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embedded

FT: Fator de transcricao

GAPDH: Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, do inglés, Glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase

GBTR: Grupo brasileiro de tumores renais

GDEs: Genes diferencialmente expressos

GEO: Gene Expression Omnibus

GSEA: Enriguecimento de conjuntos de genes, do inglés, gene set enrichment
analysis

HE: Hematoxilina-eosina

HMDB: Banco de dados do metaboloma humano, do inglés, the human metabolome
database

IHQ: Imunohistoquimica

INCA: Instituto Nacional do Cancer José Alencar Gomes da Silva

kDa: Kilodalton

KEGG: Enciclopédia de genes e genomas de Kyoto, do inglés, Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes

kV: Kilovolts

LBBC-INCA: Laboratorio de Bioinformatica e Biologia Computacional do INCA
Limma: Modelos lineares para microarranjo, do inglés, linear models for microarray
LINE-1: Elemento nuclear longo intercalado — 1, do inglés, long interspersed nuclear
element- 1

LLA-T: Leucemia linfocitica aguda de células T

LMA: Leucemia mieldide aguda
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LOI: Perda de imprinting, do inglés, loss of impriting

MCCV: Validacédo Cruzada de Monte-Carlo, do inglés, Monte Carlo Cross Validation
MET: Metastases

mg: Miligrama

min: Minuto

MiRNAs ou miR: microRNAs

mL: Mililitros

MM: Massa molar

mM: Milimolar

MoNA: Banco de dados espectrais de massa da América do Norte, do inglés,
MassBank of North America

MS: Espectrometria de massas, do inglés, mass spectrometry

NADPH: Fosfato de nicotinamida adenina dinucleotideo, do inglés, Nicotinamide
Adenine Dinucleotide Phosphate

ng: Nanogramas

nm: Nanémetros

nt: Nucleotideos

OncomiRs: MiIRNAs oncogénicos

PCA: Analise do componente principal, do inglés, principal component analysis

PCR: Reacdo em cadeia da polimerase, do inglés, polimerase chain reaction

PCRg: Reacdo em cadeia da polimerase quantitativa, do inglés, quantitative
polimerase chain reaction

PLS-DA: Analise Discriminante por Minimos Quadrados Parciais

pg: Picogramas

ppm: Partes por milh&o

QTOF: Quadrupolo e tempo de vbo, do inglés, quadrupole and time of flight
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RIPA: Ensaio de precipitacéo radioimune, do inglés, radioimmuno precipitation assay
RN: Tecido renal normal (cértex) adjacente ao tumor

RNAmM: RNA mensageiro

ROC: Curva caracteristica de operacdo do receptor, do inglés, receiver operating
characteristic

RP: Proteinas ribossomais, do inglés, ribosomal proteins

RPL: Proteinas ribossomais da subunidade maior, do inglés ribosomal proteins large
subunit

rpm: Rotagdes por minuto

RPS: Proteinas ribossomais da subunidade menor, do inglés, ribosomal proteins
small subunit

rRNA: RNA ribossémico

RT: Transcricao reversa, do inglés, reverse transcription

RT-PCRQ: Transcricdo reversa seguido de reacdo em cadeia da polimerase
guantitativa, do inglés, reverse-transcriptase quantitative polymerase chain reaction
RTSG: Grupo de estudo de tumores renais, do inglés, renal tumor study group
SEER: Programa de epidemiologia e vigilancia sanitaria dos Estados Unidos, do
inglés, Surveillance, Epidemiology and End Results

SIOP - Sociedade internacional de oncologia pediatrica, do francés, Société
Internationale d’Oncologie Pediatrique

sncRNAs: Pequenos RNAs nédo codificantes, do inglés small non coding RNAs
SNPs: Polimorfismo de nucleotideo Unico, do inglés, single nucleotide polymorphism
SVM: Vetor de suporte de maquina, do inglés, Support Vector Machine

T.A: Temperatura ambiente

TBS: Solugéo salina tamponada com Tris, do inglés, Tris buffered saline

TBS-T: TBS adicionado de Tween 20
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TCGA: O atlas do genoma do céancer, do inglés, The Cancer Genome Atlas

TW: Tumor de Wilms

UPLC: cromatografia liquida de ultra eficiéncia, do inglés, ultra performance liquid
chromatography

UTR: Regido nao traduzida, do inglés, untranslated region

VIP: Importancia variavel na projecao, do inglés, Variable Importance in Projection
WAGR: Tumor de Wilms, aniridia, anomalias geniturinarias, retardo mental
WebGestalt R: do inglés, WEB-based Gene SeT AnaLysis Toolkit

WT1: Wilms tumor 1
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Investigacdo de mecanismos envolvidos com o desenvolvimento de tumores
de Wilms.

RESUMO

Introducdo: Identificar novas alteracdes moleculares em tumores de Wilms (TWs) é
importante ndo somente para uma melhor compreenséao da biologia tumoral, mas para auxiliar
na descoberta de novos possiveis biomarcadores, com o intuito de melhorar a estratificacao
de risco e o tratamento dos pacientes, o que € um grande desafio atualmente. Alteragfes na
via ribossomal, identificada alterada em uma analise prévia de RNA-Seq do grupo e nos genes
RPL5 e RPL11, que a compdem; bem como altera¢cdes metabdlicas a nivel global ainda séo
pouco exploradas em TW. Objetivo: Avaliar possiveis alteragcdes moleculares nos genes
RPL5 e RPL11 e alteragcbes metabdlicas em TW e seu papel no desenvolvimento e
progressao tumoral. Casuistica e Métodos: A partir de dados prévios de RNA-Seq de
amostras pareadas de tecido do cdértex renal normal (RN), do componente blastematoso do
tumor priméario (TW) e de metéstases pulmonares (MET), foi identificada a via ribossomal
alterada tanto no TW quanto na MET. Selecionamos os genes diferencialmente expressos
RPL5 e RPL11 como alvos do estudo, buscando avaliar alteracdes moleculares nesses
genes, através de experimentos em amostras de RN e TW congeladas e armazenadas no
Banco Nacional de tumores do INCA (BNT-INCA). Avaliamos a presenc¢a de mutagdes, o perfil
de metilacdo e a expressao diferencial de miRNAs por andlises in silico. Ainda, foram
realizadas analises de expressao génica e de miRNAs selecionados por RT-PCRq e a
avaliacdo da expressado proteica por western blotting. Foi realizada a andlise do peffil
metabolémico de amostras pareadas de TW e RN por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas. Por fim, os dados foram associados entre si e as caracteristicas
clinico-patoldgicas dos pacientes. Resultados: N&o foram identificadas mutagbes nem
alteracbes de metilagdo em ambos os genes. As alteragbes metabodlicas ndo foram
associadas a via ribossomal. Os miRNAs avaliados que tém esses genes como alvos nao
apresentaram associacdo aos demais mecanismos avaliados. A expressdo de RPL5 foi
associada a classificacdo de risco (predominio de blastema), no entanto, essas alteracdes
ndo impactam a expresséo proteica. Para RPL11, observamos uma diferenga de expresséo
entre TW e RN nas amostras de avaliadas por RT-PCRq. Também foi observada uma
diferenca significativa de expresséo proteica, no entanto, em niveis opostos. Com relacdo a
metabolémica, foram identificadas alteragfes significativas entre TW e RN, e ainda, o perfil
metabolémico apresentou o potencial de classificar, de forma indepente, as amostras de
acordo com a classificacdo de risco dos pacientes. Conclusédo: De forma geral, assumimos
que a via ribossomal, especificamente os genes RPL5 e RPL11, ndo tém papel relevante no
desenvolvimento do TW. Por outro lado, alteragcbes metabdlicas podem ndo apenas estar
associadas ao desenvolvimento do tumor, mas serem potenciais biomarcadores a serem
explorados com utilidade clinica para pacientes com TW. Palavras-chave: tumor de Wilms,
integragéo de dados, via ribossomal, RPL5, RPL11, metabolémica, classificagéo de risco.
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Investigation of mechanisms involved in the development of Wilms tumors

ABSTRACT

Introduction: Identifying new molecular alterations in Wilms tumors (WTs) is important not
only for a better understanding of tumor biology, but to improve the discovery of hew possible
biomarkers, in order to improve risk stratification and treatment of patients, which is a challenge
actually. Alterations in the ribosomal pathway, identified altered in a previous analysis of RNA-
Seq of the group and in the RPL5 and RPL11 genes, which compose it; as well as metabolic
alterations at a global level, are still poorly explored in TW. Objective: To evaluate possible
molecular alterations in the RPL5 and RPL11 genes and metabolic alterations in WT and their
role in tumor development and progression. Material and Methods: From previous RNA-Seq
data from paired samples of tissue from normal renal cortex (NK), the blastemal component of
primary tumor (WT) and pulmonary metastases (MET), the ribosomal pathway was identified
altered in both WT and MET. We selected the differentially expressed genes RPL5 and RPL11
as targets of our study, aiming to evaluate molecular alterations in these genes, through
molecular analysis in fresh-frozen tissues from NK and WT samples stored at the National
Tumor Bank of INCA (BNT-INCA). We evaluated the presence of mutations, the methylation
profile and the differential expression of miRNAs by in silico analysis. Furthermore, analyzes
of gene expression and selected miRNAs were performed by RT-gPCR and the evaluation of
protein expression by western blotting. The analysis of the metabolomic profile of paired
samples of WT and NK was performed by liquid chromatography coupled to mass
spectrometry. Finally, the data were associated with each other and with the clinical-
pathological characteristics of the patients. Results: No mutations or alterations in DNA
methylation were identified in both genes. Metabolic alterations were not associated with the
ribosomal pathway. The miRNAs evaluated that have these genes as targets were not
associated with the other mechanisms evaluated. RPL5 expression was associated with risk
classification (blastemal predominance), however, these alterations do not impact protein
expression. For RPL11, we observed a difference in expression between WT and NK in
samples evaluated by RT-qPCR. A significant difference in protein expression was also
observed, however, at opposite levels. Regarding metabolomics, significant changes were
identified between WT and NK, and the metabolomic profile had the potential to,
independently, classify the samples according to the risk classification of patients.Conclusion:
We assume that the ribosomal pathway, specifically the RPL5 and RPL11 genes, does not
play a relevant role in WT development. On the other hand, metabolic alterations may not only
be associated with tumor development, but also be potential biomarkers to be explored with
clinical utility for patients with WT. Keywords: Wilms tumor, data integration, ribosomal
pathway, RPL5, RPL11, metabolomics, risk classification.
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1. INTRODUGAO

1.1 TUMOR DE WILMS (TW) — ASPECTOS CLINICOS E EPIDEMIOLOGICOS

O cancer infanto-juvenil (entre 0 e 19 anos) consiste em um conjunto de
doencas que apresentam caracteristicas proprias, e se diferenciam dos tumores de
adultos por fatores importantes, tais como o local primario acometido, origem
histologica (tumores infantis geralmente apresentam origem embrionéaria), e
comportamento clinico (maiores taxas de proliferacdo celular, crescimento e
invasividade em contraste com melhores taxas de resposta ao tratamento e sobrevida)
(MURPHY et al.,, 2013)(INCA, 2016). Em termos globais, o cancer pediatrico
corresponde de 1% a 4% de todas as neoplasias, com incidéncias que tenderam ao
aumento em todo o mundo ao longo das ultimas décadas (SIEGEL; MILLER; JEMAL,
2018)(HUBBARD et al., 2019) (INCA, 2019)(SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2020). Em
2017, ocorreram 2.553 Gbitos por cancer em criangas, o que corresponde a 7,5% entre
todas as causas, sendo a segunda maior causa de morte em todas as regides do pais
(INCA, 2019). Estima-se que, para o Brasil, para cada ano do triénio 2020-2022,
ocorrerdo aproximadamente 4.310 novos casos no sexo masculino e 4.150 no sexo
feminino em criangas e adolescentes, até os 19 anos de idade (INCA, 2019).

De acordo com a Sociedade Americana de Cancer (ACS do inglés, American
Cancer Society), a incidéncia global de cancer infantil tem aumentado ligeiramente
desde 1975, com uma tendéncia de estabilizacdo nos ultimos anos. Por outro lado, as
taxas de mortalidade nesse grupo entre os anos de 1970 e 2017 diminuiram em cerca
de 65%, com melhora das taxas de sobrevida relativa de cinco anos para todos os
canceres combinados. No entanto, a sobrevida varia substancialmente de acordo com
o tipo de cancer e idade ao diagnéstico (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2018)(SIEGEL,;
MILLER; JEMAL, 2020).

Segundo dados divulgados pelo Programa de Epidemiologia e Vigilancia Sanitaria
dos Estados Unidos (SEER, do inglés, Surveillance, Epidemiology and End Results),
entre 0s anos de 1975 a 2017, as leucemias foram responsaveis por 31% de todos os
canceres infantis, seguidas por tumores do Sistema Nervoso Central (26%), linfomas
e neoplasias reticuloendoteliais (como o linfoma n&o-Hodgkin, 10%), tumores de
partes moles (como sarcomas, 7%), neuroblastoma (6%), seguido pelos tumores
renais, grupo no qual se inclui o TW, representando 5% de todos os tumores

pediatricos (HOWLADER et al., 2020) (Figura 1.1). indices similares s&o observados
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no Brasil, com algumas variacdes nas frequéncias observadas para cada tipo de tumor
(INCA, 2019).

3%_ 2%_2% 1%

1
4%

4%

Tumores renais

M Leucemias mSNC m Linfomas

M Tecidos moles B Neuroblastoma M Renais

m Osseos M Epiteliais m Células germinativas
Retinoblastoma M Figado m Qutros

Figura 1.1 - Taxas de incidéncia de cancer pediatrico ajustadas e especificas por idade (0-14 anos),
segundo 0 SEER/NIH entre os anos de 2009 a 2012 pela Classificacdo Internacional de Cancer Infantil.
(Adaptado de: PDQ Cancer Information Summaries 2017. Disponivel em
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK65876/figure/CDR0000062872__ 1341).

Os tumores renais pediatricos compreendem um espectro de subtipos
morfolégicos, incluindo tumores de histopatologia benigna. Algumas formas mais
raras de cancer renal na infancia incluem o sarcoma renal de células claras, tumor
rabdodide renal, tumor renal cistico multilocular, carcinoma de células renais e
angiomiolipoma (GELLER; SMERGEL; LOWRY, 1997)(CHARLES; VUJANIC;
BERRY, 1998)(VUJANC; CHARLES, 2008). O TW, também denominado de
nefroblastoma, € o principal tumor renal pediatrico maligno mais comum,
compreendendo aproximadamente 95% dos céanceres renais diagnosticados em
criancas menores de 15 anos de idade. Suas maiores incidéncias sédo observadas nos
primeiros dois anos de vida, com taxas decrescentes conforme o aumento da idade,
e incidéncias muito baixas entre 10 - 19 anos (RIES et al., 1999)(HECK et al., 2019).
No Brasil, a taxa mediana de incidéncia anual ajustada por idade € de

aproximadamente 9,4 casos por milhdo, variando por regido geogréafica (DE
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CAMARGO et al.,, 2011). A maioria dos casos de TW sao esporadicos (~98%) e
unilaterais (90-95%), enquanto a doenca bilateral ocorre em aproximadamente 5%
dos pacientes. Cerca de 2% dos pacientes com TW tém historico familiar
(RUTESHOUSER; HUFF, 2004)(PRITCHARD-JONES, KATHY; DOME, 2014).
Pacientes com tumores bilaterais sdo geralmente diagnosticados mais precocemente
e podem ter anormalidades de desenvolvimento mais frequentemente associadas, em
comparacdo aqueles pacientes com formas unilaterais da doenca (WIKSTROM,;
PARKKULAINEN; LOUHIMO, 1982)(RIVERA, MIGUEL; HABER, 2005). Alteracbes
germinativas no gene WT1 e alteracfes epigenéticas que afetam o locus 11p15 foram
associadas a um aumento de risco de desenvolver o TW (MACIASZEK; OAK;
NICHOLS, 2020), bem como certas anomalias congénitas e condi¢des genéticas que
aumentam a susceptibilidade para o desenvolvimento do tumor. Dentre elas, podemos
destacar a Sindrome de Beckwith-Wiedemann, sindrome de WAGR (TW, aniridia,
anomalias geniturinarias, retardo mental), sindrome de Perlman, sindrome de Denys
Drash, sindrome de Golabi-Behmel, dentre outras (BRESLOW, NORMAN et al.,
1996)(SCOTT, 2006)(BROK et al., 2016) (CAPASSO et al., 2020) (LIU, ESTHER K;;
SUSON, 2020). Por outro lado, algumas malformacdes nado-sindrémicas também
estdo associadas ao TW, incluindo supercrescimento assimétrico (hemi-hipertrofia) e
anormalidades geniturinarias (DUMOUCEL et al., 2014).

1.2 - ASPECTOS HISTOLOGICOS E TRATAMENTO

Os TWs apresentam histologia trifadsica, compostos por células epiteliais,
estromais e blastematosas em proporcdes varidveis (BECKWITH et al,
1996)(PERLMAN, 2005) (Figura 1.2). O componente epitelial é caracterizado por
apresentar o espectro de diferenciacdo renal, com estruturas epiteliais primitivas
semelhantes a rosetas, que formar&o os tubulos renais ou estruturas semelhantes a
glomérulos, refletindo os diferentes estagios da nefrogénese. O componente estromal
€ composto por células mesenquimais que podem se transformar em células de
musculo esquelético, tecido adiposo, cartilagem ou osso devido a diferenciagédo
heter6loga do estroma neoplasico, principalmente em tumores submetidos a
quimioterapia pré-operatoria. Além disso, este também é o componente com menores
indices de proliferacdo e resposta a quimioterapia. O componente blastematoso

representa o tipo celular menos diferenciado caracterizado por pequenas células azuis
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redondas com nucleos sobrepostos e rapida atividade mitética (POPOV; SEBIRE;
VUJANIC, 2016).

Epitélio Estroma Blastema

Figura 1.2 - Tumor de Wilms e seus componentes histoldgicos: epitélio, estroma e blastema. (Fonte:

Arquivo DIPAT — INCA. HE 10x imagem superior; HE 40x imagens inferiores).

Quando o componente blastematoso persiste apds a quimioterapia, este € um
indicador de resisténcia ao tratamento e altamente significativo de possivel
recorréncia tumoral e progndstico adverso em TW (WEIRICH et al., 2001)(DINIZ,
2016)(POPOV; SEBIRE; VUJANIC, 2016). Alguns protocolos adotam a porcentagem
de blastema residual para estratificacdo de risco (Tabela 1.1); no entanto, estudos
atuais tém avaliado o volume de blastema residual absoluto como novo fator
progndstico a ser implementado pelos protocolos para direcionar o tratamento. Dessa
forma, tumores que apresentem volumes residuais de blastema superiores a 20 mL
serdo classificados como de alto risco, e receberdo um tratamento mais intensivo. No
entanto, recomenda-se que a determinacdo do volume residual de blastema seja feita
associada a uma revisdo patoldgica central, a exames de imagem e bancos de dados
de alta qualidade, o que é um fator que dificulta a implementacao desse protocolo em
algumas instituicdes (VUJANIC et al., 2018).
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Tabela 1.1: Critérios para definicao dos subtipos histologicos de acordo com o protocolo SIOP, que séo

os critérios atualmente adotados.

Classificagdo do  Alteracoes induzidas pelo Caracteristicas histologicas
tumor* tratamento (%) (% de tumor viavel)

Blastema  Epitélio  Estroma

Completamente 100 0 0 0
necratico
Regressivo >66 0-100 0-100 0-100
Misto <66 0-65 0-65 0-65
Misto <66 11-65 0-89 0-89
Epitelial <66 0-10 66-100 0-33
Estromal <66 0-10 0-33 66-100
Blastematoso <66 66-100 0-33 0-33

(Fonte: Adaptado de Vujanic et al, 2018). *A presenca de anaplasia difusa em qualquer um dos tipos

de tumor classifica 0s subtipos automaticamente como anaplasicos (alto risco).

Outra caracteristica histolégica importante para classificacdo de risco e
tratamento é a presenca de anaplasia difusa na peca tumoral, que ocorre entre 5-8%
dos casos de TW (DOME et al.,, 2006). Esse tipo celular é definido por trés
caracteristicas: células mitéticas multipolares, aumento nuclear de pelo menos trés
vezes o diametro celular normal e células tumorais com nucleo hipercromatico, e pode
estar presente em qualquer dos trés componentes histolégicos (BECKWITH, J. B.;
PALMER, 1978)(FARIA et al., 1996). A presenga de anaplasia difusa classifica o tumor
como histologia desfavoravel ou alto risco (a depender do protocolo), sendo
considerado um fator de pior prognéstico, altamente associado a maiores indices de
recidiva e piores taxas de sobrevida (BONADIO et al., 1985)(ZUPPAN; BECKWITH,;
LUCKEY, 1988)(VUJANIC et al., 1999). Ainda, alguns TWs podem apresentar focos
de células embrionarias, resultado da diferenciacdo incompleta do rim, denominados
restos nefrogénicos, classificados em perilobares (presentes na periferia do I6bulo
renal) ou intralobares (presentes em todo o I6bulo renal) e sdo células caracterizadas
como precursoras do TW (BECKWITH; KIVIAT; BONADIO, 1990)(YOUNG et al.,
2018) (Figura 1.3).
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Figura 1.3 - A. Tumor de Wilms com presenca de anaplasia, indicadas pelas setas (HE, 40x) B. Tumor
de Wilms com restos nefrogénicos perilobares, indicadas pelas setas (HE, 10x). (Fonte: Arquivo DIPAT
—INCA.)

O tratamento do TW é sempre multidisciplinar, com cirurgia e quimioterapia,
além de radioterapia em casos especificos. Atualmente, os fatores prognosticos
considerados mais relevantes para a decisdo terapéutica sdo o estadiamento e a
histologia da peca tumoral (KASTE et al., 2008)(DOME; PERLMAN; GRAF, 2014b).
Outros fatores prognadsticos incluem idade ao diagnéstico, volume tumoral e resposta
inicial ao tratamento (BRESLOW, NORMAN E. et al., 2006)(SPREAFICO et al.,
2009)(FURTWANGLER et al., 2011)(TANG et al., 2019).

O TW é um exemplo de sucesso terapéutico, 0 que se deve aos grupos
cooperativos multidisciplinares que estudam esse tipo de tumor: o grupo internacional
estabelecido na Europa, do qual o Brasil faz parte, denominado Renal Tumor Study
Group — Société Internationale d’Oncologie Pediatrique (RTSG-SIOP) e o grupo norte-
americano, o Children Oncology Group (COG; anteriormente denominado National
Wilms Tumor Study Group — NWTSG). O protocolo adotado pelo grupo internacional
SIOP preconiza quimioterapia inicial (com ou sem biopsia para determinar a histologia
tumoral), com o intuito de diminuir o volume tumoral evitando assim a ruptura do tumor
além de identificar aqueles pouco ou ndo responsivos a quimioterapia. Em seguida, é
realizada cirurgia e quimioterapia adjuvante e / ou radioterapia, sendo este o protocolo
seguido pelo Grupo Brasileiro de Tumores Renais (GBTR). Estadiamento e
estratificacdo de risco sdo feitos apos a cirurgia inicial (“Paediatric renal tumours:
perspectives from the SIOP-RTSG”, 2017). Por outro lado, o protocolo seguido pelo
COG adota a nefrectomia inicial seguida de quimioterapia e / ou radioterapia

adjuvante, se necessario, e o estadiamento da doenca é realizado apos a cirurgia
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(FERNANDEZ, 2014). Ambos os protocolos apresentam semelhantes e excelentes
sobrevidas global e livre de doenc¢a (IRTAN; EHRLICH; PRITCHARD-JONES, 2016).
Embora existam algumas diferencas na abordagem terapéutica e nos critérios para
estadiamento (Tabela 1.2) e classificacdo de risco (Quadro 1.1), esses grupos
conduziram uma série de estudos clinicos e moleculares bem desenhados que
forneceram um grande corpo de conhecimento baseado em evidéncias para
estabelecer os melhores tratamentos para criancas com TW. Com 0s avangos
terapéuticos, as taxas de sobrevida global de pacientes com TW chegam a
aproximadamente 90% (SZYCHOT; APPS; PRITCHARD-JONES, 2014). No entanto,
a sobrevida global de subgrupos especificos de pacientes, como os de histologia
desfavoravel, doenca bilateral e recidiva da doenca permanece em torno de 50%.
Juntos, estes grupos de maior risco representam cerca de 20% dos pacientes com
TW (DOME et al., 2015)(PRITCHARD-JONES, et al., 2015).

Tabela 1.2 - Comparacao entre os critérios de estadiamento para o TW de acordo com as abordagens
do SIOP e COG.

Estadiamento SloP CcOoG

1 * Tumor limitado ao rim ou circundado <+ Tumor limitado ao rim e &
por pseudocapsula fibrosa se fora dos completamente ressecado
contornos normais do rim, a capsula
renal ou pseudocdpsula pode ser
infiltrada com o tumor, mas ndo atinge a
superficie exterior, e é completamente
ressecado (margens de ressecgdo

“limpas”).
1l * O tumor se estende além do rim ou = Tumor se estende além do rim, mas
penetra através da capsula renal efou completamente ressecado

pseudocapsula fibrosa na gordura
perirrenal, mas & completamente
ressecado  (margens de ressecgdo
“limpas”).

m * FExcisdo incompleta do tumor que se + Tumor residual ou metastases ndo

estende além das margens de resseccdo hematogénicas confinado ao abdémen;
(tumor macroscopico ou microscopico  * Nodulos abdominais envolvidos.
permanece no pos-operatorio);

* Quaisquer linfonodos abdominais estdo
envolvidos;

* A presenca de tumor necrdtico ou
alteragSes induzidas por quimioterapia
em um linfonodo ou nas margens de
ressecgdo deve ser considerado como

estagio IIl.

v + Metastases hematogénicas ou + Metastases hematogénicas ou
disseminadas além do abddmen. disseminadas além do abdémen.

v = Tumores renais bilaterais. * Tumores renais bilaterais.

Fonte: (Adaptado de DOME; PERLMAN; GRAF, 2014b).
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Quadro 1.1 - Classificacéo de risco de acordo com os grupos COG e SIOP

SIOP
COG
Histologia favoravel Baixo risco
Sem evidéncia de anaplasia. TW completamente necrotico
TW com anaplasia focal Risco intermediario
Anaplasia confinada a um ou mais locais TW subtipo epitelial, estromal, misto ou
definidos dentro do tumor primério sem regressivo;
envolvimento extra renal; TW com anaplasia focal (segue mesmas
Sem restos nefrogénicos fora dos focos definicbes do COG)
anaplasicos.
Alto risco

TW com anaplasia difusa

N . ” TW com predominio de blastema;
Anaplasia ndo-localizada, com sitios

TW com anaplasia difusa (segue mesmas
definicdes do COG)

invasivos ou depdsitos extra renais;
Anaplasia localizada com restos
nefrogénicos;
Anaplasia em amostras de biépsia aleatdrias,

envolvendo uma ou mais areas.

Fonte: (DOME; PERLMAN; GRAF, 2014b).

Pacientes classificados em estadiamento IV apresentam, ao diagndostico,
metastase hematogénica no pulméao (mais comum), figado, 0sso, cérebro, linfonodos
extra-abdominais ou outros locais (VAN DEN HEUVEL-EIBRINK et al., 2017)(BROK
et al.,, 2018); e sao tratados com uma abordagem terapéutica mais intensiva por
ambos os protocolos (COG e SIOP) (SZYCHOT; APPS; PRITCHARD-JONES, 2014).
Pacientes que apresentam recidiva a distancia ou localizada no abdémen durante ou
apos o final do tratamento (mas nao ao diagndéstico) sdo considerados recidivas da
doenca. Nesses casos, as abordagens terapéuticas tendem a incluir medicamentos
nao utilizados no tratamento primario (OOSTVEEN; PRITCHARD-JONES, 2019). De
forma geral, a recidiva ocorre em até dois anos apos a nefrectomia, sendo que o risco
absoluto de recidiva € semelhante para todos os estagios do tumor e subgrupos
histologicos (BROK et al., 2018). Pacientes recidivados apresentam um pior

prognéstico quando comparados a pacientes que apresentam metastase ao
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diagnoéstico. Para aqueles com recidiva da doenca, a sobrevida permanece em torno
de 50%, enquanto para os pacientes metastaticos ao diagnostico, essa sobrevida
pode chegar a cerca de 90%, a depender da classificagdo de risco do paciente
(pacientes alto risco tém pior prognéstico comparado aos de risco baixo ou
intermediario) (PRITCHARD-JONES, 2002)(SPREAFICO; BELLANI, 2006)
(SPREAFICO et al., 2009)(BROK et al., 2018)(DIX et al., 2018).

O tratamento padréo de TW inclui o uso de vincristina, actinomicina-D (ActD) e
doxorrubicina. Para os grupos de alto risco, pacientes com doenca metastatica ao
diagndéstico ou que apresentam recidiva ou resisténcia ao tratamento, também podem
ser administrados ciclofosfamida, carboplatina, etoposido e irinotecano, de acordo
com o protocolo adotado pela instituicdo (SZYCHOT; APPS; PRITCHARD-JONES,
2014)(BROK et al., 2016).

Além disso, pacientes com TW tratados podem apresentar efeitos adversos
tardios como doencas cardiacas, hepaticas, complicacdes durante a gravidez e risco
de desenvolver neoplasias primarias subsequentes (GREEN et al,
2010)(TERMUHLEN et al.,, 2011)(WONG et al., 2016). Sendo assim, 0 objetivo
principal dos estudos que vém sendo desenvolvidos é identificar marcadores que
permitam individualizar o tratamento, reduzindo ou intensificando-o, diminuindo a
morbidade dos tratamentos e as taxas de recidiva da doenca, além de aumentar as
taxas de cura e sobrevida desses pacientes (SONN; SHORTLIFFE, 2008)(VAN DEN
HEUVEL-EIBRINK et al., 2017).

1.3. BIOLOGIA DOS TWs

1.3.1. Alteracdes genéticas em TW

Uma caracteristica marcante dos TWSs, assim como em outros tumores
embrionarios, é a frequéncia relativamente baixa de mutacdes somaticas, detectadas
em até 30% dos casos, envolvendo cerca de 30 genes. Dentre estes, 0os mais
frequentemente alterados sdo: WT1, CTNNB1, AMER1 (WTX), DROSHA, DGCRS,
XPO5, DICER1, SIX1, SIX2, MLLT1, MYCN e TP53 (SCOTT et al., 2012)(GADD et
al., 2017)(MAHAMDALLIE et al., 2019).

O WT1 (Wilms tumor 1) foi o primeiro gene associado ao TW, identificado em
pacientes com sindrome de WAGR (Tumor de Wilms, aniridia, anomalias

geniturinarias, retardo mental) com dele¢éo da regido cromossdmica 11p13 (CALL et
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al., 1990)(HABER et al., 1990), e esta relacionado ao processo de desenvolvimento
renal (KREIDBERG et al., 1993)(MOORE AW et al., 1999)(KREIDBERG, 2010).
Mutacdes germinativas ou somaticas em WT1 sdo encontradas em 5 a 15% dos casos
de TW (GESSLER et al., 1994)(RIVERA, MIGUEL N.; HABER, 2005)(CHARLTON,;
PRITCHARD-JONES, 2016), sendo que mutagfes germinativas em WT1 sao
geralmente identificadas em pacientes com tumores bilaterais e em idades mais
precoces (AL-HUSSAIN; ALI; AKHTAR, 2014). No entanto, apenas alteragcbes em
WT1 néo séo suficientes para o desenvolvimento do TW. A maioria dos tumores com
mutacOes neste gene também apresentam mutacdes de ganho de funcdo em
CTNNBL1, que codifica a B-catenina, uma proteina que participa da via de sinalizacao
Whnt. Diversos membros da familia Wnt foram implicados na nefrogénese, além de ser
uma das multiplas vias de sinalizacédo que participa do inicio e progressao da transi¢cao
epitélio - mesénquima (EMT, do inglés, epithelial - mesenchymal transition) (POPOV;
SEBIRE; VUJANIC, 2016)(HUANG et al., 2016)(DUHME et al., 2021). Cerca de 15%
dos casos esporadicos de TW apresentam mutacdoes em CTNNB1, dos quais
aproximadamente 75% apresentam concomitantemente mutacées em WT1 (HUFF,
2011), descrito como um inibidor da via de sinalizagdo Wnt/B-catenina (CHANG et al.,
2008). Neste contexto, WT1 e CTNNB1 apresentam atividades antagonicas, e
mutacbes em ambos 0s genes estdo diretamente associadas a alteracées no
desenvolvimento renal embrionario por ativacdo da EMT (CORBIN et al., 2009).

A desregulacédo da via de sinalizacdo de p-catenina também esta associada a
mutaces em AMERL1 (anteriormente denominado WTX) em até 30% dos casos
(SCOTT et al., 2012)(ALEXANDRESCU et al., 2017). Este gene atua como um
regulador negativo da via Wnt / B —catenina (RIVERA et al., 2007) e suas mutacdes
geralmente levam a perda do sitio de ligacdo a essa proteina. Assim, a ubiquitinacéo
e posterior degradacdo de B—catenina € evitada, resultando no aumento dos seus
niveis no citoplasma e consequente translocacao para o nucleo e ativacéo da via Wnt
(MAJOR et al., 2007)(HUFF, 2011). Alem disso, AMERL1 sofre splicing alternativo e
uma de suas variantes pode se translocar para o nucleo, onde se liga a WT1, levando
ao aumento da sua atividade transcricional (RIVERA et al., 2009) indicando que
AMER1 desempenha também um papel importante no desenvolvimento renal. Foi
demonstrado que AMERL1 interage com p53, reforcando o seu papel na parada do

ciclo celular e apoptose (KIM et al., 2012).
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TP53 é um gene supressor tumoral localizado em 17p13.1, que codifica a
proteina p53, associado a func¢des que afetam praticamente todas as caracteristicas
envolvidas no desenvolvimento de cancer (conhecidos como os hallmarks - ou marcas
registradas - do cancer), como proliferacdo, apoptose e reparo de DNA (HANAHAN;
WEINBERG, 2011)(AUBREY; STRASSER; KELLY, 2016). Apesar de mutacdes
somaticas em TP53 serem incomuns em tumores infantis, ja foram descritos mais de
200 SNPs (do inglés, Single Nucleotide Polymorphism) associados a predisposi¢cao
ao cancer (WHIBLEY; PHAROAH; HOLLSTEIN, 2009). Muta¢Bes soméaticas em TP53
e/ou perdas de 17p sao identificadas em aproximadamente 5% dos TWs esporadicos,
particularmente em pacientes que vao a Obito, enquanto essas alteracdes sao
descritas em até 60% dos casos de TWs com anaplasia difusa, relacionadas a
resisténcia ao tratamento, maior risco de recorréncia e morte, particularmente em
estagios avancados do tumor. Ainda, foi demonstrado que cerca de 20% dos TWs
com predominio de blastema apresentam alteracées em TP53 (BARDEESY et al.,
1994)(MASCHIETTO et al., 2014)(OOMS et al., 2016)(WEGERT et al., 2017).

O MYCN codifica um fator de transcricdo proto-oncogénico da familia MYC.
Ganho de numero de cépias de MYCN foi identificado principalmente em TW com
anaplasia difusa e com predominio de blastema, associado a pior sobrevida livre de
recidiva; tornando este gene um possivel alvo para futuras pesquisas envolvendo
novas abordagens terapéuticas (WILLIAMS et al.,, 2011)(WILLIAMS et al.,
2015)(DENG et al., 2016). Além disso, a expressdo de MYCN esté correlacionada
com a alta expressédo de SIX1 e SIX2, associadas ao alto potencial proliferativo de
tumores do tipo blastematoso (WEGERT et al., 2015).

SIX1 e SIX2 sao importantes fatores de transcricdo (FTs) associados
ao desenvolvimento renal e a iniciacdo do TW, sendo que alteracdes nesses genes
podem levar a perda de diferenciacédo celular e aumento de proliferacdo de células
blastematosas (YU; MCMAHON; VALERIUS, 2004)(PODE-SHAKKED et al., 2012).
MutagOes somaticas em SIX1 e SIX2 foram detectadas em cerca de 10% dos casos
de TW analisados, predominantemente em tumores do tipo blastematoso e,
geralmente, essas alteragbes ocorrem em um unico residuo de aminoacido que afeta
a ligacdo ao DNA, apontando um papel regulatério destes genes (SEHIC et al.,
2012)(SENANAYAKE et al., 2013)(WEGERT et al., 2015). Ambos foram identificados
alterados juntamente com mutagbes somaticas em genes da maquinaria de
processamento de microRNAs (miRNAs), como DROSHA, DGCRS, DICER1 e XPO5,
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principalmente em TWs com predominio do componente blastematoso. Em conjunto,
alteracOes nesses genes sdo detectadas entre 2,5 a 12% dos casos de TWs
esporadicos. Mutagbes em genes envolvidos na biogénese e processamento de
mMiRNAs levam a diminuicdo global de miRNAs, associada ao desenvolvimento e
recaida de TW. Esses genes séo candidatos a “drivers” de TW do tipo blastematoso,
uma vez que essas mutacbes podem favorecer a evasdo de células precursoras
renais imaturas ao final do ciclo de diferenciagdo celular e, consequentemente, a
proliferacdo continua de células precursoras do tipo blastematoso (RAKHEJA et al.,
2014a)(TORREZAN et al., 2014)(WALZ et al., 2015)(WEGERT et al., 2015) (GADD et
al., 2017)(CICERI et al., 2020). Estes estudos trouxeram a possibilidade de uma
melhor definicdo de casos de alto risco com base nesses genes candidatos, visando
uma reducdo na intensidade do tratamento para subtipos que tém um melhor
prognastico.

Um estudo identificou o gene MLLT1, envolvido no processo de transcricao
durante o desenvolvimento renal inicial, mutado em TWSs de histologia favoravel,
detectado em cerca de 4% dos pacientes analisados. Além das mutagées em MLLT1,
0S tumores apresentaram concomitantemente super-expresséo de MYCN. Pacientes
com alteracdo em MLLT1 desenvolveram o tumor mais precocemente e apresentaram
uma alta prevaléncia de restos nefrogénicos, indicando que mutacdes nesse gene
estdo associadas ao desenvolvimento do TW (PERLMAN et al., 2015). Além destes
genes, foram descritas mutacdbes em BCOR, BCORL1, NONO, MAX, COLG6A3,
ASXL1, MAP3K4 e ARID1A, em frequéncias abaixo de 3,8% na coorte analisada
(GADD et al., 2017).

Por fim, algumas alteracdes de niumero de cépias tém sido frequentemente
descritas em TW, como ganho do cromossomo 1q e perda de heterozigosidade de 1p
e 16q. O ganho de 1q, identificado em cerca de 28% dos TWs, tem sido avaliado para
ser implementado como biomarcador de pior prognéstico, em adicdo ao perfil
histologico, por ambos os protocolos COG e SIOP, visando altera¢des no tratamento
desses pacientes, com abordagem terapéutica mais intensiva (SKOTNICKA-
KLONOWICZ et al., 2000)(HING et al., 2001)(GRUNDY et al., 2005)(CHAGTAI et al.,
2016)(GRATIAS et al., 2016).

1.3.2. Alteragcobes epigenéticas em TW
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Cerca de 70% dos TWs tém alteracdes de imprinting no locus 11p15 (SCOTT
et al., 2012) associadas a outras alteracbes epigenéticas, como alteracbes de
metilacdo do DNA, na magquinaria de biossintese de miRNAs e modificagbes de
histonas. Todos esses séo processos que, quando desregulados, podem contribuir
para o desenvolvimento e progressdao de uma série de tumores sélidos pediatricos,
incluindo os TWs (BAYLIN; JONES, 2011)(LAWLOR; THIELE, 2012).

1.3.2.1. Alteracdes do padrao de metilacdo do DNA

A metilacdo do DNA € um processo que envolve a transferéncia de um grupo metil
para o carbono 5 de uma citosina seguidas de guanina (sitios CpG) para formar a 5-
metilcitosina. A metilacdo do DNA regula a expressdo génica recrutando proteinas
envolvidas na inibicdo da expressdo génica ou inibindo a ligacdo de fatores de
transcricdo ao DNA. Durante o desenvolvimento, o padrdo de metilagdo do DNA no
genoma muda como resultado de um processo dinamico envolvendo tanto a metilagcao
quanto a desmetilacdo do DNA. Como consequéncia, as células diferenciadas
desenvolvem um padrédo de metilacdo de DNA estavel e Gnico que regula a transcri¢ao
de genes especificos do tecido (MOORE; LE; FAN, 2013).

A associacao entre metilacdo de sitios CpG e cancer é bem estabelecida. De
forma geral, tumores apresentam hipometilacdo global do DNA em comparacdo aos
tecidos adjacentes normais (WILSON; POWER; MOLLOY, 2007), caracteristica
muitas vezes associada a maior agressividade e menor sobrevida dos pacientes
(EHRLICH et al., 2002)(ITANO et al., 2002)(WIDSCHWENDTER et al., 2004)(DE SA
PEREIRA et al.,, 2017). Essas observacdes podem ser explicadas, ao menos em
parte, pela associacdo entre hipometilacdo global e instabilidade genémica (JONES;
GONZALGO, 1997)(SCHMUTTE; JONES, 1998)(HERMAN, 1999). A hipometilagcao
de regides promotoras de proto-oncogenes resulta em sua super-expressao; bem
como a hipermetilacdo dessas regides em genes supressores tumorais levam a sua
inativagao transcricional, exemplificando a associagdo entre metilagdo do DNA,
regulacdo da expressdo génica e desenvolvimento tumoral. Genes regulados por
metilagcdo, como alguns da familia HOX e alguns supressores tumorais como LTF,
SUSD2, HNF4A, TNFRSF10A, e H19 foram descritos como envolvidos na progressao
dos TWs (GUERRA et al., 2019a).

A identificacdo de um padréo de imprinting aberrante na regido 11p15 foi uma

das primeiras alteragcées de metilagdo do DNA associadas ao TW (WILLIAMS et al.,
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1992). Nessa regido, estdo localizados os genes IGF2, que codifica um fator de
crescimento embrionario; e H19, que expressa um RNA nédo codificante que funciona
como um supressor tumoral. Em condi¢cées normais, IGF2 é expresso apenas pelo
alelo paterno, enquanto H19 é expresso apenas pelo alelo materno. A perda de
imprinting (LOI, do inglés “loss of impriting”) de 11pl5 pode resultar em super-
expressdo de IGF2 devido a ativacao do alelo materno normalmente reprimido. Em
alguns casos, a LOI pode ocorrer devido a perda do alelo materno, com uma
substituicdo pelo alelo paterno duplicado (dissomia uniparental ou UPD, do inglés
“‘uniparental disomy”) (ZHANG et al., 1993)(TANIGUCHI et al., 1995)(SEGERS et al.,
2012). LOI é raramente encontrada em outros loci, demonstrando o papel especifico
desse mecanismo em TW (BJORNSSON et al., 2007)(AL-HUSSAIN; ALI; AKHTAR,
2014). A epimutacdo em 11p15.5 foi detectada no sangue periférico de 33% (8 de 24)
dos pacientes com TW (FIALA et al., 2020), além de um estudo recente que descreveu
a hipermetilacdo de H19 como um evento embrionario driver precursor do TW
(COORENS et al., 2019). Essas alteracGes sdo geralmente associadas a histologia
do tipo blastematoso ou epitelial, a restos nefrogénicos perilobares (GADD et al.,
2012), e ao inicio do desenvolvimento do tumor, o que torna tais alteracdes possiveis
alvos terapéuticos (SATOH et al., 2006) (SCOTT et al., 2012)(MASCHIETTO et al.,
2014)(COORENS et al., 2019).

Um estudo realizado pelo nosso grupo comparou o perfil de metilacdo global
de LINE-1 (Elementos Nucleares Longos Intercalados; do inglés, Long Interspersed
Nuclear Element- 1) em 47 amostras pareadas do componente blastematoso de TW
e cortex renal normal adjacente, identificando um perfil de hipometilagdo global nas
amostras tumorais. As analises uni- e multivariadas sugeriram gue tanto o padrao de
hipometilacdo de LINE-1 quanto a classificacdo de risco poderiam ser preditores de
recaida apds o tratamento quimioterapico desses pacientes (DE SA PEREIRA et al.,
2017). LINE-1 sédo elementos retrotransponiveis e correspondem a cerca de 17% do
genoma humano, e, em condigcbes normais, esses elementos estdo metilados e
silenciados no genoma. Sua ativacdo devido a perda de metilacdo ocorre em Vvarios
tipos de cancer e estd associada a instabilidade genémica e pior prognostico
(KAZAZIAN; GOODIER, 2002)(BARCHITTA et al., 2014)(HANCKS; KAZAZIAN,
2016)(ARDELJAN et al., 2017).

A comparacao de metilomas identificou trés regides diferencialmente metiladas

(DMRs do inglés, differentially methylated regions) hipermetiladas em TW em relacao
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ao tecido renal normal adjacente, que poderiam ser usadas como biomarcadores
tumor-especificos, uma vez que foram capazes de distinguir os tumores de tecidos
normais com uma sensibilidade de 98% e revelaram uma diferenca significativa nos
niveis de metilacdo entre os TWs de risco intermediario e de alto risco. Dada a alta
prevaléncia das DMRs (presentes em 112/120 TWs examinados), esses autores
apresentaram um estudo piloto no qual uma dessas DMRs pdde ser detectada na
circulagdo sanguinea de pacientes com TW, mostrando potencial para utilidade clinica
em biopsia liquida (CHARLTON et al., 2014). Também foram identificadas variacdes
dos niveis de metilacao durante o desenvolvimento tumoral, com padrées capazes de
distinguir tecido normal, restos nefrogénicos (células precursoras dos TWSs) e tecido
tumoral. Isto seria especialmente importante em casos bilaterais, nos quais 0s restos
nefrogénicos ocorrem em quase 100% dos casos, abrindo a possibilidade de
identificar os restos nefrogénicos antes mesmo do desenvolvimento do tumor
(CHARLTON et al., 2015).

Apesar da evidente relevancia que o mecanismo de metilacdo do DNA
apresenta no TW, discute-se que talvez esse ndo seja o principal mecanismo iniciador
tumoral e nem o Unico; mas pode ser Util na identificacdo de células que originam os
diferentes subtipos tumorais, permitindo uma distincdo entre eventos drivers e eventos
qgue predispdem ao cancer (SAGHAFINIA et al., 2018).

1.3.2.2. Alteracdes em miRNAs

Os miRNAs séo pequenos RNAs ndo codificantes de cerca de 22 nucleotideos
(nt) envolvidos no silenciamento génico pds-transcricional, controlando a traducao do
RNA mensageiro (RNAmM) em proteinas, e podem regular e ser regulados por outros
mecanismos epigenéticos (LU et al., 2005)(LOPEZ-SERRA; ESTELLER, 2012). Os
mMiRNAs sdo fundamentais na fisiologia celular normal, no entanto, mudancas de
expressao tém sido associadas a varias patologias, incluindo o cancer (KANWAL,;
GUPTA, 2012). Por isso, estudos tém utilizado perfis de expressao de miRNAs como
fontes de informag&o sobre origem do tumor, fatores progndsticos ou preditores de
risco (LU et al., 2005). Mais de 60% dos genes humanos que codificam proteinas séao

regulados por miRNAs (FRIEDMAN et al., 2008), que podem ser classificados como

oncogénicos (ou oncomiRs), ou supressores de tumor, dependendo dos seus alvos e
do tecido analisado (KASINSKI; SLACK, 2011). De forma simplificada, a biogénese
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dos miRNAs pela via candnica ocorre de forma que os miRNAs sao transcritos pela
RNA polimerase Il em pri-miRNAs, que sao posteriormente clivados pelo
microprocessador composto pela enzima DROSHA, juntamente com o seu cofator
DGCRS8 formando moléculas de cerca de 70 nucleotideos - o microRNA precursor ou
pré-miRNAs. O pré-miRNA é exportado para o citoplasma através do complexo XPO5
e RanGTP, sendo processado pela enzima DICERL1 e seu cofator TRBP. Apds esse
processamento, a molécula dupla fita perde a estrutura em loop e é reconhecida pelo
complexo de proteinas AGO. Ao perder uma das fitas, 0 miRNA € incorporado no
complexo RISC para atuar na repressao da traducdo ou na clivagem do RNAm,
dependendo da complementariedade com o RNAm alvo (LIN; GREGORY, 2015)
(Figura 1.4).
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Figura 1.4: Biogénese dos miRNAs pela via candnica. Legenda: Pol II: RNA polimerase Il; pri-
miRNA: miRNAs priméario; DGCRS8: DiGeorge syndrome critical region gene-8; XPO5: exportina-5;
AGO: argonauta; RISC: complexo de silenciamento induzido por RNA (Fonte: Adaptado de LIN e
GREGORY, 2015).

Um unico miRNA pode ter como alvo multiplos genes, e dessa forma, estar
associado a uma variedade de vias relacionadas ao céncer. Além disso, essas
moléculas apresentam papel regulatério tecido-especifico importante, participam da

regulacdo de genes relacionados a resisténcia a terapia, e podem levar a mudancgas
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de expressao de genes associados a processos fundamentais como proliferacéo
celular e apoptose (Sl et al., 2019). Por isso, o perfil de expressdo de miRNAs ja foi
correlacionado a quimiorresisténcia em diversos tipos de cancer, como mama, ovario,
coélon, neuroblastoma, leucemias pediatricas, dentre outros (MA; DONG; JI, 2010)
(CARVALHO DE OLIVEIRA et al., 2018)(GALARDI et al.,, 2018). Recentemente,
NOSSo grupo publicou uma revisdo na qual exploramos o papel de diversos miRNAs
na biologia do TW e suas implicacdes clinicas e mecanismos de acdo (de SA
PEREIRA, et al., 2021).

Conforme mencionado anteriormente, mutacées em genes que participam da
biogénese de miRNAs como DROSHA, DGCRS8, XPO5, DICER1, TARBP2 e DIS3L2
ocorrem em frequéncias entre 14-33% em TWSs, sendo DROSHA o0 gene mais
frequentemente mutado, entre 10-14% dos casos de TW. A mutacdo de um alelo
desencadeia processos que levam a menor expressdo de um subconjunto de
mMiRNASs, por afetar o processamento de miRNAs primarios. A perda ou mutacdes
somaticas em DROSHA prejudicam o desenvolvimento e funcéo renal, no entanto,
sozinhas, n&o séo suficientes para a formagéao de TWs (MEI et al., 2012)(KRUBER et
al., 2019). Mutagbes em DROSHA podem ocorrer concomitantemente com mutagoes
em SIX1/2, associadas a restos nefrogénicos perilobares e a alteracdes de imprinting
em 11p15, sendo esta co-ocorréncia associada a ativacdo do gene RAS e a maiores
indices de recaida e morte (RAKHEJA et al., 2014b)(TORREZAN et al., 2014) (WALZ
et al., 2015).

Alteracbes em DICER1 foram descritas em cerca de 4% dos casos de TW
(WALZ et al., 2015). Ambas as mutaces em DROSHA e DICER1 alteram a expressao
de miRNAs com funcéo de supressores tumorais incluindo miRNAs da familia let-7.
Esta familia regula MYCN, LIN28 e outros oncogenes associados ao TW, além de
afetar o processo de diferenciagéo epitelial (RAKHEJA et al., 2014b). Mutacdes em
DGCRS8 ocorrem entre 3-4% dos tumores. Alteragbes em XPO5 e TARBP2 séo
detectadas em frequéncias menores, afetando aproximadamente 1% dos casos
(TORREZAN et al., 2014)(WALZ et al., 2015) (GADD et al., 2017).

Mutacbes em DIS3L2, que atua na etapa final de processamento dos miRNAs,
foram detectadas em alguns TWSs, e associadas a maior predisposicdo ao
desenvolvimento do tumor (ASTUTI et al., 2012). Este gene esta localizado em 2g37.1

e foi descrito que a perda dessa regidao ocorre em cerca de 4% dos TWSs esporadicos.

41



1.3.3. Alteragbes de expressao génica em TW

A diferenciacéo celular é controlada pela expresséo génica, regulada tanto por
estimulos internos quanto externos (RALSTON; SHAW, 2008). Assim, a
transformacao de uma célula normal em neoplasica advém também de mudancas no
padrdo de expressao de determinados genes (FISHMAN, 1976). Além de estarem
envolvidos na tumorigénese, perfis diferentes de expressao podem ser detectados em
diferentes fases do desenvolvimento tumoral, como por exemplo, durante sua
progresséao e o desenvolvimento de metastases (HARTUNG et al., 2017).

Conforme mencionado anteriormente, o TW €& caracterizado por apresentar
histologia trifasica, sendo que o0s subtipos histolégicos apresentam padrdes de
expressao génica distintos, com diferentes niveis de similaridade a estagios iniciais
da diferenciacéo renal. Células blastematosas apresentam um perfil de expressao
mais similar ao de células renais embrionarias mais iniciais, sugerindo que essas
células podem carregar as primeiras alteracbes moleculares que afetam a
diferenciacdo renal e fornecem condicbes para o desenvolvimento do TW
(MASCHIETTO etal., 2008). Uma vez que o predominio do componente blastematoso
apos quimioterapia é associado a um pior progndstico e recidiva, estudos tém buscado
avaliar alteracbes de expressao génica nesse subtipo histolégico com o intuito de
identificar genes associados principalmente a progressao tumoral. Neste contexto, a
super-expressao de MCM2 em TW com predominio de componente blastematoso foi
associada ao maior risco de recidiva (MASCHIETTO et al., 2011). Experimentos in
vivo demonstraram que as células blastematosas do TW apresentaram alta expressao
de NCAML1 e ALDH1 e caracteristicas de auto renovacéo e diferenciacéo, tipicos de
células tronco tumorais (CSC, do inglés, cancer stem cell). Além disso, expressam, de
forma similar a células renais primitivas, genes como SIX2, OSR1, PAX2 e SALL1, o
que levantou a hipétese de que as células do blastema seriam as CSC dos TWs
(PODE-SHAKKED et al., 2013)(SHUKRUN et al., 2014)(MARKOVSKY et al., 2017).

Apesar dos indicios de que a desregulacdo na expressao de determinados
genes pode estar associada a progressao tumoral, ainda ndo ha evidéncias concretas.
Estudos que avaliam o perfil molecular de amostras de metastase de TW s&o raros,
devido a dificuldade de se obter material para tais analises. A maior parte dos estudos
busca identificar marcadores de recaida através da divisdo das amostras de tumor
primério de acordo com a ocorréncia de recidiva da doencga. Seguindo essa linha, um

estudo identificou os genes RARA e CRABP2 como potenciais biomarcadores de
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progresséo tumoral (PERCICOTE et al., 2018). Além disso, diferencas de padréo de
expressdo ja foram detectadas entre amostras tumorais de pacientes que
apresentaram recaida e que ndo apresentaram, e entre tumores de risco intermediario
e de alto risco. Dentre os genes identificados, TRIM22, CENPF, MYCN, CTGF,
RARRES3 e EZH2 foram associados a progressao do TW (ZIRN et al., 2006). A
analise da expressao de um painel contendo 4.900 genes identificou o0 gene CEBPB
super-expresso em amostras de pacientes que recidivaram, associado ao
desenvolvimento e progressdo do TW e um possivel preditor de recaida (LI,
WENLIANG et al., 2005).

1.3.4. Alteragoes de expressao proteica em TW

De forma geral, assume-se implicitamente que alteracfes na expresséo a hivel
de RNAm tenham significado biolégico, provavelmente mediado por alteracdes
correspondentes nos niveis de proteina. Suposi¢ao essa assumida pelo conhecimento
do dogma central da biologia molecular, no qual a regulacdo da expressédo génica
envolve a sintese de RNAm e proteina via transcricdo e traducédo, respectivamente
(CRICK, 1970). Entretanto, ha evidéncias de que a correlacdo entre a abundancia de
RNAmM e os niveis de proteina correspondente é fraca, com varios fatores biolégicos
qgue influenciam essa correlacdo, além de restricbes metodoldgicas (GRY et al.,
2009)(MCMANUS; CHENG; VOGEL, 2015).

Estudos a nivel proteico em TW séo ainda escassos e pouco utilizados na
pratica clinica, sendo a heterogeneidade tumoral (tanto genética quanto histologica)
um ponto critico. A técnica de imunohistoquimica (IHQ) é predominantemente usada
para diagnostico diferencial dos TW, ainda que raramente (SEBIRE; VUJANIC, 2009).
A WT1 (para todos os componentes histologicos); CK7 e pan-citoqueratinas (no
componente epitelial); CD34 e BCL2 (componente estromal); INI1 e ciclina-D1
(componente indiferenciado) (OOMS et al., 2020); e desmina e CD56 (componente
blastematoso) (SEBIRE et al., 2005)(ARNOLD et al., 2014) sdo mais comumente
usados, apesar de nenhum destes genes ser exclusivamente expresso no TW
(MAGRO et al., 2015).

Para fins de pesquisa, a expressdo proteica de alguns alvos ja foi avaliada,
buscando correlacionar os niveis de expressao a desfechos clinicos, como recidiva e
progressdo tumoral, bem como estratificacdo de risco. Nesse sentido,

imunoexpressdo aumentada de VEGFR1 foi associada a classificacdo de risco de

43



pacientes com TW (PERCICOTE et al., 2013). CD56, CD57, CK22, CK18, CK8, EMA,
SMA e actina foram propostos como marcadores Uteis para diagnostico, porém, com
variabilidade entre os subtipos histologicos (VASEI et al., 2008). Um aumento na
intensidade de expressdo de AE1AE3 (uma pan-citoqueratina) no componente
epitelial foi diretamente relacionado ao grau de maturacdo das estruturas epiteliais no
tumor (SREDNI et al., 2004). Superexpressdao de Ciclina-A foi associada ao
desenvolvimento e progressédo dos TWs, bem como aos casos mais avancados da
doenca e com anaplasia focal e difusa (RADOJEVIC-SKODRIC et al., 2019), e Ki67
foi proposto como um bom marcador prognostico (KRISHNA et al., 2016), assim como
RGS4, P16 (LIU; GONG; ZHAO, 2017) e MCM2 (TARAN K et al., 2011). Super-
expressao de YY1 em TWs de histologia favoravel foi descrito como um fator de risco
para resultados adversos, associado ao componente blastematoso e ao
desenvolvimento de metéastase (ZAPATA-TARRES et al., 2019). Imunoexpressao de
PAX8 e PAX2 demonstraram ser Uteis no diagndstico diferencial do TW, porém com
limitada especificidade (DAVIS et al., 2011)(ARVA et al., 2018). De forma geral,
alteracdes a nivel protéico ainda sdo pouco exploradas em TW principalmente pela
dificuldade de se chegar a um consenso entre as diferencas de marcacdo e 0s
desfechos avaliados. Isso se deve, em grande parte, a heterogeneidade intra e inter
tumoral, o que gera uma grande inespecificidade nos padrdes de expressao; e por
isso, raros estudos encontraram associacfes significativas as caracteristicas clinico-

patoldgicas.

1.4. DADOS PREVIOS - SELEGAO DOS ALVOS DO ESTUDO

Entre os anos de 2017 e 2019, foi desenvolvida no Instituto Nacional de Cancer
(INCA) a minha dissertacdo de mestrado, na qual avaliamos por meio da técnica de
RNA-Seq, o transcriptoma de sete amostras pareadas (do mesmo paciente) de tecido
renal normal (RN - cortex renal), tumor primario (TW — componente blastematoso) e
metastase (MET - recidivas pulmonares). Os dados obtidos através do sequenciador
HiSeq2500 (lllumina, San Diego, Califérnia, EUA) foram processados pela
pesquisadora (BMSP) em colaboragdo com o Laboratoério de Bioinformatica e Biologia
Computacional (LBBC-INCA). Ao fim das etapas de processamento, foi realizada a
analise de expressao diferencial entre as condi¢cdes avaliadas (TW vs RN e MET vs
TW) (Figura 1.5).
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Figura 1.5: Genes diferencialmente expressos, identificados nas analises de RNA-Seq através
das comparacgdes entre as amostras. A. TW vs RN; B. MET vs TW. Legenda: amarelo = reads
unpaired, rosa = reads paired, verde = RN, azul = TW, vermelho = MET.

A partir das listas de genes diferencialmente expressos (GDEs), foram
realizadas analises de enriqguecimento de vias bioldgicas, através das quais a via
ribossomal foi a Unica via identificada alterada em ambas as comparacdes (Figura
1.6).
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Figura 1.6: Resultado do enriquecimento de vias gerado pelo banco de dados KEGG. A. vias
enriquecidas baseadas nos GDEs entre a comparagdo TW vs RN; B. Via enriquecida baseada nos

GDEs entre a comparagédo MET vs TW.
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Tanto a via quanto os genes associados foram usados em uma busca na
literatura, com o intuito de identificar o papel destes no contexto do cancer em geral e
do céancer pediatrico, resultando na selecdo de RPL5 e RPL11 como alvos de
investigacao para o presente estudo. Assim propomos avaliar alteracbes moleculares

de forma integrada, e seu papel no desenvolvimento e progressao de TW.

1.5. VIA RIBOSSOMAL - ASPECTOS FISIOLOGICOS, FUNGOES EXTRA-
RIBOSSOMAIS E MECANISMOS RELACIONADOS A DESREGULAGAO DA VIA

Os ribossomos sao estruturas celulares formadas por RNA, compostos por
duas subunidades. Em humanos, a subunidade menor (ou 40S) consiste em uma
Unica cadeia de RNA ribossdmico (rRNA) e 33 proteinas ribossomais (denominadas
RPSs, do inglés Ribosomal Proteins Small subunit), enquanto a subunidade maior (ou
60S) consiste em trés cadeias de rRNA e 47 proteinas ribossomais (denominadas
RPLs, do inglés Ribosomal Proteins Large subunit). Essas duas subunidades formam
o ribossomo maduro, também denominado 80S (KHATTER et al., 2015)(ZHOU et al.,
2015) (Figura 1.7). Estas subunidades possuem papel critico na fisiologia celular
normal, nas respostas celulares a estimulos ambientais externos e na patogénese de
doencas humanas, como o cancer (MYASNIKQV et al., 2016)(XU, XILONG; XIONG,;
SUN, 2016)(GILLES et al., 2020). A biogénese ribossomal € um processo finamente
regulado e com alto consumo energético, e, portanto, tende a ocorrer em locais com
alta disponibilidade de nutrientes e favoraveis a proliferacdo celular (LAFONTAINE;
TOLLERVEY, 2001)(ZHOU et al., 2015). Por outro lado, em uma situagéo conhecida
como estresse ribossomal (ou estresse nucleolar), pode ocorrer a situagao inversa,
em gue a atividade ribossomal e a sintese protéica sao reduzidas, com subsequente
parada do crescimento celular, devido a ativacdo da via p53, que leva a parada do
ciclo celular e apoptose (LOHRUM et al., 2003)(RUGGERO; PANDOLFI, 2003).
Dessa forma, a biogénese ribossomal € um processo intimamente associado ao
controle do crescimento celular e proliferacéo, e alteracbes nesse processo podem
levar ao crescimento desordenado das células e consequentemente, em alguns
casos, ao desenvolvimento de tumores (RUGGERO; PANDOLFI, 2003). Por isso,
identificar mecanismos que estejam associados a desregulacdo do processo de
biogénese ribossomal € de extrema importancia para elucidar a conexao entre tais

mecanismos e a patogénese tumoral.
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Figura 1.7 — Composicédo dos ribossomos e 0os genes que codificam as proteinas que comp&em
as subunidades maior e menor. A. Os ribossomos sdo estruturas celulares responsaveis pela
producé@o de proteinas. Em eucariotos, sdo formados pela subunidade maior (60S) composta pelas
proteinas ribossomais RPL (do inglés ribosomal proteins large subunit), e pela subunidade menor (40S)
composta pelas proteinas RPS (do inglés Ribosomal Proteins Small subunit). Essas subunidades,
associadas aos RNAs ribossomais (rRNAs), ddo origem aos ribossomos maduros denominados 80S.
B. Os genes que codificam as proteinas ribossomais, também denominados RPs, constituem a via
ribossomal, composta por cerca de 80 genes, descritos na tabela, os quais codificam as proteinas de
mesmo nome (Adaptado de SULIMA et al., 2014 e Wikipathway
https://www.wikipathways.org/index.php/Pathway:WPA477)

Os rRNAs sao responsaveis pela maior parte das atividades enziméticas,
enquanto as proteinas ribossomais (RPs, do inglés Ribosomal Proteins) possuem
papéis amplamente estruturais (LAFONTAINE; TOLLERVEY, 2001). Além de sua
funcéo basica na composicéo dos ribossomos, as RPs possuem uma série de papéis
denominados “extra-ribossomais” (WARNER; MCINTOSH, 2009), que incluem o
controle do crescimento celular e proliferacdo (VOLAREVIC, 2000)(KIM, JONG-HYUN
et al., 2004)(LINDSTROM; ZHANG, 2008)(WANZEL et al., 2008), apoptose (KHANNA
et al., 2000)(HE; SUN, 2007)(ROSSI et al., 2007), reparo do DNA (KIM et al., 1995)
(HEGDE; WANG; DEUTSCH, 2004)(KIM, TAE-SUNG; KIM; KIM, 2009),
desenvolvimento celular (ANDERSON et al., 2007)(DANILOVA; SAKAMOTO; LIN,
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2008)(GAZDA et al., 2008), diferenciacao (DA COSTA et al., 2003)(ZHAN et al., 2010),
dentre outros. Ainda, é descrito que algumas RPs podem sofrer modificacbes pos-
traducionais (como ubiquitinacéo e fosforilacéo), o que pode conferir tais fungdes extra
ribossomais a essas proteinas (WANG et al.,, 2015) (Figura 1.8). Por fim,
determinadas RPs atuam como “sentinelas” para identificar possiveis defeitos na
biogénese ribossomal (WARNER; MCINTOSH, 2009)(ZHANG, YANPING; LU,
200
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Figura 1.8 - Algumas das funcdes extra-ribossomais conferidas as proteinas ribossomais (RPs),

relacionadas ao cancer.

Diversos estudos demonstram que determinadas patologias humanas estéo
relacionadas a defeitos na biogénese ribossomal e/ou a alteracbes em genes que
codificam as RPs, como no cancer. Em tumores renais, observou-se que algumas
RPs se associam a subtipos moleculares relacionados as células de origem, o que
poderia ser associado a possiveis alteracdes identificadas em TW. Isso porque esse
tipo de tumor apresenta uma diversidade histologica que se associa a diferentes niveis
de diferenciacdo (PANDA et al., 2020). Evidéncias sugerem que 0S mecanismos

relacionados as alteragfes na biogénese ribossomal podem incluir a via de sinalizagcéo
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de p53; no entanto, tais processos sao complexos e inumeros fatores e mecanismos
podem estar envolvidos; além de se observar que tais alteracfes sdo altamente
tecido-especificas (GILKES; CHEN; CHEN, 2006)(SUNDQVIST et al., 2009)(XUE;
BARNA, 2012)(WANG et al., 2015). Além disso, RNAs ndo codificantes como os
mMiRNAs tém surgido como novos reguladores da biogénese ribossomal, apesar de
ainda serem recentes os estudos nesse sentido (MCCOOL; BRYANT; BASERGA,
2020).

Tanto oncogenes quanto genes supressores tumorais podem regular a sintese
de RPs, bem como o inicio da traducéo dos ribossomos (RUGGERO; PANDOLFI,
2003)(ZHANG, YANPING; LU, 2009)(FREED et al., 2010)(SHENOQY et al., 2012). Um
dos genes mais bem descritos envolvido nessa regulacdo € o oncogene e fator de
transcricdo MYC (c-MYC), que modula a regulacdo de outros genes que participam
do processo de montagem dos ribossomos (BOON et al., 2001)(SHENOQY et al., 2012).
Foi relatado que a super-expressao de c-MYC impulsiona a biossintese de ribossomos
e RPs em células tumorais, 0 que leva a tumorigénese (CHALLAGUNDLA et al.,
2011)(DANG, 2013). Por outro lado, é descrito que determinados genes que codificam
RPs, como o RPL11, podem regular c-MYC através de um mecanismo de feedback
negativo e, dessa forma, inibir sua atividade (DAl et al., 2007)(DAIl; SEARS; LU, 2007).
Ainda, as proteinas RPs podem regular p53, que também atua como regulador da
sintese de ribossomos, através da ligacdo de RPs especificas a proteina MDM2,
bloqueando a ubiquitinacéo e degradacéo de p53 (LINDSTROM et al., 2007)(KRUSE;
GU, 2009) (Figura 1.9). Os principais genes da via ribossomal que atuam nesse
mecanismo de regulacédo via MDM2-p53 descritas até o momento sdo RPL5, RPL11,
RPL23 (ZHANG et al., 2003)(DAI et al., 2004)(DAI; LU, 2004) e RPS7 (CHEN et al.,
2007)(ZHU, YAN et al., 2009), sendo proposto que principalmente RPL5 e RPL11
atuam de forma conjunta nessa regulacédo (HORN; VOUSDEN, 2008).
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Figura 1.9 - Mecanismo de regulacé@o da biogénese ribossomal e/ou de RPs especificas, por c-MYC e
p53, relacionados a alteragdes de proliferacdo celular e ao desenvolvimento tumoral. (adaptado de
WANG et al., 2015).

Dessa forma, observa-se que alteragcbes em RPs especificas, bem como em
determinadas etapas da biogénese ribossomal, assim como o estresse nucleolar, sdo
processos importantes relacionados a tumorigénese. No entanto, ainda sdo pouco
explorados de forma geral no contexto do cancer, principalmente em tumores

pediatricos.

1.6. RPL5 E RPL11 - PAPEIS RELACIONADOS A REGULAGAO DA VIA
RIBOSSOMAL E AO DESENVOLVIMENTO E PROGRESSAO TUMORAL.

De acordo com a literatura, RPL5 e RPL11 tém sido descritos como genes-
chave naregulacao de diversos processos fisiologicos, assim como estéo intimamente
relacionados a algumas patologias, dentre as quais o cancer (HORN; VOUSDEN,
2008)(MILIANI DE MARVAL; ZHANG, 2011)(PELAVA; SCHNEIDER; WATKINS,
2016).
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Apesar de o papel das RPs e da biogénese ribossomal na tumorigénese e
progressao tumoral ainda ser indefinido, mutacdes em RPL11 e RPL5 ja foram
associadas a esses processos em alguns tipos de cancer. RPL5 se destaca entre as
RPs mais alteradas nos céanceres esporadicos, tanto em relacdo a frequéncia de
mutacOes de perda de funcdo quanto ao numero de diferentes tipos de cancer nos
quais essas mutacdes ocorrem (LAWRENCE et al., 2014)(ORSOLIC et al., 2020). Um
estudo publicado por KEERSMAECKER e colaboradores em 2012 identificou
mutacbes em RPL5, RPL11 e RPL10 em 12 dos 122 casos (9,8%) de leucemia
linfocitica aguda de células T (LLA-T) pediéatricas (DE KEERSMAECKER et al., 2013).
Mutacbes de perda de funcdo em RPL5 foram descritas em glioblastoma (11%),
melanoma (28%), cancer de mama (34%) e mieloma multiplo (> 40%) (FANCELLO et
al., 2017). Mutacdes em RPL5 e RPL11 também sdo amplamente descritas nas
denominadas ribossomopatias, como a DBA (anemia de Diamond Blackfan), que
predispbem de forma exponencial ao risco de desenvolver tumores solidos e
hematoldgicos, como leucemia mieléide aguda (LMA), osteossarcoma e cancer de
colon (BORIA et al., 2010)(VLACHOS et al., 2012)(ARBIV et al., 2018).

Alteracdes nos niveis de expressdo génica de RPs no cancer parecem ser
comuns (WANG et al., 2015)(ZHOU et al., 2015), mas ainda nao esta claro se essas
alteracdes sdo uma causa ou consequéncia da tumorigénese. Além disso, alteracbes
nas RPs podem impactar a sintese proteica e, dessa forma, o nivel de expressao de
supressores tumorais chave pode ser diminuido de tal forma que leve a perda de
funcdo desse gene, deixando a célula suscetivel a insultos internos e externos,
culminando entéo, na transformacao celular (WANG et al., 2015). Um estudo realizado
por AMSTERDAM e colaboradores utilizando o modelo zebrafish demonstrou que a
biogénese ribossomal reduzida ou a perda de funcao dos genes que codificam as RPs
podem ser correlacionadas com a transformacéao celular, enquanto a super-expressao
desses genes pode impedir o crescimento do tumor (AMSTERDAM et al., 2004). Em
amostras humanas, a expressdo de RPL5 e outras RPs foram associadas a
diminuicdo do risco de metastase tardia tanto em pacientes com cancer de mama nao
tratados adjuvantemente quanto tratados com tamoxifeno, e a maior sobrevida em
cancer de pulmao de células ndo pequenas (HELLWIG et al., 2016). Considerando o
perfil de expressdo génica, RPL5 apresentou alta sensibilidade e especificidade no

diagnéstico de tumores pediatricos teratéides/rabddides atipicos. Além disso, foi
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capaz de distinguir esses tumores de meduloblastomas, podendo ser util no
diagnéstico diferencial desses canceres do sistema nervoso central (REN et al., 2018).

Os mecanismos epigenéticos também tém sido associados as alteragbes na
biogénese ribossomal e em RPs, e ha um aumento cada vez maior de evidéncias
sobre o papel dos miRNAs na regulacdo desses mecanismos. Uma revisdo de
literatura publicada por McCOOL e colaboradores sugeriu que os miRNAs e 0os RNAs
longos sejam novos reguladores da biogénese ribossomal (MCCOOL; BRYANT,;
BASERGA, 2020). Foi demonstrado que RPL5 e RPL11 controlam a expresséo de c-
MYC através do recrutamento de miR-24 e do complexo RISC (do inglés, RNA-
induced silencing complex) em resposta ao estresse ribossomal (CHALLAGUNDLA et
al., 2011)(LIAO et al., 2014). No entanto, ainda ha poucas evidéncias de como outros
mecanismos epigenéticos também poderiam atuar nesse contexto, e explora-los pode
ser uma area para novos estudos.

O entendimento dos papéis bioldégicos das RPs poderia potencialmente
estabelecer essas moléculas como uma nova classe de alvos terapéuticos pois, de
forma geral, a biogénese ribossomal parece ser um alvo atrativo para o tratamento do
cancer (KIM; LESLIE; ZHANG, 2014)(WANG et al., 2015). InUmeros estudos tém
abordado a via RP-MDM2-p53 como alvo terapéutico em tumores pediatricos (KANG,
MIN H. et al, 2016)(KURMASHEVA; HOUGHTON, 2017)(TISATO et al.,
2017)(ZANJIRBAND; RAHGOZAR, 2019), como em neuroblastoma (BARBIERI et al.,
2013)(LAKOMA et al., 2015)(AL-GHABKARI; NARENDRAN, 2019), glioblastoma
(DANIELE et al., 2015), meduloblastoma (HILL et al., 2015), sarcoma (WONG et al.,
2014)(PHELPS et al., 2015) e TW (GELLER; HOHENSTEIN, 2014).

Uma melhor compreensao das relacdes entre as disfuncdes das RPs e suas
consequéncias é importante pois auxiliaria tanto a compreensao do desenvolvimento
dos tumores como poderia fornecer opc¢des para auxiliar no diagnéstico. Isso seria
interessante especialmente em tumores pediatricos como o TW, nos quais ainda ha
uma escassez de estudos sobre a biologia tumoral e de novas vias de sinalizacao

celular.
1.7. ALTERA(;()ES METABOLICAS EM TW

Diferentemente das principais 6micas estudadas no contexto do cancer - como
transcriptbmica e gendmica - a metabolémica foi introduzida no contexto cientifico
mais tardiamente (OLIVER, 1998)(FIEHN, 2001). Atualmente, € uma metodologia ja
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bem estabelecida, que surgiu com foco principal na descoberta de novos
biomarcadores em associagcdo a outras metodologias, principalmente a gendémica
(TRIVEDI; HOLLYWOOD; GOODACRE, 2017).

Apesar de haver um crescente interesse pela area da metabolémica, ainda sdo
escassos 0s estudos sobre como os metabdlitos gerados durante o desenvolvimento
do cancer podem contribuir para esse processo. Estudar esses mecanismos pode
ajudar a entender melhor a relacdo entre as alteracdes nas vias metabdlicas e a
biologia tumoral, podendo ser uteis ainda para o desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas e especialmente como biomarcadores, auxiliando o
diagnostico precoce, estadiamento da doenca e acompanhamento de resposta ao
tratamento (KELL, 2007)(ERB et al.,, 2008)(SLUPSKY et al., 2010)(WU et al.,
2010)(LIN, LIN et al., 2011)(MONTEIRO et al., 2013)(ARMITAGE; BARBAS, 2014).
De forma geral, como se observa na literatura, os estudos nesse campo apenas
descrevem um metaboloma muito limitado de determinadas doencas e nao
consideram as interagcbes dessas moléculas com a fisiopatologia da doenca
(TRIVEDI; HOLLYWOOD; GOODACRE, 2017).

A metabolémica € o estudo do conjunto completo de metabdlitos de baixo peso
molecular (até 1.500 Da) presentes em biofluidos humanos, como sangue, urina,
saliva, liquido cefalorraquidiano e tecidos (tumorais ou nédo), possibilitando sua
identificacéo e quantificacdo (LINDON; NICHOLSON; EVERETT, 1999)(FANOS et al.,
2011). Esse perfil de metabdlitos € definido ndo somente por alteracbes a nivel
gendmico e compostos enddgenos, mas também por compostos exdégenos, derivados
do meio ambiente, por influéncia de alimentos, medicamentos e outras substancias
consumidas pelo individuo (WISHART et al., 2012). Dessa forma, o perfil
metabolémico pode ser considerado como o panorama final de resposta de um
determinado organismo a todos esses fatores, determinando consequentemente, 0
fendtipo observado (KLUPCZYNSKA; DEREZINSKI; KOKOT, 2015). Por essa
caracteristica, uma das principais aplicacdes do estudo da metabolémica tem sido
explora-la como uma ferramenta para biopsias liquidas, considerando o perfil dos
metabdlitos em relacdo a doenca de uma forma especifica (CLAUDINO et al.,
2007)(SPIGA et al., 2013). De forma geral, estudos sobre biomarcadores raramente
saem do campo de pesquisa basica para se integrarem a pratica clinica, fato que se
d4a, em parte, devido a falta de validacdo dos dados obtidos associado ao pequeno

namero de amostras que geralmente € avaliado, principalmente em tumores raros

53



como o TW. Portanto, integrar dados de diferentes metodologias € uma etapa de
extrema importancia para validar a qualidade dos dados gerados e leva-los
futuramente a aplicacdo clinica (MOCO et al.,, 2013)(TRIVEDI; HOLLYWOOD;
GOODACRE, 2017).

Corroborando o crescente interesse pela relacéo entre metabolismo e cancer,
no ano de 2016, PAVLOVA e THOMPSON publicaram um trabalho no qual descrevem
os hallmarks emergentes do metabolismo do cancer (PAVLOVA; THOMPSON, 2016);
e em 2020 WEI e colaboradores publicaram uma revisdo sobre o papel do
metabolismo no desenvolvimento de metastases, descrevendo ainda possiveis
implicacdes terapéuticas dessas moléculas (WEI, QINYAO et al., 2020).

Apesar de ser descrita como uma técnica com grande potencial a ser
explorado, em tumores pediatricos, sdo raros 0s estudos que abordam o papel dos
metabdlitos nesse contexto (SPIGA et al., 2013), e dados da literatura apontam que,
atualmente, had cerca de 20-30 compostos que podem estar associados ao
desenvolvimento de tumores pediatricos e também a metastase (QUINTERO
ESCOBAR et al., 2019).

Sao descritos alguns estudos que avaliaram alteracbes metabdlicas
especificas em tumores pediatricos, como em amostras tumorais de neuroblastoma,
em que diferentes metabdlitos foram correlacionados ao estadiamento e ao
prognéstico da doenca. Além disso, os acidos homovanilico e vanilmandélico,
metabdlitos derivados da dopamina e norepinefrina, respectivamente, detectados na
urina, sdo comumente utilizados para o diagnéstico e monitoramento de pacientes
com esse tipo de tumor (TZIKA et al., 2002) (MONSAINGEON et al., 2003) (RILEY et
al., 2004)(CANGEMI et al., 2013). Um estudo publicado por ANSELMI e colaboradores
destacou que as alteracdes metabdlicas podem ter impacto direto em vias de
sinalizacdo importantes associadas a fisiopatologia de tumores, o que tem sido
explorado em tumores de adultos, mas que ainda € um campo a ser explorado na
oncologia pediatrica (ANSELMI et al., 2020).

Em TW, poucos estudos s&o encontrados com informacdes sobre alteracdes
metabdlicas relacionadas a tumorigénese e caracteristicas clinico-patologicas.
Estudos sobre o metabolismo energético mitocondrial de TWs demonstrou perfis
diferentes quando avaliados os subtipos histolégicos, sendo que blastema e epitélio
apresentam metabolismo normal, enquanto o estroma possui niveis diminuidos desse

metabolismo em relagdo ao tecido adjacente normal (KOFLER, 2011). Alem de
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corroborar esses dados, um outro estudo identificou diminui¢cées nos niveis de aldeido
desidrogenase e em proteinas relacionadas ao metabolismo de &cidos graxos de
cadeia longa e de aminoacidos nas amostras tumorais (tratadas com quimioterapia
prévia a cirurgia) em relacao ao tecido normal. Este estudo hipotetiza que muitas das
diferencas a nivel metabdlico global entre os tecidos normais e tumorais, bem como
naqueles pertencentes a vias metabdlicas especificas, como da cadeia de transporte
de elétrons e do metabolismo de acidos graxos e glicolise, sédo provavelmente uma
consequéncia do tratamento quimiotergpico (HAMMER et al., 2014). Isso porque a
vincristina (utilizada no tratamento do TW) é descrita por bloquear a mitose de maneira
dose-dependente, induzindo a apoptose/necrose em células tumorais (GIDDING,
1999). Nesse sentido, € necessario ainda considerar o protocolo de tratamento ao
qual os pacientes do estudo serdo submetidos para uma correta interpretacdo dos
dados. Os metabdlitos na urina de controles normais e portadores de TW de
diferentes estagios e histologias foram comparados, demonstrando que os niveis de
creatina, creatinina, acetato e citrato foram diminuidos nos pacientes com TW em
comparacao com o0s controles. Em contrapartida, niveis elevados de aminoéacidos,
acucares e outros metabolitos especificos como a dimetilamina foram identificados
nos pacientes em relacdo aos controles, sugerindo que o perfil metabdlico pode ser
atil na distingdo entre controles, diferentes estagios de TW, histologia e recidiva
(MACLELLAN et al., 2014).
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2. CAPITULO 1: Avaliagao de alteragdes moleculares em RPL5 e RPL11 e

seu papel no desenvolvimento e progressao de tumores de Wilms.

2.1. JUSTIFICATIVA

A baixa frequéncia relativa de alteracdes genéticas (mutacdes ou alteracdes de
namero de cépias de regides cromossdmicas) em tumores pediatricos sugerem que
alteracdes epigenéticas, como metilagdo do DNA e de RNAs ndo codificantes podem
estar associadas a sua tumorigénese. Desta forma, ha um interesse cada vez maior
em explorar as alteracdes epigenéticas nos tumores pediatricos.

Ao longo dos anos, novas vias de sinalizagdo e mecanismos s&o associados a
diversos tipos de tumores, sendo também importante entender de que forma podem
estar associadas a desregulacdo de genes relacionados. Nesse contexto, torna-se
relevante avaliar possiveis alteracdes moleculares, de forma integrada, que possam
estar relacionadas a alteracdo de genes-alvo especificos, e, consequentemente, as
vias biologicas nas quais esses genes estdo envolvidos.

Dados os escassos estudos acerca do papel de RPL5 e RPL11 em TW,
associado a resultados prévios obtidos pelo grupo, propomos avaliar 0s mecanismos
moleculares que possam estar associados a alteracbes nesses genes e,

consequentemente, as vias e processos relacionados.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Caracterizar alteracdes moleculares em RPL5 e RPL11 e seu papel em tumores
de Wilms.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

A. Avaliar o perfil mutacional de RPL5 e RPL11;

B. Avaliar os niveis de expressao génica e proteica de RPL5 e RPL11 em TW,

C. Avaliar o perfil de metilagcdo dos genes RPL5 e RPL11;

D. Avaliar a expresséo de miRNAs selecionados que tém RPL5 e RPL11 como alvos
emTW,

E. Correlacionar os niveis de expressado génica e proteica com o perfil de metilacéo,
de expressédo de miRNAs e perfil mutacional de RPL5 e RPL11;

F. Associar os achados moleculares com as caracteristicas clinicas e os desfechos

dos pacientes.
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4. CASUISTICA E METODOLOGIA

4.1. COMITE DE ETICA

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do INCA (CEP-INCA)
sob registro CAAE 09981018.3.0000.5274 (ANEXO 1).

4.2. CASUISTICA

4.2.1. Critérios de inclusao e exclusao

As amostras de tecido renal normal (cértex) adjacente ao tumor (RN) e tumor

primario (TW) sdo provenientes de criangcas com diagnostico anatomopatologico

confirmado de TW, e tratadas de acordo com o protocolo RSGT-SIOP-2001 na divisédo

de Pediatria do INCA e que realizaram cirurgia entre os anos de 2007-2019.

>

Foram incluidos:

Todos os casos diagnosticados como TW entre os anos de 2007-2019 e
doadores do Banco Nacional de Tumores do INCA (BNT-INCA);

Foram excluidos:

Pacientes com tumores bilaterais (estadiamento V);

Pacientes com sindromes congénitas;

Pacientes com idade superior a 14 anos no momento do diagnéstico;
Pacientes com tempo de seguimento terapéutico (follow-up) menor que 2 anos;
Pacientes que nao seguiram o protocolo RSGT-SIOP-2001;

Casos sem tecido de interesse disponivel para analises moleculares (amostras
nao coletadas no momento da cirurgia, amostras com necrose, fibrose,
hemorragia, etc);

Amostras de RN que nao fossem provenientes do cortex renal;

Pacientes tratados fora do INCA e/lou sem dados clinico-patoldgicos

disponiveis.

4.2.2. Variadveis avaliadas
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Foi feito um levantamento dos dados clinicos e patoldgicos disponiveis no sistema
eletrdnico do INCA referentes aos prontudrios de cada caso, sendo as seguintes

variaveis avaliadas:

e Data do diagnéstico;

e Histologia predominante na peca tumoral;

e Classificacdo histolégica RSTG-SIOP-2001 (DOME; PERLMAN; GRAF,
2014a);

e Estadiamento (clinico e patolégico) (DOME; PERLMAN; GRAF, 2014a);

e Presenca de anaplasia (focal ou difusa);

e Data da nefrectomia;

e Recaida a distancia (metastase distante);

e Local anatbmico e data da recaida;

e Data da ultima consulta ou data do 6bito (follow up);

e Drogas utilizadas durante o tratamento (primario e recidiva).

4.2.3. Selecdo das amostras

Inicialmente, foi feito um levantamento de todos os casos diagnosticados e
tratados na divisdo de Pediatria do INCA, que passaram por cirurgia (nefrectomia) e
tinham amostras cadastradas no BNT-INCA. Foram identificados 98 casos, entre 0s
anos de 2007 e 2019. Foram excluidos 29 casos ap0s aplicarmos os critérios de
exclusdo. Foi solicitado ao BNT-INCA as laminas-espelho de hematoxilina-eosina
(HE) correspondentes ao material armazenado dos 69 casos remanescentes (tecidos
normal e tumoral), e essas laminas foram revisadas por um Unico patologista (Dr.
Paulo A. Faria) acompanhados pela pesquisadora (BMSP), confirmando a histologia
do tecido tumoral e a presenca de cértex renal no tecido normal. Durante a revisao,
foram excluidos outros 22 casos devido a falta de tecido tumoral viavel (presenca de
fibrose, necrose, etc.), ndo haver tecido tumoral disponivel no BNT-INCA e/ou por nao
seguirem o protocolo RSTG-SIOP-2001, restando ao final 47 casos que foram
divididos entre as analises moleculares subsequentes. A estratégia de selecdo do

estudo esta descrita na figura 4.1.
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Tumor de Wilms
(2007-2019)

Critérios de exclusdo

Revisdo
histopatologica

N=22

Figura 4.1 - Estratégia de selegdo dos casos incluidos no estudo. Casos excluidos em vermelho, casos

incluidos ao final da selecao em verde.

E importante destacar que, para as metodologias de validacdo descritas neste
estudo, as amostras selecionadas néo tiveram componente histolégico especifico
isolado, e que os tumores de Wilms apresentam, de uma forma geral, histologia

trifdsica, composto por blastema, epitélio e estroma.

4.3. METODOLOGIA

4.3.1. Revisdo anatomopatoldgica dos casos.

Durante a revisao das laminas e dos prontuarios, foi preenchida uma ficha com

as seguintes caracteristicas:

¢ Identificacdo do paciente (iniciais, niumero de matricula, data de nascimento e
diagnéstico, etc);

e Lateralidade do tumor, peso e dimensoes;

¢ Blocos (amostras fixadas em blocos de parafina e armazenadas na Divisédo de
Patologia do INCA (DIPAT-INCA) e laminas correspondentes a nefrectomia e

metastase disponiveis;
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e Amostras congeladas (armazenadas no BNT-INCA) e laminas
correspondentes a nefrectomia disponiveis;

e Histologia predominante (nefrectomia e metastase);

¢ Presenca de anaplasia (focal ou difusa);

e Presenca de restos nefrogénicos (intralobar ou perilobar);

e Presenca de metastase regional e/ou distante (ao diagndstico ou recidiva);

e Demais observacfes do patologista responsavel e/ou pesquisadora.

4.3.2. Anédlises in silico

4.3.2.1. Dados publicados e depositados em bancos de dados

Para avaliar se os achados iniciais relacionados a frequéncia de mutacdes e
expressao de miRNAs sdo exclusivos do nosso grupo de amostras ou se sdo comuns
a doenca, foram utilizados dois estudos: dados depositados no banco de dados
cBioPortal (https:/lwww.cbioportal.org/study/summary?id=wt_target 2018 pub)
gerados de pacientes tratados pelo COG (GADD et al., 2017) e dados depositados no
banco de dados GEO (Gene Expression Omnibus (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/)
(LUDWIG et al., 2016 - GSE57370) que utiliza amostras de pacientes tratados pelo
protocolo SIOP. Os testes estatisticos foram realizados no software GraphPad Prism
5.

4.3.2.2. Sequenciamento de nova geracado para expressdo génica -
dados prévios do grupo

Dados de transcriptoma obtidos por RNA-Seq, gerados durante o mestrado da
pesquisadora (BMSP), foram utilizados como ponto de partida para a selecdo dos
genes avaliados no presente estudo. Foram avaliados sete casos pareados de tecido
renal normal (cortex) adjacente ao tumor (RN), tumor primario (TW, especificamente
0 componente blastematoso) e metastases pulmonares (MET - recidivas da doenca).
As amostras foram provenientes da DIPAT-INCA, em blocos de parafina (FFPE, do
inglés Formalin-Fixed Paraffin-Embedded). ApGs reviséo patologica realizada pelo Dr.
Paulo A. Faria acompanhada pela pesquisadora, foi selecionado um bloco
correspondente a cada area de interesse: RN (cortex), TW (blastema) e MET (biopsias

pulmonares), sendo o0s trés blocos correspondentes ao mesmo paciente.
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Resumidamente, apos a selecao dos casos, foi confeccionada uma lamina espelho
em HE, na qual foi feita a marcacéo das areas de interesse especificas. Nos blocos
FFPE correspondentes, foram feitos 10 cortes transversais de 5 um de espessura com
micrétomo automatizado (LEICA RM2255). Cada corte foi fixado em uma lamina
histoldgica, e cada lamina espelho correspondente foi utilizada como padrao para 0s
cortes das areas especificas marcadas. Foi feita uma raspagem das laminas com os
cortes FFPE fixados, apenas nas areas demarcadas. A partir desse material
macrodissecado, foi feita a extracdo de RNA utilizando o kit RecoverAll Total Nucleic
Acid Isolation Kit for FFPE (Life Technologies, Carlsbad, Califérnia, EUA), de acordo
com as recomendacdes do fabricante. A avaliacdo da pureza e quantificacdo do RNA
extraido foi feita através de espectrofotometria por NanoDrop (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) e a integridade do material foi avaliada pela
técnica de transcricdo reversa seguido de reacdo em cadeia da polimerase
quantitativa (RT-PCRq, do inglés reverse-transcriptase quantitative polymerase chain
reaction), com base na amplificacdo do gene constitutivo GAPDH (114 nt), em Rotor-
Gene Q (Qiagen, Hilden, Alemanha) e com o reagente intercalante da dupla fita de
DNA QuantiFast SYBR Green PCR Kit (Qiagen). Posteriormente, as amostras que
passaram por esse controle de qualidade foram submetidas ao preparo das
bibliotecas de cDNA utilizando o kit TruSeq RNA Access Library Prep (lllumina), para
bibliotecas paired-end, seguindo as instrucbes do fabricante. As bibliotecas foram
quantificadas utilizando o kit comercial NEBNext Library Quant Kit for lllumina (New
England BioLabs, Ipswich, Massachusetts, EUA) através de uma reacdo de PCRqg em
termociclador Eco Real Time PCR System (lllumina) além de uma quantificacédo
paralela adicional feita por fluorimetria com o kit Qubit dsDNA Broad-Range Assay Kits
(Life Technologies). A partir dessas quantificacdes, foram feitos os calculos para
determinar a concentracao final de cada amostra para o sequenciamento, de 2 nM. O
sequenciamento foi realizado no sequenciador HiSeq2500 (lllumina), e foram
seguenciadas 21 amostras, correspondentes aos sete casos pareados selecionados.

Os dados provenientes do sequenciamento foram processados pela
pesquisadora em colaboracdo com a pesquisadora Dra. Mariana Boroni, do LBBC-
INCA. Resumidamente, os arquivos contendo os dados gerados pelo sequenciador
(dados brutos) no formato fastq foram submetidos a um controle de qualidade pelo
software FastQC v.0.11.5

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/), o corte dos reads
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gerados foi feito utilizando o pacote Trimmomatic v0.36 (BOLGER; LOHSE; USADEL,
2014), a retirada da cauda poli-A foi feita pelo pacote Prinseq lite-0.20.4
(SCHMIEDER; EDWARDS, 2011), o alinhamento dos reads ao genoma de referéncia
(versdo 38 do Genoma Humano, GRCh38) foi realizado utilizando o pacote STAR
v2.5.3a (DOBIN; GINGERAS, 2015) e, por fim, a contagem dos reads alinhados aos
genes correspondentes do genoma de referéncia foi feita através do pacote HTSeq
(ANDERS; PYL; HUBER, 2015).

A partir das matrizes de contagem geradas, foram realizadas as andlises de
expressao diferencial, utilizando o pacote DESeqg2 v.1.18.1 (LOVE; HUBER;
ANDERS, 2014). A normalizag&o dos dados foi feita com base no método de mediana
de razdes, que leva em consideragéo a profundidade do sequenciamento para cada
amostra (tamanho da biblioteca). Apds a normalizacéo, o teste de Wald foi aplicado
para cada gene para determinar se a diferenca encontrada entre 0s grupos é
significativa, assim como o método para correcao de multiplas hipéteses de Benjamini-
Hochberg (BH) (BENJAMINI; HOCHBERG, 1995) que calcula para cada gene um
valor de p ajustado (adjP) baseado na taxa de falsas descobertas (FDR, do inglés,
False Discovery Rate). As analises foram feitas em ambiente R versao 3.4.1, utilizando
a interface RStudio versdo 1.0.153. Os critérios considerados para significancia
estatistica dos GDEs foram IfcThreshold > 0.1; adjP < 0.001. Foram realizadas
comparacdes entre os grupos TW vs RN e MET vs TW.

As analises de enriquecimento de vias biologicas dos GDEs foram realizadas
através do software WebGestalt R (WEB-based Gene SeT AnalLysis Toolkit -
http://www.webgestalt.org/) (ZHANG; KIROV; SNODDY, 2005) utilizando o banco de
dados KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, KANEHISA, 2000), pelo
método de anadlise de enriquecimento de conjuntos de genes (GSEA, do inglés Gene
Set Enrichment Analysis), sendo considerados vias enriquecidas aquelas com adjP <
0,05 (SUBRAMANIAN et al., 2005) , através do método de BH, usando o genoma

humano como referéncia.

4.3.2.3. Sequenciamento de nova geracao para avaliacdo de mutacoes -

dados prévios do grupo

Os dados provenientes do sequenciamento de RNA-Seq das amostras de RN,
TW e MET foram avaliados para a presenca de mutagdes e pequenas insergbes em

RPL5 e RPL11, que pudessem estar associadas as diferencas de expresséo
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observadas. Esta etapa foi realizada em colaboracdo com o aluno de doutorado,
Marco Antonio Pretti, no LBBC-INCA. Essa andlise foi feita conforme as boas préticas
do pacote GATK4 (AUWERA et al., 2013)(HELDENBRAND et al., 2019). Os reads de
cada amostra foram alinhados ao genoma de referéncia (versdo 38 do Genoma
Humano, GRCh38) utilizando o pacote STAR-2-PASS v2.6 (DOBIN; GINGERAS,
2015), as leituras duplicadas foram marcadas utilizando o pacote Picard v2.18.5
(https://broadinstitute.github.io/picard/) e a qualidade das bases foi recalibrada através
do GATK4. Variantes de base Unica e pequenas insercfes e delecdes foram
identificadas utilizando o Varscan2 (KOBOLDT et al., 2009) utilizando os parametros
default do programa e uma cobertura minima de sete leituras para cada amostra. O
parametro '‘processSomatic' do Varscan?2 foi utilizado para selecionar variantes de alta

qualidade.

4.3.2.4. Microarranjo de metilagdo - dados prévios do grupo

Foram utilizados os resultados gerados pelo aluno de iniciacdo cientifica Jodo
Victor da Silva Guerra, sob orientacdo da pesquisadora Dra. Mariana Maschietto no
Laboratério Nacional de Biociéncias (LNBio), Centro Nacional de Pesquisa em
Energia e Materiais (CNPEM) em Campinas (SP). Foram selecionados sete casos
com amostras pareadas de RN, TW primario e metastases pulmonares (recidivas),
sendo que cinco destes casos também foram avaliados pelo RNA-Seq. As amostras
selecionadas tiveram seu DNA extraido com o kit QlIAamp DNA Mini kit (Qiagen)
seguindo as instru¢des do fabricante. Em seguida, o DNA foi tratado com bissulfito de
sédio utilizando o kit EZ DNA Methylation Kit (Zymo Research, Irvine, California).

Este projeto avaliou cerca de 450 mil sitios de metilagcdo (denominados sitios
CpG) usando a plataforma Infinum HumanMethylation 450K Beadchip arrays
(llumina), nos sete casos pareados de RN, TW (componente blastematoso) e MET
(bi6psias pulmonares), sendo cada trio correspondente ao mesmo paciente. Esta
andlise foi realizada com o intuito de avaliar o perfil de metilacdo das Regifes
Diferencialmente Metiladas (DMRs) e Posi¢des Diferencialmente Metiladas (DMPs),
com o objetivo de identificar regides e/ou posi¢cdes com padréo de metilacao alterado,
que possam ser associados ao desenvolvimento e a progressao tumoral de TW.
Resumidamente, foram avaliados os trios de amostras de RN, TW e MET
considerando as variagdes inter e intra-pacientes para identificar as DMPs utilizando

o pacote minfi (RITCHIE et al., 2015). Foram considerados significativos os CpGs com
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uma diferenca média absoluta de metilacao (|delta|) maior que 10% e adjP < 0,01.
As DMRs foram identificadas utilizando o pacote DMRcate (PETERS et al., 2015)
tendo como parametro, sequéncias de 300 pares de bases contendo pelo menos sete
sitios CpGs consecutivos mostrando o0 mesmo padrdo de metilagdo. Foram
consideradas estatisticamente significativas as DMRs com adjP <0,05 e |delta3| maior
que 10%.

4.3.2.5. Microarranjo de expressdo de miRNAs - dados prévios do

grupo

Foram utilizados os resultados gerados durante o doutorado da aluna Rafaela
Montalvao de Azevedo, concluido em marco de 2018 no INCA sob orientacdo da
pesquisadora Dra. Beatriz de Camargo.

Para realizar o microarranjo, foram selecionados 20 casos de TW primario
(FFPE), com predominio do componente blastematoso, dos quais foi selecionado e
macrodissecado especificamente este componente. Desses 20 casos, foi avaliado
também o tecido normal (RN, cértex) de cinco pacientes. Para extracdo do RNA total,
foi usado o kit RecoverAll™ Total Nucleic Acid Isolation Kit for FFPE (Life
Technologies), seguindo as instru¢des do fabricante. A avaliacdo da integridade e
qualidade do RNA extraido foi feita pela técnica de RT-PCRg, com base na
amplificacéo do gene constitutivo GAPDH (114 nt), em Rotor-Gene Q (Qiagen) e com
0 reagente intercalante da dupla fita de DNA SYBR GoTag® gPCR Master Mix
(Promega, Madison, Wisconsin, EUA).

As amostras que passaram pelo controle de qualidade foram hibridizadas nos
chips de microarranjo miRNA 4.0 Array (Affymetrix - Thermo Fisher Scientific, Santa
Clara, Califérnia, EUA), segundo o protocolo FlashTag™ Biotin HSR Labeling Kit
(Affymetrix). O Genechip® miRNA 4.0 Array (Affymetrix) contém sondas desenhadas
para avaliar a expressao de pequenos RNAs nédo codificantes (sncRNAs, do inglés
small non coding RNASs) contidos no banco de dados miRBase versao 20, cobrindo
30.424 sequéncias de seis organismos, dos quais 6.597 sdo de humanos, incluindo
2.578 miRNAs maduros. Os chips foram lidos em scanner GeneArray® Scanner 7G
(Affymetrix), segundo as instrugbes do fabricante. Apés a captura das imagens, a
analise inicial das hibridagbes foi feita utilizando o software Expression Console
(Affymetrix), e os arquivos gerados em formato *.cel. Os dados foram normalizados
através do método RMA (do inglés, Robust Multiarray Average) (IRIZARRY, 2003)
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utilizando p < 0,05 como critério de expressdo diferencial determinada por uma
abordagem bayesiana empirica. A analise dos dados de expresséao global foi realizada
em ambiente R usando o pacote limma (do inglés, Linear Models for Microarray)
(RITCHIE et al., 2015). MIRNAs com valor de p < 0,05 foram considerados

diferencialmente expressos entre 0s grupos.

4.3.3. Coleta e armazenamento das amostras

As amostras provenientes do BNT-INCA foram armazenadas a -80°C até o

momento da extracdo de RNA e/ou proteinas.

4.3.4. Extracao de RNA

A extracdo de RNA foi realizada utilizando o kit comercial RecoverAll Total
Nucleic Acid Isolation Kit for FFPE (Life Technologies), de acordo com as
recomendacdes do fabricante. As amostras congeladas foram fragmentadas com o
auxilio de um bisturi e maceradas com o auxilio de um pistéo para facilitar a digestdo
do tecido durante a extracdo, sendo mantidas em gelo seco durante todo o processo.
Foram adicionados a cada amostra 100 ou 200 pL (a depender da quantidade de
tecido) de tampéao de digestdo juntamente com 4 uL de protease, homogeneizando-
as levemente. As amostras foram entédo incubadas a 50°C por 30 min em termobloco
e, em seguida, a 80°C por 15 min, para completa digestdo da amostra.
Posteriormente, foram adicionados 120 ou 240 uL do Aditivo de Isolamento e 275 ou
550 pL de etanol 100%, homogeneizando-se por pipetagem. O sobrenadante foi
transferido dos tubos para as colunas de purificagdo acopladas aos tubos coletores
de 2 mL, e centrifugados a 10.000 rpm por 30 segundos, e o liquido filtrado no tubo
coletor foi descartado apds a centrifugacdo. Em seguida, foram adicionados 700 pL
do Tampéao de Lavagem 1 na coluna de purificacdo e os tubos foram centrifugados
por 30 segundos a 10.000 rpm, e descartado o liquido filtrado do tubo coletor. Apds a
primeira lavagem, 500 uL do Tampéo de Lavagem 2/3 foram adicionados a coluna de
purificacdo e os tubos foram centrifugados a 10.000 rpm por 30 segundos, sendo o
liquido presente no tubo coletor descartado. Procedeu-se uma nova centrifugacao
rapida para eliminar qualquer residuo de liquido presente na coluna de purificacéo,
sendo o liquido residual filtrado descartado, e as colunas de purificagcdo transferidas

para um novo tubo coletor de 2 mL, & qual foi adicionada a solugdo de DNase,
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preparada no momento da aplicacdo (6 uL de tampao 10x DNase + 4 uL DNase + 50
uUL de &gua livre de nuclease) sendo entdo adicionados 60 pL da solucdo a cada
coluna. As colunas foram incubadas em temperatura ambiente (T.A) por 30 min e
adicionou-se 700 pL do Tampéao de Lavagem 1 a coluna de purificacao, incubando-se
por 1 min T.A e, em seguida, os tubos foram centrifugados a 10.000 rpm por 30
segundos, descartando-se o filtrado. Foram adicionados 500 pL do Tampé&o de
Lavagem 2/3, centrifugando os tubos novamente a 10.000 rpm por 30 segundos e
descartou-se o filtrado. As colunas de purificagcdo foram novamente transferidas para
novos tubos coletores de 1,5 mL, e entdo adicionados 30 pL de solucéo de eluicéo.
Os tubos foram incubados a T.A por 5 min e, em seguida, centrifugados a 13.400 rpm
por 1 min. Foram realizadas duas eluicdes com o objetivo de recuperar o maximo de
RNA final. As colunas de purificacdo foram descartadas e os tubos contendo o RNA

total extraido foram armazenados a - 80°C.

4.3.4.1. Avaliacdo da qualidade e quantificacdo de &cidos nucléicos

A avaliacdo de pureza e quantificacdo do RNA total foi realizada por
espectrofotometria através de NanoDrop™ 2000 (Thermo Fisher Scientific), com base
nas razdes de absorbancia dos &cidos nucléicos em 260 nm/230 nm e 260 nm/280
nm, através das quais foi avaliada a presenca de contaminantes organicos ou

inorganicos, respectivamente.

4.3.4.2. Reacdao de transcricéo reversa (RT) convencional

Para a sintese do cDNA, foi feita uma reacéo de transcricdo reversa (RT, do
inglés, Reverse Transcription) na qual foram utilizados 250 ng de RNA total e a enzima
transcriptase reversa Im Prom Il Reverse Transcriptase (Promega). A cada tubo
contendo 250 ng de RNA total, foram adicionados 1 yuL de Random Primer (Hexamer,
250 ng - Invitrogen, Carlsbad, California, EUA), 1 pL de mix de dNTP (10 mM -
Promega) e quantidade suficiente de agua ultrapura para completar o volume de 12
pL. Os tubos foram aquecidos a 65°C por 5 min em termociclador Veriti (Applied
Biosystems, Foster City, Califérnia, EUA). As amostras foram transferidas para o gelo,
e entdo foram adicionados a cada tubo 7 pL do mix preparado no momento da
aplicacao (4 pL de tampao da enzima 5x RT (Invitrogen) + 2 p L de DTT (0,1 M -

Invitrogen) + 1 pL de &agua ultrapura, para cada amostra). A solucdo foi
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homogeneizada por pipetagem, incubada a T.A por 2 min e em seguida foi adicionado
1 yL de Im Prom Il Reverse Transcriptase a cada tubo. As reacdes foram incubadas
em termociclador por 10 min a 25°C e 50 min a 42°C, com a inativacao da enzima feita
a 70°C por 15 min. Os tubos contendo o cDNA sintetizado foram armazenados a -

20°C até o momento do uso.

43.4.3. Reagdo em cadeia da polimerase quantitativa (PCRQ)

convencional

As reacOes de PCRq foram realizadas utilizando o sistema Rotor-Gene Q
(Qiagen) e o reagente intercalante da dupla fita de DNA QuantiFast SYBR Green PCR
Kit (Qiagen). O gene B-actina foi utilizado como controle interno. As sequéncias dos

oligonucleotideos especificos para cada gene encontram-se no quadro 4.1.

Quadro 4.1 - Sequéncias de oligonucleotideos utilizados para amplificacdo dos genes RPL5, RPL11

(genes-alvo) e B-actina (controle interno) na PCRaq.

Sequéncia dos oligonucleotideos Tamanho do amplicon Referéncia
Alvo Y
(5" -3) (pb)
F:GGTCTCTGTTCCGCAGGATG Desenhado pelo
RPL5 102 autor
R:CAGTTTTACCCTCTCGTCGTCT
F:CGCTGGTTCCAGCAGAAGTATGA Desenhado pelo
RPL11 133 autor
R:GGCCAGGATCCTTTCACAGAA
F: GCACCCAGCACAATGAAG Desenhado pelo
B- 117 autor
actina R:CTTGCTGATCCACATCTGC

Legenda: F: Primer forward; R: Primer reverse.

As reacdes de PCRq foram realizadas em triplicata, com dois controles
negativos (interno e externo) para cada reagdo. As reacbOes foram feitas em
microtubos (Qiagen) e em rotor de 72 pocos, seguindo o protocolo do fabricante.
Inicialmente, o cDNA obtido de RNA total a 250 ng foi diluido na razdo 1:10 em agua

ultrapura, sendo as amostras mantidas em gelo até o momento da utilizagdo para
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evitar a degradacdo do material devido a sua alta instabilidade. Em uma capela de
fluxo laminar, foi preparado um mix contendo: 3,4 uL de agua ultrapura + 0,3 pL de
primer Forward (10 mM) + 0,3 pL de primer Reverse (10 mM) + 5,0 yL de QuantiFast
SYBR Green PCR Kit (Qiagen). Foram adicionados 9 pL do mix a cada tubo e,
posteriormente, fora da capela de fluxo laminar, foi adicionado 1 uL de cDNA diluido
a cada tubo, chegando a um volume final de reagao de 10 pL. As reagbes ocorreram
de acordo com a seguinte ciclagem:

e 95°C por 10 min;
» 40 ciclos:
e 95°C por 5 segundos (desnaturagéo);
e 60°C por 10 segundos (anelamento, extensdao e posterior captura de

fluorescéncia).

Apods o término da reacdo, uma curva de dissociacdo (ou curva de Melting) foi
gerada pelo equipamento. Essa curva € analisada com o objetivo de verificar se os
produtos obtidos séo especificos e se houve formacédo de estruturas secundarias entre
os oligonucleotideos (como anelamento entre primers) e contaminacdo na reacao
(através da analise dos controles negativos). O ciclo de threshold (CT, do inglés Cycle
Threshold), é definido como o ciclo da PCRq no qual o sinal fluorescente do fluoréforo
utilizado (nesse caso, 0 SYBR GREEN), atinge um limite previamente definido (o
threshold). Inicialmente, ha poucas copias do amplicon de interesse, e ao longo da
reacdo, ao ultrapassar o threshold pré-estabelecido, a reacdo entra na fase
exponencial, ou seja, ha a formacdo exponencial do nimero de amplicons. O valor
numeérico do CT é inversamente relacionado a quantidade inicial de moldes na reacao
(ou seja, quanto menor o CT, maior sera a quantidade de RNAm de intresse inicial).
As analises de expressao foram realizadas pelo método de quantificacdo relativa do
RNAmM de cada gene, utilizando o gene B-actina como controle interno, pelo método
do ACT (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008).

Como as reacdes foram feitas em triplicata, foi feito um célculo da média dos
CTs para cada gene (alvo e controle interno), e foi feita a diferenca entre as médias
dos CTs (ACT) de cada gene alvo e a média dos CTs do controle interno (8-actina).
Os calculos foram realizados através do programa Microsoft Excel, e os valores de
quantificacdo relativa para os genes RPL5 e RPL11 foram determinados pela

férmula 2-4CT,
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4.3.4.4. Reacdao de transcricao reversa (RT) para miRNAs

As andlises de expressao de miRNA foram realizadas utilizando o kit comercial
miScript PCR System (cat. Number 218161 - Qiagen). O RNA total & submetido ao
protocolo do 5x miScript HiSpec - que tem como finalidade avaliar os miRNAs maduros
de interesse - que poliadenila mIRNAs maduros pela enzima polimerase poly (A).
Esses miRNAs sdo em seguida, transcritos de forma reversa em cDNA utilizando os
primers oligo-dTs, de forma paralela. Esses oligo-dTs possuem uma sequéncia 3’
degenerada e uma sequéncia marcada na extremidade 5’ que permite a amplificagao
do miRNA maduro na etapa de PCR em tempo real.

Um total de 250 ng de RNA total foi usado para compor um mix contendo 4 pL do
tampé&o 5x miScript HiSpec, 2 pL de 10x miScript Nucleics mix, 2 pL de miScript
Reverse Transcriptase mix e agua ultrapura suficiente para completar o volume final
de 20 pL. As reacBes foram incubadas em termociclador Veriti (Applied Biosystems)
por 60 min a 37°C e, em seguida, por 5 min a 95°C para inativar a transcriptase
reversa. Os tubos contendo o cDNA sintetizado foram armazenados a -20°C até o

momento do uso.

4.3.4.5. Reagdo em cadeia da polimerase quantitativa (PCRQq) para miRNAs

Foi utilizado como controle interno, 0 miIRNA de referéncia RNU-6 (miScript
Primer Assay HS RNU6 — cat. Number 218300 - Qiagen). As reacdes de PCRq foram
realizadas utilizando o sistema Rotor-Gene Q (Qiagen) e o reagente intercalante de
dupla fita de DNA especifico para miRNAs miScript SYBR Green PCR kit (cat. Number
218073 - Qiagen).

Todos os pares de primers foram adquiridos prontos, desenhados pela
empresa (Qiagen), e as reacOes de PCR( foram realizadas seguindo o protocolo do
fabricante. Foram avaliados os seguintes miRNAs-alvos: miR-671-5p e miR-31-5p
(que tém como alvo o0 gene RPL5); e miR-212-5p e miR-140-3p (que tém como alvo o
gene RPL11) (cat. Number de todos os miRNAs utilizados: 218300 — Qiagen).

As reacdes de PCRq foram realizadas em triplicata, com dois controles
negativos (interno e externo) para cada reacdo. As reacOes foram feitas em
microtubos (Qiagen) e em rotor de 72 pocos. Inicialmente, o cDNA obtido de 250 ng

de RNA total foi diluido na razdo 1:10 em agua ultrapura. Em uma capela de fluxo
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laminar, foi preparado um mix contendo: 5 pL de 2x QuantiTect SYBR Green PCR
Master Mix + 1 pL de 10x miScript Universal Primer (constitui o primer reverse) + 1 L
de miScript Primer Assay (constitui o primer forward) + 2 pL de agua ultrapura. Foram
adicionados 9 pL do mix a cada tubo e, posteriormente, fora da capela de fluxo
laminar, foi adicionado 1 uL de cDNA diluido a cada tubo, chegando a um volume final
de reacdo de 10 pL. As reacdes ocorreram de acordo com a seguinte ciclagem:

95°C por 15 min;

e 40 ciclos:
e 94°C por 15 segundos (desnaturacao);
e 55°C por 30 segundos (anelamento)
e 70°C por 30 segundos (extensdo e posterior captura de
fluorescéncia).

Apods o fim da reacdo, foram obtidas as curvas de dissociacdo, que foram
analisadas para a presenca de produtos inespecificos. As analises de expressao
foram realizadas pelo método de quantificacdo relativa, pelo método de ACT
(SCHMITTGEN; LIVAK, 2008). Como as reacfes foram feitas em triplicata, foi feito
um célculo da média dos CTs para cada miRNA (alvo e controle interno), e foi feita a
diferenca entre as médias dos CTs (ACT) de cada miRNA alvo e a média dos CTs do
controle interno (RNU-6). Os calculos foram realizados através do programa Microsoft
Excel, e os valores de quantificacdo relativa para os miRNAs de interesse foram

determinados pela formula 2-2€T,

4.3.5. Extracdo de proteinas

Essa etapa foi realizada em colaboracdo com a pesquisadora Dra. Patricia
Possik, no laboratoério de Biologia Celular do INCA.

Os tecidos tumorais e de cortex renal normal foram fragmentados com um
bisturi e macerados com o auxilio de um pistédo para facilitar a digestdo do tecido
durante a extragcdo, sendo mantidos em gelo seco durante todo o processo. Em
seguida, adicionou-se 30 pL de tampéo de lise celular RIPA (ensaio de precipitacéo
radioimune do inglés, Radioimmuno Precipitation Assay) (preparado no momento do
uso: 827 pL de RIPA - composto por 50 mM de Tris-HCI, 150 mM NaCl, NP 40 1%,
deoxicolato de sodio 0,5%, 01% de sodio dodecil sulfato- + 143 pL de inibidor de
protease + 10 pL Na3vVO4 + 10 pL NaF + 2 pL pepstatina), ressuspendendo o pellet

com batidas leves no tubo. As amostras foram incubadas por 30 min mantidas em
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gelo, homogeneizando-as a cada 10 min. Em seguida, foram centrifugadas a 13.000
rpm por 3 min, a 4°C. Transferiu-se o sobrenadante para um novo tubo, e as amostras
foram quantificadas em espectrofotometro utilizando o método de Bradford
(BRADFORD, 1976).

Para a quantificacdo, realizou-se a diluicdo do Bradford 5x (Bio-Rad protein
assay, Bio-Rad, Hercules, California, EUA) em agua destilada na propor¢cédo 1:4. A
cada cubeta, foram adicionados 3 pL de amostra e 1 mL da solug&o de Bradford. As
cubetas foram vortexadas e incubadas em T.A por 5 min, e entdo foi feita a leitura da
absorbancia em espectrofotobmetro, no comprimento de onda de 595 nm. Para a
quantificacdo, foi realizada a leitura de amostras para constru¢cado da curva padrao
com BSA (do inglés, Bovine Serum Albumin) em gradiente de concentracéo de 10 a
0,625 mg/mL. A determinacdo da quantificacdo final foi feita com base na curva
padrdo obtida através do software Microsoft Excel.

A partir da determinacao final das concentragdes obtidas, as amostras foram
diluidas com o objetivo de que todas apresentassem a mesma concentracao final para

a proxima etapa, que é o preparo do gel de corrida.

4.3.5.1. Western blotting

ApoOs a quantificacdo, as amostras foram diluidas em tampéao RIPA a fim de se
obter uma quantidade final de 10 pg de proteina, em um volume final de 12,2 pL.
Essas amostras diluidas, adicionadas do tampéo de corrida (tamp&o 5x Laemmli
Sample com 2-mercaptoetanol — Bio Rad) foram aquecidas no momento da corrida do
gel, em termociclador, a 95°C por 10 min. Para a corrida, foram utilizados géis
comerciais (4-20% Mini-PROTEAN TGX Precast Protein Gels, Bio-Rad). O tampéao de
corrida 1x foi preparado a partir da solugcdo concentrada do tampdo 10x
Tris/Glycine/SDS (Bio-Rad), com 100 mL de solucao concentrada e 900 mL de agua
destilada. Com o sistema montado, foram aplicadas as amostras, e a corrida de
separacédo de proteinas foi realizada a 80 Volts por 2 horas. Durante esse tempo, foi
preparado o tampao de transferéncia, com 80 mL de TBS 10x (do inglés, Tris Buffered
Saline) + 720 mL de &gua destilada + 200 mL de metanol, e essa solucdo foi
armazenada a 4°C até o momento do uso.

Ao fim da corrida, foi feita a transferéncia de proteinas, utilizando o sistema
sanduiche contendo a membrana de nitrocelulose. A transferéncia foi feita a 100 Volts

por 1 hora, utilizando a solucdo gelada e o sistema mantido em gelo durante o
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processo. Apos a transferéncia, a membrana foi retirada do sistema e incubada com
solucdo de bloqueio dos sitios ndo ocupados por 1 hora em T.A sob agitacédo
constante. Essa solucéo de bloqueio foi preparada com leite em p6 desnatado, diluido
em TBS-T 0,05% (50 mL de TBS 10x + 450 mL de agua destilada + 250 uL de Tween
20). Apos o bloqueio, a solucéo foi descartada e a membrana lavada por 3 vezes com
TBS-T 0,05% em intervalos de 10 min, sob agitacao constante. Terminada a lavagem,
a membrana foi incubada com os seguintes anticorpos primarios em solucdo de TBS-
T 0,05%/BSA 4% overnight, sob agitacdo constante a 4°C: RPL5 (1:1.000, 34 kDa. Ab
86863 - ABCAM, Cambridge, Reino Unido) e RPL11 (1:1.000, 22 kDa. Ab 79352 -
ABCAM).

ApoOs a incubagédo, as membranas foram lavadas 3 vezes, em intervalos de 10
min com TBS-T 0,05%, sob agitacdo constante, e em seguida, incubadas com o
anticorpo secundario (anti-rabbit, 1:10.000), em solucéo de leite e TBS-T 0,05%, por
1 hora em T.A. Posteriormente, as membranas foram lavadas novamente por 3 vezes
com TBS-T 0,05% em intervalos de 10 min e seguiu-se para 0 processo de revelacao,
utilizando o reagente ECL Western Blotting Substrate (Promega) na proporgéo 1:1
(solucdo de peroxido : solucédo intensificadora de luminol). As membranas foram
colocadas em cassete de revelacdo e expostas a filme sensivel a
guimioluminescéncia Amersham Hyperfilim ECL (Amersham Biosciences Little
Chalfont, Reino Unido), com tempos de exposi¢ao entre 1 minuto e 10 segundos. A
revelacao do filme foi feita de acordo com as instrucfes do fabricante.

Como o controle constitutivo da reagdo tinha peso molecular muito préximo das
proteinas de interesse, apos a revelacdo, as membranas foram lavadas por 3 vezes
com TBS-T 0,05% em intervalos de 10 min, e entdo incubadas com o anticorpo
primario anti-B-actina (1 : 5.000, 42 kDa. A5316 - Sigma, St Louis, Missouri, EUA), por
2 horas em T.A. As membranas foram novamente lavadas por 3 vezes com TBS-T
0,05% e incubadas por 1 hora com o anticorpo secundario anti-mouse (1:10.000),
lavadas e reveladas seguindo o mesmo protocolo anterior, com tempos de exposi¢ao

variando entre 1 minuto a 2 segundos.

4.3.6. Andlises estatisticas - Analises de distribuicdo, grupos e testes

adotados.

Foi adotado o teste Kolmogorov-Smirnov para verificar se o0s valores

obedeciam a distribuicdo normal. Para analises de comparacgéo entre dois grupos de
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nameros amostrais diferentes e com distribuicdo paramétrica ou ndo-parameétrica
foram adotados os testes de t de Student ou Mann Whitney, respectivamente. Em
andlises para mais de dois grupos com distribuicdo paramétrica ou ndo-paramétrica,
os testes de ANOVA ou Kruskal-Wallis foram utilizados, respectivamente. A analise
era seguida dos pos-teste de mdltiplas comparacdes de Tukey ou Dunn,
respectivamente. Analises em que um ou mais dos grupos néo atingia o valor minimo
de amostras (n < 5) para o teste de distribuicdo de valores foram realizadas pelos
testes nao-parameétricos previamente citados. Todas as analises de correlacéo
utilizaram teste ndo-paramétrico de Spearman. A construcao dos graficos e analises
estatisticas foram realizadas no programa GraphPad Prism versdo 8.0.1 (Prism).

Foram considerados significativos valores de p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. SELECAO DOS CASOS

Inicialmente, 47 casos de pacientes portadores de TW foram selecionados para
as andlises moleculares. Esses casos foram divididos entre as técnicas realizadas, de
acordo com a disponibilidade de tecido tumoral e normal. A distribuicdo dos casos
avaliados em cada metodologia esta descrita na figura 5.1. As caracteristicas clinico-
patolégicas e em quais metodologias cada amostra foi incluida estdo descritas
detalhadamente no ANEXO 2.

47 casos de
tumor de Wilms
(2007 — 2019)

w

-
RT-PCRq RT-_PCRq Western blotting
(expressédo génica) (miRNA) N =10
N =44 N =34 (TW 10/ RN- 10 — casos
(TW: 44/ RN: 10) (TW: 34/ RN: 10) pareados
N

Figura 5.1 - Distribuicdo dos casos de tumor de Wilms disponiveis no BNT-INCA, entre as técnicas
moleculares realizadas.

Um ponto importante a ser destacado € que, nas analises moleculares de
validagédo descritas neste estudo, as amostras nao foram avaliadas por componente
histolégico isolado, como foi 0 caso do RNA-Seq, do Infinium 450K e do microarranjo,
em que foi avaliado especificamente o componente blastematoso nas amostras de
tumor primario. Nas técnicas de RT-PCRq (tanto para expresséo génica quanto para
MiRNA) e expressdo proteica, as amostras utilizadas continham todos os
componentes histologicos, em diferentes proporc¢des. De acordo com a literatura,
sabe-se que essa heterogeneidade histologica pode impactar diretamente a
expressao de genes e, consequentemente, dos miRNAs que tém esses genes como
alvos e proteinas codificadas por eles (MASCHIETTO et al., 2008)(SREDNI. et al.,
2009)(GADD et al., 2012)(TRINK et al., 2018).

Porém, para amostras congeladas, € inviavel realizar a macrodissec¢ao para
isolar determinado componente histolégico, como pode ser feito em amostras

parafinadas. Por outro lado, analises moleculares com amostras FFPE séo
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dificultadas devido a alta degradacdo do material gendmico, principalmente de RNA,
que, além disso, € muito instavel. Portanto, apesar de termos selecionado da forma
mais homogénea possivel a casuistica para todas as técnicas avaliadas, este € um
viés do nosso estudo, em relacdo as técnicas realizadas previamente pelo grupo,

também descritas no estudo.

5.2. DADOS PREVIOS DO GRUPO E VALIDACOES EM AMOSTRAS
INDEPENDENTES

5.2.1. Avaliacao do perfil de expresséo génica de RPL5 e RPL11

A partir das andlises de expressao diferencial (RNA-seq) de sete casos pareados
de RN, TW e MET, foram identificados 196 GDEs entre MET e TW, sendo 58 (29,3%)
com perfil de super-expressédo, e 138 (70,7%) com perfil de sub-expressdo nas
amostras de metastase em relacdo ao tumor primario. Na comparacdo TW vs RN,
foram identificados 2.569 GDEs, dos quais 1.100 (42,8%) apresentavam um perfil de
super-expressao e 1.469 (57,2%) um perfil de sub-expressédo nas amostras tumorais
em relacdo ao tecido normal. Analises de enriquecimento de vias de sinalizacéo
celular (KEGG) dos GDEs usando o genoma humano como background foram
realizadas no software WebGestaltR. Na comparacdao MET Vs TW, foi identificada
apenas a via ribossomal enriguecida, a qual foi também identificada (dentre outras 33
vias) na comparacdo TW vs RN. A via Ribossomal (hsa03010) é composta por genes
que codificam as proteinas ribossomais, as RPs.

Na comparacédo entre TW vs RN, a via ribossomal foi enriquecida de forma up-
regulada, com 14 GDEs (FDR =0.020). Ja na comparacao entre MET Vs TW, a via foi
enriquecida de forma down-regulada, com 35 GDEs (FDR > 0.01). Dentro desta via,
foram identificados 11 genes RPs comumente desregulados entre as duas
comparacoes, apresentando todos os 11 genes um perfil de super-expressao no TW
em relagéo ao RN, e de menor expressao em MET em relagéo ao TW. A partir destes
resultados, foi feita uma busca por estudos sobre esses 11 genes a fim de avaliar a
relevancia no contexto do cancer, com foco principal em tumores pediatricos.

Foram identificados diferentes estudos apontando um papel regulatério chave
do gene RPL5 na via ribossomal, bem como na via MDM2-p53. A desregulacéo de
MDM2-p53 esta intimamente relacionada a carcinogénese, além ser regulada por

proteinas oncogénicas e supressoras tumorais conhecidas, como MYC e p53,
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respectivamente. A maior parte dos estudos encontrados indica que ha uma regulacao
conjunta dessas vias mediada principalmente por RPL5 juntamente com o RPL11.
RPLS5 foi identificado diferencialmente expresso (DE) tanto na comparacdo TW vs RN
quanto na comparagdo MET vs TW, enquanto RPL11 apresentou-se DE apenas na
comparacao MET vs TW (figura 5.2). Apesar disso, os dois genes apresentavam um
mesmo perfil de expressédo, em ambas as comparagdes, assim como todos 0s outros
11 GDEs comuns as comparacoes, pertencentes a via ribossomal enriquecida nas
nossas analises. Visto que tanto a desregulacdo da expressdo génica quanto
mutacOes nesses genes ja foram associadas a diversos tipos de tumores - como
a LLA-T pediatrica, glioblastoma, melanoma, cancer de mama e outros —
selecionamos RPL5 e RPL11 como alvos do presente estudo (RAO et al., 2012)(DE
KEERSMAECKER et al., 2013)(FANCELLO et al., 2017)(BLOMBERY et al.,
2018)(JOHANSSON, PETER A. et al., 2020).

RPLS5 RPL11 RN: 6
RN: 6 TW: 7
12+ *k ek TW: 7 139 MET: 7
' 1 ' MET:7
= oo ° *k
@ 11 — e 124
7} . @ .
1 ., £ e et
s B . —a— 5 M e .
L ]
5 [ ] 5 [ g [x] ° L]
94 =z 104 —
= o O]
o - °
8 T T T 9 T T T
RN ™ MET RN ™ MET
A p = 0,0004 B p =0,0029

Figura 5.2 - Avaliacdo da expressdo génica de RPL5 e RPL11 em tumores de Wilms para os
dados provenientes do RNA-Seq. Grafico de pontos mostrando os niveis de RNAm dos genes RPL5
(A) e RPL11 (B) através dos valores de expressdo em escala logaritmica (log2) das amostras de cada
grupo, obtidas através da técnica de RNA-Seq. Teste ANOVA com pos teste de Tukey (* p < 0.05, * p
<0.01, *** p < 0.01). (RN = Rim normal; TW = Tumor de Wilms - blastema; MET = metastase).

5.2.1.1. Validagéo da expressao de RPL5 e RPL11 por RT-PCRq

No presente estudo, foi utilizado para validagdo um conjunto independente de
amostras, sendo estas amostras congeladas armazenadas no BNT-INCA. A analise
de transcriptoma foi feita a partir de amostras pareadas de RN, TW e também de
amostras metastaticas. No entanto, no BNT-INCA ndo ha amostras metastaticas
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RNAmM (expressao)

disponiveis. Portanto, com o objetivo de avaliar a associacdo entre a expressao de

RPL5 e RPL11 e metastase (recidiva da doenca), na validacdo, as amostras de tumor
primério foram divididas em dois grupos: um grupo de pacientes que apresentou
recidiva da doenca Vs um grupo de pacientes que nao apresentou recidiva da doenca.

Para a validac&o dos niveis de expresséo génica, foram selecionadas inicialmente

44 amostras de tumor primario e 10 amostras de tecido renal normal para extracao de

RNA. Quatro amostras tumorais foram excluidas durante a etapa de quantificacdo de

RNA total, pois apresentaram quantificacéo insuficiente para a reacdo de sintese de

cDNA; e uma amostra de tecido normal foi excluida por ndo apresentar amplificacéo

do GAPDH. Dessa forma, restaram 40 amostras de tumor primario, das quais nove

eram provenientes do grupo de pacientes que apresentaram recidiva da doenca e 31

do grupo de pacientes que nao recidivaram.
Para o gene RPL5, duas amostras ndo apresentaram amplificacéo (1 TW e 1

RN). A comparacao entre TW e RN n&o mostrou diferencga significativa da expressao
de RPL5 entre os grupos (p = 0,0668, figura 5.3A). Da mesma forma, na comparacao

entre o grupo normal, recidiva (TW rec) e o grupo sem recidiva (TW sem rec), RPL5

nao se mostrou diferencialmente expresso (p =0,1437; figura 5.3B; p = 0,4661; figura

5.3C).
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Figura 5.3 - Avaliacdo da expresséo génica de RPL5 em tumores de Wilms de acordo com o

tecido de origem e a presenca ou ndo derecidiva dadoenca. Gréfico de pontos mostrando os niveis

de RNAm de RPL5 detectados por PCRq e normalizados com os niveis de $-actina, no tecido normal

e em TW. A. Niveis de expressao entre amostras normais e tumorais; B. Niveis de expresséo entre

pacientes sem recidiva e com recidiva da doenga em relacéo ao tecido normal. Teste ANOVA com poés

teste de Tukey; C. Niveis de expressao entre pacientes sem recidiva e com recidiva da doenca. Teste

de Mann-Whitney (Legenda: RN = Rim normal; TW = Tumor de Wilms; TW (sem rec) = Tumor de Wilms

sem recidiva; TW (rec) = Tumor de Wilms com recidiva).

Com o intuito de avaliar se a diferenca de expresséo identificada pelos dados

do RNA-Seq poderia estar associada n&o a recidiva, mas sim a classificagcao de risco,
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foi feita uma analise entre os grupos de risco: alto risco Vs risco intermediario (Figura
5.4A). Nesse caso, 0s tumores do grupo de alto risco mostraram um maior nivel de
expressao de RPL5 quando comparados aos tumores do grupo de risco intermediario
(p = 0,0254). Para avaliar entdo o potencial discriminatério da expressdo de RPL5
entre os grupos, foi feita uma andlise por curva ROC (do inglés, Receiver Operating
Characteristic) (Figura 5.4B). No entanto, os valores de expressdo de RPL5 néo
foram capazes de discriminar os pacientes de acordo com o grupo de risco (p =
0,2443).
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R. intermediario: 31
0.4+ A 1004
r 1
o = -
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z *e e ]
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Figura 5.4 - Avaliacdo da expressao génica de RPL5 em tumores de Wilms de acordo com a
estratificacao de risco. A. Grafico de pontos mostrando os niveis de RNAmM de RPL5 detectados por
PCRq e normalizados com os niveis de -actina no tecido tumoral, com base na classificacao de risco
dos pacientes. Teste de Mann-Whitney. B. Curva ROC para estabelecimento de um corte de valor de
expressdo para distingdo de pacientes de risco intermediario e alto risco, a partir de amostras de

pacientes com tumor de Wilms. (* p < 0.05).

Também foi feita uma analise de acordo com o estadiamento da doenca, porém
também nao foi identificada nenhuma diferenca significativa entre os grupos (p =
0,7589) (Figura 5.5).
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Figura 5.5 - Analise da expressédo génica de RPL5 em tumores de Wilms de acordo com o
estadiamento da doenca. Grafico de pontos mostrando os niveis de RNAm de RPL5 detectados por
PCRq e normalizados com os niveis de B-actina, nas amostras tumorais. Teste ANOVA com pés teste

de Tukey. (I, Il e lll se referem ao estadiamento patolégico da doenca no momento do diagndstico).

Para o gene RPL11, seis amostras tumorais nao apresentaram amplificacao
mesmo apos repeticbes da reagdo, sendo todas elas pertencentes ao grupo de
pacientes que ndo recidivaram. Além disso, sete amostras de tecido renal normal
também nado apresentaram amplificacdo, restando apenas duas amostras desse
grupo para as analises estatisticas. Por isso, com o objetivo de manter a comparacéao
do perfil de expresséao entre os grupos normal e tumoral, foi aplicado para as amostras
que ndo apresentaram amplificacdo, a média de amplificacdo com valor 40, que € o
maximo de ciclos avaliados na reacao de RT-PCRg. Nesse conjunto de amostras, foi
observada uma menor expressao de RPL11 em amostras tumorais em comparacao
ao RN (p =0,0162; figura 5.6A). Foi observada uma diferenca significativa entre o RN
e 0s casos que recidivaram (p =0,0378; figura 5.6B) no entanto, ndo observamos
diferencas apenas considerando a recidiva ou nédo da doenga (p = 0,2758, figura
5.6C). Conforme ja mencionado, apenas 2 amostras de RN apresentaram expressao
do gene RPL11. Esse baixo nivel de expresséo no tecido normal ndo nos permite uma
analise estatistica ideal, porém, se excluissemos todas as amostras ndo haveria como
fazer a representacdo gréfica. Dessa forma, podemos dizer que o gene RPL11 é

pouco expresso no tecido normal.
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Figura 5.6 - Avaliagdo da expressao génica de RPL11 em tumores de Wilms de acordo com o
tecido de origem e a presencaou nao derecidivada doenca. Gréafico de pontos mostrando os niveis
de RNAm de RPL5 detectados por PCRg e normalizados com os niveis de -actina, no tecido normal
e em TW. A. Niveis de expressao entre amostras normais e tumorais; B. Niveis de expressao entre
pacientes sem recidiva e com recidiva da doenca em relacao ao tecido normal. Teste ANOVA com pés
teste de Tukey; C. Niveis de expressao entre pacientes sem recidiva e com recidiva da doenca. Teste
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de Mann-Whitney (Legenda: RN = Rim normal; TW = Tumor de Wilms; TW (sem rec) = Tumor de Wilms

sem recidiva; TW (rec) = Tumor de Wilms com recidiva).

Também com o intuito de avaliar se a expressdo de RPL11 poderia estar
associada nao a recidiva, mas sim a classificacao de risco, foi feita uma analise entre
0os grupos de risco. Nao observamos diferencas entre os grupos de alto risco e
intermediario (p = 0,1279, figura 5.7A). Também foi feita uma anélise entre os
diferentes niveis de estadiamento da doenca, porém também nao foi identificada

nenhuma diferenca significativa da expressao de RPL11 entre os grupos (p = 0,9114,

figura 5.7B).
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Figura 5.7 - Avaliagcdo da expressao génica de RPL11 em tumores de Wilms de acordo com a
estratificacdo de risco e o estadiamento da doenca. A. Grafico de pontos mostrando os niveis de
RNAmM de RPL11 detectados por PCRg e normalizados com os niveis de B-actina no tecido tumoral,
com base na classificacdo de risco dos pacientes. Teste de Mann-Whitney. B. Gréafico de pontos
mostrando os niveis de RNAm de RPL11 detectados por PCRq e normalizados com os niveis de -
actina, nas amostras tumorais. Teste ANOVA com pés teste de Tukey. (I, Il e lll se referem ao

estadiamento patol6gico da doengca no momento do diagnéstico).

De acordo com os resultados obtidos pelas andlises aqui descritas,
podemos concluir que a expressao dos genes avaliados parece ndo estar associada
ao desenvolvimento e progressdo do TW, quando analisado como um todo.
Entretanto, ndo podemos excluir a possibilidade de desregulacdo desses genes no

componente blastematoso.

5.2.2. Avaliacao do perfil mutacional de RPL5 e RPL11
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Os dados provenientes do RNA-Seq das amostras tumorais e metastéticas
foram analisados com o objetivo de avaliar a presenca de mutacdes e pequenas
insercdes e dele¢cbes em RPL5 e RPL11.

N&o foram identificadas mutagbes em RPL5 e RPL11, tanto nas amostras
tumorais quanto nas metastaticas. Como se observa na literatura, o TW é
caracterizado por mutagdes soméaticas em um conjunto de genes relativamente bem
definido, portanto, a ndo identificacdo de mutacfes nesses genes nas amostras
avaliadas era prevista.

Ainda assim, para confirmar nossos achados em um conjunto maior de
amostras, foi avaliada a presenca de mutacdes nestes genes também a partir dos
dados depositados pelo estudo TARGET (GADD et al., 2017) no banco de dados
cBioPortal (https://www.cbioportal.org/study/summary?id=wt_target 2018 pub), que
avaliou o espectro mutacional de 129 amostras de pacientes portadores de TW.
Nesses casos, apenas uma amostra (0,8%) apresentou mutacdo em RPL11 e
nenhuma mutacao foi observada em RPLS5.

Considerando que nao foram identificadas mutacées em ambos 0s genes, nédo
avaliamos a presenca de mutacdes nos genes RPL5 e RPL11 em um novo

conjunto de amostras neste trabalho.

5.2.3. Avaliacéo do perfil de metilacdo de RPL5 e RPL11

A partir dos dados gerados pela plataforma Infinum HumanMethylation 450K
Beadchip arrays (lllumina) em sete casos pareados de RN, TW e MET, foi avaliado se
os genes RPL5 e RPL11 apresentavam regides diferencialmente metiladas. Nao
foram identificadas DMRs alteradas significativamente. Posteriormente, para avaliar
minuciosamente o perfil de metilacdo desses genes, foram selecionadas as sondas
gue cobriam os genes, sendo essas sondas identificadas a partir do banco de dados
UCSC Genome Browser (https://genome.ucsc.edu/) e, entdo, identificadas também na
lista de dados gerados pela plataforma 450k. A partir dos B-values, foram avaliados
0s niveis de metilagdo considerando as médias dos valores de metilacdo das sondas
tanto nas regides promotoras quanto no corpo do gene, e da mesma forma, ndo foram
identificadas diferencas significativas de metilagédo (figura 5.8A e B). Sendo assim, a

validacéo do perfil de metilagéo néo foi realizada, pois assume-se que esse resultado
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indica que a metilacdo pode nao ter efeito significativo na desregulacéo da expressao

desses genes.
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Figura 5.8 — Analise do perfil de metilagdo de RPL5 e RPL11 em tumores de Wilms na regido
promotora e corpo do gene. Gréafico de pontos mostrando os niveis de metilagdo dos genes RPL5
(A) e RPL11 (B) através da média dos valores de metilagdo (B-values) das regides promotoras e do
corpo do gene, das amostras de cada grupo, obtidas através da técnica de microarranjo de metilagao.
Teste ANOVA com pos teste de Tukey. (RN = Rim normal; TW = Tumor de Wilms — blastema; MET =

metastase).

5.2.4. Avaliacédo do perfil de expressdo de miRNAs que tém RPL5 e RPL11

como alvos

Inicialmente, foi feita uma busca por miRNAs que tenham os genes RPL5 e
RPL11 como alvos atravées do banco de dados TarBase v.8 (KARAGKOUNI et al.,
2018), miRBase (KOZOMARA; BIRGAOANU; GRIFFITHS-JONES, 2019) e
TargetScanHuman (MCGEARY et al., 2019). Observamos quais miRNAs eram
comuns a mais de um banco para obter uma maior consisténcia entre os resultados,

considerando que a descricdo de miRNAs e seus genes-alvo pode variar entre 0s
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bancos A partir dessa lista de miRNAs, foi verificado se estes apresentavam-se DE
nos dados gerados pelo microarranjo do nosso grupo pela plataforma miRNA 4.0
Array (Affymetrix), a partir da comparacdo de 20 casos de TW (especificamente o
componente blastematoso) e cinco casos de RN. Foram feitas comparacdes entre TW
e RN, utilizando p < 0,05 como critério de expressao diferencial determinada por uma
abordagem bayesiana empirica usando o pacote limma (RITCHIE et al., 2015).

Sobrepondo a lista de miRNAs preditos que tém RPL5 como alvo com a lista
de miRNAs DE dos nossos casos, identificamos 11 miRNAs candidatos. Destes 11,
trés miRNAs apresentavam-se menos expressos no TW em relacdo ao RN, e oito
mais expressos. Seguindo a mesma metodologia para RPL11, identificamos 10
miRNAs DE que tem este gene como alvo, sendo trés menos expressos no TW em
relacdo ao RN, e sete mais expressos. Esses miRNAs estdo apresentados no Quadro
5.1.

Quadro 5.1 - MiRNAs identificados como DE nos dados do microarranjo, que tem os genes RPL5 e
RPL11 como alvos, respectivamente. Os miRNAs em vermelho apresentaram perfil de sub-expresséao
nas amostras tumorais em relagdo as normais e os miRNAs em verde, perfil de super-expressédo nas

amostras tumorais em relagcdo as normais

RPLS RPL{1
miR-484 miR-212-5p
miR-31-5p miR-140-3p
miR-671-5p miR-5699-3p
miR-149-5p miR-17-5p
miR-324-5p miR-93-5p
miR-34a-5p miR-132-3p
miR-103a-5p miR-148b-3p
miR-106a-5p miR-20b-5p
miR-107 miR-324-bp
miR-218-5p miR-331-3p
miR-3613-5p

Considerando que RPL5 e RPL11 apresentavam-se super-expressos nas
amostras tumorais em relacdo as normais a partir dos dados do transcriptoma, 0s
MiRNAs a serem selecionados deveriam ter um perfil de expressédo oposto dentro da
mesma comparacao. Isso porque a regulacdo dos miRNA - RNAm se da de forma
inversa, ou seja, quanto maior a expressao de um miRNA, menor a expressao de seu
alvo (CROCE, 2009).
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Desta forma, para os trés miRNAs sub-expressos para cada gene, foi feita uma
busca na literatura no Pubmed de forma a avaliar os estudos disponiveis sobre esses
mMiRNAS no contexto do cancer e principalmente em tumores pediatricos. No contexto
de cancer em geral, foram identificados poucos estudos, enquanto em relacdo a
tumores pediatricos ndo foi identificado nenhum estudo envolvendo esses miRNASs.
Ainda, além das analises com os dados de microarranjo, foram realizadas analises in
silico com dados depositados no banco de dados GEO de um estudo publicado por
LUDWIG e colaboradores em 2016 (LUDWIG et al., 2016). Neste estudo também foi
avaliada a expressdo de miRNAs em amostras de pacientes com TWs pela técnica
de microarranjo, para identificar se havia expressdo diferencial entre amostras
tumorais e normais.

Com base na literatura disponivel e nas analises estatisticas realizadas com os
seis miRNAs DE, foram selecionados para validacdo dois miRNAs para cada gene
alvo: miR-671-5p e miR-31-5p que tem como alvo o gene RPL5; miR-212-5p e miR-
140-3p que tem como alvo o gene RPL11.

5.2.4.1. Validagao da expressdo dos miRNAs selecionados

Com o objetivo de identificar um possivel mecanismo relacionado a
desregulacdo da expressdao dos genes RPL5 e RPL11 nos dados do RNA-Seq,
avaliamos o perfil de expresséo dos quatro miRNAs selecionados, identificados como
DE previamente nos dados de microarranjo do grupo.

Para essa andlise foram selecionadas inicialmente 34 amostras de TW e 10
amostras de RN. Trés amostras de TW e uma de RN foram excluidas durante a etapa
de quantificacdo de RNA total, pois apresentaram quantificacdo insuficiente para a
reacao de sintese de cDNA. Das 31 amostras tumorais restantes, 7 eram provenientes
de pacientes do grupo que apresentou recidiva da doenca e 24 do grupo de pacientes
sem recidiva da doenca. Todas as rea¢Oes foram realizadas em triplicata, e o miR-U6
utilizado como controle interno.

Foi possivel detectar a expressao do miR-31-5p, que tem RPL5 como alvo, em
todas as amostras avaliadas. Nossas analises mostraram uma menor expressao de
miR-31-5p em TW em comparacdo com RN (p = 0,0227, figura 5.9A). Por outro lado,
as comparag0des entre os grupos sem recidiva Vs recidiva (p = 0,1781, figura 5.9B),
alto risco Vs risco intermediario, (p = 0,9402, figura 5.9C) e de acordo com o

estadiamento (p = 0,4664, figura 5.9D) ndo mostraram diferencas significativas.
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Finalmente, verificamos se havia correlacéo entre os niveis de expressao de RPL5 e

de miR-31-5p, porém ndo observamos correlacao significativa entre os dados (p =
0,6277, figura 5.9E).
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Figura 5.9 - Analise da expressao do miR-31-5p que tem o gene RPL5 como alvo, em tumores de

Wilms, e associagao as variaveis clinico-patoldgicas avaliadas. Grafico de pontos mostrando os

niveis de expressdo do miR-31-5p através dos valores de expressao detectados por PCRq e

normalizados com os niveis do miR-U6, no tecido normal e em TW. A. Niveis de expressdo entre

amostras normais e tumorais, teste Mann Whitney; B. Niveis de expressdo das amostras tumorais entre

pacientes sem recidiva e com recidiva da doenca, teste Mann Whitney; C. Niveis de expressao das

amostras tumorais de acordo com a estratificagcao de risco, teste Mann Whitney; D. Niveis de expressao

das amostras tumorais de acordo com o estadiamento da doenca, teste ANOVA com pds teste de
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Tukey; E. Correlacéo entre os niveis de expressédo do miR-31-5p e de RNAm de seu gene alvo, RPL5
nas amostras tumorais de pacientes com TW; teste de Spearman. (Legenda: RN: Rim normal; TW:
Tumor de Wilms; TW (sem rec) = Tumor de Wilms sem recidiva; TW (rec) = Tumor de Wilms com
recidiva. I, Il e Ill se referem ao estadiamento patologico da doenca no momento do diagnostico) (* p <
0.05).

Para o miR-671-5p, que tem RPL5 como alvo, das nove amostras de RN que
foram incluidas nas reacfes, oito ndo apresentaram amplificacio mesmo apos
repeticAo da reagdo. Ja que restaria apenas uma amostra para as analises
estatisticas, foi aplicado para este miRNA o ciclo de amplificagdo maximo, de 40, para
tornar possivel a comparacdo com as amostras normais. Outras oito amostras
tumorais também ndo apresentaram amplificacdo, sendo cinco provenientes de
pacientes do grupo que nao apresentou recidiva da doenca e trés do grupo de
pacientes que apresentou recidiva da doenca. Também adotamos a média de
amplificacdo de 40 para estas amostras. Para este miRNA, uma maior expressao foi
observada em TW em comparacdo a RN (p =0,0010, figura 5.10A). Uma maior
expressdo de miR-671-5p também foi observada no grupo sem recidiva comparado
ao grupo com recidiva (p =0,0425, figura 5.10B). Para as comparacdes entre as
classificacdes de risco (alto risco Vs risco intermediério; p =0,2450, figura 5.10C) e
estadiamento (p =0,6045, figura 5.10D), ndo identificamos diferencas significativas.
Também ndo observamos correlacdo significativa entre os niveis de expressédo de
RPL5 e de miR-671-5p (p =0,5584, figura 5.10E).
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Figura 5.10 - Analise da expresséo do miR-671-5p que tem o gene RPL5 como alvo, em tumores
de Wilms, e associacado as variaveis clinico-patolégicas avaliadas. Gréafico de pontos mostrando
0s niveis de expressdo do miR-671-5p através dos valores de expressao detectados por PCRq e
normalizados com os niveis do miR-U6, no tecido normal e em TW. A. Niveis de expressao entre
amostras normais e tumorais, teste Mann Whitney; B. Niveis de expressado das amostras tumorais entre
pacientes sem recidiva e com recidiva da doenca, teste Mann Whitney; C. Niveis de expresséo das
amostras tumorais de acordo com a estratificacao de risco, teste Mann Whitney; D. Niveis de expressao
das amostras tumorais de acordo com o estadiamento da doenca, teste ANOVA com pds teste de
Tukey; E. Correlacao entre os niveis de expressdo do miR-671-5p e de RNAm de seu gene alvo, RPL5
nas amostras tumorais de pacientes com TW; teste de Spearman. (Legenda: RN: Rim normal; TW:
Tumor de Wilms; TW (sem rec) = Tumor de Wilms sem recidiva; TW (rec) = Tumor de Wilms com
recidiva. |, Il e Ill se referem ao estadiamento patoldgico da doenca no momento do diagnostico) (* p <
0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.01).

Para o miR-140-3p que tem RPL11 como alvo, todas as amostras
apresentaram amplificacdo. A Unica diferenca significativa identificada durante as
analises foi na comparacédo entre RN Vs TW, em que tumores apresentaram maior
nivel de expressdo (p =0,0059, figura 5.11A). Para as demais comparagoes,

nenhuma diferenca significativa foi observada (figura 5.11B - D), assim como n&o foi
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observada correlacdo entre os niveis de expressao do miR-140-3p e de seu gene alvo,
RPL11 (p =0,8241, figura 5.11E).

miR-140-3p — miR-140-3p
15+ TW: 31 15+
*k TW (sem rec): 24
(] r 1 o TW (rec). 7
1] g
» 1]
9 40 o0 2 10+ e
£ 5
& x °®
= <] )
< %o <zt 54 e
Z 54 4
% E
E L X . o @
Iy ol Atsyaett —ewee—
0 e ”M&ﬂ'— TW (sem rec) TW (rec)
RN ™W™W
= =0,5548
A p =0,0059 B p
miR-1 40_3p miR-1 40-3[) Estad. I: 9
Alto risco: 7 Estad. II: 13
15- R. intermediario: 24 15+ Estad. Ill: 9
o
iﬁ o
@ 10- 'Y ? 104 %o
1 B
e -y .
o e o
o] [
3 s ¢ ¢ z s ¢ ¢
x &
E £
®e00’ : oe® °
0 Ategroti m o 3k E = —= -
Alto risco R. intermediario | 1] m
c p =0,0557 D p=0,9634
0.006+
8
g o
g
2 0.0041
@
<
4
4
£ 0.002
T
-
o ®
SIPTYY T P — ' .,
0 5 10 15 20
miR-140-3p expressao
E
Numero de pares XY 27
R Spearman 0.04488
p —valor 0.8241

Figura5.11 - Analise da expresséo do miR-140-3p que tem o0 gene RPL11 como alvo, em tumores
de Wilms, e associacdo as variaveis clinico-patolégicas avaliadas. Gréafico de pontos mostrando
0s niveis de expressdo do miR-140-3p através dos valores de expressao detectados por PCRq e
normalizados com os niveis do miR-U6, no tecido normal e em TW. A. Niveis de expresséo entre
amostras normais e tumorais, teste Mann Whitney; B. Niveis de expresséo das amostras tumorais entre
pacientes sem recidiva e com recidiva da doenca, teste Mann Whitney; C. Niveis de expressédo das

amostras tumorais de acordo com a estratificagao de risco, teste Mann Whitney; D. Niveis de expressao
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das amostras tumorais de acordo com o estadiamento da doenca, teste ANOVA com pds teste de
Tukey; E. Correlagdo entre os niveis de expresséo do miR-140-3p e de RNAm de seu gene alvo, RPL11
nas amostras tumorais de pacientes com TW; teste de Spearman. (Legenda: RN: Rim normal; TW:
Tumor de Wilms; TW (sem rec) = Tumor de Wilms sem recidiva; TW (rec) = Tumor de Wilms com
recidiva. I, Il e 1l se referem ao estadiamento patoldgico da doenca no momento do diagnéstico) (* p <
0.05, * p < 0.01, ** p < 0.01).

Para o miR-212-5p, nao foi observada a amplificacdo de nenhuma amostra,
mesmo apos testes com novo cDNA e com troca de primers e demais reagentes do
mix. Dessa forma, optamos por excluir esse miRNA das analises.

De forma geral, observamos algumas diferencas de expresséo entre as amostras
normais e tumorais, que corroboram os dados prévios do grupo para o0 miR-31-5p;
enguanto para os outros dois miRNAs (miR-671-5p e miR-140-3p) observamos perfis
inversos aos dados do microarranjo. Além disso, ndo foi possivel associar os dados
de expressdo a recidiva, classificacdo de risco e estadiamento de nenhum dos
mMiRNAs de forma relevante, visto que apenas para o miR-671-5p foi observada uma
diferenca significativa entre os grupos com e sem recidiva da doenca. Também nao
observamos nenhuma correlacéo entre os niveis de expressdo dos miRNAs e seus
genes-alvo. Porém, cabe ressaltar que, em humanos, o pareamento entre miRNA e

da traducdo e ndo a degradacdo do RNAm. Assim, partimos para a avaliacdo da

expressao proteica de RPL5 e RPL11.

5.2.5. Avaliacao da expresséo proteica de RPL5 e RPL11

A técnica de Western blotting foi utilizada com o objetivo de visualizar os niveis
de expressao das proteinas codificadas por RPL5 e RPL11. Para este experimento,
foram utilizadas amostras pareadas (do mesmo paciente), de TW e RN, com
caracteristicas clinico-patologicas similares as que geraram os dados iniciais de
expressao génica (risco intermediario, histologia mista); de forma a obter um conjunto
amostral o mais homogéneo possivel. Além da comparagdo entre TW e RN, a Unica
variavel de interesse a ser avaliada nesse momento seria a recidiva ou ndo da doenca.

N&o observamos diferenca nos niveis de expressao de RPL5 entre TW e RN, nem
entre 0os grupos com e sem recidiva da doengca. As amostras RN1 e TW6
apresentaram problemas durante a corrida do gel, ndo detectando a expressao de
RPLS5 (Figura 5.12).
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Grupo recidiva Grupo sem recidiva

RN1 TW1 RN2 TW2 RN3 TW3 RN4 TW4 RNS TW5 RN6 TW6

RPL5
34 kDa

B-actina

----ﬂ---n-

A

Figura 5.12 - Western blotting de extrato protéico total obtido de amostras pareadas (RN e TW) e entre
grupos com e sem recidiva da doenca, para avaliar o nivel de expresséo da proteina codificada pelo
gene RPL5 no qual o gene B-actina foi utilizado como controle da reacéo.

Para RPL11, observamos uma maior expressao em amostras tumorais em
comparacao as amostras de rim normal, sendo essa diferenca mais evidente entre 0s
pares de amostras 3, 8, 4 e 10 (Figura 5.13). Essas amostras tém o0s niveis de
expressao proteica similares aos niveis de expressao observados pelo RNA-Seq, no
qual as amostras normais expressam niveis menores em relagdo as amostras
tumorais. Em relacdo as diferencas de expressao entre 0s grupos com e sem recidiva

da doenca, nao foi possivel observar diferenca.

Grupo sem recidiva Grupo recidiva

TW10 RN10 TW9 RN9 TW4 RN4 TW8  RN8 TW7 RN7 TW3 RN3

RPL11
22 kDa

B-actina
42 kDa

Figura 5.13 - Western blotting de extrato protéico total obtido de amostras pareadas (RN e TW) e entre
grupos com e sem recidiva da doencga, para avaliar o nivel de expresséo da proteina codificada pelo
gene RPL11 no qual o gene B-actina foi utilizado como controle da reacao.
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De forma geral, para RPL5, ndo observamos diferenca nos niveis de expressao
proteica, nem mesmo entre as amostras normais e tumorais. Ja para RPL11, foi
possivel observar uma diferenca entre os niveis de expressdo de amostras normais e
tumorais para alguns casos, corroborando com os dados prévios obtidos através do
RNA-Seq. Porém, a maior expressao proteica de RPL11 em amostras de TW nao
parece estar associada a expressdo de miR-140-3p, uma vez que esse miR estd mais

expresso nos tumores.
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6. DISCUSSAO

Apesar de ser ja bem determinado que os tumores pediatricos sé&o
caracterizados por uma frequéncia relativamente baixa de alteracdes genéticas
enquanto apresentam, em sua maioria, alteracdes epigenéticas, ainda se sabe
relativamente pouco sobre como essas alteracbes estdo associadas ao
desenvolvimento e, menos ainda, a progressao tumoral. Portanto, ha um interesse
cada vez maior em identificar como tais alteracfes podem estar associadas a esses
processos e em que momento elas ocorrem. No entanto, além de se identificar esses
mecanismos, é de extrema importancia entender de que forma eles podem estar
associados ao desenvolvimento e progressao tumoral. Por isso, € muito importante
gue se faca a integracdo de dados de alteracbes em diversos niveis celulares para
identificar possiveis vias e mecanismos associados a esses processos em Varios tipos
de cancer, incluindo o TW. No nosso estudo, abordamos de forma ampla essas
possiveis alteracdes visando entender de que forma elas podem estar relacionadas
as caracteristicas clinico-patologicas dos pacientes além de contribuir para o melhor
entendimento da biologia do tumor.

A persisténcia do componente blastematoso no tumor apés o tratamento é
determinante na estratificacdo de risco dos pacientes, sugerindo que a caracterizacao
das alteracBes moleculares relacionadas pode ajudar a identificar pacientes mais
propensos a se beneficiarem de protocolos de tratamento mais ou menos agressivos.
Ao analisarmos o transcriptoma do componente blastematoso dos TWs e de amostras
metastaticas, identificamos a desregulacéo da via ribossomal, amplamente associada
a desordens hematologicas como a DBA, associada a mutacdes em varios genes
ribossomais. Além disso, estudos mostram que algumas RPs sao superexpressas em
diversos tumores, o que foi identificado nos nossos dados de RNA-Seq, no qual
observamos que o TW apresentou um perfil de superexpressao em relacdo ao RN. A
superexpressao de RPs pode promover a tumorigénese por interagcbes com a via
supressora de tumor p53 e também por efeitos diretos em varios oncogenes,
apontando para um amplo papel das altera¢cdes das RPs em doengas hematoldgicas
e oncoldgicas (SHENOY et al., 2012).

Apesar de mutagbes em genes da via ribossomal serem descritas em uma
ampla gama de tumores como LLA-T pediatrica, glioblastoma, melanoma, cancer de
mama e mieloma multiplo (DE KEERSMAECKER et al., 2013)(LAWRENCE et al.,
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2014)(FANCELLO et al., 2017)(ORSOLIC et al., 2020), observamos que as alteracdes
de expresséo génica observadas no RNA-Seq nao foram associadas a mutagdes em
RPL5 ou RPL11 nas nossas analises. Dessa forma, investigamos se a expressao
diferencial desses genes poderia ser observada nos tumores como um todo (e nao
exclusivamente no componente blastematoso). Através dessas analises, observamos
de forma significativa apenas que os niveis de expressao de RPL5 sdo mais altos no
grupo de pacientes classificados como de alto risco
Para as demais analises associadas a outras caracteristicas clinico-

patolégicas, ndo identificamos alteracdes significativas em nenhum dos genes.

Embora os niveis alterados de expressdo de RPL5 e RPL11 parecam ser
comuns no cancer, ndo esta claro se essas alteracbes sdo uma causa ou
consequéncia da tumorigénese (WANG et al., 2015). A superexpressao de RPLS5 foi
relatada em cancer de pulmao de células ndo pequenas e em cancer de mama, sendo
também associada a resposta ao tamoxifeno neste ultimo (HELLWIG et al., 2016). Em
mieloma multiplo, pacientes com baixos niveis de expressao de RPL5 apresentaram
pior sobrevida global. No entanto, ensaios clinicos revelaram que pacientes com
mieloma mdaltiplo com baixa expressao de RPL5 respondem melhor ao bortezomibe
(um inibidor de proteassoma) em comparacdo com pacientes com alta expressao
desse gene (HOFMAN et al., 2017). A superexpressao de RPL11 foi relatada como
um potencial biomarcador de resposta ao tratamento em pacientes com tumores
gastricos e foi associada a um melhor prognéstico nesses casos (KAWAHATA et al.,
2020). RPL5 e RPL11 podem atuar na carcinogénese por diversos mecanismos,
incluindo a regulacao da via MDM2-p53 (HORN; VOUSDEN, 2008). Além disso, a via
RP-MDM2-p53 foi proposta como alvo terapéutico candidato para alguns tumores
pediatricos como neuroblastoma (BARBIERI et al., 2013) e TW (GELLER;
HOHENSTEIN, 2014).

Nosso estudo mostrou que RPL5 e RPL11 ndo séo afetados por mutacdes em
TW - 0 que esta de acordo com a baixa carga mutacional ja relatada nesses tumores
(GADD et al., 2017). Por outro lado, as alteracbes na expressdo génica podem ser
dependentes do componente histolégico. No entanto, sabemos que esta informacao
é limitada pela falta de anélises de expressao dos outros componentes dentro do
mesmo tumor. Ou seja, temos apenas informacgdes sobre a expresséo desses genes
no componente blastematoso, mas nao temos tal informag&o sobre os componentes

estromal e epitelial. A analise de RNA-Seq mostrou uma superexpressao de ambos
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0S genes no componente blastematoso do tumor, mas o mesmo néao foi observado
quando os tumores como um todo foram analisados por RT-PCRg.

Os TWs apresentam altas frequéncias de alteracdes epigenéticas (SCOTT et
al., 2012b); no entanto, nos nossos dados, também n&o identificamos alterac6es nos
niveis de metilacdo do DNA tanto na regido promotora quanto no corpo dos genes
RPL5 e RPL11, que pudessem ser associadas as diferencas de expressao
observadas nas amostras avaliadas. Buscamos avaliar um outro mecanismo
epigenético também muito explorado em TW, que séo as alteracbes em miRNAS,
selecionando para essas analises, miRNAs que tenham RPL5 e RPL11 como alvos.
De acordo com a literatura, hd um aumento cada vez maior de evidéncias sobre o
papel dos miRNAs na regulacdo da biogénese ribossomal. No entanto, ainda h&
poucas evidéncias de como esse mecanismo pode atuar nessse contexto, e por isso,
explorar tal associacdo € relevante para o nosso estudo. Nossas analises néo
identificaram nenhuma associacdo dos miRNAs selecionados com seus respectivos
genes-alvo, bem como nao identificamos nenhuma associacao da expressao destes
com as caracteristicas clinico-patolégicas avaliadas. No entanto, sabemos que 0s
mMiRNAs podem ter diversos genes-alvo, 0 que nos leva a crer que apesar de nao
termos observado diferencas significativas nas nossas andlises, esses miRNAs
podem atuar em outras vias e processos biolégicos que podem ter impacto direto na
desregulacéo da via ribossomal, como por exemplo, a via de p53, a qual de acordo
com informac¢des do banco de dados KEGG, o miR-671-5p esté relacionado. Apesar
de ser uma via na qual diversos genes e miRNAs estdo relacionados, sabemos que é
uma via importante no contexto da biogénese ribossomal, e por isso, mesmo
alteracdes em outros genes e mecanismos da via podem impactar as RPs. Essa
relacdo se aplica da mesma forma para os demais miRNAs avaliados, que, assim
como seus genes-alvo, podem estar relacionados a outras vias e processos que
podem ter impacto direto na via ribossomal e nos genes que a consitutuem.

Considerando que alteracbes de expressdo génica podem impactar
diretamente os niveis de proteina codificados pelo respectivo gene, avaliamos
também os niveis proteicos de RPL5 e RPL11. Os niveis de proteina diferiram apenas
para RPL11, sendo que os niveis mais altos de expressao proteica nos tumores foram
observados apenas em um subconjunto de pares TW-RN, enquanto para RPL5
nenhuma diferenca foi visivelmente observada. Considerando que os miRNAs levam

a inibicdo da traducéo, procuramos identificar alguma associacao entre os niveis de
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expressdo dos miRNAs avaliados e os niveis de expressao proteica de RPL5 e
RPL11, no entanto, também n&o encontramos nenhuma associacdo. A
heterogeneidade histolégica caracteristica do TW pode afetar diretamente a
expressao génica e proteica, conforme descrito na literatura. Cada subtipo histologico
pode ter um perfil de expresséo génica distinto e até unico e, assim, a comparacao de
genes expressos em um subtipo histoldgico isolado e em um tecido com histologia
mista pode ser diferente (GADD et al., 2012)(TRINK et al., 2018). No presente estudo,
avaliamos inicialmente os niveis de expressdo de RPL5 e RPL11 apenas no
componente blastematoso. No conjunto de validacdo, avaliamos o tumor total,
independente da histologia, o que pode ter afetado os resultados. No entanto, seria
importante e até mesmo mais relevante, identificar um biomarcador tumoral
independentemente de sua histologia, pois dessa forma, um maior nimero de
pacientes seria beneficiado. Atualmente, a heterogeneidade intratumoral dos subtipos
histoldgicos € determinada exclusivamente pelo patologista, podendo variar de acordo
com diversos fatores, tornando necessaria a utilizagdo de marcadores adicionais.
Prospectivamente, um protocolo denominado “UMBRELLA” tem buscado implementar
a avaliacao por imagem associada a avaliacdo do patologista com o objetivo de se
determinar o volume residual dos componentes histolégicos, e ndo mais a
porcentagem deles, visando obter uma medida mais precisa de tais componentes, e,
dessa forma, garantir uma correta classificacdo de risco dos pacientes e
consequentemente, o tratamento adequado (VUJANIC et al., 2018). Em nosso estudo,
o gene RPL5 foi relacionado a predominancia do componente blastematoso, uma vez
gue sua maior expressao foi associada aos casos classificados como alto risco,
embora a curva ROC tenha mostrado que esse marcador ndo se mostrou robusto o
suficiente para a discriminacdo entre os grupos. Por outro lado, RPL11 néo foi
associado a nenhuma caracteristica clinico-patolégica quando avaliado no tumor
como um todo, demonstrando que talvez, sua expressao seja, de fato, mais relevante

guando avaliado exclusivamente o componente blastematoso.
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7. CONCLUSAO

Embora tenhamos identificado algumas alteragcbes em ambos os genes, elas
nao sao frequentes, sugerindo que, pelo menos considerando RPL5 e RPL11, a via
ribossomal parece nao ter papel relevante no desenvolvimento do TW. No entanto,
considerando que ndo ha estudos sobre o papel desses genes e da via ribossomal
em TW, este estudo traz uma nova abordagem nesse contexto.

Todo o trabalho desenvolvido no capitulo 1 esta em fase de finalizagdo de

escrita de um artigo, que sera submetido em breve.
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8. CAPITULO 2 - Analises integradas do metaboloma e do transcriptoma de

amostras de tumores de Wilms

8.1. JUSTIFICATIVA

Os resultados e conclusdes gerados pelo objetivo original da proposta de
doutorado - apresentados no capitulo 1 - ndo foram encorajadores no sentido de
prosseguir com o estudo. Dessa forma, propusemos caracterizar a metabolomica
desses tumores para explorar o impacto das alteragcfes de expressdo génica
previamente identificadas em TWs (GUERRA et al., 2019). A metabolomica,
associada a outras metodologias, como a transcriptémica, permite identificar de forma
indireta, vias biolégicas e genes potencialmente envolvidos no desenvolvimento do
tumor. Em uma colaboracéo com o Instituto de Quimica da UNICAMP, uma avaliacdo
quantitativa de metabdlitos identificados em TWs e RNs permitiu identificar diferencas
significativas entre as amostras, aumentando ainda mais o interesse sobre a
metaboldmica desses tumores ((TASIC et al., 2022). De forma indireta, identificar
metabolitos alterados entre tecidos tumorais e normais nos permite identificar
também, vias alteradas que podem ter impacto direto no desenvolvimento do tumor.
Ainda, associar os achados aos dados clinico-patolégicos de pacientes pode nos
revelar possiveis biomarcadores que podem ter utilidade de progndstico, diagndstico,

acompanhamento e outras abordagens.
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9. OBJETIVOS

9.1. OBJETIVO GERAL

Caracterizar alteragbes metabodlicas em TWs que possam ser associadas com

caracteristicas clinicos-patoldgicas de pacientes com TW.
9.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

A. Explorar os metabdlitos e vias metabdlicas identificadas alteradas e sua associacao
com o desenvolvimento do TW,

B. Associar os dados obtidos a partir da anélise do metaboloma aos dados clinico-
patologicos dos pacientes;

C. Realizar uma anadlise integrada do transcriptoma e do metaboloma para as
amostras tumorais e normais, buscando identificar vias, genes e metabdlitos
potencialmente associados ao desenvolvimento do TW;

D. Avaliar o perfil metaboldmico de pacientes com TW com foco em metabdlitos

relacionados a via ribossomal.
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10. CASUISTICA E METODOLOGIA

10.1. Selec&o de amostras

Para essa metodologia foram aplicados todos os mesmos critérios de inclusao
e exclusao de pacientes descritos no subitem 4.2.1, sendo que, para a metodologia
de analise do metaboloma, foram usadas apenas amostras congeladas a seco. Todos
0s 47 casos levantados e selecionados no BNT-INCA para a metodologia descrita no
subitem 4.2.3 foram previamente selecionados para esta metodologia. Para as
analises experimentais finais, foram selecionados 23 casos que apresentavam
amostras pareadas de tecido renal normal (cortex) e tumoral primario, resultando em

46 amostras.
10.2. Extracdo de metabdlitos

Esta etapa foi realizada em colaboragdo com a pesquisadora Dra. Andreia
Porcari e os alunos de doutorado Pedro H. Godoy Sanches e Alex Aparecido Rosini
Silva, na Universidade Sao Francisco em Braganca Paulista (SP).

As amostras com peso até 60 mg, foram extraidas por cromatografia liquida de
ultra eficiéncia (UPLC, do inglés, Ultra Performance Liquid Chromatography), em uma
solucdo gelada de metanol e 4gua na propor¢cdo 4:1. Para otimizar a extracdo, as
amostras foram agitadas por 5 min em um agitador. Além disso, as amostras
passaram também por ciclos de congelamento-descongelamento, utilizando
nitrogénio liquido para congela-las, e &gua em temperatura ambiente para auxiliar no
descongelamento, realizando trés ciclos por amostra. Essa variacdo brusca de
temperatura ajuda a lisar a célula e facilita a extracdo. As amostras foram entéo
colocadas em ultrassom por 10 minutos, centrifugadas e secas sob fluxo de nitrogénio
gasoso. As amostras foram ressuspendidas em 300 pL de outra solucédo de metanol
e agua, na proporcao 1:1, sendo o volume corrigido em funcdo da massa do tecido
inicial. Para evitar variabilidade na ressuspenséo, as amostras com massa < 10 mg
foram ressuspendidas em 165 L de solvente. Para as demais, o volume foi corrigido
em funcdo da massa do tecido seguindo a proporc¢ao de 60 mg/mL . Um padrao interno
de lisofosfatidilcolina a uma concentragao de 10 ug/mL foi adicionado as amostras.

Duas amostras (uma de RN e uma de TW) continham RNA later, portanto foram

removidas do conjunto de amostras viaveis para analise, uma vez que esse reagente
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atuaria com contaminante das amostras, alterando o sinal de leitura no equipamento.
Seus respectivos pares foram mantidos para comparacdes exploratérias das futuras
andlises estatisticas. Uma amostra de RN foi perdida durante a extragéo, e, portanto,
foi removida. Seu par de tecido tumoral foi mantido para futuras analises estatisticas.
Um fluxo de selecdo das amostras utilizadas nas analises do metaboloma e a
correspondéncia entre os pares de amostras normais e tumorais estao descritos no
ANEXO 3.

10.3. Analise do perfil metaboldmico de amostras de TW pelo método UPLC-
MS.

As amostras foram analisadas pelo método UPLC acoplado a espectrometria
de massas (MS, do inglés, Mass Spectrometry). Para isso, foram utilizados 200 pL de
amostra para as analises através do sistema ACQUITY UPLC H-Class (Waters,
Milford, Massachusetts, EUA). Foram utilizadas como fase mével acetonitrila (fase A)
e agua milli-Q (fase B), ambas com 0,1% de acido férmico para auxiliar a ionizacéo.
Essa etapa foi realizada com 4 pL/min de volume de injecdo, em uma coluna
ACQUITY UPLC® HILIC BHE AMIDE (2.1 cm x 150 mm x 1.7 ym; Waters) mantida a
45°C. A corrida foi feita em gradiente linear, resultando em 11 minutos de corrida.

A aquisicdo dos dados foi feita por meio das analises por espectrometria de
massas através do espectrémetro XEVO-G2XS (Waters) com fonte de ionizacao por
eletrospray (ESI, do inglés Electrospray lonization) e analisador hibrido QTOF (do
inglés Quadrupole and Time-of-Flight). As andlises foram feitas tanto no modo positivo
de ionizacao (molécula protonada) quanto negativo (molécula desprotonada).

Para a fonte de ionizacgédo, os parametros foram ajustados em: (I) modo positivo:
tensdo do capilar de 3,0 kV, tensdo do cone de 40.000, temperatura da fonte em
140°C, temperatura do gas de dessolvatacdo em 550°C, fluxo de gas de 10 litros/hora
e fluxo do gas de dessolvatacdo de 900 litros/hora; (II) modo negativo: tensdo do
capilar de 2,0 kV, tensdo do cone de 40.000, temperatura da fonte em 140°C,
temperatura do gas de dessolvatacdo em 550°C, fluxo de gés de 50 litros/hora e fluxo
do géas de dessolvatagdo de 900 litros/hora; a faixa de aquisigao foi de 50-1700 Da
em formato de pico centréide.

Leucina encefalina (MM= 555,62; 200 pg/pl em solucédo 1:1 acetonitrila: agua)
foi usada como Lock Mass, para medidas de massa com maior acuracia, € uma

solucdo de 0,5 mM de formiato de sédio para calibracdo do equipamento.
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10.4. Interpretacédo dos dados

Os dados brutos de MS foram processados no software Progenesis QI (verséo
2.4.69.11, (Nonlinear Dynamics, Newcastle, Reino Unido), que permitiu a selegéo,
deconvolucdo e alinhamento de picos. O tratamento dos dados foi realizado em
ambiente R (versdo 3.6.3) usando a interface RStudio IDE (versdo 1.3.1093). O
software MetaboAnalyst 5.0 foi usado para as realizar as andlises univariadas (teste t
de Student e célculo de fold-change - FC) e multivariadas (Andlise de Componentes
Principais — PCA; e Analise Discriminante por Minimos Quadrados Parciais - PLS-DA).
Os metabolitos foram selecionados de acordo com os seguintes critérios: FDR < 0,05;
FC > |2| e VIP-score >1 em ambos 0os componentes 1 e 2 do PLS-DA. Apés a selecéo
dos metabolitos estatisticamente significativos, os mesmos foram utilizados pelo
software Progenesis QI para sugestdo de possiveis identificacbes por meio de
bibliotecas indexadas ao programa, como o HMDB (banco de dados do metaboloma
humano, do inglés,The Human Metabolome Database) (WISHART et al., 2018)
(https://hmdb.ca/), LipidMaps (FAHY et al., 2009) (https://lipidmaps.org/) e bancos
indexados pelo MassBank of North America (MoNA, ou banco de dados espectrais de
massa da América do Norte; HORAI et al., 2010) (https://mona.fiehnlab.ucdavis.edu/).
Foram consideradas tolerancia de 5 partes por milhdo (ppm) e 10 ppm para ion
precursor e fragmento, respectivamente. O enriquecimento de vias metabdlicas foi
realizado também na plataforma MetaboAnalyst 5.0, utilizando o banco de dado
KEGG.

Os modelos de aprendizado de maquina (do inglés, Machine Learning Models)
foram construidos usando o modelo de maquinas de suporte vetorial (do inglés,
Support Vector Machine ou SVM). O SVM é um algoritmo de aprendizado
supervisionado usado para classificacdo, regressao e deteccdo de outliers, que
analisa os dados e reconhece padrdes, cujo objetivo € classificar um determinado
conjunto de dados que sdo mapeados para um espaco de caracteristicas
multidimensional usando uma funcao kernel, abordagem utilizada para classificar
problemas. O SVM propde a classificagcdo de novos objetos (teste) com base em
dados disponiveis (treinamento), ou seja; a partir de um modelo criado, busca
predizer, para cada nova entrada dada, a qual das possiveis classes a nova entrada
faz parte. (DRUCKER et al., 1997)(SARADHI; KARNIK; MITRA, 2005).

Considerando nosso conjunto amostral, 0 modelo SVM foi construido com 75%

dos dados selecionados para o conjunto de treinamento e 0s 25% restantes para o
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conjunto de teste. As propriedades do modelo foram testadas com uma curva de
caracteristicas operacionais do receptor (do inglés, Receiver Operating Characteristic
ou ROC), para avaliacdo da Validacdo Cruzada de Monte-Carlo (do inglés, Monte-
Carlo Cross Validation ou MCCV). A validacdo cruzada € uma técnica para avaliar a
capacidade de generalizacdo de um modelo, a partir de um conjunto de dados. Esta
técnica é amplamente empregada quando o objetivo da modelagem é a predicéo.
Busca-se entdo estimar o qudo preciso € este modelo na prética, ou seja, 0 seu
desempenho para um novo conjunto de dados. (KOHAVI, R, 1995). A ideia desse
meétodo € repetir o processo de treinamento/teste diversas vezes. Assim, sao feitas
diversas simulacbes para calcular probabilidades de um acerto ou erro. A acurécia
preditiva foi avaliada por corridas de permutacao dos metabdlitos (XU; LIANG, 2004).

Para a interpretacdo dos dados de metabolémica foram utilizados o PCA e o
PLS-DA. O PCA, que é um método nao supervisionado, transforma um conjunto
original de variaveis em um novo conjunto denominado componentes principais. Essa
transformacdo gera um primeiro componente principal que sera responsavel pela
maior variancia do conjunto original de dados, e o segundo componente sera
responsavel pela maior variancia restante, e assim sucessivamente — considerando
que o numero de componentes deva ser, no maximo, igual ao nimero de variantes
analisadas -, sendo que nenhum dos componentes tem relacdo entre si, e a
importancia relativa dos componentes decresce do primeiro para o ultimo (HONGYU,;
SANDANIELO; JUNIOR, 2016).

A andlise de PLS-DA, por ser um método supervisionado, permite realizar a
classificacdo e a selecdo de moléculas significativas, entretanto, é necessaria a
validacdo do método de classificacdo. O algoritmo do programa MetaboAnalyst utiliza
uma validacao cruzada para selecionar os componentes ideais para a classificacdo
dessas moléculas, utilizando a medida denominada importancia variavel na projecéo
ou VIP score (do inglés, Variable Importance in Projection), que é uma soma
ponderada dos quadrados dos componentes do PLS. Os pesos sdo baseados na
variancia Y explicada em cada dimensdo. Quando o numero de variaveis a ser
avaliado € pequeno, como neste estudo, pode-se usar um ponto de corte VIP >1
(https:/lwww.metaboanalyst.ca). Nesse caso, foram utilizados os componentes 1 e 2
(VIP >1) para a identificacdo dos metabdlitos associados com a diferenciacdo dos

grupos comparados.
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10.5. Interpretacdo dos dados de metaboloma e avaliacdo de metabdlitos

identificados associados a via ribossomal

Inicialmente, foram consideradas as diferencas metabdlicas entre as amostras
tumorais e normais, tanto no modo positivo de ionizagdo quanto no modo negativo.
Adicionalmente, foram realizadas ainda, associacfes entre os resultados iniciais e
caracteristicas clinico-patolégicas disponiveis dos pacientes, como recidiva,
estadiamento e classificagdo de risco. As caracteristicas que apresentaram
associacao relevante, foram exploradas mais a fundo.

Através das analises de enriquecimento de vias, a partir dos metabdlitos
identificados pelas andlises estatisticas, também foi avaliado se esses metabdlitos

estavam associados a via ribossomal.

10.6. Integracédo dos dados de transcriptoma e metaboloma

Todos o0s genes e metabdlitos diferencialmente expressos selecionados da
comparacdo TW vs RN, juntamente com seus respectivos valores de FC, foram
usados para a analise das vias integradas através do software MetaboAnalyst 5.0.
Utilizamos o Homo sapiens como o organismo de referéncia e o banco de dados
KEGG para andlise de enriquecimento de vias biologicas integradas. Foram utilizados
como parametros o “teste hipergeométrico” como algoritmo de andlise de
enriguecimento e “grau de centralidade” para definir a relacdo entre as vias. Somente
as vias enriquecidas com genes e metabdlitos e com adjP < 0,05 foram consideradas
significativas.
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11. RESULTADOS

11.1. Selecé&o dos casos

Foram selecionados 23 casos pareados de RN e TW, totalizando 46 amostras.

As caracteristicas clinico-patologicas dos casos estao descritas no ANEXO 4.

11.2. Avaliagdo do metaboloma entre as amostras normais e tumorais e

associacdo dos metabdlitos a via ribossomal

Inicialmente, foram considerados todos os metabdlitos identificados entre as
amostras tumorais e normais. A diferenciagéo dos grupos TW e RN foi explorada tanto
nos modos de ioniza¢do negativa quanto positiva, por analises uni- e multivariadas.
Os modos de ionizacdo negativo e positivo, de forma conjunta, recuperaram 223 e
138 features, respectivamente. Essa primeira analise foi feita com o intuito de
entender a distribuicdo dos dados e como poderiamos prosseguir com as anélises.
Dessa forma, optamos por separar as analises por modo de ionizacéo, com o objetivo
de refinar os resultados.

Considerando primeiramente 0 modo negativo de ionizacdo, tanto o PCA
guanto o PLS-DA apontaram para diferencas relevantes entre as amostras TW e RN.
Ambos demonstraram uma clara separagao entre os dois grupos (Figura 11.1A e B).
Uma amostra (id 19, anexo 4) ficou fora da elipse do intervalo de confianca do

conjunto de amostras de RN (em verde) tanto no PCA quanto no PLS-DA.
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Figura 11.1. Caracterizacdo da variagdo do metaboloma em TW e RN através do modo negativo
de ionizacdo. A. PCA; B. PLS-DA. Legenda: em vermelho (0), amostras tumorais; em verde (1),

amostras normais.

Resultados semelhantes foram observados para o modo de ionizagao positiva,
sendo que visualmente também observamos a formacéo de dois subgrupos no PLS-
DA (Figura 11.2A e B). Dessa forma, buscamos avaliar se alguma caracteristica
clinico-patoldgica poderia estar associada a essa subdivisdo. Ao realizarmos essa
analise, identificamos que a separacdo das amostras poderia estar associada a

classificacao de risco das mesmas.
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Figura 11.2. Caracterizagao da variagdo do metaboloma em TW e RN através do modo positivo
de ionizacdo. A. PCA; B. PLS-DA demonstrando a formacéo de subgrupos, indicados pelas elipses
azuis e amarelas. Elipses azuis indicam os subgrupos formados entre as amostras tumorais e as elipses
amarelas, os subgrupos formados entre as amostras normais. Legenda: em vermelho (0), amostras

tumorais; em verde (1), amostras normais.

Considerando novamente todos os metabdlitos identificados - tanto pelo modo
de ionizagc&do positiva quanto negativa - foi realizada uma curadoria manual para
identificacdo das moléculas nos bancos de dados. Dos 361 features estatisticamente
selecionados (223 do modo negativo e 138 do modo positivo), 74 (20%) receberam
possiveis identificacfes pelo software Progenesis QI®. Apos a curadoria manual, 46
moléculas estavam indexadas no banco de dados KEGG, e presentes em 11 vias de
sinalizacdo celular, sendo duas delas enriquecidas: metabolismo de
glicerofosfolipidios (FDR = 0,0011) e de metabolismo de glutationa (FDR = 0,0349)
(Figura 11.3).
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Figura 11.3: Gréfico representativo das vias metabdlicas enriquecidas partindo dos metabdlitos
identificados em ambos 0os modos, positivo e negativo de ionizac¢ao, obtidos pelas anélises entre TW e

RN, através do banco de dados KEGG.

Buscando uma associagdo entre as vias metabolicas enriquecidas e a via
ribossomal, ndo identificamos nenhuma associacdo direta, ou ainda, entre 0s

metabdlitos pertencentes a tais vias e 0s genes que integram a via ribossomal.

Em busca de uma melhor diferenciacdo entre as amostras TW e RN, os 46
metabdlitos, independente de terem sido indexados, foram usados na construcéao de
um SVM. O modelo SVM previu corretamente 80% das amostras, classificando
erroneamente apenas duas amostras de RN como amostras TW (amostrasids 1 e 19,
Anexo 4). O desempenho do modelo apresentou area sob a curva ROC (AUROC) =
0,926 e IC 95% = 0,779 com base no desempenho médio em todas as simulacfes de

MCCYV para o conjunto de treinamento (Figura 11.4).
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Figura 11.4: Modelo de previsdo de classificagdo das amostras de acordo com o tecido de origem com
base no conjunto de 46 metabdlitos pelas analises entre TW vs RN. Curva ROC mostrando a AUROC

e IC 95%, do modelo usado para prever as amostras do conjunto de teste.

11.3. Avaliacdo do metaboloma com relacdo a classificacdo de risco das

amostras

Para explorar os subgrupos identificados pelo PLS-DA descrito anteriormente
(Figura 11.2), as amostras de TW e RN foram analisadas separadamente
considerando apenas 0s metabdlitos identificados pelo modo positivo, que
demonstrou tal separacdo. Ambos PCA e PLS-DA confirmaram os achados iniciais.
Para as analises considerando somente as amostras tumorais, a maioria das
amostras de TW (17 de 20; 85%) foi separada de acordo com a classificacao de risco
dos casos, com trés casos (ids 30, 40 e 45) localizados fora das respectivas elipses

(Figura1ll.5 Ae B)
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Figura 11.5: Caracterizacdo da variagdo do metaboloma entre as amostras tumorais para
avaliacdo da classificacdo de risco, considerando o modo positivo deionizacdo. A. PCA; B. PLS-

DA. Legenda: em vermelho, amostras de alto risco; em verde, amostras de risco intermediario.

As mesmas analises foram aplicadas as amostras de RN que também
apontaram para uma tendéncia de segregacdo entre casos de risco alto e
intermediario (18 de 20; 90%), com dois casos (ids 9 e 22) localizados fora das

respectivas elipses (Figura 11.6A e B).
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Figura 11.6: Caracterizacdo da variacdo do metaboloma entre as amostras normais para
avaliacdo da classificacdo de risco, considerando o modo positivo de ionizagdo. A. PCA; B. PLS-

DA. Legenda: em vermelho, amostras de alto risco; em verde, amostras de risco intermediario

Considerando novamente todos os metabdlitos identificados pelos PLS-DAs -
agueles identificados nas analises do modo positivo de ionizacdo, tanto para as
amostras tumorais quanto para as amostras normais - foi realizada uma curadoria
manual para identificacdo nos bancos de dados. Dos 138 features estatisticamente
selecionados, 32 receberam sugestdes de identidade pelo Progensis Ql. Desses, 22
estavam indexados no banco de dados KEGG, e foram utilizados na analise de
enriquecimento de vias. Novamente, a via do metabolismo da glutationa (FDR=

0,0231) e de glicerofosfolipidios (FDR= 0,0312) foram enriquecidas. (Figura 11.7).
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Figura 11.7: Gréfico representativo das vias metabdlicas enriquecidas partindo dos metabdlitos
identificados pelo modo positivo de ionizacéo, obtidos pelas anélises entre TW e RN considerando os
subgrupos formados associados a classificagao de risco, através do banco de dados KEGG.

Com base nesses 22 metaboalitos identificados, foi construido um modelo SVM
para verificar a capacidade desse perfil de metabolitos de classificar as amostras de
acordo com a classificacdo de risco dos pacientes, considerando todas as amostras
no conjunto de andlise (TW e RN). Esse modelo SVM de classificacdo de risco
apresentou AUROC =98,2% e IC 95 = 92% (p= 5,46 e*), classificando erroneamente
apenas dois casos (ids 19 e 40). Aplicando este modelo nas amostras de teste, foi
possivel classificar corretamente todas as amostras do conjunto de teste (10/10;
100%) (Figura 11.8).
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Figura 11.8: Modelo de previsao da classificacdo das amostras de acordo com a classificacéo de risco
com base na resultante do conjunto de 22 metabdlitos identificados entre todas as amostras de TW e
RN. Curva ROC mostrando a AUROC e IC 95%, do modelo usado para prever as amostras do conjunto

de teste.

Ao analisarmos o PLS-DA para as amostras tumorais somente (Figura 11.5B),
observamos que essas amostras se separam com base na classificagao de risco, com
excecao das amostras 30, 40 e 45. Por isso, a fim de buscar melhores classificadores
para os subgrupos observados no PLS-DA, foi construido também um modelo SVM
para avaliar, a partir do mesmo perfil de metabdlitos (n = 22) utilizados no conjunto de
amostras total, a capacidade desse conjunto de metabdlitos de classificar as amostras
tumorais de acordo com a classificacdo de risco, de forma independente. Devido a
reducdo do nimero de amostras totais causada pela divisdo das amostras (TW: n=
20; RN: n= 20), fazer um conjunto de teste iria reduzir a confiabilidade dos resultados.
Portanto, o modelo foi feito com todas as amostras de cada conjunto. Modelos com
diferentes variaveis foram criados e gerados por MCCV. O modelo com os melhores
parametros apresentou AUROC =90,8% e IC 95 = 64,1%, que sao considerados bons
parametros estatisticos, errando na classificacdo de apenas 3 das 20 (85%) (ids 30,

40 e 45) amostras do conjunto total (Figura 11.9).
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Figura 11.9: Modelo de previséo da classificagcéo das amostras de acordo com a classificagcéo de risco
com base na resultante do conjunto de 22 metabdlitos identificados, porém considerando somente as
amostras tumorais. Curva ROC mostrando a AUROC e IC 95%, do modelo usado para prever as

amostras do conjunto avaliado.
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Por outro lado, no conjunto de modelos de predicao de classificacdo de risco
utilizando somente amostras normais, 0 modelo obtido apresentou AUROC = 73,7%
e IC 95 = 47,6% (Figura 11.10); classificando somente 3 das 20 (85%) amostras de
forma errada (ids 8, 9 e 22). Isso indica que, partindo somente das amostras normais,
essas podem ser capazes de predizer a classificacdo de risco dos casos de forma

indepentende.
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Figura 11.10: Modelo de previsdo da classificacdo das amostras de acordo com a classificacdo de
risco com base na resultante do conjunto de 22 metabdlitos identificados, porém considerando somente
as amostras normais. Curva ROC mostrando a AUROC e IC 95%, do modelo usado para prever as

amostras do conjunto avaliado.

Podemos observar que as amostras erroneamente classificadas pelo PLS-DA
também foram classificadas incorretamente nos modelos de predicéo, sugerindo que,
talvez, a classificacdo de risco histopatolégica incorreta possa ser a causa do erro de

classificagdo do modelo.

11.4. Analises do transcriptoma

Identificamos 2.569 GDEs entre as amostras TW e RN (FDR <0,001 e
IfcThreshold >0,1). As analises de enriquecimento identificaram 39 vias biolégicas
enriquecidas, sendo 11 com perfil de down-regulacéo e 28 com up-regulacdo no TW
em relagdo ao RN (Figura 1.6). Identificamos varias vias metabdlicas gerais descritas,
como “metabolismo do acido araquidbnico” (9 genes; FDR = 0,0378), “metabolismo
de drogas” (13 genes; FDR = 0,0466), “vias metabdlicas” (104 genes; FDR = 0,0019)
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e “metabolismo de xenobidticos pelo citocromo P450” (10 genes; FDR = 0,0055);
todas enriguecidas negativamente no TW em relacdo ao RN. Essas vias séo
compostas por genes diretamente relacionados a processos metabdlicos celulares,
como GSTALl, GSTM5, GSTM3, GPX3, PTGS2, PTGS1, GGT1, GGT5, ALOX5 e
PLA2GA4F, que participam do metabolismo da glutationa e glicerofosfolipidios,
degradacdo de espécies reativas de oxigénio e processos inflamatérios. Também
identificamos genes que participam da desaminagdo oxidativa de aminas biogénicas
e xenobiodticas (MAOA e MAOB) e na biotransformacdo e conjugacdo de &cidos
graxos e carboxilicos, envolvidos no processo de metabolismo de farmacos
(ACSM2B, ACSM2A, ACSM5, ACSL1, ACSS1), sintese de colesterol, esterdides e
outros lipidios (CYP2C9, CYP21A2, CYP3A5, CYP4A11) e glicuronidacdo (UGT1AG6,
UGT2A3, UGT2B7) entre outros processos celulares energéticos. Todas essas
informacBes foram obtidas do banco de dados KEGG, que descreve as vias e

processos bioldgicos com 0s quais esses genes estéo relacionados.
11.5. Integragéo de dados de transcriptoma e metaboloma

Uma andlise integrada realizada através do software MetaboAnalyst, utilizando os
2.569 GDEs e 46 metabdlitos previamente identificados entre TW e RN, mostrou que
apenas a via do metabolismo da glutationa foi enriquecida (as vias do metabolismo do
ascorbato e do aldarato também foram significativamente enriquecidas, porém, como
essas vias apresentavam apenas genes como enriquecidos, optamos por nao as
considerar) (Figura 11.11). Foram identificados 4 metabdlitos (glutationa, glutationa
dissulfeto, NADPH - Fosfato de nicotinamida adenina dinucleotideo, do inglés,
Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate - e Cisteinilglicina) e 17 genes (ANPEP,
GGT1, GGT5, GPX3, GPX7, GPX8, GSS, OPLAH, NAT8, GSTA1, GSTM3, GSTM4,
GSTM5, GSTK1, ODC1, RRM1, RRM2) (FDR = 1,5558 %) (ANEXO 5) relacionados
avia. Esses dados sugerem que esses compostos e genes podem ser relevantes para

0S processos relacionados ao desenvolvimento do TW.
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Figura 11.11: Gréfico representativo das vias metabdlicas enriquecidas partindo da integragdo dos
dados de transcriptoma e de metaboloma entre amostras de TW e RN, através do banco de dados
KEGG.

Alguns desses genes foram identificados enriquecidos em algumas vias na
analise isolada do transcriptoma, descrita anteriormente, como GSTALl, GSTM3,
GSTMb5 nas vias de metabolismo de drogas e de metabolismo de xenobidticos pelo
citocromo P450; GGT1, GGT5, GPX3, ANPEP e OPLAH na via de metabolismo do
acido araquidonico e na via de metabolismo geral. Verificamos também que a maioria
dos genes enriquecidos na analise integrada, participam diretamente do metabolismo
da glutationa (GGT1, GGT5, GPX3, GPX7, GPX8, GSS, GSTALl, GSTM3, GSTM4,
GSTM5, GSTK1) que é uma via descrita relacionada ao contexto do cancer, o que
também pode ser relevante para o contexto do TW. NAT8, RRM1, RRM2 e ODC1
ainda sao pouco explorados de forma geral, com raros estudos no contexto do cancer

em geral e sem estudos sobre tumores pediatricos.
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12. DISCUSSAO

A reprogramacao metabdlica de tumores é uma das “novas marcas” do cancer
e apresenta intima relagcdo com alteracfes epigenéticas e imunoldgicas (PAVLOVA,;
THOMPSON, 2016). Nos ultimos anos, a metabolémica surgiu como alvo de estudo
com foco principal na descoberta de novos biomarcadores, e geralmente, sendo
associada a outras metodologias, como genOmica e transcriptomica. Esses
biomarcadores sdo explorados principalmente pela identificacdo dessas moléculas
tanto em tecidos quanto por meio de biofluidos humanos, o que € conhecido como
biopsia liquida, por ser um método ndo invasivo e de mais facil acesso ao material
biolégico para analises moleculares (TRIVEDI; HOLLYWOOD; GOODACRE, 2017).

Nesse sentido, realizamos um estudo abrangente, com foco em explorar o
metaboloma do TW e as alteracBes entre os tecidos tumoral e normal, bem como
explorar de forma integrada, dados de transcriptoma e metaboloma a fim de identificar
possiveis vias, genes e metabdlitos que possam estar alterados entre essas
condicles e, portanto, associados ao desenvolvimento do TW.

Na literatura, identificamos alguns estudos sobre alteracbes metabdlicas
relacionadas a tumorigénese e caracteristicas clinico-patoldgicas do TW. O
metabolismo energético mitocondrial de TW apresentou perfis especificos ao avaliar
0s subtipos histologicos (KOFLER, 2011). Os niveis de metabdlitos urinarios
mostraram que niveis de metabdlitos especificos estavam diminuidos em tumores de
diferentes estagios e histologia em comparag¢do com controles, sugerindo que o perfil
metabdlico identificado na urina dos pacientes pode ser Gtil como um marcador de
estadiamento, histologia e recidiva (MACLELLAN et al., 2014). Um estudo recente do
qual nosso grupo participou identificou 16 metabdlitos diferencialmente produzidos
entre TW e RN, sendo 13 com concentracdes aumentadas e 3 com concentracdes
diminuidas nos TW em relagdo ao RN. Os niveis de amino&cidos de cadeia ramificada
estavam diminuidos no TW, enquanto lipidios, lactato e glutamina/glutamato
apresentaram niveis aumentados. Esses 16 metabdlitos indicam alteracdes no
metabolismo de glicolise, glutamindlise, no ciclo de TCA (acido tricarboxilico) e de
lipidios e aminoacidos em TW (TASIC et al., 2022). De uma forma geral, ainda sdo
raros os estudos que exploram alteragfes metabdlicas em TWs e, portanto, ainda ha

uma lacuna a ser preenchida sobre o impacto dessas alteracdes e suas interagdes
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com outros mecanismos moleculares que possam estar associadas ao
desenvolvimento do TW.

Em nosso estudo, exploramos as alteracdes metabdlicas por meio da técnica
de metaboldomica baseada em espectrometria de massas e, inicialmente, avaliamos a
associacao entre os metabdlitos identificados a via ribossomal, explorada no capitulo
1 desta tese.

As alterac6es metabdlicas associadas aos defeitos na via ribossomal também
contribuem para o potencial oncogénico das RPs. O estresse oxidativo e outras
alteracdes metabolicas exacerbam o estresse ribossomal e induzem danos ao DNA,
promovendo mutacdes secundarias e instabilidade gendmica (KANG et al., 2021).
Embora essas associagcbfes sejam recentes e ndo tenham sido relacionadas
diretamente a RPL5 e RPL11, um outro gene da via, RPL10, foi associado a tais
alteracdes. A mutacdo RPL10-R98S em pacientes com LLA-T foi associada ao
estresse oxidativo, que potencialmente aumenta a instabilidade gendémica e a
transformacdo oncogénica (SULIMA et al., 2019). Portanto, buscar identificar
alteracdes metabdlicas que possam estar associadas a via ribossomal e a RPL5 e
RPL11 foi também um objetivo do nosso estudo. No entanto, ndo identificamos
nenhuma associacgao inicial entre os dados do metaboloma e a via, reforcando que
essa via provavelmente n&o contribui para o desenvolvimento ou progressao do TW.

Em seguida, avaliamos o metaboloma entre os tecidos tumoral e normal por
outra perspectiva, isolando as analises pelos modos de ionizacdo e identificamos
diferencas significativas entre TW e RN pelo modo negativo, por meio das quais foi
possivel observar uma clara separa¢do entre 0s grupos, com alta acuracia. Através
de uma avaliacdo cuidadosa, identificamos 46 moléculas potenciais, que podem ser
capazes de distinguir e classificar os tecidos de acordo com sua origem. Para verificar
se, de fato, essas moléculas seriam capazes de predizer a classificagcdo das amostras
(TW ou RN) apenas com base no perfil desses metabdlitos, foi realizado um modelo
de predicdo SVM, conseguindo com uma AUROC = 0,926 e 95 % IC = 0,775,
classificar corretamente 80% das amostras no conjunto de teste. De acordo com a
analise de enriquecimento das vias a partir dos dados do PLS-DA, o metabolismo
lipidico seria importante para as células do TW, uma vez que essas moléculas estao
envolvidas nas vias do metabolismo de glicerofosfolipidios e glutationa, que foram as
vias biologicas enriquecidas a partir desses 46 metabdlitos selecionados. O

metabolismo lipidico desregulado € amplamente discutido na literatura associado a
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mecanismos relacionados ao cancer. Essas moléculas desempenham diversos
papéis no metabolismo celular e, devido a sua variedade e complexidade, sédo
capazes de participar de diferentes vias concomitantemente, permitindo uma ampla
gama de possibilidades de adaptacao pelas células tumorais, uma vez estabelecida a
reprogramacdo metabdlica (BELORIBI-DJEFAFLIA; VASSEUR; GUILLAUMOND,
2016).

A ferroptose € uma forma de morte celular programada que se caracteriza pelo
acumulo de peréxidos lipidicos letais ferro-dependentes. Possivelmente as alteracdes
no metabolismo lipidico durante a ferroptose podem estar associadas a alteracfes
relacionadas ao cancer, como iniciagao e desenvolvimento tumoral, desenvolvimento
de metastases e resisténcia ao tratamento (LI; LI, 2020). Essas descobertas ainda sao
recentes e podem ser mais relevantes para alguns tipos de tumores, o que justifica
uma melhor e mais aprofundada abordagem desse tema em estudos futuros, incluindo
para os TWs, uma vez que nosso estudo identificou que, possivelmente, o
metabolismo lipidico possa ter um papel relevante para o seu desenvolvimento.

Ainda, nas analises entre TW e RN, no modo de ionizacdo positiva,
observamos a formacdo de subgrupos dentro de cada conjunto amostral. Buscando
identificar alguma caracteristica clinico-patologicas que pudesse explicar essa
segregacao, identificamos uma associacdo entre os subgrupos formados e a
classificacdo de risco dessas amostras. Portanto, realizamos analises
supervisionadas e ndo supervisionadas que mostraram uma clara segregacdo de
grupos de risco intermediério e alto nas andlises de PLS-DA, tanto quando avaliadas
somente as amostras tumorais quando somente as amostras normais, sugerindo que
o perfil metabdlico analisado poderia predizer de forma independente a classificacao
de risco dos pacientes. Considerando as moléculas responsaveis por essa
classificacdo, observamos que elas estdo relacionadas a via do metabolismo dos
glicerofosfolipidios, também identificada nas analises entre os tecidos tumoral e
normal anteriormente descritas; reforcando mais uma vez, que o metabolismo lipidico
pode ter um papel importante para o desenvolvimento do TW e pode ainda, estar
associado a progressao tumoral.

Como mencionado anteriormente, a metaboldomica tem sido utilizada em
associacdo com outras metodologias como forma de buscar uma compreensao mais
ampla da biologia tumoral. Assim, nosso estudo também buscou integrar dados de

transcriptoma e metaboloma das amostras de TW e RN, visando explorar novos
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mecanismos biolégicos que possam estar envolvidos no desenvolvimento do TW, bem
como explorar outros potenciais biomarcadores tanto focando em genes quanto em
novos metabdlitos a serem identificados. Nesse sentido, através da integracdo de
dados, identificamos a via do metabolismo da glutationa como enriquecida, com 17
genes e 4 metabdlitos que integram a via, 0 que nos leva a acreditar que esses genes
e metabdlitos podem ter um papel relevante no desenvolvimento tumoral e devem ser
mais explorados. Embora esta via seja conhecida por seus efeitos antioxidantes
(MATES et al., 2020) e como eles podem ser um mecanismo protetor contra a
peroxidacao lipidica, estresse oxidativo, protecado contra xenobioticos e varios outros
processos fisioldgicos (CORSO; ACCO, 2018) (KENNEDY et al., 2020), sua
desregulacéo pode levar a diminuicdo da sensibilidade a quimioterapia e radioterapia,
levando a resisténcia ao tratamento (BANSAL; SIMON, 2018)(DESIDERI;
CICCARONE; CIRIOLO, 2019). Os quatro metabolitos identificados: glutationa,
glutationa dissulfeto, NADPH e cisteinilglicina, participam do metabolismo de lipideos,
mas também desempenham outros papéis que podem ser associados ao cancer.

Foi descrito um possivel papel da glutationa como modificador pds-traducional
de histonas, alterando a estrutura do nucleossomo. Evidéncias indicam a hipétese de
gue existe uma ligacao entre o metabolismo de glutationa e o controle de mecanismos
epigenéticos em diferentes niveis (como a metilacdo de DNA, mudancas na expressao
de miRNAs e alteragbes de histonas) (GARCIA-GIMENEZ et al., 2017). NADPH
participa também de processos de regulacdo do estresse oxidativo celular. Durante a
progressédo, as células tumorais se adaptam ao estresse oxidativo aumentando os
niveis de NADPH de varias maneiras, incluindo a ativacdo de AMPK (Proteina
Quinase Ativada por Monofosfato de Adenosina, do inglés AMP-activated protein
kinase), pentoses fostato e do metabolismo redutor de glutamina e folato (HAYES;
DINKOVA-KOSTOVA; TEW, 2020). Além disso, em tumores com mutacdo em IDH1/2,
o NADPH serve como cofator para gerar hidroxiglutarato D-2, um oncometabdlito. A
necessidade das células tumorais de niveis elevados de NADPH oferece uma
oportunidade para direcionar sua sintese para o tratamento do cancer (JU et al.,
2020)(RATHER et al., 2021). Ja a cisteinilglicina ainda € pouco explorada de forma
isolada no contexto do céancer, sendo apresentada, geralmente, em estudos
associados a glutationa. No entanto, um estudo recente identificou que este metabdlito
tem sitios de ligacao importantes ao gene GGT1 ligado a glutationa; sendo que este

gene é associado a uma série de doencgas, dentre as quais o cancer (TERZYAN et al.,
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2021), e foi um dos genes identificados nas nossas analises de integracdo. Os genes
da familia da gama-glutamiltransferases (GGTs) sdo descritos associados a diversos
tipos de cancer como adenocarcinoma de pulmédo (WEI;, DONG; LI, 2020), ovério
(GRIMM et al., 2013) e endométrio (SEEBACHER et al., 2012). GGT5 foi associado
ao aumento de risco de desenvolver determinados tipos de céancer como 0s
gastrointestinais (es6fago, estomago e colorretal) em um grande estudo de base
populacional realizado na Coréia (HONG et al.,, 2021). Ambos GGT1 e GGT5
participam diretamente do metabolismo de glutationa (BACHHAWAT; YADAV, 2018).

ANPEP (também conhecido como CD13) é uma forma de peptideo
amplamente explorada no contexto do cancer, relacionada ao potencial proliferativo,
angiogénico, apoptético e metastatico tumoral (MINA-OSORIO, 2008), ja explorado
em diferentes tipos de tumores como no cancer gastrico, pancreatico e de vesicula
biliar (HASHIDA et al., 2002)(IKEDA et al., 2003)(LIU, ZIRU et al., 2020); além de ter
sido descrito relacionado ao desenvolvimento de resisténcia ao tratamento (GUO et
al., 2020). Os genes da familia GPX (glutationa peroxidase) identificados pela
integracdo dos dados incluem GPX3, GPX7 e GPX8, e atuam também no processo
de ferroptose e peroxidacdo lipidica, associados a processos inflamatérios
relacionados a carcinogénese (CAO; DIXON, 2016)(BRIGELIUS-FLOHE; FLOHE,
2020). Genes da superfamilia da glutationa-S-transferase (GST) incluem os genes das
sub-familias GSTM, GSTA e GSTK, as quais pertencem os genes GSTM3, GSTM4 e
GSTM5; GSTA1l e GSTK1 respectivamente; que foram identificados nas nossas
analises. Esses genes, de forma geral, participam de certos processos celulares vitais,
bem como atuam em mecanismos de detoxificagcdo, por meio da conjugacédo da
glutationa reduzida com diversos substratos, como farmacos e poluentes ambientais.
Esses sdo regulados positivamente em resposta ao estresse oxidativo e apresentam-
se super-expressos em muitos tumores, estando associados a resisténcia ao
tratamento (NEBERT; VASILIOU, 2004). Polimorfismos em genes dessa superfamilia
também sdo descritos, inclusive em tumores pediatricos, porém as associacdes de
risco foram realizadas em populacfes muito especificas, e necessitam ser mais
exploradas, assim como as possiveis abordagens terapéuticas que exploram tais
genes (LUO et al., 2011). NAT8 é expresso especificamente no rim e no figado e pode
ter um papel importante a ser explorado (The Human Protein Atlas) uma vez que nao
foram identificados estudos que explorem esse gene de forma especifica em cancer.

RRM1 e RRM2 (genes da familia ribonucleotideo redutase) atuam na replicacdo do
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DNA durante a fase S do ciclo celular, bem como em mudltiplos processos de reparo
do DNA (JOHANSSON, RENZO et al.,, 2016). RRM1 foi descrito relacionado a
resisténcia ao tratamento com gemcitabina em tumores pancreaticos (KATO et al.,
2021), e sua baixa expressdo foi associada a uma melhor sobrevida livre de
progressao em pacientes tratados também com gemcitabina, porém com cancer de
bexiga (YANG et al., 2019). Alta expressao de RRM2 foi associada ao maior potencial
metastatico de células de cancer de mama através da via de sinalizacdo PI3K/AKT,
porém sdo dados de estudos in vitro (ZHUANG et al., 2020). O knockdown de RRM2
inibiu sua funcéo oncogénica em células de cancer de prostata, enquanto sua super-
expressao promoveu a transicado mesénquima-epitélio, também in vitro (MAZZU et al.,
2019). ODC1 ainda € um gene pouco explorado no contexto do cancer, embora tenha
sido descrito um possivel papel no desenvolvimento de resisténcia a drogas (ZHU et
al., 2022).

Apesar da alta precisao e dos bons indices de predicéo, algumas amostras ndo
foram classificadas corretamente em nosso modelo. Podemos supor que a atual
classificacdo patologica pode ser um fator importante a ser considerado para essa
classificacdo errénea, pois a estratificacdo de risco € baseada em um percentual de
células calculado pelo patologista ao observar um namero limitado de laminas de HE.
O limite para determinar essa porcentagem é muito subjetivo, e um tumor classificado
com 66% de blastema e, portanto, de alto risco, é tratado de forma diferente de um
tumor com 60% de blastema, por exemplo, classificado como de risco intermediario,
com base apenas em uma porcentagem estimada do subtipo histologico (DOME et
al., 2014). O treinamento e experiéncia do patologista é de extrema importancia para
a confiabilidade dessa classificacdo, o que, ainda assim, ndo garante gue ndao ocorram
erros. Essa subjetividade é amplamente discutida entre grupos internacionais e, de
fato, € um fator que pode levar a classificacdo errdbnea de alguns tumores. Essa
classificacdo vem sendo revista em um estudo clinico internacional denominado
UMBRELLA, que propde uma revisao patolégica central dos casos, associada a
exames de imagem para melhorar a classificagéo de risco dos pacientes (VUJANIC
et al., 2018). Ainda assim, biomarcadores que auxiliem nessa estratificacdo seriam
extremamente U(teis para aumentar a acuracia dessa classificacdo e,
consequentemente, impactar diretamente no tratamento desses pacientes, evitando o

super tratamento em casos de risco baixo e intermediario, assim como intensificar o
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tratamento nos casos mais agressivos, como os de alto risco; evitando também os
efeitos tardios colaterais provocados pelo tratamento.

Nossos dados sugerem que, partindo apenas do tecido normal, o perfil de
metabalitos selecionados (n = 22) seria capaz de predizer a classificacao de risco de
forma independente, com acuracia de 75,4%, classificando erroneamente somente 3
das 20 (85%) amostras avaliadas. No entanto, partindo-se também somente do tecido
tumoral, essa capacidade de predicdo se repete, com 80% de acuracia na predicéo,
errando na classificacdo de apenas 3 das 20 (85%) amostras avaliadas, o que é um
outro ponto positivo e relevante do nosso estudo. Um maior nimero de casos deve
ser analisado relativo a metabol6mica juntamente com revisao patoldgica para melhor
avaliar amostras que s&o erroneamente classificadas.

Apesar desses dados interessantes, ainda seria necessario expandir o conjunto
amostral para validar nossos achados e, assim, explorar sua possivel utilidade no
futuro. Porém, nossos resultados se tornam promissores a uma futura e mais
aprofundada investigagao.

Os resultados das analises apresentadas neste capitulo 2 estdo em fase de

finalizacdo de escrita de um artigo, que sera submetido para publicacdo em breve.
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13. CONCLUSOES

Identificamos diferencas significativas nos niveis de metabdlitos entre TW e
RN, a partir das quais foi possivel identificar um conjunto de metabdlitos
capazes de classificar as amostras de acordo com o tecido de origem;
Observamos que a formacdo de subgrupos dentro de cada conjunto de
amostras foi associada a classificacéo de risco dos casos avaliados, abrindo a
possibilidade de explorarmos o perfil de metabdlitos como biomarcador,
associado a avaliacao patoldgica, com o objetivo de melhorar a classificagdo
dos pacientes em grupos de risco e assim, direcionar melhor o tratamento;
Todos os modelos de predicdo apresentaram bons parametros estatisticos,
conferindo uma alta confiabilidade em uma possivel utilizacdo futura dessas
moléculas como biomarcadores para auxiliar na classificacdo de risco de
pacientes com TW, que é um grande desafio a ser superado atualmente nesse
tipo de tumor,

Apesar dos bons e interessantes resultados sdo necessarias abordagens em
um conjunto maior de amostras de forma a corroborar nossos achados e tornar
0 método mais robusto;

Apesar de ndo identificarmos associacdo direta entre as vias metabdlicas
enriquecidas e os metabdlitos a elas associadas e a via ribossomal, isso ndo
significa que ndo hajam outros metabdlitos e vias metabdlicas que possam ter

relacdo com essa via, em relacdo ao TW.
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Endereco: RUA DO RESENDE, 128 - SALA 204

Bairro: CENTRO CEP: 20.231-092
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)3207-4550 Fax: (21)3207-4556 E-mail: cep@inca.gov.br
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GOMES DA SILVA - INCA

Continuacdo do Parecer: 3.506.903

RIO DE JANEIRO, 14 de Agosto de 2019

Assinado por:
Carlos Henrique Debenedito Silva
(Coordenador(a))

Endereco: RUA DO RESENDE, 128 - SALA 204
Bairro: CENTRO

UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)3207-4550 Fax: (21)3207-4556

CEP: 20.231-092

E-mail: cep@inca.gov.br
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ANEXO 2: DADOS CLINICO-PATOLOGICOS DOS CASOS UTILIZADOS NAS METODOLOGIAS DESCRITAS NO CAPITULO 1.

ID Idade Sexo Metastase Local da Recaida Localda Histolo Anapla Estadia Classificacdo WB Expresséo Expresséo RNA- Microar ~ Microar
ao ao metasta recidiva giado sia mento de risco génica de miRNAs Seq ranjo ranjo
diagnéstico diagnéstico  seao tumor  difusa  Patoldgi RT-PCRq  (validagdo) metilag  miRNA
(anos) diagnést co (validagao) d
ico
DCM M N&o - Sim Pulmédo  Misto N&o | Intermediario SIM SIM SIM SIM SIM
MAM M N&o - Sim Pulmdo  Misto N&o I Intermediario SIM SIM SIM SIM SIM
BB
MCX 2 M Sim Linfonod Sim Pulméao Misto N&o I Intermediario SIM SIM SIM
0
LSB F N&o - Sim Pulméao Misto N&o I Intermediario SIM SIM SIM SIM
TBS N&o - Sim Pulmdo  Misto N&o | Intermediario SIM SIM SIM SIM SIM
ACS F Sim Linfonod Sim Pulmdo  Misto N&o i Intermediario SIM SIM
L o]
DSG 1 F Sim Linfonod Sim Pulmdo epitelia  N&o Il Intermediario SIM SIM
o/pulméa |
0
PHG 9 M N&o - Sim Pulmdo regres N&o I Intermediario SIM SIM SIM
B sivo
(vidvel:
misto)
POE 4 M Sim Linfonod Sim Pulmdo  Misto N&o Il Intermediario SIM SIM
0 e SNC (blaste
ma/epi
télio)
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SJV 4 M Nao - Sim Pulméao Misto Nao Il Intermediario SIM SIM

‘

EOA 4 F Nao - Nao - Misto Nao | Intermediario SIM SIM SIM
(blaste
ma/epi
télio)

JGA 3 M Nao - Nao - Misto Nao 1l Intermediario SIM SIM SIM SIM
SJ

ASC 9 F Nao - Nao - Blaste

ma

Nao 1] Alto risco SIM SIM

LSA 2 F Nao - Nao - Misto Sim Il Alto risco SIM SIM

MVN 6 M Nao - Nao - Misto Sim Il Alto risco SIM SIM
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PDF 13 M Sim Retrope N&o - Blaste N&o Il Alto risco SIM SIM
PM ritbnio ma

BAB 3 M Sim Retrope N&o - Anapla  Sim Il Alto risco SIM SIM
ritbnio sia
difusa

ACD 1 F Nao - Nao - Misto Nao 1l Intermediario SIM SIM

Linfonod Nao Nao Intermediario
A 0

DBP 3 M Sim Pulméo Nao - Misto Nao \Y Intermediario SIM SIM

HOS 2 M N&o - Sim Figado Estrom N&o | Intermediario SIM SIM
al
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JCS 4 F Nao - Nao - Misto Nao Il Intermediario SIM SIM SIM

EMO 1 F N&o - N&o - Regre N&o 1l Intermediario SIM SIM
Ssivo
(viavel:
blaste
mal/epi
télio)

LVP 5 F Nao - Nao - Misto Nao | Intermediario SIM

MFM 1 F N&o - N&o - Regre N&o | Intermediario SIM

SSivo

(viavel:

misto)

TCM 12 M Nao - Nao - Misto Nao 1 Intermediario SIM
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THL 4 M Nao - Nao - Misto Nao | Intermediario SIM
SP

WBP 4 M Sim Figado N&o - Regre Néao 1] Intermediario SIM
S SSivo

(viavel:

epitélio

/blaste
ma)

Legenda: M = masculino, F = feminino
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ANEXO 3: FLUXO DE SELECAO DAS AMOSTRAS UTILIZADAS NAS ANALISES DO METABOLOMA E CORRESPONDENCIA
ENTRE OS PARES DE AMOSTRAS RN E TW

RN TW

RN TW 1 24
2 25

3 26

N=23 N =23 4 27
5 28

6 29

N = 46 7 30

8 31

\ | 9 32
10 33

11 34

RNAlater | 16,46 12 35

13 36

14 37

15 38

v Extrag¢do 27 16 39

17 40

18 41

! 19 42

20 43

N=43 21 44

Amostras analisadas 22 45

23 46

159



ANEXO 4: DADOS CLINICO-PATOLOGICOS DOS CASOS UTILIZADOS NAS ANALISES DO METABOLOMA DESCRITAS NO CAPITULO 2.

Idade ao Local de Local da

ID Classificacdo Diagnoéstico Sexo  Metastase ao metastase ao Recaida metéstase Revisao Estadiamento Classificacao de
Amostra do tecido (anos) Diagnéstico diagnostico (recaida) patolégica Patologico risco

1 RN 9 F N&o - Nao - Coértex Il Alto

2 RN 3 M Nao - Nao - Cortex I Alto

3 RN 7 F N&o - Nao - Cortex I Intermediario

4 RN 3 M N&o - N&o - Cortex Il Intermediario

5 RN 4 M N&o - Nao - Cortex Il Intermediario

6 RN 4 F N&o - N&o - Cortex Il Intermediario

7 RN 3 M N&o - Nao - Cortex Il Intermediario

8 RN 5 F Nao - Nao - Cortex I Intermediario

9 RN 4 F N&o - Nao - Cortex Il Alto

10 RN 2 F N&o - N&o - Coértex Il Alto

11 RN 2 M N&o - N&o - Coértex I Alto

12 RN 6 M N&o - N&o - Coértex Il Alto

13 RN 4 F Sim Omento; N&o - Cortex [ Alto

linfoN&odo
14 RN 4 M Néo - Nao - Cortex I Intermediario
15 RN 2 M Sim LinfoNaodo; Nao - Cortex 1 Intermediario
pulméao
16 RN 2 F Sim LinfoN&odo Sim Pulmao Cortex [ Alto
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18 RN 3 F Nao - Sim Pulméo Cortex 1] Intermediario

20 RN 3 M Nao - Sim Pulméo Cortex | Intermediario

Pulmao, Cortex Alto
SNC

Sim LinfoNaodo Sim

24 T™W 9 F Nao - Nao - Blastema 100% 1 Alto

26 T™W 7 F Nao - Nao - Blastema 1%, | Intermediario
estroma 19%,
epitélio 80%

28 T™W 4 M Nao - Nao - Blastema 35%, Il Intermediario
estroma 10%,
epitélio 55%
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30 T™W 3 M Nao - Nao - Blastema 30%, 1] Intermediario

estroma 40%,
epitélio 30%

32 T™W 4 F Nao - Nao - Blastema 90%, Il Alto
epitélio 10%

34 T™W 2 M Nao - Nao - Blastema 80%, | Alto

estroma 10%,
epitélio 10%

36 T™W 4 F Sim Omento; Nao - Blastema 100% 1 Alto

linfoNdodo
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38 T™W 2 M Sim LinfoNaodo; Nao - Blastema 40%, 1" Intermediario
pulméo estroma 20%,
epitélio 40%

40 T™W 6 M Nao - Sim Lobo Blastema 5%, | Intermediario
superior do estroma 50%,
pulméao epitélio 45%

42 T™W 2 M Sim LinfoNaodo Sim Pulméao Blastema 40%, 1l Intermediario
estroma 30%,
epitélio 30%

44 T™W 9 M Nao - Sim Lobo Blastema 0%, | Intermediario
inferior do estroma 60%,
pulméo epitélio 40%

Pulméo Blastema 40%, Intermediario
estroma 30%,
epitélio 30%

163



RNAm expressdo (log2)

ANEXO &:

DADOS DE EXPRESSAO DOS GENES E METABOLITOS

IDENTIFICADOS PELAS ANALISES DE INTEGRAGCAO DO METABOLOMA E
TRANSCRIPTOMA ENTRE TW E RN.

ANPEP
p < 0,0001

RNAmM expressdo (log2)

RNAm expressdo (log2)

RNAm expresséo (log2)

GPX3
p <0,0001

Gss
p < 0,0001

GSTM3
p < 0,0001

RN

RNAm expressdo (log2)

GGT1
p <0,0001

RNAm expressdo (log2)

RNAm expressdo (log2)

RNAm expressdo (log2)

RN W
GPX7
p<0,0001
RN ™w
GSTAL
p=000302

GSTM4
p =0,00781
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Abstract

Background: Wilms tumor (WT) is a curable pediatric renal malignancy, but there is a need for new molecular
biomarkers to improve relapse risk-directed therapy. Somatic alterations occur at relatively low frequencies whereas
epigenetic changes at 11p15 are the most common aberration. We analyzed long interspersed element-1 (LINE-1)
methylation levels in the blastemal component of WT and normal kidney samples to explore their prognostic
significance.

Results: WT samples presented a hypomethylated pattern at all five CpG sites compared to matched normal kidney
samples; therefore, the averaged methylation levels of the five CpG sites were used for further analyses. WT presented
a hypomethylation profile (median 65.0%, 474-73.2%) compared to normal kidney samples (median 71.8%, 51.5-77.
5%; p < 0.0001). No significant associations were found between LINE-1 methylation levels and clinical-pathological
characteristics. We observed that LINE-1 methylation levels were lower in tumor samples from patients with relapse
(median methylation 60.5%) compared to patients without relapse (median methylation 66.5%; p = 0.0005), and a
receiving operating characteristic curve analysis was applied to verify the ability of LINE-1 methylation levels to
discriminate WT samples from these patients. Using a cut-off value of 62.71% for LINE-1 methylation levels, the area
under the curve was 0.808, with a sensitivity of 76.5% and a specificity of 83.3%. Having identified differences in LINE-1
methylation between WT samples from patients with and without relapse in this cohort, we evaluated other
prognostic factors using a logistic regression model. This analysis showed that in risk stratification, LINE-1 methylation
level was an independent variable for relapse risk: the lower the methylation levels, the higher the risk of relapse. The
logistic regression model indicated a relapse risk increase of 30% per decreased unit of methylation (odds ratio 1.30;
95% confidence interval 1.07-1.57).

Conclusion: Our results reinforce previous data showing a global hypomethylation profile in WT. LINE-1 methylation
levels can be suggested as a marker of relapse after chemotherapy treatment in addition to risk classification, helping
to guide new treatment approaches.

Keywords: Wilms tumor, LINE-1, Hypomethylation, Relapse
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Background

Renal tumors represent 5 to 10% of tumors in childhood,
with approximately 93% of these being Wilms tumors
(WTs) [1]. In Brazil, the annual incidence rate is
approximately 9.4 cases per million [2]. WT is highly
curable, with a survival rate of 90% [3], although a sub-
set of patients present with tumor relapse (15-20%); in
these cases, overall survival decreases to 50-60% [4].
Currently, two therapeutic approaches are used to treat
WT; both present the same survival and relapse rates,
differing only in the classification of risk factors. Accord-
ing to The Société Internationale d’'Oncologie Pédiatrique
(SIOP) protocol, patients receive preoperative chemother-
apy whereas in the Children’s Oncology Group protocol,
patients undergo surgery as the initial treatment. Risk
classification is largely based on tumor stage and histology
and is used to guide clinical management [5]. Pre-treated
WTs with predominance of the blastemal component
classify the patients as high risk [6].

Currently, efforts have been made to identify molecular
alterations to be implemented as biomarkers to improve
risk stratification. Loss of heterozygosity of both 1p/16q in
chemotherapy-naive tumors and gain of 1q in treated and
chemotherapy-naive tumors have been associated with an
increased risk of relapse/death and were suggested to be
incorporated into clinical decisions [7-9].

A remarkable characteristic of WT is its relatively low
frequency of somatic mutations, detected in only 30% of
the cases, while epigenetic alterations such as loss of
imprinting on chromosome 11pl15 are observed in 70%
of cases [10]. Considering the methylated cytosines as
determined by high-performance liquid chromatography,
most WTs are hypomethylated compared to adult
tissues, although a considerable proportion (49%) have
no alteration or moderate hypomethylation, without
association with tumor stage [11]. Considering CpG site
methylation levels, WTs present a hypomethylation pro-
file compared to matched nephrogenic rests and normal
kidneys [12], with specific CpG islands presenting hyper-
methylation [11, 13]. Genome-wide methylation analyses
also have identified three differentially methylated re-
gions (DMRs) capable of correctly distinguishing tumors
from normal kidney tissues with a sensitivity of 98% and
revealed a significant difference in methylation levels
between intermediate and high-risk WT. Given the high
prevalence of the DMRs (present in 112/120 WTs exam-
ined), these authors presented a pilot study in which
DMR-2 could be detected in the circulation of patients
with WT, showing potential for clinical utility [14].

The long interspersed element-1 (LINE-1) sequences
are retrotransposon elements comprising ~17% of the
human genome, and some of them still retain the cap-
acity to retrotranspose themselves to new genomic loca-
tions [15]. LINE-1 is expected to be methylated in
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normal tissues but presents decreased methylation levels
in cancers [16-19], usually related to genomic instability
and poor prognosis [16, 20]. In WTs, lower LINE-1
methylation levels have been linked to telomere shorten-
ing compared to normal kidneys, without a reported asso-
ciation with clinical data due to the small sample size [21].

In this study, LINE-1 methylation levels were analyzed
in WT and kidney samples and explored in the context
of identifying current prognostic parameters.

Methods

Patients and samples

This study included 47 patients with sporadic, unilateral,
and localized WT (without association with congenital
anomalies) who were diagnosed and treated according to
the SIOP WT 2001 protocol [3] between 2003 and 2014
at the Pediatric Department of Instituto Nacional do
Cancer (INCA), Rio de Janeiro, Brazil. All samples were
formalin-fixed, embedded in paraffin (FFPE), and stored
in the pathology division of INCA. New hematoxylin—
eosin-stained slides were reviewed by a pathologist
(PAF), who defined viable areas of blastemal component
and normal renal cortex tissues. For this study, we
selected only the blastemal component of the tumor ig-
noring other components and overall histological classi-
fication for molecular analysis. However, histology was
used for risk assessment and tumors were classified
according to SIOP guidelines as intermediate or high
risk [22]. The presence of anaplasia was not considered
because it was very rare (six cases) and not selected as
an area for DNA extraction. This study was approved by
the Research Ethics Committee of INCA, number 131/
13, and informed consent was signed by the children’s
guardians.

DNA extraction and quantification

Two punches (1 mm diameter each) from selected re-
gions were used for DNA extraction using the QIAmp
DNA Mini Kit (QIAGEN) according to the manufac-
turer’s instructions. DNA quantity and purity were
assessed by spectrophotometry (Nanodrop).

LINE-1 methylation analysis

A total of 500 ng of DNA was converted using the
EpiTect Plus Bisulfite Conversion kit (QIAGEN) accord-
ing to the manufacturer’s instructions. Briefly, ~ 50 ng of
bisulfite-treated DNA was used as template for a PCR
with LINE-1 primers (forward: 5’-biotin-TAGG-
GAGTGTTAGATAGTGG and LINE-1-reverse 5'-
AACTCCCTAACCCCTTAC) and Platinum Taq DNA
polymerase (INVITROGEN). Cycling conditions in-
cluded an initial denaturation at 95 °C for 15 min,
followed by 50 cycles consisting of denaturation at 95 °C
for 40 s, annealing at 56 °C for 40 s, and extension at
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72 °C for 40 s. A final extension step at 72 °C for 10 min
was performed. PCR products were then pyrosequenced
using the sequencing  primer 5-AACTCCC-
TAACCCCTTAC in the Pyromark Q96 ID (QIAGEN),
following the manufacturer’s instructions. Efficiency of
bisulfite conversion was verified using nonCpG cytosine
residues as built-in controls.

The pyrosequencing method treats each CpG site as a
C/T polymorphism and generates quantitative data (in
percentage) of the relative ratio of the methylated allele
versus the non-methylated allele. The heights of the
peaks given by the pyrograms were converted into
numerical values (Additional file 1: Figure S1). Methyla-
tion levels of the five CpG sites were averaged, and a
single value was analyzed for each sample [23].

Statistical analyses

Statistical analyses were performed using GraphPad
Prism 5.0 (GraphPad Software Inc.). First, all groups
were analyzed for normal distribution (Kolmogorov—
Smirnov test), and if different sample groups followed
normal distribution, ¢ tests (paired and unpaired) were
used; otherwise, the Wilcoxon matched-pairs test was
used in the case of paired samples (WT versus kidney),
and the Mann—Whitney test was used for unpaired sam-
ples. For comparisons with more than two groups, we
used the Kruskal-Wallis test with Tukeys multiple
comparison post-test correction.

A receiver operating characteristic (ROC) curve was
created to determine the LINE-1 methylation level
threshold that could discriminate cases with relapse
from those without relapse. To analyze the relation be-
tween prognostic factors as well as LINE-1 methylation
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levels and relapse, odds ratios (ORs) and 95% confidence
intervals (ClIs) were calculated by unconditional logistic
regression analysis using SPSS version 21.0 (IBM). All
differences were considered statistically significant if p <
0.05.

Results

Hypomethylation of LINE-1 in WTs

We analyzed 47 FFPE WTs and normal kidney paired
samples. There were 31 and 16 patients classified as
intermediate and high risk, respectively, among which
17 experienced relapse.

Methylation levels of five CpG sites located in the
LINE-1 sequence were evaluated by pyrosequencing in
matched WT blastemal component and renal cortex
tissues. WT samples presented a hypomethylated pattern
in all five CpG sites compared to matched kidney sam-
ples; therefore, the averaged methylation levels of the
five CpG sites were used for further analyses. WT
presented a hypomethylation profile (median 65.0%,
47.4-73.2%) compared to normal kidney samples (me-
dian 71.8%, 51.5-77.5%; p < 0.0001) (Fig. 1a).

Association of LINE-1 hypomethylation with clinical and
tumor characteristics

No significant associations were found between LINE-1
methylation levels and clinical-pathological characteris-
tics including age at diagnosis, gender, risk classification,
and tumor stage (Table 1). Also, although the presence
of anaplasia was not considered for our analysis, we ana-
lyzed LINE-1 methylation levels in tumor samples with
and without anaplasia. WT samples that had anaplasia
(focal or diffuse) showed a lower global methylation level

a b
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Jeick 100 - Cut-off value: 62.71%
o 75"
g
€ 70 - 75
8 >
I~
g 65- ‘_—;
§ e . o
& 3 AUC: 0.8078
2 55 Sensitivity: 76.47%
i 251 Specificity: 83.33%
= 50 p=0.0005
. . . 0 T T T T T T T T T 1
Nommal Kidney WT without relapse WT with relapse o D ‘9 P P PSP PP @Q
100% - Specificity%

Fig. 1 LINE-1 methylation profile in WT according to relapse status. a Violin plots showing LINE-1 methylation levels in normal kidney and WT
samples grouped according to relapse status. The curve is estimated by a kernel density and is proportional to the number of samples. Internal
boxplots include methylation levels within the 25% and 75% interquartiles, with bars indicating 1.96 x standard deviation and white dots representing
the median methylation values. ***p < 0.0001, Kruskal-Wallis test. b ROC curve of LINE-1 methylation for discrimination of WT samples without relapse
and WT samples with relapse (p <0001)
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Table 1 Associations between LINE-1 methylation levels and clinical-patholegical characteristics

Characteristic Group N (96) LINE-1 methylation, median in % (25th—75th percentiles) p value

Gender Male 28 (596) 65.11 (58.66-67.09) 0.978
Female 19 (404) 64.06 (58.54-71.21)

Age at diagnosis 0-< 2 years 14 (29.8) 66.47 (64.50-71.23) 0.258
2-5 years 24 (51.0) 6340 (58.32-67.17)
> 5 years 9(192) 61.28 (56.80-67.74)

Stage | 11 (234) 62.59 (57.12-66.27) 0.281
Il 20 (426) 64.80 (5845-69.87)
1l 16 (34.0) 65.00 (63.14-71.28)

Risk classification Intermediate 31 (66.0) 65.23 (6046-68.38) 0.229
High 16 (44.0) 61.66 (57.35-67.27)

compared to samples without anaplasia; those presenting
diffuse anaplasia had even lower LINE-1 methylation
levels (Additional file 2: Table S1). No further analysis
was performed regarding the presence of anaplasia be-
cause of the low number of cases (six cases).

We observed that LINE-1 methylation levels were
lower in tumor samples from patients with relapse (me-
dian methylation 60.5%) compared to patients without
relapse (median methylation 66.5%; p = 0.0005) (Fig. 1a).
To explore this result further, a ROC curve analysis was
applied to verify the ability of LINE-1 methylation levels
to discriminate WT samples from these patients. Using a
cut-off value of 62.71% for LINE-1 methylation levels,
the area under the curve was 0.808, with a sensitivity of
76.5% and a specificity of 83.3% (p = 0.0005; Fig. 1b).

Given that we found a difference in LINE-1 methylation
levels between WT samples from patients with and with-
out relapse in this cohort, thus we applied the uni- and
multivariate analyses with other prognostic factors (stage
and histological risk classification) as an exploratory ques-
tion. We observed an association between high-risk classi-
fication and decreased LINE-1 methylation levels with a
higher risk of relapse when we performed a univariate
analysis (Fig. 2a). Hence, we applied a multivariate analysis
to evaluate LINE-1 methylation levels regarding the estab-
lished prognostic factors (stage and risk classification).
This analysis showed that risk stratification, as expected,
as well as LINE-1 methylation levels were independent
variables for risk of relapse: the lower the methylation
levels, the higher the risk of relapse. The logistic regres-
sion model highlighted an increase of 30% in risk of re-
lapse per decreased unit of methylation (OR 1.30; 95% CI
1.07-1.57; Fig. 2b). In other words, a decrease of 1% in the
percentage of methylated cells measured by pyrosequenc-
ing is associated with an increase of 30% in relapse risk.

Discussion
Although WT is a curable disease, a considerable num-
ber of patients experience relapse. Thus, a refinement in

the risk stratification for patients with WT could help
avoiding overtreatment, improve survival chances, and
reduce morbidity. Risk classification from a SIOP-2001
clinical trial is based on tumor response to chemother-
apy, with blastemal component predominance classifying
patients in the high-risk group [24]. However, such risk
stratification has its flaws and could benefit from the
addition of molecular markers of relapse. These flaws in
risk stratification include central pathology review and
lack of inclusion of tumor volume, with evaluation only
of percent of residual cell type. Hence, a current SIOP-
2001 study is evaluating if a threshold of 20-50 ml of
remaining blastemal cells can be used as a new stratify-
ing biomarker [25, 26]. However, we could not evaluate
the residual blastemal volume retrospectively in this
cohort.

LINE-1 serves as a surrogate marker of global methy-
lation, and several studies have demonstrated the impact
of its methylation levels on the prognosis of patients
with cancer [27], such as colon [28], gastric [29], and
hepatocellular [30] cancers. We observed lower LINE-1
methylation levels in tumor compared to matched
normal kidney samples; however, no differences were
observed when comparing the blastemal components
from high- and intermediate-risk samples. Nevertheless,
tumor samples from patients who experienced relapse
showed lower LINE-1 methylation levels compared to
tumor samples from patients without relapse. These data
suggest that LINE-1 methylation levels represent a can-
didate biomarker of relapse for patients with WT.

Global hypomethylation has been observed in embry-
onal solid tumors [31, 32]. In WT, global hypomethyla-
tion in two satellite regions, satellite o and satellite 2,
was reported as a surrogate marker of global methyla-
tion in all histological types [33]. Lower LINE-1 methyla-
tion levels also are associated with telomere shortening
in WT compared to normal kidney samples [21].
Altogether, global DNA hypomethylation seems to be a
common feature in WT [12, 21, 33], independently of
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the marker used or whether preoperative chemotherapy
or surgery was the initial treatment. These lower methy-
lation levels not only may be a consequence of the
tumorigenesis process but also may actively contribute
to tumor development and/or progression. Global DNA
hypomethylation is associated with genomic instability
of transposons and retrotransposons, as well as with
activation of oncogenes [34, 35]. Therefore, it is not sur-
prising that lower global methylation levels are often
associated with poor prognosis in different tumor types
[14] including the embryonal medulloblastomas [36] and
hepatoblastomas [32, 37].

Survival rates for WT-relapsed patients may reach only
50% even under aggressive treatment [4]. Thus, factors
that can predict relapse may help standardize treatment
so that a more conservative approach could be applied
to reduce morbidity for patients with a lower risk of re-
lapse. For those patients with a higher relapse risk, alter-
native treatments must be proposed because the current
therapeutic approaches reach the limits of toxicity. In
patients with surgery as a first treatment, 11p15 LOI has
been proposed as a biomarker for relapse in patients
with stage I favorable histology WT [38, 39], while loss
of heterozygosity on 11p15 was associated with a risk of
recurrence of 5.00 [9]. Furthermore, a study evaluating
the prognostic significance of different molecular
markers (including 1q gain, 1p and 16q losses, and
MYCN gain) in a large case series (586) of WT showed
that, besides tumor stage and high-risk histology, only
1q gain is an independent predictor of event-free sur-
vival [7]. Our data showed that LINE-1 methylation
levels could distinguish tumor samples from patients
with and without relapse with a sensitivity of 76.5% and
a specificity of 83.3%, remaining as an independent
prognostic factor for relapse on top of the histological

risk classification. In this cohort, the high-risk patients
were classified solely based on the remaining proportion
of the blastemal component (after excluding necrosis).
This enrichment for blastemal cells, despite the histo-
logical risk classification, allows for comparison of all
tumors with a lower influence of the cellular compos-
ition given by the different cells presented in the tumors.
Therefore, it is tempting to propose that LINE-1 methy-
lation could be a useful predictor of relapse, in addition
to risk classification, helping to guide new treatment
approaches. Finally, the turnover time of the analysis of
approximately 10 days would enable the indication of
patient’s prognosis before postoperative treatment.

Our results reinforce previous data showing a global
hypomethylation profile in WT. Also, we suggest a pro-
spective evaluation to access the feasibility of the use of
LINE-1 methylation levels as a possible marker of re-
lapse after chemotherapy treatment. Although our find-
ings are quite promising, the number of samples was
limited, and the analyses were restricted to the blastemal
cells of the tumors. Thus, other studies should be
carried out to confirm the prognostic value of LINE-1
methylation in WT.

Conclusions

Our results showed that the blastemal component of
WT samples exhibits a LINE-1 hypomethylation pattern
in comparison to normal kidney samples. In addition,
these lower methylation levels not only may be a conse-
quence of the tumorigenesis process but also may
actively contribute to tumor development and/or pro-
gression. This association suggests that embryonal tu-
mors are driven by different oncogenic mechanisms, as
has been observed in other embryonal tumors. We also
show that with each unit decrease in global methylation,
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the chances of relapse increase, indicating the accuracy
of this marker as a possible relapse predictor in associ-
ation with the currently used risk classification (SIOP
2001). However, because of the small number of samples
and the fact that these analyses were done only in the
blastemal component, more studies need to evaluate
prospectively the efficacy of this molecular marker.

Additional file

Additional file 1: Figure S1. LINE-1 methylation pyrograms of
representative samples. (A) Normal kidney; (B) Wilms tumor. Five CpG
sites were evaluated in the LINE-1 promoter sequence. Arrows indicate
internal controls for bisulfite conversion. (TIFF 416 kb)

Additional file 2: Table S1. Updated clinical data and methylation
mean of the 5 LINE-1 sites of each patient. (DOCX 33 kb)
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SUMMARY

Childhood renal tumors account for ~7% of all childhood cancers, and most cases are embryonic Wilms' tumors (WT). Children with
WT are usually treated by either COG or SIOP. The later treats the children using preoperative chemotherapy, but both have around
90% of overall survival in five years. WT is a genetically heterogeneous group with a low prevalence of known somatic alterations. Only
around 30% of the cases present mutation in known genes, and there is a relatively high degree of intra-tumor genetic heterogeneity
(ITGH). Besides potentially having an impact on the clinical outcome of patients, ITGH may interfere with the search for molecular
markers that are prospectively being tested by COG and SIOP. In this review, we present the proposal of the current UMBRELLA SIOP
Study 2017/Brazilian Renal Tumor Group thar requires the multi-sampling collection of each tumor to better evaluate possible molecular
markers, as well as to understand WT biology

KEYWORDS: Wilms tumor. Biomarkers. Genetic Heterogeneity

INTRODUCTION

Childhood renal tumors account for ~7% of all ~ of 9.5 cases per million?. The peak incidence is be-

childhood cancers, and most cases are Wilms tu-
mors (WT) or nephroblastomas (~90%), affecting one
in 10,000 children under the age of fifreen'. Tt is es-
timated there are 500 new cases of WT every year
in Brasil, with a median age-adjusted incidence rate

tween the ages of 2 and 3 years', but bilateral cases
and those associated with congenital syndromes (5
to 10% of the cases) are diagnosed carlier®.

Non-WT renal tumors include clear cell sarco-
ma of the kidney (CCSK, 2-3%, 1% of the cases), with
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similar age presentation to WT, malignant rhabdoid
tumor of the kidney (MRTK, 2-3%, 1% of the cases),
which presents a peak incidence at 10 to 18 months,
renal cell carcinoma (RCC, 1% of the cases), with a
peak incidence among adolescents, benign congeni-
tal mesoblastic nephroma (CMF, 2-3% of the cases),
and all other renal tumors, which include sarcoma
and neuroectodermal tumor of the kidney, comprise
2-3% of the cases®. All renal tumors, but CMF, which
is usually treated with surgery alone, have a poorer
prognosis compared to WT. Duc toits relatively high-
er incidence, this review will focus on WT.

Children with renal tumors arc usually treated ac-
cording to one of the two major clinical groups. The
SIOP-RTSG (Societe Internationale d’Oncologie Pedi-
atrique - Renal Tumor Study Group) protocol recom-
mends children be wreated with pre-operative chemo-
therapy; and the COG (National Wilms Tumor Study/
Children’s Oncology Group) protocols advise children
to be submitted to upfront surgery, with both reach-
ing 90% of overall survival®®.

GENETIC EVENTS AND POTENTIAL
PROGNOSTIC MARKERS FOR WILMS
TUMORS

Most pediatric tumors present a short time that
precedes the diagnosis, thus resulting in [ewer evo-
lutionary events compared to adult cancers’. Consis-
tently, the mutational spectrum described in most
pediatric solid tumors has been considerably small,
including in WT. WT is a genetically heterogeneous
group that presents a low prevalence of known so-
matic alterations and a relatively high degree of
Intra-Tumor Genetic Heterogeneity (ITGH)®®. For
instance, 30% of WT cases have a known mutated
gene, with W11, CINNB1, and AMER1 being the
most prevalent’". Moreover, alterations in microR-
NA processor genes (DROSHA, DGCRS, DICERT, and
TARBP2) and SIX1/2 were also found in up to 15% of
WT™. The mutation spectrum of WT was proper-
ly discussed by other studies*™. For the purpose of
this review, we considered of interest the somatic
mutations in TP53 found in ~70% of the diffuse an-
aplastic WT and gain of MYCN found in up to 4%
of the cases. Diffuse anaplastic tumors comprise
5% of WT cases. They present an unstable genome,
but tumors that also had TP53 mutations or loss
presented a higher number ol copy number alter-
ations™, In diffusc anaplastic WT, mutation/loss

in TP53 was suggested to be an independent poor
prognostic factor®. MYCN gain was associated with
anaplasia and with poorer relapse-free and overall
survival, independently of tumor histology™. A gain
of 1q is found in up to 30% of WT cases and was con-
sidered a potential prognostic biomarker regardless
of the treatment protocol (COG or SIOP). A gain of
1q was associated with poorer event-lree and overall
survival, and, if validated, it could be used to select
patients who were [irst treated with surgery or che-
motherapy for more aggressive treatment™2°,

Loss of heterozygosity (LOH) of both 1p and 16q
were associated with lower event-free and overall
survival in WT treated with surgery first®"?. Follow-
ing these [indings, [or the [irst time, the presence of
molecular alterations was used to direct therapy in
WT. COG intensilied the treatment for stage 1II/IV
WT, with loss of heterozygosity (1.OT1) of 16q, and 1p
signilicant improving the event-[ree survival®.

All potential biomarkers discussed here were
studied in a single sample from each case without
considering the existence of ITTGIT in WT.

Intra-tumor genetic heterogeneity in Wilms

Tumor: the importance of prognostic markers

WT develops [rom primitive renal cells incapable
of completing kidney differentiation, which results
in a tumor that recapitulates nephrogenesis, with
morphology, methylation, and gene expression
similar to the fetal kidney®*2%. WT is composed of
varying proportions of three morphologically dis-
tinct cell types: undifferentiated blastemal cells,
epithelial cells ordered into primitive structures,
and stromal cells, which are related to the clinical
behavior?3°.

Intratumoral diversity is relatively common in
chemotherapy-treated primary childhood cancers,
even for WT that usually is described as presenting
a relatively stable genome. Most WT subclones have
low-frequency aberrations, but potential drivers may
emerge as part of the ITGH, such as copy number
neutral imbalance of 11p and trisomy 8, 1q gain, and
1p/16q loss®.

The gain of 1q is a promising biomarker for pa-
tients with WT stratification into risk groups, al-
though it can be an early or late event. In the latter
scenario, for prospective studies that underlie clinical
trials, the assessment of the ITGH by multisampling
the tumor for proper evaluation of this biomarker is
of utmost importance. Based on an analysis of 20

407

REV ASSOC MED BRAS 2019; 65{12):1426-"50"

174



cases of WT, it was estimated the need [or at least
three tumor samples for cach case®.

Other alterations were characterized as 1TGH in
WT, such as AMERT (WTX)*, DROSHA, SIX1*, and
1P53%. These studiesarestill inearly stages, and defin-
itive interpretation and conclusion will only be possi-
ble after studying large multi-sampled tumor cohorts.

Proposal of the current SIOP protocol/ Brazil-

ian Renal Tumor Group

There is an increasing cffort to identify prognos-
tic molecular markers for patients with WT. The cur-
rent approach to risk stratification has reached the
limits of what can be achieved through combinations
of clinical and pathological [eatures. The biological
mechanisms involved in tumor treatment response
still need to be uncovered and associated with the
current risk factors to further improve prediction
of each child’s risk of relapse. Retrospective studies
from SIOP and COG pointed to alterations that are
being explored prospectively in patients with WT.
However, any potential prognostic markers require
prospective validations that consider the underlying
ITGH of each case.

The current protocol recommends the collection
of three tumor samples at dillerent sites of the tu-
mor and the adjacent normal kidney by the pathol-
ogist responsible for the diagnosis at the time of
surgery. The area of the research sample must be re-
moved from the region immediately adjacent to the
diagnostic sample (paraflin block), avoiding areas of

necrosis and hemorrhage (Figure 14). 1t is extremely
important to correctly identify cach tube and record
patient data to enable later association of experimen-
tal findings with the clinical-pathological character-
istics. The tubes should be labeled as tumor (I'W1,
TW2, TW3, and so on) and kidney (NK1, NK2) sam-
ples for proper handling at the biomarker research
stage. Note that the normal counterpart for compar-
ison with WT is the renal cortex and not the kidney
medulla. Samples may be used for DNA, RNA, and/or
protein satisfactorily.

Samples should be collected immediately after
surgery, [rozen in liquid nitrogen, and sent to the
Biohank of the institution for correct storage (Figure
2). For institutions without a Biobank, it is possible
to ask for a tube with an appropriate reagent for tis-
sue storage that keeps the tissue viable for further
experiments. If this is the case, recommendations
are: 1. the sample should be completely submerged
by the reagent; 2. one of the dimensions of the tissue
should be smaller than 0.5 em to cnable rapid sta-
bilization of the molecules; 3. the approximate ide-
al ratio is 1:10, equivalent to 10 mg of tissue to 100
uL of reagent. Each tube contains between 800 and
1000 ulL of reagent. Samples will be safe if stored at
37 °C for 24 hours; 15-25 °C for one week; 4 °C for six
months; - 20 or -80 °C indelinitely. These tubes are
provided only by the project coordinator and should
be requested (o the SIOP-BRTG via SOBOPE (Figure
1B). In one year, the BRTG received cighteen cases
from six institutions with at least three tumor and

FIGURE 1. A.
NEPHRECTOMY
SPECIMEN. SAMPLES
WERE COLLECTED FROM
THREE TUMOR AREAS
(1,2,3) AND ADJACENT
NORMAL KIDNEY (NK)
BY THE PATHOLOGIST. B
- SCHEME FOR SAMPLE
COLLECTION. TUBETO
KEEP THE FRESH TISSUE
SAMPLE (800-1000UL OF
REAGENT FOR 80 TO 100
MG OF TISSUE).
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Ink and Bi-valve
specimen

Take ~ 1x1cm section of most
viable appearing area using
sterile scalpel

Place other ¥z in

Divide sample in 2 using same

scalpel

Cassette
labelled T1

Snap freeze one 2 -
ideally in liquid
nitrogen, if not on dry
ice
Use Sterile Forceps
DO NOT: Use
solvents or wrap in
foil

Place sample in

cryotube labelled

T1 and keep on
dry ice

Repeat with a second area of viable appearing tumour and
place in cryotube/cassette labelled T2. If macroscopically
different areas please repeat with further samples.

Maintain
Sterility

Repeat with sample of normal kidney and place in
tubes/cassette labelled NK

Throughout

Once Frozen

Take further samples and process for Tissue Banking, for cell
culture, diagnosis and staging

Do Not Allow

Thawing at
Any Time

Place frozen samples in -80°C Freezer
Fix cassettes in formalin and process in paraffin

Send frozen samples, fresh material for cell culture, paraffin
blocks, pathology report, (with specimen photograph) and
matching blood sample to national Wilms Tumour centers

FIGURE 2. WORKFLOW FOR SUBMISSION OF TISSUE SAMPLES. SCHEME IS PART OF THE UMBRELLA SIOP-RTSG
STUDY AND WAS KINDLY PROVIDED BY PROFESSOR KATHY PRITCHARD-JONES
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one normal kidney samples from each case. All pre-
sented good quality for molecular analysis, pointing
to the viability of this proposal.

These procedures are part of an attempt by the
Brazilian Renal Tumors Group (BRI'G) to promote
research in renal tumors and to have active partici-
pation in molecular studies of international groups.
Discussions regarding clinical, radiological, and
pathological aspects of the patients are promptly
discussed by email (tuwi_comite@googlegroups.
com). More information is available at www.gbtr.
com.br to increase participation in cooperative
groups and improve diagnosis and treatment in
such a heterogeneous country. All procedures were
approved by the national ethical committee (CO-
NEP 1.480.548; 2017).

Regarding WT pathology and molecular biology
protocols, the BRTG complies with the UMBRELLA
SIOP-RTSG 2016 updated guidelines, carefully re-
viewed by a consensus of pathology experts within
the group, who also proposed to stimulate interna-

tional collaboration with the harmonization of treat-
ment protocols and research, including the standard-
ization of specimen handling and improved collection
of hiological samples®. These are of utmost impor-

RESUMO

tance to validate biomarkers such as MYCN amplifi-
cation, 1q gain, and 17p loss. After all, the develop-
ment and inclusion of true predictive biomarkers for
pediatric patients with WT will only be possible by
enabling large, international, high-quality databases
and samples within cooperative studies.
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Os tumores renais pedidtricos correspondem a aproximadamente 7% de todos os tumores infantis, sendo o mais frequente o tumor de
Wilms (TW). Criangas com TW sdo geralmente tratadas sequindo dois distintos protocolos terapéuticos (COG ou SIOP), sendo que no
ultirmo, os pacientes recebem tratamento quimioterdipico pré-operatério. Ambos apresentam sobrevida global em cinco anos em torno
de 90%. TW ¢é geneticamente heterogéneo, apresentando baixa prevaléncia de alteraces somdticas conhecidas, com cerca de 30%
dos casos apresentando mutagdes em genes conhecidos e um alto grau de heterogeneidade genética intratumoral (HGIT). Além de
potencialmente ter um impacto sobre o desfecho clinico dos pacientes, a HGIT pode interferir na busca de marcadores moleculares que
estdo sendo testados prospectivamente pelos grupos COG e Siop. Nesta revisdo, apresentamos a proposta do atual estudo Umbrella
Siop 2017/Grupo de Tumores Renais Brasileiros (GTRB), que orienta a coleta de trés diferentes regides do tumor para melhor avaliar
possiveis marcadores moleculares, bem como para compreender a biologia do TW.

PALAVRAS-CHAVE: Tumor de Wilms. Biomarcadores. Heterogeneidade genética.
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Abstract: To identify underlying mechanisms involved with metastasis formation in Wilms
tumors (WTs), we performed comprehensive DNA methylation and gene expression analyses
of matched normal kidney (NK), WT blastemal component, and metastatic tissues (MT) from patients
treated under SIOP 2001 protocol. A linear Bayesian framework model identified 497 differentially
methylated positions (DMPs) between groups that discriminated NK from WT, but MT samples were
divided in two groups. Accordingly, methylation variance grouped NK and three MT samples tightly
together and all WT with four MT samples that showed high variability. WT were hypomethylated
compared to NK, and MT had a hypermethylated pattern compared to both groups. The methylation
patterns were in agreement with methylases and demethylases expression. Methylation data pointed
to the existence of two groups of metastases. While hierarchical clustering analysis based on the
expression of all 2569 differentially expressed genes (DEGs) discriminated WT and MT from all
NK samples, the hierarchical clustering based on the expression of 44 genes with a differentially
methylated region (DMR) located in their promoter region revealed two groups: one containing
all NKs and three MTs and one containing all WT and four MTs. Methylation changes might be
controlling expression of genes associated with WT progression. The 44 genes are candidates to be
further explored as a signature for metastasis formation in WT.

Keywords: Wilms tumor; cancer progression; DNA methylation; gene expression; data integration;
DNMT; TET

1. Introduction

Wilms tumor (WT) is an embryonic renal tumor with a median age adjusted incidence rate of
8.33 per million in Brazil [1]. The most frequently mutated genes in WT are WT1 (12%), AMER1 (18%),
CTNNBI (15%), and DROSHA (12%) [2-6]. Genome-wide analysis in a large collection of tumors
identified additional somatically mutated genes found less frequently, with most mutations often
occurring in the same tumors. Currently, there are 37 genes found recurrently mutated in WT [7], which
individually are not enough to cause tumor development in more than 5% of the patients. Although
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constitutional for 3% of the patients that do not present obvious clinical symptoms [8], around 70% of
WT present imprinting abnormalities at the imprinting control region (ICR) of IGF2/H19 [3] pointing to
alterations in the mechanisms of gene expression regulation as being involved in WT formation [9].
WTs have lower LINE-1 methylation levels than paired adjacent normal kidney tissues, with tumors
from patients that relapsed presenting even lower levels than those that did not relapse [10]. Methylation
levels from CpG sites located close to genes or in intergenic regions divided WT in two subgroups,
one with a methylation profile similar to nephrogenic rests and a second group presenting increased
high methylation variability, hypomethylation of renal developmental genes, and hypermethylation of
cell adhesion genes [11], this subgrouping still needs further confirmation.

Patients with WT are treated by either Children Oncology Group (COG) or International Society
of Pediatric Oncology (SIOP) protocols, and had an overall survival rate of 90%, which strongly
relies on the histological subtype and tumor stage [12]. The later include preoperative chemotherapy,
followed by surgery and adjusted chemotherapy (radiotherapy for selected cases), according to tumor
initial response [13,14]. The diverse WT histology stratifies patients in low (completely necrotic),
intermediate (stromal, epithelial, mixed, and regressive tumors), and high (blastemal and diffuse
anaplastic tumors) risks. While patients with low and intermediate risk tumors present 88% 5-year event
free survival, patients with blastemal predominant tumors show 58% 5-year event free survival [15].
Diffuse anaplastic tumors have TP53 abnormalities in 60% of the cases, present as an heterogeneous
marker [16-18], which was associated with increased risk of recurrence and death [16]. There are
several efforts in the search for biomarkers to improve the current risk stratification system [19-21].
Patients with WT might still be over- or under-treated and to predict those that will relapse remains
difficult [22]. Avoiding the adverse treatment effects remains a challenge, especially considering the
heterogeneous genetic susceptibility to other tumors, renal and heart diseases, among others [23-25].

Although DNA methylation and gene expression disruption were implicated in Wilms
tumorigenesis, these mechanisms have not been explored in metastasis formation. Here, we explore
DNA methylation together with gene expression in matched trios of normal kidney (NK), WT,
and metastatic tissue (MT) to gain insight into the biology underlying WT progression.

2. Materials and Methods

2.1. Sample Collection and DNA and RNA Extraction

Patients were enrolled in the Brazilian National Institute of Cancer (INCa) into the International
Society of Pediatric Oncology (SIOP) clinical trial 2001. All 110 cases (2003-2014) registered to the
Department of Pathology were reviewed by a pathologist and a clinician that selected 11 cases
(33 paired samples) that presented viable tissues in formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) blocks of
matched normal kidney (cortex), WT (blastemal component), and metastatic tissues (all from lung).
A total of 27 samples from nine cases passed quality control parameters for DNA and/or RNA integrity,
five cases were evaluated by both methodologies, two cases were evaluated only for methylation
experiments, and two cases only for expression experiments (Table 1). Microdissection was carried out
by two punches of 1-mm core samples to maximize cellular homogeneity (>80% of blastemal cells).
DNA and RNA from FFPE were extracted using QIAamp DNA Mini kit (Qiagen®, Hilden, Germany)
and RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation Kit for FFPE (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA),
respectively, following manufacture procedures.

The Research Ethics Committee from INCA independently approved the study (ID 170/13),
and informed consent was obtained from the patients’ legal guardians. All experiments were performed
in compliance with the Helsinki guidelines.
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Table 1. Clinicopathological characteristics of the cases evaluated for DNA methylation and
gene expression.

Ageat Histology

S::;T)P'le Diagnosis Gender (Primary Psa:;g:' Relapse Site (h}d{;st::‘tggi); ) Technique
(years) Tumor)

1 3 B Blastemal 1] Left lung Mixed RNA-Seq/450k
2 7 M Regressive s Left lung Epithelial RNA-Seq/450k
3 5 M Mixed I Left lung Blastemal RNA-Seq/450k
4 3 F Mixed I Right lung Blastemal RNA-Seq
5 3 E Mixed I Right and left lung Epithelial 450k
6 9 M Mixed 1 Left lung Mixed 450k
7 4 M Regressive T Right lung Blastemal RNA-Seq
9 3 M Mixed I Right lung Blastemal RNA-Seq/450k
10 6 M Mixed I Right lung Mixed RNA-Seq/450k

Gender: female (F) and male (M).

2.2. Infinium HumanMethylation450 BeadChip Arrays (Illumina) Procedures

FFPE extracted DNA was recovered using Infinium HD FFPE Restore Protocol kit (Illumina,
Inc, San Diego, CA, USA) and treated with EZ DNA Methylation Kit (Zymo Research Corp,
Corporation, Irvine, CA, USA), following manufacturer’s guidelines. Thirty samples were profiled in
the HumanMethylation450 BeadChip arrays (HM450K, Illumina), following the Illumina Infinium HD
methylation protocol by Deoxi Biotecnologia (www.deoxi.com). Scanned HM450K (iScan SQ Scanner,
[llumina) were processed into IDAT files by GenomeStudio software (v.2011.1, lllumina Inc, San Diego,
CA, USA, 2011), with methylation module v.1.9.0 (Illumina). Probes were annotated according to the
Illumina annotation file using the Human GRCh37/hg19.

Quality control assessment pointed to two samples with low coverage and poor density profiles
(Figure S1), resulting in the exclusion of two incomplete matched trios, leaving 21 matched samples
(seven trios) for methylation experiments. Further steps implemented in minfi package [26] removed
probes presenting unreliable fluorescence measurements, including multi-hit probes [27] (1 = 6830),
located in XYS (1 = 52,017) and failed probes (detP > 0.05, n = 73,045). To best fit Infinium II to I probes,
we applied Quantile [28] normalization on the remaining 353,620 probes (Figure S2). Methylation
levels for each probe were shown as beta-values (0: unmethylated, 1: methylated), used for graphical
representations; M-values (beta-values logit transformation) were used for statistical analysis due to
the homoscedastic behavior, unless otherwise stated.

2.3. Methylation Statistical Analysis

To compare groups avoiding cellular heterogeneity effects, the sva package [29] was applied
to estimate surrogate variables. Limma package [30] was used to generate an empirical Bayesian
framework linear model [31] on matched trios, considering intra-patient and interpatient comparison.
The estimated surrogate variables were considered covariables before identification of differentially
methylated positions (DMPs). In the matched trio comparison, we considered significant those CpG
sites with adjusted p-values < 0.001. In the pairwise comparisons, we considered significant those
positions with an absolute mean beta change higher than 10% and p-value < 0.01.

DMRcate was applied to identify differentially methylated regions (DMRs), defined as a
300 nucleotides sequence with at least seven CpG sites presenting methylation changes in the same
direction [32]. Genomic regions with p-value < 0.05 and mean methylation differences greater than
10% (delta-beta > 0.1, hypermethylation) and smaller than 10% (delta-beta < —0.1, hypomethylation)
were considered the top ones. DMRs were annotated for overlapping promoter regions, considering
+/-2000 base pairs from transcription starting site of each gene. Functional annotation was performed
by enrichment analysis using GREAT on the DMRs’ genomic regions [33].
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2.4. RNA Library Construction and Sequencing

RNA samples were quantified by spectrophotometry using Nanodrop ND-2000 (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA), followed by a quality control step by quantitative RT-PCR for
GAPDH (114 nt). Sequencing libraries were generated with the TruSeq®RNA Access Library Prep
(Illumina), appropriated for RNA extracted from FFPE tissues according to manufacturer’s procedures.
We checked for sample quality at every step of analysis, discarding samples that did not reach the
parameters. From 33 samples, 12 samples were excluded due to low quality, leaving 21 samples
(7 matched trios) for RNA sequencing. For clustering, 2 nM libraries were denatured with 0.1M NaOH
and diluted at 12 pM HT1 buffer (Illumina) and loaded in cBot. Libraries were sequenced in the
HiSeq2500 (Illumina) and the quality of the fastq files was evaluated by FastQC v.0.11.5 (Babraham
Institute, Babraham, Cambridge, UK) [34]. Low quality bases, (phred score < 33, minimum length =
36 pb), and adapter sequences were removed using Trimmomatic v0.36 (RWTH Aachen University,
Aachen, Germany) [35], while poly-A tails were removed using Prinseg-lite v0.20.4 (University of
Birmingham, Birmingham, UK) [36] followed by data quality re-evaluation by FastQC. Both paired and
unpaired reads were processed to recover maximum reads sequenced. Unpaired reads refer to those
that one of the sequenced reads were not used due to low quality according to the evaluated metrics,
but we considered them as technical replicates. Then, reads were mapped to the GRCh38 reference
genome (Homo_sapiens, Ensembl) using STAR v2.5.3a [37], after removing the pseudogenes from the
reference genome annotation file, generating the alignment statistics (Tables S1 and S2). SAM files
(Sequence Alignment/Mapping) were converted to BAM (Binary SAM) files using SAMtools [38] and
visualized in the Integrative Genome Browser (IGV) 2.4.4 [39].

2.5. Gene Expression Analysis

We used the HTSeq v0.6.1 (University of Heidelberg, Heidelberg, Germany) [40] to identify the
number of reads maping to each gene. Data were normalized with DESeq2 package (University of North
Carolina, Chapel Hill, ND, USA) [41], which accounts for sequencing depth and generates an expression
matrix containing all genes for the 21 matched samples. We considered as differentially expressed
genes (DEG), those genes that presented False Discovery Rate (FDR) < 0.001 and IfcThreshold = 0.1.

3. Results

3.1. DNA Variability Suggests the Existence of Two Groups of Metastatic Tissues

DNA methylation for 353,620 CpG sites was evaluated in seven patients of matched NK, WT,
and MT tissues. Comparison between matched trios (NK, WT, and MT) allowed the identification of
497 differentially methylated positions (DMPs; adjusted p-value < 0.001), with 345 DMPs located in
301 genes. Regarding to CpG island, 342 DMPs (69%) were located in CpG island, shores, or shelves
whereas 155 DMPs (31%) were located in open sea (p-value < 0.0001; chi-squared test). Hierarchical
clustering based on these DMPs (Euclidean distance with average linkage) resulted in two clusters: one
containing all WT and four metastatic samples and a second containing all NK and three metastatic
samples (Figure 1A). Likewise, methylation CpG levels show that NK, WT, and MT are distinct tissues
and that there are two groups of metastases (MT-Group1: MT1, MT3, MT6, MT10, and MT-Group2:
MT2, MT5, MT9). The level of similarity between samples using multidimensional scaling (MDS)
applied to the 1% most variable sites (Figure 1B) showed that NK and three MT samples grouped
tightly together (MT-Group2) and all WT and four MT samples (MT-Group1) showed high variability
(p-value < 107'% Levene’s test). Consistently, we observed less variance at single CpG sites among
NK (67.5%, n = 2386, s.d. < 0.1) than in WT (8.0%, n = 282, s.d. < 0.1) and within the metastatic
samples, MT-Group2 (47.8%, n = 1692, s.d. < 0.1) showed less variance than MT-Group1 (22.7%,
n =804, s.d. <0.1). To gain a comprehensive insight into the variation in DNA methylation between
the three groups, we applied Principal Component Analysis (PCA) to the full dataset. The principal
component (PC) 1 and 2 explained 88.1% and 3.1% of the variance (Figure 1C), respectively, which
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clearly separated NK and WT and both groups of metastases. This suggests that NK has a more stable
epigenome than WT, consistent with previous reports in normal and cancer tissues. MT-Group1 had
twice as many variant CpGs than MT-Group2, pointing to differences in the genomic stability between
both groups. The histology of the metastatic samples as well as the clinicopathological characteristics
of the tumors are presented in Table 1.
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Figure 1. Methylation analyses in matched trios of normal kidney (NK), Wilms tumor (WT),
and metastatic tissues (MT). (A) Hierarchical clustering (Euclidean distance with average linkage) of
the 21 samples, based on methylation levels of the 497 differentially methylated CpG sites. Heatmap
colors refer to methylation levels: unmethylated (blue), partially methylated (white), and methylated
(red). (B) Multidimensional scaling of the top 1% most variable positions. (C) Variance in DNA
methylation related to each principal component identified. (D) Boxplot representing expression levels
(from RNAseq) for DNMT1, DNMT3A, DNMT3B, TET1, TET2, and TET3. Kruskal-Wallis test followed
by Dunn post-test was applied: * p < 0.05,** p < 0.01, ** p < 0.001. NK: normal kidney (n = 7), WT:
Wilms tumor (1 = 7), MT1: metastasis group 1 (n = 4), MT2: metastasis group 2 (n = 3).
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3.2. Methylation Differences May Be Related to DNMTs and TETs Expression

By applying pairwise comparisons between NK, WT, and MT groups, we identified 8860 hypo-
and 8746 hypermethylated positions between WT and NK and 825 hypo- and 1314 hypermethylated
DMPs between MT and WT (p-value < 0.01 and Delta beta-value (DB) > 10%). Most of the DMPs from
WT and NK were located in CpGs island, shores, or shelves, independently of its methylation pattern
(61% hypomethylated and 65% in hypermethylated DMPs), similar to the DMPs from MT and WT
(59% hypomethylated and 66% in hypermethylated DMPs).

Further, we verified the expression of methylases and demethylases by looking for a correlation
between methylation pattern observed in NK, WT, and MT, considering both MT-groups. DNMT1,
DNMT3A, and TET1 reported lower expression in NK compared to WT. MT-Group1 and MT-Group2
showed different expression levels for DNMT3A and DNMT3B, again with MT-Group1 showing
expression levels similar to WT and MT-Group2 being more similar to NK (Figure 1D).

3.3. Genes Controlled by DNA Methylation Confirm the Existence of Two Groups of Metastases

To examine the relationship between methylation and RNA expression, we correlated the
methylation levels of DMRs and the expression of the closest genes. By comparing WT and NK,
we identified 92 hypo- and 207 hypermethylated regions in WT (p-value < 0.05 and DB > 10%),
and 1.100 up and 1.469 downregulated genes (FDR < 0.001) in WT compared to NK, with 44 showing
agreement between hypomethylation/over-expression (n = 8) and hypermethylation/down-expression
(n = 36) (Table 2). Similar to previous studies [3,7], methylation of 11p15 ICR1 correlated with IGF2
and H19 expression (Figure 2A). Four genes from HOX family reported hypomethylation associated
with over-expression: HOXA5, HOXA6, HOXA-AS3, and HOXB-AS3. Five genes are recognized tumor
suppressor genes, the hypermethylation was associated to down-regulation for LTF, SUSD2, HNF4A,
TNFRSF10A, and H19. The exception was BRCA1 that presented promoter hypomethylation but was
over-expressed in WT. These findings suggest that DNA methylation could be a mechanism for loss of
function in a subset of tumors. While hierarchical clustering analysis based on the expression of all
2569 differentially expressed genes (DEGs) discriminated WT and MT from all NK samples (Figure 2B),
the hierarchical clustering based on the expression of 44 genes revealed two groups: one containing all
NKs and three MTs and a second containing all WT and two MTs (Figure 2C).
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Table 2. List of 44 genes showing negative correlation between f thy and gene ex levels.
Nisibes ot Methylation Methylation Expression
Gene DMR Location CpGs DMR Width (Bp)  Minimum p-value Status Status (Log2FC)
(MaxBetaFC) (MeanBetaFC)
ACCS chrl1:44087396-44088257 12 862 5x 1071 05 03
AQP1 chr7:30951064-30951801 1 738 6x10718 04 0.1
BHMT chr5:78407153-78407683 8 531 4x104 05 04
BRCA1 chrl7:41277974-41279022 21 1049 2x1072 -05 -02
D81 chr11:2397255-2398336 21 1082 2x107% 04 02
CIDLB chrl4:24779793-24780926 13 1134 4x1074 0.6 02
CLDNIO chrl3:96204518-96204978 8 461 1x 107 02 0.1
CLIC6 chr21:36041334-36041699 8 366 1x107% 0.6 05
CRB3 chr19:6463949-6464275 9 327 1x1073 04 0.3
ELT3 chrl:201979478-201979938 7 461 1x10- 03 01
GRHIL2 chr8:102504447-102504859 8 413 7x10°1 03 02
H19 chr]1:2019452-2020560 29 1109 4x10°12 03 0.1
HLA-A chr6:29910411-29911095 8 685 4x 10718 0.4 02
HNF1A chrl2:121416315-121416796 7 482 7x10710 04 02
HNF4A chr20:42983920-42984878 12 939 1x 1077 04 02
HOXA AS3 chr7:27183816-27185312 2% 1697 5x107'6 -03 -0.2
HOXAS chr7:27183816-27185312 2 1697 51071 -03 -0.2
HOXA6 chr7:27183816-27185512 2 1697 5x10°16 -03 -0.2
HOXB-AS3 chrl7:46669455-46670029 9 575 4x10710 -03 -0.1
11SPA2 chr14:65006688-65007437 16 750 1x10°% 0.4 0.2
IRF6 chr1:209979111-209979779 9 669 3x107? 05 03
KRT7 chrl2:52626814-52627576 8 763 1x1078 04 02
LTF chr3:46506104-46506354 9 451 3x10°° 03 02
MEST chr7:130130753-130131730 13 978 3x107° -02 -01
MYO158B 3839-73384360 9 522 1x107 03 02 -16
PAH 03310839-103311761 9 923 $x10°% 03 02 -8.1
PDZKUPT chrl:47635599-47636423 7 825 7x1077 03 02 -73
POUSF1 chr6:31148404-31148748 7 345 1x107° 02 0.1 -47
PRRG# chr]1:32851087-32851531 9 445 1x 107 02 0.1 -42
RGMA chrl5:93616894-93617168 11 275 2x107° -0.3 -02 27
SLC22A18 chr11:2925394-2923969 8 376 2x104 02 01 -25
SI.C2242 chr6:160679391-160680162 10 772 3x10°1 03 02 -80
SLC25A23 chr19:6463949-6464275 9 327 1x1073 0.4 03 -16
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N Methylation Methylation B
Gene DMR Location CpGs DMR Width (Bp)  Minimum p-value Status Status (Log2FC)
(MaxBetaFC) (MeanBetaFC)
SLC#4A4 chr6:31846769-31847028 ) 260 1x1077 02 02 -41
SLFN12 chr17:33759512-33760527 11 1016 1x10°H 05 03 -17
50D3 chrd:24796689-24797176 7 488 1x 107 02 01 -23
STRAG chrl5:74494781-74495354 7 574 4x10715 -03 -02 36
5USD2 chr22:24577223-24577448 7 226 4x1073 03 01 -27
TCIRGI chrl11:67806118-67806668 7 551 3x 1073 06 0.4 -22
TMEM140 chr7:134832544-134833299 7 736 9x 10710 04 02 -3.1
TNFRSF10A chr8:23082634-23082961 7 328 2x 107 03 02 -31
TTC22 chr]:55266296-35267152 8 857 1x1077 03 02 -57
urBl chr22:24891141-24891666 8 526 2x107'0 0.3 0.2 -31
VIWA7 chr6:31740805-31741184 8 380 1x10° 02 02 -17
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Figure 2. Genes controlled by DNA methylation. (A) Boxplot of expression levels across the groups
(NK, WT, and MT) for IGF2 and H19 (ANOVA and Tukey’s Multiple Comparison Test; * p < 0.05,
***p < 0.001) (B) Hierarchical clustering (distance was measured as 1-Pearson correlation coefficient
with complete linkage) of the paired seven cases (21 samples), based on expression levels of the (B)
2569 differentially expressed genes (DEGs) and (C) 44 genes controlled by methylation. Heatmap
colors refer to expression levels Z-score transformed: lower expression (green), median levels partially
methylated (black), and highly expressed (red). (D) Boxplot of expression levels across the groups (NK,
WT, MT-Group1, and MT-Group2) for 44 genes controlled by methylation. NK: normal kidney (n = 7),
WT: Wilms tumor (1 = 7), MT: metastasis (1 = 7), MT-Group1: metastasis group 1 (n = 4), MT-Group2:
metastasis group 2 (1 = 3).

Thus, we verified the expression of these 44 genes in the MT samples (Figure 2D; Figure S3).
Overall, the 44 genes expression showed a higher variance in MT-Groupl, similar to WT, and a
smaller variance in MT-Group2, closer to NK, suggesting their involvement into different paths of
tumor progression.
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3.4. Characterization of the DMRs within the Metastatic Groups

To investigate how the two MT groups differentiate, we then established which methylated regions
primarily discriminated between both MT groups and their matched WT. We identified 13 hypo- and
21 hypermethylated regions between MT-Groupl and WT, located in 11 (13 genes) and 19 (26 genes)
promoters. These DMRs were enriched for five molecular functions: antigen binding, TAPT and TAP2
binding, peptide antigen binding and peptide-transporting ATPase activity (FDR < 0.01; Table S3)
and no biological processes. DMRs with the higher methylation differences (>20%) were located at
the promoter regions of RUSC1 (and RUSC1-AS1), KCNQ1DN, both more methylated in MT-Groupl,
DNHD1 and EXOC3L2, both more methylated in WT.

The comparison between MT-Group2 and WT reported 130 hypo- and 36 hypermethylated
regions, located in 118 (155 genes) and 30 (38 genes) promoters. These DMRs were enriched for two
molecular functions: peptide antigen binding and MHC class II receptor activity (Table S4); and for
several biological processes including antigen processing and presentation of exogenous antigen,
genetic imprinting, interferon-gamma-mediated signaling pathway, meiosis, and regulation of T cell
mediated cytotoxicity (FDR < 0.01, Table S5). All the DMRs with the higher methylation differences
(>40%) were more methylated in WT than in MT-Group2, with one not located in gene promoter and
10 located the promoter of HISTTH4I, HCGY, SALL4, CACNA1C-AS1, GRIK2, SIM2, ELTD1, ZNF300P1,
NKAPL, ZKSCAN4, and RP11-573G6.

To verify again the similarities between MT-Group2 and NK, we compared the expression levels
between both MT groups identifying 2880 and 598 DEGs between MT-Groupl and MT-Group2,
respectively, versus NK. This analysis showed that MT-Group1 has 5.8 more DEGs with 425 (71%)
common genes between both comparisons.

4. Discussion

We investigated global gene expression and DNA methylation in case-matched triplets (normal
tissue, primary cancer, and lung metastasis) to apply a comprehensive analysis of WT disease
progression. Both variance and differential methylation analyses pointed to the existence of two groups
of metastases. The methyltransferases DNMT3A and DNMT3B also reported differential expression
between both groups. Similar to findings in other cancers [42], tumor samples presented high variance
whereas normal samples clustered together, with the metastatic tissues showing low or high variance,
similar to normal or tumor tissues. These groups were not identified in the expression data when
all DEGs were considered. Nevertheless, using only DEGs that had a DMR located in the respective
promoter, the clustering analysis identified the two groups of metastatic samples. We selected areas
containing blastema (>80% of the cells); however, we cannot exclude the possibility of contamination
by other cell types, resulting in, at least partially, differences in DNA methylation and gene expression.

MT-Groupl and MT-Group2 exhibited distinct methylation and expression patterns with
MT-Group2 being more similar to NK suggesting that alterations in DNA methylation rather than
acquisition of mutations are involved with metastasis. This difference was also observed at expression
levels that showed that MT-Group1 had almost six more differentially expressed genes than MT-Group2,
compared to NK. Epigenetic patterns were described within tumor types and associated to distinct
clinical and pathological characteristics, such as age to diagnosis, sex, and relapse [42,43], what could
related to the existence of both metastatic groups, however, a larger cohort is necessary to characterize
the subgroups. Another hypothesis is that MT-Groupl, that preserves WT alterations is not yet
completely adapted to the new microenvironment while samples from MT-Group2 are already
established in the lung presenting methylation and expression levels related to the survival in a fully
differentiated and functional organ.

Changes during tumor progression were analyzed using DMRs from matched primary and normal
tissues, which were then individually evaluated in metastatic samples. We found that a minority
(14.7%, 44 out of 299) of the DMRs showed negative correlation between methylation and expression
levels. This relatively low correspondence may be explained by the fact that we only used DMRs
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located in gene promoters. A downstream (up to 8 kilobases (kb)) or upstream (=2 kb to 0.3 kb) region
away from the promoter seems to have a stronger correlation [44]. Nevertheless, we found two out
three DMRs previously found hypermethylated in WT compared to NK: chr6:28956259-28956804 and
chr6:32115979-32117565 located in HCG16 and PRRT1, respectively [45]. Control of H19 and IGF2
expression by methylation and their association with WT is well described [3,46-48], thus validating
our other findings. Most of the 44 genes were not previously described in WT but they have been
associated to tumor progression and resistance to chemotherapy treatment in other cancers. Therefore,
they might be of clinical interest for stratification of patients into high and low metastatic risk as well
as to disclose potential targets for development of new therapies.

It is likely that epigenetic regulation of gene expression plays an important role in regulating the
expression of transcription factors that determine progenitor self-renewal and/or nephron differentiation.
PRC2 is recruited to unmethylated CpG sites to place the H3K27me3 mark at promoter and enhancer
regions, resulting in transcriptional repression and nucleosome compaction. Repression of PRC2 (and
PRC1) is believed to be a major mechanism whereby gene expression is negatively regulated during
development, including HOX and SOX genes [49]. The HOX family are well-known genes with roles
in development, differentiation, and motility, with their aberrant expression related to epigenetic
alterations in tumorigenesis. In normal differentiated tissues, HOX genes are usually methylated, which
is lost in tumors, together with the increase in expression, as demonstrated in myeloid/lymphoid or
mixed lineage leukemia [50]. In our study, HOXA5, HOXA6, HOXA-AS3—all in the same cluster—and
HOXB-AS3 showed negative correlation between expression and methylation.

Some tumor suppressor genes may have lost their function in WT by disruption of DNA
methylation in their promoter regions. HNF4A was involved with regulation of embryonic development
of multiple tissues, including renal development [51]. Little is known about the epigenetic mechanism
of this gene regulation, but in young-adult mouse liver HNF4A deficiency alters histone methylation
and acetylation [52]. In humans, changes in HNF4A expression were associated with liver, colon,
and hepatocellular carcinoma tumorigenesis [53]. TNFRSF10A is a receptor activated by tumor
necrosis factor-related apoptosis inducing ligand TNFSF10, signaling for cell apoptosis. Its suppression
is associated with inactivation of apoptotic pathways and consequently to tumor development in
osteosarcomas [54], gastric carcinomas [55], and glioblastoma multiforme [56,57]. SUSD?2 is type I
membrane protein containing domains inherent to adhesion molecules, in which downregulation was
associated with proliferative capacity renal cell and lung carcinomas [58] and other cancers [59,60].
SUSD?2 interacts with GALI to promote tumor immune evasion, angiogenesis, and metastasis [59].
LTF also has an immune regulatory function. The association of genes regulated by DNA methylation
with tumor progression may reveal new possibilities to investigate new mechanisms and treatment
possibilities for WT.

Here, we explored modification of DNA methylation with respect to normal tissues and associated
with cis-changes of gene expression. While functional investigations of specific targets will be required
to validate cancer specificity and causal relationships of epigenetic and transcriptional changes,
DNA methylation signatures could be used as a tool to evaluate as tumor progression, similar to
prostate cancer [61]. In addition to the IGF2/H19 cluster, possible candidates include those genes from the
HOX family and the tumor suppressors. Overall, because DNA methylation constitutes a mechanism
of gene expression control, systematic investigations on how cancer cells exploit this mechanism
to deregulate specific targets and processes can help us to understand the disease manifestation,
by capturing and functionally implicating cancer-associated methylation events and exploiting the
therapeutic opportunities [62]. In WT, the response of the lung nodules to chemotherapy is used to
modify treatment intensity, with the use of an additional agent, Irinotecan, being explored as a new
strategy for metastatic and relapsed WT [63].
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5. Conclusions

The differences in DNA methylation reported for NK, WT, and MT may be a result of the
differential expression of methylases and demethylases. Methylation data pointed to the existence
of two groups of metastases. These methylation changes may be controlling the expression of genes
related to the metastasis formation in WT. In particular, the 44 genes are candidates to be further
explored as a signature for metastasis formation in WT.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/2073-4409/8/8/921/s1,
Table S1: Alignment statistics to the reference genome mapping obtained by the STAR program, for paired reads,
Table S2: Alignment statistics to the reference genome mapping obtained by the STAR program, for unpaired reads,
Table S3: Molecular functions enriched in differentially methylated regions between MT-Group1 and WT by the
GREAT software, Table S4: Molecular functions enriched in differentially methylated regions between MT-Group2
and WT by the GREAT software, Table S5: Biological processes enriched in differentially methylated regions
between MT-Group2 and WT by the GREAT software, Figure S1: Quality control for Illumina Infinium Human
Methylation 450k arrays. (A) Mean detection p-values for each sample. (B) Density ‘bean’ plots (beta-values) for
each sample, Figure S2: Density plots (beta-values) for raw data (left panel) and Quantile normalization procedure
(right panel), Figure S3: Boxplots of gene expression levels of NK, WT, MT-Group1, and MT-Group2 per gene
with negative correlated between methylation and expression.
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Abstract

Non-coding RNAs are involved with maintenance and regulation of physiological mechanisms and are involved in pathological
processes, such as cancer. Among the small ncRNAs, miRNAs are the most explored in tumorigenesis, metastasis development,
and resistance to chemotherapy. These small molecules of ~ 22 nucleotides are modulated during early renal development,
involved in the regulation of gene expression and Wilms’ tumor progression. Wilms’ tumors are embryonic tumors with few
mutations and complex epigenetic dysregulation. In recent years, the small ncRNAs have been explored as potentially related
both in physiological development and in the tumorigenesis of several types of cancer. Besides, genes regulated by miRNAs are
related to biological pathways as PI3K, Wnt, TGF-f3, and Hippo signaling pathways, among others, which may be involved with
the underlying mechanisms of resistance to chemotherapy, and in this way, it has emerged as potential targets for cancer
therapies, including for Wilms® tumors.

Keywords Small non-coding RNAs - MicroRNAs - Cell signaling pathways - Wilms’ tumor - Gene expression regulation

Introduction

Non-coding RNAs (ncRNAs) are functional RNA molecules
not translated into proteins that play roles related to regulatory
nucleic acids [1]. They are involved in the control of normal
development and in a variety of cellular functions even though
alterations in their expression were described for several types
of cancers. Somatic mutations, epigenetic regulation,
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transcriptional and post-transcriptional modifications can alter
ncRNAs expression and function, which were associated with
cancer development, progression, and resistance to treatment
[2]. NcRNAs are divided into long non-coding RNAs
(IncRNAs) and small non-coding RNAs (sncRNAs).
SncRNA includes, in addition to other subgroups, the
microRNAs (miRNAs), widely associated with gene silenc-
ing, such as tumor suppressor genes in the context of cancer
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[3, 4]. Physiologically, miRNAs are involved in kidney devel-
opment, maintenance of homeostasis, and control of physio-
logical functions [5-7].

Wilms’ tumor (WT) is the commonest renal cancer in
childhood [8], being an example of therapeutic success in
pediatric oncology with survival rates reaching 90% in 5 years
[9, 10]. The multidisciplinary treatment standardized by the
International Renal Tumor Study Group (RTSG-SIOP) pro-
poses the administration of preoperative chemotherapy,
followed by surgery and chemotherapy according to risk clas-
sification, which is based on tumor response to the preopera-
tive chemotherapy [11, 12]. Classical WT histology comprises
a triphasic pattern of epithelial, stromal, and blastemal com-
ponents, present in variable proportions [13]. Tumor histology
and staging are the most powerful prognostic factor for WTs
[11. 14]; blastemal predominance after preoperative chemo-
therapy indicates chemoresistance and a higher risk of relapse,
which classifies these tumors in the high-risk group [15-17].
Treatment protocols are designed not only to increase survival
and reduce toxicity and late treatment effects [18, 19], but also
to provide new paths for the early identification of high-risk
cases, a challenge for treatment stratification [20].

The accumulation of knowledge of molecular alterations
and mechanisms have allowed several types of cancer to be
classified into subgroups; however, this subclassification is
yet to be deepened and understood for WT. The low frequen-
cy of somatic alterations, identified in approximately 30% of
WT cases [21, 22], includes mutations in genes belonging to
miRNA biogenesis machinery: DROSHA, DICER, DGCRS,
XPOI, DIS3L2, and TARBP2 [23-28] as well as the gain of
the IncRNA LIN28B [22], suggesting a role of this epigenetic
mechanism in Wilms’ tumorigenesis. Furthermore, aberrant
miRNA expression was associated with treatment response
and prognosis in WTs with blastemal predominance [29].
WTs present mutations in genes other than those associated
with ncRNA alterations, including W77, CTNNBI, AMERI,
SIX1, SIX2, MLLTI, and TP53 as well as MYCN amplification
[21, 22, 30]. Other genes found in lower number of cases
include BCOR, BCORLI, NONO, MAX, COL6A3, ASXLI,
MAP3K4, ARIDIA, TRIM28, and FBXW7 [22, 30]. In this
review, we will explore the role of sncRNAs, focusing on
miRNAs in the development, progression, metastasis, and
treatment resistance in WTs, discussing the possible implica-
tions of their dysregulation in diagnosis, prognosis, and their
role as possible biomarkers in WTs.

Function and mechanism of ncRNAs

Genes that encode proteins cover only a fraction of the human
transcriptome, with a large portion consisting of ncRNAs and
pseudogenes [31-33]. NcRNAs act as a link between the en-
vironment and the genome, modulating gene expression and,
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thus, contributing to the pathogenesis of cancer, including
pediatric cancers such as osteosarcoma, rhabdomyosarcoma
[34-36], brain tumors [37], and WT [29, 34, 38].

LncRNAs comprise RNAs composed of > 200 nucleotides
(nt), which participates in several mechanisms that regulate
transcription and post-transcriptional processes [39]. These
molecules interact with mRNA, DNA, protein, and miRNA
regulating gene expression at the epigenetic, transcriptional,
post-transcriptional, translational, and post-translational levels
[40]. Well-known processes regulated by IncRNAs include
the X-chromosome inactivation, genome imprinting, immune
response, cell cycle regulation, genome stability, lineage com-
mitment, and embryonic stem cell pluripotency [41-46].
Besides, HOTAIR, a IncRNA that recruits histone modifica-
tion complexes, acts in the mechanism of histone modifica-
tions [47]. Such processes may be associated with tumor pro-
gression, invasion, angiogenesis, and metastasis [32, 48, 49],
and therefore, these molecules have emerged as potential tar-
gets for cancer therapies. However, the specific mechanisms
of aberrant expression of IncRNAs in tumor cells remain un-
clear and their role in WT is yet poorly understood.

SncRNAs are composed of 18-200 nt that regulate gene
expression by binding with target mRNAs [50, 51] affecting
chromatin structure, RNA editing, translation, transcription,
and splicing [52]. Although miRNAs, piwi-interacting
RNAs (piRNAs), and small interfering RNAs (siRNAs) had
their function investigated in these processes, there are other
sncRNAs involved in RNA processing, such as snRNA (small
nuclear RNA) and the snoRNA (small nucleolar RNA) [50,
53]. SiRNAs are sequences of 20-25 nt, linear, and base-
paired double-stranded RNA that act to preserve genomic in-
tegrity in response to foreign nucleic acids, such as viral path-
ogens, transposons, and repetitive elements as well as regulat-
ing genome functions [53, 54]. The double-stranded siRNAs
are processed by DICER into single-stranded mature siRNA
that activates the RNA-induced silencing complex (RISC) by
directing the target mRNA for degradation. In humans, this
degradation is induced by the piwi domain of Argonaute-2
(AGO2) in the cytoplasm, with the pairing of siRNAs with
their respective targets occurring by partial complementarity,
leading to translational repression or exonucleolytic degrada-
tion [54, 55].

Mature piRNAs are highly diverse between organisms,
even between related species, sharing few characteristics in
addition to the interaction with PIWI proteins [56]. In verte-
brates, these sequences are composed by 24-32 nt, with bio-
genesis pathways between organisms differing from those of
other sncRNAs. These sequences are involved with the main-
tenance of genomic stability in germ cells and, in mammals,
have a crucial role acting during embryonic development and
silencing transposable elements involved in spermatogenesis,
by promoting transcript degradation and regulating chromatin
formation [57-61]. PIRNAs also guide PIWI proteins to
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cleave target RNAs, to promote heterochromatin assembly
and DNA methylation [60, 62], and to act in the regulation
of the cell cycle of mesenchymal stem cells [63]. Although
studies about these molecules are scarce, there is growing
evidence that piRNAs and PIWI proteins are expressed in
cancers, opening a new field of study for these molecules as
potential biomarkers and therapeutic targets [64, 65].
According to our knowledge, so far, there are no studies de-
scribing specific piRNA functions in WT development or
progression.

The siRNAs are composed by 22-24 ntand are responsible
for the RNA interference (RNAi) phenomenon or transcrip-
tional gene silencing, acting in DNA methylation mechanism,
inhibiting gene transcription, or, in some cases, leading to
degradation of mRNA molecules [66-68]. Both miRNAs
and siRNAs are generated by the same biochemical processes
and are involved in gene expression regulation. However,
both classes of molecules differ in their origin, processing
and their relationship with protein complexes, and conse-
quently, in the way these molecules act. The siRNAs originate
from exogenous RNAs and their binding to target mRNAs
depends on a perfect base pairing, whereas miRNAs are
expressed products by an organism’s own genome and their
binding to target mRNAs is less specific [54].

The most well-studied sncRNAs are the miRNAs, com-
posed by 18-22 nt, that target specific mRNA regulating their
expression level by leading to degradation or transcriptional
repression, depending on the level of complementarity [50,
69, 70]. MiRNAs seem to regulate the expression of ~ 50%
of the genes at the post-transcriptional level [71], playing a
role in the modulation of several physiological and patholog-
ical processes that range from embryonic development to neo-
plastic progression [70].

MiRNAs are transcribed in the nucleus by RNA polymer-
ase Il into a long molecule (> 100 nt), called primary miRNA
(pri-miRNA) [72]. The pri-miRNAs are cleaved by a complex
formed by the nuclear RNase III DROSHA and its cofactor,
the RNA-binding protein DGCR8 (DGCRS8 Microprocessor
Complex Subunit), resulting in a hairpin structure molecule of
70-100 nt, called precursor miRNA (pre-miRNA) [73, 74].
Pre-miRNAs are exported to the cytoplasm by exportin-5
(XPOS) [75], where they are cleaved by the RNase III
DICER resulting in mature miRNA duplexes with ~ 22 nt
[76]. The double-stranded miRNA binds to AGO2 as de-
scribed above [77] and then pair with target mRNAs, usually
at the 3’ untranslated region (UTR), to guide their translational
repression or deadenylation and degradation [72, 74, 78].
Beyond this classical role, miRNAs can also regulate gene
expression by targeting gene promoters [79].

In cancer, alterations in miRNA expression may occur by
amplification or deletion of genes encoding miRNAs, abnor-
mal transcriptional control of miRNAs, alterations of epige-
netic mechanisms, and defects in the miRNA biogenesis

machinery [80, 81]. Furthermore, miRNAs can also act as
oncogenes (or oncomiRs) or tumor suppressors, depending
on the cellular context [82]. Large-scale expression studies
reported that miRNA expression patterns can be associated
with cancer type, stage, and other clinical and pathological
variables [80, 83, 84]. The large number of deregulated
miRNAs in several cancers in addition to the characteristic
of targeting hundreds of genes points to their role in all the
cancer hallmarks: sustained angiogenesis, ability to invade
and metastasize, acquisition of enhanced growth potential,
and decreased cell death [85].

Due to their high stability, probably related to the small
size, miRNAs can be detected in blood and tissue samples
from patients with cancer, and thus, they are explored as po-
tential biomarkers for diagnosis, prognosis, and therapeutic
targets [86]. This has already been demonstrated for ovarian
[87], gastric [88], renal cell carcinomas [89], and also for
pediatric cancers [34], including acute lymphoblastic leuke-
mia [90], neuroblastoma [91], and WT [92]. Moreover,
miRNAs were associated with acquired resistance to some
drugs, as those blocking the ERBB2/HER tyrosine kinases
and epidermal growth factor receptor (EGFR) signaling [93].
Since a single miRNA targets multiple genes, it might have
tissue-specific regulatory roles and modulates a variety of
cancer-related pathways, including cell proliferation, cell cy-
cle, and apoptosis as well as regulation of drug resistance—
related gene [94]. The pattern of miRNA expression was cor-
related with chemoresistance in several cancer types, such as
breast, ovarian, gastric, colon, prostate, neuroblastoma, and
pediatric leukemia, among others [95-97]. Conversely, the
mechanisms underlying the acquired resistance to chemother-
apeutic drugs mediated by miRNAs need to be further ex-
plored, especially in pediatric tumors.

Among the ncRNAs, circular RNAs (circRNAs) are in-
volved in regulation of biological processes, such as splicing
[98], and may be involved in cancer progression [99, 100] due
to their role in proliferation and chemosensitivity in several
types of cancer [101, 102]. These molecules act as sponges of
miRNAs, RNA-binding protein sequestering agents, and tran-
scriptional regulators, thus being explored as potential thera-
peutic targets [36, 103-106]. Nevertheless, although studies
on pediatric tumors are still lacking, there are evidences of
circRNA involvement with neuroblastoma [107],
ependymoma [108], hepatoblastoma [109], and pediatric
acute lymphoblastic leukemia [110].

All ncRNAs can potentially turn into circulating RNAs
by physiological or pathological mechanisms. These com-
prise ideal biomarkers for non-invasive tests (also named
liquid biopsy) as they present high specificity and sensitiv-
ity [111]. Among them, miRNAs can be found in the plas-
ma [112] and urine [113, 114], increasing their potential
utility for clinical practices such as non-invasive diagnostic
tools [115-118], including for pediatric tumors, such as
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leukemia [119], neuroblastoma [91], astrocytoma [120],
and WT [34, 92, 121].

The involvement of miRNAs in kidney
development

NcRNAs are involved with gene expression regulation during
kidney development, from nephrogenesis to senescence, acting
both in physiological and pathological conditions, including
polycystic disease, diabetic nephropathy, nephrogenic diabetes
insipidus, hypertension, kidney fibrosis, and cancer [122, 123].
The intermediate mesoderm gradually gives rise to metanephric
mesenchymal cells and ureteric bud that will culminate in the
kidney, all orchestrated by complex molecular regulatory actions
[124, 125]. During this process, suppression of DICER]! in the
progenitor cells and the ureteric bud-derived collecting duct cells
results in increased apoptosis and premature interruption of
nephrogenesis, followed by development of renal cysts. This
implies that DICERI plays a critical role in maintaining the via-
bility and differentiation of nephron progenitors [5].

Among the ncRNAs, miRNAs were more commonly ex-
plored during kidney development. In vivo data showed that loss
of miR-10a, miR-106b, and miR-17-5p during nephron progen-
itor differentiation result in the decrease of the number of neph-
rons [126, 127]. Likewise, depletion of DROSHA reduced the
nephron number by interrupting their maturation process [128]
while loss of DGCRS results in kidney malformation [129]. In
addition to changes in the miRNA profiles as consequence of
alterations in miRNA-processing machinery genes, specific
miRNAs have also been involved in kidney malformation
[130]. Following Dicer! inactivation in a mouse model, several
anomalies were observed in the glomeruli that ultimately resulted
in kidney failure. Gene expression data suggested that miR-30
family members were involved with podocyte homeostasis and
pathology [131]. Finally, absence of Drosha in a mouse model
suggested that the continuous generation of miRNAs are re-
quired for the normal function of mature podocytes [128].
Taken together, this evidence strongly suggests that the regula-
tory role of miRNAs is important for renal development.

Therefore, since WTs arise from the interruption of meta-
nephric mesenchyme differentiation [132] and that genes in-
volved with miRNA biogenesis are mutated in these tumors,
we can infer that their alterations can result in failures in de-
velopment and maintenance of renal architecture, possibly
being associated with WT development [133, 134].

Genetic alterations affect sncRNA regulation
in Wilms’ tumors

WT presents mutations in DICERI, DROSHA, and other
genes related to miRNA biogenesis. Biallelic mutations in
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DICERI were first reported in 2.6% of WT sporadic cases
[24], and later, somatic mutations were identified in
DROSHA (14%) and DICERI (7%) by whole-exome se-
quencing of 44 WT samples. These mutations were associated
with expression impairment of some tumor-suppressing
miRNAs, including those from let-7 family, regulators of
WT oncogenes [25]. DROSHA somatic mutations were iden-
tified in 12% (out of 222 cases) of WT. The recurrent E1147K
that affects a metal-binding residue of the RNase I1Ib domain
comprised 80% of the mutation and was associated to the
downregulation of a subset of mature miRNAs by affecting
the processing of primary miRNAs. In addition, non-recurrent
somatic mutations in other genes of miRNA processing, such
as DGCRS, DICERI, XPOS5, and TARBP2, were identified
[26]. Although mutations in some of these genes impair kid-
ney development and function, they are not sufficient for WT
formation, requiring additional alterations to induce malignant
transformation [135].

Mutations in DGCRSE/DROSHA (15%) were also described
in WTs with favorable histology from patients that had sur-
gery upfront treatment, following COG protocol, together
with somatic mutations in SIX1/2 (7%) that belong to the
Homeobox family. The co-occurrence of S/X1/2 and
miRNA processing gene mutations within a tumor was asso-
ciated with RAS activation, higher risk of relapse, and death.
Moreover, DGCRS and DROSHA mutations as well as mature
Let-7a and the miR-200 family downregulation, which acts in
the epithelial-mesenchymal transition (EMT), were associated
with blastemal predominance [27]. These same alterations
were identified by exome and transcriptome sequencing in
high-risk tumors (blastemal predominance), treated with pre-
operative chemotherapy, indicating an adverse prognosis and
chemoresistance, where mutations in SZX7/2, DGCRS, and
DROSHA were identified in 18% of the cases, in addition to
mutations in D/CERI and DIS3L2 [28]. Similar frequencies of
somatic mutations were reported by a study that explored the
genetic landscape of 651 WT cases [22].

LIN28 encodes a protein that can regulate gene expression
through negative regulation of the Let-7 miRNA family [136,
137]. LIN28 over-expression is required for the expansion of
kidney progenitor cells, but the maintenance of its expression
resulted in WT formation by downregulating miR-let-7 in a
mouse model [138]. LIN28 is highly expressed at the begin-
ning of the embryonic development and decreases throughout
this process being considered a potent mediator of differenti-
ation [139]. High expression of LIN28 is reported in up to a
third of WT, mainly in high-risk cases composed by blastemal
cells that persisted after chemotherapy, suggesting that LIN28
upregulation may be a marker of chemotherapy resistance [30,
138].

The dysregulation of LIN28/miR-let-7 axis has also been
reported to be involved in Wilms® tumorigenesis by the dis-
covery of mutations in genes that predispose to WT, such as
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the 3'-5' exonuclease DIS3L2 (Perlman syndrome) involved
with let-7 degradation mediated by LIN28 [140].

MiRNA dysregulation is common in Wilms’
tumors and is associated with therapy
resistance

NcRNAs are involved in the regulation and maintenance of
many epigenetic and post-translational mechanisms related to
tumorigenesis, metastasis development, and resistance to
treatment both in adult and childhood cancers [38, 141,
142]. Among the ncRNAs, miRNAs were commonly investi-
gated in WT (Table 1). This association was initially reported
by the activation of the E2F3-Oncomir-1 axis in WTs com-
pared to other kidney tumors, WT also reported a distinct gene
and miRNA expression profile [143]. Some cases of WT pres-
ent 2q37 deletion that result in miR-562 downregulation.
These miRNAs target EYA, a gene critical for renal develop-
ment and, thus, increasing the risk for WT development [144].

Expression of miRNAs related to EMT and by acting in
regulatory signaling pathways during renal development, such
as miR-17-92, miR-200, and miR-205, were associated with
WTs and other kidney diseases [124]. The tumor suppressor
miR-185 over/down-expression that targets SIX/ was reported
in WT [145]. MiR-192, miR-215, and miR-194 presented a
lower expression in WTs, compared to normal kidney, inde-
pendently of histological subtype, while miR-141 and miR-
200c were less expressed in blastema compared to other his-
tologies. All these miRNAs are involved with the regulation
of the TGF-p signaling pathway, also found altered in WT
[29]. Finally, over-expression of miR-21 promotes a more
aggressive behavior in WT cells through negative regulation
of PTEN, suggesting that this miRNA can be used as a pre-
dictive biomarker of tumor progression and worse prognosis
[146, 147].

MiRNA expression profile of patients treated under the
SIOP protocol identified chemoresistant blastemal cells in
high-risk WTs, which could be a predictive marker of re-
sponse to treatment. Intermediate- and high-risk tumors can
be discriminated by miRNA profiling. Seven miRNAs (miR-
193a.5p, miR-27a, miR-483.5p, miR-628.5p, miR-590.5p,
miR-302a, and miR-367) were differentially expressed be-
tween risk groups in pretreatment biopsies, indicating possible
markers of treatment resistance in WTs [148].

Circulating miRNAs have also been proposed as a possible
non-invasive method of diagnosis in patients with solid tu-
mors [121]. To identify miRNAs that might be able to distin-
guish WTs from control samples, 19 miRNAs previously de-
scribed as dysregulated in WT were analyzed in the serum of
32 patients with WT, without chemotherapeutic treatment,
with miR-100-5p and miR-130b-3p being proposed as poten-
tial biomarkers of diagnosis, regardless of the subtype [92].

By comparing WT histological subtypes with normal kidneys,
85 differentially expressed miRNAs were identified in blaste-
mal WT and 266 differentialy expressed miRNAs in the re-
gressive subtype, suggesting that miRNA profiles have the
potential to stratify WT subtypes. MiR-183, miR-301a/b,
and miR-335 were over-expressed exclusively in the blaste-
mal subtype, postulating that changes in specific miRNAs are
associated with tumor histology [149].

A discussion that includes the role of miRNA and genes
involved with WT in the signaling pathway context may help
to advance the understanding of mechanisms associated with
development, progression, and resistance to treatment of WT,
similar to other pediatric solid tumors [150].

The impact of miRNAs associated
with the regulation of biological pathways
related to treatment resistance in WT

Coordinated RAS activation, from PI3K/AKT pathway, and (3-
catenin, from Wnt pathway, accelerate the growth and metastatic
progression in a murine WT model [151, 152]. Activating KRAS
mutations found in WT suggests that, at least in part, Wilms’
progression depends on PI3K/AKT activation, pointing to the
possibility of targeting this pathway for WT treatment [153].
MiR-155-5p is a potential oncomiR in some types of tumors
[154-156]; however, in WT, miR-155-5p acts as tumor suppres-
sor by directly targeting /GF2 resulting in inactivation of the
PI3K/AKT/mTOR signaling pathway [157]. In this context,
cabozantinib, a pan tyrosine kinase inhibitor, was tested in a
phase I study that included patients with recurrent or refractory
solid tumors, including WTs, yielding promising results.
Currently, this study followed a phase 11 trial to further evaluate
the activity of this compound [158].

The involvement of Wnt signaling pathway in the earliest
events of WT include the participation of WI'/, AMERI, and
CTNNBI, recurrently mutated in WT [152, 159, 160]. Some
studies have shown that specific miRNAs can regulate target
genes involved in the Wnt signaling, such as miR-128-3p that
induces mesenchymal and stemness-like properties through
downregulating multiple inhibitors of Wnt/f3-catenin and
TGF-B pathways. Conversely, inhibition of miR-128-3p re-
versed metastasis and chemoresistance of highly malignant
non-small cell lung cancer cells, which was reversed by restoring
Wnt/B-catenin and TGF-f3 activities, suggesting that miR-128-
3p may be a valuable target against both metastasis and
chemoresistance [161]. Regarding other pediatric tumors, such
as hepatoblastoma, the Wnt signaling pathway has also been
explored as a potential therapeutic target focusing on miRNAs
[162].

In cancers, several miRNAs target the Wnt/3-catenin signal-
ing pathway to regulate EMT [163]. Disruption of EMT leads to
uncontrolled cell proliferation, invasion, and metastatic
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Table 1 Altered miRNASs reported in WTs

miRNA Wilms tumor/ kidney development Other embryonic tumors Refs.
Let-7 family Over-expression was associated with kidney Loss of let-7 associated with poor outcomes in  [138, 140, 180, 181]
development and Wilms tumorigenesis NB:
Related to the aggressive metastatic behavior of
ES
Let-7a Down-regulation associated with blastemal histology Dysregulation of let-7a related to ES [27,182]
development
miR-10a Associated with a premature decrease of nephron N/A [126]

progenitors, increased apoptosis and premature
interruption of nephrogenesis
miR-17-5p Associated with a premature decrease of nephron Over-expression related to lower EFS in ET [126, 183]
progenitors, increased apoptosis and premature
interruption of nephrogenesis
Cluster miR-17-92  Upregulation in WT compared to other kidney tumors Over-expression enhanced cell proliferation and  [124, 183-185]
and NT promoted tumorigenesis in NB cell lines;
Lower expression of miR-17-5p in fetal subtype
of HB compared to surrounding NT;
Up-regulation of miR-17-5p and miR-19a-3p
was associated with advanced ET

miR-21 Over-expression relative to NT was associated with  Up-regulation was independently associated with [146, 147, 184]
progression and worse prognosis increased overall survival in HB

miR-27 Down-regulation in high-risk compared to Up-regulation of miR-27-3p induced OS cell [148, 186]
intermediate-risk WT cases growth

miR-100-5p Higher expression in serum of patients with N/A [92]
nephroblastoma compared to healthy controls

miR-106b Associated with a premature decrease of nephron Associated with the progression of EP, possible  [126, 183]
progenitors, increased apoptosis and premature prognostic marker
interruption of nephrogenesis

miR-130b-3p Higher expression in serum of patients with N/A [92]
nephroblastoma compared to healthy controls

miR-141 Down-regulated in blastemal tumors and mixed-type N/A [29]
compared with NT

miR-181b Over-expressed in the regressive subtype WT miR-181a/b up-regulation induced growth, [149, 187]
compared with NT invasion, and metastasis of NB cells

miR-183 Over-expressed in the blastema subtype WT N/A [149]
compared with NT

miR-185 Down-regulation associated with higher risk of WT  Down-regulation inhibited proliferation, [145, 188]
development migration and invasion of OS cells.

miR-192 Lower expression in WTs compared to NT Over-expression inhibited proliferation of MB  [29, 189-191]

cells;

Over-expression reduced proliferation, migration
and invasion, and promoted apoptosis of OS

cells
miR-193a-5p Down-regulation in high-risk compared to N/A [148]
intermediate-risk WT cases
miR-194 Down-regulation in WTs compared to NT Over-expression attenuated the proliferation and [29, 192]
migration and induced the apoptosis of OS
cells
miR-200 family Down-regulation associated with blastemal histology N/A [27]
miR-200¢ Down-regulated in blastemal tumors and mixed-type Up-regulation related to OS progression and [29, 193]
compared with NT metastasis
miR-215 Down-regulated in WTs compared to NT N/A [29]
miR-223 Over-expressed in the regressive subtype WT miR-223-5p differentially expressed in OS [149, 194-196)
compared with NT compared to NT and related to tumorigenesis
and pulmonary metastasis;
miR-223-3p over-expressed in NB cell lines
compared to normal cells, promoted NB
progression;
miR-223 related to an axis that modulates the
chemoresistance to cisplatin in OS
miR-301a’/b Over-expressed in the blastema subtype WT N/A [149]
compared with NT
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Table 1 (continued)

miRNA Wilms tumor/ kidney development Other embryonic tumors Refs.
miR-302a Up-regulation in high-risk compared to N/A [148]
intermediate-risk WT cases
miR-335 Over-expressed in the blastema subtype WT Down-regulation correlated with poor overall [149, 197, 198]
compared with NT survival of NB patients;
Over-expression inhibited the migration and
invasion of OS cells;
miR-367 Up-regulation in high-risk compared to Putative biomarker of early diagnosis and [148, 199, 200]
intermediate-risk WT cases prognosis prediction in aggressive embryonal
CNS tumors;
Over-expression contributing to a possible
mechanism of tumor aggressiveness in MB
miR-483-5p Up-regulation in high-risk compared to Over-expression was associated with poor [148, 201]
intermediate-risk WT cases outcome in HB
miR-562 Down-regulation associated with higher risk of WT ~ N/A [144]
development
miR-590-5p Up-regulation in high-risk compared to N/A [148]
intermediate-risk WT cases
miR-628-5p Up-regulation in high-risk compared to N/A [148]
intermediate-risk WT cases
miR-630 Over-expressed in the regressive subtype WT N/A [149]

compared with NT

CNS Central nervous system; EP Ependymoma; HB Hepatoblastoma; MB Meduloblastoma; NB Neuroblastoma; OS Osteosarcoma; N7 Normal tissue;
WT Wilms tumor; ES Ewing Sarcoma; EFS Event-free survival; N/A Not Available

development, and was involved with WT [164]. Similarly, sev-
eral miRNAs were related to this perturbation in WT, such as
miR-29a, miR-200b, and miR-218 that target 7P53 and MYCN,
genes also altered in WT. Among the involved pathways, the
Hippo signaling pathway, poorly investigated in WT, is regulated
by YAPI, targeted by several miRNAs associated with EMT in
other cancers [165, 166]. YAP! interacts with ZEBI, a regulator
of EMT, suggesting that these genes and pathway should be
explored in WT [167]. In this way, the miR-200 family was
highlighted as a YAPI master regulator [168].

Based on the current knowledge regarding miRNAs in the
regulation of several signaling pathways related to Wilms’
tumorigenesis, we highlight that studies involving miRNAs
in WT are a field to be explored, as well as the regulatory
mechanisms associated with changes in miRNAs and other
non-coding RNAs, especially regarding WT subtypes.

Conclusions

We can expect that the increasing knowledge related to
ncRNAs, especially miRNAs, and of genes from miRNA bio-
genesis will clarify their impact in Wilms’ tumorigenesis, pro-
gression, and treatment resistance. Current treatments have
reached the limits of toxicity sometimes resulting in long-
term late effects or affecting the effectiveness for high
risk tumors [169]. Hence, the disclosure of cellular pathways,
and genes, altered in association with miRNAs may help to

point to new biomarkers useful for diagnosis, risk stratifica-
tion, prediction of response to treatment, and drug targeting.

A limitation for this review is the lack of studies exploring
ncRNAs in nephrogenic rests, as they are considered precur-
sor lesions of WT, although a significant proportion of the
cells finish their differentiation or undergo apoptosis. Only
small cohorts of WT have been evaluated for ncRNA profiles
and few ncRNAs were evaluated in a significant number of
cases together with functional studies to define their role in
Wilms” tumorigenesis and progression. Consequently, find-
ings related to possible new therapeutic options were
discussed regarding the cellular pathways with which some
miRNAs were involved, rather than the impact of these
miRNAs on resistance to chemotherapy.

Since genetic alterations are observed only in a small pro-
portion of WT cases, epigenetic alterations emerge as likely
mechanisms to contribute to tumor development and resis-
tance to therapy. These mechanisms play a crucial role in
embryogenesis and in the establishment of cell identity [170,
171], two processes highly associated with WT development.
Although alterations in DNA methylation have already been
reported in WT [172-177], the dysregulation of miRNA pro-
files secems to be especially interesting, since it seems to be
mediated both by genetic alterations and other mechanisms
yet to be clucidated. Finally, the impact of miRNA dysregu-
lation on cell signaling pathways involved with both, WT and
tumor resistance, represents not only the possibility of evalu-
ating a highly stable single molecule for predicting complex
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tumor phenotypes, but also potential alternative therapeutic
targets for overcoming resistance.
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Abstract: Pediatric cancer NMR-metabonomics might be a powerful tool to discover modified
biochemical pathways in tumor development, improve cancer diagnosis, and, consequently, treatment.
Wilms tumor (WT) is the most common kidney tumor in young children whose genetic and epigenetic
abnormalities lead to cell metabolism alterations, but, so far, investigation of metabolic pathways
in WT is scarce. We aimed to explore the high-resolution magic-angle spinning nuclear magnetic
resonance (HR-MAS NMR) metabonomics of WT and normal kidney (NK) samples. For this study,
14 WT and 7 NK tissue samples were obtained from the same patients and analyzed. One-dimensional
and two-dimensional HR-MAS NMR spectra were processed, and the one-dimensional NMR data
were analyzed using chemometrics. Chemometrics enabled us to elucidate the most significant
differences between the tumor and normal tissues and to discover intrinsic metabolite alterations in
WT. The metabolic differences in WT tissues were revealed by a validated PLS-DA applied on HR-
MAS T;-edited ' H-NMR and were assigned to 16 metabolites, such as lipids, glucose, and branched-
chain amino acids (BCAAs), among others. The WT compared to NK samples showed 13 metabolites
with increased concentrations and 3 metabolites with decreased concentrations. The relative BCAA
concentrations were decreased in the WT while lipids, lactate, and glutamine/glutamate showed
increased levels. Sixteen tissue metabolites distinguish the analyzed WT samples and point to altered
glycolysis, glutaminolysis, TCA cycle, and lipid and BCAA metabolism in WT. Significant variation
in the concentrations of metabolites, such as glutamine /glutamate, lipids, lactate, and BCAAs, was
observed in WT and opened up a perspective for their further study and clinical validation.

Keywords: Wilms tumor (WT); NMR-metabonomics; metabolic pathways

1. Introduction

Metabolomics depicts and fingerprints the final biochemical effects on molecules with
molar masses lower than 2 kDa [1-7] by comparing groups, such as healthy and diseased.
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One of the greatest advantages of high-resolution magic-angle spinning (HR-MAS) nuclear
magnetic resonance (NMR) spectroscopy is the possibility of analyzing ex vivo samples
that mimic on-site analysis and, thus, providing clues on changes in concentration and
type of metabolites in the given moment. Therefore, metabonomic studies in pediatric
cancers might be a powerful tool to investigate specific metabolic alterations in biochemical
pathways and may serve as a potential tool to improve cancer diagnosis [1,2]. Wilms tumor
(WT) is the most common renal cancer in childhood, corresponding to about 5% of all cases
of pediatric cancers diagnosed between 0 and 14 years of age [8,9]. A remarkable charac-
teristic of WT is the relatively low frequency of genetic alterations, with up to 35 genes
mutated in approximately 30% of the cases. The most recurrent mutated gene does not
exceed the 14% rate [10]. Epigenetic alterations are identified in up to 70% of WT cases,
including alterations in the miRNA processing machinery and DNA methylation [10,11].
Although recent studies indicate that genetic and epigenetic abnormalities promote cell
metabolism alterations in WT, so far, little is known about the role of specific metabolic
pathways in WT development. Feichtinger et al. [12] showed that the histological subtypes
of WT have different energy metabolism. Blastemal and epithelial components presents
a normal mitochondrial mass, while the stromal subtype reveals a loss of mitochondrial
content compared to normal kidney tissue, indicating a deficiency of all oxidative phos-
phorylation (OXPHOS) enzymes, low porin expression, and citrate synthase activity [12].
Therefore, alterations in glycolytic and lipid metabolism pathways are expected in WT,
with a very high conversion of glucose to ATP and lower rates of catabolism of triacyl-
glycerols (TAGs), and fatty acids (FAs) but higher anabolism of phospholipids (PL) [6].
Kidney metabolic alterations were identified as a trigger for cancer in adults, as reported by
Linehan et al. [7], who went even further by identifying kidney cancer as a direct metabolic
disease. On the other side, NMR-metabonomics in WT are scarce. For example, there are
some data on liquid NMR urine metabolomics where samples of WT showed an increase in
the concentrations of the nonpolar amino acids alanine, leucine, and isoleucine (Ala, Leu,
Ile), and also iso-valerate, 2-hydroxybutyrate, 2-oxoisovalerate, glucose, dimethylamine,
and 2-oxoglutarate and a decrease in the concentrations of creatine, creatinine, acetate, and
citrate when compared to controls [13]. As far as we are aware, there is no data on intact
WT tissues using NMR. Consequently, the aim of our study was to explore the HR-MAS
'H-NMR metabonomics of WT and normal kidney (cortex—NK) samples taken from the
same patients to identify the metabolic pathways and specific metabolites that are altered in
WT samples and are potentially related to Wilms tumorigenesis. HR-MAS-based metabo-
nomics, through the identification of WT metabolite hallmarks might provide insights into
patterns of responsiveness to treatment and relapse and lead to personalized treatment.
Finally, tissue biopsy by NMR may allow us to understand the molecular changes occur-
ring in the tumor in real-time, derived from intratumor heterogeneity and/or therapeutic
pressure and may greatly add to the oncological research.

2. Materials and Methods
2.1. Samples

This study included frozen tissues from eleven WT patients diagnosed and treated
with pre-chemotherapy and three treated with upfront surgery. The samples were collected
at the time of surgery and stored frozen at —80 °C until NMR analysis at the National Bank
of Tumors of INCA (BNT-INCA, Rio de Janeiro, R], Brazil). All samples were reviewed by
a single pathologist who confirmed and selected fourteen WT and seven NK tissue samples
for experimental analyses. The WT tissue samples were taken from patients diagnosed as
cancer clinical stage III (4/14 cases), when the cancer has spread to lymph nodes in the
abdomen or pelvis but not to more distant lymph nodes, or as clinical stage II (10 /14 cases).
The NK samples matched WT samples diagnosed as clinical stage III (2/7 cases) or II
(5/7 cases). The WT samples were taken from equal populations of female and male pa-
tients (50%), while the NK samples were taken mostly from female patients (5/7 cases). The
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Research Ethics Committee from INCA approved this study (CAAE 09981018.3.0000.5274)
with informed consent from parents or the children’s legal guardians.

2.2. Metabonomics by Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy

Fourteen WT and seven NK tissue samples were analyzed by high-resolution magic-
angle spinning nuclear magnetic resonance (HR-MAS NMR) spectroscopy. 'H-NMR
spectra were performed using a Bruker Avance spectrometer (Bruker BioSpin, Germany)
operating at 400 MHz and equipped with the double nuclei 4mm probe for HR-MAS.
One-dimensional water-suppressed !H-NMR spectra were recorded with the nuclear Over-
hauser effect spectroscopy (NOESY1D) pulse sequence and 256 repeats, and the T>-edited
spectra were recorded using the CPMG (Carr-Purcell-Melboom-Gill) pulse sequence
with 128 repetitions. All spectra were performed at a magic-angle spinning frequency of
4 kHz and 298 K while the chemometrics analysis was executed through the open-access
platform MetaboAnalyst (www.metaboanalyst.ca, accessed on 13 November 2021). Infor-
mation about processing NMR spectra, pre-processing chemometrics data, and metabolites’
assignments were previously depicted [14-16].

2.3. Statistical Analysis of NMR Data

The matrices were constructed with 21 spectra (14 for the WT group and 7 for the NK
group) and 2800 variables for the parts of the aliphatic region of the Tp-edited "H-NMR
spectra, 8 0.50-4.50, where, according to the subtraction of the mean spectra of WT and
NK, most of the differences were observed. Two principal component analyses (PCA) were
performed, one using all spectra, to explore the inherent groupings within samples and to
identify outliers, and the other with the spectra of the paired samples of WT and NK tissues
from the same patients (14 spectra in total, 7 for WT tissues and 7 for NK tissues). All
WT data were modeled with the supervised method of partial least squares discriminant
analysis (PLS-DA) to find the metabolite differences between the groups. According to the
PLS-DA models, variable importance in projection (VIP) scores were estimated to depict
the most different chemical shifts among the analyzed samples. Finally, an orthogonal
projections to latent structures discriminant analysis (0PLS-DA) was employed.

3. Results

We evaluated 14 WT and 7 NK tissue samples taken after surgery (3 WT samples)
and preoperative chemotherapy (11 WT and 7 NK) by HR-MAS 'H-NMR to characterize
the intact tissue metabolites and metabolic fingerprints of Wilms tumor. WT is the most
frequent kidney cancer. It has a prevalence rate of 8.33 per million children in Brazil [17-21].
Therefore, the investigated cohort of samples is small but significant in terms of the rarity
of the disease. It is especially important to emphasize that, at the time of sampling, paired
WT and NK underwent the same treatment with pre-chemotherapy.

Two types of 1D NMR experiments by HR-MAS were performed to snapshot tissues.
Nuclear Overhauser enhancement spectroscopy (NOESY1D) was preformed to measure
all hydrogen species in the samples, which were then edited with a T,-filter (CPMG),
where low-molecular-mass metabolites were studied and the signals from macromolecules
were attenuated.

An inspection of the data revealed the most significant spectral differences among
tissue samples (WT and NK), revealing that T,-edited aliphatic and aromatic regions were
the ones with the greatest metabolic variations in cancer tissue (Figure 1). Further, the
observed differences were confirmed by the chemometrics analysis results (Figures 2 and 3
and Supplementary Material Figure S1).

The WT samples were similar metabolically among different patients and showed
a similar heterogeneity to NK samples, as could be seen in chemometrics results shown in
Figures 2, 3 and S2 (Supplementary Material).
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Figure 1. 'H-NMR HR-MAS spectrum of WT tissue sample acquired using a CPMG (cpmigpr1d) pulse
sequence; two regions are presented in the lower panel at 0.50 and 4.70 ppm, and, in the upper panel,
the region between 5.0 and 9.00 ppm is amplified 20 times. Sixteen metabolites were identified: fatty
acids (CH3-) (1), isoleucine (2), leucine (3), valine (4), lactate (5), alanine (6), proline (7), glutamate (8),
glutamine (9), histidine (10), choline (11), glycerophosphocholine (12), glucose (13), tyrosine (14),
phenylalanine (15), and formate (16). At the bottom the 'H-'H TOCSY spectrum is shown (aliphatic
region, 0.00-5.50 ppm) with marked correlations.

The partial least squares discriminant analysis (PLS-DA) results are shown in
Figures 2 and 3, for 21 and 14 analyzed samples, respectively. It is worth saying that
the cluster analysis presented in Figure 3B and in the heatmap (Figure 4B) also show the
separation of groups without the misclassification of the samples WT or NK. Furthermore,
WT samples appeared to be more similar among each other than to NK, independent of the
fact that the NK and WT tissues were taken from the same individual.

The metabolites that distinguished WT from NK samples were revealed by validated
PLS-DA (Accuracy: 0.877, R2: 0.690, and Q% 0.577), and among them, sixteen metabolites
(Figures 1 and 2B) showed the highest contributions to group separation, with variable
importance in projection (VIP) values higher than 2.5. Using the 1D and 2D NMR data
(TOCSY), those were assigned to lipids, glucose, aliphatic branched-chain amino acids
(BCAAs), and other metabolites (Figures 1 and 2B). It is worth stating that the oPLS-DA
model for the same datasets is illustrated in the Supplementary Material (Figure S1).
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Figure 2. (A) PLS-DA score plot in 2D of the HR-MAS 'H-NMR CPMG data, showing 21 tissue
samples, 14 WT and 7 NK. The WT tissue samples are shown with the red crosses and the normal
kidney (NK) tissue samples are shown with green triangles. Accuracy: 0.877, R%: 0.690, and Q% 0.577.
(B). Variable importance in projection (VIP) scores greater than 2.5 show the important metabolites
(1-16 as illustrated in Figure 1) that are discriminatory for WT vs. NK in the PLS-DA model.
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Figure 3. (A) PLS-DA score plot in 2D of the HR-MAS 'H-NMR CPMG data, showing 14 paired tissue
samples, 7 WT and 7 NK. The WT tissue samples are shown with red crosses and the normal kidney
(NK) tissue samples are shown with green triangles. Accuracy: 0.774, R2: 0.902, and Q2: 0.430. The
VIP scores greater than 2.7 corresponded to metabolites from the aliphatic region (0.50 to 4.50 ppm,
metabolites 1-9 and 11-13, see Figures 1 and 4). (B) Hierarchical Cluster Analysis (HCA) shows
a graphical representation of the PCA scores for component 1 (describing 17.1% of the total variance)
plotted against component 2 (13% of the total variance) and shows the similarities or differences
among the tissue samples, wherein the samples that form clusters show similarities, and samples
that are found at greater distances are dissimilar. The WT P14 is a unique sample with incidence of
metastasis. NK samples P18 and P19 were from the patients with WT clinical stage III. Similarities
were observed among the WT samples and among the WT and NK samples from the same individuals.
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Figure 4. (A) Variable Importance in Projection (VIP) scores greater than 2.7 obtained in the TH-NMR
CMPG HRMAS model by PLS-DA. The most significant concentration variations were observed for
lipids, lactate, and glucose, as could be seen for the model when the seven WT and seven NK paired
samples were analyzed. The numbers given in brackets correspond to the metabolites’ assignments
shown in Figure 1. (B) Cluster analysis presented as a heatmap. The WT samples are shown in red,
and the numbers in brackets correspond to the metabolites’ assignments shown in Figure 1.

There are differences in metabolites” concentrations in WT compared to the NK tissue
samples (Figure 2B and Supplementary Materials Figure S2), from which 13 metabolites
showed increased and 3 decreased concentrations in the WT samples. The concentrations of
the BCAAs, including valine, leucine, and isoleucine were decreased in WT tissue samples
compared to controls. However, WT samples showed higher levels of lipids, lactate, and
glutamine/glutamate versus controls, as illustrated in Figures 2B and 4.

4. Discussion

The metabolite concentrations that differ in WT and NK tissue samples may point to
altered metabolic pathways and may be potential diagnostic candidates. WT tissues showed
altered metabolic pathways that involve the TCA cycle, lipids, glycolysis, glutaminolysis,
and branched-chain amino acid (BCAA) metabolism when compared to NK samples [22,23].

Cancer cells have an enhanced requirement for glucose as a nutrient, and instead
of converting it through pyruvate to acetyl-CoA via the TCA cycle of energy production,
glucose is mainly converted to lactate by glycolysis [23,24]. A higher level of lactate
was identified in the investigated WT tissue samples, demonstrating altered glycolysis.
Tumor cells present a highly activated glycolytic pathway in the presence of oxygen
(Warburg effect) that contributes to cell proliferation [24]. Tumor cells consume glutamine
at unusually high rates, and its metabolism, called glutaminolysis [24], is involved in
the neoplastic transformation, since its inhibition decreases cell proliferation [25]. WT
samples presented an increased concentration of glutamine and glutamate supporting
enhanced glutaminolysis. The conversion of glutamine to glutamate by glutaminase
(GLS1 or GLS2), which is further transformed to x-ketoglutarate («-KG) by glutamate
dehydrogenase (GLUD1 or GLUD2) or aminotransferases, promotes the TCA metabolism
that contributes to sustaining the energy used for cancer cell proliferation [25-27]. The TCA
cycle also promotes lipid synthesis through the conversion of x-KG in citrate by reductive
carboxylation. The increased concentrations of lipids in WT tissue samples demonstrated
increased lipid demand in cancer cells due to the requirement for the synthesis of cell
membranes whose components are phospholipids (PL) (Figure 5) [28].
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Figure 5. Illustration of the main metabolic pathways that are reported to be altered in WT. Metabo-
lites with altered concentrations in WT tissues included glucose (Glc), glutamine (Gln), glutamate
(Glu), x-ketoglutarate (x-KG), phosphatidylcholine (PC), phospholipids (PL), branched-chain amino
acids (BCAAs, such as valine (Val), leucine (Leu), isoleucine (Ile)), as well as, cysteine (Cys), methion-
ine (Met), and glutathione (GSH). Metabolic pathways in WT are altered by oncogenes and tumor
suppressor genes such as MYC, hypoxia-inducible factors (HIF), transforming growth factor-beta
(TGFf3)-WNT, and complex 1 of the mammalian target of rapamycin (mTORC1) signaling pathways
promoting upregulation of many metabolic enzymes including glutaminase (GLS1 and GLS2), glu-
tamine synthetase (GLUL), glutamate dehydrogenase (GLUD), branched-chain aminotransferase
(BCAT1 and BCAT2), ten-eleven translocation 2 DNA demethylase (TET2), and transporters such as
transporter of glucose (GLUT) and glutamine (ASCT2).

Main cell membrane PL is sphingomyelin including choline in its content. Recently
MacLellan et al. reported decreased concentrations of urinary creatine and creatinine in
patients with WT [13]. Creatinine is a choline precursor, supporting the fact that with
increasing lipid demand in cancer tissues, urinary lipid concentration decreases, leading to
a reduction in urinary choline and, consequently, in creatine and creatinine in WT patients,
similar to other cancers [24,28].

In contrast to the increase in concentrations of lactate, glutamine/glutamate, and
lipids, concentrations of three BCAAs decreased in WT samples compared to controls.
Indeed, BCAAs are essential amino acids taken up through the diet due to the impos-
sibility of synthesis by human cells [29]. Glutamate is a co-product in the first step of
BCAA catabolism with the conversion of BCAAs to branched-chain keto acids (BCKA) by
branched-chain aminotransferase (BCAT1 in cytosol or BCAT2 in mitochondria). BCAA-
originated glutamate is a source of the nitrogen used for the synthesis of macromolecules
such as nucleotides and the proteins necessary for cancer cell growth (Figure 5) [24,30-32].
Altered BCAA metabolism has an important role in cancer progression and the crucial
enzymes in the BCAA metabolic pathway might be possible prognostic and diagnostic
biomarkers in human cancers. Our study also supports the finding that BCAAs in WT
tissue can play a role as a diagnostic cancer biomarker. On the other hand, MacLellan et al.
showed increased concentrations of urinary BCAAs in WT patients [13]. The contrasting
results may be a consequence of the different treatments the patients were subjected to.
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Most samples from our study came from patients that underwent chemotherapy. Enhanced
intracellular o-KG levels in WT by promoted glutaminolysis also increases the activity of
another a-KG-dependent dioxygenase, such as the ten-eleven translocation 2 (TET2) DNA
demethylase and leads to DNA hypomethylation [23,33]. This finding is in agreement with
the recently reported data by Guerra et al. which demonstrated a hypomethylation profile
in WT compared to NK through global gene expression and methylation analyses [17].
These findings suggest that metabolic pathways in WT are altered by diverse oncogenes and
tumor suppressor genes such as MYC, HIF, TGFf3, WNT, and mTOR signaling pathways
promoting the upregulation of many metabolic enzymes and transporters (Figure 5). In
this way, transporters of glucose (GLUT) and glutamine (ASCT2) and metabolic enzymes,
including glutaminase (GLS1 and GLS2), glutamate dehydrogenase (GLUD1 or GLUD2),
and branched-chain aminotransferase (BCAT1 and BCAT2), might have an important role
in the diagnosis and treatment of WT and could be attractive targets for further exploration
and research.

A limitation of this study is that the samples used had received preoperative chemother-
apy, according to the SIOP protocol [34-36]. Thus, we cannot exclude the possibility that at
least part of the changes in metabolites levels was induced by the treatment. Moreover, the
number of cases prevents us from comparing WT subgroups, such as histological subtypes
and clinical stages. Another limitation is that we cannot directly compare our findings with
previous studies that evaluated metabolites in patients with WT as the sources used are
different (tissue vs. urine), preventing some validation of our findings.

5. Conclusions

In our study, we summarize that altered glycolysis, glutaminolysis, TCA cycle, lipid
metabolism, and BCAA metabolism in WT tissue by alterations of the concentrations of
several metabolites such as glutamine/glutamate, lipids, lactate, and BCAAs, which might
be considered as potential diagnostic WT biomarkers. Metabolite levels in WT tissue
are changed due to the requirement of cancer cells for nutrients and the building blocks
to survive and proliferate, activating diverse signaling pathways and oncogenes, which
modify metabolic pathways through the upregulation of metabolic enzymes. Considering
the important role of glycolysis, glutaminolysis, and BCAA metabolic reprogramming
in WT, the metabolites, and their related metabolic pathways might be involved with
Wilms tumorigenesis and deserve to be explored in prospective studies. The identified
differences among the metabolites in WT tissues may lead, not just to the identification of
WT biomarkers with the potential for early cancer diagnostic and prognostic purposes, but
also to a tailor-made treatment.

Supplementary Materials: The following are available online at https://www.mdpi.com/article /10
3390/ diagnostics12010157 /s1, Figure S1: oPLS-DA scores plots in 2D, T score vs. Orthogonal T score,
of the HR-MAS 1TH-NMR CPMG spectra models: (A) constructed using 21 tissue samples, 14 WT
and 7 NK (Permutation analysis R2Y: 0.878 for p <0.05, and Q?: 0.620 for p <0.05); (B) constructed
for 7 paired WT and NK samples (Permutation analysis RY: 0.787 for p < 0.05, and Q?: 0.677 for
p <0.05). WT tissue samples are shown in the red crosses and normal kidney (NK) tissue samples are
shown in green triangles. Figure S2: Box plots of Lipids (0.803 ppm), Lactate (1.33 ppm), and Glucose
(metabolite 13, see Figure 1) variation according to t-test univariate analysis in paired cancer tissue
samples, 7WT vs. 7 NK; WT tissue samples are shown in the red and normal kidney (NK) tissue
samples are shown in green (upper panel). Superposition of 'H-NMR (CPMG HRMAS) of WT (red)
and NK samples, shown in the lower panel. Just 0.50—4.50 ppm regions were used for PLS-DA and
oPLS-DA models.
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