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ppm: Partes por milhão   

QTOF: Quadrupolo e tempo de vôo, do inglês, quadrupole and time of flight 
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RIPA: Ensaio de precipitação radioimune, do inglês, radioimmuno precipitation assay 

RN: Tecido renal normal (córtex) adjacente ao tumor  

RNAm: RNA mensageiro  

ROC: Curva característica de operação do receptor, do inglês, receiver operating 

characteristic 

RP: Proteínas ribossomais, do inglês, ribosomal proteins 

RPL: Proteínas ribossomais da subunidade maior, do inglês ribosomal proteins large 

subunit 

rpm: Rotações por minuto 

RPS:  Proteínas ribossomais da subunidade menor, do inglês, ribosomal proteins 

small subunit 

rRNA: RNA ribossômico  

RT: Transcrição reversa, do inglês, reverse transcription 

RT-PCRq: Transcrição reversa seguido de reação em cadeia da polimerase 

quantitativa, do inglês, reverse-transcriptase quantitative polymerase chain reaction 

RTSG: Grupo de estudo de tumores renais, do inglês, renal tumor study group  

SEER: Programa de epidemiologia e vigilância sanitária dos Estados Unidos, do 

inglês, Surveillance, Epidemiology and End Results 

SIOP – Sociedade internacional de oncologia pediátrica, do francês, Société 

Internationale d’Oncologie Pediatrique  

sncRNAs: Pequenos RNAs não codificantes, do inglês small non coding RNAs 

SNPs: Polimorfismo de nucleotídeo único, do inglês, single nucleotide polymorphism 

SVM: Vetor de suporte de máquina, do inglês, Support Vector Machine 

T.A: Temperatura ambiente 

TBS: Solução salina tamponada com Tris, do inglês, Tris buffered saline 

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

TW: Tumor de Wilms 

UPLC: cromatografia liquida de ultra eficiência, do inglês, ultra performance liquid 

chromatography 

UTR: Região não traduzida, do inglês, untranslated region 

VIP: Importância variável na projeção, do inglês, Variable Importance in Projection 

WAGR: Tumor de Wilms, aniridia, anomalias geniturinárias, retardo mental 

WebGestalt R: do inglês, WEB-based Gene SeT AnaLysis Toolkit 

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

de Wilms. 

 

RESUMO 

Introdução: Identificar novas alterações moleculares em tumores de Wilms (TWs) é 

importante não somente para uma melhor compreensão da biologia tumoral, mas para auxiliar 

na descoberta de novos possíveis biomarcadores, com o intuito de melhorar a estratificação 

de risco e o tratamento dos pacientes, o que é um grande desafio atualmente. Alterações na 

via ribossomal, identificada alterada em uma análise prévia de RNA-Seq do grupo e nos genes 

RPL5 e RPL11, que a compõem; bem como alterações metabólicas a nível global ainda são 

pouco exploradas em TW. Objetivo: Avaliar possíveis alterações moleculares nos genes 

RPL5 e RPL11 e alterações metabólicas em TW e seu papel no desenvolvimento e 

progressão tumoral. Casuística e Métodos: A partir de dados prévios de RNA-Seq de 

amostras pareadas de tecido do córtex renal normal (RN), do componente blastematoso do 

tumor primário (TW) e de metástases 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 alterações 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 presença de mutações, o perfil 

de metilação e a expressão diferencial de miRNAs por análises in silico. Ainda, foram 

realizadas análises de expressão gênica e de miRNAs selecionados por RT-PCRq e a 

avaliação da expressão proteica por western blotting. Foi realizada a análise do perfil 

metabolômico de amostras pareadas de TW e RN por cromatografia liquida acoplada à 

espectrometria de massas. Por fim, os dados foram associados entre si e às características 

clínico-patológicas dos pacientes. Resultados: Não foram identificadas mutações nem 

alterações de metilação em ambos os genes. As alterações metabólicas não foram 

associadas à via ribossomal. Os miRNAs avaliados que têm esses genes como alvos não 

apresentaram associação aos demais mecanismos avaliados. A expressão de RPL5 foi 

associada à classificação de risco (predomínio de blastema), no entanto, essas alterações 

não impactam a expressão proteica. Para RPL11, observamos uma diferença de expressão 

entre TW e RN nas amostras de avaliadas por RT-PCRq. Também foi observada uma 

diferença significativa de expressão proteica, no entanto, em níveis opostos. Com relação à 

metabolômica, foram identificadas alterações significativas entre TW e RN, e ainda, o perfil 

metabolômico apresentou o potencial de classificar, de forma indepente, as amostras de 

acordo com a classificação de risco dos pacientes. Conclusão: De forma geral, assumimos 

que a via ribossomal, especificamente os genes RPL5 e RPL11, não têm papel relevante no 

desenvolvimento do TW. Por outro lado, alterações metabólicas podem não 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, 

integração de dados, via ribossomal, RPL5, RPL11, metabolômica, classificação 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 new 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-qPCR 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. INTRODUÇÃO 

 

1.1 TUMOR DE WILMS (TW) – ASPECTOS CLÍNICOS E EPIDEMIOLÓGICOS 

O câncer infanto-juvenil (entre 0 e 19 anos) consiste em um conjunto de 

doenças que apresentam características próprias, e se diferenciam dos tumores de 

adultos por fatores importantes, tais como o local primário acometido, origem 

histológica (tumores infantis geralmente apresentam origem embrionária), e 

comportamento clínico (maiores taxas de proliferação 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 câncer pediátrico 

corresponde de 1% a 4% de todas as neoplasias, com incidências que tenderam ao 

aumento em todo o mundo ao longo das últimas décadas (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 

2018)(HUBBARD et al., 2019) (INCA, 2019)(SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2020). Em 

2017, ocorreram 2.553 óbitos por câncer em crianças, o que corresponde a 7,5% entre 

todas as causas, sendo a segunda maior causa de morte em todas as regiões do país 

(INCA, 2019). Estima-se que, para o Brasil, para cada ano do triênio 2020-2022, 

ocorrerão aproximadamente 4.310 novos casos no sexo masculino e 4.150 no sexo 

feminino em crianças e adolescentes, até os 19 anos de idade (INCA, 2019). 

De acordo com a Sociedade Americana de Câncer (ACS do inglês, American 

Cancer Society), a incidência global de câncer infantil tem aumentado ligeiramente 

desde 1975, com uma tendência de estabilização nos últimos anos. Por outro lado, as 

taxas de mortalidade nesse grupo entre os anos de 1970 e 2017 diminuíram em cerca 

de 65%, com melhora das taxas de sobrevida relativa de cinco anos para todos os 

cânceres combinados. No entanto, a sobrevida varia substancialmente de acordo com 

o tipo de câncer e idade ao diagnóstico (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2018)(SIEGEL; 

MILLER; JEMAL, 2020). 

Segundo dados divulgados pelo Programa de Epidemiologia e Vigilância Sanitária 

dos Estados Unidos (SEER, do inglês, Surveillance, Epidemiology and End Results), 

entre os anos de 1975 a 2017, as leucemias foram responsáveis por 31% de todos os 

cânceres infantis, seguidas por tumores do Sistema Nervoso Central (26%), linfomas 

e neoplasias reticuloendoteliais (como o linfoma não-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 

pediátricos (HOWLADER et al., 2020) (Figura 1.1). Índices similares são observados 
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no Brasil, com algumas variações nas frequências observadas para cada tipo de tumor 

(INCA, 2019).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.1 - Taxas de incidência de câncer pediátrico ajustadas e específicas por idade (0–14 anos), 

segundo o SEER/NIH entre os anos de 2009 a 2012 pela Classificação Internacional de Câncer Infantil. 

(Adaptado de: PDQ Cancer Information Summaries 2017. Disponível em 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK65876/figure/CDR0000062872__1341). 

Os tumores renais pediátricos compreendem um espectro de subtipos 

morfológicos, incluindo tumores de histopatologia benigna. Algumas formas mais 

raras de câncer renal na infância incluem o sarcoma renal de células claras, tumor 

rabdóide renal, tumor renal cístico multilocular, carcinoma de células renais e 

angiomiolipoma (GELLER; SMERGEL; LOWRY, 1997)(CHARLES; VUJANIĆ; 

BERRY, 1998)(VUJANĆ; CHARLES, 2008). O TW, também denominado de 

nefroblastoma, é o principal tumor renal pediátrico maligno mais comum, 

compreendendo aproximadamente 95% dos cânceres renais diagnosticados em 

crianças menores de 15 anos de idade. Suas maiores incidências são observadas nos 

primeiros dois anos de vida, com taxas decrescentes conforme o aumento da idade, 

e incidências muito baixas entre 10 - 19 anos (RIES et al., 1999)(HECK et al., 2019).  

No Brasil, a taxa mediana de incidência anual ajustada por idade é de 

aproximadamente 9,4 casos por milhão, variando por região geográfica (DE 
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CAMARGO et al., 2011). A maioria dos casos de TW são esporádicos (~98%) e 

unilaterais (90-95%), enquanto a doença bilateral ocorre em aproximadamente 5% 

dos pacientes. Cerca de 2% dos pacientes com TW têm histórico familiar 

(RUTESHOUSER; HUFF, 2004)(PRITCHARD-JONES, KATHY; DOME, 2014). 

Pacientes com tumores bilaterais são geralmente diagnosticados mais precocemente 

e podem ter anormalidades de desenvolvimento mais frequentemente associadas, em 

comparação àqueles pacientes com formas unilaterais da doença (WIKSTRÖM; 

PARKKULAINEN; LOUHIMO, 1982)(RIVERA, MIGUEL; HABER, 2005). Alterações 

germinativas no gene WT1 e alterações 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 congênitas e condições genéticas que 

aumentam a susceptibilidade para o desenvolvimento do tumor. Dentre elas, podemos 

destacar a Síndrome de Beckwith-Wiedemann, síndrome de WAGR (TW, aniridia, 

anomalias geniturinárias, retardo mental), síndrome de Perlman, síndrome de Denys 

Drash, síndrome 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 malformações não-sindrômicas também 

estão associadas ao TW, incluindo supercrescimento assimétrico (hemi-hipertrofia) e 

anormalidades geniturinárias (DUMOUCEL et al., 2014). 

  

1.2 - ASPECTOS HISTOLÓGICOS E TRATAMENTO 

Os TWs apresentam histologia trifásica, compostos por células epiteliais, 

estromais e blastematosas em proporções variáveis (BECKWITH et al., 

1996)(PERLMAN, 2005) (Figura 1.2). O componente epitelial é caracterizado por 

apresentar o espectro de diferenciação renal, com estruturas epiteliais primitivas 

semelhantes a rosetas, que formarão os túbulos renais ou estruturas semelhantes a 

glomérulos, refletindo os diferentes estágios da nefrogênese. O componente estromal 

é composto por células mesenquimais que podem se transformar em células de 

músculo esquelético, tecido adiposo, cartilagem ou osso devido à diferenciação 

heteróloga do estroma neoplásico, principalmente em tumores submetidos à 

quimioterapia pré-operatória. Além disso, este também é o componente com menores 

índices de proliferação e resposta à quimioterapia. O componente blastematoso 

representa o tipo celular menos diferenciado caracterizado por pequenas células azuis 
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redondas com núcleos sobrepostos e rápida atividade mitótica (POPOV; SEBIRE; 

VUJANIC, 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

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

Quando o componente blastematoso persiste após a quimioterapia, este é um 

indicador de resistência ao tratamento e altamente significativo de possível 

recorrência tumoral e prognóstico adverso em TW (WEIRICH et al., 2001)(DINIZ, 

2016)(POPOV; SEBIRE; VUJANIC, 2016). Alguns protocolos adotam a porcentagem 

de blastema residual para estratificação de risco (Tabela 1.1); no entanto, estudos 

atuais têm avaliado o volume de blastema residual absoluto como novo fator 

prognóstico a ser implementado pelos protocolos para direcionar o tratamento. Dessa 

forma, tumores que apresentem volumes residuais de blastema superiores a 20 mL 

serão classificados como de alto risco, e receberão um tratamento mais intensivo. No 

entanto, recomenda-se que a determinação do volume residual de blastema seja feita 

associada a uma revisão patológica central, a exames de imagem e  bancos de dados 

de alta qualidade, o que é um fator que dificulta a implementação desse protocolo em 

algumas instituições (VUJANIĆ et al., 2018). 
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Tabela 1.1: Critérios para definição dos subtipos histológicos de acordo com o protocolo SIOP, que são 

os critérios atualmente adotados.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

de tumor classifica os subtipos automaticamente como anaplásicos (alto risco). 

 

Outra característica histológica importante para classificação de risco e 

tratamento é a presença de anaplasia difusa na peça tumoral, que ocorre entre 5-8% 

dos casos de TW (DOME et al., 2006). Esse tipo celular é definido por três 

características: células mitóticas multipolares, aumento nuclear de pelo menos três 

vezes o diâmetro celular normal e células tumorais com núcleo hipercromático, e pode 

estar presente em qualquer dos três componentes histológicos (BECKWITH, J. B.; 

PALMER, 1978)(FARIA et al., 1996). A presença de anaplasia difusa classifica o tumor 

como histologia desfavorável ou alto risco (a depender do protocolo), sendo 

considerado um fator de pior prognóstico, altamente associado a maiores índices 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 embrionárias, resultado da diferenciação incompleta do rim, denominados 

restos nefrogênicos, classificados em perilobares (presentes na periferia do lóbulo 

renal) ou intralobares (presentes em todo o lóbulo renal) e são 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 presença de anaplasia, indicadas pelas setas (HE, 40x) B. Tumor 

de Wilms com restos nefrogênicos 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 específicos. Atualmente, os fatores prognósticos 

considerados mais relevantes para a decisão terapêutica são o estadiamento e a 

histologia da peça tumoral (KASTE et al., 2008)(DOME; PERLMAN; GRAF, 2014b). 

Outros fatores prognósticos incluem idade ao diagnóstico, volume tumoral e resposta 

inicial ao tratamento (BRESLOW, NORMAN E. et al., 2006)(SPREAFICO et al., 

2009)(FURTWÄNGLER et al., 2011)(TANG et al., 2019).  

O TW é um exemplo de sucesso terapêutico, o 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 biópsia 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 não responsivos à 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 

estratificação de risco são feitos após 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 necessário, e o estadiamento da doença é realizado após a cirurgia 
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(FERNANDEZ, 2014). Ambos os protocolos apresentam semelhantes e excelentes 

sobrevidas global e livre de doença (IRTAN; EHRLICH; PRITCHARD-JONES, 2016). 

Embora existam algumas diferenças na abordagem terapêutica e nos critérios para 

estadiamento (Tabela 1.2) e classificação de risco (Quadro 1.1), esses grupos 

conduziram uma série de estudos clínicos e moleculares bem desenhados que 

forneceram um grande corpo de conhecimento baseado em evidências para 

estabelecer os melhores tratamentos para crianças com TW. Com os avanços 

terapêuticos, 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 específicos de pacientes, como os de histologia 

desfavorável, doença bilateral e recidiva da doença 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 - Comparação entre os critérios de estadiamento para o TW de acordo com as abordagens 

do SIOP e COG. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

COG 

SIOP 

Histologia favorável 

Sem evidência de anaplasia. 

Baixo risco 

TW completamente necrótico 

TW com anaplasia focal 

Anaplasia confinada a um ou mais locais 

definidos dentro do tumor primário sem 

envolvimento extra renal; 

Sem restos nefrogênicos fora dos focos 

anaplásicos. 

 

TW com anaplasia difusa 

Anaplasia não-localizada, com sítios 

invasivos ou depósitos extra renais; 

Anaplasia localizada com restos 

nefrogênicos; 

Anaplasia em amostras de biópsia aleatórias, 

envolvendo uma ou mais áreas. 

 

Risco intermediário 

TW subtipo epitelial, estromal, misto ou 

regressivo; 

TW com anaplasia focal (segue mesmas 

definições do COG) 

Alto risco 

 

TW com predomínio de blastema; 

TW com anaplasia difusa (segue mesmas 

definições do COG) 

 

 

 

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

 

Pacientes classificados em estadiamento IV apresentam, ao diagnóstico, 

metástase hematogênica no pulmão (mais comum), fígado, osso, cérebro, linfonodos 

extra-abdominais ou outros locais (VAN DEN HEUVEL-EIBRINK et al., 2017)(BROK 

et al., 2018); e são tratados com uma abordagem terapêutica mais intensiva por 

ambos os protocolos (COG e SIOP) (SZYCHOT; APPS; PRITCHARD-JONES, 2014). 

Pacientes que apresentam recidiva à distância ou localizada no abdômen durante ou 

após o final do tratamento (mas não ao diagnóstico) são considerados recidivas da 

doença. Nesses casos, as abordagens terapêuticas tendem a incluir medicamentos 

não utilizados no tratamento primário (OOSTVEEN; PRITCHARD-JONES, 2019). De 

forma geral, a recidiva ocorre em até dois anos após a nefrectomia, sendo que o risco 

absoluto de recidiva é semelhante para todos os estágios do tumor e subgrupos 

histológicos (BROK et al., 2018). Pacientes recidivados apresentam um pior 

prognóstico quando comparados a pacientes que apresentam metástase ao 
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diagnóstico.  Para aqueles com recidiva da doença, a sobrevida permanece em torno 

de 50%, enquanto para os pacientes metastáticos ao diagnóstico, essa sobrevida 

pode chegar a cerca de 90%, a depender da classificação de risco do paciente 

(pacientes alto risco têm pior prognóstico comparado aos de risco baixo ou 

intermediário) (PRITCHARD-JONES, 2002)(SPREAFICO; BELLANI, 2006) 

(SPREAFICO et al., 2009)(BROK et al., 2018)(DIX et al., 2018). 

O tratamento padrão de TW inclui o uso de vincristina, actinomicina-D (ActD) e 

doxorrubicina. Para os grupos de alto risco, pacientes com doença metastática ao 

diagnóstico ou que apresentam recidiva ou resistência ao tratamento, também podem 

ser administrados ciclofosfamida, carboplatina, etoposido e irinotecano, de acordo 

com o protocolo adotado pela instituição (SZYCHOT; APPS; PRITCHARD-JONES, 

2014)(BROK et al., 2016). 

Além disso, pacientes com TW tratados podem apresentar efeitos adversos 

tardios como doenças cardíacas, hepáticas, complicações durante a gravidez e risco 

de desenvolver neoplasias primárias subsequentes (GREEN et al., 

2010)(TERMUHLEN et al., 2011)(WONG et al., 2016). Sendo assim, o objetivo 

principal dos estudos que vêm 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 doença, 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. Alterações genéticas em TW 

Uma característica marcante dos TWs, assim como em outros tumores 

embrionários, é a frequência relativamente baixa de mutações somáticas, detectadas 

em até 30% dos casos, envolvendo cerca de 30 genes. Dentre estes, os mais 

frequentemente alterados são: WT1, CTNNB1, AMER1 (WTX), DROSHA, DGCR8, 

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 síndrome de WAGR (Tumor de Wilms, aniridia, anomalias 

geniturinárias, retardo mental)  com deleção da região cromossômica 11p13 (CALL et 



34 
 

al., 1990)(HABER et al., 1990), e está relacionado ao processo de desenvolvimento 

renal (KREIDBERG et al., 1993)(MOORE AW et al., 1999)(KREIDBERG, 2010). 

Mutações germinativas ou somáticas em WT1 são encontradas em 5 a 15% dos casos 

de TW (GESSLER et al., 1994)(RIVERA, MIGUEL N.; HABER, 2005)(CHARLTON; 

PRITCHARD-JONES, 2016), sendo que mutações germinativas em WT1 são 

geralmente identificadas em pacientes com tumores bilaterais e em idades mais 

precoces (AL-HUSSAIN; ALI; AKHTAR, 2014). No entanto, apenas alterações em 

WT1 não são suficientes para o desenvolvimento do TW. A maioria dos tumores com 

mutações neste gene também apresentam mutações de ganho de função em 

CTNNB1, que codifica a β-catenina, uma proteína que participa da via de sinalização 

Wnt. Diversos membros da família Wnt foram implicados na nefrogênese, além de ser 

uma das múltiplas vias de sinalização que participa do início e progressão da transição 

epitélio - mesênquima (EMT, do inglês, epithelial - mesenchymal transition) (POPOV; 

SEBIRE; VUJANIC, 2016)(HUANG et al., 2016)(DUHME et al., 2021). Cerca de 15% 

dos casos esporádicos de TW apresentam mutações em CTNNB1, dos quais 

aproximadamente 75% apresentam concomitantemente mutações em WT1 (HUFF, 

2011), descrito como um inibidor da via de sinalização Wnt/β-catenina (CHANG et al., 

2008). Neste contexto, WT1 e CTNNB1 apresentam atividades antagônicas, e 

mutações em ambos os genes estão diretamente associadas a alterações no 

desenvolvimento renal embrionário por ativação da EMT (CORBIN et al., 2009). 

A desregulação da via de sinalização de β-catenina também está associada a 

mutações em AMER1 (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 / β –catenina (RIVERA et al., 2007) e suas mutações 

geralmente levam à perda do sítio de ligação a essa proteína. Assim, a ubiquitinação 

e posterior degradação de β–catenina é evitada, resultando no aumento dos seus 

níveis no citoplasma e consequente translocação para o núcleo e ativação da via Wnt 

(MAJOR et al., 2007)(HUFF, 2011). Além disso, AMER1 sofre splicing alternativo e 

uma de suas variantes pode se translocar para o núcleo, 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 AMER1 interage com p53, reforçando 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 

proteína p53, associado a funções que afetam praticamente todas as características 

envolvidas no desenvolvimento de câncer (conhecidos como os hallmarks - ou marcas 

registradas - do câncer), como proliferação, apoptose e reparo de DNA (HANAHAN; 

WEINBERG, 2011)(AUBREY; STRASSER; KELLY, 2016). Apesar de mutações 

somáticas em TP53 serem incomuns em tumores infantis, já foram descritos mais de 

200 SNPs (do inglês, Single Nucleotide Polymorphism) associados à predisposição 

ao câncer (WHIBLEY; PHAROAH; HOLLSTEIN, 2009). Mutações somáticas em TP53 

e/ou perdas de 17p são identificadas em aproximadamente 5% dos TWs esporádicos, 

particularmente em pacientes que vão a óbito, enquanto essas alterações são 

descritas em até 60% dos casos de TWs com anaplasia difusa, relacionadas à 

resistência ao tratamento, maior risco de recorrência e morte, particularmente em 

estágios avançados do tumor. Ainda, foi demonstrado que cerca de 20% dos TWs 

com predomínio de blastema apresentam alterações em TP53 (BARDEESY et al., 

1994)(MASCHIETTO et al., 2014)(OOMS et al., 2016)(WEGERT et al., 2017). 

O MYCN codifica um fator de transcrição proto-oncogênico da família MYC. 

Ganho de número de cópias de MYCN foi identificado principalmente em TW com 

anaplasia difusa e com predomínio de blastema, associado à pior sobrevida livre de 

recidiva; tornando este gene um possível alvo para futuras pesquisas envolvendo 

novas abordagens terapêuticas (WILLIAMS et al., 2011)(WILLIAMS et al., 

2015)(DENG et al., 2016). Além disso, a expressão de MYCN está correlacionada 

com a alta expressão de SIX1 e SIX2, associadas ao alto potencial proliferativo de 

tumores do tipo blastematoso (WEGERT et al., 2015). 

SIX1 e SIX2 são importantes fatores de transcrição (FTs) associados 

ao desenvolvimento renal e à iniciação do TW, sendo que alterações nesses genes 

podem levar à perda de diferenciação celular e aumento de proliferação de células 

blastematosas (YU; MCMAHON; VALERIUS, 2004)(PODE-SHAKKED et al., 2012). 

Mutações somáticas em SIX1 e SIX2 foram detectadas em cerca de 10% dos casos 

de TW analisados, predominantemente em tumores do tipo blastematoso e, 

geralmente, essas alterações ocorrem em um único resíduo de aminoácido que afeta 

a ligação ao DNA, apontando um papel regulatório destes genes (SEHIC et al., 

2012)(SENANAYAKE et al., 2013)(WEGERT et al., 2015). Ambos foram identificados 

alterados juntamente com mutações somáticas em genes da maquinaria de 

processamento de microRNAs (miRNAs), como DROSHA, DGCR8, DICER1 e XPO5, 
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principalmente em TWs com predomínio do componente blastematoso. Em conjunto, 

alterações nesses genes são detectadas entre 2,5 a 12% dos casos de TWs 

esporádicos. Mutações em genes envolvidos na biogênese e processamento de 

miRNAs levam à diminuição global de miRNAs, associada ao desenvolvimento e 

recaída de TW. Esses genes são candidatos a “drivers” de TW do tipo blastematoso, 

uma vez que essas mutações podem favorecer a evasão de células precursoras 

renais imaturas ao final do ciclo de diferenciação celular e, consequentemente, à 

proliferação contínua 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 definição de casos de alto risco com base nesses genes candidatos, visando 

uma redução na intensidade do tratamento para subtipos que têm um melhor 

prognóstico. 

Um estudo identificou o gene MLLT1, envolvido no processo de transcrição 

durante o desenvolvimento renal inicial, mutado em TWs de histologia favorável, 

detectado em cerca de 4% dos pacientes analisados. Além das mutações em MLLT1, 

os tumores apresentaram concomitantemente super-expressão de MYCN. Pacientes 

com alteração em MLLT1 desenvolveram o tumor mais precocemente e apresentaram 

uma alta prevalência de restos nefrogênicos, indicando que mutações nesse gene 

estão associadas ao desenvolvimento do TW (PERLMAN et al., 2015). Além destes 

genes, foram descritas mutações em BCOR, BCORL1, NONO, MAX, COL6A3, 

ASXL1, MAP3K4 e ARID1A, em frequências abaixo de 3,8% na coorte analisada 

(GADD et al., 2017). 

Por fim, algumas alterações de número de cópias têm 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 prognóstico, em adição ao perfil 

histológico, por ambos os protocolos COG e SIOP, visando alterações no tratamento 

desses pacientes, com abordagem terapêutica 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. Alterações epigenéticas em TW 
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Cerca de 70% dos TWs têm alterações de imprinting no locus 11p15 (SCOTT 

et al., 2012) associadas a outras alterações epigenéticas, como alterações de 

metilação do DNA, na maquinaria de biossíntese de miRNAs e modificações de 

histonas. Todos esses são processos que, quando desregulados, podem contribuir 

para o desenvolvimento e progressão de uma série de tumores sólidos pediátricos, 

incluindo os TWs (BAYLIN; JONES, 2011)(LAWLOR; THIELE, 2012). 

 

1.3.2.1. Alterações do padrão de metilação do DNA 

A metilação do DNA é um processo que envolve a transferência de um grupo metil 

para o carbono 5 de uma citosina seguidas de guanina (sítios CpG) para formar a 5-

metilcitosina. A metilação do DNA regula a expressão gênica recrutando proteínas 

envolvidas na inibição da expressão gênica ou inibindo a ligação de fatores de 

transcrição ao DNA. Durante o desenvolvimento, o padrão de metilação do DNA no 

genoma muda como resultado de um processo dinâmico envolvendo tanto a metilação 

quanto a desmetilação do DNA. Como consequência, as células diferenciadas 

desenvolvem um padrão de metilação de DNA estável e único que regula a transcrição 

de genes específicos do tecido (MOORE; LE; FAN, 2013). 

A associação entre metilação de sítios CpG e câncer é bem estabelecida. De 

forma geral, tumores apresentam hipometilação global do DNA em comparação aos 

tecidos adjacentes normais (WILSON; POWER; MOLLOY, 2007), característica 

muitas vezes associada à maior agressividade e menor sobrevida dos pacientes 

(EHRLICH et al., 2002)(ITANO et al., 2002)(WIDSCHWENDTER et al., 2004)(DE SÁ 

PEREIRA et al., 2017). Essas observações podem ser explicadas, ao menos em 

parte, pela associação entre hipometilação global e instabilidade genômica (JONES; 

GONZALGO, 1997)(SCHMUTTE; JONES, 1998)(HERMAN, 1999). A hipometilação 

de regiões promotoras de proto-oncogenes resulta em sua super-expressão; bem 

como a hipermetilação dessas regiões em genes supressores tumorais levam à sua 

inativação transcricional, exemplificando a associação entre metilação do DNA, 

regulação da expressão gênica e desenvolvimento tumoral. Genes regulados por 

metilação, como alguns da família HOX e alguns supressores tumorais como LTF, 

SUSD2, HNF4A, TNFRSF10A, e H19  foram descritos como envolvidos na progressão 

dos TWs (GUERRA et al., 2019a).  

A identificação de um padrão de imprinting aberrante na região 11p15 foi uma 

das primeiras alterações de metilação do DNA associadas ao TW (WILLIAMS et al., 
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1992). Nessa região, estão localizados os genes IGF2, que codifica um fator de 

crescimento embrionário; e H19, que expressa um RNA não codificante que funciona 

como um supressor tumoral. Em condições normais, IGF2 é expresso apenas pelo 

alelo paterno, enquanto H19 é expresso apenas pelo alelo materno. A perda de 

imprinting (LOI, do inglês “loss of impriting”) de 11p15 pode resultar em super-

expressão de IGF2 devido à ativação do alelo materno normalmente reprimido. Em 

alguns casos, a LOI pode ocorrer devido à perda do alelo materno, com uma 

substituição pelo alelo paterno duplicado (dissomia uniparental ou UPD, do inglês 

“uniparental disomy”) (ZHANG et al., 1993)(TANIGUCHI et al., 1995)(SEGERS et al., 

2012). LOI é raramente encontrada em outros loci, demonstrando o papel específico 

desse mecanismo em TW (BJORNSSON et al., 2007)(AL-HUSSAIN; ALI; AKHTAR, 

2014). A epimutação 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 hipermetilação de H19 como um evento embrionário driver precursor do TW 

(COORENS et al., 2019). Essas alterações são geralmente associadas à histologia 

do tipo blastematoso ou epitelial, a restos nefrogênicos perilobares (GADD et al., 

2012), e ao início do desenvolvimento do tumor, o que torna tais alterações possíveis 

alvos terapêuticos (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 metilação global 

de LINE-1 (Elementos Nucleares Longos Intercalados; do inglês, Long Interspersed 

Nuclear Element- 1) em 47 amostras pareadas do componente blastematoso de TW 

e córtex renal normal adjacente, identificando um perfil de hipometilação global nas 

amostras tumorais. As análises uni- e multivariadas sugeriram que tanto o padrão de 

hipometilação de LINE-1 quanto a classificação de risco poderiam ser preditores de 

recaída após o tratamento quimioterápico desses pacientes (DE SÁ PEREIRA et al., 

2017). LINE-1 são elementos retrotransponíveis e correspondem a cerca de 17% do 

genoma humano, e, em condições normais, esses elementos estão metilados e 

silenciados no genoma. Sua ativação devido à perda de metilação ocorre em vários 

tipos de câncer e está associada à instabilidade genômica e pior prognóstico 

(KAZAZIAN; GOODIER, 2002)(BARCHITTA et al., 2014)(HANCKS; KAZAZIAN, 

2016)(ARDELJAN et al., 2017).  

A comparação de metilomas identificou três regiões diferencialmente metiladas 

(DMRs do inglês, differentially methylated regions) hipermetiladas em TW em relação 
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ao tecido renal normal adjacente, que poderiam ser usadas como biomarcadores 

tumor-específicos, uma vez que foram capazes de distinguir os tumores de tecidos 

normais com uma sensibilidade de 98% e revelaram uma diferença significativa nos 

níveis de metilação entre os TWs de risco intermediário e de alto risco. Dada a alta 

prevalência das DMRs (presentes em 112/120 TWs examinados), esses autores 

apresentaram um estudo piloto no qual uma dessas DMRs pôde ser detectada na 

circulação sanguínea de pacientes com TW, mostrando potencial para utilidade clínica 

em biópsia líquida (CHARLTON et al., 2014). Também foram identificadas variações 

dos níveis de metilação durante o desenvolvimento tumoral, com padrões capazes de 

distinguir tecido normal, restos nefrogênicos (células precursoras dos TWs) e tecido 

tumoral. Isto seria especialmente importante em casos bilaterais, nos quais os restos 

nefrogênicos ocorrem em quase 100% dos casos, abrindo a possibilidade de 

identificar os restos nefrogênicos antes mesmo do desenvolvimento do tumor 

(CHARLTON et al., 2015).  

Apesar da evidente relevância que o mecanismo de metilação do DNA 

apresenta no TW, discute-se que talvez esse não seja o principal mecanismo iniciador 

tumoral e nem o único; mas pode ser útil na identificação de células que originam os 

diferentes subtipos tumorais, permitindo uma distinção entre eventos drivers e eventos 

que predispõem ao câncer (SAGHAFINIA et al., 2018). 

 

1.3.2.2. Alterações em miRNAs 

Os miRNAs são pequenos RNAs não codificantes de cerca de 22 nucleotídeos 

(nt) envolvidos no silenciamento gênico pós-transcricional, controlando a tradução do 

RNA mensageiro (RNAm) em proteínas, e podem regular e ser regulados por outros 

mecanismos epigenéticos (LU et al., 2005)(LOPEZ-SERRA; ESTELLER, 2012). Os 

miRNAs são fundamentais na fisiologia celular normal, no entanto, mudanças de 

expressão têm sido associadas a várias patologias, incluindo o câncer (KANWAL; 

GUPTA, 2012). Por isso, estudos têm utilizado perfis de expressão de miRNAs como 

fontes de informação sobre origem do tumor, fatores prognósticos ou preditores de 

risco (LU et al., 2005). Mais de 60% dos genes humanos que codificam proteínas são 

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

oncogênicos (ou oncomiRs), ou supressores de tumor, dependendo dos seus alvos e 

do tecido analisado (KASINSKI; SLACK, 2011). De forma simplificada, a biogênese 
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dos miRNAs pela via canônica ocorre de forma que os miRNAs são transcritos pela 

RNA polimerase II em pri-miRNAs, que são posteriormente clivados pelo 

microprocessador composto pela enzima DROSHA, juntamente com o seu cofator 

DGCR8 formando moléculas de cerca de 70 nucleotídeos - o microRNA precursor ou 

pré-miRNAs. O pré-miRNA é exportado para o citoplasma através do complexo XPO5 

e RanGTP, sendo processado pela enzima DICER1 e seu cofator TRBP. Após esse 

processamento, a molécula dupla fita perde a estrutura em loop e é reconhecida pelo 

complexo de proteínas AGO. Ao perder uma das fitas, o miRNA é incorporado no 

complexo RISC para atuar na repressão da tradução ou na clivagem do RNAm, 

dependendo da complementariedade com o RNAm alvo (LIN; GREGORY, 2015) 

(Figura 1.4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.4: Biogênese dos miRNAs pela via canônica. Legenda: Pol II: RNA polimerase II; pri-

miRNA: miRNAs primário; DGCR8: 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 único miRNA pode ter como alvo múltiplos genes, e dessa forma, estar 

associado a uma variedade de vias relacionadas ao câncer. Além disso, essas 

moléculas apresentam papel regulatório tecido-específico importante, participam da 

regulação de genes relacionados à resistência à terapia, e podem levar a mudanças 
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de expressão de genes associados a processos fundamentais como proliferação 

celular e apoptose (SI et al., 2019). Por isso, o perfil de expressão de miRNAs já foi 

correlacionado à quimiorresistência em diversos tipos de câncer, como mama, ovário, 

cólon, neuroblastoma, leucemias pediátricas, dentre outros (MA; DONG; JI, 2010) 

(CARVALHO DE OLIVEIRA et al., 2018)(GALARDI et al., 2018). Recentemente, 

nosso grupo publicou uma revisão na qual exploramos o papel de diversos miRNAs 

na biologia do TW e suas implicações clínicas e mecanismos de ação (de SÁ 

PEREIRA, et al., 2021). 

Conforme mencionado anteriormente, mutações em genes que participam da 

biogênese de miRNAs como DROSHA, DGCR8, XPO5, DICER1, TARBP2 e DIS3L2 

ocorrem em frequências entre 14–33% em TWs, sendo DROSHA o gene mais 

frequentemente mutado, entre 10-14% dos casos de TW. A mutação de um alelo 

desencadeia processos que levam à menor expressão de um subconjunto de 

miRNAs, por afetar o processamento de miRNAs primários. A perda ou mutações 

somáticas em DROSHA prejudicam o desenvolvimento e função renal, no entanto, 

sozinhas, não são suficientes para a formação de TWs (MEI et al., 2012)(KRUBER et 

al., 2019). Mutações em DROSHA podem ocorrer concomitantemente com mutações 

em SIX1/2, associadas a restos nefrogênicos perilobares e a alterações de imprinting 

em 11p15, sendo esta co-ocorrência associada à ativação do gene RAS e a maiores 

índices de recaída e morte (RAKHEJA et al., 2014b)(TORREZAN et al., 2014) (WALZ 

et al., 2015). 

Alterações em DICER1 foram descritas em cerca de 4% dos casos de TW 

(WALZ et al., 2015). Ambas as mutações em DROSHA e DICER1 alteram a expressão 

de miRNAs com função de supressores tumorais incluindo miRNAs da família let-7. 

Esta família regula MYCN, LIN28 e outros oncogenes associados ao TW, além de 

afetar o processo de diferenciação epitelial (RAKHEJA et al., 2014b). Mutações em 

DGCR8 ocorrem entre 3-4% dos tumores. Alterações em XPO5 e TARBP2 são 

detectadas em frequências menores, afetando aproximadamente 1% dos casos 

(TORREZAN et al., 2014)(WALZ et al., 2015) (GADD et al., 2017). 

Mutações em DIS3L2, que atua na etapa final de processamento dos miRNAs, 

foram detectadas em alguns TWs, e associadas à maior predisposição ao 

desenvolvimento do tumor (ASTUTI et al., 2012). Este gene está localizado em 2q37.1 

e foi descrito que a perda dessa região ocorre em cerca de 4% dos TWs esporádicos.  
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1.3.3.  Alterações de expressão gênica em TW 

A diferenciação celular é controlada pela expressão gênica, regulada tanto por 

estímulos internos quanto externos (RALSTON; SHAW, 2008). Assim, a 

transformação de uma célula normal em neoplásica advém também de mudanças no 

padrão de expressão de determinados genes (FISHMAN, 1976). Além de estarem 

envolvidos na tumorigênese, perfis diferentes de expressão podem ser detectados em 

diferentes fases do desenvolvimento tumoral, como por exemplo, durante sua 

progressão e o desenvolvimento de metástases (HARTUNG et al., 2017). 

Conforme mencionado anteriormente, o TW é caracterizado por apresentar 

histologia trifásica, sendo que os subtipos histológicos apresentam padrões de 

expressão gênica distintos, com diferentes níveis de similaridade a estágios iniciais 

da diferenciação renal. Células blastematosas apresentam um perfil de expressão 

mais similar ao de células renais embrionárias mais iniciais, sugerindo que essas 

células podem carregar as primeiras alterações moleculares que afetam a 

diferenciação renal e fornecem condições para o desenvolvimento do TW 

(MASCHIETTO et al., 2008). Uma vez que o predomínio do componente blastematoso 

após quimioterapia é associado a um pior prognóstico e recidiva, estudos têm buscado 

avaliar alterações de expressão gênica nesse subtipo histológico com o intuito de 

identificar genes associados principalmente à progressão tumoral. Neste contexto, a 

super-expressão de MCM2 em TW com predomínio 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 expressão 

de NCAM1 e ALDH1 e características de auto renovação e diferenciação, típicos de 

células tronco tumorais (CSC, do inglês, cancer stem cell). Além disso, expressam, de 

forma similar a células renais primitivas, genes como SIX2, OSR1, PAX2 e SALL1, o 

que levantou a hipótese 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 indícios de que a desregulação na expressão de determinados 

genes pode estar associada à progressão tumoral, ainda não há evidências concretas. 

Estudos que avaliam o perfil molecular de amostras de metástase de TW são raros, 

devido à dificuldade de se obter material para tais análises. A maior parte dos estudos 

busca identificar marcadores de recaída através da divisão das amostras de tumor 

primário de acordo com a ocorrência de recidiva da doença. Seguindo essa linha, um 

estudo identificou os genes RARA e CRABP2 como potenciais biomarcadores de 
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progressão tumoral (PERCICOTE et al., 2018). Além disso, diferenças de padrão de 

expressão já foram detectadas entre amostras tumorais de pacientes que 

apresentaram recaída e que não apresentaram, e entre tumores de risco intermediário 

e de alto risco. Dentre os genes identificados, TRIM22, CENPF, MYCN, CTGF, 

RARRES3 e EZH2 foram associados à progressão do TW (ZIRN et al., 2006). A 

análise da expressão de um painel contendo 4.900 genes identificou o gene CEBPB 

super-expresso em amostras de pacientes que recidivaram, associado ao 

desenvolvimento e progressão do TW e um possível preditor de recaída (LI, 

WENLIANG et al., 2005).  

1.3.4. Alterações de expressão proteica em TW 

De forma geral, assume-se implicitamente que alterações na expressão a nível 

de RNAm tenham significado biológico, provavelmente mediado por alterações 

correspondentes nos níveis de proteína. Suposição essa assumida pelo conhecimento 

do dogma central da biologia molecular, no qual a regulação da expressão gênica 

envolve a síntese de RNAm e proteína via transcrição e tradução, respectivamente 

(CRICK, 1970). Entretanto, há evidências de que a correlação entre a abundância de 

RNAm e os níveis de proteína correspondente é fraca, com vários fatores biológicos 

que influenciam essa correlação, além de restrições metodológicas (GRY et al., 

2009)(MCMANUS; CHENG; VOGEL, 2015). 

Estudos a nível proteico em TW são ainda escassos e pouco utilizados na 

prática clínica, sendo a heterogeneidade tumoral (tanto genética quanto histológica) 

um ponto crítico. A técnica de imunohistoquímica (IHQ) é predominantemente usada 

para diagnóstico diferencial dos TW, ainda que raramente (SEBIRE; VUJANIC, 2009). 

A WT1 (para todos os componentes histológicos); 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) são mais comumente 

usados, apesar de nenhum destes genes ser exclusivamente expresso no TW 

(MAGRO et al., 2015). 

Para fins de pesquisa, a expressão proteica de alguns alvos já foi avaliada, 

buscando correlacionar os níveis de expressão a desfechos clínicos, como recidiva e 

progressão tumoral, bem como estratificação de risco. Nesse sentido, 

imunoexpressão aumentada de VEGFR1 foi associada à classificação de risco de 
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pacientes com TW (PERCICOTE et al., 2013). CD56, CD57, CK22, CK18, CK8, EMA, 

SMA e actina foram propostos como marcadores úteis para diagnóstico, porém, com 

variabilidade entre os subtipos histológicos (VASEI et al., 2008). Um aumento na 

intensidade de expressão de AE1AE3 (uma pan-citoqueratina) no componente 

epitelial foi diretamente relacionado ao grau de maturação das estruturas epiteliais no 

tumor (SREDNI et al., 2004). Superexpressão de Ciclina-A foi associada ao 

desenvolvimento e progressão dos TWs, bem como aos casos mais avançados da 

doença e com anaplasia focal e difusa (RADOJEVIĆ-ŠKODRIĆ et al., 2019), e Ki67 

foi proposto como um bom marcador prognóstico (KRISHNA et al., 2016), assim como 

RGS4, P16 (LIU; GONG; ZHAO, 2017) e MCM2 (TARAN K et al., 2011). Super-

expressão de YY1 em TWs de histologia favorável foi descrito como um fator de risco 

para resultados adversos, associado ao componente blastematoso e ao 

desenvolvimento de metástase (ZAPATA-TARRES et al., 2019). Imunoexpressão de 

PAX8 e PAX2 demonstraram ser úteis no diagnóstico diferencial do TW, porém com 

limitada especificidade (DAVIS et al., 2011)(ARVA et al., 2018). De forma geral, 

alterações a nível protéico ainda são pouco exploradas em TW principalmente pela 

dificuldade de se chegar a um consenso entre as diferenças de marcação e os 

desfechos avaliados. Isso se deve, em grande parte, à heterogeneidade intra e inter 

tumoral, o que gera uma grande inespecificidade nos padrões de expressão; e por 

isso, raros estudos encontraram associações significativas às características clínico-

patológicas. 

 

1.4. DADOS PRÉVIOS – SELEÇÃO DOS ALVOS DO ESTUDO 

Entre os anos de 2017 e 2019, foi desenvolvida no Instituto Nacional de Câncer 

(INCA) a minha dissertação 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 - córtex renal), tumor primário (TW – componente blastematoso) e 

metástase (MET - recidivas pulmonares). Os dados obtidos através do sequenciador 

HiSeq2500 (Illumina, San Diego, Califórnia, EUA) foram processados pela 

pesquisadora (BMSP) em colaboração com o Laboratório de Bioinformática e Biologia 

Computacional (LBBC-INCA). Ao fim das etapas de processamento, foi realizada a 

análise de expressão diferencial entre as condições avaliadas (TW vs RN e MET vs 

TW) (Figura 1.5).  

 

https://www.google.com/search?biw=1366&bih=625&sxsrf=ALeKk034xLH5Vnk6m1U6blPREur5lOkiGA:1612449141798&q=San+Diego&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MDIvMUxPUeIAsc0Ny4q0tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcWLWDmDE_MUXDJT0_N3sDICAMrzK7dTAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjivsKSudDuAhVgK7kGHWCPBTAQmxMoATAfegQILhAD
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Figura 1.5: Genes diferencialmente expressos, identificados nas análises de RNA-Seq através 

das comparações 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 análises de enriquecimento de vias biológicas, através das quais a via 

ribossomal foi a única via identificada alterada em ambas as comparações (Figura 

1.6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.6: Resultado do enriquecimento de vias gerado pelo banco de dados KEGG. A. vias 

enriquecidas baseadas nos GDEs entre a comparação TW vs RN; B. Via enriquecida baseada nos 

GDEs entre a comparação 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 câncer em geral e 

do câncer pediátrico, resultando na seleção de RPL5 e RPL11 como alvos de 

investigação para o presente estudo. Assim propomos avaliar alterações moleculares 

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

1.5. VIA RIBOSSOMAL - ASPECTOS FISIOLÓGICOS, FUNÇÕES EXTRA-

RIBOSSOMAIS E MECANISMOS RELACIONADOS À DESREGULAÇÃO DA VIA 

Os ribossomos são estruturas celulares formadas por RNA, compostos por 

duas subunidades. Em humanos, a subunidade menor (ou 40S) consiste em uma 

única cadeia de RNA ribossômico (rRNA) e 33 proteínas ribossomais (denominadas 

RPSs, do inglês Ribosomal Proteins Small subunit), enquanto a subunidade maior (ou 

60S) consiste em três cadeias de rRNA e 47 proteínas ribossomais (denominadas 

RPLs, do inglês 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 crítico na fisiologia celular 

normal, nas respostas celulares a estímulos ambientais externos e na patogênese de 

doenças humanas, como o câncer (MYASNIKOV et al., 2016)(XU, XILONG; XIONG; 

SUN, 2016)(GILLES et al., 2020). A biogênese ribossomal é um processo finamente 

regulado e com alto consumo energético, e, portanto, tende a ocorrer em locais com 

alta disponibilidade de nutrientes e favoráveis à proliferação celular (LAFONTAINE; 

TOLLERVEY, 2001)(ZHOU et al., 2015). Por outro lado, em uma situação conhecida 

como estresse ribossomal (ou estresse nucleolar), pode ocorrer a situação inversa, 

em que a atividade ribossomal e a síntese protéica são reduzidas, com subsequente 

parada do crescimento celular, devido à ativação da via p53, que leva à parada do 

ciclo celular e apoptose (LOHRUM et al., 2003)(RUGGERO; PANDOLFI, 2003). 

Dessa forma, a biogênese ribossomal é um processo intimamente associado ao 

controle do crescimento celular e proliferação, e alterações 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 à desregulação do processo de 

biogênese ribossomal é de extrema importância para elucidar a conexão entre tais 

mecanismos e a patogênese tumoral. 
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Figura 1.7 – Composição dos ribossomos e os genes que codificam as proteínas que compõem 

as subunidades maior e menor. A. Os ribossomos são estruturas celulares responsáveis pela 

produção de proteínas. Em eucariotos, são formados pela subunidade maior (60S) composta pelas 

proteínas ribossomais RPL (do inglês ribosomal proteins large subunit), e pela subunidade menor (40S) 

composta pelas proteínas RPS (do inglês Ribosomal Proteins Small subunit). Essas subunidades, 

associadas aos RNAs ribossomais (rRNAs), dão origem aos ribossomos maduros denominados 80S. 

B. Os genes que codificam as proteínas ribossomais, também denominados RPs, constituem a via 

ribossomal, composta por cerca de 80 genes, descritos na tabela, os quais codificam as proteínas de 

mesmo nome (Adaptado de SULIMA et al., 2014 e Wikipathway 

https://www.wikipathways.org/index.php/Pathway:WP477) 

Os rRNAs são responsáveis pela maior parte das atividades enzimáticas, 

enquanto as proteínas ribossomais (RPs, do inglês Ribosomal Proteins) possuem 

papéis amplamente estruturais (LAFONTAINE; TOLLERVEY, 2001). Além de sua 

função básica na composição dos ribossomos, as RPs possuem uma série de papéis 

denominados “extra-ribossomais” (WARNER; MCINTOSH, 2009), que incluem o 

controle do crescimento celular e proliferação (VOLAREVIC, 2000)(KIM, JONG-HYUN 

et al., 2004)(LINDSTRÖM; 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, 

https://www.wikipathways.org/index.php/Pathway:WP477
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2008)(GAZDA et al., 2008), diferenciação (DA COSTA et al., 2003)(ZHAN et al., 2010), 

dentre outros. Ainda, é descrito que algumas RPs podem sofrer modificações pós-

traducionais (como ubiquitinação e fosforilação), o que pode conferir tais funções extra 

ribossomais a essas proteínas (WANG et al., 2015) (Figura 1.8). Por fim, 

determinadas RPs atuam como “sentinelas” para identificar possíveis defeitos na 

biogênese ribossomal (WARNER; MCINTOSH, 2009)(ZHANG, YANPING; LU, 

2009)(SUN et al., 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.8 -  Algumas das funções extra-ribossomais conferidas às proteínas ribossomais (RPs), 

relacionadas ao câncer. 

Diversos estudos demonstram que determinadas patologias humanas estão 

relacionadas a defeitos na biogênese ribossomal e/ou a alterações em genes que 

codificam as RPs, como no câncer. Em tumores renais, observou-se que algumas 

RPs se associam a subtipos moleculares relacionados às células de origem, o que 

poderia ser associado a possíveis alterações identificadas em TW. Isso porque esse 

tipo de tumor apresenta uma diversidade histológica que se associa a diferentes níveis 

de diferenciação (PANDA et al., 2020). Evidências sugerem que os mecanismos 

relacionados às alterações na biogênese ribossomal podem incluir a via de sinalização 
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de p53; no entanto, tais processos são complexos e inúmeros fatores e mecanismos 

podem estar envolvidos; além de se observar que tais alterações são altamente 

tecido-específicas (GILKES; CHEN; CHEN, 2006)(SUNDQVIST et al., 2009)(XUE; 

BARNA, 2012)(WANG et al., 2015). Além disso, RNAs não codificantes como os 

miRNAs têm surgido como novos reguladores da biogênese ribossomal, apesar de 

ainda serem recentes os estudos nesse sentido (MCCOOL; BRYANT; BASERGA, 

2020).  

Tanto oncogenes quanto genes supressores tumorais podem regular a síntese 

de RPs, bem como o início da tradução dos ribossomos (RUGGERO; PANDOLFI, 

2003)(ZHANG, YANPING; LU, 2009)(FREED et al., 2010)(SHENOY et al., 2012). Um 

dos genes mais bem descritos envolvido nessa regulação é o oncogene e fator de 

transcrição MYC (c-MYC), que modula a regulação de outros genes que participam 

do processo de montagem dos ribossomos (BOON et al., 2001)(SHENOY et al., 2012). 

Foi relatado que a super-expressão de c-MYC impulsiona a biossíntese de ribossomos 

e RPs em células tumorais, o que leva à tumorigênese (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 (DAI et al., 2007)(DAI; SEARS; LU, 2007). 

Ainda, as proteínas RPs podem regular p53, que também atua como regulador da 

síntese de ribossomos, através da ligação de RPs específicas à proteína MDM2, 

bloqueando a ubiquitinação e degradação de p53 (LINDSTROM et al., 2007)(KRUSE; 

GU, 2009) (Figura 1.9). Os principais genes da via ribossomal que atuam nesse 

mecanismo de regulação via MDM2-p53 descritas até o momento são 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 regulação (HORN; VOUSDEN, 2008). 
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Figura 1.9 - Mecanismo de regulação da biogênese ribossomal e/ou de RPs específicas, por c-MYC e 

p53, relacionados a alterações de proliferação celular e ao desenvolvimento tumoral. (adaptado de 

WANG et al., 2015). 

Dessa forma, observa-se que alterações em RPs específicas, bem como em 

determinadas etapas da biogênese ribossomal, assim como o estresse nucleolar, são 

processos importantes relacionados à tumorigênese. No entanto, ainda são pouco 

explorados de forma geral no contexto do câncer, principalmente em tumores 

pediátricos.  

1.6. RPL5 E RPL11 - PAPÉIS RELACIONADOS À REGULAÇÃO DA VIA 

RIBOSSOMAL E AO DESENVOLVIMENTO E PROGRESSÃO TUMORAL. 

De acordo com a literatura, RPL5 e RPL11 têm sido descritos como genes-

chave na regulação de diversos processos fisiológicos, assim como estão intimamente 

relacionados a algumas patologias, dentre as quais o câncer (HORN; VOUSDEN, 

2008)(MILIANI DE MARVAL; ZHANG, 2011)(PELAVA; SCHNEIDER; WATKINS, 

2016). 
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Apesar de o papel das RPs e da biogênese ribossomal na tumorigênese e 

progressão tumoral ainda ser indefinido, mutações em RPL11 e RPL5 já foram 

associadas a esses processos em alguns tipos de câncer.  RPL5 se destaca entre as 

RPs mais alteradas nos cânceres esporádicos, tanto em relação à frequência de 

mutações de perda de função quanto ao número de diferentes tipos de câncer nos 

quais essas mutações ocorrem (LAWRENCE et al., 2014)(ORŠOLIĆ et al., 2020). Um 

estudo publicado por KEERSMAECKER e colaboradores em 2012 identificou 

mutações em RPL5, RPL11 e RPL10 em 12 dos 122 casos (9,8%) de leucemia 

linfocítica aguda de células T (LLA-T) pediátricas (DE KEERSMAECKER et al., 2013). 

Mutações de perda de função em RPL5 foram descritas em glioblastoma (11%), 

melanoma (28%), câncer de mama (34%) e mieloma múltiplo (> 40%) (FANCELLO et 

al., 2017). Mutações em RPL5 e RPL11 também são amplamente descritas nas 

denominadas ribossomopatias, como a DBA (anemia de Diamond Blackfan), que 

predispõem de forma exponencial ao risco de desenvolver tumores sólidos e 

hematológicos, como leucemia mielóide aguda (LMA), osteossarcoma e câncer de 

cólon (BORIA et al., 2010)(VLACHOS et al., 2012)(ARBIV et al., 2018).  

Alterações nos níveis de expressão gênica de RPs no câncer parecem ser 

comuns (WANG et al., 2015)(ZHOU et al., 2015), mas ainda não está claro se essas 

alterações são uma causa ou consequência da tumorigênese. Além disso, alterações 

nas RPs podem impactar a síntese proteica e, dessa forma, o nível de expressão de 

supressores tumorais chave pode ser diminuído de tal forma que leve à perda de 

função desse gene, deixando a célula suscetível a insultos internos e externos, 

culminando então, na transformação celular (WANG et al., 2015). Um estudo realizado 

por AMSTERDAM e colaboradores utilizando o modelo zebrafish demonstrou que a 

biogênese ribossomal reduzida ou a perda de função dos genes que codificam as RPs 

podem ser correlacionadas com a transformação celular, enquanto a super-expressão 

desses genes pode impedir o crescimento do tumor (AMSTERDAM et al., 2004). Em 

amostras humanas, a expressão de RPL5 e outras RPs foram associadas à 

diminuição do risco de metástase tardia tanto em pacientes com câncer de mama não 

tratados adjuvantemente quanto tratados com tamoxifeno, e à maior sobrevida em 

câncer de pulmão de células não pequenas (HELLWIG et al., 2016). Considerando o 

perfil de expressão gênica, RPL5 apresentou alta sensibilidade e especificidade no 

diagnóstico de tumores pediátricos teratóides/rabdóides atípicos. Além disso, foi 
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capaz de distinguir esses tumores de meduloblastomas, podendo ser útil no 

diagnóstico diferencial desses cânceres do sistema nervoso central (REN et al., 2018). 

Os mecanismos epigenéticos também têm sido associados às alterações na 

biogênese ribossomal e em RPs, e há um aumento cada vez maior de evidências 

sobre o papel dos miRNAs na regulação desses mecanismos. Uma revisão de 

literatura publicada por McCOOL e colaboradores sugeriu que os miRNAs e os RNAs 

longos sejam novos reguladores da biogênese ribossomal (MCCOOL; BRYANT; 

BASERGA, 2020). Foi demonstrado que RPL5 e RPL11 controlam a expressão de c-

MYC através do recrutamento de miR-24 e do complexo RISC (do inglês, RNA-

induced silencing complex) em resposta ao estresse ribossomal (CHALLAGUNDLA et 

al., 2011)(LIAO et al., 2014). No entanto, ainda há poucas evidências de como outros 

mecanismos epigenéticos também poderiam atuar nesse contexto, e explorá-los pode 

ser uma área para novos estudos. 

O entendimento dos papéis biológicos das RPs poderia potencialmente 

estabelecer essas moléculas como uma nova classe de alvos terapêuticos pois, de 

forma geral, a biogênese ribossomal parece ser um alvo atrativo para o tratamento do 

câncer (KIM; LESLIE; ZHANG, 2014)(WANG et al., 2015). Inúmeros estudos têm 

abordado a via RP-MDM2-p53 como alvo terapêutico em tumores pediátricos (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 compreensão das relações entre as disfunções das RPs e suas 

consequências é importante pois auxiliaria tanto a compreensão do desenvolvimento 

dos tumores como poderia fornecer opções para auxiliar no diagnóstico. Isso seria 

interessante especialmente em tumores pediátricos como o TW, nos quais ainda há 

uma escassez de estudos sobre a biologia tumoral e de novas vias de sinalização 

celular. 

1.7. ALTERAÇÕES METABÓLICAS EM TW 

Diferentemente das principais ômicas estudadas no contexto do câncer - como 

transcriptômica e genômica - a metabolômica foi introduzida no contexto científico 

mais tardiamente (OLIVER, 1998)(FIEHN, 2001). Atualmente, é uma metodologia já 
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bem estabelecida, que surgiu com foco principal na descoberta de novos 

biomarcadores em associação a outras metodologias, principalmente a genômica 

(TRIVEDI; HOLLYWOOD; GOODACRE, 2017). 

Apesar de haver um crescente interesse pela área da metabolômica, ainda são 

escassos os estudos sobre como os metabólitos gerados durante o desenvolvimento 

do câncer podem contribuir para esse processo. Estudar esses mecanismos pode 

ajudar a entender melhor a relação entre as alterações nas vias metabólicas e a 

biologia tumoral, podendo ser úteis ainda para o desenvolvimento de novas 

abordagens terapêuticas e especialmente como biomarcadores, auxiliando o 

diagnóstico precoce, estadiamento da doença 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 doenças e não 

consideram as interações dessas moléculas com a fisiopatologia da doença 

(TRIVEDI;  HOLLYWOOD; GOODACRE, 2017). 

A metabolômica é o estudo do conjunto completo de metabólitos de baixo peso 

molecular (até 1.500 Da) presentes em biofluidos humanos, como sangue, urina, 

saliva, líquido cefalorraquidiano e tecidos (tumorais ou não), possibilitando sua 

identificação e quantificação (LINDON; NICHOLSON; EVERETT, 1999)(FANOS et al., 

2011). Esse perfil de metabólitos é definido não somente por alterações a nível 

genômico e compostos endógenos, mas também por compostos exógenos, derivados 

do meio ambiente, por influência de alimentos, medicamentos e outras substâncias 

consumidas pelo indivíduo (WISHART et al., 2012). Dessa forma, o perfil 

metabolômico pode ser considerado como o panorama final de resposta de um 

determinado organismo a todos esses fatores, determinando consequentemente, o 

fenótipo observado (KLUPCZYŃSKA; DEREZIŃSKI; KOKOT, 2015). Por essa 

característica, uma das principais aplicações do estudo da metabolômica tem sido 

explorá-la como uma ferramenta para biópsias líquidas, considerando o perfil dos 

metabólitos em relação à doença de uma forma específica (CLAUDINO et al., 

2007)(SPIGA et al., 2013). De forma geral, estudos sobre biomarcadores raramente 

saem do campo de pesquisa básica para se integrarem à prática clínica, fato que se 

dá, em parte, devido à falta de validação dos dados obtidos associado ao pequeno 

número de amostras que geralmente é avaliado, principalmente em tumores raros 
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como o TW. Portanto, integrar dados de diferentes metodologias é uma etapa de 

extrema importância para validar a qualidade dos dados gerados e levá-los 

futuramente à aplicação clínica (MOCO et al., 2013)(TRIVEDI; HOLLYWOOD; 

GOODACRE, 2017). 

Corroborando o crescente interesse pela relação entre metabolismo e câncer, 

no ano de 2016, PAVLOVA e THOMPSON publicaram um trabalho no qual descrevem 

os hallmarks emergentes do metabolismo do câncer (PAVLOVA; THOMPSON, 2016); 

e em 2020 WEI e colaboradores publicaram uma revisão sobre o papel do 

metabolismo no desenvolvimento de metástases, descrevendo ainda possíveis 

implicações terapêuticas dessas moléculas (WEI, QINYAO et al., 2020). 

Apesar de ser descrita como uma técnica com grande potencial a ser 

explorado, em tumores pediátricos, são raros os estudos que abordam o papel dos 

metabólitos nesse contexto (SPIGA et al., 2013), e dados da literatura apontam que, 

atualmente, há cerca de 20-30 compostos que podem estar associados ao 

desenvolvimento de tumores pediátricos e também à metástase (QUINTERO 

ESCOBAR et al., 2019). 

São descritos alguns estudos que avaliaram alterações metabólicas 

específicas em tumores pediátricos, como em amostras tumorais de neuroblastoma, 

em que diferentes metabólitos foram correlacionados ao estadiamento e ao 

prognóstico da doença. Além disso, os ácidos homovanílico e vanilmandélico, 

metabólitos derivados da dopamina e norepinefrina, respectivamente, detectados na 

urina, são comumente utilizados para o diagnóstico 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 alterações metabólicas podem ter impacto direto em vias de 

sinalização importantes associadas à fisiopatologia de tumores, o que tem sido 

explorado em tumores de adultos, mas que ainda é um campo a ser explorado na 

oncologia pediátrica (ANSELMI et al., 2020). 

Em TW, poucos estudos são encontrados com informações sobre alterações 

metabólicas relacionadas à tumorigênese e características clínico-patológicas. 

Estudos sobre o metabolismo energético mitocondrial de TWs demonstrou perfis 

diferentes quando avaliados os subtipos histológicos, sendo que blastema e epitélio 

apresentam metabolismo normal, enquanto o estroma possui níveis diminuídos desse 

metabolismo em relação ao tecido adjacente normal (KOFLER, 2011). Além de 
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corroborar esses dados, um outro estudo identificou diminuições nos níveis de aldeído 

desidrogenase e em proteínas relacionadas ao metabolismo de ácidos graxos de 

cadeia longa e de aminoácidos nas amostras tumorais (tratadas com quimioterapia 

prévia à cirurgia) em relação ao tecido normal. Este estudo hipotetiza que muitas das 

diferenças a nível metabólico global entre os tecidos normais e tumorais, bem como 

naqueles pertencentes a vias metabólicas específicas, como da cadeia de transporte 

de elétrons e do metabolismo de ácidos graxos e glicólise, são provavelmente uma 

consequência do tratamento quimioterápico (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, é necessário ainda considerar o protocolo de tratamento ao 

qual os pacientes do estudo serão submetidos para uma correta interpretação dos 

dados.  Os metabólitos na urina de controles normais e portadores de TW de 

diferentes estágios e histologias foram comparados, demonstrando que os níveis de 

creatina, creatinina, acetato e citrato foram diminuídos nos pacientes com TW em 

comparação com os controles. Em contrapartida, níveis elevados de aminoácidos, 

açúcares e outros metabólitos específicos como a dimetilamina foram identificados 

nos pacientes em relação aos controles, sugerindo que o perfil metabólico pode ser 

útil na distinção entre controles, diferentes estágios de TW, histologia e recidiva 

(MACLELLAN et al., 2014). 
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2. CAPÍTULO 1: Avaliação de alterações moleculares em RPL5 e RPL11 e 

seu papel no desenvolvimento e progressão de tumores de Wilms. 

 

2.1. JUSTIFICATIVA 

A baixa frequência relativa de alterações genéticas (mutações ou alterações de 

número de cópias de regiões cromossômicas) em tumores pediátricos sugerem que 

alterações epigenéticas, como metilação do DNA e de RNAs não codificantes podem 

estar associadas à sua tumorigênese. Desta forma, há um interesse cada vez maior 

em explorar as alterações epigenéticas nos tumores pediátricos.  

Ao longo dos anos, novas vias de sinalização e mecanismos são associados a 

diversos tipos de tumores, sendo também importante entender de que forma podem 

estar associadas à desregulação de genes relacionados. Nesse contexto, torna-se 

relevante avaliar possíveis alterações moleculares, de forma integrada, que possam 

estar relacionadas à alteração de genes-alvo específicos, e, consequentemente, às 

vias biológicas nas quais esses genes estão envolvidos. 

Dados os escassos estudos acerca do papel de RPL5 e RPL11 em TW, 

associado a resultados prévios obtidos pelo grupo, propomos avaliar os mecanismos 

moleculares que possam estar associados a alterações nesses genes e, 

consequentemente, às vias e processos relacionados.  
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3. OBJETIVOS  

 

3.1. OBJETIVO GERAL 

Caracterizar alterações moleculares em RPL5 e RPL11 e seu papel em tumores 

de Wilms.   

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

A. Avaliar o perfil mutacional de RPL5 e RPL11; 

B. Avaliar os níveis de expressão gênica e proteica de RPL5 e RPL11 em TW; 

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

D. Avaliar a expressão de miRNAs selecionados que têm RPL5 e RPL11 como alvos 

em TW; 

E. Correlacionar os níveis de expressão gênica e proteica com o perfil de metilação, 

de expressão de miRNAs e perfil mutacional de RPL5 e RPL11; 

F. Associar os achados moleculares com as características clínicas e os desfechos 

dos pacientes. 
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4. CASUÍSTICA E METODOLOGIA  

 

4.1. COMITÊ DE ÉTICA  

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do INCA (CEP-INCA) 

sob registro CAAE 09981018.3.0000.5274 (ANEXO 1). 

 

4.2. CASUÍSTICA  

 

4.2.1. Critérios de inclusão e exclusão 

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

primário (TW) são provenientes de crianças com diagnóstico anatomopatológico 

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

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

 Foram incluídos: 

 Todos os casos diagnosticados como TW entre os anos de 2007-2019 e 

doadores do Banco Nacional de Tumores do INCA (BNT-INCA); 

 Foram excluídos: 

 Pacientes com tumores bilaterais (estadiamento V); 

 Pacientes com síndromes congênitas; 

 Pacientes com idade superior a 14 anos no momento do diagnóstico; 

 Pacientes com tempo de seguimento terapêutico (follow-up) menor que 2 anos; 

 Pacientes que não seguiram o protocolo RSGT-SIOP-2001; 

 Casos sem tecido de interesse disponível para análises moleculares (amostras 

não coletadas no momento da cirurgia, amostras com necrose, fibrose, 

hemorragia, etc); 

 Amostras de RN que não fossem provenientes do córtex renal; 

 Pacientes tratados fora do INCA e/ou sem dados clínico-patológicos 

disponíveis.  

 

4.2.2. Variáveis avaliadas  
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Foi feito um levantamento dos dados clínicos e patológicos disponíveis no sistema 

eletrônico do INCA referentes aos prontuários de cada caso, sendo as seguintes 

variáveis avaliadas:   

 Data do diagnóstico;  

 Histologia predominante na peça tumoral; 

 Classificação histológica RSTG-SIOP-2001 (DOME; PERLMAN; GRAF, 

2014a); 

 Estadiamento (clínico e patológico) (DOME; PERLMAN; GRAF, 2014a);  

 Presença de anaplasia (focal ou difusa);   

 Data da nefrectomia;  

 Recaída à distância (metástase distante);  

 Local anatômico e data da recaída;   

 Data da última consulta ou data do óbito (follow up); 

 Drogas utilizadas durante o tratamento (primário e recidiva).  

4.2.3. Seleção das amostras 

Inicialmente, foi feito um levantamento de todos os casos diagnosticados e 

tratados na divisão de Pediatria do INCA, que passaram por cirurgia (nefrectomia) e 

tinham amostras cadastradas no BNT-INCA. Foram identificados 98 casos, entre os 

anos de 2007 e 2019. Foram excluídos 29 casos após aplicarmos os critérios de 

exclusão. Foi solicitado ao BNT-INCA as lâminas-espelho de hematoxilina-eosina 

(HE) correspondentes ao material armazenado dos 69 casos remanescentes (tecidos 

normal e tumoral), e essas lâminas foram revisadas por um único patologista (Dr. 

Paulo A. Faria) acompanhados pela pesquisadora (BMSP), confirmando a histologia 

do tecido tumoral e a presença de córtex renal no tecido normal. Durante a revisão, 

foram excluídos outros 22 casos devido à falta de tecido tumoral viável (presença de 

fibrose, necrose, etc.), não haver tecido tumoral disponível no BNT-INCA e/ou por não 

seguirem o protocolo RSTG-SIOP-2001, restando ao final 47 casos que foram 

divididos entre as análises moleculares subsequentes. A estratégia de seleção do 

estudo está descrita na figura 4.1.  
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Figura 4.1 - Estratégia de seleção dos casos incluídos no estudo. Casos excluídos em vermelho, casos 

incluídos ao final da seleção em verde. 

É importante destacar que, para as metodologias de validação descritas neste 

estudo, as amostras selecionadas não tiveram componente histológico específico 

isolado, e que os tumores de Wilms apresentam, de uma forma geral, histologia 

trifásica, composto por blastema, epitélio e estroma.  

 

4.3. METODOLOGIA 

 

4.3.1. Revisão anatomopatológica dos casos.  

Durante a revisão das lâminas e dos prontuários, foi preenchida uma ficha com 

as seguintes características: 

 Identificação do paciente (iniciais, número de matrícula, data de nascimento e 

diagnóstico, etc); 

 Lateralidade do tumor, peso e dimensões; 

 Blocos (amostras fixadas em blocos de parafina e armazenadas na Divisão de 

Patologia do INCA (DIPAT-INCA) e lâminas correspondentes à nefrectomia e 

metástase disponíveis; 
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 Amostras congeladas (armazenadas no BNT-INCA) e lâminas 

correspondentes à nefrectomia disponíveis;  

 Histologia predominante (nefrectomia e metástase);   

 Presença de anaplasia (focal ou difusa);   

 Presença de restos nefrogênicos (intralobar ou perilobar);   

 Presença de metástase regional e/ou distante (ao diagnóstico ou recidiva);   

 Demais observações do patologista responsável e/ou pesquisadora. 

 

4.3.2. Análises in silico  

 

4.3.2.1. Dados publicados e depositados em bancos de dados 

Para avaliar se os achados iniciais relacionados a frequência de mutações e 

expressão de miRNAs são exclusivos do nosso grupo de amostras ou se são comuns 

à doença, foram utilizados dois estudos: dados depositados no banco de dados 

cBioPortal (https://www.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 estatísticos foram realizados no software GraphPad Prism 

5. 

4.3.2.2. Sequenciamento de nova geração para expressão gênica - 

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 seleção dos 

genes avaliados no presente estudo. Foram avaliados sete casos pareados de tecido 

renal normal (córtex) adjacente ao tumor (RN), tumor primário (TW, especificamente 

o componente blastematoso) e metástases pulmonares (MET - recidivas da doença). 

As amostras foram provenientes da DIPAT-INCA, em blocos de parafina (FFPE, do 

inglês Formalin-Fixed Paraffin-Embedded). Após revisão patológica realizada pelo Dr. 

Paulo A. Faria acompanhada pela pesquisadora, foi selecionado um bloco 

correspondente a cada área de interesse: RN (córtex), TW (blastema) e MET (biópsias 

pulmonares), sendo os três blocos correspondentes ao mesmo paciente. 

https://www.cbioportal.org/study/summary?id=wt_target_2018_pub
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
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Resumidamente, após a seleção dos casos, foi confeccionada uma lâmina espelho 

em HE, na qual foi feita a marcação das áreas de interesse específicas. Nos blocos 

FFPE correspondentes, foram feitos 10 cortes transversais de 5 µm de espessura com 

micrótomo automatizado (LEICA RM2255). Cada corte foi fixado em uma lâmina 

histológica, e cada lâmina espelho correspondente foi utilizada como padrão para os 

cortes das áreas específicas marcadas. Foi feita uma raspagem das lâminas com os 

cortes FFPE fixados, apenas nas áreas demarcadas. A partir desse material 

macrodissecado, foi feita a extração de RNA utilizando o kit RecoverAll Total Nucleic 

Acid Isolation Kit for FFPE (Life Technologies, Carlsbad, Califórnia, EUA), de acordo 

com as recomendações do fabricante. A avaliação da pureza e quantificação do RNA 

extraído foi feita através de espectrofotometria por NanoDrop (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) e a integridade do material foi avaliada pela 

técnica de transcrição reversa seguido de reação em cadeia da polimerase 

quantitativa (RT-PCRq, do inglês reverse-transcriptase quantitative polymerase chain 

reaction), com base na amplificação 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 (Illumina), para 

bibliotecas paired-end, seguindo as instruções do fabricante. As bibliotecas foram 

quantificadas utilizando o kit comercial NEBNext Library Quant Kit for Illumina (New 

England BioLabs, Ipswich, Massachusetts, EUA) através de uma reação de PCRq em 

termociclador Eco Real Time PCR System (Illumina) além de uma quantificação 

paralela adicional feita por fluorimetria com o kit Qubit dsDNA Broad-Range Assay Kits 

(Life Technologies). A partir dessas quantificações, foram feitos os cálculos para 

determinar a concentração final de cada amostra para o sequenciamento, de 2 nM. O 

sequenciamento foi realizado no sequenciador HiSeq2500 (Illumina), e foram 

sequenciadas 21 amostras, correspondentes aos sete casos pareados selecionados. 

Os dados provenientes do sequenciamento foram processados pela 

pesquisadora em colaboração 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 

https://www.google.com/search?sxsrf=ALeKk01IQ-yrtD75Ud0lvwoc6_2uqVKLbw:1612449038020&q=Carlsbad&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MKmqSInPVeIAsYtMyvO0tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcWLWDmcE4tyipMSU3awMgIAMQ3irFIAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjsmYThuNDuAhXIG7kGHRmxA_sQmxMoATAYegQIIRAD
https://www.google.com/search?sxsrf=APq-WBvsHfLayR598qiGwzZnAHRA11fTQw:1649951408006&q=Waltham&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcWLWNnDE3NKMhJzd7Ay7mJn4mAAANnpF-NWAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwini8j885P3AhVYuZUCHdoSADUQmxMoAXoECGUQAw
https://www.google.com/search?biw=1366&bih=625&sxsrf=ALeKk02ftYw8zXuSWEJ0FO_z2H3Pl94QsA:1612449171261&q=ipswich+massachusetts&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MDKvyMoyV-IEsQ1zzQsqtbSyk63084vSE_MyqxJLMvPzUDhWGamJKYWliUUlqUXFi1hFMwuKyzOTMxRyE4uLE5MzSotTS0qKd7AyAgCi1LUxYAAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjyv8igudDuAhVwILkGHTtqDLwQmxMoATAWegQIJxAD
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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 referência 

(versão 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 referência foi feita através do pacote HTSeq 

(ANDERS; PYL; HUBER, 2015). 

A partir das matrizes de contagem geradas, foram realizadas as análises de 

expressão diferencial, utilizando o pacote DESeq2 v.1.18.1 (LOVE; HUBER; 

ANDERS, 2014). A normalização dos dados foi feita com base no método de mediana 

de razões, que leva em consideração a profundidade do sequenciamento para cada 

amostra (tamanho da biblioteca). Após a normalização, o teste de Wald foi aplicado 

para cada gene para determinar se a diferença encontrada entre os grupos é 

significativa, assim como o método para correção de múltiplas hipóteses 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 inglês, 

False Discovery Rate). As análises foram feitas em ambiente R versão 3.4.1, utilizando 

a interface RStudio versão 1.0.153. Os critérios considerados para significância 

estatística dos GDEs foram lfcThreshold > 0.1; adjP < 0.001. Foram realizadas 

comparações entre os grupos TW vs RN e MET vs TW. 

As análises de enriquecimento de vias biológicas dos GDEs foram realizadas 

através do software WebGestalt R (WEB-based Gene SeT AnaLysis 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 análise de enriquecimento de conjuntos de genes (GSEA, do inglês 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 referência. 

 

4.3.2.3. Sequenciamento de nova geração para avaliação de mutações - 

dados prévios do grupo 

Os dados provenientes do sequenciamento de RNA-Seq das amostras de RN, 

TW e MET foram avaliados para a presença de mutações e pequenas inserções em 

RPL5 e RPL11, que pudessem estar associadas às diferenças de expressão 

http://www.webgestalt.org/
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observadas. Esta etapa foi realizada em colaboração com o aluno de doutorado, 

Marco Antonio Pretti, no LBBC-INCA. Essa análise foi feita conforme as boas práticas 

do pacote GATK4 (AUWERA et al., 2013)(HELDENBRAND et al., 2019). Os reads de 

cada amostra foram alinhados ao genoma de referência (versão 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 única e pequenas inserções e deleções foram 

identificadas utilizando o Varscan2 (KOBOLDT et al., 2009) utilizando os parâmetros 

default do programa e uma cobertura mínima de sete leituras para cada amostra. O 

parâmetro 'processSomatic' do Varscan2 foi utilizado para selecionar variantes de alta 

qualidade. 

 

4.3.2.4. Microarranjo de metilação - dados prévios do grupo 

Foram utilizados os resultados gerados pelo aluno de iniciação científica João 

Victor da Silva Guerra, sob orientação da pesquisadora Dra. Mariana Maschietto no 

Laboratório Nacional de Biociências (LNBio), Centro Nacional de Pesquisa em 

Energia e Materiais (CNPEM) em Campinas (SP). Foram selecionados sete casos 

com amostras pareadas de RN, TW primário e metástases pulmonares (recidivas), 

sendo que cinco destes casos também foram avaliados pelo RNA-Seq. As amostras 

selecionadas tiveram seu DNA extraído com o kit QIAamp DNA Mini kit (Qiagen) 

seguindo as instruções do fabricante. Em seguida, o DNA foi tratado com bissulfito de 

sódio utilizando o kit EZ DNA Methylation Kit (Zymo Research, Irvine, California). 

 Este projeto avaliou cerca de 450 mil sítios de metilação (denominados sítios 

CpG) usando a plataforma Infinum HumanMethylation 450K Beadchip arrays 

(Illumina), nos sete casos pareados de RN, TW (componente blastematoso) e MET 

(biópsias pulmonares), sendo cada trio correspondente ao mesmo paciente. Esta 

análise foi realizada com o intuito de avaliar o perfil de metilação das Regiões 

Diferencialmente Metiladas (DMRs) e Posições Diferencialmente Metiladas (DMPs), 

com o objetivo de identificar regiões e/ou posições com padrão de metilação alterado, 

que possam ser associados ao desenvolvimento e à progressão tumoral de TW. 

Resumidamente, foram avaliados os trios de amostras de RN, TW e MET 

considerando as variações 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 diferença média absoluta de metilação (|deltaβ|) maior que 10% e adjP < 0,01. 

As DMRs foram identificadas utilizando o pacote DMRcate (PETERS et al., 2015) 

tendo como parâmetro, sequências de 300 pares de bases contendo pelo menos sete 

sítios CpGs consecutivos mostrando o mesmo padrão de metilação. Foram 

consideradas estatisticamente significativas as DMRs com adjP <0,05 e |deltaβ| maior 

que 10%.   

 

4.3.2.5.  Microarranjo de expressão de miRNAs - dados prévios do 

grupo 

Foram utilizados os resultados gerados durante o doutorado da aluna Rafaela 

Montalvão de Azevedo, concluído em março de 2018 no INCA sob orientação da 

pesquisadora Dra. Beatriz de Camargo. 

Para realizar o microarranjo, foram selecionados 20 casos de TW primário 

(FFPE), com predomínio do componente blastematoso, dos quais foi selecionado e 

macrodissecado especificamente este componente. Desses 20 casos, foi avaliado 

também o tecido normal (RN, córtex) de cinco pacientes. Para extração do RNA total, 

foi usado o kit RecoverAll™ Total Nucleic Acid Isolation Kit for FFPE (Life 

Technologies), seguindo as instruções do fabricante. A avaliação da integridade e 

qualidade do RNA extraído foi feita pela técnica de RT-PCRq, com base na 

amplificação do gene constitutivo GAPDH (114 nt), em Rotor-Gene Q (Qiagen) e com 

o reagente intercalante da dupla fita de DNA SYBR GoTaq® qPCR 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, Califórnia, EUA), segundo o protocolo FlashTag™ Biotin HSR Labeling Kit 

(Affymetrix). O Genechip® miRNA 4.0 Array (Affymetrix) contém sondas desenhadas 

para avaliar a expressão de pequenos RNAs não codificantes (sncRNAs, do inglês 

small non coding RNAs) contidos no banco de dados miRBase versão 20, cobrindo 

30.424 sequências de seis organismos, dos quais 6.597 são de humanos, incluindo 

2.578 miRNAs maduros. Os chips foram lidos em scanner GeneArray® Scanner 7G 

(Affymetrix), segundo as instruções do fabricante. Após a captura das imagens, a 

análise inicial das hibridações foi feita utilizando o software Expression Console 

(Affymetrix), e os arquivos gerados em formato *.cel. Os dados foram normalizados 

através do método RMA (do inglês, Robust Multiarray Average) (IRIZARRY, 2003) 

https://www.google.com/search?sxsrf=ALeKk00MRi8-6I4eqYxkgbIZxtyt_iLWjg:1617903709443&q=Madison&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MKswKilR4gAx08qNKrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtY2X0TUzKL8_N2sDICAL45EE9QAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwj17Ib_mO_vAhUJILkGHVGTD5cQmxMoATAZegQIHRAD
https://www.google.com/search?biw=1366&bih=625&sxsrf=ALeKk005xFCrDWxgvuqMi6IHNtAKj1JSDg:1612449230909&q=Thermo+Fisher+Scientific&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MDYoKkpT4gIxjQpKDEzStJQzyq30k_NzclKTSzLz8_Tzi9IT8zKrEkGcYquCxKLUvJJFrBIhGalFufkKbpnFQIZCcHImUDgzLTN5BysjAI6j1Z5cAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjbnIG9udDuAhXJLLkGHV7TB7gQmxMoATAXegQIFRAD
https://www.google.com/search?biw=1366&bih=625&sxsrf=ALeKk005xFCrDWxgvuqMi6IHNtAKj1JSDg:1612449230909&q=Santa+Clara+(Calif%C3%B3rnia)&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MDYoKkpT4gAxi8ySK7S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtYJYMT80oSFZxzEosSFTScE3My0w5vLsrLTNTcwcoIAHgF9a5iAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjbnIG9udDuAhXJLLkGHV7TB7gQmxMoATAZegQIGRAD
https://www.google.com/search?biw=1366&bih=625&sxsrf=ALeKk005xFCrDWxgvuqMi6IHNtAKj1JSDg:1612449230909&q=Santa+Clara+(Calif%C3%B3rnia)&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MDYoKkpT4gAxi8ySK7S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtYJYMT80oSFZxzEosSFTScE3My0w5vLsrLTNTcwcoIAHgF9a5iAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjbnIG9udDuAhXJLLkGHV7TB7gQmxMoATAZegQIGRAD
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utilizando p < 0,05 como critério de expressão diferencial determinada por uma 

abordagem bayesiana empírica. A análise dos dados de expressão global foi realizada 

em ambiente R usando o pacote limma (do inglês, Linear Models for Microarray) 

(RITCHIE et al., 2015). MiRNAs com valor de p < 0,05 foram considerados 

diferencialmente expressos entre os grupos.  

 

4.3.3. Coleta e armazenamento das amostras 

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

momento da extração de RNA e/ou proteínas.  

 

4.3.4. Extração de RNA 

A extração de RNA foi realizada utilizando o kit comercial RecoverAll Total 

Nucleic Acid Isolation Kit for FFPE (Life Technologies), de acordo com as 

recomendações do fabricante. As amostras congeladas foram fragmentadas com o 

auxílio de um bisturi e maceradas com o auxílio de um pistão para facilitar a digestão 

do tecido durante a extração, sendo mantidas em gelo seco durante todo o processo. 

Foram adicionados a cada amostra 100 ou 200 µL (a depender da quantidade de 

tecido) de tampão de digestão juntamente com 4 µL de protease, homogeneizando-

as levemente. As amostras foram então incubadas a 50°C por 30 min em termobloco 

e, em seguida, a 80°C por 15 min, para completa digestão da amostra. 

Posteriormente, foram adicionados 120 ou 240 µL do Aditivo de Isolamento e 275 ou 

550 µL de etanol 100%, homogeneizando-se por pipetagem. O sobrenadante foi 

transferido dos tubos para as colunas de purificação acopladas aos tubos coletores 

de 2 mL, e centrifugados a 10.000 rpm por 30 segundos, e o líquido filtrado no tubo 

coletor foi descartado após a centrifugação. Em seguida, foram adicionados 700 µL 

do Tampão de Lavagem 1 na coluna de purificação e os tubos foram centrifugados 

por 30 segundos a 10.000 rpm, e descartado o líquido filtrado do tubo coletor. Após a 

primeira lavagem, 500 µL do Tampão de Lavagem 2/3 foram adicionados à coluna de 

purificação e os tubos foram centrifugados a 10.000 rpm por 30 segundos, sendo o 

líquido presente no tubo coletor descartado. Procedeu-se uma nova centrifugação 

rápida para eliminar qualquer resíduo de líquido presente na coluna de purificação, 

sendo o líquido residual filtrado descartado, e as colunas de purificação transferidas 

para um novo tubo coletor de 2 mL, à qual foi adicionada a solução de DNase, 
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preparada no momento da aplicação (6 µL de tampão 10x DNase + 4 µL DNase + 50 

µL de água livre de nuclease) sendo então adicionados 60 µL da solução a cada 

coluna. As colunas foram incubadas em temperatura ambiente (T.A) por 30 min e 

adicionou-se 700 µL do Tampão de Lavagem 1 à coluna de purificação, 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 µL do Tampão de 

Lavagem 2/3, centrifugando os tubos novamente a 10.000 rpm por 30 segundos e 

descartou-se o filtrado. As colunas de purificação foram novamente transferidas para 

novos tubos coletores de 1,5 mL, e então adicionados 30 µL de solução de eluição. 

Os tubos foram incubados à T.A por 5 min e, em seguida, centrifugados a 13.400 rpm 

por 1 min. Foram realizadas duas eluições com o objetivo de recuperar o máximo de 

RNA final. As colunas de purificação foram descartadas e os tubos contendo o RNA 

total extraído foram armazenados a - 80°C.   

 

4.3.4.1. Avaliação da qualidade e quantificação de ácidos nucléicos 

A avaliação de pureza e quantificação do RNA total foi realizada por 

espectrofotometria através de NanoDrop™ 2000 (Thermo Fisher Scientific), com base 

nas razões de absorbância dos ácidos nucléicos em 260 nm/230 nm e 260 nm/280 

nm, através das quais foi avaliada a presença de contaminantes orgânicos ou 

inorgânicos, respectivamente.  

 

4.3.4.2. Reação de transcrição reversa (RT) convencional 

Para a síntese do cDNA, foi feita uma reação de transcrição reversa (RT, do 

inglês, Reverse Transcription) na qual foram utilizados 250 ng de RNA total e a enzima 

transcriptase reversa Im Prom II Reverse Transcriptase (Promega). A cada tubo 

contendo 250 ng de RNA total, foram adicionados 1 µL de Random Primer (Hexamer, 

250 ng - Invitrogen, Carlsbad, Califórnia, EUA), 1 µL de mix de dNTP (10 mM - 

Promega) e quantidade suficiente de água ultrapura para completar o volume de 12 

µL. Os tubos foram aquecidos a 65°C por 5 min em termociclador Veriti (Applied 

Biosystems, Foster City, Califórnia, EUA). As amostras foram transferidas para o gelo, 

e então foram adicionados a cada tubo 7 µL do mix preparado no momento da 

aplicação (4 µL de tampão da enzima 5x RT (Invitrogen) + 2 µ L de DTT (0,1 M - 

Invitrogen) + 1 µL de água ultrapura, para cada amostra). A solução foi 

https://www.google.com/search?sa=X&biw=1366&bih=625&sxsrf=ALeKk02UcrRtLQfd3RS09LTtnoDAxH0_2w:1605554710945&q=Carlsbad&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MDNLKUxS4gAxi0zK87S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtYOZwTi3KKkxJTdrAyAgCbbk6WUQAAAA&ved=2ahUKEwjXitqx5YftAhWUIbkGHYlrCvMQmxMoATAXegQIEBAD
https://www.google.com/search?sxsrf=ALeKk01srWL9vsELs7cx8EUtOoufrbX_Iw:1605202588510&q=Foster+City&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MKoyzMkuUuIAsYtMi020tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcWLWLnd8ouBLAXnzJLKHayMACf9IhtVAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjZjdLQxf3sAhWtLLkGHTxNDMwQmxMoATAOegQIExAD
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homogeneizada por pipetagem, incubada à T.A por 2 min e em seguida foi adicionado 

1 µL de Im Prom II Reverse Transcriptase a cada tubo. As reações foram incubadas 

em termociclador por 10 min a 25ºC e 50 min a 42ºC, com a inativação da enzima feita 

a 70ºC por 15 min. Os tubos contendo o cDNA sintetizado foram armazenados a -

20°C até o momento do uso. 

 

4.3.4.3. Reação em cadeia da polimerase quantitativa (PCRq) 

convencional 

As reações 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 β-actina foi utilizado como controle interno. As sequências dos 

oligonucleotídeos específicos para cada gene encontram-se no quadro 4.1. 

Quadro 4.1 - Sequências de oligonucleotídeos utilizados para amplificação dos genes RPL5, RPL11 

(genes-alvo) e β-actina (controle interno) na PCRq.  

Alvo 

Sequência dos oligonucleotídeos 

(5’ - 3’) 

Tamanho do amplicon 

(pb) 

Referência 

 

RPL5 

F:GGTCTCTGTTCCGCAGGATG  

102 

Desenhado pelo 

autor 

 R:CAGTTTTACCCTCTCGTCGTCT 

 

RPL11 

F:CGCTGGTTCCAGCAGAAGTATGA  

133 

Desenhado pelo 

autor 

 R:GGCCAGGATCCTTTCACAGAA 

 

β-

actina 

F: GCACCCAGCACAATGAAG  

117 

Desenhado pelo 

autor 

R:CTTGCTGATCCACATCTGC 

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

 

As reações de PCRq foram realizadas em triplicata, com dois controles 

negativos (interno e externo) para cada reação. As reações foram feitas em 

microtubos (Qiagen) e em rotor de 72 poços, seguindo o protocolo do fabricante. 

Inicialmente, o cDNA obtido de RNA total a 250 ng foi diluído na razão 1:10 em água 

ultrapura, sendo as amostras mantidas em gelo até o momento da utilização para 
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evitar a degradação do material devido à sua alta instabilidade. Em uma capela de 

fluxo laminar, foi preparado um mix contendo: 3,4 µL de água ultrapura + 0,3 µL de 

primer Forward (10 mM) + 0,3 µL de primer Reverse (10 mM) + 5,0 µL de QuantiFast 

SYBR Green PCR Kit (Qiagen). Foram adicionados 9 µL do mix a cada tubo e, 

posteriormente, fora da capela de fluxo laminar, foi adicionado 1 µL de cDNA diluído 

a cada tubo, chegando a um volume final de reação de 10 µL. As reações ocorreram 

de acordo com a seguinte ciclagem:  

 95°C por 10 min;   

 40 ciclos:  

 95°C por 5 segundos (desnaturação);  

 60°C por 10 segundos (anelamento, extensão e posterior captura de 

fluorescência).  

Após o término da reação, uma curva de dissociação (ou curva de Melting) foi 

gerada pelo equipamento. Essa curva é analisada com o objetivo de verificar se os 

produtos obtidos são específicos e se houve formação de estruturas secundárias entre 

os oligonucleotídeos (como anelamento entre primers) e contaminação na reação 

(através da análise dos controles negativos). O ciclo de threshold (CT, do inglês Cycle 

Threshold), é definido como o ciclo da PCRq no qual o sinal fluorescente do fluoróforo 

utilizado (nesse caso, o SYBR GREEN), atinge um limite previamente definido (o 

threshold). Inicialmente, há poucas cópias do amplicon de interesse, e ao longo da 

reação, ao ultrapassar o threshold pré-estabelecido, a reação entra na fase 

exponencial, ou seja, há a formação exponencial do número de amplicons. O valor 

numérico do CT é inversamente relacionado à quantidade inicial de moldes  na reação 

(ou seja, quanto menor o CT, maior será a quantidade de RNAm de intresse inicial). 

As análises de expressão foram realizadas pelo método de quantificação relativa do 

RNAm de cada gene, utilizando o gene β-actina como controle interno, pelo método 

do ΔCT (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008).  

Como as reações foram feitas em triplicata, foi feito um cálculo da média dos 

CTs para cada gene (alvo e controle interno), e foi feita a diferença entre as médias 

dos CTs (ΔCT) de cada gene alvo e a média dos CTs do controle interno (β-actina). 

Os cálculos foram realizados através do programa Microsoft Excel, e os valores de 

quantificação relativa para os genes RPL5 e RPL11 foram determinados pela 

fórmula 2-ΔCT. 
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4.3.4.4. Reação de transcrição reversa (RT) para miRNAs 

As análises de expressão de miRNA foram realizadas utilizando o kit comercial 

miScript PCR System (cat. Number 218161 - Qiagen). O RNA total é 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 são em seguida, transcritos de forma reversa em cDNA utilizando os 

primers oligo-dTs, de forma paralela. Esses oligo-dTs possuem uma sequência 3’ 

degenerada e uma sequência marcada na extremidade 5’ que permite a amplificação 

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 µL do 

tampão 5x miScript HiSpec, 2 µL de 10x miScript Nucleics mix, 2 µL de miScript 

Reverse Transcriptase mix e água ultrapura suficiente para completar o volume final 

de 20 µL. As reações 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. Reação em cadeia da polimerase quantitativa (PCRq) para miRNAs 

Foi utilizado como controle interno, o miRNA de referência RNU-6 (miScript 

Primer Assay HS RNU6 – cat. Number 218300 - Qiagen). As reações de PCRq foram 

realizadas utilizando o sistema Rotor-Gene Q (Qiagen) e o reagente intercalante de 

dupla fita de DNA específico 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 reações de PCRq foram realizadas seguindo o protocolo do 

fabricante. Foram avaliados os seguintes miRNAs-alvos: miR-671-5p e miR-31-5p 

(que têm como alvo o gene RPL5); e miR-212-5p e miR-140-3p (que têm como alvo o 

gene RPL11) (cat. Number de todos os miRNAs utilizados: 218300 – Qiagen). 

As reações de PCRq foram realizadas em triplicata, com dois controles 

negativos (interno e externo) para cada reação. As reações foram feitas em 

microtubos (Qiagen) e em rotor de 72 poços. Inicialmente, o cDNA obtido de 250 ng 

de RNA total foi diluído na razão 1:10 em água ultrapura. Em uma capela de fluxo 
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laminar, foi preparado um mix contendo: 5 µL de 2x QuantiTect SYBR Green PCR 

Master Mix + 1 µL de 10x miScript Universal Primer (constitui o primer reverse) + 1 µL 

de miScript Primer Assay (constitui o primer forward) + 2 µL de água ultrapura. Foram 

adicionados 9 µL do mix a cada tubo e, posteriormente, fora da capela de fluxo 

laminar, foi adicionado 1 µL de cDNA diluído a cada tubo, chegando a um volume final 

de reação de 10 µL. As reações ocorreram de acordo com a seguinte ciclagem:  

 95°C por 15 min;   

 40 ciclos:  

 94°C por 15 segundos (desnaturação);  

 55°C por 30 segundos (anelamento) 

 70°C por 30 segundos (extensão e posterior captura de 

fluorescência).  

Após o fim da reação, foram obtidas as curvas de dissociação, que foram 

analisadas para a presença de produtos inespecíficos. As análises de expressão 

foram realizadas pelo método de quantificação relativa, pelo método de ΔCT 

(SCHMITTGEN; LIVAK, 2008). Como as reações foram feitas em triplicata, foi feito 

um cálculo da média dos CTs para cada miRNA (alvo e controle interno), e foi feita a 

diferença entre as médias dos CTs (ΔCT) de cada miRNA alvo e a média dos CTs do 

controle interno (RNU-6). Os cálculos foram realizados através do programa Microsoft 

Excel, e os valores de quantificação relativa para os miRNAs de interesse foram 

determinados pela fórmula 2-ΔCT. 

 

4.3.5. Extração de proteínas  

Essa etapa foi realizada em colaboração com a pesquisadora Dra. Patrícia 

Possik, no laboratório de Biologia Celular do INCA. 

Os tecidos tumorais e de córtex renal normal foram fragmentados com um 

bisturi e macerados com o auxílio de um pistão para facilitar a digestão do tecido 

durante a extração, sendo mantidos em gelo seco durante todo o processo. Em 

seguida, adicionou-se 30 µL de tampão de lise celular RIPA (ensaio de precipitação 

radioimune do inglês, Radioimmuno Precipitation Assay) (preparado no momento do 

uso: 827 µL de RIPA - composto por 50 mM de Tris-HCl, 150 mM NaCl, NP 40 1%, 

deoxicolato de sódio 0,5%, 01% de sódio dodecil sulfato- + 143 µL de inibidor de 

protease + 10 µL Na3VO4 + 10 µL NaF + 2 µL pepstatina), ressuspendendo o pellet 

com batidas leves no tubo. As amostras foram incubadas por 30 min mantidas em 



72 
 

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 espectrofotômetro utilizando o método de Bradford 

(BRADFORD, 1976). 

Para a quantificação, realizou-se a diluição do Bradford 5x (Bio-Rad protein 

assay, Bio-Rad, Hercules, Califórnia, EUA) em água destilada na proporção 1:4. A 

cada cubeta, foram adicionados 3 µL de amostra e 1 mL da solução de Bradford. As 

cubetas foram vortexadas e incubadas em T.A por 5 min, e então foi feita a leitura da 

absorbância em espectrofotômetro, no comprimento de onda de 595 nm. Para a 

quantificação, foi realizada a leitura de amostras para construção da curva padrão 

com BSA (do inglês, Bovine Serum Albumin) em gradiente de concentração de 10 a 

0,625 mg/mL.  A determinação da quantificação final foi feita com base na curva 

padrão obtida através do software Microsoft Excel.  

A partir da determinação final das concentrações obtidas, as amostras foram 

diluídas com o objetivo de que todas apresentassem a mesma concentração final para 

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

 

4.3.5.1. Western blotting 

Após a quantificação, as amostras foram diluídas em tampão RIPA a fim de se 

obter uma quantidade final de 10 µg de proteína, em um volume final de 12,2 µL. 

Essas amostras diluídas, adicionadas do tampão de corrida (tampão 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 tampão de 

corrida 1x foi preparado a partir da solução concentrada do tampão 10x 

Tris/Glycine/SDS (Bio-Rad), com 100 mL de solução concentrada e 900 mL de água 

destilada. Com o sistema montado, foram aplicadas as amostras, e a corrida de 

separação de proteínas foi realizada a 80 Volts por 2 horas. Durante esse tempo, foi 

preparado o tampão de transferência, com 80 mL de TBS 10x (do inglês, Tris Buffered 

Saline) + 720 mL de água destilada + 200 mL de metanol, e essa solução foi 

armazenada a 4°C até o momento do uso. 

Ao fim da corrida, foi feita a transferência de proteínas, utilizando o sistema 

sanduíche contendo a membrana de nitrocelulose. A transferência foi feita a 100 Volts 

por 1 hora, utilizando a solução gelada e o sistema mantido em gelo durante o 
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processo. Após a transferência, a membrana foi retirada do sistema e incubada com 

solução de bloqueio dos sítios não ocupados por 1 hora em T.A sob agitação 

constante. Essa solução de bloqueio foi preparada com leite em pó desnatado, diluído 

em TBS-T 0,05% (50 mL de TBS 10x + 450 mL de água destilada + 250 uL de Tween 

20). Após o bloqueio, a solução foi descartada e a membrana lavada por 3 vezes com 

TBS-T 0,05% em intervalos de 10 min, sob agitação constante. Terminada a lavagem, 

a membrana foi incubada com os seguintes anticorpos primários em solução de TBS-

T 0,05%/BSA 4% overnight, sob agitação 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).  

Após a incubação, as membranas foram lavadas 3 vezes, em intervalos de 10 

min com TBS-T 0,05%, sob agitação constante, e em seguida, incubadas com o 

anticorpo secundário (anti-rabbit, 1:10.000), em solução 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 o processo de revelação, 

utilizando o reagente ECL Western Blotting Substrate (Promega) na proporção 1:1 

(solução de peróxido : solução intensificadora de luminol). As membranas foram 

colocadas em cassete de revelação e expostas a filme sensível à 

quimioluminescência Amersham Hyperfilm ECL (Amersham Biosciences Little 

Chalfont, Reino Unido), com tempos de exposição entre 1 minuto e 10 segundos. A 

revelação do filme foi feita de acordo com as instruções do fabricante. 

Como o controle constitutivo da reação tinha peso molecular muito próximo das 

proteínas de interesse, após a revelação, as membranas foram lavadas por 3 vezes 

com TBS-T 0,05% em intervalos de 10 min, e então incubadas com o anticorpo 

primário anti-ꞵ-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 secundário anti-mouse (1:10.000), 

lavadas e reveladas seguindo o mesmo protocolo anterior, com tempos de exposição 

variando entre 1 minuto a 2 segundos. 

 

4.3.6. Análises estatísticas - Análises de distribuição, grupos e testes 

adotados. 

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

obedeciam à distribuição normal. Para análises de comparação entre dois grupos de 

https://www.google.com/search?sa=X&biw=1366&bih=625&sxsrf=ALeKk00U0iJdZTfXMMDUPzDl8yWsge2hkg:1612384380108&q=Cambridge&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3ME0ySC43VOIAsS3NLYq0tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcWLWDmdE3OTijJT0lN3sDICALVAxwFTAAAA&ved=2ahUKEwi9td7xx87uAhWiKLkGHSmpDsMQmxMoATAXegQIKhAD
https://www.google.com/search?sxsrf=ALeKk03zHHDN4g7ehGFh1u4qmggz9K3SwQ:1612447034925&q=Little+Chalfont&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MCnPza5UAjONjDKMLLS0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtY-X0yS0pyUhWcMxJz0vLzSnawMgIAaaOKzVkAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjwk_GlsdDuAhVBHrkGHTJMC_0QmxMoATAPegQIFxAD
https://www.google.com/search?sxsrf=ALeKk03zHHDN4g7ehGFh1u4qmggz9K3SwQ:1612447034925&q=Little+Chalfont&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MCnPza5UAjONjDKMLLS0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtY-X0yS0pyUhWcMxJz0vLzSnawMgIAaaOKzVkAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjwk_GlsdDuAhVBHrkGHTJMC_0QmxMoATAPegQIFxAD
https://www.google.com/search?sxsrf=ALeKk031N934tA-1Mq6r18jSAoU5w5WyVw:1612447109694&q=St.+Louis&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sLC0SK5U4gAxzcoryrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtYOYNL9BR88kszi3ewMgIA78eh6VIAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwi-v8TJsdDuAhXfH7kGHXEkAscQmxMoATAWegQIExAD
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números amostrais diferentes e com distribuição paramétrica ou não-paramétrica 

foram adotados os testes de t de Student ou Mann Whitney, respectivamente. Em 

análises para mais de dois grupos com distribuição paramétrica ou não-paramétrica, 

os testes de ANOVA ou Kruskal-Wallis foram utilizados, respectivamente. A análise 

era seguida dos pós-teste de múltiplas comparações de Tukey ou Dunn, 

respectivamente. Análises em que um ou mais dos grupos não atingia o valor mínimo 

de amostras (n < 5) para o teste de distribuição de valores foram realizadas pelos 

testes não-paramétricos previamente citados. Todas as análises de correlação 

utilizaram teste não-paramétrico de Spearman. A construção dos gráficos e análises 

estatísticas foram realizadas no programa GraphPad Prism versão 8.0.1 (Prism). 

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

 

5.1. SELEÇÃO DOS CASOS 

Inicialmente, 47 casos de pacientes portadores de TW foram selecionados para 

as análises moleculares. Esses casos foram divididos entre as técnicas realizadas, de 

acordo com a disponibilidade de tecido tumoral e normal. A distribuição dos casos 

avaliados em cada metodologia está descrita na figura 5.1. As características clínico-

patológicas e em quais metodologias cada amostra foi incluída estão descritas 

detalhadamente no ANEXO 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.1 - Distribuição dos casos de tumor de Wilms disponíveis no BNT-INCA, entre as técnicas 

moleculares realizadas. 

Um ponto importante a ser destacado é que, nas análises moleculares de 

validação descritas neste estudo, as amostras não foram avaliadas por componente 

histológico isolado, como foi o caso do RNA-Seq, do Infinium 450K e do microarranjo, 

em que foi avaliado especificamente o componente blastematoso nas amostras de 

tumor primário. Nas técnicas de RT-PCRq (tanto para expressão gênica quanto para 

miRNA) e expressão proteica, as amostras utilizadas continham todos os 

componentes histológicos, em diferentes proporções. De acordo com a literatura, 

sabe-se que essa heterogeneidade histológica pode impactar diretamente a 

expressão de genes e, consequentemente, dos miRNAs que têm esses genes como 

alvos e proteínas codificadas por eles (MASCHIETTO et al., 2008)(SREDNI. et al., 

2009)(GADD et al., 2012)(TRINK et al., 2018).  

Porém, para amostras congeladas, é inviável realizar a macrodissecção para 

isolar determinado componente histológico, como pode ser feito em amostras 

parafinadas. Por outro lado, análises moleculares com amostras FFPE são 



76 
 

dificultadas devido à alta degradação do material genômico, principalmente de RNA, 

que, além disso, é muito instável. Portanto, apesar de termos selecionado da forma 

mais homogênea possível a casuística para todas as técnicas avaliadas, este é um 

viés do nosso estudo, em relação às técnicas realizadas previamente pelo grupo, 

também descritas no estudo. 

 

5.2. DADOS PRÉVIOS DO GRUPO E VALIDAÇÕES EM AMOSTRAS 

INDEPENDENTES 

 

5.2.1. Avaliação do perfil de expressão gênica de RPL5 e RPL11 

A partir das análises de expressão 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-expressão, e 138 (70,7%) com perfil de sub-expressão nas 

amostras de metástase em relação ao tumor primário. Na comparação TW vs RN, 

foram identificados 2.569 GDEs, dos quais 1.100 (42,8%) apresentavam um perfil de 

super-expressão e 1.469 (57,2%) um perfil de sub-expressão nas amostras tumorais 

em relação ao tecido normal. Análises de enriquecimento de vias de sinalização 

celular (KEGG) dos GDEs usando o genoma humano como background foram 

realizadas no software WebGestaltR. Na comparação MET Vs TW, foi identificada 

apenas a via ribossomal enriquecida, a qual foi também identificada (dentre outras 33 

vias) na comparação TW vs RN. A via Ribossomal (hsa03010) é composta por genes 

que codificam as proteínas ribossomais, as RPs.  

Na comparação entre TW vs RN, a via ribossomal foi enriquecida de forma up-

regulada, com 14 GDEs (FDR =0.020). Já na comparação 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 

comparações, apresentando todos os 11 genes um perfil de super-expressão no TW 

em relação ao RN, e de menor expressão em MET em relação ao TW. A partir destes 

resultados, foi feita uma busca por estudos sobre esses 11 genes a fim de avaliar a 

relevância no contexto do câncer, com foco principal em tumores pediátricos. 

Foram identificados diferentes estudos apontando um papel regulatório chave 

do gene RPL5 na via ribossomal, bem como na via MDM2-p53. A desregulação de 

MDM2-p53 está intimamente relacionada à carcinogênese, além ser regulada por 

proteínas oncogênicas e supressoras tumorais conhecidas, como MYC e p53, 
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respectivamente. A maior parte dos estudos encontrados indica que há uma regulação 

conjunta dessas vias mediada principalmente por RPL5 juntamente com o RPL11. 

RPL5 foi identificado diferencialmente expresso (DE) tanto na comparação TW vs RN 

quanto na comparação MET vs TW, enquanto RPL11 apresentou-se DE apenas na 

comparação MET vs TW (figura 5.2). Apesar disso, os dois genes apresentavam um 

mesmo perfil de expressão, em ambas as comparações, assim como todos os outros 

11 GDEs comuns às comparações, pertencentes à via ribossomal enriquecida nas 

nossas análises. Visto que tanto a desregulação da expressão gênica quanto 

mutações nesses genes já foram associadas a diversos tipos de tumores - como 

à  LLA-T pediátrica, glioblastoma, melanoma, câncer 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).  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Figura 5.2 - Avaliação da expressão gênica de RPL5 e RPL11 em tumores de Wilms para os 

dados provenientes do RNA-Seq. Gráfico de pontos mostrando os níveis de RNAm dos genes RPL5 

(A) e RPL11 (B) através dos valores de expressão em escala logarítmica (log2) das amostras de cada 

grupo, obtidas através da técnica de RNA-Seq. Teste ANOVA com pós teste de Tukey (* p < 0.05, ** p 

< 0.01, *** p < 0.01). (RN = Rim normal; TW = Tumor de Wilms - blastema; MET = metástase). 

  

5.2.1.1. Validação da expressão de RPL5 e RPL11 por RT-PCRq 

No presente estudo, foi utilizado para validação um conjunto independente de 

amostras, sendo estas amostras congeladas armazenadas no BNT-INCA. A análise 

de transcriptoma foi feita a partir de amostras pareadas de RN, TW e também de 

amostras metastáticas. No entanto, no BNT-INCA não há amostras metastáticas 
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disponíveis. Portanto, com o objetivo de avaliar a associação entre a expressão de 

RPL5 e RPL11 e metástase (recidiva da doença), na validação, as amostras de tumor 

primário foram divididas em dois grupos: um grupo de pacientes que apresentou 

recidiva da doença Vs um grupo de pacientes que não apresentou recidiva da doença.  

Para a validação dos níveis de expressão gênica, foram selecionadas inicialmente 

44 amostras de tumor primário e 10 amostras de tecido renal normal para extração de 

RNA. Quatro amostras tumorais foram excluídas durante a etapa de quantificação de 

RNA total, pois apresentaram quantificação insuficiente para a reação de síntese de 

cDNA; e uma amostra de tecido normal foi excluída por não apresentar amplificação 

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

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

do grupo de pacientes que não recidivaram.  

Para o gene RPL5, duas amostras não apresentaram amplificação (1 TW e 1 

RN). A comparação entre TW e RN não mostrou diferença significativa da expressão 

de RPL5 entre os grupos (p = 0,0668, figura 5.3A). Da mesma forma, na comparação 

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

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

5.3C). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.3 - Avaliação da expressão gênica de RPL5 em tumores de Wilms de acordo com o 

tecido de origem e à presença ou não de recidiva da doença. Gráfico de pontos mostrando os níveis 

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

e em TW. A. Níveis de expressão entre amostras normais e tumorais; B. Níveis de expressão entre 

pacientes sem recidiva e com recidiva da doença em relação ao tecido normal. Teste ANOVA com pós 

teste de Tukey; C. Níveis de expressão entre pacientes sem recidiva e com recidiva da doença.  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 diferença de expressão identificada pelos dados 

do RNA-Seq poderia estar associada não à recidiva, mas sim à classificação de risco, 



79 
 

foi feita uma análise entre os grupos de risco: alto risco Vs risco intermediário (Figura 

5.4A). Nesse caso, os tumores do grupo de alto risco mostraram um maior nível de 

expressão de RPL5 quando comparados aos tumores do grupo de risco intermediário 

(p = 0,0254). Para avaliar então o potencial discriminatório da expressão de RPL5 

entre os grupos, foi feita uma análise por curva ROC (do inglês, Receiver Operating 

Characteristic) (Figura 5.4B). No entanto, os valores de expressão de RPL5 não 

foram capazes de discriminar os pacientes de acordo com o grupo de risco (p = 

0,2443). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.4 - Avaliação da expressão gênica de RPL5 em tumores de Wilms de acordo com a 

estratificação de risco. A. Gráfico de pontos mostrando os níveis de RNAm de RPL5 detectados por 

PCRq e normalizados com os níveis de ꞵ-actina no tecido tumoral, com base na classificação de risco 

dos pacientes. Teste de Mann-Whitney. B. Curva ROC para estabelecimento de um corte de valor de 

expressão para distinção de pacientes de risco intermediário e alto risco, a partir de amostras de 

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

Também foi feita uma análise de acordo com o estadiamento da doença, porém 

também não foi identificada nenhuma diferença significativa entre os grupos (p = 

0,7589) (Figura 5.5). 
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Figura 5.5 - Análise da expressão gênica de RPL5 em tumores de Wilms de acordo com o 

estadiamento da doença. Gráfico de pontos mostrando os níveis de RNAm de RPL5 detectados por 

PCRq e normalizados com os níveis de ꞵ-actina, nas amostras tumorais. Teste ANOVA com pós teste 

de Tukey. (I, II e III se referem ao estadiamento patológico da doença no momento do diagnóstico). 

Para o gene RPL11, seis amostras tumorais não apresentaram amplificação 

mesmo após repetições da reação, sendo todas elas pertencentes ao grupo de 

pacientes que não recidivaram. Além disso, sete amostras de tecido renal normal 

também não apresentaram amplificação, restando apenas duas amostras desse 

grupo para as análises estatísticas. Por isso, com o objetivo de manter a comparação 

do perfil de expressão entre os grupos normal e tumoral, foi aplicado para as amostras 

que não apresentaram amplificação, a média de amplificação com valor 40, que é o 

máximo de ciclos avaliados na reação de RT-PCRq.  Nesse conjunto de amostras, foi 

observada uma menor expressão de RPL11 em amostras tumorais em comparação 

ao RN (p =0,0162; figura 5.6A). Foi observada uma diferença significativa entre o RN 

e os casos que recidivaram (p =0,0378; figura 5.6B) no entanto, não observamos 

diferenças apenas considerando a recidiva ou não da doença (p = 0,2758, figura 

5.6C). Conforme já mencionado, apenas 2 amostras de RN apresentaram expressão 

do gene RPL11. Esse baixo nível de expressão no tecido normal não nos permite uma 

análise estatística ideal, porém, se excluíssemos todas as amostras não haveria como 

fazer a representação gráfica. Dessa forma, podemos dizer que o gene RPL11 é 

pouco expresso no tecido normal. 

  

 

 

 

 

 

 

Figura 5.6 - Avaliação da expressão gênica de RPL11 em tumores de Wilms de acordo com o 

tecido de origem e à presença ou não de recidiva da doença. Gráfico de pontos mostrando os níveis 

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

e em TW. A. Níveis de expressão entre amostras normais e tumorais; B. Níveis de expressão entre 

pacientes sem recidiva e com recidiva da doença em relação ao tecido normal. Teste ANOVA com pós 

teste de Tukey; C. Níveis de expressão entre pacientes sem recidiva e com recidiva da doença.  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 expressão de RPL11 poderia estar 

associada não à recidiva, mas sim à classificação de risco, foi feita uma análise entre 

os grupos de risco. Não observamos diferenças entre os grupos de alto risco e 

intermediário (p = 0,1279, figura 5.7A). Também foi feita uma análise entre os 

diferentes níveis de estadiamento da doença, porém também não foi identificada 

nenhuma diferença significativa da expressão de RPL11 entre os grupos (p = 0,9114, 

figura 5.7B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.7 - Avaliação da expressão gênica de RPL11 em tumores de Wilms de acordo com a 

estratificação de risco e o estadiamento da doença. A. Gráfico de pontos mostrando os níveis de 

RNAm de RPL11 detectados por PCRq e normalizados com os níveis de ꞵ-actina no tecido tumoral, 

com base na classificação de risco dos pacientes. Teste de Mann-Whitney. B. Gráfico de pontos 

mostrando os níveis de RNAm de RPL11 detectados por PCRq e normalizados com os níveis de ꞵ-

actina, nas amostras tumorais. Teste ANOVA com pós teste de Tukey. (I, II e III se referem ao 

estadiamento patológico da doença no momento do diagnóstico). 

 De acordo com os resultados obtidos pelas análises aqui descritas, 

podemos concluir que a expressão dos genes avaliados parece não estar associada 

ao desenvolvimento e progressão do TW, quando analisado como um todo. 

Entretanto, não podemos excluir a possibilidade de desregulação desses genes no 

componente blastematoso. 

5.2.2. Avaliação do perfil mutacional de RPL5 e RPL11 
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 Os dados provenientes do RNA-Seq das amostras tumorais e metastáticas 

foram analisados com o objetivo de avaliar a presença de mutações e pequenas 

inserções e deleções em RPL5 e RPL11. 

Não foram identificadas mutações em RPL5 e RPL11, tanto nas amostras 

tumorais quanto nas metastáticas. Como se observa na literatura, o TW é 

caracterizado por mutações somáticas em um conjunto de genes relativamente bem 

definido, portanto, a não identificação de mutações nesses genes nas amostras 

avaliadas era prevista.  

Ainda assim, para confirmar nossos achados em um conjunto maior de 

amostras, foi avaliada a presença de mutações 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 mutação em RPL11 e 

nenhuma mutação foi observada em RPL5. 

Considerando que não foram identificadas mutações em ambos os genes, não 

avaliamos a presença de mutações nos genes RPL5 e RPL11 em um novo 

conjunto de amostras neste trabalho. 

 

5.2.3. Avaliação do perfil de metilação de RPL5 e RPL11 

A partir dos dados gerados pela plataforma Infinum HumanMethylation 450K 

Beadchip arrays (Illumina) em sete casos pareados de RN, TW e MET, foi avaliado se 

os genes RPL5 e RPL11 apresentavam regiões diferencialmente metiladas. Não 

foram identificadas DMRs alteradas significativamente. Posteriormente, para avaliar 

minuciosamente o perfil de metilação desses genes, foram selecionadas as sondas 

que cobriam os genes, sendo essas sondas identificadas a partir do banco de dados 

UCSC Genome Browser (https://genome.ucsc.edu/) e, então, identificadas também na 

lista de dados gerados pela plataforma 450k. A partir dos ꞵ-values, foram avaliados 

os níveis de metilação considerando as médias dos valores de metilação das sondas 

tanto nas regiões promotoras quanto no corpo do gene, e da mesma forma, não foram 

identificadas diferenças significativas de metilação (figura 5.8A e B). Sendo assim, a 

validação do perfil de metilação não foi realizada, pois assume-se que esse resultado 

https://genome.ucsc.edu/
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indica que a metilação pode não ter efeito significativo na desregulação da expressão 

desses genes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Figura 5.8 – Análise do perfil de metilação de RPL5 e RPL11 em tumores de Wilms na região 

promotora e corpo do gene. Gráfico de pontos mostrando os níveis de metilação dos genes RPL5 

(A) e RPL11 (B) através da média dos valores de metilação (B-values) das regiões promotoras e do 

corpo do gene, das amostras de cada grupo, obtidas através da técnica de microarranjo de metilação. 

Teste ANOVA com pós teste de Tukey. (RN = Rim normal; TW = Tumor de Wilms – blastema; MET = 

metástase). 

 

5.2.4. Avaliação do perfil de expressão de miRNAs que têm RPL5 e RPL11 

como alvos 

Inicialmente, foi feita uma busca por miRNAs que tenham os genes RPL5 e 

RPL11 como alvos através 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 à mais de um banco para obter uma maior consistência entre os resultados, 

considerando que a descrição de miRNAs e seus genes-alvo pode variar entre os 
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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 comparação de 20 casos de TW (especificamente o 

componente blastematoso) e cinco casos de RN. Foram feitas comparações entre TW 

e RN, utilizando p < 0,05 como critério de expressão diferencial determinada por uma 

abordagem bayesiana empírica usando o pacote limma (RITCHIE et al., 2015).  

Sobrepondo a lista de miRNAs preditos que têm RPL5 como alvo com a lista 

de miRNAs DE dos nossos casos, identificamos 11 miRNAs candidatos. Destes 11, 

três miRNAs apresentavam-se menos expressos no TW em relação ao RN, e oito 

mais expressos. Seguindo a mesma metodologia para RPL11, identificamos 10 

miRNAs DE que tem este gene como alvo, sendo três menos expressos no TW em 

relação ao RN, e sete mais expressos. Esses miRNAs estão 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-expressão 

nas amostras tumorais em relação às normais e os miRNAs em verde, perfil de super-expressão nas 

amostras tumorais em relação às normais 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Considerando que RPL5 e RPL11 apresentavam-se super-expressos nas 

amostras tumorais em relação às normais a partir dos dados do transcriptoma, os 

miRNAs a serem selecionados deveriam ter um perfil de expressão oposto dentro da 

mesma comparação. Isso porque a regulação dos miRNA - RNAm se dá de forma 

inversa, ou seja, quanto maior a expressão de um miRNA, menor a expressão de seu 

alvo (CROCE, 2009). 
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Desta forma, para os três miRNAs sub-expressos para cada gene, foi feita uma 

busca na literatura no Pubmed de forma a avaliar os estudos disponíveis sobre esses 

miRNAs no contexto do câncer e principalmente em tumores pediátricos. No contexto 

de câncer em geral, foram identificados poucos estudos, enquanto em relação a 

tumores pediátricos não foi identificado nenhum estudo envolvendo esses miRNAs. 

Ainda, além das análises com os dados de microarranjo, foram realizadas análises 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 expressão de miRNAs em amostras de pacientes com TWs pela técnica 

de microarranjo, para identificar se havia expressão diferencial entre amostras 

tumorais e normais. 

Com base na literatura disponível e nas análises estatísticas realizadas com os 

seis miRNAs DE, foram selecionados para validação 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. Validação da expressão dos miRNAs selecionados 

Com o objetivo de identificar um possível mecanismo relacionado à 

desregulação da expressão dos genes RPL5 e RPL11 nos dados do RNA-Seq, 

avaliamos o perfil de expressão dos quatro miRNAs selecionados, identificados como 

DE previamente nos dados de microarranjo do grupo. 

Para essa análise foram selecionadas inicialmente 34 amostras de TW e 10 

amostras de RN. Três amostras de TW e uma de RN foram excluídas durante a etapa 

de quantificação de RNA total, pois apresentaram quantificação insuficiente para a 

reação de síntese de cDNA. Das 31 amostras tumorais restantes, 7 eram provenientes 

de pacientes do grupo que apresentou recidiva da doença e 24 do grupo de pacientes 

sem recidiva da doença. Todas as reações foram realizadas em triplicata, e o miR-U6 

utilizado como controle interno. 

Foi possível detectar a expressão do miR-31-5p, que tem RPL5 como alvo, em 

todas as amostras avaliadas. Nossas análises mostraram uma menor expressão de 

miR-31-5p em TW em comparação com RN (p = 0,0227, figura 5.9A). Por outro lado, 

as comparações entre os grupos sem recidiva Vs recidiva (p = 0,1781, figura 5.9B), 

alto risco Vs risco intermediário, (p = 0,9402, figura 5.9C) e de acordo com o 

estadiamento (p = 0,4664, figura 5.9D) não mostraram diferenças significativas. 



86 
 

Finalmente, verificamos se havia correlação entre os níveis de expressão de RPL5 e 

de miR-31-5p, porém não observamos correlação significativa entre os dados (p = 

0,6277, figura 5.9E).  

  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.9 - Análise da expressão do miR-31-5p que tem o gene RPL5 como alvo, em tumores de 

Wilms, e associação às variáveis clinico-patológicas avaliadas. Gráfico de pontos mostrando os 

níveis de expressão do miR-31-5p através dos valores de expressão detectados por PCRq e 

normalizados com os níveis do miR-U6, no tecido normal e em TW. A. Níveis de expressão entre 

amostras normais e tumorais, teste Mann Whitney; B. Níveis de expressão das amostras tumorais entre 

pacientes sem recidiva e com recidiva da doença, teste Mann Whitney; C. Níveis de expressão das 

amostras tumorais de acordo com a estratificação de risco, teste Mann Whitney; D. Níveis de expressão 

das amostras tumorais de acordo com o estadiamento da doença, teste ANOVA com pós teste de 
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Tukey; E. Correlação entre os níveis de expressão 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, II e III se referem ao estadiamento patológico da doença no momento do diagnóstico) (* p < 

0.05). 

Para o miR-671-5p, que tem RPL5 como alvo, das nove amostras de RN que 

foram incluídas nas reações, oito não apresentaram amplificação mesmo após 

repetição da reação. Já que restaria apenas uma amostra para as análises 

estatísticas, foi aplicado para este miRNA o ciclo de amplificação máximo, de 40, para 

tornar possível a comparação com as amostras normais. Outras oito amostras 

tumorais também não apresentaram amplificação, sendo cinco provenientes de 

pacientes do grupo que não apresentou recidiva da doença e três do grupo de 

pacientes que apresentou recidiva da doença. Também adotamos a média de 

amplificação de 40 para estas amostras.  Para este miRNA, uma maior expressão foi 

observada em TW em comparação a RN (p =0,0010, figura 5.10A). Uma maior 

expressão de miR-671-5p também foi observada no grupo sem recidiva comparado 

ao grupo com recidiva (p =0,0425, figura 5.10B). Para as comparações entre as 

classificações de risco (alto risco Vs risco intermediário; p =0,2450, figura 5.10C) e 

estadiamento (p =0,6045, figura 5.10D), não identificamos diferenças significativas. 

Também não observamos correlação significativa entre os níveis de expressão de 

RPL5 e de miR-671-5p (p =0,5584, figura 5.10E). 
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Figura 5.10 - Análise da expressão do miR-671-5p que tem o gene RPL5 como alvo, em tumores 

de Wilms, e associação às variáveis clinico-patológicas avaliadas. Gráfico de pontos mostrando 

os níveis de expressão do miR-671-5p através dos valores de expressão detectados por PCRq e 

normalizados com os níveis do miR-U6, no tecido normal e em TW. A. Níveis de expressão entre 

amostras normais e tumorais, teste Mann Whitney; B. Níveis de expressão das amostras tumorais entre 

pacientes sem recidiva e com recidiva da doença, teste Mann Whitney; C. Níveis de expressão das 

amostras tumorais de acordo com a estratificação de risco, teste Mann Whitney; D. Níveis de expressão 

das amostras tumorais de acordo com o estadiamento da doença, teste ANOVA com pós teste de 

Tukey; E. Correlação entre os níveis de expressão 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. I, II e III se referem ao estadiamento patológico da doença no momento do diagnóstico) (* p < 

0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.01). 

Para o miR-140-3p que tem RPL11 como alvo, todas as amostras 

apresentaram amplificação. A única diferença significativa identificada durante as 

análises foi na comparação entre RN Vs TW, em que tumores apresentaram maior 

nível de expressão (p =0,0059, figura 5.11A).  Para as demais comparações, 

nenhuma diferença significativa foi observada (figura 5.11B - D), assim como não foi 
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observada correlação entre os níveis de expressão do miR-140-3p e de seu gene alvo, 

RPL11 (p =0,8241, figura 5.11E). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.11 - Análise da expressão do miR-140-3p que tem o gene RPL11 como alvo, em tumores 

de Wilms, e associação às variáveis clinico-patológicas avaliadas. Gráfico de pontos mostrando 

os níveis de expressão do miR-140-3p através dos valores de expressão detectados por PCRq e 

normalizados com os níveis do miR-U6, no tecido normal e em TW. A. Níveis de expressão entre 

amostras normais e tumorais, teste Mann Whitney; B. Níveis de expressão das amostras tumorais entre 

pacientes sem recidiva e com recidiva da doença, teste Mann Whitney; C. Níveis de expressão das 

amostras tumorais de acordo com a estratificação de risco, teste Mann Whitney; D. Níveis de expressão 



90 
 

das amostras tumorais de acordo com o estadiamento da doença, teste ANOVA com pós teste de 

Tukey; E. Correlação entre os níveis de expressão 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, II e III se referem ao estadiamento patológico da doença no momento do diagnóstico) (* p < 

0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.01). 

Para o miR-212-5p, não foi observada a amplificação de nenhuma amostra, 

mesmo após testes com novo cDNA e com troca de primers e demais reagentes do 

mix. Dessa forma, optamos por excluir esse miRNA das análises.  

De forma geral, observamos algumas diferenças de expressão entre as amostras 

normais e tumorais, que corroboram os dados prévios do grupo para o miR-31-5p; 

enquanto para os outros dois miRNAs (miR-671-5p e miR-140-3p) observamos perfis 

inversos aos dados do microarranjo. Além disso, não foi possível associar os dados 

de expressão à recidiva, classificação de risco e estadiamento de nenhum dos 

miRNAs de forma relevante, visto que apenas para o miR-671-5p foi observada uma 

diferença significativa entre os grupos com e sem recidiva da doença. Também não 

observamos nenhuma correlação entre os níveis de expressão dos miRNAs e seus 

genes-alvo. Porém, cabe ressaltar que, em humanos, o pareamento entre miRNA e 

RNAm-alvo geralmente se dá de forma incompleta, ou seja, o miRNA leva à inibição 

da tradução e não à degradação do RNAm. Assim, partimos para a avaliação da 

expressão proteica de RPL5 e RPL11. 

  

5.2.5. Avaliação da expressão proteica de RPL5 e RPL11 

A técnica de Western blotting foi utilizada com o objetivo de visualizar os níveis 

de expressão das proteínas codificadas por RPL5 e RPL11. Para este experimento, 

foram utilizadas amostras pareadas (do mesmo paciente), de TW e RN, com 

características clínico-patológicas similares às que geraram os dados iniciais de 

expressão gênica (risco intermediário, histologia mista); de forma a obter um conjunto 

amostral o mais homogêneo possível. Além da comparação entre TW e RN, a única 

variável de interesse a ser avaliada nesse momento seria a recidiva ou não da doença. 

Não observamos diferença nos níveis de expressão de RPL5 entre TW e RN, nem 

entre os grupos com e sem recidiva da doença. As amostras RN1 e TW6 

apresentaram problemas durante a corrida do gel, não detectando a expressão de 

RPL5 (Figura 5.12). 
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Figura 5.12 - Western blotting de extrato protéico total obtido de amostras pareadas (RN e TW) e entre 

grupos com e sem recidiva da doença, para avaliar o nível de expressão da proteína codificada pelo 

gene RPL5 no qual o gene ꞵ-actina foi utilizado como controle da reação.  

Para RPL11, observamos uma maior expressão em amostras tumorais em 

comparação às amostras de rim normal, sendo essa diferença mais evidente entre os 

pares de amostras 3, 8, 4 e 10 (Figura 5.13). Essas amostras têm os níveis de 

expressão proteica similares aos níveis de expressão observados pelo RNA-Seq, no 

qual as amostras normais expressam níveis menores em relação às amostras 

tumorais. Em relação às diferenças de expressão entre os grupos com e sem recidiva 

da doença, não foi possível observar diferença. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.13 - Western blotting de extrato protéico total obtido de amostras pareadas (RN e TW) e entre 

grupos com e sem recidiva da doença, para avaliar o nível de expressão da proteína codificada pelo 

gene RPL11 no qual o gene ꞵ-actina foi utilizado como controle da reação. 
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De forma geral, para RPL5, não observamos diferença nos níveis de expressão 

proteica, nem mesmo entre as amostras normais e tumorais. Já para RPL11, foi 

possível observar uma diferença entre os níveis de expressão de amostras normais e 

tumorais para alguns casos, corroborando com os dados prévios obtidos através do 

RNA-Seq. Porém, a maior expressão proteica de RPL11 em amostras de TW não 

parece estar associada à expressão de miR-140-3p, uma vez que esse miR está mais 

expresso nos tumores.  
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6. DISCUSSÃO 

Apesar de ser já bem determinado que os tumores pediátricos são 

caracterizados por uma frequência relativamente baixa de alterações genéticas 

enquanto apresentam, em sua maioria, alterações epigenéticas, ainda se sabe 

relativamente pouco sobre como essas alterações estão associadas ao 

desenvolvimento e, menos ainda, à progressão tumoral. Portanto, há um interesse 

cada vez maior em identificar como tais alterações podem estar associadas a esses 

processos e em que momento elas ocorrem. No entanto, além de se identificar esses 

mecanismos, é de extrema importância entender de que forma eles podem estar 

associados ao desenvolvimento e progressão tumoral. Por isso, é muito importante 

que se faça a integração de dados de alterações em diversos níveis celulares para 

identificar possíveis vias e mecanismos associados a esses processos em vários tipos 

de câncer, incluindo o TW. No nosso estudo, abordamos de forma ampla essas 

possíveis alterações visando entender de que forma elas podem estar relacionadas 

às características clínico-patológicas dos pacientes além de contribuir para o melhor 

entendimento da biologia do tumor. 

A persistência do componente blastematoso no tumor após o tratamento é 

determinante na estratificação de risco dos pacientes, sugerindo que a caracterização 

das alterações 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 

metastáticas, identificamos a desregulação da via ribossomal, amplamente associada 

a desordens hematológicas como a DBA, associada a mutações em vários genes 

ribossomais. Além disso, estudos mostram que algumas RPs são superexpressas em 

diversos tumores, o que foi identificado nos nossos dados de RNA-Seq, no qual 

observamos que o TW apresentou um perfil de superexpressão em relação ao RN. A 

superexpressão de RPs pode promover a tumorigênese por interações com a via 

supressora de tumor p53 e também por efeitos diretos em vários oncogenes, 

apontando para um amplo papel das alterações das RPs em doenças hematológicas 

e oncológicas (SHENOY et al., 2012). 

Apesar de mutações em genes da via ribossomal serem descritas em uma 

ampla gama de tumores como LLA-T pediátrica, glioblastoma, melanoma, câncer de 

mama e mieloma múltiplo (DE KEERSMAECKER et al., 2013)(LAWRENCE et al., 
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2014)(FANCELLO et al., 2017)(ORŠOLIĆ et al., 2020), observamos que as alterações 

de expressão gênica observadas no RNA-Seq não foram associadas a mutações em 

RPL5 ou RPL11 nas nossas análises. Dessa forma, investigamos se a expressão 

diferencial desses genes poderia ser observada nos tumores como um todo (e não 

exclusivamente no componente blastematoso). Através dessas análises, observamos 

de forma significativa apenas que os níveis de expressão de RPL5 são mais altos no 

grupo de pacientes classificados como de alto risco 

. Para as demais análises associadas a outras características clínico-

patológicas, não identificamos alterações significativas em nenhum dos genes. 

Embora os níveis alterados de expressão de RPL5 e RPL11 pareçam ser 

comuns no câncer, não está claro se essas alterações são uma causa ou 

consequência da tumorigênese (WANG et al., 2015). A superexpressão de RPL5 foi 

relatada em câncer de pulmão de células não pequenas e em câncer de mama, sendo 

também associada à resposta ao tamoxifeno neste último (HELLWIG et al., 2016). Em 

mieloma múltiplo, pacientes com baixos níveis de expressão de RPL5 apresentaram 

pior sobrevida global. No entanto, ensaios clínicos revelaram que pacientes com 

mieloma múltiplo com baixa expressão de RPL5 respondem melhor ao bortezomibe 

(um inibidor de proteassoma) em comparação com pacientes com alta expressão 

desse gene (HOFMAN et al., 2017). A superexpressão de RPL11 foi relatada como 

um potencial biomarcador de resposta ao tratamento em pacientes com tumores 

gástricos e foi associada a um melhor prognóstico nesses casos (KAWAHATA et al., 

2020). RPL5 e RPL11 podem atuar na carcinogênese por diversos mecanismos, 

incluindo a regulação da via MDM2-p53 (HORN; VOUSDEN, 2008). Além disso, a via 

RP-MDM2-p53 foi proposta como alvo terapêutico candidato para alguns tumores 

pediátricos como neuroblastoma (BARBIERI et al., 2013) e TW (GELLER; 

HOHENSTEIN, 2014). 

Nosso estudo mostrou que RPL5 e RPL11 não são afetados por mutações em 

TW - o que está de acordo com a baixa carga mutacional já relatada nesses tumores 

(GADD et al., 2017). Por outro lado, as alterações na expressão gênica podem ser 

dependentes do componente histológico. No entanto, sabemos que esta informação 

é limitada pela falta de análises de expressão dos outros componentes dentro do 

mesmo tumor. Ou seja, temos apenas informações sobre a expressão desses genes 

no componente blastematoso, mas não temos tal informação sobre os componentes 

estromal e epitelial. A análise de RNA-Seq mostrou uma superexpressão de ambos 
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os genes no componente blastematoso do tumor, mas o mesmo não foi observado 

quando os tumores como um todo foram analisados por RT-PCRq.  

Os TWs apresentam altas frequências de alterações epigenéticas (SCOTT et 

al., 2012b); no entanto, nos nossos dados, também não identificamos alterações nos 

níveis de metilação do DNA tanto na região promotora quanto no corpo dos genes 

RPL5 e RPL11, que pudessem ser associadas às diferenças de expressão 

observadas nas amostras avaliadas. Buscamos avaliar um outro mecanismo 

epigenético também muito explorado em TW, que são as alterações em miRNAs, 

selecionando para essas análises, miRNAs que tenham RPL5 e RPL11 como alvos. 

De acordo com a literatura, há um aumento cada vez maior de evidências sobre o 

papel dos miRNAs na regulação da biogênese ribossomal. No entanto, ainda há 

poucas evidências de como esse mecanismo pode atuar nessse contexto, e por isso, 

explorar tal associação é relevante para o nosso estudo. Nossas análises não 

identificaram nenhuma associação dos miRNAs selecionados com seus respectivos 

genes-alvo, bem como não identificamos nenhuma associação da expressão destes 

com as características clínico-patológicas avaliadas. No entanto, sabemos que os 

miRNAs podem ter diversos genes-alvo, o que nos leva a crer que apesar de não 

termos observado diferenças significativas nas nossas análises, esses miRNAs 

podem atuar em outras vias e processos biológicos que podem ter impacto direto na 

desregulação da via ribossomal, como por exemplo, a via de p53, à qual de acordo 

com informações do banco de dados KEGG, o miR-671-5p está relacionado. Apesar 

de ser uma via na qual diversos genes e miRNAs estão relacionados, sabemos que é 

uma via importante no contexto da biogênese ribossomal, e por isso, mesmo 

alterações em outros genes e mecanismos da via podem impactar as RPs. Essa 

relação 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 alterações de expressão gênica podem impactar 

diretamente os níveis de proteína codificados pelo respectivo gene, avaliamos 

também os níveis proteicos de RPL5 e RPL11. Os níveis de proteína diferiram apenas 

para RPL11, sendo que os níveis mais altos de expressão proteica nos tumores foram 

observados apenas em um subconjunto de pares TW-RN, enquanto para RPL5 

nenhuma diferença foi visivelmente observada. Considerando que os miRNAs levam 

à inibição da tradução, procuramos identificar alguma associação entre os níveis de 
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expressão dos miRNAs avaliados e os níveis de expressão proteica de RPL5 e 

RPL11, no entanto, também não encontramos nenhuma associação. A 

heterogeneidade histológica característica do TW pode afetar diretamente a 

expressão gênica e proteica, conforme descrito na literatura. Cada subtipo histológico 

pode ter um perfil de expressão gênica distinto e até único e, assim, a comparação de 

genes expressos em um subtipo histológico 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 níveis de expressão de RPL5 e RPL11 apenas no 

componente blastematoso. No conjunto de validação, 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 número de 

pacientes seria beneficiado. Atualmente, a heterogeneidade intratumoral dos subtipos 

histológicos é determinada exclusivamente pelo patologista, podendo variar de acordo 

com diversos fatores, tornando necessária a utilização de marcadores adicionais. 

Prospectivamente, um protocolo denominado “UMBRELLA” tem buscado implementar 

a avaliação por imagem associada à avaliação do patologista com o objetivo de se 

determinar o volume residual dos componentes histológicos, e não mais a 

porcentagem deles, visando obter uma medida mais precisa de tais componentes, e, 

dessa forma, garantir uma correta classificação de risco dos pacientes e 

consequentemente, o tratamento adequado (VUJANIĆ et al., 2018). Em nosso estudo, 

o gene RPL5 foi relacionado à predominância do componente blastematoso, uma vez 

que sua maior expressão foi associada aos casos classificados como alto risco, 

embora a curva ROC tenha mostrado que esse marcador não se mostrou robusto o 

suficiente para a discriminação entre os grupos. Por outro lado, RPL11 não foi 

associado a nenhuma característica clínico-patológica quando avaliado no tumor 

como um todo, demonstrando que talvez, sua expressão seja, de fato, mais relevante 

quando avaliado exclusivamente o componente blastematoso. 
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7. CONCLUSÃO 

Embora tenhamos identificado algumas alterações em ambos os genes, elas 

não são frequentes, sugerindo que, pelo menos considerando RPL5 e RPL11, a via 

ribossomal parece não ter papel relevante no desenvolvimento do TW. No entanto, 

considerando que não há 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 capítulo 1 está em fase de finalização de 

escrita de um artigo, que será submetido em breve. 
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8. CAPÍTULO 2 – Análises integradas do metaboloma e do transcriptoma de 

amostras de tumores de Wilms 

 

8.1. JUSTIFICATIVA 

Os resultados e conclusões gerados pelo objetivo original da proposta de 

doutorado - apresentados no capítulo 1 - não foram encorajadores no sentido de 

prosseguir com o estudo. Dessa forma, propusemos caracterizar a metabolômica 

desses tumores para explorar o impacto das alterações de expressão gênica 

previamente identificadas em TWs (GUERRA et al., 2019). A metabolômica, 

associada a outras metodologias, como a transcriptômica, permite identificar de forma 

indireta, vias biológicas e genes potencialmente envolvidos no desenvolvimento do 

tumor. Em uma colaboração com o Instituto de Química da UNICAMP, uma avaliação 

quantitativa de metabólitos identificados em TWs e RNs permitiu identificar diferenças 

significativas entre as amostras, aumentando ainda mais o interesse sobre a 

metabolômica desses tumores ((TASIC et al., 2022). De forma indireta, identificar 

metabólitos 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 clínico-patológicos de pacientes pode nos 

revelar possíveis biomarcadores que podem ter utilidade de prognóstico, diagnóstico, 

acompanhamento e outras abordagens. 
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9.  OBJETIVOS 

 

9.1. OBJETIVO GERAL 

Caracterizar alterações metabólicas em TWs que possam ser associadas com 

características clínicos-patológicas de pacientes com TW. 

9.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

A. Explorar os metabólitos e vias metabólicas identificadas alteradas e sua associação 

com o desenvolvimento do TW; 

B. Associar os dados obtidos a partir da análise do metaboloma aos dados clínico-

patológicos dos pacientes; 

C. Realizar uma análise integrada do transcriptoma e do metaboloma para as 

amostras tumorais e normais, buscando identificar vias, genes e metabólitos 

potencialmente associados ao desenvolvimento do TW; 

D. Avaliar o perfil metabolômico de pacientes com TW com foco em metabólitos 

relacionados à via ribossomal. 
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10. CASUÍSTICA E METODOLOGIA 

 

10.1. Seleção de amostras 

Para essa metodologia foram aplicados todos os mesmos critérios de inclusão 

e exclusão de pacientes descritos no subitem 4.2.1, sendo que, para a metodologia 

de análise do metaboloma, foram usadas apenas amostras congeladas a seco. Todos 

os 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 

análises experimentais finais, foram selecionados 23 casos que apresentavam 

amostras pareadas de tecido renal normal (córtex) e tumoral primário, resultando em 

46 amostras. 

10.2. Extração de metabólitos  

Esta etapa foi realizada em colaboração com a pesquisadora Dra. Andreia 

Porcari e os alunos de doutorado Pedro H. Godoy Sanches e Álex Aparecido Rosini 

Silva, na Universidade São Francisco em Bragança Paulista (SP). 

As amostras com peso até 60 mg, foram extraídas por cromatografia liquida de 

ultra eficiência (UPLC, do inglês, Ultra Performance Liquid Chromatography), em uma 

solução gelada de metanol e água na proporção 4:1. Para otimizar a extração, as 

amostras foram agitadas por 5 min em um agitador. Além disso, as amostras 

passaram também por ciclos de congelamento-descongelamento, utilizando 

nitrogênio líquido para congelá-las, e água em temperatura ambiente para auxiliar no 

descongelamento, realizando três ciclos por amostra. Essa variação brusca de 

temperatura ajuda a lisar a célula e facilita a extração. As amostras foram então 

colocadas em ultrassom por 10 minutos, centrifugadas e secas sob fluxo de nitrogênio 

gasoso. As amostras foram ressuspendidas em 300 µL de outra solução de metanol 

e água, na proporção 1:1, sendo o volume corrigido em função da massa do tecido 

inicial. Para evitar variabilidade na ressuspensão, as amostras com massa < 10 mg 

foram ressuspendidas em 165 μL de solvente. Para as demais, o volume foi corrigido 

em função da massa do tecido seguindo a proporção de 60 mg/mL . Um padrão interno 

de lisofosfatidilcolina a uma concentração de 10 μg/mL foi adicionado às amostras. 

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

removidas do conjunto de amostras viáveis para análise, 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 comparações exploratórias das futuras 

análises estatísticas. Uma amostra de RN foi perdida durante a extração, e, portanto, 

foi removida. Seu par de tecido tumoral foi mantido para futuras análises estatísticas. 

Um fluxo de seleção das amostras utilizadas nas análises do metaboloma e a 

correspondência entre os pares de amostras normais e tumorais estão descritos no 

ANEXO 3. 

 

10.3. Análise do perfil metabolômico de amostras de TW pelo método UPLC-

MS. 

As amostras foram analisadas pelo método UPLC acoplado à espectrometria 

de massas (MS, do inglês, Mass Spectrometry). Para isso, foram utilizados 200 µL de 

amostra para as análises através do sistema ACQUITY UPLC H-Class (Waters, 

Milford, Massachusetts, EUA). Foram utilizadas como fase móvel acetonitrila (fase A) 

e água milli-Q (fase B), ambas com 0,1% de ácido fórmico para auxiliar a ionização. 

Essa etapa foi realizada com 4 µL/min de volume de injeção, em uma coluna 

ACQUITY UPLC® HILIC BHE AMIDE (2.1 cm x 150 mm x 1.7 μm; Waters) mantida a 

45ºC. A corrida foi feita em gradiente linear, resultando em 11 minutos de corrida. 

A aquisição dos dados foi feita por meio das análises por espectrometria de 

massas através do espectrômetro XEVO-G2XS (Waters) com fonte de ionização por 

eletrospray (ESI, do inglês Electrospray Ionization) e analisador híbrido QTOF (do 

inglês Quadrupole and Time-of-Flight). As análises foram feitas tanto no modo positivo 

de ionização (molécula protonada) quanto negativo (molécula desprotonada). 

Para a fonte de ionização, os parâmetros foram ajustados em: (I) modo positivo: 

tensão do capilar de 3,0 kV, tensão do cone de 40.000, temperatura da fonte em 

140ºC, temperatura do gás de dessolvatação em 550ºC, fluxo de gás de 10 litros/hora 

e fluxo do gás de dessolvatação de 900 litros/hora; (II) modo negativo: tensão do 

capilar de 2,0 kV, tensão do cone de 40.000, temperatura da fonte em 140ºC, 

temperatura do gás de dessolvatação em 550ºC, fluxo de gás de 50 litros/hora e fluxo 

do gás de dessolvatação de 900 litros/hora; a faixa de aquisição foi de 50−1700 Da 

em formato de pico centróide. 

Leucina encefalina (MM= 555,62; 200 pg/µl em solução 1:1 acetonitrila: água) 

foi usada como Lock Mass, para medidas de massa com maior acurácia, e uma 

solução de 0,5 mM de formiato de sódio para calibração do equipamento. 

https://www.google.com/search?sxsrf=ALeKk03nB8tDdPitIdBJkLiZq2FLgbZ7NQ:1614697549462&q=milford+massachusetts&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MDKrzMjOVuIEsQ1zLbILtLSyk63084vSE_MyqxJLMvPzUDhWGamJKYWliUUlqUXFi1hFczNz0vKLUhRyE4uLE5MzSotTS0qKd7AyAgCk4G1wYAAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjmteuO8ZHvAhVvH7kGHVJrB_oQmxMoATAiegQIIhAD
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10.4. Interpretação dos dados 

Os dados brutos de MS foram processados no software Progenesis QI (versão 

2.4.69.11, (Nonlinear Dynamics, Newcastle, Reino Unido), que permitiu a seleção, 

deconvolução e alinhamento de picos. O tratamento dos dados foi realizado em 

ambiente R (versão 3.6.3) usando a interface RStudio IDE (versão 1.3.1093). O 

software MetaboAnalyst 5.0 foi usado para as realizar as análises univariadas (teste t 

de Student e cálculo de fold-change - FC) e multivariadas (Análise de Componentes 

Principais – PCA; e Análise Discriminante por Mínimos Quadrados Parciais - PLS-DA). 

Os metabólitos foram selecionados de acordo com os seguintes critérios: FDR < 0,05; 

FC > |2| e VIP-score >1 em ambos os componentes 1 e 2 do PLS-DA. Após a seleção 

dos metabólitos estatisticamente significativos, os mesmos foram utilizados pelo 

software Progenesis QI para sugestão de possíveis identificações por meio de 

bibliotecas indexadas ao programa, como o HMDB (banco de dados do metaboloma 

humano, do inglês,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 tolerância de 5 partes por milhão (ppm) e 10 ppm para íon 

precursor e fragmento, respectivamente. O enriquecimento de vias metabólicas foi 

realizado também na plataforma MetaboAnalyst 5.0, utilizando o banco de dado 

KEGG.  

Os modelos de aprendizado de máquina (do inglês, Machine Learning Models) 

foram construídos usando o modelo de máquinas de suporte vetorial (do inglês, 

Support Vector Machine ou SVM). O SVM é um algoritmo de aprendizado 

supervisionado usado para classificação, regressão e detecção de outliers, que 

analisa os dados e reconhece padrões, cujo objetivo é classificar um determinado 

conjunto de dados que são mapeados para um espaço de características 

multidimensional usando uma função kernel, abordagem utilizada para classificar 

problemas. O SVM propõe a classificação de novos objetos (teste) com base em 

dados disponíveis (treinamento), ou seja; a partir de um modelo criado, busca 

predizer, para cada nova entrada dada, a qual das possíveis classes a nova entrada 

faz parte. (DRUCKER et al., 1997)(SARADHI; KARNIK; MITRA, 2005). 

Considerando nosso conjunto amostral, o modelo SVM foi construído com 75% 

dos dados selecionados para o conjunto de treinamento e os 25% restantes para o 

https://hmdb.ca/
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conjunto de teste.  As propriedades do modelo foram testadas com uma curva de 

características operacionais do receptor (do inglês, Receiver Operating Characteristic 

ou ROC), para avaliação da Validação Cruzada de Monte-Carlo (do inglês, Monte-

Carlo Cross Validation ou MCCV). A validação cruzada é uma técnica para avaliar a 

capacidade de generalização de um modelo, a partir de um conjunto de dados. Esta 

técnica é amplamente empregada quando o objetivo da modelagem é a predição. 

Busca-se então estimar o quão preciso é este modelo na prática, ou seja, o seu 

desempenho para um novo conjunto de dados. (KOHAVI, R, 1995). A ideia desse 

método é repetir o processo de treinamento/teste diversas vezes. Assim, são feitas 

diversas simulações para calcular probabilidades de um acerto ou erro. A acurácia 

preditiva foi avaliada por corridas de permutação dos metabólitos (XU; LIANG, 2004). 

Para a interpretação dos dados de metabolômica foram utilizados o PCA e o 

PLS-DA. O PCA, que é um método não supervisionado, transforma um conjunto 

original de variáveis em um novo conjunto denominado componentes principais. Essa 

transformação gera um primeiro componente principal que será responsável pela 

maior variância do conjunto original de dados, e o segundo componente será 

responsável pela maior variância restante, e assim sucessivamente – considerando 

que o número de componentes deva ser, no máximo, igual ao número de variantes 

analisadas -, sendo que nenhum dos componentes tem relação entre si, e a 

importância relativa dos componentes decresce do primeiro para o último (HONGYU; 

SANDANIELO; JUNIOR, 2016).  

A análise de PLS-DA, por ser um método supervisionado, permite realizar a 

classificação e a seleção de moléculas significativas, entretanto, é necessária a 

validação do método de classificação. O algoritmo do programa MetaboAnalyst utiliza 

uma validação cruzada para selecionar os componentes ideais para a classificação 

dessas moléculas, utilizando a medida denominada importância variável na projeção 

ou VIP score (do inglês, Variable Importance in Projection), que é uma soma 

ponderada dos quadrados dos componentes do PLS. Os pesos são baseados na 

variância Y explicada em cada dimensão. Quando o número de variáveis a ser 

avaliado é pequeno, como neste estudo, pode-se usar um ponto de corte VIP >1 

(https://www.metaboanalyst.ca). Nesse caso, foram utilizados os componentes 1 e 2 

(VIP >1) para a identificação dos metabólitos associados com a diferenciação dos 

grupos comparados. 

 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Modelo_(matem%C3%A1tica)
https://pt.wikipedia.org/wiki/Modelo_(matem%C3%A1tica)
https://www.metaboanalyst.ca/
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10.5. Interpretação dos dados de metaboloma e avaliação de metabólitos 

identificados associados à via ribossomal 

Inicialmente, foram consideradas as diferenças metabólicas entre as amostras 

tumorais e normais, tanto no modo positivo de ionização quanto no modo negativo. 

Adicionalmente, foram realizadas ainda, associações entre os resultados iniciais e 

características clínico-patológicas disponíveis dos pacientes, como recidiva, 

estadiamento e classificação de risco. As características que apresentaram 

associação relevante, foram exploradas mais a fundo.  

Através das análises de enriquecimento de vias, a partir dos metabólitos 

identificados pelas análises estatísticas, também foi avaliado se esses metabólitos 

estavam associados à via ribossomal. 

 

10.6. Integração dos dados de transcriptoma e metaboloma 

 

Todos os genes e metabólitos diferencialmente expressos selecionados da 

comparação TW vs RN, juntamente com seus respectivos valores de FC, foram 

usados para a análise das vias integradas através do software MetaboAnalyst 5.0. 

Utilizamos o Homo sapiens como o organismo de referência e o banco de dados 

KEGG para análise de enriquecimento de vias biológicas integradas. Foram utilizados 

como parâmetros o “teste hipergeométrico” como algoritmo de análise de 

enriquecimento e “grau de centralidade” para definir a relação entre as vias. Somente 

as vias enriquecidas com genes e metabólitos e com adjP < 0,05 foram consideradas 

significativas. 

  



105 
 

11. RESULTADOS 

 

11.1. Seleção dos casos 

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

As características clínico-patológicas dos casos estão descritas no ANEXO 4. 

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

associação dos metabólitos à via ribossomal  

 

Inicialmente, foram considerados todos os metabólitos identificados entre as 

amostras tumorais e normais. A diferenciação dos grupos TW e RN foi explorada tanto 

nos modos de ionização negativa quanto positiva, por análises uni- e multivariadas. 

Os modos de ionização negativo e positivo, de forma conjunta, recuperaram 223 e 

138 features, respectivamente. Essa primeira análise foi feita com o intuito de 

entender a distribuição dos dados e como poderíamos prosseguir com as análises. 

Dessa forma, optamos por separar as análises por modo de ionização, com o objetivo 

de refinar os resultados.  

Considerando primeiramente o modo negativo de ionização, tanto o PCA 

quanto o PLS-DA apontaram para diferenças relevantes entre as amostras TW e RN. 

Ambos demonstraram uma clara separação entre os dois grupos (Figura 11.1A e B). 

Uma amostra (id 19, anexo 4) ficou fora da elipse do intervalo de confiança do 

conjunto de amostras de RN (em verde) tanto no PCA quanto no PLS-DA. 
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Figura 11.1. Caracterização da variação do metaboloma em TW e RN através do modo negativo 

de ionização. A. PCA; B. PLS-DA. Legenda: em vermelho (0), amostras tumorais; em verde (1), 

amostras normais. 

Resultados semelhantes foram observados para o modo de ionização positiva, 

sendo que visualmente também observamos a formação de dois subgrupos no PLS-

DA (Figura 11.2A e B). Dessa forma, buscamos avaliar se alguma característica 

clínico-patológica poderia estar associada à essa subdivisão. Ao realizarmos essa 

análise, identificamos que a separação das amostras poderia estar associada à 

classificação de risco das mesmas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11.2. Caracterização da variação do metaboloma em TW e RN através do modo positivo 

de ionização. A. PCA; B. PLS-DA demonstrando a formação 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 metabólitos identificados - tanto pelo modo 

de ionização positiva quanto negativa - foi realizada uma curadoria manual para 

identificação das moléculas nos bancos de dados. Dos 361 features estatisticamente 

selecionados (223 do modo negativo e 138 do modo positivo), 74 (20%) receberam 

possíveis identificações pelo software Progenesis QI®. Após a curadoria manual, 46 

moléculas estavam indexadas no banco de dados KEGG, e presentes em 11 vias de 

sinalização celular, sendo duas delas enriquecidas: metabolismo de 

glicerofosfolipídios (FDR = 0,0011) e de metabolismo de glutationa (FDR = 0,0349) 

(Figura 11.3). 
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Figura 11.3: Gráfico representativo das vias metabólicas enriquecidas partindo dos metabólitos 

identificados em ambos os modos, positivo e negativo de ionização, obtidos pelas análises entre TW e 

RN, através do banco de dados KEGG. 

Buscando uma associação entre as vias metabólicas enriquecidas e a via 

ribossomal, não identificamos nenhuma associação direta, ou ainda, entre os 

metabólitos pertencentes à tais vias e os genes que integram a via ribossomal. 

Em busca de uma melhor diferenciação entre as amostras TW e RN, os 46 

metabólitos, independente de terem sido indexados, foram usados na construção de 

um SVM. O modelo SVM previu corretamente 80% das amostras, classificando 

erroneamente apenas duas amostras de RN como amostras TW (amostras ids 1 e 19, 

Anexo 4). O desempenho do modelo apresentou área sob a curva ROC (AUROC) = 

0,926 e IC 95% = 0,779 com base no desempenho médio em todas as simulações de 

MCCV para o conjunto de treinamento (Figura 11.4). 
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Figura 11.4: Modelo de previsão de classificação das amostras de acordo com o tecido de origem com 

base no conjunto de 46 metabólitos pelas análises 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. Avaliação do metaboloma com relação à classificação 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 os metabólitos identificados pelo modo positivo, que 

demonstrou tal separação. Ambos PCA e PLS-DA confirmaram os achados iniciais. 

Para as análises considerando somente as amostras tumorais, a maioria das 

amostras de TW (17 de 20; 85%) foi separada de acordo com a classificação de risco 

dos casos, com três casos (ids 30, 40 e 45) localizados fora das respectivas elipses 

(Figura 11.5 A e B) 
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Figura 11.5: Caracterização da variação do metaboloma entre as amostras tumorais para 

avaliação da classificação de risco, considerando o modo positivo de ionização. A. PCA; B. PLS-

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

As mesmas análises foram aplicadas às amostras de RN que também 

apontaram para uma tendência de segregação entre casos de risco alto e 

intermediário (18 de 20; 90%), com dois casos (ids 9 e 22) localizados fora das 

respectivas elipses (Figura 11.6A e B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11.6: Caracterização da variação do metaboloma entre as amostras normais para 

avaliação da classificação de risco, considerando o modo positivo de ionização. A. PCA; B. PLS-

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

Considerando novamente todos os metabólitos identificados pelos PLS-DAs - 

aqueles identificados nas análises do modo positivo de ionização, tanto para as 

amostras tumorais quanto para as amostras normais - foi realizada uma curadoria 

manual para identificação nos bancos de dados. Dos 138 features estatisticamente 

selecionados, 32 receberam sugestões de identidade pelo Progensis QI. Desses, 22 

estavam indexados no banco de dados KEGG, e foram utilizados na análise de 

enriquecimento de vias. Novamente, a via do metabolismo da glutationa (FDR= 

0,0231) e de glicerofosfolipídios (FDR= 0,0312) foram enriquecidas. (Figura 11.7). 
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Figura 11.7: Gráfico representativo das vias metabólicas enriquecidas partindo dos metabólitos 

identificados pelo modo positivo de ionização, obtidos pelas análises entre TW e RN considerando os 

subgrupos formados associados à classificação de risco, através do banco de dados KEGG. 

Com base nesses 22 metabólitos identificados, foi construído um modelo SVM 

para verificar a capacidade desse perfil de metabólitos de classificar as amostras de 

acordo com a classificação de risco dos pacientes, considerando todas as amostras 

no conjunto de análise (TW e RN).  Esse modelo SVM de classificação de risco 

apresentou AUROC = 98,2% e IC 95 = 92% (p= 5,46 e-4), classificando erroneamente 

apenas dois casos (ids 19 e 40). Aplicando este modelo nas amostras de teste, foi 

possível classificar corretamente todas as amostras do conjunto de teste (10/10; 

100%) (Figura 11.8). 
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Figura 11.8: Modelo de previsão da classificação das amostras de acordo com a classificação de risco 

com base na resultante do conjunto de 22 metabólitos 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 classificação de risco, com 

exceção das amostras 30, 40 e 45. Por isso, a fim de buscar melhores classificadores 

para os subgrupos observados no PLS-DA, foi construído também um modelo SVM 

para avaliar, a partir do mesmo perfil de metabólitos (n = 22) utilizados no conjunto de 

amostras total, a capacidade desse conjunto de metabólitos de classificar as amostras 

tumorais de acordo com a classificação de risco, de forma independente. Devido à 

redução do número de amostras totais causada pela divisão 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 variáveis foram criados e gerados por MCCV. O modelo com os melhores 

parâmetros apresentou AUROC = 90,8% e IC 95 = 64,1%, que são considerados bons 

parâmetros estatísticos, errando na classificação de apenas 3 das 20 (85%) (ids 30, 

40 e 45) amostras do conjunto total (Figura 11.9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11.9: Modelo de previsão da classificação das amostras de acordo com a classificação de risco 

com base na resultante do conjunto de 22 metabólitos 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 predição de classificação de risco 

utilizando somente amostras normais, o 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 classificação de risco dos casos de forma 

indepentende.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11.10: Modelo de previsão da classificação das amostras de acordo com a classificação de 

risco com base na resultante do conjunto de 22 metabólitos 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 predição, sugerindo que, 

talvez, a classificação de risco histopatológica incorreta possa ser a causa do erro de 

classificação do modelo.   

11.4. Análises do transcriptoma  

Identificamos 2.569 GDEs entre as amostras TW e RN (FDR <0,001 e 

lfcThreshold >0,1). As análises de enriquecimento identificaram 39 vias biológicas 

enriquecidas, sendo 11 com perfil de down-regulação e 28 com up-regulação no TW 

em relação ao RN (Figura 1.6). Identificamos várias vias metabólicas gerais descritas, 

como “metabolismo do ácido araquidônico” (9 genes; FDR = 0,0378), “metabolismo 

de drogas” (13 genes; FDR = 0,0466), “vias metabólicas” (104 genes; FDR = 0,0019) 
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e “metabolismo de xenobióticos pelo citocromo P450” (10 genes; FDR = 0,0055); 

todas enriquecidas negativamente no TW em relação ao RN. Essas vias são 

compostas por genes diretamente relacionados a processos metabólicos celulares, 

como GSTA1, GSTM5, GSTM3, GPX3, PTGS2, PTGS1, GGT1, GGT5, ALOX5 e 

PLA2G4F, que participam do metabolismo da glutationa e glicerofosfolipídios, 

degradação de espécies reativas de oxigênio e processos inflamatórios. Também 

identificamos genes que participam da desaminação oxidativa de aminas biogênicas 

e xenobióticas (MAOA e MAOB) e na biotransformação e conjugação de ácidos 

graxos e carboxílicos, envolvidos no processo de metabolismo de fármacos 

(ACSM2B, ACSM2A, ACSM5, ACSL1, ACSS1), síntese de colesterol, esteróides e 

outros lipídios (CYP2C9, CYP21A2, CYP3A5, CYP4A11) e glicuronidação (UGT1A6, 

UGT2A3, UGT2B7) entre outros processos celulares energéticos. Todas essas 

informações foram obtidas do banco de dados KEGG, que descreve as vias e 

processos biológicos com os quais esses genes estão relacionados.  

11.5. Integração de dados de transcriptoma e metaboloma 

Uma análise integrada realizada através do software MetaboAnalyst, utilizando os 

2.569 GDEs e 46 metabólitos 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 não as 

considerar) (Figura 11.11). Foram identificados 4 metabólitos (glutationa, glutationa 

dissulfeto, NADPH - Fosfato de nicotinamida adenina dinucleotídeo, do inglês, 

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 e-05) (ANEXO 5) relacionados 

à via. Esses dados sugerem que esses compostos e genes podem ser relevantes para 

os processos relacionados ao desenvolvimento do TW. 
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Figura 11.11: Gráfico representativo das vias metabólicas enriquecidas partindo da integração 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 

análise isolada do transcriptoma, descrita anteriormente, como GSTA1, GSTM3, 

GSTM5 nas vias de metabolismo de drogas e de metabolismo de xenobióticos pelo 

citocromo P450; GGT1, GGT5, GPX3, ANPEP e OPLAH na via de metabolismo do 

ácido araquidônico e na via de metabolismo geral. Verificamos também que a maioria 

dos genes enriquecidos na análise integrada, participam diretamente do metabolismo 

da glutationa (GGT1, GGT5, GPX3, GPX7, GPX8, GSS, GSTA1, GSTM3, GSTM4, 

GSTM5, GSTK1) que é uma via descrita relacionada ao contexto do câncer, o que 

também pode ser relevante para o contexto do TW. NAT8, RRM1, RRM2 e ODC1 

ainda são pouco explorados de forma geral, com raros estudos no contexto do câncer 

em geral e sem estudos sobre tumores pediátricos.  
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12. DISCUSSÃO 

 

A reprogramação metabólica de tumores é uma das “novas marcas” do câncer 

e apresenta íntima relação com alterações epigenéticas e imunológicas (PAVLOVA; 

THOMPSON, 2016). Nos últimos anos, a metabolômica surgiu como alvo de estudo 

com foco principal na descoberta de novos biomarcadores, e geralmente, sendo 

associada a outras metodologias, como genômica e transcriptômica. Esses 

biomarcadores são explorados principalmente pela identificação dessas moléculas 

tanto em tecidos quanto por meio de biofluidos humanos, o que é conhecido como 

biópsia líquida, por ser um método não invasivo e de mais fácil acesso ao material 

biológico para análises moleculares (TRIVEDI; HOLLYWOOD; GOODACRE, 2017).  

Nesse sentido, realizamos um estudo abrangente, com foco em explorar o 

metaboloma do TW e as alterações entre os tecidos tumoral e normal, bem como 

explorar de forma integrada, dados de transcriptoma e metaboloma a fim de identificar 

possíveis vias, genes e metabólitos que possam estar alterados entre essas 

condições e, portanto, associados ao desenvolvimento do TW. 

 Na literatura, identificamos alguns estudos sobre alterações metabólicas 

relacionadas à tumorigênese e características clínico-patológicas do TW. O 

metabolismo energético mitocondrial de TW apresentou perfis específicos ao avaliar 

os subtipos histológicos (KOFLER, 2011). Os níveis de metabólitos urinários 

mostraram que níveis de metabólitos específicos estavam diminuídos em tumores de 

diferentes estágios e histologia em comparação com controles, sugerindo que o perfil 

metabólico identificado na urina dos pacientes pode ser útil como um marcador de 

estadiamento, histologia e recidiva (MACLELLAN et al., 2014). Um estudo recente do 

qual nosso grupo participou identificou 16 metabólitos diferencialmente produzidos 

entre TW e RN, sendo 13 com concentrações aumentadas e 3 com concentrações 

diminuídas nos TW em relação ao RN. Os níveis de aminoácidos de cadeia ramificada 

estavam diminuídos no TW, enquanto lipídios, lactato e glutamina/glutamato 

apresentaram níveis aumentados. Esses 16 metabólitos indicam alterações no 

metabolismo de glicólise, glutaminólise, no ciclo de TCA (ácido tricarboxílico) e de 

lipídios e aminoácidos em TW (TASIC et al., 2022). De uma forma geral, ainda são 

raros os estudos que exploram alterações metabólicas em TWs e, portanto, ainda há 

uma lacuna a ser preenchida sobre o impacto dessas alterações e suas interações 
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com outros mecanismos moleculares que possam estar associadas ao 

desenvolvimento do TW. 

Em nosso estudo, exploramos as alterações metabólicas por meio da técnica 

de metabolômica baseada em espectrometria de massas e, inicialmente, avaliamos a 

associação entre os metabólitos identificados à via ribossomal, explorada no capitulo 

1 desta tese. 

As alterações metabólicas associadas aos defeitos na via ribossomal também 

contribuem para o potencial oncogênico das RPs. O estresse oxidativo e outras 

alterações metabólicas exacerbam o estresse ribossomal e induzem danos ao DNA, 

promovendo mutações secundárias e instabilidade genômica (KANG et al., 2021). 

Embora essas associações sejam recentes e não tenham sido relacionadas 

diretamente a RPL5 e RPL11, um outro gene da via, RPL10, foi associado a tais 

alterações. A mutação RPL10-R98S em pacientes com LLA-T foi associada ao 

estresse oxidativo, que potencialmente aumenta a instabilidade genômica e a 

transformação oncogênica (SULIMA et al., 2019). Portanto, buscar identificar 

alterações metabólicas que possam estar associadas à via ribossomal e a RPL5 e 

RPL11 foi também um objetivo do nosso estudo. No entanto, não identificamos 

nenhuma associação inicial entre os dados do metaboloma e a via, reforçando que 

essa via provavelmente não contribui para o desenvolvimento ou progressão do TW. 

Em seguida, avaliamos o metaboloma entre os tecidos tumoral e normal por 

outra perspectiva, isolando as análises pelos modos de ionização e identificamos 

diferenças significativas entre TW e RN pelo modo negativo, por meio das quais foi 

possível observar uma clara separação entre os grupos, com alta acurácia. Através 

de uma avaliação 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 classificação das amostras 

(TW ou RN) apenas com base no perfil desses metabólitos, foi realizado um modelo 

de predição 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 

análise de enriquecimento das vias a partir dos dados do PLS-DA, o metabolismo 

lipídico seria importante para as células do TW, uma vez que essas moléculas estão 

envolvidas nas vias do metabolismo de glicerofosfolipídios e glutationa, que foram as 

vias biológicas enriquecidas a partir desses 46 metabólitos selecionados. O 

metabolismo lipídico desregulado é amplamente discutido na literatura associado a 
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mecanismos relacionados ao câncer. Essas moléculas desempenham diversos 

papéis no metabolismo celular e, devido à sua variedade e complexidade, são 

capazes de participar de diferentes vias concomitantemente, permitindo uma ampla 

gama de possibilidades de adaptação pelas células tumorais, uma vez estabelecida a 

reprogramação metabólica (BELORIBI-DJEFAFLIA; VASSEUR; GUILLAUMOND, 

2016). 

A ferroptose é uma forma de morte celular programada que se caracteriza pelo 

acúmulo de peróxidos lipídicos letais ferro-dependentes. Possivelmente as alterações 

no metabolismo lipídico durante a ferroptose podem estar associadas a alterações 

relacionadas ao câncer, como iniciação e desenvolvimento tumoral, desenvolvimento 

de metástases e resistência ao tratamento (LI; LI, 2020). Essas descobertas ainda são 

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 lipídico possa ter um papel relevante para o seu desenvolvimento.   

Ainda, nas análises entre TW e RN, no modo de ionização positiva, 

observamos a formação de subgrupos dentro de cada conjunto amostral. Buscando 

identificar alguma característica clínico-patológicas que pudesse explicar essa 

segregação, identificamos uma associação entre os subgrupos formados e a 

classificação de risco dessas amostras. Portanto, realizamos análises 

supervisionadas e não supervisionadas que mostraram uma clara segregação de 

grupos de risco intermediário e alto nas análises de PLS-DA, tanto quando avaliadas 

somente as amostras tumorais quando somente as amostras normais, sugerindo que 

o perfil metabólico analisado poderia predizer de forma independente a classificação 

de risco dos pacientes. Considerando as moléculas responsáveis por essa 

classificação, observamos que elas estão relacionadas à via do metabolismo dos 

glicerofosfolipídios, também identificada nas análises entre os tecidos tumoral e 

normal anteriormente descritas; reforçando mais uma vez, que o metabolismo lipídico 

pode ter um papel importante para o desenvolvimento do TW e pode ainda, estar 

associado à progressão tumoral. 

Como mencionado anteriormente, a metabolômica tem sido utilizada em 

associação com outras metodologias como forma de buscar uma compreensão 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 biológicos que possam estar envolvidos no desenvolvimento do TW, bem 

como explorar outros potenciais biomarcadores tanto focando em genes quanto em 

novos metabólitos a serem identificados. Nesse sentido, através da integração de 

dados, identificamos a via do metabolismo da glutationa como enriquecida, com 17 

genes e 4 metabólitos que integram a via, o que nos leva a acreditar que esses genes 

e metabólitos podem ter um papel relevante no desenvolvimento tumoral e devem ser 

mais explorados. Embora esta via seja conhecida por seus efeitos antioxidantes 

(MATÉS et al., 2020) e como eles podem ser um mecanismo protetor contra a 

peroxidação lipídica, estresse oxidativo, proteção contra xenobióticos e vários outros 

processos fisiológicos (CORSO; ACCO, 2018) (KENNEDY et al., 2020), sua 

desregulação pode levar à diminuição da sensibilidade à quimioterapia e radioterapia, 

levando à resistência ao tratamento (BANSAL; SIMON, 2018)(DESIDERI; 

CICCARONE; CIRIOLO, 2019). Os quatro metabólitos identificados: glutationa, 

glutationa dissulfeto, NADPH e cisteinilglicina, participam do metabolismo de lipídeos, 

mas também desempenham outros papéis que podem ser associados ao câncer.  

Foi descrito um possível papel da glutationa como modificador pós-traducional 

de histonas, alterando a estrutura do nucleossomo. Evidências indicam a hipótese de 

que existe uma ligação entre o metabolismo de glutationa e o controle de mecanismos 

epigenéticos em diferentes níveis (como a metilação de DNA, mudanças na expressão 

de miRNAs e alterações de histonas) (GARCÍA-GIMÉNEZ et al., 2017). NADPH 

participa também de processos de regulação do estresse oxidativo celular. Durante a 

progressão, as células tumorais se adaptam ao estresse oxidativo aumentando os 

níveis de NADPH de várias maneiras, incluindo a ativação de AMPK (Proteína 

Quinase Ativada por Monofosfato de Adenosina, do inglês AMP-activated protein 

kinase), pentoses fostato e do metabolismo redutor de glutamina e folato (HAYES; 

DINKOVA-KOSTOVA; TEW, 2020). Além disso, em tumores com mutação em IDH1/2, 

o NADPH serve como cofator para gerar hidroxiglutarato D-2, um oncometabólito. A 

necessidade das células tumorais de níveis elevados de NADPH oferece uma 

oportunidade para direcionar sua síntese para o tratamento do câncer (JU et al., 

2020)(RATHER et al., 2021). Já a cisteinilglicina ainda é pouco explorada de forma 

isolada no contexto do câncer, sendo apresentada, geralmente, em estudos 

associados à glutationa. No entanto, um estudo recente identificou que este metabólito 

tem sítios de ligação importantes ao gene GGT1 ligado à glutationa; sendo que este 

gene é associado a uma série de doenças, dentre as quais o câncer (TERZYAN et al., 
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2021), e foi um dos genes identificados nas nossas análises de integração. Os genes 

da família da gama-glutamiltransferases (GGTs) são descritos associados a diversos 

tipos de câncer como adenocarcinoma de pulmão (WEI; DONG; LI, 2020), ovário 

(GRIMM et al., 2013) e endométrio (SEEBACHER et al., 2012). GGT5 foi associado 

ao aumento de risco de desenvolver determinados tipos de câncer como os 

gastrointestinais (esôfago, 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 peptídeo 

amplamente explorada no contexto do câncer, relacionada ao potencial proliferativo, 

angiogênico, apoptótico e metastático tumoral (MINA-OSORIO, 2008), já explorado 

em diferentes tipos de tumores como no câncer gástrico, pancreático e de vesícula 

biliar (HASHIDA et al., 2002)(IKEDA et al., 2003)(LIU, ZIRU et al., 2020); além de ter 

sido descrito relacionado ao desenvolvimento de resistência ao tratamento (GUO et 

al., 2020). Os genes da família GPX (glutationa peroxidase) identificados pela 

integração dos dados incluem GPX3, GPX7 e GPX8, e atuam também no processo 

de ferroptose e peroxidação lipídica, associados a processos inflamatórios 

relacionados à carcinogênese (CAO; DIXON, 2016)(BRIGELIUS-FLOHÉ; FLOHÉ, 

2020). Genes da superfamília da glutationa-S-transferase (GST) incluem os genes das 

sub-famílias GSTM, GSTA e GSTK, às quais pertencem os genes GSTM3, GSTM4 e 

GSTM5; GSTA1 e GSTK1 respectivamente; que foram identificados nas nossas 

análises. Esses genes, de forma geral, participam de certos processos celulares vitais, 

bem como atuam em mecanismos de detoxificação, por meio da conjugação da 

glutationa reduzida com diversos substratos, como fármacos e poluentes ambientais. 

Esses são regulados positivamente em resposta ao estresse oxidativo e apresentam-

se super-expressos em muitos tumores, estando associados à resistência ao 

tratamento (NEBERT; VASILIOU, 2004). Polimorfismos em genes dessa superfamília 

também são descritos, inclusive em tumores pediátricos, porém as associações de 

risco foram realizadas em populações muito específicas, e necessitam ser mais 

exploradas, assim como as possíveis abordagens terapêuticas que exploram tais 

genes (LUO et al., 2011). NAT8 é expresso especificamente no rim e no fígado e pode 

ter um papel importante a ser explorado (The Human Protein Atlas) uma vez que não 

foram identificados estudos que explorem esse gene de forma específica em câncer. 

RRM1 e RRM2 (genes da família ribonucleotídeo redutase) atuam na replicação do 
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DNA durante a fase S do ciclo celular, bem como em múltiplos processos de reparo 

do DNA (JOHANSSON, RENZO et al., 2016). RRM1 foi descrito relacionado à 

resistência ao tratamento com gemcitabina em tumores pancreáticos (KATO et al., 

2021), e sua baixa expressão foi associada a uma melhor sobrevida livre de 

progressão em pacientes tratados também com gemcitabina, porém com câncer de 

bexiga (YANG et al., 2019). Alta expressão de RRM2 foi associada ao maior potencial 

metastático de células de câncer de mama através da via de sinalização PI3K/AKT, 

porém são dados de estudos in vitro (ZHUANG et al., 2020). O knockdown de RRM2 

inibiu sua função oncogênica em células de câncer de próstata, enquanto sua super-

expressão promoveu a transição mesênquima-epitélio, também in vitro (MAZZU et al., 

2019). ODC1 ainda é um gene pouco explorado no contexto do câncer, embora tenha 

sido descrito um possível papel no desenvolvimento de resistência a drogas (ZHU et 

al., 2022). 

Apesar da alta precisão e dos bons índices de predição, algumas amostras não 

foram classificadas corretamente em nosso modelo. Podemos supor que a atual 

classificação patológica pode ser um fator importante a ser considerado para essa 

classificação errônea, pois a estratificação de risco é baseada em um percentual de 

células calculado pelo patologista ao observar um número limitado de lâminas 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 intermediário, 

com base apenas em uma porcentagem estimada do subtipo histológico (DOME et 

al., 2014). O treinamento e experiência do patologista é de extrema importância para 

a confiabilidade dessa classificação, o que, ainda assim, não garante que não ocorram 

erros.  Essa subjetividade é amplamente discutida entre grupos internacionais e, de 

fato, é um fator que pode levar à classificação errônea de alguns tumores. Essa 

classificação vem sendo revista em um estudo clínico internacional denominado 

UMBRELLA, que propõe uma revisão patológica central dos casos, associada a 

exames de imagem para melhorar a classificação de risco dos pacientes (VUJANIĆ 

et al., 2018). Ainda assim, biomarcadores que auxiliem nessa estratificação seriam 

extremamente úteis para aumentar a acurácia dessa classificação e, 

consequentemente, impactar diretamente no tratamento desses pacientes, evitando o 

super tratamento em casos de risco baixo e intermediário, 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 

metabólitos selecionados (n = 22) seria capaz de predizer a classificação de risco de 

forma independente, com acurácia de 75,4%, classificando erroneamente somente 3 

das 20 (85%) amostras avaliadas.  No entanto, partindo-se também somente do tecido 

tumoral, essa capacidade de predição se repete, com 80% de acurácia na predição, 

errando na classificação de apenas 3 das 20 (85%) amostras avaliadas, o que é um 

outro ponto positivo e relevante do nosso estudo. Um maior número de casos deve 

ser analisado relativo à metabolômica juntamente com revisão patológica para melhor 

avaliar amostras que são erroneamente classificadas. 

Apesar desses dados interessantes, ainda seria necessário expandir o conjunto 

amostral para validar nossos achados e, assim, explorar sua possível utilidade no 

futuro. Porém, nossos resultados se tornam promissores a uma futura e mais 

aprofundada investigação. 

Os resultados das análises apresentadas neste capítulo 2 estão em fase de 

finalização de escrita de um artigo, que será submetido para publicação em breve.   
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13. CONCLUSÕES 

 Identificamos diferenças significativas nos níveis de metabólitos entre TW e 

RN, a partir das quais foi possível identificar um conjunto de metabólitos 

capazes de classificar as amostras de acordo com o tecido de origem;  

 Observamos que a formação de subgrupos dentro de cada conjunto de 

amostras foi associada à classificação de risco dos casos avaliados, abrindo a 

possibilidade de explorarmos o perfil de metabólitos como biomarcador, 

associado à avaliação patológica, com o objetivo de melhorar a classificação 

dos pacientes em grupos de risco e assim, direcionar melhor o tratamento; 

 Todos os modelos de predição apresentaram bons parâmetros estatísticos, 

conferindo uma alta confiabilidade em uma possível utilização futura dessas 

moléculas como biomarcadores para auxiliar na classificação 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 são necessárias abordagens em 

um conjunto maior de amostras de forma a corroborar nossos achados e tornar 

o método mais robusto;  

 Apesar de não identificarmos associação direta entre as vias metabólicas 

enriquecidas e os metabólitos a elas associadas e a via ribossomal, isso não 

significa que não hajam outros metabólitos e vias metabólicas que possam ter 

relação com essa via, em relação ao TW.  
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ANEXO 1: PARECER CEP
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 ID  Idade  

ao 

diagnóstico 

 (anos) 

Sexo Metástase  

ao 

diagnóstico 

Local da 

metásta

se ao 

diagnóst

ico 

Recaída Local da 

recidiva 

Histolo

gia do 

tumor  

Anapla

sia 

difusa 

Estadia

mento 

Patológi

co 

Classificação 

de risco 

WB Expressão 

gênica  

RT-PCRq 

(validação) 

Expressão 

de miRNAs 

(validação) 

RNA-

Seq 

Microar

ranjo 

metilaç

ão 

Microar

ranjo 

miRNA 

DCM 6 M Não - Sim Pulmão Misto Não I Intermediário SIM  SIM SIM SIM SIM 
 

MAM

BB 

3 M Não - Sim Pulmão Misto Não I Intermediário SIM  SIM SIM SIM SIM 
 

MCX 2 M Sim Linfonod

o 

Sim Pulmão Misto Não III Intermediário SIM  SIM SIM 
   

LSB 3 F Não - Sim Pulmão Misto Não II Intermediário SIM  SIM SIM SIM 
  

TBS 5 M Não - Sim Pulmão Misto Não I Intermediário SIM  SIM SIM SIM SIM 
 

ACS

L 

2 F Sim Linfonod

o 

Sim Pulmão Misto Não III Intermediário 
 

SIM SIM 
   

DSG 1 F Sim Linfonod

o/pulmã

o 

Sim Pulmão epitelia

l 

Não III Intermediário 
 

SIM SIM 
   

PHG

B 

9 M Não - Sim Pulmão regres

sivo 

(viável: 

misto) 

Não I Intermediário 
 

SIM SIM 
 

SIM 
 

POE 4 M Sim Linfonod

o 

Sim Pulmão 

e SNC 

Misto 

(blaste

ma/epi

télio) 

Não III Intermediário 
 

SIM SIM 
   

ANEXO 2: DADOS CLÍNICO-PATOLÓGICOS DOS CASOS UTILIZADOS NAS METODOLOGIAS DESCRITAS NO CAPÍTULO 1. 
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SJV

R 

4 M Não - Sim Pulmão Misto Não II Intermediário 
 

SIM SIM 
   

CSS 7 F Não - Não - Misto Não I Intermediário SIM  SIM SIM 
   

EOA 4 F Não - Não - Misto 

(blaste

ma/epi

télio) 

Não I Intermediário SIM  SIM SIM 
   

FOS

P 

4 M Não - Não - Misto Não II Intermediário SIM  SIM SIM 
  

SIM 

JGA

SJ 

3 M Não - Não - Misto Não II Intermediário SIM  SIM SIM 
  

SIM 

JAR

NN 

4 M Não - Não - Misto Não II Intermediário SIM  SIM SIM 
   

ASC 9 F Não - Não - Blaste

ma 

Não III Alto risco 
 

SIM SIM 
   

IAS 4 F Sim Linfonod

o/pulmã

o 

Não - Misto Sim III Alto risco 
 

SIM SIM 
   

LSA 2 F Não - Não - Misto Sim II Alto risco 
 

SIM SIM 
   

LCG

M 

2 M Não - Não - Misto Sim I Alto risco 
 

SIM SIM 
   

MVN

A 

6 M Não - Não - Misto Sim II Alto risco 
 

SIM SIM 
   

MES

S 

7 F Não - Não - Misto Sim II Alto risco 
 

SIM SIM 
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PDF

PM 

13 M Sim Retrope

ritônio 

Não - Blaste

ma 

Não II Alto risco 
 

SIM SIM 
   

YSF 3 M Não - Não - Blaste

ma 

Não II Alto risco 
 

SIM SIM 
   

BAB 3 M Sim Retrope

ritônio 

Não - Anapla

sia 

difusa 

Sim II Alto risco 
 

SIM SIM 
   

TPN 4 F Sim Omento/

linfonod

o 

Não - Blaste

ma 

Sim III Alto risco 
 

SIM SIM 
  

SIM 

ACD

M 

1 F Não - Não - Misto Não II Intermediário 
 

SIM SIM 
   

ABR

S 

8 meses F Não - Não - Epiteli

al 

Não II Intermediário 
 

SIM SIM 
   

AFF

A 

1 M Sim Linfonod

o 

Não - Misto Não III Intermediário 
 

SIM SIM 
   

BRM 3 M Não - Não - Blaste

ma 

Não II Alto risco 
 

SIM SIM 
   

DBP 3 M Sim Pulmão Não - Misto Não IV Intermediário 
 

SIM SIM 
   

EMR

N 

1 F Não - Não - regres

sivo 

(viável: 

misto) 

Não II Intermediário 
 

SIM SIM 
  

SIM 

HOS 2 M Não - Sim Fígado Estrom

al 

Não I Intermediário 
 

SIM SIM 
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JRL

E 

4 M Não - Não - Estrom

al 

Não II Intermediário 
 

SIM SIM 
   

JCS

C 

4 F Não - Não - Misto Não II Intermediário 
 

SIM SIM 
  

SIM 

KSR 3 M Não - Não - Misto Não II Intermediário 
 

SIM SIM 
   

EMO 1 F Não - Não - Regre

ssivo 

(viável: 

blaste

ma/epi

télio) 

Não III Intermediário 
 

SIM 
   

SIM 

JPJ 3 F Não - Não - Regre

ssivo 

(viável: 

blaste

ma) 

Não I Intermediário 
 

SIM 
    

LVP 5 F Não - Não - Misto Não I Intermediário 
 

SIM 
    

LSM

S 

4 F Não - Não - Blaste

ma 

Não II Alto risco 
 

SIM 
    

MFM 1 F Não - Não - Regre

ssivo 

(viável: 

misto) 

Não I Intermediário 
 

SIM 
    

MSS 3 M Não - Não - Misto Não II Intermediário 
 

SIM 
    

TCM 12 M Não - Não - Misto Não III Intermediário 
 

SIM 
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Legenda: M = masculino, F = feminino 

  

TDS 8 meses F Não - Não - Regre

ssivo 

Não I Intermediário 
 

SIM 
    

THL

SP 

4 M Não - Não - Misto Não I Intermediário 
 

SIM 
    

VCB 2 M Sim Linfonod

o/pulmã

o 

Não - Misto  Não III Intermediário 
 

SIM 
    

WBP

S 

4 M Sim Fígado Não - Regre

ssivo 

(viável: 

epitélio

/blaste

ma) 

Não III Intermediário 
 

SIM 
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ANEXO 3: FLUXO DE SELEÇÃO DAS AMOSTRAS UTILIZADAS NAS ANÁLISES DO METABOLOMA E CORRESPONDÊNCIA 

ENTRE OS PARES DE AMOSTRAS RN E TW 

  
RN TW 

1 24 

2 25 

3 26 

4 27 

5 28 

6 29 

7 30 

8 31 

9 32 

10 33 

11 34 

12 35 

13 36 

14 37 

15 38 

16 39 

17 40 

18 41 

19 42 

20 43 

21 44 

22 45 

23 46 
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ID 

Amostra 

 

 

 

 

 

 

Classificação 

do tecido 

 

 

 

 

 

Idade ao 

Diagnóstico 

(anos) 

 

 

 

 

 

 

Sexo 

 

 

 

 

 

 

Metástase ao 

Diagnóstico 

 

 

 

 

 

Local de 

metástase ao 

diagnóstico 

 

 

 

 

 

 

Recaída 

 

 

 

 

 

Local da 

metástase 

(recaída) 

 

 

 

 

 

 

Revisão 

patológica 

 

 

 

 

 

 

Estadiamento 

Patológico 

 

 

 

 

 

 

Classificação de 

risco 

1 RN 9 F Não - Não - Córtex III Alto 

2 RN 3 M Não - Não - Córtex II Alto 

3 RN 7 F Não - Não - Córtex I Intermediário 

4 RN 3 M Não - Não - Córtex II Intermediário 

5 RN 4 M Não - Não - Córtex II Intermediário 

6 RN 4 F Não - Não - Córtex II Intermediário 

7 RN 3 M Não - Não - Córtex II Intermediário 

8 RN 5 F Não - Não - Córtex I Intermediário 

9 RN 4 F Não - Não - Córtex II Alto 

10 RN 2 F Não - Não - Córtex II Alto 

11 RN 2 M Não - Não - Córtex I Alto 

12 RN 6 M Não - Não - Córtex II Alto 

13 RN 4 F Sim Omento; 

linfoNãodo 

Não - Córtex III Alto 

14 RN 4 M Não - Não - Córtex I Intermediário 

15 RN 2 M Sim LinfoNãodo; 

pulmão 

Não - Córtex III Intermediário 

16 RN 2 F Sim LinfoNãodo Sim Pulmão Córtex III Alto 

ANEXO 4: DADOS CLÍNICO-PATOLÓGICOS DOS CASOS UTILIZADOS NAS ANÁLISES DO METABOLOMA DESCRITAS NO CAPÍTULO 2. 
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17 RN 6 M Não - Sim Lobo 

superior do 

pulmão 

Córtex I Intermediário 

18 RN 3 F Não - Sim Pulmão Córtex II Intermediário 

19 RN 2 M Sim LinfoNãodo Sim Pulmão Córtex III Intermediário 

20 RN 3 M Não - Sim Pulmão Córtex I Intermediário 

21 RN 9 M Não - Sim Lobo 

inferior do 

pulmão 

Córtex I Intermediário 

22 RN 4 M Sim LinfoNãodo Sim Pulmão, 

SNC 

Córtex III Alto 

23 RN 4 M Não - Sim Pulmão Córtex II Intermediário 

24 TW 9 F Não - Não - Blastema 100% III Alto 

25 TW 3 M Não - Não - Blastema 70%, 

estroma 20%, 

epitélio 10% 

II Alto 

26 TW 7 F Não - Não - Blastema 1%, 

estroma 19%, 

epitélio 80% 

I Intermediário 

27 TW 3 M Não - Não - Blastema 45%, 

estroma 10%, 

epitélio 45% 

II Intermediário 

28 TW 4 M Não - Não - Blastema 35%, 

estroma 10%, 

epitélio 55% 

II Intermediário 



162 
 

29 TW 4 F Não - Não - Blastema 40%, 

estroma 40%, 

epitélio 20% 

II Intermediário 

30 TW 3 M Não - Não - Blastema 30%, 

estroma 40%, 

epitélio 30% 

II Intermediário 

31 TW 5 F Não - Não - Blastema 10%, 

estroma 20%, 

epitélio 70% 

I Intermediário 

32 TW 4 F Não - Não - Blastema 90%, 

epitélio 10% 

II Alto 

33 TW 2 F Não - Não - Blastema 50%, 

estroma 40%, 

epitélio 10% 

II Alto 

34 TW 2 M Não - Não - Blastema 80%, 

estroma 10%, 

epitélio 10% 

I Alto 

35 TW 6 M Não - Não - Blastema 30%, 

estroma 30%, 

epitélio 40% 

II Alto 

36 TW 4 F Sim Omento; 

linfoNãodo 

Não - Blastema 100% III Alto 

37 TW 4 M Não - Não - Sem lâminas 

disponíveis 

I Intermediário 
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38 TW 2 M Sim LinfoNãodo; 

pulmão 

Não - Blastema 40%, 

estroma 20%, 

epitélio 40% 

III Intermediário 

39 TW 2 F Sim LinfoNãodo Sim Pulmão Blastema 80%, 

estroma 5%, 

epitélio 15% 

III Alto 

40 TW 6 M Não - Sim Lobo 

superior do 

pulmão 

Blastema 5%, 

estroma 50%, 

epitélio 45% 

I Intermediário 

41 TW 3 F Não - Sim Pulmão Blastema 40%, 

estroma 30%, 

epitélio 30% 

II Intermediário 

42 TW 2 M Sim LinfoNãodo Sim Pulmão Blastema 40%, 

estroma 30%, 

epitélio 30% 

III Intermediário 

43 TW 3 M Não - Sim Pulmão Blastema 25%, 

estroma 35%, 

epitélio 40% 

I Intermediário 

44 TW 9 M Não - Sim Lobo 

inferior do 

pulmão 

Blastema 0%, 

estroma 60%, 

epitélio 40% 

I Intermediário 

45 TW 4 M Sim LinfoNãodo Sim Pulmão, 

SNC 

Blastema 80%, 

epitélio 20% 

III Alto 

46 TW 4 M Não - Sim Pulmão Blastema 40%, 

estroma 30%, 

epitélio 30% 

II Intermediário 
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ANEXO 5: DADOS DE EXPRESSÃO DOS GENES E METABÓLITOS 

IDENTIFICADOS PELAS ANÁLISES DE INTEGRAÇÃO DO METABOLOMA E 

TRANSCRIPTOMA ENTRE TW E RN. 
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ANEXO 6: ARTIGO PUBLICADO
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ANEXO 7: ARTIGO PUBLICADO
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ANEXO 8: ARTIGO PUBLICADO
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ANEXO 9: ARTIGO PUBLICADO
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ANEXO 10: ARTIGO PUBLICADO 
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