50puL para a obtencdo de maiores concentracdes do produto que foram entédo
fracionadas eletroforeticamente em gel de agarose corado com cristal violeta. O fragmento

foi entdo isolado, purificado com a utilizacdo do kit Quiaquick PCR purification kit (Quiagen)
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e observado em gel de agarose com migracdo simultdnea de marcador de massa molecular

para a estimativa da concentragdo (Figura 19B).

300pb
300pb

Figural9 : A — foto do gel de agarose da reacdo de amplificagdo do gene ZNF706 em
amostras normais (ZNFN) e de CRcc (ZNFT). B - Foto de gel de agarose do produto de PCR

apos a excisao e purificacdo da banda correspondente ao gene ZNF706.

Apés a ligacdo dos fragmentos purificados ao vetor de expressdo PeT101D e
transformacdo bacteriana, dez colénias transformantes foram selecionadas e apos
crescimento overnight a 37°C em meio liquido com antibiético foram submetidas a extracao
plasmidial com o kit PureLink kit plasmid mini prep (Invitrogen). A eficiéncia da clonagem foi
avaliada por PCR direto do vetor utilizando os oligonucleotideos para o gene ZNF706 com
a mesma ciclagem utilizada na amplificacdo do gene. Cinco clones apresentaram o inserto
clonado (Figura 20) e foram submetidos ao sequenciamento automatico para a

confirmacao da clonagem e para a verificagdo da direcao do inserto.
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300pb

Figura 20 : Foto do gel de agarose apresentando a amplificacdo do gene ZNF706 clonado

no vetor de expressao pET101D nas 5 preparagdes plasmidiais (MP1-MP5)

Os clones MP2 e MP4 nao apresentaram similaridade quando comparadas a
sequéncia do gene ZNF706 depositada no geneBank e o clone MP5 apresentou uma
pequena regido de homologia. Entretanto, o clone MP1 apresentou similaridade de 96%
com a sequéncia do gene (Figura 21) sendo que a analise do cromatograma do
sequenciamento revelou a presenga de um artefato na base 407, uma duplicagdo de uma
base T (Figura 22). Com a exclusdo desse artefato obtivemos a sequiéncia completa do
gene e a orientagdo correta de leitura. Da mesma forma, apos a retirada de um artefato e
desconsiderando a presenca de seis espacos, o alinhamento da sequéncia do clone MP3,

também apresentou o gene completo clonado e orientado.
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] HBEE. Clone
| DN | ) Gene Bank

Score = 431 bits (224), Expect = 8e-118
Identities = 253/262 (96%), Gaps = 3/262 (1%)
Strand=Plus/Minus

Query 3 CATGAAACATCATCA-CCATCACCATCAGATGGCTCGTGAC-AGCAGAAAATTCAGTCT 60

(A T (LIt
Sbjct 421 CATGANACATCATCAACCATCACCATCAGATGGCTCGBBCNAGCAGAANATTCAGTCT 362

Query 61 CAGCAGAAAAATGCCAAAAAGCAAGCTGGACAAAAGAABCAAGGACATGACCAAAA- 119

R g [
Sbjct 361 CAGCAGAAGAATGCCNAAAAGCAGGCTGGACAAAAGAABCAAGGACATGACCAAAAA 302

Query 120 GGCTGCTGCCAAAGCTGCCTTAATATATACCTGCACTIG GTAGGACACAAATGCCAGA 179

S T [
Sbjct 301 GGCTGCTGCCAAAGCTGCCTTAATATATACNTGCACTGTGTAGGACACAAATGCCAGA 242

Query 180 CCCTAAGACCTTCAAGCAGCACTTTGAGAGCAAGCATBAGACTCCACTTCCTCCAGA 239

(I [
Sbjct 241 CCCTAAGACCTTCAAGCAGCACTTTGAGAGCAAGCATTARAGACTCCACTTCCTCCAGA 182

Query 240 ATTAGCTGATGTTCAGGCATAA 261

[
Sbjct 181 ATTAGCTGATGTTCAGGCATAA 160

Figura 21 — Alinhamento do clone MP1 evidenciando a homologia de 96% com a

sequéncia deste gene depositada no GeneBank.
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Figura 22 — Cromatograma do sequenciamento do clone MP1 evidenciando um

artefato de técnica, uma duplicagédo de uma base T na posi¢éo 407.

Com os vetores de expressdo contendo 0s insertos desejados, foi iniciada a
padronizacé@o dos processos de expressao e purificagdo protéica. Para isso, foram utilizados
os dois clones (MP1 e MP2) que apresentaram o inserto na posi¢cao de leitura correta para
transformacgdo em células competentes BL21 e posterior teste de indu¢éo com IPTG.

A Figura 23 apresenta os resultados da indugdo da proteina ZNF em SDS-PAGE.
Pode se observar uma evidente expressdo de uma proteina de aproximadamente 10 KDa
em todos os tempos de inducdo com IPTG (I) para os dois clones testados, quando
comparados com o0 extrato total das culturas ndo induzidas (Sl). De acordo com os dados

depositados no banco UniProtkKB (http://www.uniprot.org/uniprot/?query=ZNF706) do
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Expasy proteomics tools (http://ca.expasy.org/tools/#proteome) a proteina ZNF706

apresenta 76 aminodcidos e 8,49 KDa. Considerando que a proteina heteréloga sintetizada
apresenta a cauda de seis histidinas e mais um codon de iniciacdo utilizados no desenho
dos iniciadores, a banda correspondente a proteina a ser codificada, segundo os célculos do
Science gateway protein molecular weight calculator

(www.sciencegateway.org/tools/proteinmw.html) seria de 9,71 KDa; exatamente a

observada em nossos experimentos.

kDa
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29
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Figura 23 — Teste de inducdo da expressdo da proteina ZNF706 (Setas rosa) nos
tempos de 2, 4 e 16 horas apés a idugdo das culturas bacterianas transformadas com os
clones MP1 e MP2 com 0,5mM de IPTG. M — Marcador de proteinas Prestained SDS-PAGE

Broad Range — BioRad; S| — sem induzir; | — induzido.

Uma vez confirmada a expresséo da proteina ZNF706 heteréloga foram conduzidos
0s experimentos de indugdo em larga escala da proteina e posterior purificacdo. Como

apresentado na Figura 24 a purificacdo magnética foi satisfatoria apresentando um bom
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grau de pureza (canaleta 5) da proteina ZNF706. A proteina purificada foi quantificada por
espectrometria e apresentou uma concentracdo de 0,7 mg/mL, quantidade suficiente para
os estudos estruturais futuros bem como para a avaliacdo da expressdo da proteina em

outras amostras de tecido em parafina.

Ml 1 2 3 4 5
kda
72
28—
11 — s oo

Figura 24 — Avaliacdo da eficiéncia da purificagdo da proteina ZNF706 em SDS-
PAGE (Seta rosa). M - Marcador PageRuler Plus prestained Protein ladder, 1: Extrato
protéico total sem lise; 1 - Extrato protéico total sem lise; 2 — Pellet lisado; 3 — Primeiro lavado

da purificacdo com beads magnéticos; 4 — Proteina purificada com beads magnéticos.

4.7 Andlise das vias metabdlicas dos genes validados
As andlises das vias metabdlicas e das interacfes entre os genes selecionados
realizadas pelo software Ingenuity pathways analyses (IPA), revelaram que os genes CDK?7,

CLDN1, CSTB, EPC2, MATR3, c-MYC e PITPNB, avaliados no presente estudo, participam
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da mesma via metabdlica apresentando importantes fun¢des celulares como controle da
expressao génica, desenvolvimento de tecidos conectivos, desenvolvimento, cancer e ciclo
celular (Figura 25).

Esses genes apresentam interagcbes entre si e possivelmente participam da mesma
cascata de sinalizacdo mediada por outros genes de extrema relevancia para diferentes
tipos de tumores. Os genes CLDN1 e PITPNB estéo associados e regulados pelo fator de
transcricdo nuclear HNF4a que participa dos processos de proliferagdo, diferenciagéo e a
regulagéo da transcricdo do promotor da RNA polimerase Il. Os genes CDK7 e CSTB
relacionam-se com o gene multifuncional c-MYC, que participa de importantes processos
celulares, como apoptose, proliferagéo celular, progresséo no ciclo celular e diferenciacdo. A
desregulacdo da expressdo do gene c-MYC estd estritamente envolvida com o
desenvolvimento e a progressdo de diversas neoplasias, desempenhando um papel
fundamental na tumorigénese. O gene Matrin 3 (MATR3) também participa dessa mesma
via de interagédo sendo mediado pelos genes NFKB1 e PRKCE. Esses resultados tornam-se
extremamente relevantes ao observarmos que os genes HNF4a e c-MYC também
encontram-se conectados e possivelmente modulados pela expressdo de 5 genes
selecionados no presente estudo. As andlises realizadas incluindo os genes, VHL, GPC3 e
MXI1, que também sdo alvos de nossos estudos, demonstraram que 22 moléculas
presentes nessa via estdo associadas com processos tumorigénicos e seis delas envolvidas
em desordens renais como hiperplasia, inflamacéo e degeneracéo renal (Figura 26). Outro
fato interessante revelado nessa via é a presenca de duas moléculas da familia Zinc Finger
(ZNF197 e ZNF71) que interagem diretamente com os genes VHL e HNF4a e apresentam
possivelmente relacdes sobre a modulacdo da expressdo do gene c-MYC. Os resultados
obtidos sobre a expressédo do gene ZNF706 apresentados no presente estudo sugerem que
essa molécula também pode estar influenciando a expressao de genes presentes nessa via,
contribuindo dessa forma para o estabelecimento e manutencdo dos CRcc que merecem
ser avaliados. Além disso, uma avaliacdo mais profunda sobre as relagfes entre esses
genes pode revelar novos alvos terapéuticos para bloguear ou interferir nessa via

metabdlica.
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Dessa forma os dados obtidos até o momento sugerem que os padroes de
expressao dos genes selecionados neste estudo podem contribuir de forma decisiva para o

estabelecimento e progresséao dos CRcc.
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Figura 25 : Resultado da avaliagdo das vias metabdlicas e das interacdes entre 0s

genes selecionados realizadas pelo software Ingenuity pathways analyses.
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5- CONCLUSOES

Baseando-se nos resultados obtidos neste estudo, podemos concluir que:

A elaboracéo de bibliotecas subtrativas e a analise in silico de bibliotecas de SAGE
sdo estratégias eficazes para a selecdo de genes candidatos a marcadores
moleculares e, associadas a validagdo experimental por PCR em Tempo Real sédo
capazes de revelar diferencas nos padrbes de expressdo génica entre tecidos

tumorais e normais;

Os genes ZNF706, CSTB e CDK7 de maneira geral, apresentam-se
superexpressos no carcinoma renal de células claras, sendo que, o ZNF706
apresentou um aumento de expressdo de acordo com o grau de evolucdo do
desenvolvimento tumoral. O gene CDK7 pode ser considerado um bom candidato a

marcador de progresséo tumoral para o CRcc;

Os genes CLDN1, EPC2 e c-MYC estéo regulados negativamente em CRcc e essa
hipoexpressdo esta diretamente relacionada com o potencial de agressividade do

tumor;

Os genes CDK7, CLDN1, CSTB, EPC2, PITPNB e MATR3 estdo envolvidos na
mesma cascata metabodlica mediada principalmente pelos genes HNF4a e c-MYC,
demonstrando que estudos posteriores sdo necessarios para caracterizar melhor

esta via e relaciona-la a tumorigénese do Carcinoma renal de Células Claras.
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