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RESUMO 

 

Vassalakis JA. Análise do perfil de mRNAs diferencialmente traduzidos no carcinoma renal 

de células claras. [Tese] São Paulo; Fundação Antonio Prudente; 2022. 

 

O carcinoma renal de células claras (CRCC) é o tipo de neoplasia renal com maior incidência, 

cerca de 80%. A maioria dos casos são curados após cirurgia, porém, cerca de um terço dos 

pacientes apresentam recidiva da doença com metástase à distância. O tratamento para este 

tumor evoluiu muito nas últimas duas décadas, entretanto, pacientes metastáticos ainda 

apresentam baixas taxas de resposta aos tratamentos devido a resistência adquirida pelo 

tumor para escapar da terapia alvo. Identificar os mecanismos moleculares associados à 

carcinogênese do CRCC é essencial para entender as características tumorais que estão 

associadas a progressão da doença e resistência aos tratamentos. Entre as alterações mais 

frequentes no CRCC está a perda do gene VHL, um supressor tumoral e principal regulador da 

resposta à hipóxia. VHL tem dois principais alvos, o fator induzido por hipóxia 1α (HIF-1α) e o 

fator induzido por hipóxia α (HIF-2α). Em normóxia, VHL é responsável pela degradação das 

subunidades de HIF. Em hipóxia, VHL deixa de reconhecer e marcar HIF-1α e HIF-2α para 

degradação e, uma vez estabilizadas, ativam vias de sinalização associadas a sobrevivência 

celular. As informações sobre alterações encontradas em tumores normalmente são 

estudadas a partir do sequenciamento da população total de mRNAs, oferecendo uma visão 

do transcriptoma. Nossa abordagem metodológica coleta e analisa apenas a população de 

mRNAs ativamente traduzidos, oferecendo uma visão mais próxima da expressão proteica 

final. A via de mTOR regula o início da tradução de mRNAs e está frequentemente mutada em 

CRCC. A hipóxia afeta a expressão de genes tanto via transcrição quanto via tradução. 

Alterações no controle traducional em CRCC afetam a expressão gênica contribuindo para a 

formação do tumor e progressão da doença. Assim, nosso objetivo principal foi identificar o 

perfil de genes diferencialmente traduzidos dependendo do status de VHL e da via de mTOR. 

Para isso utilizamos um modelo celular de CRCC deficiente em VHL e sua contraparte onde 

VHL foi restituído. Realizamos o perfil polissomal em modelos celulares de CRCC para separar 

e coletar a população de mRNAs ativamente traduzidos que foram posteriormente 

sequenciados. Nossos dados mostraram perfis distintos de tradução entre as células VHL-



deficientes e VHL-proficientes. Além disso, após a inibição de mTOR, ambas as células também 

apresentaram respostas diferentes ao tratamento. Além disso, observamos alterações na 

resposta imune e aumento do ciclo celular na ausência de VHL, que podem contribuir para a 

progressão tumoral. Em modelo com tecido tumoral congelado, nossos resultados parciais 

indicam que alterações na tradução global podem interferir principalmente no estadiamento 

clínico de pacientes com CRCC. Por fim, também analisamos a expressão de HIF-2α, um dos 

alvos de VHL, em tecidos de pacientes com CRCC. Nossos resultados mostram que HIF-2α pode 

ser utilizado na estratificação de pacientes com maior risco de recidiva, dependendo do 

estadiamento clínico.  

 

  

 

 

  



ABSTRACT 

 

Vassalakis JA. Analysis of differentially translated mRNA profile in clear cell renal cell 

carcinoma. [Thesis] São Paulo; Fundação Antonio Prudente; 2022. 

 

Clear cell renal cell carcinoma (ccRCC) is the most common type of renal neoplasia with 80% 

of incidence. Most cases are cured after surgery, however, one third of all patients will have 

disease recurrence with distant metastasis. ccRCC treatment had evolved in the past two 

decades, however, metastatic patients still have low response rates due to tumor resistance. 

The identification of molecular mechanisms associated with ccRCC carcinogenesis is essential 

to understand the characteristics associated with disease progression and treatment 

resistance. The most frequent alteration in ccRCC is the loss of VHL gene, a tumor suppressor 

and the main regulator in response to hypoxia. VHL has two main target, hypoxia-induced 

factor 1 α (HIF-1 α) and hypoxia-induced factor α (HIF-2 α). In normoxic conditions, VHL can 

lead HIF subunits to degradation. In hypoxia, HIF-1α and HIF-2α stabilize and activate cell 

survival associated signaling pathways. Studies about tumor alterations usually provides a 

view of the transcriptome. Our approach is based on the actively translated mRNAs collection 

and analysis, which provides a closer view from protein expression. mTOR pathway regulates 

translation initiation and is frequently mutated in ccRCC. Hypoxia affects gene expression in 

both transcriptional and translational regulation. Alteration in translational control in ccRCC 

affect gene expression which contributes to tumor progression. Our main objective was to 

identify the differentially translated gene profile depending on VHL status and mTOR pathway 

activation. To assess this, we used a VHL-deficient and a VHL-proficient ccRCC cell line. We 

used the polysome profiling technique to separate and collect the population of mRNAs 

actively translated that were subsequently sequenced. Our data showed distinct translation 

profiles between VHL-deficient and VHL-proficient cells. In addition, after mTOR inhibition, 

both cells showed different responses to treatment. We observed changes in immune 

response and increased cell cycle pathways in VHL deficient cells, which may contribute to 

tumor progression. In tumor tissue, our polysome profiling analysis indicate that changes in 

global translation may interfere in clinical staging of ccRCC patients. Finally, we analyzed the 



expression of HIF-2α, a VHL target, in ccRCC patient’s tissues. Our results showed that HIF-2α 

can distinct patients at higher recurrence risk depending on clinical staging.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

 Neste trabalho foram abordados diferentes e complexos aspectos moleculares do 

câncer renal do tipo células claras a partir de resultados gerados em modelos celulares e 

tecidos tumorais, tendo como principal foco a tradução de RNAs mensageiros e seu papel no 

desenvolvimento tumoral. Ao longo do tempo houveram diversas colaborações que 

contribuíram para o resultado final desta tese que também estão mencionadas ao longo dos 

tópicos. A parte inicial dos resultados com modelos celulares foi realizado durante período 

sanduíche na Universidade McGill sob supervisão do Dr. Ivan Topisirovic. Os resultados 

gerados pelo sequenciamento dos modelos celulares foram realizados no laboratório do Dr. 

Ola Larsson no Instituto Karolinska por seus alunos de pós-graduação. O restante dos 

resultados obtidos foi realizado no Centro Internacional de Pesquisa do AC Camargo Cancer 

Center e contou com a participação de diversos pesquisadores, médicos e alunos do programa 

de Pós-graduação em Oncologia. A revisão dos casos de carcinoma renal incluídos nas 

casuísticas deste trabalho foi realizada pela patologista Dra. Stephania Martins Bezerra. Todos 

os casos nos quais foram utilizados tecidos tumorais congelados foram retirados do Biobanco 

de tecidos tumorais do AC Camargo Cancer Center. Grande parte dos dados obtidos dos 

prontuários eletrônicos dos pacientes foram fornecidos já em tabela pelo chefe da Urologia 

Dr. Stenio de Cassio Zequi. A revisão e inserção dos dados no sistema eletrônico de captura 

de dados foi realizada em conjunto com a aluna de doutorado Fernanda Ferreira da Silva e 

outros alunos de iniciação científica. Os tumores provindos de camundongos foram fornecidos 

pelo Dr. Tiago Góss e seu aluno de doutorado Adriano Oliveira. Uma parte das análises 

estatísticas foram feitas pela Janaína Germano do serviço de consultoria estatística e pelo 

Alexandre Defelicibus da core facility de Bioinformática. Ao final das referências bibliográficas 

estão os anexos e apêndices referentes a aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa, tabelas 

não incluídas na seção de resultados e outras informações relevantes para o desenvolvimento 

do projeto e análise dos dados obtidos. Para iniciar a contextualização deste trabalho, alguns 

conceitos e definições conhecidos na literatura foram abordados sobre biologia molecular e 

câncer renal. 
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1.1 Carcinoma Renal  

 

Mundialmente, o carcinoma renal é a neoplasia urológica mais comum – cerca de 90% 

dos casos – e com maior letalidade. Representa 2% de ocorrência entre todas as neoplasias, 

sendo o sétimo tipo tumoral mais diagnosticado (1–3). A incidência do carcinoma renal é mais 

elevada em países desenvolvidos do que nos países menos desenvolvidos. Dados da 

Organização Mundial de Saúde (OMS) mostram que a incidência de casos de câncer renal em 

2020 na América do Sul foi de 27 mil casos com mais de 11 mil mortes, e 12 mil casos no Brasil 

com uma taxa de mortalidade de quase 50%. Já os Estados Unidos, 70 mil casos e 15 mil 

mortes foram estimados no ano de 2020, e no continente europeu foram estimados mais de 

130 mil novos casos com 54 mil mortes. A sobrevida dos pacientes em 5 anos é entre 65-75% 

e esse número cai para 10% em pacientes com doença metastática (2,4). Em comparação com 

outros tumores urológicos, a sobrevida em cinco anos para tumores de próstata e bexiga são 

95% e 73%, respectivamente (5). 

Os fatores de risco mais conhecidos associados ao carcinoma renal são o consumo de 

tabaco (6,7), hipertensão arterial (6) e obesidade (8), além de outros fatores como: gênero, 

sendo mais frequente em homens do que em mulheres; idade, onde 90% dos casos 

registrados são em adultos com mais de 45 anos; exposição à cádmio, benzeno, tricloroetileno 

e amianto; doença renal cística adquirida, doença renal em estágio final, pacientes 

transplantados e pacientes submetidos a diálises recorrentes (1–3). Algumas alterações 

genéticas aumentam o risco de desenvolver carcinoma renal, como a mutação germinativa no 

gene VHL e alterações no cromossomo que contém o gene EPAS1 (9,10), ambas importantes 

para o desenvolvimento e sobrevivência tumoral e serão discutidas mais à frente. 

A maioria dos pacientes com carcinoma renal são assintomáticos e metade dos casos 

são diagnosticados acidentalmente por meio de exames de imagem abdominais realizados 

por outros motivos. Os principais sintomas associados ao carcinoma renal são hematúria, dor 

abdominal e massa palpável no flanco. Pacientes com essa tríade clássica de sintomas 

apresentam um pior prognóstico, porém apenas 10% dos casos relatam estes sintomas. Os 

pacientes também podem apresentar sintomas sistêmicos como hipercalcemia e hipertensão, 

e sintomas inespecíficos como febre, fadiga e perda de peso (3,11). Após a suspeita de 

carcinoma renal, é importante determinar o subtipo de tumor presente, para avaliar a melhor 

abordagem terapêutica, e estabelecer o diagnóstico da doença nos estágios mais precoces, o 
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que aumenta a sobrevida do paciente (12). Por ser um tumor assintomático e detectado 

muitas vezes por acidente, muitos pacientes descobrem a doença em estágios mais 

avançados. Exames mais complexos como a tomografia computadorizada e ressonância 

magnética permitem determinar o tamanho do tumor, o comprometimento de linfonodos, 

detectar metástases e diferenciar alguns subtipos tumorais. A biópsia renal guiada é um 

procedimento pouco invasivo e com alta eficácia no diagnóstico e identificação de diferentes 

subtipos após coloração da lâmina com o tecido por hematoxilina-eosna (13,14). Pelo 

aumento do uso desses exames de imagem na medicina, houve um aumento no número de 

diagnósticos, porém a mortalidade no Brasil não diminuiu. A alta heterogeneidade do 

carcinoma renal e as dificuldades em diferenciar alguns de seus subtipos exigem métodos 

diagnósticos e terapias ainda mais sensíveis e eficazes do que existe atualmente (3,15,16). 

O tratamento depende do estágio do tumor, mas normalmente é feita a remoção 

parcial ou total do rim por cirurgia aberta ou laparoscopia. A nefrectomia parcial (onde se 

mantém parte do tecido normal) é indicada para tumores confinados ao rim, pacientes com 

apenas um rim, tumores bilaterais e pacientes com a doença de VHL. Já a nefrectomia total 

apresenta cura em metade dos casos e é indicada para pacientes com vários tumores no rim 

ou com tumores maiores que 7 cm. Ambas abordagens apresentam eficácias similares, porém 

a maior desvantagem da nefrectomia total é o aumento do risco de outras doenças crônicas 

(17–20). Para pacientes impossibilitados de realizar a cirurgia, a ablação térmica por 

crioterapia ou radiofrequência é um método pouco invasivo e bastante eficaz na destruição 

tecidual do tumor, porém apresenta complicações em cerca de 20% dos casos (21–24). Apesar 

da falta de uma abordagem definida, a vigilância apresenta as mesmas taxas de sobrevida 

quando comparada com uma cirurgia e a principal vantagem é evitar que pacientes passem 

por procedimentos desnecessários. Outra abordagem é escolhida caso o tumor cresça mais 

de 3 cm no total ou mais de 0,5 cm por ano (25,26). 

No caso de doença metastática é necessário incluir terapias sistêmicas. Pacientes 

submetidos a quimioterapia e radioterapia apresentam taxas muito baixas de resposta a esses 

tratamentos – cerca de 5% - por isso houve a necessidade de desenvolver e testar terapias 

alvo específicas para o carcinoma renal (27,28) como os inibidores de angiogênese, devido à 

alta vascularização do tumor; inibidores de tirosina-quinase, usados como primeira linha de 

tratamento sendo o sunitinibe a droga mais utilizada; e inibidores da síntese proteica, como 

everolimus e temsirolimus, usados como segunda linha de tratamento ou primeira linha em 
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pacientes com tumores de alto risco (29–33). As imunoterapias com interferon alfa e IL-2 em 

altas doses foram utilizadas como tratamento padrão até o uso do sunitinibe (29,30,34) porém 

nos últimos anos vem crescendo o uso de imunoterapias com inibidores de checkpoints 

imunes, como o nivolumabe (bloqueador de PD1), avelumabe (bloqueador de PD-L1) e 

ipilimumabe (inibidor de CTLA4) (35–38). 

O carcinoma renal abrange tumores heterogêneos com diversas características 

morfológicas e genéticas, os quais necessitam de terapias específicas por apresentarem 

diferentes evoluções e respostas aos tratamentos. O carcinoma renal de células claras (CRCC) 

é o subtipo com maior incidência – entre 80 a 90% de todos os casos e nosso foco neste 

trabalho – seguido pelos subtipos papilífero e cromófobo, que compreendem cerca de 80% 

de todos os carcinomas renais não-células claras (39). 

 

1.2 Carcinoma Renal de Células Claras 

 

O Carcinoma Renal de Células Claras (CRCC) é uma neoplasia maligna originada nos 

túbulos renais proximais e recebe esse nome devido à coloração amarelada causada pela 

presença de lipídios no citoplasma de suas células. Macroscopicamente o CRCC pode 

apresentar formas variadas, mas, em sua maioria, é possível observar uma massa lobulada 

distorcendo a aparência normal do rim (Figura 1A). Histologicamente, as células apresentam 

citoplasma claro, devido a perda do conteúdo citoplasmático durante o processamento 

histológico, com uma rede vascular mais evidente que em outros subtipos histológicos de 

carcinoma renal (Figura 1B). Os achados nos exames de imagem mostram lesões 

vascularizadas e heterogêneas (40) e os principais achados patológicos são necrose, 

hemorragia, calcificação e fibrose (41,42). 
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Figura 1. Características macroscópicas e histológicas do CRCC. 
(A) Macroscopia do CRCC onde é possível visualizar o tumor de colocação amarelada e distorcendo o rim. (B) 

Corte histológico do CRCC onde é possível visualizar o citoplasma claro das células. Essa característica é devido à 

perda do conteúdo citoplasmático, composto principalmente por lipídios e glicogênio, durante o processamento 

histológico (43). 

 

1.2.1 Alterações moleculares no carcinoma renal de células claras 

 

A descoberta de alterações moleculares envolvidas na patogênese do CRCC contribuiu 

para melhores tratamentos, como os inibidores de angiogênese e da síntese proteica, porém 

tumores agressivos e com baixa taxa de resposta carecem de estratégias com maior 

durabilidade para melhorar a qualidade de vida dos pacientes. 

Uma das características do carcinoma renal é a heterogeneidade tumoral, o que é 

essencial para o tumor adaptar-se às condições do ambiente e resistir aos tratamentos (44). 

No CRCC é comum a inativação de genes supressores de tumor presentes no braço curto do 

cromossomo 3 e, como consequência, a desregulação de proteínas envolvidas no 

desenvolvimento e progressão tumoral. A perda de heterozigose do gene VHL, o principal 

regulador da resposta à hipóxia, é crucial na carcinogênese, apesar de não ser o único passo 

necessário para a transformação maligna do CRCC. Outras alterações são necessárias e as mais 

comuns são as inativações de genes envolvidos no controle epigenético como PRBM1 (em 29 

a 40% dos casos), SETD2 (em 8 a 12% dos casos) e BAP1 (em 6 a 10% dos casos) (45–48). A 

superativação da via de PI3K/Akt/mTOR ou a inativação de seus reguladores também ocorre 
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com frequência (48). Essa via controla a tradução de proteínas em células normais e, quando 

alterada, favorece a proliferação, migração e sobrevivência do tumor (49–51). Essas 

alterações, ou combinações de alterações, determinam características do tumor e o 

prognóstico dos pacientes com CRCC (52).  

 

1.2.1.1 Síndrome de von Hipple-Lindau (VHL) 

 

A síndrome de VHL é uma doença hereditária autossômica dominante, com alta 

penetrância para gerações futuras (100% até 65 anos), que ocorre pela mutação germinativa 

em um alelo do gene VHL. Pacientes com essa síndrome têm maior predisposição a doenças 

como câncer de rim, hemangioblastomas no sistema nervoso central e retina, tumores e cistos 

no pâncreas, tumores neuroendócrinos e paragangliomas. A inativação do gene ocorre após 

mutação somática no segundo alelo VHL e é um evento que favorece a formação e 

vascularização de doenças pré-cancerosas (53–56). A perda de VHL causa um acúmulo de 

fatores induzidos por hipóxia (HIF) que estimulam a transcrição de fatores angiogênicos (57). 

A maioria dos casos de CRCC são esporádicos, porém pacientes com a síndrome de VHL são 

acometidos pelo carcinoma renal mais precocemente, com maiores chances de recidiva da 

doença, e maior risco de desenvolver outras patologias ao mesmo tempo.  

 

1.2.1.2 VHL-HIF e a resposta celular à hipóxia 

 

Células eucariontes dependem de oxigênio para manutenção de todos os tecidos. Em 

2019, o prêmio Nobel de Medicina ou Fisiologia foi dedicado à três pesquisadores – Sir Peter 

Ratcliffe, William Kaelin Jr., e Gregg Semenza – que descreveram os mecanismos moleculares 

de sobrevivência e funcionamento da célula em resposta a disponibilidade de oxigênio (58). A 

patologia e fisiologia do CRCC é consequência da resposta celular a baixos níveis de oxigênio. 

A principal proteína envolvida é codificada pelo gene VHL, um supressor tumoral que regula a 

expressão de HIF em condições normais. Em normóxia, a proteína VHL (pVHL) participa da 

ubiquitinação de HIF e degradação via proteassoma. O domínio alfa (α) de pVHL se liga ao 

complexo ubiquitina E3 ligase e o domínio beta (β) reconhece as subunidades α de HIF-1 e 

HIF-2. pVHL não tem atividade enzimática, apenas reconhece prolinas hidroxiladas 

conservadas adicionadas a HIF na presença de oxigênio e conecta o complexo ubiquitina E3 
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ligase a HIF (59,60). Em hipóxia, a quantidade de oxigênio não é suficiente e pVHL não é capaz 

de reconhecer HIF-α, resultando no acúmulo dessas proteínas.  

HIF consiste em HIF-α (isoformas 1α, 2α e 3α) e HIF-β; HIF-1α e HIF-2α formam dímeros 

com HIF-β para iniciar a transcrição de genes envolvidos na resposta à hipóxia, e HIF-3α não 

possui um papel caracterizado na fisiologia de CRCC (59,61,62). Em hipóxia, HIF-α acumula no 

citoplasma, onde HIF-β está constitutivamente expresso, formando um dímero que se liga a 

regiões promotoras do gene chamadas de elementos de resposta à hipóxia (HRE). No núcleo, 

HIF ativa a transcrição de genes que codificam proteínas como eritropoetina, fator de 

crescimento vascular endotelial A (VEGFA) e transportadores de glicose, como GLUT1 (glucose 

transporter-1), envolvidas no desenvolvimento tumoral (63). No CRCC, onde o VHL está 

inativado, esses genes são expressos mesmo na presença de oxigênio. O controle da 

transcrição por HIF ocorre também no núcleo por fatores inibitórios de HIF (FIH), porém essa 

ligação também é dependente de pVHL (64). Além do mecanismo de degradação de HIF-1α e 

HIF-2α por pVHL ser similar, uma proteína pode regular a outra (59,65). 

HIF-α regula genes em células cancerígenas que geram ATP por vias anaeróbicas 

independente da disponibilidade de oxigênio, mecanismo conhecido como efeito Warburg 

(66). HIF-1α e HIF-2α ativam a transcrição de genes distintos que participam do crescimento, 

progressão e metástase do tumor (67–72). O status de cada uma dessas proteínas pode 

determinar o fenótipo das células tumorais. Em 40% dos casos de CRCC, HIF-1α deixa de ser 

expresso, porém não é suficiente para evitar o crescimento tumoral (73). O ambiente se torna 

favorável para o crescimento tumoral pela expressão de proteínas reguladas por HIF-2α como 

GLUT-1, SLC7A5 (um transportador de aminoácidos) e VEGFA (65). Além disso, pacientes com 

deleção no cromossomo 14q (onde se localiza o gene HIF1) apresentam um pior prognóstico 

(10). Ambas as proteínas participam de formas diferentes na progressão tumoral. Além de 

regular o crescimento celular, a expressão de HIF-2α causa maior tolerância a danos no DNA 

(71).  

 

1.2.1.3 Via de sinalização PI3K/Akt/mTOR no CRCC 

 

Terapias que bloqueiam vias de sinalização contribuíram para o avanço no tratamento 

de CRCC, mas muitos tumores desenvolvem resistência por vias alternativas. O eixo VHL/HIF 

é uma das assinaturas do CRCC esporádico e o cross-talk com a via de PI3K/Akt/mTOR ainda 
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não é totalmente elucidado. Cerca de 28% dos casos de CRCC tem alterações em genes da via 

de PI3K/Akt/mTOR (Figura 2), principalmente em GNB2L (16%), PIK3CA (5%), PTEN (5%), AKT 

(2%) e MTOR (4%–9%) (48), que influenciam na patogênese e prognóstico do carcinoma renal. 

Um dos fatores de predisposição para carcinoma renal é a perda de PTEN (phosphatase 

and tensin homolog), o regulador negativo da via de PI3K/Akt/mTOR (74,75). Mutações em 

PTEN são mais raras, mas a perda da expressão ocorre frequentemente nos tumores, 

influenciando no metabolismo, proliferação e crescimento das células. A perda de PTEN 

favorece a metástase, reduz a sobrevida global e está relacionada a tumores mais avançados 

e pacientes com pior prognóstico (74–77). Tumores com alterações em PTEN respondem bem 

aos tratamentos com inibidores de angiogênese e da via de mTOR (78,79). Diversas vias são 

reguladas por PTEN, como a transição epitélio-mesenquimal, reparo de DNA, glicólise, hipóxia 

e resposta de interferon (IFN) (79). Sem o regulador negativo, aumenta a ativação de proteínas 

downstream, como Akt, que está envolvida na progressão tumoral e estágios mais avançados 

da doença (80–82). Inibidores de PI3K diminuem a expressão de Akt controlando o 

crescimento celular e melhorando a sobrevida de pacientes (83). A via de PI3K/Akt/mTOR 

regula o ciclo celular, crescimento, proliferação e metabolismo da célula em estresse. Grande 

parte dos casos de CRCC tem alterações nessa via que interferem nas características do tumor 

e pode indicar um pior prognóstico em pacientes com CRCC não-metastático (82,84–87). A 

hiperativação da via causa sensibilidade a rapamicina e casos avançados com mutações mTOR 

e TSC1/2 respondem melhor aos tratamentos, porém sem melhora da sobrevida (79,88,89). 

A deleção de VHL e a superativação da via de PI3K/Akt/mTOR regulam HIF-α e promovem 

proliferação celular, angiogênese e metástase (90,91). 
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Figura 2. Alterações genéticas na via de sinalização de PI3K/AKT/mTOR em CRCC. 
Estão indicados a frequência de alterações em porcentagem de cada gene (EGFR, GNB2L1, PTEN, PIK3CA, AKT, 

TSC1/2, RHEB, SQSTM1 e MTOR) e o tipo de alteração, em azul para inativação e em vermelho para ativação (48). 

 

VHL regula mTOR pela via VHL/HIF/REDD1, enquanto os substratos de mTOR modulam 

a expressão de HIF-1α e HIF-2α (90,92). Além disso, as funções da via de PI3K/Akt/mTOR em 

CRCC são controversas e outros trabalhos não observaram diferenças na patogênese, 

prognóstico ou sobrevida (78,93,94). Ambas as vias possuem complexas funções celulares e 

entender a comunicação entre elas é um ponto chave para avançar o conhecimento sobre o 

CRCC. 

 

1.3 Transcrição e tradução 

 

O complexo de pré-iniciação (PIC) inicia a transcrição de um RNA mensageiro (mRNA) 

após ser recrutado para o promotor de um gene. Fatores e cofatores de transcrição junto com 

outros elementos do PIC realizam a abertura da fita dupla do DNA e permitem que a RNA 

polimerase II inicie a transcrição. A maquinaria de transcrição é estabilizada na fase de 

elongação, onde o mRNA é sintetizado pela RNA polimerase II a partir da fita molde do DNA. 

O mRNA transcrito é então liberado para ser traduzido em proteína e a polimerase é reciclada 
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para iniciar a transcrição novamente. Para que esse processo ocorra, diversas etapas 

controladas são necessárias. Entre elas, a maquinaria epigenética controla a expressão gênica 

através da metilação e acetilação do DNA e remodelamento da cromatina, que afetam a 

acessibilidade da maquinaria de transcrição a um determinado gene. Diferentes tipos de 

neoplasias estão associados com desregulações em diversas etapas da transcrição, que podem 

determinar a agressividade do tumor e a resistência ao tratamento. O tratamento de tumores 

com inibidores da transcrição inclui a ação de enzimas que participam do controle epigenético 

e diminuem a formação do PIC; inibição da polimerase II e de fatores da elongação; inibição 

prematura do término da transcrição com o uso de inibidores ou análogos das polimerases 

(97,98). 

A tradução dos mRNAs transcritos é feita em quatro etapas – início, elongação, término 

e reciclagem dos ribossomos – e assim como a transcrição, é um processo altamente regulado. 

Os fatores de início da tradução (eIF) regulam a montagem do ribossomo maduro e recrutam 

o RNA transportador (tRNA) carregando o primeiro aminoácido (MET-tRNA) ao códon de início 

do mRNA para dar início a tradução (99). mTOR é a molécula catalisadora em dois complexos, 

mTORC1 (mammalian TOR complex 1) e mTORC2 (mammalian TOR complex 2), que regulam 

o crescimento celular de acordo com a disponibilidade de nutrientes, hormônios e ATP. Se 

constantemente ativados em ambientes estressantes, mTORC1 e mTORC2 contribuem para a 

formação de tumores devido a sua alta capacidade de regular o metabolismo celular. A ação 

catalisadora de mTORC1 inicia a tradução após fosforilação de seus dois substratos: a proteína 

ribossomal S6 quinase (p70S6K) e a proteína 1 de ligação ao fator de início da tradução (4E-

BP1) (97,100). 

 

1.4 Controle da tradução pela via de PI3K/Akt/mTOR 

 

A via de PI3K/Akt/mTOR é ativada pela fosforilação de PI3K após a ligação de fatores 

de crescimento a seus receptores. PI3K adiciona um grupo fosfato ao PIP2 (fosfatidilinositol 

3,4-bifosfato) para gerar PIP3 (fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato), que recruta Akt para ser 

ativada pela proteína PDK1 (quinase 1 dependente de fosfoinositide) na membrana 

plasmática (101). Os substratos de Akt são as proteínas TSC1/2 e Rheb (Ras homolog enriched 

in brain), que ativam mTOR. O regulador negativo da via, PTEN, impede a fosforilação de PIP3 

e inibe a ativação da via de mTOR (102). mTOR integra dois complexos com funções diferentes: 
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mTORC1 e mTORC2 (100,103). mTORC1 regula a síntese de proteínas através da fosforilação 

de seus substratos principais 4E-BP1 e p70S6K (Figura 3). O fator de início da tradução eIF4E 

faz parte do complexo que se liga no mRNA para iniciar a tradução. 4E-BP1 sequestra eIF4E 

impedindo a formação desse complexo. Quando 4E-BP1 é ativado por mTORC1, sua ligação a 

eIF4E não ocorre, permitindo o início da tradução. mTORC1 também ativa a proteína p70S6K, 

o que resulta na fosforilação de outras proteínas envolvidas no processo de tradução, como a 

proteína ribossomal S6, o fator de iniciação eIF4B e o fator de elongação eEF2 (eukaryotic 

translation elongation factor 2 kinase) (100,104,105). 

 

Figura 3. Via de sinalização de PI3K/AKT/mTOR. 
A via é ativada após fosforilação das subunidades de PI3K após a ligação de fatores de crescimento a receptores 

de tirosina-quinase. A ativação de PI3K resulta na fosforilação PIP2 para produzir PIP3, que serve como um sinal 

para a ancoragem de Akt e PDK1. PDK1 fosforila e ativa Akt. PTEN desfosforila PIP3, impedindo a ativação de Akt. 

Após sua ativação, Akt fosforila a proteína TSC1/2. A fosforilação de TSC1/2 inibe a sua atividade de GTPase para 

a proteína Rheb. Rheb por sua vez, promove a ativação de mTOR e sua sinalização para os alvos p70S6K e 4EBP1. 

 

1.5 Início da tradução 
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O mRNA sofre modificações pós-transcricionais dentro do núcleo que sinalizam para a 

ancoragem dos fatores de início de tradução e auxiliam no transporte para o citoplasma. Nas 

extremidades 5’ e 3’ são adicionados o cap de 7’-metilguanosina (m7G) e uma sequência de 

adeninas (cauda poli-a), respectivamente (106).  O complexo eIF4F – composto pelos fatores 

eIF4E, eIF4G e eIF4A – liga ao cap de m7G na região 5’ e a proteína PABP (Poly-A binding 

protein) se liga a cauda poli-A na região 3’. PABP é unido ao complexo eIF4F pelo fator eIF4G, 

circularizando o mRNA (107). eIF4E se liga ao cap de m7g enquanto eIF4A se posiciona mais à 

frente na molécula de mRNA para remover as estruturas secundárias presentes na região 5’ 

UTR (Untranslated region) que possam bloquear o complexo de início de tradução. 

Paralelamente a circularização do mRNA, ocorre a formação do complexo 43S PIC 

(Preinitiation complex) que contém a subunidade 40S do ribossomo; o complexo ternário, 

formado por eIF2A, um tRNA iniciador carregando uma metionina e uma molécula de GTP; os 

fatores eIF1 e eIF1A, responsáveis pela interação entre o complexo ternário e a subunidade 

40S; eIF3 que se liga ao complexo eIF4F pelo fator eIF4G; e eIF5, que hidrolisa a molécula de 

GTP em GDP. A interação do 43S PIC com o complexo eIF4F, forma o complexo 48S que 

escaneia a fita de mRNA até encontrar o códon de início AUG da fase aberta de leitura (ORF). 

Uma vez encontrado, eIF5 hidrolisa a molécula de GTP do complexo ternário e recruta a 

subunidade 60S, formando o ribossomo 80S competente. Após a formação do ribossomo, 

iniciam os processos de elongação e término e, nesse momento, outro complexo de início de 

tradução é estruturado na molécula de mRNA, permitindo que o mesmo transcrito seja 

traduzido simultaneamente por mais de um ribossomo (108–110) (Figura 4). 
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Figura 4. Início da tradução de mRNAs em células eucariotas. 
O mRNA maduro é circularizado após a ligação do complexo eIF4F (formado por eIF4E, eIF4G e eIF4A) no cap de 

m7G e da proteína PABP na cauda poli-A. O complexo ternário (formado pelo eIF2 ligado a um tRNAiMet e uma 

molécula de GTP) ligado à subunidade 40S do ribossomo e aos fatores de iniciação eIF3 e eIF5, formam o 

complexo 43S PIC. Após a ligação do 43S PIC ao complexo eIF4F-PABP é formado o complexo 48S que inicia o 

escaneamento da fita de mRNA até o códon de início AUG. O fator eIF5 hidrolisa a molécula de GTP liberando 

alguns fatores de iniciação. eIF5B é capaz, então, de recrutar a subunidade 60S do ribossomo, formando o 

ribossomo 80S, e dar continuidade a elongação do mRNA (111). 

 

1.6 Heterogeneidade tumoral e o controle da tradução 

 

O ambiente tumoral é caótico; nichos de células do mesmo tumor, com diversas 

características, são expostos a microambientes com diferentes níveis de fatores de 
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crescimento, oxigênio, nutrientes, pH e vascularização. A heterogeneidade tumoral ultrapassa 

o nível genético e pode gerar fenótipos diferentes dentro de um tumor geneticamente igual 

por alterações epigenéticas como metilação do DNA e remodelamento de cromatina. Essa 

variedade de fenótipos seleciona as células mais bem adaptadas ao microambiente e mais 

resistentes às terapias-alvo. Obter um perfil molecular do tumor é essencial para alcançar 

melhores resultados na medicina de precisão. Porém, mesmo com o avanço dos métodos de 

sequenciamento e da análise de megadados, ainda existem outros grandes desafios para 

definir um tratamento individualizado mais eficaz a longo prazo. Inibidores de oncogenes são 

eficazes em diversos tipos de câncer, como o trastuzumabe, utilizados há mais de vinte anos 

no tratamento de câncer de mama com amplificação de HER2 (human epidermal growth 

factor 2) (112,113), mas a heterogeneidade tumoral pode selecionar clones que não 

dependem da via downstream ou instigar mutações em vias by-pass. Apesar do avanço na 

pesquisa clínica com combinações de tratamentos que inibem mecanismos diferentes, falta 

aprovação de tratamentos para oncogenes já conhecidos e mesmo com o crescente 

conhecimento das alterações moleculares em tumores, existem genes com funções ainda 

desconhecidas na carcinogênese.  

Tratamentos com inibidores do início da tradução podem acrescentar na combinação 

de terapias em tumores com altos níveis de 4E-BP1 e eIF4E fosforiladas, ambas associadas a 

um prognóstico pior em CRCC (114). O desbalanceamento na via de PI3K/Akt/mTOR modifica 

a tradução de proteínas de forma geral, mas sua atividade tem impactos diferentes nas 

populações de mRNAs. Transcritos envolvidos na proliferação celular, como ciclina D, e na 

resistência a apoptose, como BCL-2 (B-cell lymphoma 2), são exemplos de mRNAs 

preferencialmente traduzidos por mTOR (115,116). As variações de oxigênio e nutrientes 

alteram as taxas de tradução nas células tumorais que se adaptam para sobreviver em hipóxia 

por vias alternativas (117,118).  Em hipóxia, mTORC1 é inibido via REDD1 (Protein regulated 

in development and DNA damage response 1) e a fosforilação de 4E-BP1 deixa de ser 

catalisada; eIF4E é constantemente sequestrado por 4E-BP1 e as taxas de tradução caem 

(119). Apesar dos tratamentos com inibidores de mTOR afetarem a fosforilação de 4E-BP1, 

essa proteína é alvo de outras enzimas como ERK e CDK1 (120,121). Investigar as mudanças 

no perfil de mRNAs diferencialmente traduzidos no CRCC é mais uma etapa necessária para 

elucidar processos celulares associados ao desenvolvimento tumoral e mecanismos de 

resistência. 
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1.7 Translatômica 

 

Grandes consórcios internacionais disponibilizam informações essenciais sobre 

expressões, mutações e número de cópias de genes envolvidos no desenvolvimento de 

diversos tumores. Os sequenciamentos de nova geração mais avançados atualmente avaliam 

a população geral de mRNAs, o que nem sempre condiz com os níveis finais de proteínas. A 

relação entre quantidades totais de mRNAs e de proteínas nem sempre ocorre de forma 

linear, pois depende de fatores biológicos, da abundância de transcritos, da eficiência da 

tradução, e também de características da proteína, como a meia-vida. Avaliar o perfil dos 

mRNAs traduzidos é a primeira etapa da translatômica, que estuda os elementos que 

participam da tradução, e oferece uma visão mais próxima do proteoma do que o 

transcriptoma (122–124). 

A tradução de um transcrito é feita simultaneamente por vários ribossomos, sendo que 

quantidade de ribossomos ligados ao mRNA é proporcional à taxa de tradução – quanto mais 

ribossomos, mais ativa a tradução. É possível a separação dos mRNAs mais ou menos 

traduzidos através de um gradiente de sacarose com concentrações diferentes, onde os 

mRNAs livres não precipitam por serem muito leve e os polissomos (mRNAs ligados a vários 

ribossomos) (Figura 5) se depositam pelo gradiente de acordo com a sua densidade (125). 

Técnicas de sequenciamento de última geração ou microarray podem ser utilizadas para 

avaliar o perfil de mRNAs que estão sendo menos traduzidos (com um ou dois ribossomos 

ligados) daqueles ativamente traduzidos (com mais de três ribossomos ligados) (126). O perfil 

polissomal é uma técnica desenvolvida na década de 60 para separação de moléculas em um 

gradiente de sacarose. Devido à sua alta densidade, quanto mais ribossomos ligados a um 

mRNA, mais rapidamente esse complexo precipita no gradiente. Dessa forma, as amostras 

podem ser fracionadas e analisadas separadamente. Recentemente, foi publicada a 

padronização e otimização das técnicas de perfil polissomal e sequenciamento utilizados nos 

trabalhos do nosso grupo para a identificação dos mRNAs diferencialmente traduzidos em 

tumores humanos (127). 
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Figura 5. Polirribossomo ou polissomos. 
(A) Ribossomos 80S traduzindo simultaneamente uma molécula de mRNA em células eucariotas. (B) Foto por 

microscopia eletrônica do polissomo na célula eucariota (128). 
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2. OBJETIVOS 

 

O principal objetivo deste estudo é contribuir com informações sobre mecanismos 

envolvidos no controle traducional em carcinoma renal de células claras pela via de mTOR, 

por componentes do eixo VHL/HIF e pelo cross-talk entre ambos. Para isso, foram definidos 

os seguintes objetivos específicos: 

 

● Realizar a translatômica em modelos celulares de CRCC para observar os diferentes 

perfis de expressão encontrados na ausência ou presença de VHL, avaliando a influência 

da via de mTOR em cada perfil;  

● Revisar e atualizar o banco de dados de pacientes com CRCC; 

● Determinar a taxa de tradução global dos tumores de CRCC pelo perfil polissomal e 

correlacionar com os dados clínicos dos pacientes; 

● Avaliar a expressão de HIF-2α nos tecidos de CRCC e correlacionar com dados clínicos 

dos pacientes. 



18 
 

3. METODOLOGIA 

 

3.1 Linhagens celulares 

 

As linhagens celulares RCC4/Mock (RCC4/empty vector – RRID:CVCL_UY81) e 

RCC4/VHL (RCC4/VHL – RRID:CVCL_2706) utilizadas nos experimentos são células epiteliais 

humanas de carcinoma renal de células claras. RCC4/Mock é uma célula transfectada com um 

vetor pcDNA3, que confere resistência a neomicina, e RCC4/VHL é uma célula transfectada 

com o vetor pcDNA3-VHL, que confere resistência a neomicina e codifica o gene supressor de 

tumor VHL (129). As células foram mantidas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium) High Glucose (ThermoFisher Scientific) suplementado com 10% de soro fetal bovino 

(SFB) (ThermoFisher Scientific), 1% de antibióticos (penicilina e estreptomicina), 1% de 

glutamina, e selecionadas com 150 µg/ml geneticina (G418), em estufa úmida a 37°C e 5% de 

CO2. As linhagens celulares foram fornecidas pelo Dr. Ivan Topisirovic (Universidade McGill) e 

Dra. Laura Hulea (Universidade de Montreal). 

 

3.2 Obtenção de tecidos congelados 

 

Os tecidos congelados foram obtidos do Biobanco de Tecidos Tumorais do Hospital A.C 

Camargo Cancer Center e mantidos a -80°C até o momento do processamento.  

 

3.3 Obtenção dos tecidos de PDX (patient-derived xenograft) 

 

Os tecidos de PDX utilizados neste trabalho foram fornecidos pelo Dr. Tiago Góss e seu 

aluno de doutorado Adriano Oliveira, que padronizaram com sucesso um modelo de estudo 

de CRCC a partir de xenoenxertos em camundongos imunodeficientes (130). A metodologia 

consiste em implantar fragmentos de tumor de pacientes diretamente na cápsula renal de 

camundongos NSG (Non-obese Diabetic Scid Gamma Mouse). Após o crescimento do tumor, 

parte destas amostras foram criopreservadas e fornecidas para processamento neste projeto.  

 

 

3.4 Curva de crescimento 

 



19 
 

Para cada linhagem celular (RCC4/Mock e RCC4/VHL), foram plaqueadas 8x103 células, 

em duplicata para cada dia de experimento, em placas de seis poços. As células foram 

plaqueadas em meio de cultura DMEM High Glucose no primeiro dia do experimento. No 

segundo dia, as células foram tratadas com 40 nM de rapamicina por 30 min seguido do 

tratamento com 10% de SFB por 2 h para estimular o crescimento após o bloqueio com a 

rapamicina. As células foram coradas com azul de metileno e contadas, de acordo com a 

viabilidade, em câmara de Neubauer por 5 dias para avaliar a taxa de crescimento. Apenas as 

células viáveis foram contadas. 

 

3.5 Western Blot 

 

Os extratos celulares foram fracionados por eletroforese em gel SDS-PAGE com 

diferentes porcentagens (de 8% a 13%), dependendo da proteína de interesse, com voltagem 

controlada de 80V por 20 min, utilizando tampão de corrida contendo Tris 25 mM, Glicina 191 

mM (Sigma Aldrich), e 0,1% de SDS. Após a corrida, as proteínas foram transferidas para uma 

membrana de nitrocelulose de 0,45 µm (GE Healthcare) em tampão Tris 25 mM, Glicina 191 

mM, 0,1% SDS, 20% de metanol (Sigma Aldrich), com voltagem controlada de 100V por 1 h e 

30 min. Após a transferência, a membrana foi bloqueada por 1 h com 5% de leite em pó 

desnatado diluído em TBS-T (NaCl 150 mM, Tris 50 mM pH 7.4 e 0,1% Tween®). O anticorpo 

primário de escolha foi incubado overnight sob agitação a 4oC diluído em solução com 5% de 

BSA ou leite em pó desnatado (dependendo do anticorpo) em TBS-T. As membranas foram 

lavadas com TBS-T e o anticorpo secundário acoplado à peroxidase anti-Mouse ou anti-Rabbit 

(GE Healthcare) foi incubado por 1 h em temperatura ambiente na diluição de 1:2500 na 

solução de bloqueio. A membrana foi novamente lavada em TBS-T e revelada com kit de 

quimiluminescência (ThermoFisher Scientific) em filme fotográfico (GE Healthcare). A 

quantificação das bandas correspondentes às proteínas de interesse dos filmes foi realizada 

pelo software ImageJ e os gráficos gerados expressam a quantidade de proteína relativizada 

pelo controle de carregamento. 

 

3.5.1 Via de mTOR 
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A fosforilação de 4E-BP1, S6K e rps6 foi avaliada por Western Blot. As células 

RCC4/Mock e RCC4/VHL foram semeadas em uma placa de 150 mm até atingirem a 

confluência de 90%. Foram carenciadas por 20 h e tratadas apenas com o veículo (DMSO) ou 

com o veículo e 250 nm de rapamicina por 2h ou 16h e estimuladas com soro fetal bovino 

(SFB). A carência de soro é necessária para diminuir o aporte de nutrientes e sincronizar todas 

as células na mesma fase do ciclo celular antes do tratamento com rapamicina. Os mesmos 

tratamentos foram posteriormente utilizados para o perfil polissomal.  

 

3.5.2 Via de mTOR e expressão de HIF-1α  

 

As células RCC4 foram carenciadas overnight e, no dia seguinte, foram inicialmente 

tratadas com rapamicina ou torina por 30 min, seguido do tratamento com cloreto de cobalto 

(CoCl2) por 2 h. Para estimular a resposta das células, foi adicionado SFB e após 2 h de 

tratamento as células foram retiradas das placas e lisadas para os ensaios (Figura 6). Para cada 

tratamento foi adicionado uma amostra controle, além das amostras apenas carenciadas. A 

resposta a cada tratamento foi avaliada por Western Blot pela expressão de HIF-1α e 

fosforilação de rpS6, alvo de mTOR. 

 

 

Figura 6. Tratamentos utilizados para avaliar proteínas da via de mTOR e HIF-1α. 
Após o final dos tratamentos, as células foram retiradas das placas e passaram pelo processo de lise para realizar 

os experimentos de western blot. As células foram tratadas de acordo com a padronização do tempo de cada 

tratamento, de forma que nenhuma placa fosse submetida a um tempo maior do que o estipulado de cada um 

dos tratamentos. 

 

 

 

3.6 Translatômica 
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3.6.1 Processamento de linhagens celulares para perfil polissomal 

 

Após os tratamentos nas condições desejadas, 100 µg/µl de ciclohexamida (CHX) 

(Sigma-Aldrich) foram adicionados às células por 7 min. Em seguida, as placas foram lavadas 

duas vezes com PBS 1X gelado com 100 µg/µl de CHX. As células foram lisadas com tampão 

contendo 20 mM Tris-HCl pH 7.5 (Sigma Aldrich), 100 mM de KCl (Sigma Aldrich), 10 mM de 

MgCl2 (Sigma Aldrich), 1% Triton X-100 (Sigma Aldrich), 1 mM de DTT (Sigma Aldrich), 100 

μg/mL de CHX (Sigma-Aldrich), inibidor de protease (Promega) e Ribonucleoside Vanadyl 

Complex (24 µL por amostra) (Biolabs). As amostras foram incubadas no gelo por 15 min após 

adição do tampão de lise e centrifugadas a 14.000 RPM por 15 min a 4°C. O sobrenadante foi 

coletado e utilizado para a separação pelo perfil polissomal. 50 µl do sobrenadante foram 

coletados para a análise do RNA total. 

 

3.6.2 Processamento de tecidos tumorais para perfil polissomal 

 

Os tecidos congelados obtidos foram homogeneizados no Polytron® (Kinematica – 

Modelo PT 10-35 GT) com 600 µl de tampão de lise hipotônico contendo 50 mM Tris-base pH 

7,5 (Sigma-Aldrich), 2,5 mM MgCl2, 1,5 mM KCl, 116 µg/mL CHX, 2 mM DTT e Ribonucleoside 

Vanadyl Complex (24 µL por amostra) (Biolabs). Após homogeneização dos tecidos, foram 

adicionados 25 µl de Triton X-100 a 10% e 25 µl de deoxicolato de sódio a 10%. As amostras 

foram incubadas por 15 min no gelo e posteriormente centrifugados a 14.000 RPM por 3 min 

a 4°C. 50 µl do sobrenadante foram coletados para a análise de RNA total. 

 

3.6.3 Separação e fracionamento polissomal 

 

Os extratos obtidos das linhagens celulares foram aplicados em gradiente linear com 

concentrações de 5% a 50% de sacarose. O tampão preparado para o gradiente contem 20 

mM Tris-HCl pH 7,5, 100 mM KCl, 10 mM MgCl2 e 1 mM DTT. Os extratos obtidos a partir das 

amostras de tecidos congelados foram submetidos a gradiente não linear contendo três 

concentrações diferentes de sacarose (5%, 34% e 55%) preparados em tampão contendo 20 

mM HEPES, 100 mM KCl e 5 mM MgCl2. O fracionamento das amostras foi feito pela 

ultracentrifugação a 39.000 RPM por 2 h a 4°C no rotor SW41Ti (Beckman Coulter – Cat. 
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Number: 331362) (Figura 7).  Essa centrifugação permite que mRNAs associados a ribossomos 

sejam separados dos mRNAs livres ou associados a poucos ribossomos sendo possível, dessa 

forma, isolar os mRNAs que estão sendo ativamente traduzidos. 

 

 

Figura 7. Representação dos dois diferentes tipos de gradientes utilizados para o perfil polissomal 
de células e amostras tumorais de pacientes. 
A primeira metodologia para separação de RNA polissomal é utilizada para avaliar o perfil polissomal em 

linhagens celulares. É realizada a lise celular e aplicação do extrato em gradiente de sacarose linear com 

concentrações contínuas que inicia em 5% e termina em 50%. Os gradientes são ultracentrifugados a 39.000 rpm 

por 2h. Dessa forma, é possível visualizar a formação de diferentes picos após a leitura da absorbância a 254 nM 

que correspondem aos picos das frações 40S e 60S do ribossomo, seguido do pico correspondente aos 

monossomos (80S) e a separação dos polissomos (ribossomos ligados a fitas de mRNA), onde pode-se observar 

os picos separadamente de acordo com sua densidade. A segunda metodologia foi adaptada para separação de 

polissomos em tecidos com pouco material. Neste gradiente é possível visualizar a formação de dois picos onde 

se encontram os monossomos (no primeiro pico) e os polissomos (no segundo pico). O protocolo foi 

desenvolvido pelo nosso grupo em colaboração com o laboratório do Dr. Ola Larsson no Instituto Karolinska e 

pode ser visualizado no link: https://www.biorxiv.org/content/10.1101/104596v1. 

 

 

 

3.6.4 Quantificação da taxa de tradução global 

 

https://www.biorxiv.org/content/10.1101/104596v1
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No perfil polissomal é possível observar os picos formados a partir da absorbância das 

amostras através do gradiente de sacarose. Os dados gerados são plotados em uma planilha 

e o gráfico pode ser quantificado. Para quantificar, é utilizada a relação entre a área referente 

ao pico de 80S e a área referente aos polissomos, a partir de três ribossomos ligados a uma 

molécula de mRNA (≥ 3n). Dessa forma, retiramos os picos com polissomos leves onde podem 

conter mRNAs menos comprometidos com a tradução ou que estejam no processo final da 

tradução. O gráfico gerado a partir do cromatograma foi quantificado pelo software ImageJ 

(https://imagej.nih.gov), que determina matematicamente os valores referentes às áreas 

abaixo das curvas de interesse a partir da criação de polígonos. Os valores gerados podem ser 

relativizados e a taxa de tradução pode ser inferida dessa forma. 

 

3.6.5 Extração de RNA 

 

As frações correspondentes ao mRNA polissomal e o mRNA total foram coletados e o 

material foi isolado usando TRIzolTM LS Reagent (ThermoFisher Scientific) seguindo o 

protocolo fornecido pelo fabricante. O controle da qualidade do RNA extraído foi avaliado 

sistema Bioanalyzer (Agilent), onde foram consideradas as amostras com RIN de alta 

qualidade (RNA Integrity Number > 9).  

 

3.6.6 Construção da biblioteca smart-seq2 e sequenciamento  

 

Foram utilizados 10 ng de cada amostra de mRNA total e mRNA polissomal para 

preparar a biblioteca de sequenciamento de RNA pelo método de single-cell (131). O RNA foi 

incubado por 3 min a 72oC com oligo-dT30 para hibridação e em seguida foi realizada a síntese 

do cDNA com a enzima SuperScriptTM II (Invitrogen), tampão fornecido pelo fabricante, 5mM 

de DTT, 1 µM de TSO (Template Switch Oligo), 1 M de betaína, 10 mM de MgCl2 e 5U de 

inibidor de RNAse (Promega) na seguinte reação:  42oC por 90 min, 10 ciclos de 50 oC por 2 

min e 42 oC por 2 min, e 70 oC por 15 min. A pré-amplificação foi realizada em seguida com a 

enzima KAPA HiFi HotStart e os IS PCR na reação: 3 minutos a 98oC, 8 ciclos de 98oC por 20s, 

67oC por 15s, 72oC por 6 minutos, e 72oC por 5 minutos. O cDNA pré-amplificado foi purificado 

utilizando beads AMpure XP (Beckman Coulter). 70 pg em volume final de 25 µl de cada 

biblioteca de cDNA foram fragmentados utilizando o kit Nextera XT (Illumina). O pool de 
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amostras contendo a biblioteca de sequenciamento de RNA foi sequenciado utilizando 

Novaseq 6000 (National Genomics Infrastructure, SciLifeLab, Sweden) para obter leituras pair-

end de 150 pares de base.  

 

3.6.7 Processamento dos dados do smart-seq2 

 

Os dados brutos do RNA-seq foram pré-processados usando o piepeline nf-

core/rnaseq (v1.4.2) com configurações pré-definidas (132) e o genoma humano GRCh38. 

Para as análises, foram considerados apenas mRNAs codificadores de proteínas contendo pelo 

menos uma sequência de RNA em todas as amostras. 

 

3.6.8 Análise da eficiência da tradução utilizando anota2seq 

 

Para confirmar a qualidade do estudo, análises de componente principal (PCA) foram 

realizadas. O pacote anota2seq foi então utilizado para identificar mudanças na tradução de 

mRNA (alterações em mRNA polissomais que não são paralelas a alterações no mRNA total, 

denominado translation), alterações no mRNA total, mas sem alterações nos mRNAs 

polissomais (denominado buffering) e alterações no mRNA polissomal que acompanha as 

alterações no mRNA total (denominado abundance) (133,134).  

 

3.7 Tissue microarray (TMA)  

 

O TMA permite visualizar a expressão de proteínas em larga escala em tecidos 

tumorais a partir da confecção de uma única lâmina contendo centenas de amostras 

diferentes (spots), tornando o processo mais prático e menos custoso para as análises. Para 

confecção do TMA, os blocos de parafina e suas respectivas lâminas histológicas são 

selecionados e cada caso é analisado individualmente para demarcação da área com tecido 

tumoral de interesse. Utilizando o Manual Tissue Microarrayer (Beecher Instruments 

Microarray Technology, Silver Spring, USA), a área demarcada foi retirada por punção com 

agulha de 0,6 mm e cada cilindro obtido do bloco de parafina original, denominado doador, 

foi transferido para um bloco de parafina novo, denominado receptor. A partir do bloco 

receptor foram confeccionados cortes histológicos sequenciais de 0,4 um de espessura. A 
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amostra foi considerada satisfatória quando houve representação de pelo menos 10% da área 

tumoral na punção em observação microscópica.  

 

3.7.1 Reações de imuno-histoquímica no tissue microarray 

 

As reações de imuno-histoquímica foram realizadas na Core Facility de Histologia-IHQ-

TMA do Hospital AC Camargo Cancer Center no sistema automatizado Ventana BenchMark XT 

(Ventana Medical System) seguindo as instruções do fabricante. Como controle, as reações 

foram padronizadas em tecidos de tumor renal e tecido renal não neoplásico. As lâminas (4 

µm de espessura) foram desparafinizadas com a solução EZPrep (Ventana Medical System, 

Roche, cat. 950-102) e a recuperação antigênica foi realizada com o cell conditioning I (cat. 

950-224) ou cell conditioning II (cat. 950-223, Ventana Medical Systems) a 95oC por 60 min. O 

anticorpo primário anti-HIF-2α (Novus Biologicals – cat: NB100-122) foi incubado por 60 min 

na diluição de 1:200 + 1% ABS e o kit de detecção utilizado foi o OptiView DAB IHC Detection 

Kit (Ventana Medical System) por 60 min. Após finalizar o ensaio de IHQ, as lâminas foram 

montadas com o meio de montagem Entellan (Merck – cat: 107961).  

 

3.7.2 Análise das reações  

 

As análises das reações de IHQ foram realizadas manualmente pela patologista Dra. 

Stephania Bezerra, sem conhecimento das informações clínicas de cada amostra analisada. 

Cada spot foi analisado individualmente e classificado quantitativamente em escala de 10% 

(com marcação negativa nos núcleos sendo 0% e marcação positiva em todos os núcleos 

sendo 100%) de acordo com a porcentagem de células com núcleos positivamente marcados 

com o anticorpo anti-HIF2α no campo microscópico. Os spots foram analisados em duplicata 

para cada caso e a média aritmética dos dois spots foi utilizada nas análises estatísticas. Após 

determinar a média da porcentagem de marcação para cada paciente, os resultados foram 

plotados em uma tabela para determinar o ponto de corte ideal para categorizar a casuística 

em dois grupos, um com baixa expressão de HIF-2α e um com alta expressão de HIF-2α. Para 

isso, o p-valor foi determinado para as seguintes categorias: 20%, 30%, 35%, 40%, 50%, 60% e 

65% de marcação de HIF-2α no núcleo. A partir destes testes, determinamos o melhor ponto 
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de corte sendo 60% e, dessa forma, nossa casuística foi separada entre os grupos baixo (com 

marcação nuclear entre 0 e 60%) e alto (com marcação nuclear acima de 60%). 

 

3.8 Análises estatísticas 

 

As análises estatísticas foram realizadas pelo software GraphPad Prism 8, pelo 

software Statistical Package for Social Science (SPSS) versão 28.0 e pelo R. Para as análises 

paramétricas entre variáveis nominais e variáveis qualitativas foram utilizados o teste t de 

Student para comparar dois grupos, e o teste de análise de variância (ANOVA) one- ou two-

way, a depender da quantidade de grupos testados. Quando necessárias, as comparações 

múltiplas foram realizadas pelo teste de Tukey. Para as análises não-paramétricas entre 

variáveis nominais e quantitativas foram utilizados o teste de Mann-Whitney para 

comparações entre dois grupos não pareados e o teste de Kruskal-Wallis com comparações 

múltiplas pelo teste de Bonferroni quando necessário. As distribuições das frequências 

absoluta e relativas das variáveis foram reportadas em forma de tabela e estão detalhadas na 

seção ‘casuística’. Para comparar a expressão de HIF-2α nos tecidos neoplásicos e tecidos 

adjacentes ao tumor, foi realizado o teste não-paramétrico de Mann-Whitney. Para definir o 

ponto de corte para a categorização da variável HIF-2α, foi utilizado o pacote maxstat1 e o 

método survfit do pacote survival2 com parâmetros padrões. Para avaliar associações entre a 

expressão categorizada baixa ou alta de HIF-2 α com características clínicas e 

anatomopatológicas dos pacientes foi utilizado o teste de Qui-quadrado de Pearson (para 

casos que não obedeceram ao pré-requisito de uma frequência observada superior a 5 foi 

utilizado o teste exato de Fisher). Análises univariadas relacionadas à sobrevida global e 

sobrevida livre de progressão foram realizadas para identificar as variáveis que foram incluídas 

no modelo de regressão de Cox simples e múltiplo. As análises de sobrevivência global e 

sobrevivência livre de progressão foram realizadas pela estimativa de Kaplan-Meier com 

comparações pelo teste de Log-Rank. Pacientes que perderam seguimento foram incluídos na 

curva de sobrevida até a última data disponível e apresentados como censura. Para todos os 

testes utilizados, foi utilizado um nível de significância de 0,05. 

  

 
1 https://cran.r-project.org/web/packages/maxstat/vignettes/maxstat.pdf 
2 https://cran.r-project.org/web/packages/survival/survival.pdf 
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4. CASUÍSTICA 

 

4.1 Perfil Polissomal 

 

4.1.1 Critérios de Inclusão 

 

Para realizar o perfil polissomal e comparar as taxas de tradução global com 

características clínicas, foram incluídos 116 casos de pacientes com diagnóstico final de 

carcinoma renal de células claras no laudo patológico, com prontuário eletrônico disponível 

no A.C Camargo Cancer Center e que aceitaram previamente participar do estudo. O 

acompanhamento clínico dos pacientes foi de, no mínimo, cinco anos a partir da data de início 

deste projeto. Os pacientes foram selecionados de acordo com seu estadiamento tumoral no 

momento do primeiro diagnóstico. 

 

4.1.2 Critérios de exclusão 

 

Foram excluídas amostras de pacientes que não possuíam prontuário disponível ou 

acompanhamento clínico de, pelo menos, cinco anos da data de início desse projeto, 

pacientes sem amostra disponível no BioBanco de Tecidos Tumorais do A.C Camargo Cancer 

Center e pacientes diagnosticados com outros sítios de tumor primário. 

 

4.1.3 Pacientes 

 

Os dados dos pacientes foram coletados de seus prontuários disponíveis no H2TC, um 

sistema de prontuário eletrônico do Hospital AC Camargo Cancer Center. Este estudo tem 

caráter retrospectivo e não ocorreu nenhuma interação direta com os pacientes do estudo, 

sendo assim, não foi necessário adotar o termo de consentimento pós-informado. Os dados 

coletados dos prontuários foram revisados e os dados foram armazenados usando a 

ferramenta de captura de dados eletrônica REDCap (Research Electronic Data Capture)3 

 
3 REDCap é um aplicativo seguro, hospedado na web, projetado para apoiar a captura de dados em estudos de 

pesquisa, fornecendo 1) uma interface intuitiva para a entrada de dados validados; 2) auditoria para 
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(135,136) hospedados no servidor do Hospital AC Camargo Cancer Center. As variáveis 

analisadas nesta casuística foram: idade, sexo, estadiamento clínico, estadiamento patológico 

pelo TNM AJCC/UICC 2017, grau histológico tumoral ISUP (International Society of Urological 

Pathology), presença de metástase sincrônica no primeiro diagnóstico, comprometimento de 

linfonodos, recorrência/recidiva, componente sarcomatoide, invasão perineural, invasão 

vascular microscópica, necrose tumoral, situação do paciente ao final do estudo e o tempo de 

seguimento desde o primeiro diagnóstico até o final do estudo. As amostras utilizadas neste 

estudo são de material congelado que estavam disponíveis no Biobanco de Tecidos Tumorais 

do Hospital AC Camargo Cancer Center, não havendo nenhum prejuízo ao paciente. O projeto 

está inscrito no Comitê de Ética e Pesquisa da Fundação Antônio Prudente no AC Camargo 

Cancer Center sob o número 2440/17B como projeto afiliado no projeto temático intitulado 

“Controle Traducional no Carcinoma Renal de Células Claras” registrado no mesmo Comitê de 

Ética e Pesquisa sob o número 2440/17. 

A casuística é composta por 116 pacientes no total, que foram separados por 

estadiamento clínico no primeiro diagnóstico, sendo 41 pacientes de estadiamento I, 13 

pacientes de estadiamento II, 48 pacientes de estadiamento III e 14 pacientes de 

estadiamento IV. Destes, 57% são do sexo masculino e 43% do sexo feminino. A idade média 

dos pacientes é de 56 anos, sendo o paciente mais jovem com idade de 25 anos e o paciente 

mais idoso com 83 anos. Nesta casuística, cerca de 36% dos pacientes apresentaram recidiva 

da doença após tempo médio de 3 anos e seis meses e 21% dos pacientes apresentaram outra 

neoplasia além do CRCC.  

O ISUP foi coletado dos prontuários eletrônicos de cada paciente e nesta casuística não 

houveram pacientes com grau histológico tumoral ISUP 1; 34,1% dos pacientes apresentaram 

ISUP 2, 46,3% dos pacientes apresentaram ISUP 3, e 19,5% dos pacientes apresentaram ISUP 

grau 4. Quanto ao tratamento, todos os pacientes incluídos nesta casuística foram submetidos 

a nefrectomia parcial ou total, com uma taxa de cura de 63%. 13,8% foram submetidos a 

radioterapia e 18,1% receberam tratamento com inibidores de tirosina-quinase. Das 

características anatomopatológicas, 3,7% dos pacientes apresentaram componente 

sarcomatoide, 3,5% apresentaram invasão perineural, 4,4% apresentaram invasão vascular 

 
rastreamento de manipulação e exportação de dados; 3) exportação automatizada dos dados para pacotes 
estatísticos; e 4) procedimentos para importação de dados de fontes externas. – Texto retirado e traduzido de 
https://projectredcap.org/resources/citations/ 

https://projectredcap.org/resources/citations/
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linfática, 16,7% apresentaram invasão vascular sanguínea, e 64% apresentaram necrose 

(Tabela 1). 

 

Tabela 1. Características clínicas e anatomopatológicas dos pacientes da casuística. 

Variável Categoria n % 

Idade ≤ 40 14 12,1 
 41 a 64 78 67,2 

 ≥ 65 24 20,7 

 Total 116 100 

    
Sexo Masculino 66 56,9 

 Feminino 50 43,1 

 Total 116 100 

    
Estadiamento Clínico I 41 36 

 II 13 10,8 

 III 48 40,5 

 IV 14 12,6 

 Total 116 100 

    
Estadiamento Clínico Baixo 54 46,8 

 Alto 62 53,2 

 Total 116 100 

    
ISUP 2 28 34,1 

 3 38 46,3 

 4 16 19,5 

 Total 82 100 

    
ISUP 1 e 2 28 34,1 

 3 e 4 54 65,9 

 Total 82 100 

    Recidiva Não 64 63,4 

 Sim 37 36,6 

 Total 101 100 

    
Estadiamento patológico (pT) T1 42 36,2 

 T2 13 11,2 

 T3 59 50,9 

 T4 2 1,7 

 Total 116 100 

    
Estadiamento patológico (pT) T1 e T2 55 47,4 

 T3 e T4 61 52,6 

 Total 116 100 

    Comprometimento de linfonodos Nx / N0 112 96,6 

 N1 4 3,4 

 Total 116 100 

    
Componente Sarcomatoide Não 78 96,3 

 Sim 3 3,7 
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 Total 81 100 

    
Invasão perineural Não 110 96,5 

 Sim 4 3,5 

 Total 114 100 

    
Invasão vascular linfática Não 108 95,6 

 Sim 5 4,4 

 Total 113 100 

    
Invasão vascular sanguínea Não 95 83,3 

 Sim 19 16,7 

 Total 114 100 

    
Necrose  Não 30 36,1 

 Sim 53 63,9 

 Total 83 100 

    
Histórico familiar de câncer Não 29 34,5 

 Sim 55 65,5 

 Total 84 100 

    
Outra neoplasia Não 86 78,9 

 Sim 23 21,1 

 Total 109 100 

    Status sobrevida Vivo 92 79,3 

 Morto 24 20,7 

 Total 116 100 

    
Radioterapia Não 100 86,2 

 Sim 16 13,8 

 Total 116 100 

    
Terapia Alvo Não 95 81,9 

 Sim 21 18,1 

 Total 116 100 
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4.2 Tissue Micro-Array 

 

4.2.1 Critérios de inclusão  

 

Foram incluídos pacientes com Carcinoma Renal de Células Claras comprovados pela 

histologia, submetidos a nefrectomia parcial ou radical, que não foram submetidos a 

tratamento prévio, com prontuários disponíveis no H2TC e que aceitaram participar do estudo 

previamente. 

 

4.2.2 Critérios de exclusão   

 

Pacientes com outras neoplasias renais diferentes do CRCC, amostras com presença 

excessiva de fibrose no material do TMA, pacientes sem amostra disponível em bloco de 

parafina e pacientes diagnosticados com outros sítios de tumor primário. 

 

4.2.3 Pacientes 

 

Os dados dos pacientes foram coletados de seus prontuários disponíveis no H2TC, um 

sistema de prontuário eletrônico do Hospital AC Camargo Cancer Center, após aprovação 

prévia de participação no estudo. Estes dados foram coletados e mantidos em tabelas do 

Excel, e foram utilizados em outros projetos de pós-graduação no Departamento de Urologia 

do Hospital AC Camargo Cancer Center. As amostras dos pacientes foram organizadas em 

tissue microarrays (TMA) (seção 7 apresentada na metodologia) e os blocos de parafina estão 

arquivados no Departamento de Anatomia Patológica sob supervisão da Dra. Stephania 

Bezerra, médica patologista da instituição. Por ser um estudo retrospectivo, o TCLE foi 

previamente assinado pelos pacientes. Os dados coletados dos prontuários foram revisados, 

as tabelas já existentes foram atualizadas e os dados foram armazenados usando a ferramenta 

de captura de dados eletrônica REDCap (135,136) hospedados no servidor do Hospital AC 

Camargo Cancer Center. As variáveis analisadas nessa casuística foram: idade, sexo, histórico 

familiar de câncer, estadiamento clínico, estadiamento patológico pelo TNM AJCC/UICC 2017, 

grau histológico tumoral ISUP (International Society of Urological Pathology), presença de 

metástase sincrônica no primeiro diagnóstico, comprometimento de linfonodos, 
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recorrência/recidiva, componente sarcomatoide, invasão perineural, invasão vascular 

microscópica, necrose tumoral, situação do paciente ao final do estudo e o tempo de 

seguimento desde o primeiro diagnóstico até o final do estudo. Este estudo tem caráter 

retrospectivo e não ocorreu nenhuma interação direta com os pacientes do estudo, sendo 

assim, não foi necessário adotar o termo de consentimento pós-informado. As amostras 

utilizadas neste estudo são de material arquivado em blocos de parafina no Hospital AC 

Camargo Cancer Center, não havendo nenhum prejuízo ao paciente. O projeto está inscrito 

no Comitê de Ética e Pesquisa da Fundação Antônio Prudente no AC Camargo Cancer Center 

sob o número 2440/17B como projeto afiliado no projeto temático intitulado “Controle 

Traducional no Carcinoma Renal de Células Claras” registrado no mesmo Comitê de Ética e 

Pesquisa sob o número 2440/17. 

A casuística é composta por 728 pacientes no total, sendo 457 (62,7%) pacientes do 

sexo masculino e 271 (37,2%) pacientes do sexo feminino, com idade entre 21 e 89 anos, 

sendo a mediana de 56 anos. Para fins de análise, a idade dos pacientes foi redefinida para 

uma variável categórica com três grupos: 96 pacientes com até 40 anos (13,2%), 481 pacientes 

com idade entre 41 e 64 anos (66,1%) e 151 pacientes maiores de 65 anos (20,7%). Cerca de 

15% dos pacientes sem metástase sincrônica com primeiro diagnóstico apresentaram recidiva 

da doença após tempo médio de 3 anos e 9 meses, e 31% dos pacientes apresentaram uma 

outra neoplasia diferente do CRCC em algum momento. ´ 

O estadiamento patológico é definido pelo patologista responsável que libera o 

resultado no prontuário anatomopatológico, disponível no H2TC, e pode ser dividido em 4 

categorias: 478 pacientes apresentaram tumores de estadiamento I (65,6%), 56 pacientes 

apresentaram tumores de estadiamento II (7,1%), 116 pacientes apresentaram tumores de 

estadiamento III (16,3) e 62 pacientes foram diagnosticados com tumores de grau IV (8,7%). 

3% (12) pacientes apresentaram ISUP 1, 50,7% (206) pacientes apresentaram ISUP 2, 34,7% 

(141) pacientes apresentaram ISUP grau 3 e 11,6% (47) pacientes apresentaram ISUP 4.  Dos 

pacientes confirmados com a doença metastática após a biópsia, cerca de 88% haviam sido 

diagnosticados com metástases ainda no exame clínico. 

Quanto ao tratamento, todos os pacientes incluídos neste estudo foram submetidos a 

nefrectomia parcial ou total entre 1990 e 2016, com uma taxa de cura de 72%. Dos pacientes 

que receberam outro tratamento além da cirurgia, 8,2% foram submetidos a radioterapia e 

10,2% receberam inibidores de tirosina-quinase.  
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Das características anatomopatológicas, 3% dos pacientes apresentaram componente 

sarcomatoide, 1,7% apresentaram invasão perineural, 3,5% apresentaram invasão vascular 

linfática, 9,22% apresentaram invasão vascular sanguínea, e 44,6% apresentaram necrose 

(Tabela 2). 

 

Tabela 2. Variáveis clínicas e anatomopatológicas de pacientes da casuística. 

Variável Categoria n % 

Idade ≤ 40 96 13,2 

 41 a 64 481 66,1 

 ≥ 65 151 20,7 

 Total 728 100 

    Sexo Masculino 457 62,8 

 Feminino 271 37,2 

 Total 728 100 

    Estadiamento Clínico I 478 67,1 

 II 56 7,9 

 III 116 16,3 

 IV 62 8,7 

 Total 712 100 

    Estadiamento Clínico Baixo 534 73,3 

 Alto 178 26,7 

 Total 712 100 

    ISUP 1 12 3 

 2 206 50,7 

 3 141 34,7 

 4 47 11,6 

 Total 406 100 

    ISUP Baixo 218 53,7 

 Alto 188 46,3 

 Total 406 100 

    Recidiva Não 544 84,6 

 Sim 99 15,4 

 Total 643 100 

    Estadiamento patológico (pT) T1a 338 46,4 

 T1b 162 22,2 

 T2a 52 7,1 

 T2b 11 1,5 

 T3a 132 18,1 

 T3b 17 2,3 
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 T3c 3 0,4 

 T4 11 1,5 

 Total 726 100 

    Estadiamento patológico (pT) T1 500 68,9 

 T2 63 8,7 

 T3 152 20,9 

 T4 11 1,5 

 Total 726 100 

    Estadiamento patológico (pT) T1 e T2 563 77,5 

 T3 e T4 163 22,5 

 Total 726 100 

    Metástase sincrônica Não 656 92,3 

 Sim 55 7,7 

 Total 711 100 

    Comprometimento linfonodal Nx/N0 703 97,4 

 N1 19 2,6 

 Total 722 100 

    Componenete Sarcomatoide Não 575 97 

 Sim 18 3 

 Total 593 100 

    Invasão perineural Não 646 98,3 

 Sim 11 1,7 

 Total 657 100 

    Invasão vascular linfática Não 661 96,5 

 Sim 24 3,5 

 Total 685 100 

    Invasão vascular sanguínea Não 630 90,8 

 Sim 64 9,2 

 Total 694 100 

    Necrose Não 232 55,4 

 Sim 187 44,6 

 Total 419 100 

    Histórico familiar de câncer Não 149 33,3 

 Sim 299 66,7 

 Total 448 100 

    Status último seguimento Vivo sem doença  528 72,6 

 Vivo com doença  79 10,9 

 Morte por câncer  89 12,2 

 Morte não câncer 25 3,4 

 Vivo status desconhecido 5 0,7 
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 Morte status desconhecido 1 0,1 

 Total 727 100 

    Radioterapia Não 669 91,8 

 Sim 60 8,2 

 Total 729 100 

    HIF2a Cutoff60% <=60 357 60,8 

 >60 230 39,2 

 Total 587 100 
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5. RESULTADOS 

 

Os resultados desta tese estão separados em três tópicos: No primeiro tópico estão os 

experimentos com linhagens celulares e tecidos obtidos de xenoenxertos derivado de 

pacientes (PDX) com CRCC. Nas linhagens celulares foi possível observar as alterações no 

translatoma dependentes do status de VHL. Também usamos o tratamento com rapamicina 

para observar as alterações que ocorrem em cada célula frente a inibição de mTORC1, um dos 

principais reguladores do controle da tradução. O PDX permite estudar o desenvolvimento 

tumoral e a resposta a diferentes tratamentos in vivo, de acordo com as características 

individuais de cada paciente. Até o momento, estão apresentadas as taxas de tradução global 

obtidas do perfil polissomal dos tecidos e a correlação com dados clínicos dos pacientes. No 

segundo tópico estão os resultados da correlação da tradução global com características 

clínicas de pacientes com CRCC. 116 amostras disponíveis no Biobanco do AC Camargo Cancer 

Center foram coletadas e processadas para obter as taxas de tradução global de cada 

paciente. Essas amostras serão enviadas para sequenciamento para uma análise mais 

aprofundada do translatoma de pacientes com CRCC. O terceiro tópico inclui a expressão 

nuclear de HIF-2α em amostras tumorais de CRCC. HIF-2α é uma proteína importante no 

controle transcricional e traducional na deficiência de VHL. O estudo desta proteína vem 

crescendo na última década e seu papel tem sido relacionado com o desenvolvimento tumoral 

no CRCC. Com uma robusta casuística, obtemos resultados confiáveis da expressão de HIF-2α 

no tecido primário dos pacientes com CRCC e correlacionamos com características clínicas 

importantes para a progressão tumoral, além de avaliar seu papel nos desfechos clínicos. 
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5.1 Modelos de linhagens celulares e PDX de Carcinoma Renal de Células Claras 

 

5.1.1 Perfil polissomal de linhagens celulares de CRCC 

 

Apesar da descoberta de mecanismos que favorecem a progressão tumoral do CRCC, 

pouco se sabe sobre o desbalanço do controle traducional neste tipo de tumor. Uma vez que 

a principal alteração molecular encontrada em tumores renais de células claras é a perda do 

supressor tumoral VHL (9), nosso objetivo foi observar o translatoma de linhagens celulares 

de CRCC na presença ou ausência deste gene. VHL é o principal regulador da resposta a 

hipóxia, onde diversas adaptações celulares ocorrem para manter a sobrevivência das células 

que estão em baixos níveis de oxigênio (137). Inicialmente, foi realizado um experimento 

piloto das linhagens celulares RCC4/Mock (célula deficiente em VHL) e RCC4/VHL (célula com 

VHL restituído). Essa etapa é importante para determinar a quantidade de material necessária 

para o experimento e ao mesmo tempo garantir que a confluência da placa não altere 

mecanismos de crescimento celular. As linhagens foram mantidas em cultura sob condições 

normais de crescimento, sem nenhum tipo de tratamento realizado previamente, e o perfil 

polissomal foi realizado para determinar as taxas de tradução global. As amostras foram 

processadas e submetidas a ultracentrifugação em um gradiente de sacarose contínuo com 

concentrações entre 5% e 50% para separação das frações não traduzidas daquelas com 

tradução ativa. No gráfico gerado pela leitura da absorbância, é possível observar picos bem 

definidos referentes aos monossomos e polissomos (Figura 8A). Dessa forma, podemos 

relativizar a área sob os picos de interesse e inferir a taxa de tradução global de cada célula. 

Já nessa etapa, foi possível observar que a perda de VHL afeta a tradução (Figura 8B). 
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Figura 8. Perfil polissomal e quantificação da taxa de tradução das linhagens celulares de CRCC. 
As células RCC4/Mock e RCC4/VHL foram semeadas em placas de 150 mm e após atingirem confluência de 

aproximadamente 90%, foi realizado o perfil polissomal. Após ultracentrifugação à 39.000 rpm por 2h à 4oC do 

extrato celular em gradiente de sacarose com concentrações entre 5% e 50%, as amostras foram fracionadas e 

os gráficos gerados a partir da absorbância normalizada de cada amostra foram quantificados para determinar a 

taxa traducional das células. (A) Perfil polissomal das células RCC4/Mock e RCC4/VHL sem tratamento. (B) Taxa 

traducional das células renais representadas pela média e desvio padrão. Quantificação da área do pico de 80S 

e de polissomos pelo ImageJ. As figuras foram geradas a partir de três experimentos distintos. As comparações 

entre os grupos foram realizadas pelo teste t de Student para amostras independentes. 

 

5.1.2 Análise das taxas de tradução global, ativação da via de mTOR e crescimento 

celular das linhagens celulares de CRCC 

 

Durante o experimento piloto, observamos diferenças intrínsecas na tradução global 

das células dependendo do status de VHL. Como inibidores da via de mTOR são utilizados 

como segunda linha de tratamento para pacientes com CRCC (138) e mTOR é uma proteína 

chave no controle traducional, verificamos como esta proteína atua frente à presença ou 

ausência de VHL. mTOR é formado por dois complexos, mTORC1 e mTORC2. A rapamicina age 

em mTORC1, inibindo a fosforilação de S6K e 4E-BP1, afetando a tradução global e específica 
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de diversos genes (139). Por isso, avaliamos por western blot a expressão das proteínas alvo 

de mTORC1 após o tratamento com rapamicina. Confirmando a eficácia do tratamento, como 

esperado, ocorreu a desfosforilação das proteínas alvo de mTORC1: S6K, rpS6 e 4E-BP1 (Figura 

9). As comparações realizadas entre as linhagens celulares foram feitas em dois tempos 

diferentes (2h e 16h) para avaliar mudanças agudas e crônicas das células.  

 

 

Figura 9. Expressão e fosforilação de proteínas da via de mTOR em células renais. 
As células RCC4/Mock e RCC4/VHL foram carenciadas e tratadas com rapamicina (250 nM) por 2h e 16h para 

avaliar a inibição da via de mTOR nas células pelo tratamento. Em paralelo, as células foram tratadas apenas com 

o veículo (DMSO) para serem usadas como controle. O extrato de cada célula foi fracionado por eletroforese em 

gel de SDS-Page em diferentes concentrações a depender da proteína. 

 

As células tratadas com rapamicina foram utilizadas para a realização dos perfis 

polissomais. A partir do perfil polissomal, além de determinar e comparar as taxas de tradução 

global entre as duas linhagens celulares, podemos avaliar como o status de VHL-HIF-mTOR 

interfere na tradução específica após o sequenciamento. As células foram carenciadas 

overnight e tratadas com rapamicina e soro fetal bovino por 2h ou 16h. Os extratos das 

amostras foram submetidos a ultracentrifugação para separar a população de mRNAs 

ativamente traduzidos. Na figura 10 observamos a diminuição dos picos referentes aos 

polissomos nas duas linhagens celulares comparados com as células controle não tratadas ao 

longo do tempo, indicando que a rapamicina inibiu a tradução global tanto na fase aguda 

quanto na fase crônica. Apesar do efeito em ambas linhagens, as células RCC4/VHL foram mais 
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sensíveis ao tratamento com rapamicina, sugerindo que outros mecanismos podem estar 

ativados nas células RCC4/Mock para compensar a inativação de mTORC1, mantendo a 

tradução específica de genes necessários para a sobrevivência celular (Figura 11). Células com 

VHL mutado possuem autofagia basal alta, o que pode garantir o crescimento sob estresse 

(140). DEPTOR e mTOR fazem parte dos complexos mTORC1 e mTORC2, e trabalham em 

conjunto mantendo a homeostase. O aumento de HIF-α em carcinomas renais é capaz de 

suprimir a ação de DEPTOR, conferindo ativação da via downstream (141).  

Assim como observado na figura 9, a tradução global nas células RCC4/VHL é maior 

quando comparadas às células RCC4/Mock mesmo apenas na presença de soro. Essa diferença 

na taxa de tradução global das células renais pode ser explicada pela ativação constitutiva de 

HIF-α nas células RCC/Mock. O acúmulo de HIF-1α inibe mTORC1 via REDD1 (142), induzindo 

a parada do ciclo celular (143). Além disso, células com VHL mutado também podem 

apresentar níveis reduzidos de p53 e da RNA-binding protein HuR (Human antigen R). HuR, na 

presença de VHL, se associa ao mRNA de p53 no citoplasma da célula, aumentando sua 

tradução. Quando alterados, os níveis de RNA-binding proteins podem interferir nas taxas de 

tradução global e/ou específica (144,145).  
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Figura 10. Perfil polissomal de linhagens celulares de CRCC após tratamento com rapamicina. 
As células RCC4/Mock e RCC4/VHL foram tratadas com rapamicina (250 nM) e/ou apenas com o veículo para 

controle (DMSO) por 2h e 16h, após carência de SFB por 20h. Os extratos celulares foram centrifugados à 39.000 

RPM por 2h à 4oC em gradiente de sacarose contínuo com concentrações entre 5% e 50% e as amostras foram 

fracionadas (colocar o aparelho aqui). Os gráficos gerados a partir da absorbância normalizada de cada amostra 

foram quantificados para determinar a taxa traducional destas células. Foram usadas seis placas para cada 

condição testada e a DO foi medida por NanoDrop® para normalização das amostras antes da ultracentrifugação. 

Gráficos representativos de quatro experimentos. As figuras foram geradas a partir de quatro experimentos 

distintos. 
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Figura 11. Taxa de tradução global das linhagens celulares de CRCC. 
Taxa traducional das células RCC4/Mock e RCC4/VHL tratadas com rapamicina e/ou DMSO por 2h e 16h. O gráfico 

foi gerado pelo cálculo da área abaixo dos picos de 80S e de polissomos (≥ 3n) representados na figura 11. A 

quantificação da área foi calculada pelo ImageJ. A figura representa quatro experimentos distintos. As amostras 

foram comparadas pelo teste de Análise de variância (ANOVA) two-way e as comparações múltiplas pelo teste 

de Tukey. Foi encontrado efeito de interação significativo entre linhagens e tratamentos. As linhas preenchidas 

mostram as comparações dentro do mesmo grupo e as linhas pontilhadas mostram as comparações entre grupos 

diferentes. * indicam p-valor significativo (<0,001) dentro das comparações múltiplas. 

 

Para observar as consequências funcionais da inibição de mTORC1 na presença ou 

ausência de VHL, a taxa de proliferação celular foi avaliada nas células RCC4 tratadas com 

rapamicina. A rapamicina reduziu o crescimento celular, porém de forma mais acentuada na 

presença de VHL (Figura 12 e Apêndice 1). A tradução global na ausência de VHL foi menor ao 

longo de todo período, o que causa um atraso no crescimento celular. Células RCC4/VHL 

tratadas com rapamicina sentem os efeitos no crescimento a partir do segundo dia (controle 

�̅� = 9x104 vs rapamicina �̅� = 5x104; p = 0,0041), enquanto as células RCC4/Mock só apresentam 

resultado semelhante a partir do terceiro dia de tratamento com rapamicina (�̅� = 18x104 vs 

0,8 x104; p = 0,0006) (Figura 12 – dia 2 e dia 3), sugerindo maior sensibilidade a rapamicina na 

presença de VHL. Assim como ocorreu na tradução global nas células RCC4/Mock, o 

crescimento celular diminuiu em comparação com as células RCC4/VHL durante todo tempo 

de tratamento. Entretanto, essa diferença é observada durante as primeiras 48h do 
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experimento e, após esse período, ambas as linhagens crescem de forma similar. Esses dados 

em conjunto mostram que linhagens celulares de CRCC apresentam características distintas 

dependentes do status de VHL. O papel de mTOR e VHL na tradução específica de mRNAs será 

observado através do sequenciamento dos RNAs totais e polissomais dos experimentos 

demonstrados acima. 
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Figura 12. Curva de crescimento das linhagens celulares de CRCC. 
Curva de crescimento das células RCC4/Mock e RCC4/VHL tratadas com rapamicina e/ou DMSO por cinco dias. 

Foram plaqueadas 8x103 células no dia 0 do experimento e tratadas no dia 1 com 40 nM de rapamicina e/ou com 

o veículo (DMSO). As células foram contadas por mais 5 dias para plotar os dados. O gráfico é representativo de 

3 replicatas biológicas realizadas em duplicatas técnicas cada dia do experimento. p-valor referente ao teste 

ANOVA two-way onde foi detectado efeito de interação entre tratamento e linhagem. No Apêndice 1 está a 

tabela de comparações múltiplas pelo método de Tukey. 

 

5.1.3 Análise do translatoma das linhagens celulares de CRCC  

 

Com o perfil polissomal podemos identificar e coletar apenas os mRNAs ativamente 

traduzidos e comparar com a população total de mRNAs para identificar alterações na 

eficiência da tradução. O RNA das amostras correspondentes aos polissomos, ou seja, os picos 

com mais de 3 ribossomos associados ao mRNA, foram extraídos. Em paralelo, extraímos 

também o RNA total das amostras para comparação. Após a extração, as amostras foram 

enviadas para o laboratório do Dr. Ola Larsson no Instituto Karolinska, onde foram realizados 
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o sequenciamento e análises estatísticas desta seção, em colaboração com suas alunas Hui Liu 

e Kathleen Watts. Para fins informativos, a figura 13 mostra a expressão de VHL nas linhagens 

RCC4/Mock (denominada como VHL-deficient) e RCC4/VHL (denominada como VHL-

proficient) nas células controle e tratadas com rapamicina. 

 

 

Figura 13. Expressão de VHL nas linhagens celulares de CRCC. 
Expressão de VHL normalizada pelo método TMM (trimmed mean of M values) nas linhagens celulares 

RCC4/Mock (VHL-deficient) e RCC4/VHL (VHL-proficient) tratadas com rapamicina (rapamycin – azul) e/ou com o 

veículo (DMSO – vermelho).  

 

Os sequenciamentos do mRNA total e do mRNA polissomal das células RCC4/Mock e 

RCC4/VHL tratadas ou não com rapamicina por 2h e 16h geraram uma grande quantidade de 

dados. Para analisar o sequenciamento com o algoritmo anota2seq, foi determinado um 

cutoff de 5 milhões de leituras por amostra. Uma das amostras ficou abaixo do cutoff 

determinado, porém não foi excluída por ter obtido pelo menos o mínimo de leituras 

necessárias (2 milhões de leituras) (Figura 14). 
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Figura 14. Número de leituras obtidas pelo sequenciamento. 
O gráfico mostra o número de leituras brutas obtidas por amostra em comparação com o número de leituras 

mapeadas definidas pelo gene refseq após o pré-processamento. 
 

 A partir destes conjuntos de dados, foi realizada a análise de componente principal 

(PCA) com o objetivo de encontrar os componentes que melhor expliquem a diferença entre 

as amostras. O PCA reduz a dimensão de todos os genes encontrados no sequenciamento até 

chegar a um gráfico que explique a variação entre as amostras. Os componentes principais 

responsáveis pelo maior número de variabilidade entre os genes agregam as amostras 

similares entre si: o componente principal 1 (PC1) possui a maior variação entre os dados, o 

componente principal 2 (PC2) apresenta a segunda maior variação entre os dados, e assim por 

diante. A partir dos quatro experimentos realizados, os resultados mostraram que a maior 

variabilidade é explicada pelo status de VHL nas linhagens celulares e pelo tipo de mRNA (total 

ou polissomal) (Figura 15).  
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Figura 15. Análise de componente principal (PCA). 
As amostras de mRNA total e mRNA polissomal extraídas foram utilizadas para definir a maior variabilidade entre 

as células RCC4/Mock e RCC4/VHL após tratamento com rapamicina e/ou veículo (DMSO) por 2h ou 16h. No eixo 

x encontra-se o componente principal 1 e no eixo y encontra-se o componente principal 2. Em azul estão as 

amostras obtidas do mRNA total (símbolo de triângulo) e do mRNA polissomal (símbolo de círculo) das células 

RCC4/VHL e em vermelho estão as amostras obtidas do mRNA total e mRNA polissomal das células RCC4/Mock. 

 

O próximo passo foi caracterizar as alterações no translatoma dependentes do status 

de VHL. Para isso, os sequenciamentos foram analisados com o algoritmo anota2seq.  Com ele 

podemos classificar a regulação da expressão gênica em três modos diferentes: mudanças no 

mRNA polissomal que não correspondem a alterações no mRNA total (denominada 

translation), mudanças equivalentes no mRNA total e mRNA polissomal (denominada 

abundance), e mudanças no mRNA total que não afetam mRNAs polissomais (denominada 

buffering) (134). Alterações nos modos translation ou abundance podem causar alterações 

dos níveis proteicos – a depender dos controles pós-traducionais e da estabilidade da proteína 

– porém, alterações no modo buffering limitam o impacto das alterações observadas no mRNA 

na composição do proteoma (146). Inicialmente, foi avaliada a regulação global dos transcritos 

via modos translation e buffering nas células RCC4/Mock e RCC4/VHL. Os padrões de direção 

observados nas figuras 16, 17, 19 e 20 oferecem uma visão geral da regulação dependendo 
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do modo indicado (translation ou buffering). O conjunto total de transcritos encontrados após 

16h de tratamento com soro foram comparados com o grupo de transcritos encontrados após 

2h de tratamento com soro. A mediana da expressão do tempo final foi subtraída da mediana 

da expressão do tempo inicial. A diferença entre as medianas foi calculada pelo teste de 

Wilcoxon para amostras pareadas. A hipótese nula deste teste diz que a diferença da mediana 

entre as amostras pareadas é zero. Uma diferença maior que zero indica que a expressão do 

gene aumentou no tempo final em relação ao tempo inicial. Uma diferença negativa indica 

que a expressão do gene diminuiu no tempo final em relação ao tempo inicial. No gráfico, a 

direção das linhas coloridas demonstra se a população de genes estudada aumentou ou 

diminuiu em relação a linha cinza, que representa a diferença zero entre as medianas. Uma 

alteração para a direita indica maior associação e uma alteração para a esquerda indica menor 

associação aos níveis de mRNA polissomal ou mRNA total no grupo de transcritos em 

comparação com o background (em cinza). Transcritos que tiveram sua tradução associada 

com o status de VHL após tratamento com SFB mostraram regulação na mesma direção 

quando comparados o 16h com 2h de estimulo com SFB nas células VHL deficientes (Figura 

16). Ou seja, os transcritos up-regulados no mRNA total ou no mRNA polissomal das células 

deficientes em VHL permanecem no mesmo modo de regulação quando comparamos o 

tratamento de 16h com o tratamento de 2h. Da mesma forma que esse efeito foi observado 

no modo translation, o grupo de transcritos encontrados no modo buffering durante a fase 

aguda permanecem na mesma direção após 16h de estímulo com soro nas células RCC4/Mock 

(Figura 17). As diferenças na expressão gênica dependendo do status de VHL após estímulo 

com soro parece potencializar ao longo do tempo nas células deficientes em VHL. Além disso, 

foi encontrado um conjunto de 206 transcritos com transcrição up- ou down-regulada 

modulados traducionalmente após 16h de tratamento com soro (Figura 18).  
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Figura 16. Visão geral das alterações nas células deficientes em VHL reguladas via translation.  
Os gráficos mostram o grupo de transcritos com regulação alterada via modo translation nas células RCC4/Mock. 

No scatter plot (acima) contém o log2 do fold change dos genes encontrados no mRNA polissomal vs. o log2 do 

fold change dos genes encontrados no mRNA total após 16h em comparação com 2h de tratamento com SFB. 

Estão indicados os grupos de genes up- e down-regulados e a população de genes inalterados (em cinza). Nos 

dois gráficos abaixo contém a distribuição cumulativa do fold change no mRNA polissomal (esquerda) e no mRNA 

total (direita). Uma alteração para a direita indica maior associação e uma alteração para a esquerda indica 

menor associação aos níveis de mRNA polissomal ou mRNA total no grupo de transcritos em comparação com o 

background (em cinza).  
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Figura 17. Visão geral das alterações nas células deficientes em VHL reguladas via buffering. 
Os gráficos mostram o grupo de transcritos com regulação alterada via modo buffering nas células RCC4/Mock. 

No scatter plot (acima) contém o log2 do fold change dos genes encontrados no mRNA polissomal vs. o log2 do 

fold change dos genes encontrados no mRNA total após 16h em comparação com 2h de tratamento com SFB. 

Estão indicados os grupos de genes up- e down-regulados e a população de genes inalterados (em cinza). Nos 

dois gráficos abaixo contém a distribuição cumulativa do fold change no mRNA polissomal (esquerda) e no mRNA 

total (direita). Uma alteração para a direita indica maior associação e uma alteração para a esquerda indica 

menor associação aos níveis de mRNA polissomal ou mRNA total no grupo de transcritos em comparação com o 

background (em cinza).  
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Figura 18. Transição entre os modos de regulação gênica nas células deficientes em VHL.  
Diagrama de Venn comparando o número de transcritos sobrepostos entre os modos de regulação genética 

indicados na figura.  

 

Ao contrário das células RCC4/Mock, nas células RCC4/VHL observamos que a 

transição da fase aguda para a fase crônica acontece na direção oposta tanto no modo 

translation (Figura 19) quanto no modo abundance (Figura 20). Em resumo, essas 

comparações sugerem que as diferenças na tradução entre as células ocorrem ao longo do 

tempo de formas opostas dependendo do status de VHL – por exemplo, transcritos 

traducionalmente ativados nas células RCC4/Mock são traducionalmente suprimidos nas 

células RCC4/VHL, e vice versa. Entretanto, diferentemente das células VHL-deficientes, as 

células com VHL restituído não apresentaram genes envolvidos nas transições entre os modos 

de regulação. 
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Figura 19. Visão geral das alterações nas células com VHL restituído reguladas via translation. 
Os gráficos mostram o grupo de transcritos com regulação alterada via modo translation nas células RCC4/VHL. 

No scatter plot (acima) contém o log2 do fold change dos genes encontrados no mRNA polissomal vs. o log2 do 

fold change dos genes encontrados no mRNA total após 16h em comparação com 2h de tratamento com SFB. 

Estão indicados os grupos de genes up- e down-regulados e a população de genes inalterados (em cinza). Nos 

dois gráficos abaixo contém a distribuição cumulativa do fold change no mRNA polissomal (esquerda) e no mRNA 

total (direita). Uma alteração para a direita indica maior associação e uma alteração para a esquerda indica 

menor associação aos níveis de mRNA polissomal ou mRNA total no grupo de transcritos em comparação com o 

background (em cinza).  
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Figura 20. Visão geral das alterações nas células com VHL restituído reguladas via buffering após uso 
prolongado de soro. 
Os gráficos mostram o grupo de transcritos com regulação alterada via modo buffering nas células RCC4/VHL. 

No scatter plot (acima) contém o log2 do fold change dos genes encontrados no mRNA polissomal vs. o log2 do 

fold change dos genes encontrados no mRNA total após 16h em comparação com 2h de tratamento com SFB. 

Estão indicados os grupos de genes up- e down-regulados e a população de genes inalterados (em cinza). Nos 

dois gráficos abaixo contém a distribuição cumulativa do fold change no mRNA polissomal (esquerda) e no mRNA 

total (direita). Uma alteração para a direita indica maior associação e uma alteração para a esquerda indica 

menor associação aos níveis de mRNA polissomal ou mRNA total no grupo de transcritos em comparação com o 

background (em cinza).  

 

Para visualizar a função dos genes encontrados nos modos de regulação gênica, foram 

utilizadas ferramentas disponíveis no site WebGestalt (WEB-based Gene Set Analysis Toolkit). 
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Inicialmente, o método de enriquecimento GSEA (gene set enrichment analysis) foi utilizado 

para a análise dos processos biológicos up- ou down-regulados que estão enriquecidos nas 

células de acordo com o gene ontology (147). O gene ontology facilita a interpretação de 

dados em larga escala através de um vocabulário controlado para a análise de processos 

biológicos. A partir da comparação entre os modos de regulação, conseguimos capturar 

diferenças entre os genes que estão presentes no mRNA total e comparar com aqueles 

encontrados no mRNA polissomal, estendendo o conhecimento sobre a complexidade da 

expressão gênica. Inicialmente buscamos as características de cada linhagem celular pelas vias 

enriquecidas após estímulo com SFB. As vias enriquecidas foram consideradas significativas 

quando o FDR < 0,05.  

Inicialmente foram observadas as vias enriquecidas nas células RCC4/Mock ou 

RCC4/VHL tratadas apenas com soro fetal bovino. Essa análise foi feita a partir da população 

total de genes encontrados nas células que foram tratadas por 16h com soro em comparação 

com os genes encontrados nas células tratadas por 2h com soro. No mRNA total, após as 16h 

de tratamento, as células RCC4/Mock apresentam genes up-regulados enriquecidos nos 

processos de montagem ou desmontagem de cromatina, recombinação de DNA, fissão de 

organelas e do ciclo celular; e genes down-regulados enriquecidos nos processos de ativação 

de células T e quimiotaxia (Figura 21A). No mRNA polissomal os genes up-regulados estão 

enriquecidos nos processos de transição do ciclo celular, reparo de dupla-fita, organização de 

complexo DNA-proteína e fissão de organelas; e os genes down-regulados estão enriquecidos 

nos processos de adesão célula-célula e resposta celular a estímulo biótico (Figura 21B).  
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Figura 21. Vias enriquecidas nas células deficientes em VHL. 
Representação da análise funcional pelo gene ontology a partir da expressão diferencial de genes nas células 

RCC4/Mock. (A) Vias enriquecidas no mRNA total das células RCC4/Mock. (B) Vias enriquecidas no mRNA 

polissomal das células RCC4/Mock. Em azul estão representadas as vias up-reguladas nas células RCC4/Mock 

após 16h de tratamento com SFB e em laranja estão as vias down-reguladas nas células RCC4/Mock após 16h de 

tratamento com SFB que apresentaram FDR < 0,05.  

 

No mRNA total das células RCC4/VHL, após as 16h de tratamento com soro, foram 

encontrados genes up-regulados em processos de fissão de organelas, organização de 

complexo DNA-proteína, organização de telômeros e localização de proteína no cromossomo 

no mRNA total (Figura 22A). Já no mRNA polissomal, as células RCC4/VHL apresentaram genes 

up-regulados que estão enriquecidos em processos de montagem e desmontagem de 

cromatina, recombinação de DNA, processamento de mRNA e fissão de organelas; e genes 

down-regulados que estão enriquecidos nos processos de resposta celular a estímulo biótico 

e regulação do metabolismo de lipídeos (Figura 22B). 
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Figura 22.  Vias enriquecidas nas células com VHL restituído. 
Representação da análise funcional pelo gene ontology a partir da expressão diferencial de genes nas células 

RCC4/VHL. (A) Vias enriquecidas no mRNA total das células RCC4/VHL. (B) Vias enriquecidas no mRNA polissomal 

das células RCC4/VHL. Em azul estão representadas as vias up-reguladas nas células RCC4/Mock após 16h de 

tratamento com SFB e em laranja estão as vias down-reguladas nas células RCC4/Mock após 16h de tratamento 

com SFB que apresentaram FDR < 0,05.  

 

A seguir, foram comparadas as diferenças entre as células RCC4/VHL e RCC4/Mock nos 

dois tempos de tratamento apenas com soro. Mais genes estão regulados via modo 

abundance (1091 genes up-regulados e 1099 down-regulados) e menos genes estão regulados 

via translation (298 e 344 transcritos com tradução ativa ou não, respectivamente) quando 

comparamos as células RCC4/VHL com as células RCC4/Mock no tratamento com 2h de SFB 

(Figura 23A e 23C). O contrário é observado após 16h de tratamento, onde a regulação ocorre 

principalmente via translation, sugerindo que as mudanças a nível transcricional que ocorrem 
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após as 2h de tratamento modulam alterações na tradução de mRNAs após 16h de tratamento 

(Figura 23B e 23C).  

 

Figura 23. Alterações nos diferentes modos de expressão gênica nas linhagens celulares de CRCC. 
Nos scatter plots contém o log2 do fold change dos genes encontrados nos modos translation, buffering e 

abundance. As comparações são entre as células RCC4/VHL (VHL-proficient) e RCC4/Mock (VHL-deficient) após 

(A) 2h ou (B) 16h de tratamento com SFB. Os pontos representam transcritos diferencialmente regulados a partir 

das análises dos modos translation, abundance ou buffering de expressão gênica pelo anota2seq. (C) Número de 

transcritos regulados dentro de cada modo de expressão gênica. 

. 
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A seguir analisamos os processos enriquecidos no mRNA total e no mRNA polissomal 

das células RCC4/Mock em comparação com as células RCC4/VHL. Os genes up-regulados no 

mRNA total das células RCC4/Mock após 2h de tratamento com SFB estão enriquecidos nos 

processos biológicos de resposta imune humoral e organização de estrutura extracelular, 

enquanto os genes down-regulados no mRNA total das células RCC4/Mock após 2h de 

tratamento com SFB estão dentro dos processos biológicos de resposta a vírus, na montagem 

de componentes celulares envolvidos na morfogênese e em processos do sistema renal 

(Figura 24A). Os genes regulados no mRNA polissomal das células RCC4/Mock após 2h de 

tratamento com SFB, estão enriquecidos no processo de ativação de cascata de proteínas e 

na organização de estrutura extracelular. Já os genes down-regulados no mRNA polissomal 

das células RCC4/Mock após 2h de tratamento com SFB, estão enriquecidos no processo de 

organização de lamelipodia (Figura 24B).  
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Figura 24. Vias enriquecidas nas células RCC4/Mock em comparação com as células RCC4/VHL após 
tratamento apenas com SFB por 2h. 
Representação da análise funcional pelo gene ontology a partir da expressão diferencial de genes nas células 

RCC4/Mock em comparação com as células RCC4/VHL após 2h de tratamento com SFB. (A) Vias enriquecidas no 

mRNA total das células RCC4/Mock. (B) Vias enriquecidas no mRNA polissomal das células RCC4/Mock. Em azul 

escuro estão representadas as vias up-reguladas nas células RCC4/Mock após tratamento com SFB por 2h e em 

laranja escuro estão representadas as vias down-reguladas nas células RCC4/Mock após tratamento com SFB por 

2h com FDR < 0,05. 

 

Após 16h de tratamento com SFB, os genes encontrados diferencialmente expressos 

no mRNA total que estão down-regulados na linhagem RCC4/Mock participam de processos 

de excreção e da via de sinalização da proteína do receptor transmembrana serina/treonina 

quinase (Figura 25A). Já no mRNA polissomal, os genes down-regulados em RCC4/Mock após 
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16h de tratamento com SFB participam dos processos de resposta a interferon do tipo I, 

crescimento de órgão e excreção (Figura 25B). 

 

 

Figura 25. Vias enriquecidas nas células RCC4/Mock em comparação com as células RCC4/VHL após 
tratamento apenas com SFB por 16h. 
Representação da análise funcional pelo gene ontology a partir da expressão diferencial de genes nas células 

RCC4/Mock em comparação com as células RCC4/VHL após 16h de tratamento com SFB. (A) Vias enriquecidas 

no mRNA total das células RCC4/Mock. (B) Vias enriquecidas no mRNA polissomal das células RCC4/Mock. Em 

azul escuro estão representadas as vias up-reguladas nas células RCC4/Mock após tratamento com SFB por 16h 

e em laranja escuro estão representadas as vias down-reguladas nas células RCC4/Mock após tratamento com 

SFB por 16h com FDR < 0,05. 
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Para determinar se a expressão nas células RCC4/Mock e RCC4/VHL é modulado via 

mTORC1, comparamos as células tratadas com SFB na presença de rapamicina com as células 

tratadas apenas com soro. As células RCC4/VHL apresentaram alterações nos modos 

translation e buffering após tratamento com 2h enquanto as células VHL deficientes apenas 

mostraram modulação via translation em um grupo muito limitado de transcritos (Figura 26), 

sugerindo respostas diferentes a rapamicina dependendo do status de VHL. Depois foram 

realizadas as mesmas análises para determinar os efeitos da rapamicina na expressão gênica 

dependente do status de VHL após 16h de tratamento. O resultado indica que as células 

deficientes em VHL possuem uma maior regulação da expressão gênica em comparação com 

as células com VHL restituído depois das 16h de tratamento com rapamicina (Figura 27).  

 

 

Figura 26. Alterações nos modos de regulação gênica após tratamento com rapamicina por 2h. 
Scatter plots comparando alterações no mRNA polissomal e mRNA total entre as células RCC4/VHL (VHL-

proficient) (esquerda) e RCC4/Mock (VHL-deficient) (direita) após 2h de tratamento com SFB e rapamicina. Os 

pontos representam transcritos diferencialmente regulados a partir das análises dos modos translation, 

abundance ou buffering de expressão gênica pelo anota2seq. 
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Figura 27. Alterações nos modos de regulação gênica após tratamento com rapamicina por 16h. 
Scatter plots comparando alterações no mRNA polissomal e mRNA total entre as células RCC4/VHL (VHL-

proficient) (esquerda) e RCC4/Mock (VHL-deficient) (direita) após 16h de tratamento com SFB e rapamicina. Os 

pontos representam transcritos diferencialmente regulados a partir das análises dos modos translation, 

abundance ou buffering de expressão gênica pelo anota2seq. 

 

O próximo passo foi entender as funções dos transcritos encontrados nas células 

tratadas com rapamicina dependendo do status de VHL. Após o tratamento com rapamicina 

por 2h, não foram encontrados genes diferencialmente expressos nas células RCC4/Mock em 

comparação com o tratamento apenas com SFB. Após 16h de tratamento com rapamicina, 

podemos observar que as células RCC4/Mock apresentam down-regulação de genes 

envolvidos nos processos de regulação negativa do ciclo celular e organização do 

citoesqueleto de microtúbulos envolvida na mitose no mRNA total (Figura 28A). No mRNA 

polissomal os genes up-regulados estão enriquecidos na regulação do processo de filamentos 

de actina, na regulação negativa de transporte, de transporte de hormônios, na localização de 

lipídeos, e na angiogênese, enquanto os genes down-regulados participam de processos de 

catabolização de RNA, regulação negativa do ciclo celular mitótico e da fissão de organelas 

(Figura 28B). 
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Figura 28. Vias enriquecidas nas células deficientes em VHL após inibição de mTORC1. 
Representação da análise funcional pelo gene ontology a partir da expressão diferencial de genes nas células 

RCC4/Mock após tratamento com rapamicina. (A) Vias enriquecidas no mRNA total das células RCC4/Mock após 

o tratamento por 16h com rapamicina em comparação com as células tratadas apenas com SFB. (B) Vias 

enriquecidas no mRNA polissomal das células RCC4/Mock após o tratamento por 16h com rapamicina em 

comparação com as células tratadas apenas com SFB. Em azul escuro estão representadas as vias up-reguladas 

nas células RCC4/Mock após tratamento com rapamicina e em laranja escuro estão representadas as vias down-

reguladas nas células RCC4/Mock após tratamento com rapamicina com FDR < 0,05. 

 

As células RCC4/VHL tratadas com rapamicina por 2h não apresentaram processos 

enriquecidos dentro do gene ontology com valor de FDR significativo (< 0,05) no mRNA total. 

No mRNA polissomal, genes down-regulados após 2h de tratamento com rapamicina 

participam de processos de catabolização de RNA, localização proteica para o retículo 

endoplasmático, estabelecimento da localização da proteína para a membrana, biogênese do 

complexo ribonucleoproteico e início da tradução (Figura 29).  
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Figura 29. Vias enriquecidas nas células com VHL após inibição de mTORC1 por 2h. 
Representação da análise funcional pelo gene ontology a partir da expressão diferencial de genes nas células 

RCC4/VHL após tratamento com rapamicina. No gráfico estão as vias enriquecidas no mRNA polissomal das 

células RCC4/VHL após o tratamento por 2h com rapamicina em comparação com as células tratadas apenas com 

SFB. Em laranja estão representadas as vias down-reguladas nas células RCC4/VHL após tratamento com 

rapamicina por 2h com FDR < 0,05. 

 

Após 16h de tratamento com rapamicina, os genes down-regulados no mRNA 

polissomal nas células RCC4/VHL participam do processo de início da tradução (Figura 30), 

enquanto nenhum processo está enriquecido no mRNA total. Esses resultados nos 

demonstram que o processo de tradução via mTOR pode ser dependente da presença de VHL, 

ou seja, da sinalização celular em normóxia. Em uma situação onde a sinalização de hipóxia é 

constante (ausência de VHL), os mecanismos de início de tradução estão prejudicados. 

 

 

Figura 30. Vias enriquecidas nas células com VHL após inibição de mTORC1 por 16h. 
Representação da análise funcional pelo gene ontology a partir da expressão diferencial de genes nas células 

RCC4/VHL após tratamento com rapamicina. No gráfico estão as vias enriquecidas no mRNA polissomal das 

células RCC4/VHL após o tratamento por 16h com rapamicina em comparação com as células tratadas apenas 

com SFB. Em laranja escuro estão representadas as vias down-reguladas nas células RCC4/VHL após tratamento 

com rapamicina por 16h com FDR < 0,05. 
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Após identificar as vias enriquecidas nas amostras de interesse, os genes encontrados 

diferencialmente expressos apenas no mRNA polissomal das células RCC4/Mock e RCC4/VHL 

foram selecionados para análise pelo método de enriquecimento network topology-based 

analysis (NTA) no WebGestalt. Com esse método, é possível incluir uma lista de genes no 

software e o algoritmo constrói uma rede de interações entre os genes de interesse e seus 

elos, formando uma sub-rede baseada nos mesmos processos biológicos do gene ontology 

utilizados para as análises de enriquecimento de vias pelo método GSEA. Desta forma, 

podemos identificar os processos envolvidos regulados preferencialmente pela tradução e 

que não foram encontrados no mRNA total. Após 16h de tratamento com soro, as células 

RCC4/Mock apresentaram genes up-regulados que participam da montagem de cromatina 

(Figura 31A) e do ciclo celular (Figura 31B).  

 

 

Figura 31. Análise de redes baseadas em topologia (NTA) em células deficientes em VHL. 
Análise de redes baseadas em topologia caracterizadas pelo gene ontology (GO) a partir da expressão diferencial 

de genes no mRNA polissomal das células RCC4/Mock. Os genes foram incluídos em forma de lista e o algoritmo 

retornou valores de p significativo (< 0,05) para vias relacionadas a (A) montagem de cromatina e (B) ciclo celular. 

Os genes que participam de cada via estão destacados em vermelho. Os círculos maiores indicam os genes 
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encontrados em nossas análises e os círculos menores indicam os genes que interagem diretamente em cada 

via. 

 

Já as células RCC4/VHL apresentaram genes down-regulados no mRNA polissomal 

enriquecidos na regulação de metabolismo de lipídeos (Figura 32B) e up-regulados nos 

processos de reparo de DNA e splicing de mRNA via spliceassoma após 16h de estímulo com 

soro (Figura 32A).  

 

Figura 32. Análise de redes baseadas em topologia (NTA) em células com VHL. 
Análise das redes baseadas em topologia caracterizadas pelo gene ontology (GO) a partir da expressão diferencial 

de genes no mRNA polissomal das células RCC4/VHL após tratamento com SFB. Os genes foram inseridos em 

forma de lista e o algoritmo retornou valores de p significativo (< 0,05) para vias (A) up-reguladas e (B) down-

reguladas. Os genes que participam de cada via estão destacados em vermelho. Os círculos maiores indicam os 

genes encontrados em nossas análises e os círculos menores indicam os genes que interagem diretamente em 

cada via. 

 

Os genes up-regulados nas células RCC4/Mock em comparação com as células 

RCC4/VHL estão enriquecidos no processo de degranulação de plaquetas (Figura 33A) e na 

resposta inflamatória (Figura 33B).  
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Figura 33. Análise de redes baseadas em topologia (NTA) up-reguladas nas células deficientes em 
VHL em comparação com as células com VHL restituído. 
Análise das redes baseadas em topologia caracterizadas pelo gene ontology (GO) a partir da expressão diferencial 

de genes no mRNA polissomal das células RCC4/Mock em comparação com as células RCC4/VHL após tratamento 

com SFB por 2h. Os genes foram inseridos em forma de lista e o algoritmo retornou valores de p significativo (< 

0,05) para vias relacionadas a (A) degranulação de plaquetas e (B) resposta inflamatória. Os genes que participam 

de cada via estão destacados em vermelho. Os círculos maiores indicam os genes encontrados em nossas análises 

e os círculos menores indicam os genes que interagem diretamente em cada via. 

 

Após 16h de estímulo com SFB, encontramos o processo de diferenciação de célula de 

gordura (Figura 34A) e a via de interferon do tipo I (Figura 34B) down-regulados nas células 

RCC4/Mock, a partir dos genes diferencialmente expressos no mRNA polissomal. 
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Figura 34. Análise de redes baseadas em topologia (NTA) down-reguladas nas células deficientes em 
VHL em comparação com as células com VHL restituído. 
Análise das redes baseadas em topologia caracterizadas pelo gene ontology (GO) a partir da expressão diferencial 

de genes no mRNA polissomal das células RCC4/VHL em comparação com as células RCC4/Mock após tratamento 

com SFB por 16h. Os genes foram imputados em forma de lista e o algoritmo retornou valores de p significativo 

(< 0,05) para vias relacionadas a (A) diferenciação de célula de gordura e (B) via de interferon tipo I. Os genes 

que participam de cada via estão destacados em vermelho. Os círculos maiores indicam os genes encontrados 

em nossas análises e os círculos menores indicam os genes que interagem diretamente em cada via. 

 

Após o tratamento com rapamicina, ambas as linhagens celulares apresentaram 

diminuição da regulação dos genes pela tradução e encontramos genes down-regulados nas 

células RCC4/Mock enriquecidos no processo de ciclo celular (Figura 35A) e no início da 

tradução nas células RCC4/VHL (Figura 35B). Os genes encontrados up-regulados nas células 

RCC4/Mock estão enriquecidos nos processos de morfogênese de vasos sanguíneos (Figura 

36A) e organização de matriz extracelular (Figura 36B). 
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Figura 35. Análise de redes baseadas em topologia (NTA) down-reguladas nas células RCC4 após 
inibição de mTORC1. 
Análise das redes baseadas em topologia caracterizadas pelo gene ontology (GO) a partir da expressão diferencial 

de genes no mRNA polissomal das células (A) RCC4/Mock e (B) RCC4/VHL após inibição da via de mTORC1 com 

tratamento com rapamicina por 16h. Os genes foram imputados em forma de lista e o algoritmo retornou valores 

de p significativo (< 0,05) para as vias destacadas nas figuras. Os genes que participam de cada via estão 

destacados em vermelho. 

 

 

Figura 36. Análise de redes baseadas em topologia (NTA) up-reguladas nas células RCC4/Mock após 
inibição de mTORC1. 
Análise das redes baseadas em topologia caracterizadas pelo gene ontology (GO) a partir da expressão diferencial 

de genes no mRNA polissomal das células RCC4/Mock após inibição da via de mTORC1 com tratamento com 

rapamicina por 16h. Os genes foram imputados em forma de lista e o algoritmo retornou valores de p significativo 
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(< 0,05) para as vias relacionadas a (A) morfogênese de vasos sanguíneos e (B) organização de matriz extracelular. 

Os genes que participam de cada via estão destacados em vermelho. 

 

O perfil polissomal e o translatoma das células RCC4/Mock e RCC4/VHL indicam 

diferenças significativas na expressão gênica tanto nas células apenas estimuladas com SFB 

quanto após o tratamento com rapamicina. O gene VHL é frequentemente inativado em CRCC, 

sendo o primeiro passo na tumorigênese. A via de mTOR é um fator central na modulação da 

tradução global e específica, e sua atividade é alterada durante a resposta a hipóxia e 

mutações em VHL, onde ocorre a estabilização das proteínas HIF-1α e HIF-2α. Nosso objetivo 

principal foi comparar as diferenças na tradução global e os genes diferencialmente expressos 

nas células deficientes em VHL tratadas com rapamicina. Nossos resultados mostraram 

diferenças nas assinaturas diferencialmente expressas relacionadas principalmente com o 

status de VHL, apesar de ambas as linhagens mostrarem mudanças na tradução de mRNAs 

após inibição da via de mTOR. Dessa forma, é possível concluir que as alterações na tradução 

associadas a perda de VHL dependem apenas parcialmente de fatores downstream a via de 

mTOR.  

 

5.1.4 Efeito do cloreto de cobalto (CoCl2) na via de mTOR e na estabilização de HIF-1α e 

HIF-2α nas linhagens celulares de CRCC. 

 

 O cloreto de cobalto (CoCl2) é um mimetizador químico de hipóxia. Ele age se ligando 

aos domínios dependentes de oxigênio nas subunidades HIF-1α e HIF-2α e inibe a degradação 

mediada por pVHL (148). Existem diferenças entre os mecanismos envolvidos em hipóxia e no 

acúmulo de HIF-α induzido por mimetizadores. O tratamento com CoCl2 diminui a proliferação 

celular inibindo a síntese de DNA, que causa um acúmulo de células na fase G2, independente 

da estabilização de HIF-α, por exemplo (149). Para avaliar o papel de HIF-1α na interação com 

a via de mTOR e na taxa traducional, as células RCC4 foram tratadas com CoCl2, que inibe a 

ação das enzimas polil-hidroxilase – responsáveis por marcar a proteína para a degradação via 

VHL – causando seu acúmulo na célula (148). As células RCC4 foram tratadas por diferentes 

tempos com CoCl2 e a quantidade de HIF-1α em cada célula foi determinada por Western Blot 

(Figura 37). A estabilização de HIF-1α nas células RCC4/VHL ocorre a partir de 30 minutos de 

tratamento e é intensificada com 2 horas. Já nas células RCC4/Mock a quantificação de HIF-
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1α permaneceu semelhante ao controle não tratado. É importante ressaltar que a 

estabilização de HIF-1α pelo cloreto de cobalto ocorre a nível proteico, não interferindo nas 

quantidades totais de mRNA. Também deve-se levar em consideração que outros mecanismos 

podem estar envolvidos na regulação de HIF na ausência de pVHL, apesar da regulação de HIF 

ser majoritariamente por essa proteína. P53 também é capaz de marcar HIF-α, mediado por 

Mdm2, para degradação via proteassoma após tratamento com CoCl2 (150,151). A 

manutenção da expressão de HIF-α também ocorre pela fosfolipase D (PLD).  O tratamento 

com CoCl2 induz HIF-α em células com pVHL, dependente da ação de PLD. Em glioblastoma, 

por exemplo, PLD ativa a via de HIF-VEGF, induzindo a expressão de angiogenina (proteína 

que estimula o surgimento de novos vasos sanguíneos), favorecendo a sobrevivência do 

tumor (152).  

 

 

Figura 37. Expressão de HIF-1α em linhagens celulares de CRCC. 
As células RCC4/VHL e RCC4/Mock foram tratadas com CoCl2 150 µM por 30 min, 1 h ou 2 h para determinar os 

níveis de HIF-1α após estabilização da proteína. Em paralelo, células sem tratamento foram usadas como 

controle. Os extratos celulares foram fracionados por eletroforese em gel de SDS-Page. A quantidade de HIF-1α 

foi normalizada a partir do controle endógeno (β-actina). 

 

Nosso próximo passo foi avaliar a taxa de tradução das células RCC4/Mock e RCC4/VHL 

tratadas com CoCl2 através do perfil polissomal (Figura 38). O objetivo foi avaliar se a taxa de 

tradução global das células RCC4/VHL apresentariam níveis parecidos com os observados nas 

células RCC4 Mock, as quais não possuem um mecanismo de degradação de HIF-1α via pVHL. 

As células não tratadas continuam a apresentar os mesmos dados vistos anteriormente, onde 

a taxa traducional das células RCC4/Mock é menor que as taxas das células com VHL. Porém, 

ao tratar as células com cloreto de cobalto e estabilizar HIF-1α nessas células, observamos 

uma redução da tradução para níveis semelhantes às células com VHL mutado. Ao contrário, 

as células RCC4/Mock não parecem ter sofrido com o efeito do cloreto de cobalto, assim como 

os níveis de HIF-1α. Mecanismos de regulação de HIF independente de VHL não devem ser 

afetados no tratamento com cloreto de cobalto pelo efeito desse reagente apenas na 
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regulação clássica dessas proteínas. Com isso, as taxas de tradução não apresentaram uma 

queda assim como observada nas células com VHL já que a estabilização de HIF-1α afeta 

mecanismos de regulação da tradução. 
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Figura 38. Perfil polissomal das linhagens celulares de CRCC após tratamento com cloreto de cobalto. 
As células RCC4/Mock e RCC4/VHL foram tratadas com CoCl2 150 µM por 2h e os extratos celulares foram 

centrifugados à 39.000 RPM por 2h à 4oC em gradiente de sacarose. As amostras foram fracionadas e os gráficos 

gerados a partir da absorbância normalizada de cada amostra foram quantificados para determinar a taxa 

traducional das células. Quantificação da área do pico de 80S e de polissomos pelo ImageJ. 

 

 
A via de mTOR é responsável pelo controle da tradução de HIF-1α, mas em um 

mecanismo de feedback negativo, o acúmulo de HIF-1α causa inibição da via de mTOR, para 

controlar o gasto celular de ATP (142,153). A tradução de HIF-1α é modulada pelos alvos de 

mTORC1, as proteínas 4E-BP1 e S6K, e a transcrição é regulada pela fosforilação de STAT3 

(153). Como a rapamicina é um dos inibidores da via de mTOR, analisamos seu efeito nas 

células renais tratadas com cloreto de cobalto (Figura 39).  
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Figura 39. Expressão de HIF-1α e fosforilação de rpS6 em linhagens celulares de CRCC. 
As células RCC4/Mock e RCC4/VHL foram carenciadas e tratadas apenas com SFB, cloreto de cobalto, rapamicina 

e torina; com combinações distintas de dois ou três tratamentos; e seus controles não tratados. 

 

Nas células RCC4/VHL, o tratamento com rapamicina não foi capaz de reduzir 

totalmente a expressão de HIF-1α após tratamento com cloreto de cobalto. A rapamicina é 

um inibidor de mTORC1, enquanto a torina inibe ambos mTORC1 e mTORC2. Nas células 

RCC4/VHL, o tratamento com torina foi capaz de inibir o acúmulo de HIF-1α, sugerindo uma 

participação de mTORC2 na regulação de HIF-1α. Esse resultado ainda confirma o que foi 

observado anteriormente que as células com VHL possuem uma ativação basal maior da via 

de mTOR, visto pelo um aumento na expressão de p-rpS6, o que explica os níveis de tradução 

global maiores em comparação com as células RCC4/Mock (154,155).  

Nos resultados anteriores, verificamos menores taxas de tradução global nas células 

RCC4/Mock, independente do tratamento com a rapamicina, sugerindo que a inativação do 

VHL influencia na tradução. Apesar disso, os tratamentos realizados nessas células não se 

mostraram tão eficientes quanto nas células RCC4/VHL. Alguns tumores sólidos se adaptam 

em situações similares à hipóxia, onde o influxo de O2 é menor que o consumo. Um desses 

mecanismos é a presença do complexo eIF4FH, formado por HIF-2α, RBM4 (RNA Binding Motif 
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Protein 4) e eIF4E2 (eukaryotic translation initiation factor 4E family member 2). Esse 

complexo ativa seletivamente a tradução de mRNAs que contenham HREs (do inglês, hypoxic 

response elements).  O complexo eIF4FH é capaz de capturar o cap m7G e interagir com eIF4G3 

(homólogo de eIF4G) e com eIF4A, (156) iniciando a tradução e evadindo da repressão da 

síntese proteica induzida por hipóxia. Dentre mRNAs que possuem HREs e são regulados por 

eIF4FH estão receptores de fatores de crescimento (157,158) e moléculas de adesão célula-

célula (118,158). Nas células RCC4/Mock os níveis de expressão de HIF-2α são maiores que 

nas células com RCC4/VHL. Também analisamos os níveis de GLUT-1, um transportador de 

glicose que está frequentemente alterado em carcinomas renais e é um alvo direto de HIF-2α. 

Essa proteína está mais elevada nas células RCC4/Mock do que nas células RCC4/VHL (Figura 

40). Baixos níveis de ATP podem ativar a via de AMPK, responsável por processos como 

aumento da captação de glicose e da autofagia. Células com VHL mutado dependem da 

disponibilidade de glicose para crescer, já que o aporte de oxigênio é menor (144). Nossos 

resultados sugerem que o controle traducional nas células RCC4/Mock pode estar 

influenciando tanto na tradução global quanto na tradução específica. 

 

 

Figura 40. Expressão e quantificação de HIF-2α e GLUT-1 em linhagens celulares de CRCC. 
As células RCC4/Mock e RCC4/VHL foram carenciadas overnight e tratadas ou não com SFB por 2h e os extratos 

das amostras foram utilizados para determinar a expressão das proteínas de interesse por Western Blot. As 

bandas correspondentes a cada proteína foram quantificadas pelo ImageJ e normalizadas pelo controle 

endógeno (β-actina). 
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5.1.5 Taxas de tradução global, expressão de HIF-1α, e de proteínas da via de mTOR e 

ERK em PDX. 

 

Experimentos com linhagens celulares são modelos funcionais que nos ajudam a 

direcionar os objetivos do projeto, porém modelos in vivo ainda são boas ferramentas para 

reproduzir situações que mais se aproximem da realidade. Por isso, em colaboração com o Dr. 

Tiago Góss e seu aluno de doutorado Adriano Beserra, experimentos com patient-derived 

xenograft (PDX) foram desenvolvidos com excelência pelo grupo. Este modelo permitirá 

observar diferenças entre taxas traducionais antes e após tratamentos com as principais 

terapias-alvo utilizadas em pacientes com CRCC. A partir destes ensaios, poderemos avaliar 

alvos diferencialmente expressos em tecidos de pacientes ou células para um estudo mais 

detalhado da biologia deste tumor. Inicialmente separamos cinco tumores provindos de 

diferentes PDX com graus clínicos altos e baixos no momento da coleta e avaliamos a 

expressão de proteínas envolvidas na via de mTOR, via de ERK e da proteína HIF-1α (Figura 

41). Desta forma, podemos escolher tecidos com características diferentes e observar como 

cada tratamento irá atuar na expressão destas proteínas e consequentemente em alvos 

específicos desta via. 
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Figura 41. Expressão de HIF-1α, da via de ERK e da via de mTOR em PDX. 
Cinco tecidos de PDX foram selecionados de acordo com o grau clínico no momento do diagnóstico e a expressão 

das proteínas foram avaliadas por Western Blot. Com os extratos celulares obtidos, foram determinadas a 

presença ou ausência de (A) HIF-1α proteínas (B) ERK 1/2, (C) AKT, (D) rpS6, (E) 4E-BP1, e suas formas fosforiladas. 

O extrato de cada tecido foi fracionado por eletroforese em gel de SDS-Page em diferentes concentrações a 
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depender da proteína. As bandas correspondentes a cada proteína foram quantificadas pelo ImageJ e 

relativizadas pelo controle endógeno (β-actina). Cada coluna corresponde a uma amostra obtida de diferentes 

PDX. 

 

Os tecidos coletados apresentaram diferentes taxas de tradução, onde foi possível 

observar maiores taxas traducionais em tecidos com maior estadiamento. Os tecidos com 

taxas mais baixas de tradução demoraram um tempo maior para crescer no camundongo. O 

inverso aconteceu nos tecidos com maiores taxas de tradução global, que cresceram em 

menor tempo. O caso CCR36 apresentou uma expressão mais alta de HIF-1α e uma taxa de 

tradução global, ao contrário dos outros casos onde não foi observada uma expressão 

significativa da proteína patológico (Figura 42 e Tabela 3).  Ao contrário das linhagens 

celulares com pVHL mutado, a expressão de HIF-1α no tecido (Figura 41A) acompanha a 

expressão da via de mTOR enquanto a fosforilação de ERK (Figura 41B) é inversamente 

proporcional a ativação dos subprodutos de mTORC1, rps6 e 4E-BP1 (Figura 41D e 41E). 
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Figura 42. Perfil polissomal e taxa traducional de PDX. 
Amostras de diferentes PDX foram centrifugadas à 39.000 RPM por 2h à 4oC em gradiente com concentrações 

de sacarose entre 5% a 50% para separação do RNA polissomal. A absorbância dos gradientes foi lida a 254 nm. 

Os gráficos foram gerados pelo GraphPad Prism e a área abaixo dos picos de 80S e do pico dos polissomos foram 

quantificadas pelo ImageJ. 

 

As informações sobre características anatomopatológicas e do tempo de crescimento 

do PDX foram fornecidas pelo aluno de doutorado Adriano Beserra. O caso CCR26 apresentou 
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uma baixa taxa de tradução global, apesar de ser um tumor com características mais 

agressivas. Apesar da ativação da via de mTOR presente neste tecido, foi encontrada uma 

expressão maior de HIF-1α, o que pode estar interferindo na tradução global neste tecido. 

Além disso, o caso XR48 que apresentou as maiores taxas de tradução global em comparação 

com os outros casos cresceu no camundongo em menos tempo quando comparado com os 

tecidos com baixas taxas de tradução global. Apesar disso, o paciente não apresentou 

metástase e nem veio a óbito, ao contrário do caso CCR26. Este tipo de análise nos indica que 

diversos mecanismos de crescimento e sobrevivência celular podem estar envolvidos em 

casos de CRCC e que, para alcançar melhores resultados nos tratamentos personalizados, o 

uso de ferramentas como o PDX pode fornecer informações moleculares valiosas. Também é 

possível testar diferentes tratamentos nos modelos animais após o crescimento do tumor 

para melhor avaliação da resposta às terapias (Tabela 3). 

 

Tabela 3. Características anatomopatológicas e moleculares dos tecidos de PDX. 

ID ISUP Sarc Rab Necr cm pT Tempo Meta Óbito HIF1α ERK AKT RPS6 4EBP1 Poly/80S 

CCR63 3 N N N 8.0 T3b 5 N N - = ↓ ↓ ↓ 0,113 

XR48 4 S S S 14.5 T3a 3 N N - ↓ ↓ ↓ ↓ 0,148 

CCR26 4 S S S 9.5 T3a 1 S S + ↓ ↓ ↑ ↑ 0,057 

PDX50 2 N N N 2.0 T1a 12 N N - ↓ ↓ ↑ ↑ 0,067 

CCR47 3 N N N 2.3 T1a 6 N N - = ↓ ↓ ↓ 0,057 

ID: identificação do tecido; ISUP: grau histológico ISUP; Sarc: presença de componente sarcomatoide; Rab: 

presença de componente rabdoide; cm: tamanho do tumor; tempo: tempo até o crescimento do tumor no 

camundongo; Meta: presença de metástase no diagnóstico; HIF-1α: positivo ou negativo; ERK, AKT, RPS6, 4EBP1: 

= (expressão da proteína total e fosforiladas em níveis iguais), ↑ (maior expressão da proteína fosforilada em 

comparação com a proteína total, ↓ (menor expressão da proteína fosforilada em comparação com a proteína 

total); Poly/80S: taxa de tradução global.  

 

5.2 Tumores congelados do BioBanco do A.C. Camargo Cancer Center 

 

5.2.1 Perfil polissomal two-steps das amostras dos pacientes com CRCC. 

 

 Após utilizar os modelos celulares para observar a diferença da eficiência da tradução 

nos modelos in vitro, iremos comparar as assinaturas encontradas em tecidos tumorais 

humanos. Assim como realizado nos experimentos com as células RCC4, as amostras de 

pacientes com CRCC foram selecionadas e o perfil polissomal. Porém, para conseguir a 

separação polissomal eficiente de tecidos com pouca quantidade de material, utilizamos o 
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gradiente two-steps. Este gradiente de sacarose é composto por três concentrações diferentes 

e, após a ultracentrifugação, é possível separar as amostras em dois picos contendo os 

ribossomos que não estão associados a moléculas de mRNA daqueles que estão participando 

ativamente da tradução no momento da coleta do tecido (Figura 43). Inicialmente, podemos 

inferir a taxa de tradução global destes pacientes e, após a extração de RNA e 

sequenciamento, serão analisados os conjuntos de genes diferencialmente expressos em cada 

paciente para determinar a tradução específica e correlacionar com características e 

desfechos clínicos.  

 Nesta tese estão apresentados apenas os resultados da tradução global 

correlacionadas com os dados obtidos dos prontuários eletrônicos de cada paciente. 

Posteriormente, as amostras serão enviadas para o Instituto Karolinska onde serão 

sequenciadas. Para esta etapa do projeto foram selecionados 116 pacientes com diagnóstico 

de carcinoma renal de células claras. Desses, 108 possuíam tecido congelado no BioBanco de 

Tecidos Tumorais do AC Camargo Cancer Center. Foram extraídos o RNA total e polissomal 

das amostras após fracionamento de polissomos. Os pacientes foram selecionados a partir do 

estadiamento clínico no primeiro diagnóstico, onde separamos em grupos diferentes para 

avaliar os resultados a partir da translatômica. No primeiro grupo foram incluídos os pacientes 

de estadiamento clínico baixo I e II que apresentaram ou não recidiva local ou metástase à 

distância; no segundo grupo foram incluídos os pacientes de estadiamento III que 

apresentaram ou não recidiva local ou metástase à distância; e no último grupo foram 

incluídos pacientes de estadiamento IV, com doença metastática sincrônica. Nosso objetivo é 

avaliar quais o perfil de mRNAs diferencialmente traduzidos em cada grupo e correlacionar 

com os dados clínicos disponíveis nos prontuários dos pacientes. Após selecionarmos os 

pacientes pelo sistema de prontuários e a partir das amostras disponíveis no BioBanco de 

Tecidos Tumorais do A.C. Camargo Cancer Center, os tecidos congelados foram processados 

e as amostras foram submetidas a ultracentrifugação em gradiente de sacarose não-linear 

(two-steps). 

 



79 
 

  
  

a
b

s
o

rb
â

n
c
ia

 n
o

rm
a

liz
a

d
a

 (
2

5
4

n
m

)

polissomos ( 3n)80S

 5-34%  34-55%

 

Figura 43. Perfil polissomal de amostras tumorais de pacientes com CRCC. 
O gráfico é um exemplo representativo do perfil polissomal two-steps e dos picos correspondentes ao 80S e aos 

polissomos (≥ 3 ribossomos acoplados à uma molécula de mRNA) das amostras de tecidos congelados obtidas 

para este projeto. As amostras coletadas no BioBanco de Tecidos Tumorais do A.C Camargo Cancer Center foram 

submetidas à ultracentrifugação por 39000 rpm por 2h à 4°C em gradiente de sacarose não linear com 

concentrações de 5%-34%-55%. Após a leitura da absorbância a 254 nm é possível observar a presença de dois 

picos distintos. As amostras coletadas do fracionamento polissomal foram congeladas para posterior extração 

de RNA e futuras análises. Na figura também está indicada a intersecção no gradiente onde cada pico está 

localizado de acordo com a porcentagem de sacarose. 

  

O RNA total e polissomal extraído das amostras de tecidos de pacientes com CRCC 

serão posteriormente quantificados e a qualidade das amostras será avaliada pelo 

TapeStation. O equipamento determina a qualidade do RNA isolado da amostra a partir do 

RIN (RNA integrity number). Em colaboração com o Dr. Ola Larsson do Instituto Karolinska em 

Estocolmo – Suécia, será construída a biblioteca por meio da metodologia SmartSeq2 (que 

permite o sequenciamento de amostras de RNA com baixas quantidades) e, finalmente, o 

sequenciamento do RNA total e polissomal. As assinaturas encontradas nas amostras de 

tecidos tumorais serão, então, correlacionadas com os dados clínicos dos pacientes. 

 

5.2.2 Correlação da taxa global de tradução e características clínicas e patológicas de 

pacientes com CRCC. 

 

Além de separar o material que será posteriormente analisado por sequenciamento 

para análise do perfil de expressão dos diferentes grupos, foi determinada a taxa traducional 

de cada amostra. As amostras fracionadas pela técnica de perfil polissomal two-steps gera um 

cromatograma com dois picos distintos: o primeiro pico é referente à separação dos 
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ribossomos maduros 80S e o segundo pico é referente aos mRNAs que estão sendo 

ativamente traduzidos (polissomos). A área sob a curva gerada pode ser quantificada pelo 

software ImageJ nos dois momentos gerando a informação a partir do pico de 80S (onde 

contém mRNAs com baixa tradução ou no final da tradução e, consequentemente, com baixa 

expressão proteica) e do pico de polissomos. Após calcular a área sob a curva, é possível 

determinar a razão polissomo / 80S e encontrar a taxa traducional específica de cada amostra 

independentemente da quantidade de material utilizada inicialmente. Dessa forma, é possível 

identificar as amostras que possuem altas taxas traducionais ou baixas taxas traducionais e 

correlacionar essas informações com dados clínicos e patológicos da doença. Após realizar o 

perfil polissomal das amostras e determinar a taxa de tradução global de cada tecido, foram 

realizados testes não-paramétricos para comparar a taxa de tradução global entre os 

diferentes aspectos clínicos e anatomopatológicos dos pacientes (Tabela 4).   

 

Tabela 4. Comparações não paramétricas entre os dados demográficos, clínicos e 
anatomopatológicos dos pacientes com CRCC e mediana das taxas de tradução global. 

Variável Categoria n Mediana Min-Máx Dp p 

Idade ≤ 40 14 0,187 0,052 – 0,406 0,116 

0,063  41 a 64 78 0,209 0,004 – 0,610 0,114 

 ≥ 65 24 0,276 0,078 – 0,520 0,139 

       
Sexo Masculino 66 0,209 0,004 – 0,610 0,119 

0,546 
 Feminino 50 0,224 0,004 – 0,515 0,125 

       
Estadiamento clínico I 41 0,194 0,004 – 0,51 0,11 

0,01** 
II 13 0,194 0,111 – 0,61 0,13 

III 48 0,268 0,077 – 0,52 0,12 

IV 14 0,217 0,118 – 0,341 0,07 

 
Estadiamento clínico Baixo 54 0,194 0,004 – 0,61 0,11 

0,03* 
Alto 62 0,24 0,077 – 0,52 0,12 

 
ISUP 2 25 0,19 0,004 – 0,412 0,1 

0,137 3 38 0,205 0,077 – 0,503 0,09 

4 16 0,268 0,078 – 0,518 0,13 

       
ISUP 2 28 0,188 0,004 – 0,412 0,108 

0,180 
 3 e 4 54 0,211 0,077 – 0,518 0,114 

       

Recidiva Não 
a 

64 0,216 0,004 – 0,520 0,126 
0,868 

 Sim 37 0,215 0,077 – 0,610 0,131 
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Sobrevida Vivo 92 0,216 0,004 – 0,520 0,117 
0,763 

 Óbito 24 0,212 0,123 – 0,610 0,136 

       
Estadiamento patológico 
(pT) 

pT1 42 0,200 0,004 – 0,510 0,118 0,055 

pT2 13 0,190 0,108 – 0,610 0,131  

pT3 59 0,240 0,077 – 0,520 0,119  

 pT4 2 0,223 0,118 – 0,327 0,148  

       
Estadiamento patológico 
(pT) 

T1 e T2 55 0,194 0,004 – 0,610 0,120 
0,008* 

T3 e T4 61 0,240 0,077 – 0,520 0,118 

 
Metástase sincrônica Não 103 0,215 0,004 – 0,61 0,13 

0,838 
Sim 13 0,220 0,129 – 0,341 0,07 

       
Comprometimento 
linfonodal 

Nx/N0 112 0,215 0,004 – 0,610 0,121 
0,853 

N1 4 0,271 0,097 – 0,405 0,154 

       
Componente 
sarcomatoide 

Não 78 0,217 0,004 – 0,610 0,123 
0,352 

Sim 3 0,205 0,078 – 0,237 0,084 

 
Necrose Não 27 0,215 0,052 – 0,61 0,12 

0,67 
Sim 53 0,206 0,004 – 0,52 0,12 

       
Invasão perineural Não 110 0,214 0,004 – 0,610 0,123 

0,752 
 Sim 4 0,218 0,097 – 0,327 0,104 

 
Invasão vascular 
sanguínea 

Não 95 0,212 0,004 – 0,61 0,12 
0,924 

Sim 19 0,22 0,097 – 0,506 0,08 

 
Invasão vascular linfática Não 108 0,215 0,004 – 0,61 0,12 

0,84 
Sim 5 0,264 0,163 – 0,295 0,05 

       
Histórico familiar de 
câncer 

Não 29 0,240 0,080 – 0,518 0,121 
0,432 

Sim 55 0,228 0,004 – 0,515 0,114 

 
Outra neoplasia Não 86 0,215 0,004 – 0,518 0,11 

0,34 
Sim 20 0,273 0,052 – 0,61 0,15 

* Teste não paramétrico U de Mann-Whitney para amostras independentes. 

** Teste não paramétrico de Kruskal-Wallis para amostras independentes. 

 

 Nas análises foram observadas diferenças estatisticamente significativas entre os 

grupos das variáveis de estadiamento. Para avaliar em quais grupos estão as diferenças, testes 

post hoc foram realizados após o teste de Kruskal-Wallis. Inicialmente, as análises foram 

realizadas com os quatro grupos das variáveis que mostraram diferenças entre os grupos 

denominados EC 1 e EC 2 em comparação com o grupo denominado EC 3, e entre os grupos 
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denominados pT1 e pT2 em comparação com o grupo denominado pT3. Não foram 

encontradas diferenças significativas nas comparações com os grupos EC 4 e pT4, porém o 

número menor de pacientes neste grupo pode prejudicar as análises.  

Comparando os grupos sem metástase no primeiro diagnóstico, foram encontradas as 

mesmas diferenças, onde os grupos com menor estadiamento clínico apresentaram menores 

taxas de tradução em comparação com o grupo com estadiamento clínico mais avançado 

(Figura 44A). Da mesma forma, o estadiamento patológico dos pacientes com menores taxas 

de tradução global é menor do que os pacientes com taxas de tradução global mais altas 

(Figura 44B). Como não houveram diferenças significativas entre os grupos de estadiamento 

I e II, e entre os grupos pT1 e pT2, os pacientes foram agrupados em uma só categoria (baixo). 

As comparações foram realizadas com pacientes que não apresentaram metástase sincrônica 

no primeiro diagnóstico (Figura 44C e 44D).  
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Figura 44. Taxas de tradução global dos pacientes com CRCC não metastáticos correlacionadas com 
dados clínicos e anatomopatológicos. 
(A) Comparação da taxa de tradução global determinada pela quantificação dos perfis polissomais dos pacientes 

com CRCC sem diagnóstico de metástase no primeiro laudo com o estadiamento clínico coletado dos prontuários 

eletrônicos. (B) Comparação da taxa de tradução global determinada pela quantificação dos perfis polissomais 

dos pacientes com CRCC sem diagnóstico de metástase com o estadiamento patológico do tumor coletado dos 

prontuários eletrônicos. (C) Comparação da taxa de tradução global determinada pela quantificação dos perfis 

polissomais dos pacientes com CRCC sem diagnóstico de metástase no primeiro laudo com o estadiamento 

clínico coletado dos prontuários eletrônicos. Os pacientes foram separados entre estadiamento clínico baixo 

(EC1 e EC2) e estadiamento clínico alto (EC3). (D) Comparação da taxa de tradução global determinada pela 

quantificação dos perfis polissomais dos pacientes com CRCC sem diagnóstico de metástase com o estadiamento 

patológico do tumor coletado dos prontuários eletrônicos. Os pacientes foram separados entre tumores com 

dimensões limitadas ao rim (pT1 e pT2) e tumores que se estendem para grandes veias ou invadem outras 

estruturas renais (pT3 e pT4). As comparações entre dois grupos foram realizadas pelo teste U de Mann-Whitney 

para amostras não pareadas e as comparações entre 3 grupos foram realizadas pelo teste de análise de variância 
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(ANOVA) one-way seguido pelo teste post-hoc de Tukey. * indica diferenças significativas entre as comparações 

(p < 0,01). 

  

Para fazer as curvas de sobrevida apresentadas no próximo tópico, foi determinado 

um ponto de corte onde houve separação de dois grupos com sobrevidas distintas no teste 

de Log-Rank. As mesmas variáveis que foram utilizadas nos testes não paramétricos para 

comparar os diferentes grupos de pacientes de acordo com a mediana das taxas de tradução 

global (Tabela 4) apresentaram diferenças significativas quando realizado o teste de 

associação de Qui-quadrado para verificar a associação entre as variáveis nominais (Tabela 5). 

A variável estadiamento patológico não mostrou diferenças significativas quando analisadas 

as quatro categorias presentes no banco de dados, porém esse fato pode ter acontecido por 

ter apenas duas amostras na categoria T4 desta variável. 

 

Tabela 5. Associação entre as taxas de tradução global e estadiamento do tumor dos pacientes com 
CRCC. 

  Taxa de tradução global [n (%)]  

Variável Categoria Baixa Alta p-valor 

Estadiamento 
clínico 

I 25 (39,1) 15 (30) 

0,05* 
II 10 (15,6) 2 (4) 

 III 21(32,8) 27 (54) 

 IV 8 (12,5) 6 (12) 

     

Estadiamento 
patológico (pT) 

T1 25 (39,1) 16 (32) 

0,10 
T2 10 (15,6) 2 (4) 

 T3 28 (43,8) 31 (62) 

 T4 1 (1,6) 1 (2) 

     

Estadiamento 
clínico 

Baixo 35 (54,7) 17 (34) 
0,02* 

Alto 29 (45,3) 33 (66) 

     

Estadiamento 
patológico (pT) 

Baixo 35 (54,7) 18 (36) 
0,03* 

Alto 29 (45,3) 32 (64) 

*Qui-quadrado de Pearson 

 

 Foi possível observar uma associação entre o estadiamento clínico baixo com taxas de 

tradução mais baixas e estadiamentos clínicos mais altos com taxas de tradução mais altas. 

Além disso, nos grupos separados apenas em duas categorias foi possível visualizar que não 

apenas existe esta diferença entre os grupos, como também dentro de cada grupo o número 
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de pacientes com taxas altas de tradução global no grupo com estadiamento clínico baixo foi 

menor, enquanto o número de pacientes com baixas taxas de tradução foram ainda menores 

em comparação com os pacientes com altas taxas de tradução dentro do grupo de pacientes 

com estadiamento clínico mais avançado. O mesmo foi observado quando comparados os 

grupos com tumores confinados ao rim (denominado baixo) e com tumores que se expandem 

para outras estruturas renais (denominado alto). 

 

5.2.3 Correlação da taxa global de tradução e sobrevida de pacientes com CRCC 

 

Pacientes com altas taxas traducionais apresentaram uma pior sobrevida global 

(Figura 45A) e livre de progressão (Figura 45B). Essa diferença na sobrevida livre de progressão 

também foi observada quando separamos apenas os pacientes com baixo estadiamento 

clínico no momento do primeiro diagnóstico, indicando que o controle traducional pode ter 

importância na progressão do CRCC (Figura 46A). Apesar disso, a sobrevida global dos 

pacientes com baixo estadiamento clínico não mostrou diferença estatística significativa entre 

baixas e altas taxas de tradução (Figura 46B). As diferenças na sobrevida nos pacientes com 

CRCC podem indicar que processos relacionados a progressão tumoral são regulados por 

mecanismos globais de tradução e necessitam de maior investigação para determinar 

assinaturas presentes no mRNA polissomal que possam predizer os desfechos clínicos. As 

análises de sequenciamento desses pacientes serão realizadas posteriormente e não foram 

incluídas nesta tese. Entretanto, podemos observar que mesmo em pacientes com 

estadiamentos mais baixos existe uma correlação entre as altas taxas de tradução global e a 

recidiva da doença, indicando que processos relacionados a migração celular e invasão podem 

estar sendo regulados via tradução. As futuras análises também irão determinar as assinaturas 

presentes de acordo com o estadiamento tumoral afim de comparar perfis diferencialmente 

expressos em pacientes com altos e baixos graus clínicos da doença e que estejam envolvidos 

na progressão, auxiliando na busca de biomarcadores confiáveis regulados pela tradução de 

mRNAs em pacientes com CRCC.   
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Figura 45. Impacto da tradução na sobrevida global e sobrevida livre de progressão dos pacientes 
com CRCC.  
(A) Porcentagem de sobrevida global estratificada pela alta ou baixa taxa de tradução. (B) Porcentagem de 

sobrevida livre de progressão estratificada pela alta ou baixa taxa de tradução. As curvas foram estimadas pelo 

método de Kaplan-Meier e comparadas pelo teste de Log-Rank.  

 

 

 
Figura 46. Impacto da tradução na sobrevida global e sobrevida livre de progressão dos pacientes 
com CRCC com baixo estadiamento clínico. 
(A) Sobrevida global e (B) sobrevida livre de progressão dos pacientes de baixo estadiamento clínico (I e II) com 

baixas (low poly) ou altas (high poly) taxas traducionais. As curvas foram estimadas pelo método de Kaplan-Meier 

e comparadas pelo teste de Log-Rank. 
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5.3 Expressão de HIF-2α em tecidos tumorais de carcinoma renal de células claras 

 

5.3.1 Expressão de HIF-2α em tecidos tumorais e tecidos adjacentes não neoplásicos 

 

A mutação em VHL causa a estabilização de seus principais alvos, HIF-1α e HIF-2α. 

Como observado nos experimentos anteriores, VHL e HIF podem modular a tradução global e 

específica de vias que estão associadas com crescimento, migração e invasão tumoral. 

Diversos trabalhos tem sido realizados afim de entender o papel de ambas as proteínas HIF-

1α e HIF-2α durante a progressão tumoral em pacientes com CRCC, porém os resultados ainda 

são controversos. Inibidores de HIF-2α têm sido utilizados em ensaios clínicos tanto sozinho 

quanto em combinações com outros tratamentos da prática clínica (NCT04169711, 

NCT03634540, NCT04195750, NCT05119335, NCT02293980, NCT03108066, NCT04627064, 

NCT04846920). Em contraste com HIF-1α, o papel de HIF-2α parece ser mais relevante na 

progressão tumoral (62,67,71,159–161). Entretanto, alguns estudos avaliando a expressão da 

proteína em tecidos de pacientes com CRCC também sugerem um papel protetor de HIF-2α 

superexpresso no núcleo (162,163). Determinar biomarcadores que possam auxiliar no 

diagnóstico e na escolha de terapias adequadas para cada paciente, é fundamental para 

entender a progressão do CRCC e melhorar a qualidade de vida de quem possui a doença 

metastática. Com técnicas de imuno-histoquímica, é possível acessar características do tumor 

de forma simples e rápida. A imuno-histoquímica em tissue microarray permite ampliar a 

quantidade de amostras analisada de uma só vez, sendo uma importante ferramenta para 

estudar grandes casuísticas.  

Em nossas análises, centenas de spots em duplicata de pacientes com CRCC foram 

marcados com HIF-2α no TMA. As expressões foram quantificadas manualmente em conjunto 

com a patologista responsável, após padronização das reações nas lâminas controle tanto 

para o tecido tumoral quanto para o tecido normal renal não neoplásico. Cada spot contendo 

pelo menos 10% da amostra foi quantificado entre 0 a 100% de acordo com a porcentagem 

de marcação de HIF-2α nuclear. Os tecidos renais normais não neoplásicos também foram 

quantificados para comparar a expressão média em comparação com o tecido tumoral (Figura 

47).  
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Figura 47. Expressão de HIF-2α em tecido renal não neoplásico. 
(A) Exemplo de spot de tecido renal após reação de IHQ em aumento de 7x. (B) Aumento de 20x. 

 

Os tecidos neoplásicos apresentaram uma alta distribuição, com variação entre 0 e 

100% de expressão (Figura 48 e 49). A quantificação nuclear da proteína HIF-2α nos pacientes 

desta casuística mostraram inicialmente uma diferença na porcentagem de expressão entre 

os tecidos tumorais em comparação com os tecidos adjacentes não-neoplásicos (denominado 

‘normal’ no gráfico abaixo). Enquanto tecidos com tumor apresentaram cerca de 50% de 

expressão em média, no tecido adjacente foi observado cerca de 10% da expressão desta 

proteína em média (Figura 50). 
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Figura 48. Expressão de HIF-2α em tecido tumoral de CRCC. 
Exemplo de spot de tecido tumoral com (A) baixa e (B) alta expressão de HIF-2α após reação de IHQ em aumento 

de 7x.   

 

 

Figura 49. Expressão de HIF-2α em tecido tumoral de CRCC em maior aumento. 
Exemplo de spot de tecido tumoral com (A) baixa e (B) alta expressão de HIF-2α após reação de IHQ em aumento 

de 20x 
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Figura 50. Expressão de HIF-2α em tecidos tumorais de CRCC e não tumorais adjacentes. 
O gráfico de diagrama de caixa mostra a dispersão da expressão nuclear de HIF-2α quantificada nos tecidos 
tumorais presentes no TMA dos pacientes com CRCC e seus respectivos tecidos adjacentes sem presença de 
tumor.  
 

 Para as próximas análises estatísticas foi determinado um ponto de corte de 60% a 

partir da maximização do ponto de corte pela estatística de Log-Rank (164). Foram 

considerados os valores entre 20% e 75% para determinar a baixa e alta expressão de HIF-2α 

nos pacientes com CRCC de acordo com a sobrevida (Figura 51). 

 

 

Figura 51. Determinação do ponto de corte para sobrevida livre de progressão entre baixa e alta 
expressão de HIF-2α nos pacientes da casuística. 
Os dados imputados para determinação do ponto de corte dentro da casuística compreendem os pacientes com 

expressão nuclear de HIF-2α entre 20% e 75% e suas informações relacionadas a sobrevida. 
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5.3.2 Associação entre a expressão de HIF-2α e características epidemiológicas, clínicas 

e anatomopatológicas entre os pacientes com CRCC 

 

Após determinar o melhor ponto de corte para as análises, os resultados foram 

validados no teste de associação com as variáveis epidemiológicas (idade, sexo, histórico de 

câncer na família, diagnóstico de outra neoplasia e metástase sincrônica no primeiro 

diagnóstico) dos pacientes, porém não foram observadas diferenças significativas entre os 

grupos com alta ou baixa expressão de HIF-2α (Tabela 6).  

 

Tabela 6. Associação entre características epidemiológicas e a expressão nuclear de HIF-2α em 
pacientes com CRCC. 

  HIF-2α (n)  
Variável Categoria ≤60 >60 p-valor 

Idade ≤ 40 47 31 

0,665 41 a 64 229 154 

≥ 65 81 45 
     
Sexo Masculino 225 142 

0,721 
Feminino 131 88 

     
Histórico familiar de 
câncer 

Não 72 44 
0,369 

Sim 141 106 
     
Outra neoplasia Não 182 130 

0,943 
Sim 80 58 

     
Metástase sincrônica Não 323 216 0,607 

Sim 25 14  

 

Já quando analisadas as variáveis que estão associadas ao estadiamento tumoral dos 

pacientes, observamos associação entre todas as variáveis com exceção do 

comprometimento de linfonodos. As variáveis de estadiamento clínico, estadiamento 

patológico e grau ISUP mostraram associação com as baixas ou altas taxas de expressão de 

HIF-2α encontradas nas amostras dos pacientes com CRCC (Tabela 7).  
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Tabela 7. Associação entre variáveis de estadiamento e a expressão nuclear de HIF-2α em pacientes 
com CRCC. 

  HIF-2α (n)  
Variável Categoria ≤60 >60 p-valor 

Estadiamento Clínico I 212 177 
< 0,001 II 35 9 

III 74 27 

IV 28 15  
     
Estadiamento Clínico Baixo 247 186 

0,02 
Alto 110 44 

     
ISUP 1 1 6 

0,005 
 2 67 92 

 3 70 49 

 4 24 16 

     
ISUP 1 e 2 68 98 0,001 

 3 e 4 94 65  
     
Estadiamento patológico – T T1a 125 134 

< 0,001 

T1b 95 49 
T2a 33 8 
T2b 7 3 
T3a 78 31 
T3b 11 4 
T3c 1 1 
T4 6  

     
Estadiamento patológico – T T1 220 183 

< 0,001 
T2 40 11 

 T3 90 36 

 T4 6  
     
Estadiamento patológico – T T1 e T2 260 194 

0,002 
T3 e T4 96 36 

     
Comprometimento linfonodal Nx/N0 344 224 

0,633 
N1 10 5 

 

Dentre as características anatomopatológicas, a expressão de HIF-2α mostrou 

associação com a presença de necrose e invasão vascular sanguínea onde é possível observar 

que mais pacientes com expressão menor ou igual a 60% apresentaram essas características 

em comparação com os pacientes com expressão maior que 60% (Tabela 8). 
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Tabela 8. Associação entre características anatomopatológicas e a expressão nuclear de HIF-2 α em 
pacientes com CRCC. 

  HIF-2α (n)  
Variável Categoria ≤60 >60 p-valor 

Componente sarcomatoide Não 303 173 
0,618 

Sim 8 6 
     
Invasão perineural Não 304 214 

0,122 
Sim 9 2 

     
Invasão vascular linfática Não 315 219 

0,325 
Sim 14 6 

     
Invasão vascular sanguínea Não 295 210 

0,04 
Sim 40 15 

     
Necrose Não 69 102 

0,001 
Sim 92 66 

 

Os desfechos clínicos dos pacientes avaliados até final do estudo também 

apresentaram associação com a expressão de HIF-2α. Tanto a recorrência da doença quanto 

a sobrevida dos pacientes foram associadas a amostras com menor expressão da proteína. 

Além disso, pacientes com menor expressão de HIF-2α também foram associados ao 

tratamento com radioterapia (Tabela 9). 

 

Tabela 9. Associação entre os desfechos e a expressão nuclear de HIF-2 α em pacientes com CRCC. 

  HIF-2α (n)  
Variável Categoria ≤60 >60 p-valor 

Status do último 
seguimento 

Vivo sem doença  246 190 

0,005 

Vivo com doença  46 13 
Morte por câncer  47 19 
Morte não câncer  16 6 
Vivo status desconhecido 1 2 
Morte status desconhecido 1  

     
Status do último 
seguimento 

Vivo 293 205 
0,02 

Óbito 64 25 
     
Recidiva Não 253 196 < 0,001 
 Sim 63 16  
     
Radioterapia Não 323 219 

0,035 
 Sim 34 11 

     
Terapia Alvo Não 345 226 

0,239 
 Sim 12 4 
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5.3.3 Análises de sobrevida e risco de recidiva em pacientes com CRCC  

 

As análises de sobrevida foram realizadas para todas as variáveis da casuística que 

tenham papel na progressão tumoral e também para a nossa variável de interesse, a 

expressão de HIF-2α. As curvas mostram que os pacientes com expressão nuclear alta da 

proteína têm uma melhor sobrevida livre de progressão quando comparados com os 

pacientes com expressão nuclear mais baixa (Figura 52A). Apesar disso, não observamos 

diferenças significativas na comparação entre as curvas de sobrevida global (Figura 52B). Para 

as análises univariadas e multivariadas, foram incluídos no modelo apenas os dados de 

sobrevida livre de progressão, uma vez que não houve diferença na sobrevida global dos 

pacientes. 

 

Figura 52. Impacto da expressão nuclear de HIF-2α na sobrevida de pacientes com CRCC. 
(A) Porcentagem de sobrevida livre de progressão estratificada pela alta ou baixa expressão nuclear de HIF-2α. 
(B) Porcentagem de sobrevida global estratificada pela alta ou baixa expressão nuclear de HIF-2α. As curvas 
foram estimadas pelo método de Kaplan-Meier e comparadas pelo teste de Log-Rank. 

 

As análises de sobrevida livre de progressão univariadas mostraram diferenças 

significativas para as variáveis idade, estadiamento clínico, estadiamento patológico, grau 

ISUP, comprometimento de linfonodos, invasão perineural, invasão vascular sanguínea e 

presença de necrose (Tabela 10). Para essas análises foram excluídos os pacientes que 

apresentaram metástase sincrônica no primeiro diagnóstico. 
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Tabela 10. Risco de recidiva em pacientes com CRCC. 

Variável Categoria RR IC 95% p-valor 

Idade ≤ 40 1 ref  

41 a 64 2,36 1,02 – 5,46 0,044 

≥ 65 3,85 1,59 – 9,32 0,003 
     
Sexo Masculino 1 ref 

0,580 Feminino 0,89 0,59 – 1,34 

     
Estadiamento Clínico Baixo 1 ref 

< 0,001 Alto 4,82 3,22 – 7,20 

     
ISUP Baixo/Alto 1 e 2 1 ref 

< 0,001 3 e 4 3,99 2,15 – 7,38 

     
Estadiamento patológico Baixo 1 ref 

< 0,001 Alto 5,46 3,65 – 8,17 

     
Comprometimento linfonodal Nx/N0 1 ref 

< 0,001 N1 11,72 4,71 – 29,0 

     
Componente sarcomatoide Não 1 ref 

0,008 Sim 3,92 1,43 – 10,78 

     
Invasão perineural Não 1 ref 

< 0,001 Sim 7,8 2,79 – 21,81 

     
Invasão vascular linfática Não 1 ref 

0,058 Sim 2,49 0,97 – 6,39 

     
Invasão vascular sanguínea Não 1 ref 

< 0,001 Sim 4,79 2,85 – 8,05 

     
Necrose Não 1 ref 

< 0,001 Sim 4,45 2,42 – 8,18 

     
Histórico familiar de câncer Não 1 ref 

0,318 Sim 0,78 0,48 – 1,26 

     
Outra neoplasia Não 1 ref 

0,541 Sim 0,86 0,55 – 1,36 

     
HIF-2α Baixo 2,0 1,14 – 3,48 0,014 

Alto 1 ref 
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As comparações entre grupos que apresentaram diferenças significativas na sobrevida 

livre de progressão foram incluídas na análise multivariada, onde foi possível observar que 

pacientes com expressão nuclear de HIF-2α abaixo de 60% apresentam um risco três vezes 

maior de ter uma recorrência da doença em relação ao grupo com expressão alta da proteína 

(Tabela 11). Entretanto, a correlação entre HIF-2α e estadiamento clínico parece ser uma 

ferramenta melhor para predizer o risco de recidiva em um paciente. Apenas a expressão de 

HIF-2α, sem considerar o grau tumoral, não explica totalmente os efeitos da proteína na 

sobrevida livre de progressão. HIF-2α está aumentado em tumores em comparação com o 

tecido adjacente ao tumor. Pacientes com estadiamentos baixos apresentam melhores taxas 

de sobrevida quando a expressão de HIF-2α é mais baixa e pacientes com estadiamentos mais 

avançados tem sobrevida pior quando a expressão de HIF-2α é alta. Entretanto, em pacientes 

com a doença localizada, a alta expressão de HIF-2α diminui consideravelmente a sobrevida 

livre de progressão (Figura 53). Em conjunto, nossos resultados mostraram que a alta 

expressão nuclear de HIF-2α pode ser um marcador dependente do estadiamento clínico para 

o risco de recidiva em pacientes com CRCC. Dessa forma é possível a estratificação de casos 

que apresentem mais ou menos chances de progredir com a doença, auxiliando no 

acompanhamento clínico do paciente. 

 

Tabela 11. Risco de recidiva em pacientes com CRCC incluindo a expressão de HIF-2α. 

  Multivariada 

Variável Categoria RR IC 95 % p-valor 

Estadiamento Baixo 1 ref  

 Alto 3,207 1,43 – 7,18 ,005 

     

ISUP Baixo/Alto Baixo 1 ref  

 Alto 1,286 0,50 – 3,25 ,596 

     

Necrose Não 1 ref  

 Sim 1,620 0,64 – 4,05 ,302 

     

HIF2α Baixo 3,082 1,21 – 7,83 ,018 

 Alto 1 ref  
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Figura 53. Sobrevida livre de progressão estratificada pelo estadiamento tumoral e expressão 
nuclear de HIF2α dos pacientes com CRCC. 
Porcentagem de sobrevida livre de progressão estratificada pela alta ou baixa expressão nuclear de HIF-2α e pelo 
estadiamento alto ou baixo dos pacientes. As curvas foram estimadas pelo método de Kaplan-Meier e 
comparadas pelo teste de Log-Rank. 
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6. DISCUSSÃO 

 

A alta heterogeneidade do CRCC dificulta o mapeamento molecular do tumor como 

um todo. Tumores são capazes de se desenvolver em um ambiente desfavorável. Clones bem 

adaptados a esse ambiente garantem o avanço da doença e o surgimento de metástases. O 

que se sabe atualmente sobre as alterações moleculares, apesar do avanço, ainda é 

insuficiente para a melhora dos tratamentos disponíveis. Pacientes com tumores de 

estadiamentos baixos apresentam uma alta taxa de cura após a retirada do tumor, porém, 

pacientes com a doença avançada ou que tiveram recidiva ainda carecem de melhores 

abordagens para auxiliar no acompanhamento médico e tratamento. Além disso, a falta de 

exames preventivos e as características da doença por si só, como a falta de sintomas durante 

as fases inicias, dificultam ainda mais o tratamento.  

Um dos aspectos moleculares do CRCC é o silenciamento do gene VHL, o principal 

regulador da resposta celular induzida por hipóxia, que promove a liberação de fatores 

essenciais para a sobrevivência da célula em situações de estresse (165). O ambiente hipóxico 

dificulta a resposta dos pacientes aos quimioterápicos, sendo mais um obstáculo no 

tratamento do CRCC (28). O avanço no tratamento do CRCC aconteceu após o início da 

imunoterapia e das terapias-alvo. A terapia direcionada para o ambiente em hipóxia 

aumentou consideravelmente a sobrevida de pacientes recidivados ou metastáticos (91,166). 

Sequenciamentos em larga escala ampliaram o conhecimento das alterações no CRCC, porém 

ainda faltam biomarcadores que possam predizer a resposta ao tratamento e progressão da 

doença. A descoberta de alterações na via de mTOR, o principal regulador do início da 

tradução de mRNAs, iniciou o tratamento com o uso de inibidores desta via que é responsável 

pela manutenção de processos de crescimento e sobrevivência celular. Atualmente, inibidores 

de angiogênese e inibidores de mTOR são utilizados como primeira linha e segunda linha de 

tratamento para CRCC, respectivamente (47,48,138).  

A perda do cromossomo 3p – que pode ocorrer décadas antes do surgimento do tumor 

primário – é um evento crucial para mutações em VHL e outros supressores tumorais. Sendo 

a principal causa em tumores renais e o regulador da principal via de ativação em resposta a 

hipóxia, entender a cascata de acontecimentos após a perda de VHL é crucial para o estudo 

das alterações moleculares que favorecem o CRCC (48,167). Mutações em VHL foram 

detectadas primeiramente em pacientes com a síndrome de VHL hereditária, doença 
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caracterizada pelo desenvolvimento de diversos tumores como CRCC, hemangioblastomas e 

feocromocitoma (tumor na glândula suprarrenal que causa aumento da produção de 

catecolaminas) (165). Os tumores encontrados em pacientes com a síndrome de VHL são 

altamente vascularizados e expressam diversos genes regulados por hipóxia. Baixos níveis de 

O2 desencadeiam mecanismos a nível celular, tecidual e sistêmico para minimizar os efeitos. 

Os processos que dependem de muita energia, como a tradução de proteínas, são 

rapidamente suprimidos, e processos como a glicólise são impulsionados para compensar a 

queda dos níveis de ATP. A estabilização de HIF ocorre rapidamente após detectados baixos 

níveis de oxigênio, que é translocado para o núcleo onde inicia a transcrição de diversos genes 

necessários para a adaptação da célula. A relação entre VHL e HIF rendeu o Nobel de Fisiologia 

e Medicina em 2019 após descobrimento da adaptação celular a viabilidade de oxigênio. A 

proteína VHL (pVHL) forma um complexo capaz de marcar HIF para a degradação via 

proteassoma (58,168), mantendo a homeostase em níveis normais de oxigênio.  

HIF-1α e HIF-2α trabalham em cooperação com outros fatores de transcrição (como 

Smad3, HFN4, ATF1/CREB1, AP1 e Ets-1) e regulam a expressão de genes envolvidos em 

processos celulares que ocorrem em diferentes compartimentos de maneira célula-

dependente, como fatores de transcrição nucleares, proteínas de membrana, proteínas 

citoplasmáticas e fatores de crescimento (169). Para compensar a falta de ATP, HIF ativa genes 

como GLUT-1, GLUT-3, PFK-1, PGK-1 e LDH-A, aumentando a glicólise e o transporte de glicose 

para dentro das células (170); VEGF, TGF-β3, bFGF e PDGF-β, fatores envolvidos na formação 

de vasos sanguíneos; além de outros genes envolvidos na proliferação e sobrevivência celular, 

apoptose, estrutura de citoesqueleto e mobilidade, metabolismo da matriz extracelular, 

metabolismo de nucleotídeos, adipogênese e desenvolvimento de células B. HIF-1α e HIF-2α 

possuem alvos diferentes, além do último ter sua expressão mais restrita ao tipo de tecido. A 

expressão de VEGF e GLUT-1, por exemplo, apesar de ser regulada por ambos HIF-1α e HIF-

2α, em CRCC é predominantemente regulada por HIF-2α (171). Ao contrário do que ocorre 

com o aumento de HIF-1α, a superexpressão de HIF-2α promove o crescimento das células no 

CRCC (172).  

 A perda de VHL causa um acúmulo das subunidades HIF-1α e HIF-2α, que apresentam 

funções distintas nos tumores renais e induzem seletivamente a transcrição de seus genes 

alvo (161). Nossos resultados mostraram que o aumento da expressão de HIF-2α nuclear em 

CRCC é cerca de cinco vezes maior no tumor em comparação com o tecido adjacente. Além 
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disso, o aumento na expressão pode reduzir drasticamente a sobrevida de pacientes com 

tumores de estadiamentos baixos. O papel de HIF-2α pode depender da localização celular, 

uma vez que age como um fator de transcrição e de tradução, e influenciar no perfil de 

expressão das células tumorais (156). A expressão de HIF-2α aumenta a expressão de 

proteínas envolvidas na proliferação celular e angiogênese. Também pode levar a um fenótipo 

mais oxidativo, favorecendo um perfil tumoral mais agressivo e com maiores chances de 

resistência aos tratamentos (71). Deleções de HIF-1α já foram encontradas em linhagens 

celulares que produzem apenas HIF-2α, sugerindo um papel maior na carcinogênese de CRCC. 

HIF regula VEGF, uma proteína envolvida na angiogênese e frequentemente encontrada em 

CRCC. Tratamentos que inibem VEGF, como o sunitinibe, foram extremamente benéficos para 

pacientes com a doença avançada. Entretanto, a inibição de alvos de HIF pode gerar 

mecanismos compensatórios que levam a resistência ao tratamento. IL-8, por exemplo, é uma 

citocina regulada por HIF que promove angiogênese e pode participar de processos de 

resistência em pacientes que fizeram uso de VEGF. HIF-1α inibe IL-8 enquanto HIF-2α ativa. 

Tumores que apresentam níveis altos apenas de HIF-2α podem apresentar maior resistência 

aos tratamentos com antiangiogênicos (173,174). Após a descoberta do eixo VHL-HIF, 

aumentou o interesse no benefício terapêutico após a inibição de HIF-2α (72). O tratamento 

com inibidores de HIF-2α mostraram segurança e eficácia no uso e outros estudos estão sendo 

realizados com a combinação de tratamentos com TKI, inibidores de checkpoint imune e 

outros tratamentos com antiangiogênicos. Entender os mecanismos de resistência que podem 

surgir durante o tratamento com os inibidores de HIF-2α é essencial para a seleção de 

pacientes candidatos a esse tipo de terapia bem como o sucesso do tratamento. Para ajudar 

na conclusão deste resultado, o status da proteína HIF-1α necessita ser posteriormente 

avaliado nos pacientes, já que tumores que apresentam down-regulação de HIF-1α e 

superexpressão de HIF-2α podem ter um crescimento celular maior (161,173). A expressão de 

HIF-1α pode ser regulada nas células deficientes em VHL via tradução (175) e foi encontrada 

apenas no mRNA polissomal em nosso modelo.  

Para entender como VHL afeta a expressão gênica, utilizamos modelos celulares de 

CRCC. Como os estudos do transcriptoma envolvem toda a população de mRNAs presentes na 

célula, neste trabalho adotamos metodologias para estudar apenas a população de mRNAs 

que estão sendo ativamente traduzidos. Para observar as mudanças no translatoma 

dependente da presença ou ausência de VHL, utilizamos as linhagens RCC4 com ou sem a 
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expressão do gene. Nosso modelo de estudo consiste no carecimento overnight de soro das 

células seguido pela estimulação com soro fetal bovino por 2h e 16 para observar alterações 

agudas e crônicas associadas ao status de VHL. Para separar os mRNAs ativamente traduzidos 

utilizamos a técnica do perfil polissomal, onde é possível sedimentar os ribossomos ligados a 

moléculas de mRNA em um gradiente de sacarose, de acordo com sua densidade. Essa técnica 

permite coletar as frações mais pesadas, onde mais ribossomos estão ligados ao mesmo 

tempo a um mRNA, indicando tradução ativa (176). Em paralelo, o mRNA total também é 

coletado para comparação com os genes traduzidos. Para determinar a assinatura de genes, 

o sequenciamento do mRNA total e polissomal das mesmas amostras foram analisados 

utilizando o algoritmo anota2seq, onde é possível avaliar diferentes modos de regulação 

gênica: buffering (alterações no mRNA total que não são encontradas no mRNA polissomal), 

abundance (alterações concomitantes no mRNA total e mRNA polissomal) e translation 

(alterações no mRNA polissomal que não são encontradas no mRNA total) (134). Nossas 

análises mostraram um aumento da regulação via translation após 16h, em comparação com 

o estímulo agudo de 2h, onde os transcritos foram encontrados principalmente regulados via 

abundance. Esse resultado sugere que as alterações na transcrição que ocorrem após 2h de 

estímulo com SFB são moduladas pela tradução após o tratamento com 16h. Para determinar 

se a expressão gênica nas células deficientes ou proficientes em VHL é modulada via mTORC1, 

tratamos as células com rapamicina na presença de SFB. As células RCC4/VHL apresentaram 

alterações via translation e via buffering após o tratamento agudo. Já as células deficientes 

em VHL apresentaram um conjunto limitado de transcritos regulados apenas via translation, 

sugerindo que a resposta a rapamicina difere dependendo do status de VHL.  

pVHL interage com outras proteínas como ZHX2 (Zinc fingers and homeoboxes 2), 

SFMBT1 (Scm-like with four malignant brain tumor domain), e a proteína adaptadora TBK1 

(TANK binding kinase 1). Assim como acontece com HIFα, pVHL marca ambos ZHX2 e SFMBT1 

para degradação via proteassoma e TBK1 é inativado após desfosforilação por pVHL (177–

179). Em nossos resultados, observamos uma down-regulação de ZHX2 (sugerindo outros 

mecanismos de controle da expressão independente de VHL) e up-regulação de TBK1 nas 

células deficientes em VHL via tradução. ZHX2 regula a expressão de IL6, IL8, CCL2, e outros 

genes relacionados a invasão, metástase, metabolismo e apoptose (180). Nas células 

deficientes em VHL, ocorreu um aumento da resposta imune inata, dependente dos 

mecanismos de tradução, com a expressão de genes do sistema complemento e da cascata 
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de coagulação, como SERPINA1, que é responsivo após liberação de citocinas inflamatórias e 

favorece o desenvolvimento tumoral (181). TBK1 é uma quinase serina-treonina que regula 

processo celulares como inflamação, autofagia, ciclo e morte celular, e com potencial uso em 

tratamento de câncer (182). A interação de TBK1 com genes STING (Stimulator of interferon 

genes) induz a resposta de IFN tipo I (178), que está down-regulada nas células deficientes em 

VHL. As funções de pVHL além de HIF mostram como a complexa tumorigênese do CRCC ainda 

precisa ser elucidada de forma interdisciplinar para melhor entendimento do processo de 

resposta a hipóxia e do CRCC. Além disso, as vias afetadas pelo eixo VHL-HIF são complexas e 

regulam centenas de genes (170,183).  

Para entender como as alterações na expressão de genes associadas a VHL podem 

impactar nos fenótipos nas células, analisamos os processos enriquecidos entre os diferentes 

modos de expressão a partir das funções celulares definidas pelo Gene Ontology. Após essa 

etapa, analisamos mecanismos comuns entre os genes expressos utilizando a visualização 

baseada em redes (NTA). HIF interage com proteínas modificadoras de cromatina (184). A 

montagem de cromatina foi um dos processos enriquecidos no mRNA polissomal das células 

deficientes em VHL (genes ASF1B, MCM2, CENPA, CENPM, H2AFX e HIST1H3A). Essa 

assinatura quando expressa em pacientes com CRCC pode indicar uma pior sobrevida global 

e também apresenta uma tendência a pior sobrevida livre de progressão (Apêndice 3). A 

deleção de histonas H1 induz uma resposta por IFN (185), o que pode explicar a down-

regulação dos genes envolvidos na via de IFN nas células deficientes em VHL. Genes como 

ISG15 e IFIT1 encontram-se down-regulados em células deficientes em VHL e podem ser 

silenciados após aumento da expressão de histonas H1, incluindo a histona H1.3 (186). O 

grupo de proteínas que pertencem a família CENP também pode indicar pior prognóstico em 

pacientes com câncer de mama, câncer de ovário, adenocarcinoma de pulmão e CRCC (187–

190) e modula a transição epitélio-mesenquimal em câncer colorretal, favorecendo a invasão 

celular e metástase (191). NASP (Nuclear Autoantigenic Sperm Protein) é um gene envolvido 

na montagem de cromatina e afeta a replicação de DNA, o ciclo e a proliferação celular, e está 

up-regulado via tradução nas células deficientes em VHL. O silenciamento de NASP é capaz de 

prevenir a formação de tumores in vivo diminuindo a acessibilidade da cromatina e afetando 

a transcrição de genes que promovem a transição da fase G1/S do ciclo celular (192,193). Em 

CRCC a expressão de NASP está associada ao aumento de CDCA7 (Cell Division Cycle 

Associated 7), um alvo de c-Myc e que regula o ciclo celular (194). 
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As células deficientes em VHL apresentaram um crescimento mais lento nas primeiras 

48h de estímulo com SFB. Vale ressaltar que o ciclo celular nessas células está alterado no 

mRNA polissomal após 16h de tratamento com soro, o que pode influenciar no crescimento 

tardio desta célula. O ciclo celular foi a via mais afetada nas células RCC4/Mock (genes 

HSP90AA1, MCM3, MCM2, MCM5, H2AFX, EZH2 e CENPA). Afim de estabelecer os genes 

regulados pelo controle da tradução e suas funções, foram selecionados os genes up- ou 

down-regulados apenas no mRNA polissomal das células. Em comparação com as células 

RCC4/VHL, encontramos o gene MCM3 sendo principalmente afetado via tradução nas células 

deficientes em VHL. As proteínas MCM 2-7 apresentam um papel em carcinoma renal, tendo 

sua expressão elevada em comparação com tecidos não neoplásicos adjacentes ao tumor 

(195). PLK1 codifica uma quinase que fosforila e ativa MCM3, interferindo na proliferação e 

morte celular (196).  

Para manter a homeostase durante a diminuição de oxigênio, outros fatores de 

transcrição e tradução são ativados, como a via e NF-kB, p53 e MYC, que apresentam papéis 

tanto antagonistas quanto cooperadores de HIF. Células com VHL mutado, apresentam níveis 

reduzidos de p53 e da RNA-binding protein HuR (Human antigen R). HuR, na presença de VHL, 

se associa ao mRNA de p53 no citoplasma da célula, aumentando sua tradução. Alterações 

nos níveis de RNA-binding proteins também podem interferir na taxa de tradução global e/ou 

específica (144,145). Nas células deficientes em VHL, o gene FANCB, associado ao reparo de 

DNA, é regulado via tradução. FANCB (Falconi Amenia Complementation Group B) faz parte 

de um complexo que responde a danos no DNA, mantendo a integridade genômica (197). A 

inativação somática e germinativa deste gene está associada ao surgimento de alguns tipos 

de câncer, como de cabeça e pescoço e leucemia (198,199), porém até o momento não 

existem trabalhos que associam sua inativação ou down-regulação em tumores renais. Outros 

genes de reparo de DNA estão presentes em pacientes com CRCC e podem indicar uma pior 

sobrevida (200), porém, neste trabalho, foram encontrados genes que dependem 

especialmente da regulação traducional na presença de VHL. Além disso, em hipóxia, genes 

de reparo de DNA são principalmente down-regulados na presença de HIF-2α (201,202). 

Nas células deficientes em VHL, a tradução regula genes envolvidos na ativação da via 

de NF-κB. A via de sinalização de NF-κB está envolvida no desenvolvimento e progressão de 

câncer controlando a expressão de genes como TNFA, IL6, BCLXL, BCL2, BCLXS, XIAP, e VEGF, 

e promovendo proliferação celular, sobrevivência e angiogênese. NF-κB é um fator de 
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transcrição que promove a ativação da resposta imune inata e, em tumores associados a 

inflamação, pode induzir a secreção de diversas citocinas e quimiocinas pela ligação aos 

promotores desses genes. Genes pró-inflamatórios estão alterados em diversos tumores, 

como IL6, IL1 e CCL2, que cooperam com a invasão, angiogênese e polarização de macrófagos. 

Em CRCC, alvos de NF-κB estão up-regulados, indicando atividade desta via. A perda de VHL já 

foi anteriormente associada com a desregulação das respostas inflamatórias pela via de NF-

κB e via de IFN (203). Entretanto, o papel de NF-κB em tumores renais pode ser mais complexo 

e estar além da up-regulação da via. Nossos resultados mostraram que a via está up-regulada 

no início do tratamento, porém esse efeito não permanece após a exposição prolongada das 

células ao estímulo com soro fetal bovino. A combinação clássica da ativação da via e down-

regulação dos seus inibidores nem sempre está associada aos tumores de pacientes com 

CRCC. Neste tumor, também ocorre uma up-regulação de genes inibidores de NF-κB causando 

diminuição da atividade da via. Isso indica que as alterações nos genes que aumentam ou 

inibem a expressão de NF-κB podem desregular diferentes vias de sinalização e ter efeitos 

distintos dependendo da fase do processo de carcinogênese in vivo (204).  

Ets-1 é um dos fatores de transcrição que cooperam com HIF na resposta a hipóxia. A 

super expressão de Ets-1 foi relatada em diversos tumores, incluindo CRCC, como um fator de 

mau prognóstico (205,206), por promover o metabolismo de energia, angiogênese, 

proliferação, migração e invasão das células cancerígenas (207–211). A via ERK-Ets1 é 

responsável pela regulação das metaloproteinases MMP3 e MMP9 por β-integrinas e também 

estimula a proliferação pela up-regulação de proteínas do ciclo celular (212,213). O 

silenciamento de Ets-1 na linhagem celular renal 786-O reduziu crescimento celular e 

formação de tumor (214). Ets-1 regula a transcrição de CEBPB, induzindo a polarização de 

macrófagos M2 após aumento de IL-10 e promove reparo celular removendo áreas de necrose 

no tecido muscular lesionado (215). CEBPB é um fator de transcrição que está down-regulado 

nas células deficientes em VHL após 16h de estímulo com soro. Esse fator é capaz de inibir a 

proliferação celular em osteosarcoma (216) e regular processos de transição epitélio 

mesenquimal via TGF-β em câncer pancreático (217). Em glioblastomas, a baixa expressão de 

CEBPB ocorre após aumento de IL-6, aumentando os níveis da metalopeptidase DDP III (218), 

associada a agressividade tumoral em câncer de ovário (219). As células deficientes em VHL, 

além de apresentarem down-regulação de CEBPB, também apresentaram maiores níveis de 

IL6R. Pacientes com melanoma metastático tratados com inibidores de BRAF com níveis altos 
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de CEBPB tem melhor sobrevida (220). A ativação de CEBPB pode ser induzida por imatinibe, 

tratamento usado em tumores estromais gastrointestinais (GIST). Estudos iniciais não foram 

capazes de mostrar benefícios em pacientes com CRCC no tratamento com imatinibe, (221), 

porém, outro estudo sugere que o miRNA-200c é capaz de sensibilizar as células do CRCC para 

o tratamento com imatinibe e inibir a proliferação celular (222).  

A hipóxia induz o metabolismo de glicose, promove proliferação, aumenta resistência 

a apoptose, induz angiogênese, migração celular para áreas com mais oxigênio (223), gera um 

ambiente imunossupressor, inibindo a habilidade de macrófagos de fagocitar células mortas, 

apresentar antígenos para células T, reduz a citotoxicidade das células natural killer e inibe 

funções antitumorais promovendo a diferenciação de macrófagos M1 para M2. A resposta 

imune de interferons do tipo I é suprimida durante a resposta celular a hipóxia. Essa resposta 

está envolvida no suporte a apresentação de antígenos pelas células dendríticas a linfócitos T 

citotóxicos (224). Nas células deficientes em VHL, genes como MAVS (um adaptador da via de 

IFN tipo I), e o fator de transcrição IRF7 estão down-regulados. Os IFN tipo I são ativados após 

reconhecimento de RNA viral que, após liberados, acionam a via JAK-STAT (225). Nossos 

resultados mostraram que a down-regulação da via de IFN tipo I ocorre na ausência de VHL, 

enriquecida apenas no mRNA polissomal das linhagens celulares e não no mRNA total, 

indicando que após 16h a down-regulação de genes como MAVS, ISG15, IRF7 e IRF9 ocorre 

principalmente a nível traducional. A imunossupressão IFN do tipo I em tumores sólidos 

ocorre a nível proteico após 48h (224), apesar de observarmos a down-regulação da tradução 

já após 16h. A diminuição de IFN interfere no recrutamento de células T e natural killer dentro 

de áreas hipóxicas em tumores no pulmão e próstata (226,227). STAT-1 é regulado por HIF-

1α, porém a down-regulação de IFN tipo I não depende de HIF-1α e HIF-2α. Em relação a 

mecanismos epigenéticos, foram encontradas poucas alterações globais na acessibilidade da 

cromatina de genes da via de IFN tipo I. A hipóxia altera a acessibilidade à região promotora 

de STAT1 e IRF3, diminuindo a transcrição destes genes, porém esse efeito não pode ser 

totalmente explicado por esse tipo de regulação. Além de alterações epigenéticas, as 

mudanças traducionais nas células com e sem VHL podem influenciar na regulação da via de 

IFN tipo I, servindo como um outro mecanismo para regulação da resposta imune no câncer 

renal. Já foi descrito um efeito parcial de HIF-1α na up-regulação de IRF9, que está up-regulado 

no mRNA polissomal das células deficientes em VHL. A expressão de ISG15 também é afetada 

durante hipóxia e silenciamento de VHL. Além disso, ISG15 é capaz de interagir com HIF-1α e 
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desfazer a dimerização com HIF-1β (228). A down-regulação de interferons pode contribuir 

para o crescimento tumoral diminuindo a citotoxicidade de linfócitos T e a capacidade das 

células dendríticas de apresentar antígenos.  

A resposta inflamatória em CRCC na ausência de VHL também mostrou uma up-

regulação de genes envolvidos na cascata de coagulação e do sistema complemento (SAA2, 

CFB, CFI, CNR1, CFD), com impacto significativo na sobrevida de pacientes com CRCC 

(Apêndice 4). Pacientes com metástase que apresentam superexpressão de transferrina, que 

é regulada pelo sistema complemento, apresentam pior sobrevida (229). SAA (Serum amyloid 

A) é uma proteína envolvida na resposta inflamatória aguda que induz a liberação de citocinas 

pró-inflamatórias em linhagens celulares e tecidos tumorais metastáticos. O processo 

inflamatório persistente pode induzir a carcinogênese criando um ambiente enriquecido em 

citocinas e fatores de crescimento (230). O gene SAA2 está up-regulado no mRNA polissomal 

das células deficientes em VHL quando comparada com as células com VHL restituído. A 

liberação de proteínas como SAA2 é induzida por citocinas produzidas por células endoteliais, 

linfócitos, monócitos e macrófagos. Assim como a maioria dos componentes do sistema 

imunológico, seu papel principal é na homeostasia. Durante uma infecção, a resposta 

inflamatória ocorre de forma rápida para reestabelecer a normalidade do local afetado. Na 

fase aguda, o pico de expressão SAA ocorre após 3 dias do início da reposta inflamatória e cai 

para níveis basais após 4 dias. Durante uma inflamação crônica, os níveis de SAA continuam 

constantemente altos e contribuem com a liberação de mais citocinas pró-inflamatórias 

(231,232). Em tumores sólidos e hematológicos, SAA pode funcionar como um marcador 

tumoral e altos níveis dessa proteína no soro indicam um pior prognóstico (230). 

Recentemente foi publicado um estudo mostrando que SAA1 é um potencial marcador sérico 

de diagnóstico e prognóstico em carcinoma renal.  

Em estadiamentos tumorais avançados, foi possível observar um aumento de SAA1 a 

nível de mRNA e proteico devido a hipometilação do promotor deste gene. Além disso, células 

deficientes em SAA1 perdem sua capacidade de migração e invasão in vitro (233). Em 

camundongos, altos níveis de SAA1 aumentam a agressividade tumoral e formação de 

metástase reduzindo sobrevida. Assinaturas de expressão gênica validadas em tecidos de 

pacientes mostraram que SAA2 e CFB solúveis podem ser biomarcadores preditivos para 

resposta terapêutica, ambos up-regulado na mRNA polissomal das células deficientes em VHL 
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(234). SAA2-SAA4 foi encontrado superexpresso durante a progressão de CRCC de acordo com 

o grau tumoral, sendo desfavorável para a sobrevida de pacientes com tumores renais (235). 

mTOR, pVHL e HIF-α contribuem para a ontogenia do CRCC; tumores primários e 

metástases podem ter a superativação de HIF e/ou da via de mTOR. O bloqueio dessas vias de 

sinalização no CRCC metastático pode induzir vias alternativas, favorecendo a resistência ao 

tratamento (91). A ativação constante de PI3K/Akt/mTOR e a mutação em VHL causam o 

aumento de HIF-α, oferecendo um feedback positivo aos receptores de tirosina-quinase, após 

induzir fatores de crescimento como o fator de crescimento epidérmico (EGF), o fator de 

crescimento semelhante à insulina 1 (IGF-1), fator de crescimento derivado de plaquetas 

(PDGF) e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF). A via de PI3K/Akt/mTOR super 

ativada está associada à pior sobrevida (83) e os complexos mTORC1 e mTORC2 modulam a 

expressão de HIF-1α e HIF-2α, respectivamente (90,236). Por outro lado, VHL regula mTORC1 

através da via VHL/HIF/REDD1 em CRCC (119,237). REDD1 é um gene alvo de HIF-1α que, em 

hipóxia ou inativação de pVHL, codifica um regulador de mTORC1 (92)  

DNA-PKcs (DNA-dependent protein kinase catalytic subunit) são quinases com papel 

no reparo de dano no DNA, replicação em estresse, ciclo celular, manutenção dos telômeros, 

senescência e autofagia. A superexpressão das DNA-PKcs resulta no aumento da expressão de 

HIF-2α, via mTORC2, induzindo a proliferação celular em ccRCC (238). Além disso, Akt2, 

substrato de mTORC2, regula a expressão de HIF-1α (90). HIF-1α e HIF-2α suprimem DEPTOR 

(DEP domain-containing mTOR-interacting protein), uma proteína de interação de mTOR que 

contém o domínio de sensibilidade a quinase, favorecendo a resistência a tratamentos com 

inibidores de mTOR. Em contraste, PTEN promove a atividade transcricional de HIF-2α em 

CRCC com VHL mutado, inibindo o repressor de HIF-2α (239). O cross-talk entre 

PI3K/Akt/mTOR e HIF também pode estar ligado a ação de diferentes RNAs longos não 

codificantes (lncRNAs) (240). As funções mediadas por PI3K/Akt/mTOR e sua colaboração com 

o eixo VHL/HIF-1α e HIF-2α são um caminho para a carcinogênese do CRCC, contribuindo para 

a alta heterogeneidade intratumoral e resistência às terapias utilizadas atualmente.  

Os mecanismos de interação entre o eixo VHL/HIF e a via de mTOR não são totalmente 

elucidados e ambos mecanismos parecem apresentar funções contraditórias no 

desenvolvimento do CRCC. pVHL regula Akt – de maneira independente de HIF – e a perda da 

proteína pode levar a super ativação de mTOR e sua via downstream (241). O uso de inibidores 

de autofagia pode potencializar a inibição alostérica de mTOR em células resistentes ao 
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tratamento. Células com VHL mutado possuem autofagia basal alta, o que permite o 

crescimento sob estresse (140) e, apesar de reduzir a tradução em ambas linhagens, o 

tratamento com rapamicina foi mais eficaz nas células RCC4/VHL, sugerindo maior 

sensibilidade. DEPTOR, assim como mTOR, faz parte dos complexos mTORC1 e mTORC2. 

DEPTOR e mTOR trabalham em conjunto, mantendo a homeostase; o aumento de HIF-α em 

carcinomas renais é capaz de suprimir a ação de DEPTOR, conferindo outro mecanismo de 

resistência ao tratamento (141). Em hipóxia, a redução da atividade de mTOR via REDD1 (142) 

pode causar a parada do ciclo celular (143). Para compensar e manter o desenvolvimento, 

células tumorais são capazes de adaptar e ativar outros genes envolvidos na sobrevivência e 

progressão tumoral, como MAP2K1 e CDK6, respectivamente (242,243).  

O aumento de HIF pode regular mTOR via REDD1 em hipóxia, diminuindo as taxas 

globais de tradução e selecionar uma tradução específica. A inibição de mTORC1 também 

pode regular negativamente a tradução de HIF-α. As células RCC4/VHL apresentaram taxas 

globais mais altas que as células deficientes em VHL. As células deficientes em VHL 

apresentaram certa resistência a morte após o tratamento com rapamicina, e apesar de 

significativo, a rapamicina diminui de forma mais expressiva a tradução global nas células com 

VHL restituído. Algumas mutações em mTOR permitem que a proteína escape da regulação 

negativa de REDD1, sugerindo que outros mecanismos também podem influenciar no 

prognóstico de pacientes com CRCC (244).  

O tratamento com rapamicina afetou a tradução global nas células deficientes e 

proficientes em VHL tanto na fase aguda quanto na fase crônica, porém, de forma mais 

proeminente na presença de VHL. Interessantemente, nossos resultados mostraram que o 

controle da tradução em CRCC pode estar associado principalmente a perda de VHL do que a 

ativação de mTORC1, uma vez que poucos genes apresentaram diferenças na regulação após 

o tratamento com rapamicina. Além disso, a inativação de mTORC1 e de VHL 

concomitantemente foi responsável pelo aumento da tradução de genes que participam da 

morfogênese de vasos sanguíneos (MYH9, CUL7 e HDAC5), MYH9 codifica uma proteína 

presente no citoesqueleto que regula a adesão celular e sua alta expressão indica um pior 

prognóstico em pacientes tratados com sunitinibe. MYH9 é regulado via AKT (245), porém 

nossos resultados sugerem outro mecanismo de regulação via tradução dependente de VHL 

e mTORC1. A expressão de CUL7 (Cullin-7) não foi anteriormente avaliada em CRCC, porém 

altos níveis dessa proteína foram recentemente associados com pior prognóstico em gliomas 
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e câncer de mama (246–248). CUL7 promove proliferação celular através da down-regulação 

de p53 em hipóxia (249) e pode indicar resistência ao tratamento em pacientes com câncer 

de mama HER2+ (246). Nos estudos realizados, foi descrito que o aumento de CUL7 pode 

ativar a via de PI3K/AKT/mTOR (246), porém em nossos resultados observamos que a inibição 

de mTORC1 e VHL são necessárias na sua regulação dependente de mecanismos de tradução. 

Além disso, o aumento de CUL7 pode desencadear o aumento da resposta de NF-κB (247), 

que também está up-regulada na ausência de VHL. HDAC5 é uma histona presente no rim de 

pacientes diabéticos que favorece a transição epitélio-mesenquimal e a captação de glicose 

via PI3K/Akt (250).  
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7. CONCLUSÕES 

 

Neste trabalho avaliamos o impacto da perda de VHL na tradução específica e 

determinamos se a modulação da expressão genica na resposta a rapamicina depende do 

status de VHL. Foram encontradas diferenças na resposta após estímulo com soro dependente 

do status de VHL, com alteração na tradução que se manifestam continuamente e tem como 

alvo um grupo de genes que participam de vias associadas a câncer. As células deficientes ou 

proficientes em VHL modulam diferencialmente a expressão gênica. A expressão total dos 

transcritos em comparação com os mRNAs diferencialmente traduzidos ocorre de forma 

distinta dependendo do status de VHL. A perda de VHL altera a tradução global e específica 

em linhagens celulares de CRCC. Células deficientes em VHL apresentaram up-regulação de 

processos envolvidos no crescimento e progressão tumoral regulados apenas via tradução, 

sem alterações via transcriptoma. Além disso, observamos que mTORC1 tem funções distintas 

nas linhagens celulares de CRCC dependendo da presença ou ausência de VHL. Estudos futuros 

serão necessários para entender como as diferenças na tradução específica dependente de 

VHL e suas respostas distintas ao tratamento com rapamicina estão envolvidos no 

desenvolvimento dos fenótipos de CRCC.  

Por ser o principal gene envolvido na carcinogênese do CRCC, os estudos clínicos com 

alvos de VHL vem crescendo consideravelmente na última década. Por isso, avaliamos como 

HIF-2α, um dos principais alvos de VHL, está associada a progressão tumoral e desfechos 

clínicos em pacientes. Nas análises encontramos que o papel de HIF-2α é um fator de 

prognóstico dependente do estadiamento tumoral, podendo ser usado como um método de 

estratificação para determinar pacientes com mais risco de recidiva.  
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9. ANEXOS 

 

Anexo 1 – Carta do Comitê de Ética em Pesquisa 
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10. APÊNDICES 

 

Apêndice 1 – Teste de Tukey para comparações múltiplas do texte de ANOVA two-way da 

curva de crescimento das células RCC4/Mock e RCC4/VHL tratadas com rapamicina e/ou 

DMSO por cinco dias. 

 

Detalhes do teste 
Diferença das 

médias 
Desvio padrão p-valor 

Dia 1    
Mock controle vs. Mock +rapamicina -0,08543 0,1429 0,9323 

Mock controle vs. VHL controle -0,4574 0,1323 0,0054 

Mock +rapamicina vs. VHL +rapamicina -0,234 0,1527 0,4249 

VHL controle vs. VHL +rapamicina 0,1379 0,1429 0,7696 

Dia 2    
Mock controle vs. Mock +rapamicina 0,291 0,1429 0,1861 

Mock controle vs. VHL controle -0,4261 0,1323 0,0108 

Mock +rapamicina vs. VHL +rapamicina -0,2101 0,1527 0,5192 

VHL controle vs. VHL +rapamicina 0,507 0,1429 0,0041 

Dia 3    
Mock controle vs. Mock +rapamicina 0,5963 0,1429 0,0006 

Mock controle vs. VHL controle -0,3128 0,1323 0,095 

Mock +rapamicina vs. VHL +rapamicina -0,2846 0,1527 0,2548 

VHL controle vs. VHL +rapamicina 0,6246 0,1429 0,0003 

Dia 4    
Mock controle vs. Mock +rapamicina 0,8709 0,1429 <0,0001 

Mock controle vs. VHL controle -0,2892 0,1323 0,1386 

Mock +rapamicina vs. VHL +rapamicina -0,3209 0,1527 0,1645 

VHL controle vs. VHL +rapamicina 0,8392 0,1429 <0,0001 

Dia 5    
Mock controle vs. Mock +rapamicina 1,163 0,1429 <0,0001 

Mock controle vs. VHL controle -0,2921 0,1323 0,1326 

Mock +rapamicina vs. VHL +rapamicina -0,4255 0,1527 0,035 

VHL controle vs. VHL +rapamicina 1,03 0,1429 <0,0001 
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Apêndice 2 – Sobrevida global (A) e Sobrevida Livre de progressão (B) de pacientes com CRCC 

estratificados pela alta ou baixa expressão da assinatura “montagem de cromatina”. Os 

gráficos foram realizados a partir de dados públicos pelo software Gepia 2 

(http://gepia2.cancer-pku.cn/), onde foram inseridos os genes encontrados 

diferencialmente expressos nas células RCC4/Mock e RCC4/VHL.  

 

 
  

http://gepia2.cancer-pku.cn/
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Apêndice 3 – Sobrevida global (A) e Sobrevida Livre de progressão (B) de pacientes com CRCC 

estratificados pela alta ou baixa expressão da assinatura “resposta inflamatória”. Os 

gráficos foram realizados a partir de dados públicos pelo software Gepia 2 

(http://gepia2.cancer-pku.cn/), onde foram inseridos os genes encontrados 

diferencialmente expressos nas células RCC4/Mock e RCC4/VHL.  

 

 

  

http://gepia2.cancer-pku.cn/
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Apêndice 4 – Classificação TNM da AJCC 2017 

 

T1 ≤ 7 cm na maior dimensão, limitado ao rim. 

T1a ≤ 4 cm na maior dimensão, limitado ao rim. 

T1b > 4 cm, mas ≤ 7 cm na maior dimensão, limitado ao rim. 

T2 ≥ 7 cm na maior dimensão, limitado ao rim. 

T2a > 7 cm, mas ≤ 10 cm na maior dimensão, limitado ao rim. 

T2b > 10 cm na maior dimensão, limitado ao rim. 

T3 
O tumor se estende para as principais veias ou invade os tecidos perirrenais, mas 

não se estende além da fáscia de Gerota ou da glândula adrenal ipsilateral. 

T3a 

Tumor se estende para as veias renais ou seus ramos segmentares, ou tumor invade 

o tecido adiposo perienal e/ou tecido adiposo do seio renal, mas não além da fáscia 

de Gerota 

T3b O tumor cresce se estende para veia cava abaixo do diafragma. 

T3c 
O tumor cresceu na parte da veia cava que está dentro do tórax ou invade a parede 

da veia cava 

T4 
O tumor se espalhou além da fáscia de Gerota. O tumor pode ter crescido na 

glândula adrenal (na parte superior do rim). 

NX Linfonodos não podem ser avaliados 

N0 Nenhuma invasão linfonodal 

N1 Invasão em 1 linfonodo regional 

MX Metástase não pode ser avaliada 

M0 Ausência de metástase 

M1 Metástase à distância 
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Apêndice 5 – Estadiamento clínico da AJCC 2017 

 

Estágio clínico T N M 

I T1 N0 M0 

II T2 N0 M0 

III 
T1, T2 N1 M0 

T3 N0, N1 M0 

IV 
T4 Qualquer N M0 

Qualquer T Qualquer N M1 

 

 

 


