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RESUMO

O Cancro de Pulmdo (CP) esta entre as principais causas de morte no mundo
representando 15% de todos os cancros.
Ha quatro tipos mais comuns de CP e sabe-se que apresentam comportamento e
agressividade distintos. A expresséo de glicosilagdo aberrante por parte das células de CP
tem sido descrita. Contudo a sua correlagdo com o progndstico clinico e agressividade da
doenca ainda nao esté esclarecida.
Este estudo teve como obijetivo geral contribuir para a identificacdo de novos marcadores de
prognéstico de CP. Em particular, neste trabalho pretendeu-se:

Estabelecer um biobanco de varios tipos de amostras de tecido provenientes de
doentes com CP,

Estabelecer ensaios piloto com vista a validagdo do biobanco e a otimizagdo de
protocolos de estudo da expresséo genética no tipo de amostras, que compdem o biobanco,

Analisar modelos celulares para estabelecer uma correlacdo entre a expresséo de
determinados genes e a expresséao de estruturas glicosidicas.
O biobanco estabelecido consistiu em 58 amostras de aspirados ganglionares, 105
amostras de liquido pleural e amostras de tecido de tumor e tecido sem tumor de 43 doentes
submetidos a biopsia.
Em termos de expressdo genética, verificou-se significativas alteracdes da expresséo de
genes envolvidos na expressdo de estruturas glicosidicas, nomeadamente estruturas
contendo o agucar fucose e de genes envolvidos na resposta inflamatéria.
Presume-se que quando for possivel reunir a totalidade dos dados clinicos, tais como
estadiamento e tempo de vida, em conjunto com as analises dos diversos tipos de amostras
seja possivel encontrar diferengas significativas na expressdo dos genes e que estas
diferencas contribuam para estabelecer um valor prognéstico em doentes com cancro de

pulmé&o.
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Antigénios associados a tumores
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ABSTRACT

Lung cancer (LC) is among the leading causes of death in the world representing 15% of all
cancers.
There are four common types of LC and it is known that exhibit different behavior and
aggressiveness. The aberrant glycosylation expression on the part of LC cells has been
described. However its correlation with clinical prognosis and aggressiveness of the disease
is not yet clarified.
This study had as general goal to contribute for the identification of new prognostic markers
of LC, in particular, this study was intended to:

Establish a biobank of various types of tissue samples from patients with LC,

Establish pilot studies for the biobank validation and optimization study protocols of
gene expression in type of samples, which make up the biobank,

Analyze cellular models to establish a correlation between the expression of certain
genes and expression of glycosidic linkages.
The biobank established consisted of 58 samples of lymph nodes aspirates, 105 pleural
effusion samples and tumor tissue samples and tumor free tissue of 43 patients undergoing
biopsy.
In terms of gene expression, there have been significant changes in the expression of genes
involved in the expression of glycosidic structures, including structures containing sugar
fucose and genes involved in the inflammatory response.
It is assumed that when possible to gather all of the clinical data, such as staging and
lifetime, together with analyses of various types of samples, is possible to find significant
differences in gene expression.

These differences will contribute to establish a prognostic value in patients with lung cancer.
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tumour-associated carbohydrate antigens
Lung cancer
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ABREVIATURAS

Alguns dos termos técnicos e nomes com origem na lingua inglesa séo utilizados no
decorrer do texto, ndo tendo sido traduzidos por fazerem parte do glosséario cientifico
estabelecido na literatura cientifica universal. Sdo também usados excecionalmente alguns

estrangeirismos, como por exemplo mantendo-se o termo RNA.

Portugués Inglés
Abreviatura Nome Completo Abreviatura Nome Completo
- Carcinoma epidermdéide SCC Squamous cell lung cancer
AD Adenocarcinoma AD Adenocarcinoma
CEA Antigénio carcinoembrionario CEA Carcinoembryonic antigen
CP Cancro de pulméo LC Lung cancer
CPNPC Cancro pulmao,de nao- NSCLC Non-small cell lung cancer
pequenas células
CPPC Cancro pulm,ao de pequenas SCLC Small cell lung cancer
células
DC Células dendriticas DC Dendritic cells
EpCAM Molécula epitelial de adeséao EpCAM Epithelial cell adhesion
celular molecule
IL-6 Interleucina 6 IL-6 Interleukin 6
IL-10 Interleucina 10 IL-10 Interleukin 10
LPM Liquido pleural maligno MPE Malignant pleural effusion
IFM IntenS|daden§I§ dfiI:orescenma MFI Mean fluorescence intensity
4PCR Rgagao em cadgla (_1a qPCR Quantitative polymerase chain
polimerase quantitativa reaction
sLe® sialil Lewis a sLe® sialyl Lewis a
sLe* sialil Lewis x sLe* sialyl Lewis x
TACA Antlger_nos carboidratos TACA Tumor-assoma_ted
associados a tumores carbohydrate antigens
TGF-B - TGF-B Transforming Growth Factor 3
TNF-a - TNF-a Tumour Necrose Factor alpha
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1. INTRODUCAO

1.1. Glicosilacdo & Glicoproteinas

Os glicanos séo tao importantes na vida de um organismo, que todas as espécies até hoje
estudadas apresentam as suas superficies decoradas pelo glicocalice, o qual é constituido
por uma densa camada de glicanos e glicoconjugados. Os glicanos, em conjunto com 0s
acidos nucleicos, proteinas e lipidos, integram o conjunto de macromoléculas fundamentais
das células *.

Praticamente todas as proteinas de membrana e secretadas sao glicosiladas e a presenca
destas cadeias de carboidratos (designando-se também estas cadeias por glicanos),
melhora a sua solubilidade em &agua, contribui para a correta orientacdo da molécula,
protege das protéases e participa no transporte intracelular. Por outro lado, os glicanos
afetam a forma como as proteinas sao reconhecidas por recetores especificos ou podem
por si mesmo, ser reconhecidos por proteinas ligantes de glicanos, as lectinas. Assim sera
natural que a glicosilacdo constitua uma das modificacdes mais importantes nas proteinas
recém-formadas .

Os locais de glicosilagdo de uma determinada proteina, a quantidade e as estruturas
glicosidicas, variam fortemente ao longo do curso de vida do organismo, da célula onde se
encontram e da fase do ciclo celular ***°.

Uma glicoproteina define-se como uma proteina com um ou mais glicanos ligados
covalentemente por ligag6es glicosidicas, a maioria das vezes do tipo N- ou O- ligagdo e na
mesma proteina podem coexistir diferentes tipos de glicosilagéo *’.

A biossintese das glicoproteinas é catalisada pelas glicosiltransferases (GTs; EC 2.4.x.y),
familia de enzimas capazes de transferir um monossacarido a partir dos seus intermediarios
acucar-nucleétidos (substrato dador) para uma proteina, glicano ou lipido (substrato
aceitador) °.

Devido ao elevado namero e diversidade de estruturas que podem ser encontradas em
células eucariotas, neste trabalho sdo focadas apenas os tipos de glicanos que séo tema

desta tese.

1.1.1. N-Glicanos

A N-glicosilagédo é das modificagcdes poOs-traducionais mais proeminentes nas células tendo
um papel importante na formagéo de tecidos e 6rgdos de um organismo. Envolve muitas
funcdes celulares, incluindo um papel funcional na adesdo e mobilidade, assim como na

regulacdo intercelular, ligacao recetor-ligando, resposta imune, apoptose e patogénese de

Dissertacdo de Mestrado de A. Sofia Mendes Pag. 1



muitas doencas. A sua expressdo é essencial para as numerosas fases da progresséo
tumoral, modificag&o celular, estando associados a invas&o e metastizacdo '

A N-glicosilagdo inicia-se na face citosolica do Reticulo Endoplasmético (RE). Sao
adicionados monossacarideos ao dolicol fosfato, lipido integrante da membrana do RE, até
se formar o glicano precursor, constituido geralmente por glucose (Glc), manose (Man) e N-
acetilglucosamina (GIcNAc), nomeadamente GlcsMangGIcNAC,, que é transferido em bloco
para a proteina em formac&o no limen do RE. Ocorre a ligacdo covalente entre o azoto do
grupo amida (NH,) da asparagina e o grupo hidroxilo (-OH) da GIcNAc.

O glicano recém-formado (GlcsMangGIcNAC,-N-B-Asn-X-Ser/Thr) é designado como high-

mannose type, tal como todos os glicanos contendo pelo menos cinco residuos de Man 1a.7

°. E modificado pela adicdo/ remoc&o de monossacarideos & medida que progridem
da face cis para a face trans do complexo de Golgi para exportacdo. Podem ainda
ser adicionados residuos de galactose (Gal), fucose (Fuc) e acidos sialicos (SA)
12610 para detalhes sobre a formagéo dos N-glicanos pode-se consultar Varki et al.,
2009 *.

1.1.2. O-Glicanos

Conhecem-se diferentes classes de O-glicanos, mas em organismos eucariotas superiores,
a forma de glicosilagdo mais comum é a O-GalNAc, também conhecida como O-glicano do

tipo mucina *

. Estas sdo glicoproteinas de elevada densidade devido ao teor rico em
residuos de serina (Ser) e treonina (Thr) e sobre expressas em células tumorais.

Uma grande parte dos biomarcadores tumorais sdo O-glicanos do tipo mucina e encontram-
se na maioria das secrecdes e na superficie das células epiteliais ’.

As mucinas sobressaem pelo seu papel na adesao intercelular, na extravasao de leucécitos
e na metastase tumoral ™.

A O-glicosilacao inicia-se na face cis do complexo de Golgi e a adicdo dos monossacarideos
ao peptideo crescente é feita de modo sequencial, mediada por glicosiltransferases
especificas para cada tipo de ligacdo, resultando na producdo de diversas estruturas
principais °.

A primeira estrutura a ser formada é o antigénio Tn (Figura 1). A reacdo ocorre por
intermédio do polipéptido a-N-acetilgalactosaminiltransferase (ppGalNAcT), que catalisa a
ligacdo covalente do tipo a entre o grupo hidroxilo (-OH) do carbono anomérico da N-
acetilgalactosamina (GalNAc) e o grupo alcool da Ser ou da Thr, dando origem a cadeia
GalNAc-a-O-Ser/Thr 2,

O antigénio Tn pode ser alongado de modos distintos, dependendo do residuo que é

adicionado a GalNAc e as estruturas resultantes podem ser alongadas pela adicdo de outros
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residuos e terminadas com residuos de Fuc e SA, formando vérias estruturas centrais (core
1 a core 8) #°*2,
As estruturas mais comuns in vivo sdo os O-glicanos core 1 a core 4, e dentro destes, a

maioria sdo O-glicanos de core 2 .

Legenda
Ser/ Thr
[] -GalNAc
Core2 Core 4 [ - GleNAc
ppGalNAcT . B3 D_ Core 4 GlctNAC T . B3 D i ‘ - SA
G\:“N" ﬁ QO -Gal
>
Antigénio Tn |:|
Or@
{6 Corel Core 2
ST6GalNAC! / O BS Core 2 GleNAc T O D )
’ ab l:l— Antigénio T ﬁ
‘rﬁg. Figura 1. Representacdo esquematica
Antigénio Sialil Tn v-" "’/, . . . .
(1) \e %, ‘ das vias de biossintese dos O-glicanos do
sin . . .
c';\b X SteGaINAC Y 1/ 1/ v a3 tipo mucina. Adaptado de Freire &
LI Osinaga, 2003; Varki et al., 2009.
(s D a6
ab a_i ‘
L 3 O]

Sialil6 T Sialil3 T

1.2. Glicosilacdo Tumoral

Uma vez que os glicanos estdo envolvidos em diversos processos bioldgicos, a sua
expressao aberrante é determinante e constitui uma das primeiras etapas no processo de

progresséo, invasdo e metastizagdo. E por isso considerada uma alteragdo comum nas

7111317 resultando na exposicdo a superficie de estruturas de antigénios

14,18,19

células tumorais
carboidratos associados a tumores (tumor-associated carbohydrate antigens; TACAS)
Geralmente, as alteragGes do padrdo de glicosilacdo mais frequentemente associadas ao
desenvolvimento tumoral, consistem na sintese de glicanos altamente ramificados,
fortemente sialilados (terminados por SA), terminacdes prematuras da biossintese que
resultam da expressdo de formas incompletas (truncadas) e a expressdo de novo de
antigénios do tipo fetal ou outros.

A assinatura dos glicanos na superficie celular é instavel, ao contrario do que acontece com
as outras alteracdes associadas a tumores de origem genética, onde a expressao € clonal.
A glicosilacdo apresenta alteracbes do tipo mosaico, com variagdo da expressdo dos
glicanos em seccbes de tecidos, refletindo variagcbes na diferenciacdo ao longo da
progressao do tumor.

Em muitos casos, a formacdo destas estruturas aberrantes, depende da alteracdo da
regulacéo e expresséo de uma ou mais glicosiltransferases intervenientes *’

Contudo outros mecanismos epigenéticos estdo também associados a regulacéo aberrante

de glicogenes (genes cujos produtos estdo envolvidos na biossintese, degradagdo ou
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reconhecimento dos glicanos) incluindo enzimas envolvidas na biossintese de intermediarios
de acucar-nucleétidos e transportadores *°.
Este trabalho centra-se numa das familias mais importante de antigénios tumorais o0s

antigénios de Lewis.

1.2.1. Antigénios de Lewis

Foi demonstrado em estudos imunohistoquimicos de amostras de adenocarcinoma (AD),
gue as estruturas de Lewis x (Le*) e Lewis a (Le®) se encontravam sobrexpressas, tanto em
O-glicanos como em N-glicanos *.

Os antigénios do tipo Lewis, podem também ser sialilados originando as estruturas sialil
Lewis x (sLe) e sialil Lewis a (sLe®). Estes sdo expressos em células malignas, mimetizando
a sua expressao normal nas células do tecido sanguineo como em mondécitos, células
dendriticas (DC) e em neutrdéfilos, assim como o seu potencial de migragdo através da
ligacdo as selectinas endoteliais "?°%,

Os antigénios, sLe” e sLe?, sdo conhecidos por serem ligandos das selectinas, moléculas de
adesdo, presentes por exemplo em células do endotélio ativadas por citocinas *.

Sao expressos em glicanos do tipo 1 e 2, conforme a ligacdo do residuo de Gal ao residuo
de GlcNAc tenha conformacéo B1,3 ou B1,4 respetivamente .

Esta familia de antigénios constitui um exemplo de glicanos intervenientes nas alteracées

que ocorrem nas células tumorais e em particular na metastizacéo *.
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1.3. O Cancro de Pulméao

1.3.1. Epidemiologia

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), com a sua Ultima atualizacdo a 04 de
Abril de 2011, o cancro estd entre as principais causas de morte no mundo, estando
subjacentes fatores de risco como o consumo de tabaco, consumo abusivo de bebidas
alcodlicas entre outros fatores (estes e outros dados da OMS podem ser encontrados em
www.who.int).

A nivel mundial, o cancro de pulmao (CP) é a causa mais frequente de mortalidade devido a
cancro no mundo, representando 15% de todos os cancros. Com o aumento da incidéncia
estimado em 0,5% por ano, a taxa de sobrevivéncia a 5 anos para estes doentes é de
apenas 14% 2*%’. Estima-se que por ano ocorram mais de 1.300.000 mortes no mundo,
devido a CP, segundo dados da International Agency for Research on Cancer (IARC,
disponivel em www.iarc.fr/).

Embora o CP tenha sido considerado uma doenca rara no inicio do século XX 2128 g partir
dos anos 40 verificou-se um aumento da mortalidade devido a esta doenga. Este aumento
acompanha o padrao dos habitos tabagicos, que apresentam um periodo de laténcia na
relagéo causa-efeito de cerca de 20 anos #*?"%,

Apesar da maioria dos doentes ser sintomético, o diagnéstico continua a ser feito em fase
tardia, onde apenas 20% dos doentes sdo diagnosticados em fases iniciais 3.

No entanto nem todos os fumadores desenvolvem CP, sugerindo haver fatores genéticos

que predispdem ao risco de aparecimentos da patologia *>%.

1.3.2. Tipos Histolégicos

25,27,28,31

O CP divide-se em quatro tipos histolégicos principais indicados na tabela 1:

Tabela 1 — Designacgéo dos quatro tipos mais comuns de tumores. Adaptada de Alberg & Samet, 2003; Minna et
al., 2002; Novaes et al., 2008; Zamboni, 2002.

Tipo histoldgico Nome em Inglés

CPPC - Cancro de pequenas células SCLC - Small cell lung cancer
SCC - Squamous cell lung

CPNPC - Cancro Cancro epidermoide NSCLC — non

cancer
de ndo-pequenas - small cell lun -
,p q AD - Adenocarcinoma 9 AD - Adenocarcinoma
células cancer

Cancro de grandes células LCLC - large cell lung cancer
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Nas mulheres, em n&o fumadores e em jovens predomina o AD e a sua frequéncia continua
a aumentar rapidamente sendo a forma mais comum de CP no mundo de hoje, apos ter
ultrapassado cancro epiderméide (SCC) #>2832%,

O AD tem uma localizag&o mais periférica, podendo revelar-se como um achado radiol6gico
num doente assintomético. O SCC e o cancro de pulmdo de pequenas células (SCLC)
surgem principalmente nas vias aéreas centrais localizando-se num brénquio principal, lobar
ou segmentar, pelo que devido a sobreposicdo das estruturas mediastinicas que os ocultam
s&o mais dificeis de serem detetados em exames de despiste de rotina 3°3%3,

O SCLC distingue-se dos outros tipos de CP uma vez que quando diagnosticado as
metastases ja estdo presentes em 90% dos casos e contribui para cerca de 110.000 dos
casos de cancros diagnosticados anualmente %,

Os doentes com estadios iniciais de cancro de pulmao de ndo-pequenas células (NSCLC),
mesmo depois de submetidos a intervencao cirdrgica, continuam a apresentar elevado risco
de desenvolvimento de metateses. Sendo que os doentes com estadio IA e IB tém apenas
67% e 57% respetivamente, de taxa de sobrevivéncia a 5 anos %

A classificacao de estadiamento TMN é feita com base na distingao entre tumores primarios
(T); envolvimento dos nédulos linfaticos (N) e distéancia na qual se encontram as metastases
(M). Para consulta detalhada sobre a subdivisdo destes parametros aconselha-se a consulta
do International Staging System for Lung Cancer (pode ser encontrado em www.asco.0rg)
ou o American Joint Committee on Cancer (AJCC) (disponivel para consulta em

www.cancerstaging.org/).

1.4. Amostras de Origem Bioldgica

1.4.1. Aspirados Ganglionares

Os vasos linfaticos transportam o fluido intersticial e as células dos tecidos até aos nddulos
linfaticos. Foi demonstrado que as células do tumor primério com capacidade para
metastizar, invadem os nodulos linfaticos mais préximos, disseminando-se através dos
vasos linfaticos para outros locais *.

Por ser um ambiente com caracteristicas préprias (local onde se encontra elevada
quantidade de células do sistema imune), nos nodulos linfaticos ha expresséo de elevados
niveis de ligandos glicosilados e sulfatados. Estes séo ligandos com capacidade de ligacao
a L-selectina e sao sintetizados por enzimas como a fucosiltransferase VIl (FucT-VIl) e que
atuam na entrada dos linfocitos neste érgéo ¥'.

Os ganglios linfaticos mediastinais sdo pequenos nodulos linfaticos alojados na cavidade
extrapulmonar, onde em caso de CP nao limitado ao local primario, € possivel encontrar

células tumorais. Pode ser efetuada a colheita de células presente nesse local, por pungao
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aspirativa transbronquial por ecoendoscopia brénquica (Ultrasound-guided transbronchial
needle aspiration; EBUS-TNBA) *®.

1.4.2. Liquido Pleural

A acumulagéo de liquido na cavidade pleural é indicador da presenca de doenca sistémica
ou local, mas as doencas originadrias da pleura sdo raras, sendo a sua origem

39,40

predominantemente de processos patolégicos extrapleurais . Como presumivelmente

qualquer tipo de CP pode envolver a pleura, o derrame pleural é uma forma frequente de
apresentacéo *>%,

As amostras biol6gicas provenientes de liquido pleural maligno (LPM), revestem-se de uma
valiosa importancia a nivel de investigagdo, visto que no caso de AD e SCC, estes tém
elevada tendéncia para causar efusdes pulmonares malignas, aparentando uma especial
capacidade de disseminar células tumorais para o liquido pleural **.

A esperanca de vida de um doente com NSCLC e com LPM é significativamente menor que
a um doente igualmente com NSCLC mas sem LPM, quando comparados no mesmo
estadiamento. E referido, inclusive que um doente com LPM em estadiamento IIIB se

assemelha, na esperanca de vida, a um doente com grau IV ***%,

1.4.3. Tecidos

Apenas os estadios precoces séo subtidos a cirurgia, constituindo pouco mais de 20% dos

26,30,31

casos , sendo este tipo de amostra representativa dos estadios inicias da doenca.

1.5. Ambito da Tese

No presente trabalho, pretende-se contribuir para identificacdo de novos biomarcadores de
diagndstico e/ou prognéstico em CP. Na literatura encontra-se reportada a expresséo de
glicanos associados a tumores em diferentes tipos de amostras humanas (aspirados
ganglionares, biépsias e liquido pleural).

Parece existir uma correlagéo entre o padréo especifico de glicosilacdo e a progresséo dos
tumores, em cada um dos seus estadios: proliferacdo, invasdo, angiogénese e
metastizacdo. Determinados tumores por exemplo expressam glicanos especificos
(antigénios de Lewis), que sdo reconhecidos por selectinas, expressas por células
endoteliais (E-selectina), facilitando assim a sua transmigracéo entre tecidos.

Presume-se que para diferentes caracteristicas, comportamento e capacidades das células
tumorais ha também diferentes padrdes de expresséo de glicogenes.

Algumas das porc¢des terminais mais comuns encontradas em tecidos de CP séo os

antigénios de Lewis ***,

Dissertacdo de Mestrado de A. Sofia Mendes Pag. 7



Este estudo teve como objetivo geral contribuir para identificacdo de novos marcadores de
prognostico de CP. Em particular, neste trabalho pretendeu-se:

Estabelecer um biobanco de varios tipos de amostras de tecido provenientes de
doentes com CP,

Estabelecer ensaios piloto com vista a validacdo do biobanco e a otimizacdo de
protocolos de estudo da expressdo genética, para cada tipo de amostra que compde o
biobanco.

Analisar modelos celulares para estabelecer uma correlacdo entre a expressao de
determinados genes e a expressao de estruturas glicosidicas.

Tecnicamente este estudo inclui:

Otimizagdo dos métodos de armazenamento e tratamento das amostras bioldgicas.

Estudo piloto com doze genes, que ira validar a integridade das amostras guardadas,
e permitir a implementacéo do estudo da expresséo genética em larga escala.

Analisar a expressdo dos varios genes envolvidos na biossintese de glicanos
(glicogenes) nas diversas amostras obtidas de doentes com CP e em modelos celulares de
CP. Vai ser dada particular relevancia aos glicanos ja descritos como alterados em CP
(antigénios de Lewis)

Contribuir para o esclarecimento de relacdes entre a expressdo genética dos
glicogenes e fendétipo, através da andlise da expressao fenotipica de glicanos especificos
em modelos celulares de CP.

Estabelecer diferencas entre a expressdo dos glicogenes, recorrendo a uma
amostragem representativa, na qual os grupos sédo formados por estadiamento.

O trabalho pretende também demonstrar a aplicabilidade de analise genotipica na pesquisa

de novos biomarcadores em amostras patologicas.
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2. MATERIAIS & METODOS

2.1. Microarrays

Efetuou-se uma selecdo prévia dos genes relevantes para o trabalho pratico que se iria
seguir, através de pesquisas em bancos de dados publicos disponiveis na world wide web,
usando como palavras-chave: lung adenocarcinoma, NSCLC, pleural effusion, lung cancer,
lung biopsy.

Relativamente a andlise dos dados publicos obtidos por microarray, estabeleceu-se como
objetivo apurar esses mesmos genes e verificar niveis de expressao alterados relativamente
aos niveis esperados no pulméao na auséncia de tumores.

As pesquisas foram realizadas nas seguintes bases de dados de microarrays: European
Bioinformatics Institute (www.ebi.ac.uk/), em Gene Expression Omnibus
(www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) e em CFG Funcional Glycomics Gateway
(www.functionalglycomics.org). Os dados disponiveis em open source (raw data com
extensdo .cel) foram analisados no Instituto Gulbenkian da Ciéncia tendo-se usado o

software Partek® Genomics Suite™.

2.2. Culturacelulares

Para validar os resultados obtidos com as amostras bioldgicas, foram efetuados ensaios
com linhas celulares derivadas de CP humano, A549 (CCL-185™), H1299 (CRL-5803™) e
H358 (CRL-5807™), gentiimente cedidas pelo Professor Pi-Wan Cheng, University of
Nebraska Medical Center, Estados Unidos da América. As linhas celulares A549 e H358
derivam de células de tecido com AD. A linha H1299 é derivada de células que
metastizaram nos ganglios sendo o tumor primario NSCLC.

Foi feito o despiste de contaminacéo por micoplasma a cada vial, usando-se a coloragéo por
4'.6-Diamidino-2-Phenylindole, Dihydrochloride (DAPI, blue fluorescente counterstain,
Invitrogen) e VECTASHIELD® Mounting Medi (Vector) de acordo com as instrugdes
fornecidas pelo fabricante.

As células cresceram em frascos de cultura simples T25 ou T75 (Tissue Culture Flasks;
Nunc Brand Products) e mantidas em estufa com atmosfera humedecida a 37°C e a 5% de
CO,. Foram cultivadas nos meios de cultura aconselhados pelo American Type Culture
Collection (ATCC): Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) para a linha A548 e
Roswell Park Memorial Institute medium-1640 (RPMI-1640), para as linhas H1299 e H358.
Os meios basais foram suplementados com 10% soro fetal bovino (foetal calf sérum), 2 mM
(0,1%) de L-glutamina (Gibco/Invitrogen) e 100 pyg/mL (0,1%) de Penicilina/Estreptomicina.
No caso do RPMI-1640 foi ainda suplementado com 1 mM (0,1%) de Piruvato de Sddio e

0,1 mM (0,1%) de amino&cidos ndo-essenciais.
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Exceto quando indicado, os reagentes foram adquiridos a casa comercial Sigma-Aldrich.

Os meios foram renovados apdés 24h de cultura e culturas celulares subdivididas,
sensivelmente a cada 48h, tendo-se adotado o seguinte protocolo:

As células foram lavadas com solucéo-tampéao de fosfatos (Phosphate buffered saline; PBS)
e soltas do fundo do frasco de cultura com sensivelmente 0,05 ml/cm? de solucdo de
Tripsina/ 4cido etilenodiaminotetracético (Ethylenediamine tetraacetic acid; EDTA) (tripsina-
EDTA solution) deixando atuar por 5 min sobre a monocamada celular.

O pellet foi obtido por centrifugacdo a 300g por 5 minutos e ressuspendeu-se em Novo meio
completo. Contou-se 0 nimero de células no contador hematolégico (Coulter MicroDiff 18) e
as células foram divididas para novos frascos de cultura, normalmente de 1:3.

Foram congeladas células em fase exponencial de crescimento nas primeiras passagens de
subcultura, tendo sido usado entre 2-4 x10° células/ml. A congelagéo foi efetuada em
criotubos com 1,5 ml de meio suplementado e com 10% de dimetilsulféxido (Dimethyl
sulfoxide; DMSQ).

ApOs a expansao, as células foram usadas para andlise por citometria de fluxo e reacdo em
cadeia da polimerase em tempo real (ou quantitativo) (Real-Time Polimerase Chain
Reaction, gPCR) tal como descrito posteriormente.

As células destinadas a qPCR foram removidas do fundo do frasco por agéo de tripsina
como anteriormente descrito. Depois de contadas reservou-se entre 5-10 x 10° células a -
80°C numa solucédo de 500 pl de Solucdo de Lise com 5 pl de 2-Mercaptoetanol (2-ME)
(reagentes incluidos no sistema comercial GenElute™ Mammalian Total RNA Miniprep Kit)
até se proceder a extracao de acido ribonucleico (ribonucleic acid; RNA).

As células destinadas a citometria de fluxo foram removidas (Ultima remocao antes da
técnica) através da acdo de EDTA sem tripsina. Apos a remoc¢éao das células, estas foram

centrifugadas, usando-se o para separacgédo celular com poros de 40 um (BD Falcon).

2.3.  Amostras Bioldgicas

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica do Centro Hospitalar Lisboa Norte,
Hospital Pulido Valente em Lisboa. Todos os individuos que participaram do estudo
assinaram um consentimento informado. A colheita das amostras foi efetuada na Unidade
de Técnicas Invasivas Pneumoldégicas do Hospital Pulido Valente, Lisboa, sob coordenacéo

do Doutor Anténio Bugalho desta unidade.

2.3.1. Amostras de Aspirados Ganglionares

A colheita das 58 amostras foi efetuada no periodo compreendido entre Janeiro de 2010 e

Fevereiro de 2011. Na maioria das amostras metade do volume foi analisado por citometria
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de fluxo no mesmo dia da recolha pela Doutora Catarina Martins (Dep. Imunologia, FCM-
UNL). As células restantes foram reservadas como descritos para posterior analise de
expressao genética por qPCR.

2.3.2. Amostras de Liquido Pleural

A colheita de amostras foi efetuada no periodo compreendido entre Mar¢co de 2011 e 31 de
Dezembro de 2011, a 105 doentes através de toracentese, num volume de cerca de 30 ml,
em frascos de colheita. Devido as amostras apresentaram frequentemente fibrinogénio e
produtos da sua degradac&o, usou-se 50 U/ml de heparina para evitar a coagulagéo *°.
Devido a natureza heterogénea e complexa das amostras, foi necessaria a otimizacao da
técnica. Contudo o rendimento variou entre amostras tendo-se optado por apenas preservar
o0 RNA. Estabeleceu-se o0 seguinte protocolo, que provou ser eficiente e com bons
rendimentos na extragdo de RNA, quando possivel jA que nem todas as amostras continham
namero suficiente de células para extracdo de material genético.

As amostras foram tratadas sempre num periodo inferior a 6h apds a colheita, centrifugadas
a 1200g por 15 minutos a 16° C e descartado o sobrenadante. Nos casos em que a amostra
apresentou sinais de contaminacdo por eritrécitos (de aparéncia avermelhada e né&o
translucida), foi adicionado ao pellet o volume de 7,5 ml de solu¢cdo tampéo de lise de
eritrécitos (Red cell blood lysis buffer; RCBL) por 15 minutos.

Ressuspendeu-se o pellet em 7,5 ml de PBS e procedeu-se a lavagem celular por
centrifugac@o a 1200g por 5 min a 16°C repetida trés vezes, com vista a retirar vestigios de
heparina uma vez que a esta inibe a posterior acdo da Taq Polimerase “.

O pellet celular final foi armazenado a -80 C° em 2 condi¢des diferentes: Em solucéo de lise/
2-ME e em pellet seco. Verificou-se que o melhor rendimento ap6s a extracao do RNA foi
obtido para as células congeladas na presenca de solucdo de lise/ 2-ME (estes dados néo

sdao apresentados).

2.3.3. Amostras de Tecidos

Foi criado e organizado um biobanco composto por amostras de 43 doentes submetidos a
intervengdo cirdrgica toracica referenciados por suspeita de CP. Para cada individuo foi
efetuada a aquisicéo de fragmentos de tecido tumoral e de tecido pulmonar s&o (em local o
mais afastado possivel do tumor e sempre que possivel em lobo pulmonar diferente) com
uma dimens&o superior a 0,5 cm®. Estes foram colhidos sempre em duplicado para criotubos
estéreis tendo sido imediatamente colocados em azoto liquido. Para a analise de expressao

genética, estas amostras foram divididas em pecas com sensivelmente 40 mg e foi
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adicionada solugcéo de lise/ 2-ME. A homogeneizacdo foi efetuada com Tissue Ruptor
(Qiagen).

2.4. Técnicas

2.4.1. Citometria de Fluxo

O citometro de fluxo utilizado foi o FACSCalibur Flow Cytometer (Becton Dickinson), capaz
de detetar até quatro fluorescéncias diferentes — FL-1 (fluorescéncia verde), FL-2 (amarela),
FL-3 (laranja) e FL-4 (vermelha) e foram adquiridas pelo menos 10.000 células por analise.
O software de analise foi o CellQuest™ version 3.3.

Estudou-se a intensidade de fluorescéncia média (Mean fluorescence intensity; MFI) a qual
corresponde a estimativa da quantidade de anticorpo que se liga especificamente na
superficie celular apés se retirar a autofluorescéncia celular “°.

As marcacdes para citometria de fluxo foram efetuadas com o0s seguintes anticorpos
monoclonais de ratinho contra antigénios humanos;

Antigénio carcinoembrionario (Carcinembryonic Antigen; CEA) (Clone CI-P83-1, Abcam)
marcado com FITC, CD44 (Clone BJ18, BioLegend) marcado com APC, Citoqueratina
(Dako), CD15s (Clone CSLEX1, BD Pharmingen™).

O anticorpo secundario usado foi o anticorpo policlonal anti imunoglobulina de ratinho,
[Immunoglobulins/FITC Goat F(ab’), (Dako)] marcado com FITC.

A marcacao intracelular com anti-citoqueratina foi realizada com o sistema comercial BD
Cytofix/ Cytoperm™ plus Fixation/ Permeabilization Kit (BD Biosciences). Foram seguidos os

protocolos de acordo as instrucdes fornecidas pelos fabricantes.

2.4.2. Extracdo de RNA Total

Para a extracdo do RNA total foram seguidas as instru¢cdes do fabricante do sistema
comercial GenElute™ Mammalian Total RNA Miniprep Kit e efetuou-se o tratamento em
coluna com DNase com o sistema comercial RNase-Free DNase Set (Qiagen) como
descrito previamente pelo grupo **°.

O RNA foi quantificado por espectrofotometria no Nanodrop® 2000 (Thermo Scientific) e o
estado de pureza das amostras foi analisado através da razao das leituras a 260 nm e 280
nm. As concentragBes das amostras foram determinadas recorrendo a seguinte relacao:
uma unidade de absorvancia (Abs) a 260 nm corresponde a 40 ug de RNA/ ml de solugao.
As amostras de aspirados ganglionares foram processadas no laborat6rio para um estudo
em pequena escala (designado estudo piloto) com doze genes, que serviu para verificacdo

preliminar de genes envolvidos na expressdo de sLe”, mas também para validacdo das
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amostras. As amostras de liquido pleural e de bidpsias foram enviadas para a Universidade
da Georgia, parceiro do projeto e que procede a analise por gqPCR de uma bateria de
setenta glicogenes. Por ser um estudo de maiores dimensdes tanto a nivel de quantidade de
amostras como de numero de genes estudados, € designado por estudo em larga escala.
Para o envio, o0 RNA foi eluido da coluna de ligagdo com &gua Milli-Q tratada com
dietilpirocarbonato (Diethyl pyrocarbonate; DEPC) e desidratado no RNAStable tube kit
(Biomatrica) por 90 min em speed vacum (SpeedVac Concentrator with refrigerated vapor
trap RTV100, Savant).

2.4.3. DNA complementar

A conversdo de RNA em acido desoxirribonucleico complementar (cDNA) para ensaios de
otimizacdo no tratamento das amostras de liquido pleural, tecidos de bidpsias e toda a
andlise de RNA de aspirados ganglionares foi efetuado com o sistema comercial, High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) de acordo com as instrucdes
do fabricante.

Efetuou-se a seguinte mistura-mae: 10 pL de oligonucledtidos iniciadores aleatorios, 4 UL de
nucleoétidos livres (desoxirribonucleotideos trifosfatos; dATP, dTTP, dGTP e dCTP), 5 uL de
transcriptase reversa, 10 uL de solugédo tampao e 21 uL de agua ultra pura. Esta mistura foi
adicionada as amostras de RNA numa proporgdo de 1:1 para um volume final de 100 pl,
tendo a reagdo ocorrido num PTC-100 Programmable Thermal Controller (MJ Research)

com os seguintes ciclos: 10 min a 25°C, 120 minutos a 37°C, 5 min a 85°C.

2.4.4, Reacdo em Cadeia da Polimerase Quantitativa

As sondas TagMan® utilizadas neste trabalho, sdo sondas de hidrélise conjugadas que
possuem na extremidade 5 com o fluor6foro reporter (FAM™), e na extremidade 3’ o
quencher (TAMRA™).

Para este trabalho foi usado o 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems) e os
dados analisados com Sequence Detection Software, Version 1.3.

Para a analise foram calculados os niveis de expressao relativa, que se baseia na
comparacao dos valores do cycle treshold da B-actina e dos genes de interesse aplicados
na seguinte férmula (significa que por cada molécula do gene de interesse ha a formacao de

1000 moléculas de B-actina) ***":

NI,V€| expresséo relativa — 2—Ct(expresséo gene interesse — expressao gene enddgeno) X 1000 = 2 ACt X 1000
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Cada amostra foi analisada num volume final de 10 pl, nas proporgdes sugeridas pelo
fornecedor, com cDNA de interesse, TagMan® Fast Universal PCR Master Mix, No
AmpErase® UNG, (Applied Biosystems), contendo a enzima AmpliTag Gold® DNA
polymerase, os desoxirribonucledtidos trifosfatados (ANTPs), tampéo de enzima otimizado,
contendo MgCl, e a referéncia passiva de fluorescéncia ROX® e os ensaios comerciais
especificos para os genes a analisar (TagMan® Gene Expression Assays, Applied

Biosystems) estdo indicados na tabela 2:

Tabela 2. Lista de genes analisados nas amostras bioldgicas de aspirados ganglionares por qPCR para
determinacao de expressao genética; estudo piloto.

Simbolo Descricio Cromossoma RefSe Entrez Identificacdo
Gene & q Gene ID Sonda
EpCAM Epithelial cell adhesion molecule 2p21 NM_002354.2 4072 Hs00158980_m1
KRT19 Keratin, type | cytoskeletal 19 17921.2 NM_002276.4 3880 Hs00761767_s1
CEA Ceyelie ol shullysiie ez 19913.1-q13.2 NM_004363.2 1048 Hs00944025_m1
cell adhesion molecule 5
Fucosyltransferase 3 (galactoside NM_000149.3
FUT3 3(4)-L-fucosyltransferase, Lewis 19p13.3 NM_001097639.1 2525 Hs00356857_m1
blood group) NM_001097640.1
FUT4 ][:“C"sy'"a”Sferase 4 (alpha (1.3) 11921 NM_002033.3 2526 Hs01106466_s1
ucosyltransferase, myeloid-specific)
FUT6 f“cosy'"a”Sferase 6 (alpha (1,3) 19p13.3 NM_000150.2 2528 Hs00173404_m1
ucosyltransferase)
IL6 Interleukin 6 (interferon, beta 2) 7 NM_000600.3 3569 Hs00174131 m1
IL10 Interleukin 10 1 NM_000572.2 3586 Hs00174086_m1
TNF Tumor necrosis factor 6 NM_000594.2 7124 Hs00174128 m1
TGF-B1 Transforming growth factor, beta 1 19 NM_000660.4 7040 Hs00171257 m1l
NM_001114377.1
FOXP3 forkhead box P3 X NK/I_Ol 4009.3 50943 Hs00203958 m1
NM_001144893.1
NM_001144894.1
NM_001144895.1
CD209 CD 209 molecule 19p13 NM_001144896.1 30835 Hs01588349_m1
NM_001144897.1
NM_001144899.1
NM_021155.3
B-actin Controlo Endégeno Hs99999903 m1

A leitura foi efetuada nas seguintes condi¢des: Inicio de 20 segundos a 95° C seguido de 40
ciclos de 3 segundos a 95° C e 30 segundos a 60° C.

Cada reacgéo foi efetuada em duplicado e a normalizacdo do valor de sinal resultante da
fluorescéncia de cada amostra foi efetuada por um controlo endégeno, o gene constitutivo -
actina, pois s6 assim garantimos que as variagdes entre amostras resultam em exclusivo de
variagdes biologicas.

Foram reunidas informag¢des com base na literatura e de bases de dados publicas de
microarrays para a construcdo de um ensaio em larga escala, na qual serdo analisadas as
amostras de bidpsias e de liquido pleural no Complex Carbohydrate Research Center and
the Department of Biochemistry and Molecular Biology, University of Georgia, Estados
Unidos da América, parceiros do projeto, tal como referido no ponto 2.4.2.

A tabela 3 apresenta a lista de genes selecionados a serem estudados.
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Tabela 3. Lista de genes constantes do estudo em larga escala selecionados pela analise de microarrays e com
base na literatura. Estes genes serdo analisados nas amostras biolégicas de liquido pleural e de bidpsias por
gPCR para determinagdo de expressdo genética.

. . Entrez
Simbolo Gene Descrigao Cromossoma RefSeq Gene ID
B3GALTL UDP-Ga!:betaGIcNAc beta 1,3-galactosyltransferase, 2q24.3 NM_020981 8708
polypeptide 1
B3GALT2 UDP-Ga!:betaGIcNAc beta 1,3-galactosyltransferase, 1931 NM 003783 8707
polypeptide 2 -
B3GALT3 Beta-1,3-N-acetylgalactosaminyltransferase 1
(B3GALNT1) (globoside blood group) 3425 NM_003761 8706
B3GALTS UDP-Ga!:betaGIcNAc beta 1,3-galactosyltransferase, 21022.3 NM_006057 10317
polypeptide 5
B3GAT1 Beta-1,3-glucuronyltransferase 1 11925 NM_018644 27087
(glucuronosyltransferase P)
B3GNT1 UDP-GlcNAc:betaGal beta-1,3-N- 11913.2 NM_006876 | 11041
acetylglucosaminyltransferase 1
B3GNT2 UDP-GlcNAchetaGal beta-1,3-N- 2p15 NM_006577 | 10678
acetylglucosaminyltransferase 2 -
B3GNT3 UDP-GlcNAchetaGal beta-1,3-N- 19p13.1 NM_014256 | 10331
acetylglucosaminyltransferase 3
B3GNTS UDP-GlcNAc:betaGal beta-1,3-N- 3928 NM_032047 | 84002
acetylglucosaminyltransferase 5
B3GNT6 UDP-GlcNAc:betaGal beta-1,3-N- 11913.4 NM_138706 | 192134
acetylglucosaminyltransferase 6 (core 3 synthase)
B3GNT7 UDP-GlcNAchetaGal beta-1,3-N- 2937.1 NM_145236 | 93010
acetylglucosaminyltransferase 7
B4GALNT3 beta-1,4-N-acetyl-galactosaminyl transferase 3 12p13.33 NM_173593 | 283358
BAGALT1L UDP-Ga!:betaGIcNAc beta 1,4- galactosyltransferase, 9p13 NM 001497 2683
polypeptide 1 -
BAGALT?2 UDP—Ga!:betaGIcNAc beta 1,4- galactosyltransferase, 1p34-p33 NM_003780 8704
polypeptide 2
BAGALT3 UDP-Ga!:betaGIcNAc beta 1,4- galactosyltransferase, 1q21-q23 NM_003779 8703
polypeptide 3
BAGALTA UDP-Ga!:betaGIcNAc beta 1,4- galactosyltransferase, 3q13.3 NM_003778 8702
polypeptide 4
BAGALTS UDP—Ga!:betaGIcNAc beta 1,4- galactosyltransferase, 20013.1-q13.2 | NM_004776 9334
polypeptide 5
CD209 CD209 molecule 19p13 NM_021155 30835
CD44 CD44 molecule (Indian blood group) 11p13 NM_000610 960
CD83 CD83 molecule 6p23 NM_004233 9308
CHSTY Carbohydrate (N-acetylgalactosamine 4-0) 18q11.2 NM 031422 83539
sulfotransferase 9 -
ER Manl (MAN1B1) Mannosidase, alpha, class 1B, member 1 9934 NM_016219 11253
FUTL Fucosyltransferase 1 (galactoside 2-alpha-L- 19q13.3 NM 000148 2523
fucosyltransferase, H blood group) -
FUT2 Fucosyltransferase 2 (secretor status included) 19913.3 NM_000511 2524
FUT3 Fucosyltransferase 3 (gglactosnde 3(4)-L- 19p13.3 NM_000149 2525
fucosyltransferase, Lewis blood group)
FUT4 Fucosyltransf.e.rase 4 (alpha (1,3) fucosyltransferase, 11q21 NM_002033 2526
myeloid-specific)
FUT6 Fucosyltransferase 6 (alpha (1,3) fucosyltransferase) 19p13.3 NM_000150 2528
FUT7 Fucosyltransferase 7 (alpha (1,3) fucosyltransferase) 9934.3 NM_004479 2529
FUT8 Fucosyltransferase 8 (alpha (1,6) fucosyltransferase) 14924.3 NM_178154 2530
FUT9 Fucosyltransferase 9 (alpha (1,3) fucosyltransferase) 60916 NM_006581 10690
FUT10 Fucosyltransferase 10 (alpha (1,3) fucosyltransferase) 8pl2 NM_032664 84750
FUT11 Fucosyltransferase 11 (alpha (1,3) fucosyltransferase) 10g22.2 NM_173540 170384
GAL3ST1 Galactose-3-O-sulfotransferase 1 22q12.2 NM_004861 9514
GALNT13 UDP-N-acetyl-alpha-D-galactosamine:polypeptide 2924.1 NM_052917 114805
GALNT14 UDP-N-acetyl-alpha-D-galactosamine:polypeptide 2p23.1 NM_024572 79623
GALNT?7 UDP-N-acetyl-alpha-D-galactosamine:polypeptide 4931.1 NM_017423 51809
GCNT1 Glucosaminyl (N-acetyl) transferase 1, core 2 (beta- 9913 NM_001490 2650
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1,6-N-acetylglucosaminyltran

Glucosaminyl (N-acetyl) transferase 2, I-branching

GCNT2 6p24.2 NM_001491 2651
enzyme (I blood group)

GCNT3 Glucosaminyl (N-acetyl) transferase 3, mucin type 15g21.3 NM_004751 9245

Golgi MAN1A )

(Man1A1) Mannosidase, alpha, class 1A, member 1 60922 NM_005907 4121

Golgi .

Man1B(MAN1A2) Mannosidase, alpha, class 1A, member 2 1p13 NM_006699 10905

Golgi MAN1C .

(Man1C1) Mannosidase, alpha, class 1C, member 1 1p35 NM_020379 57134

ICAM1 Int.ercgllular adhesion molecule 1 (CD54), human 19p13.3-p13.2 | NM_000201 3383
rhinovirus receptor

ICAM2 Intercellular adhesion molecule 2 17923.3 NM_000873 3384

MAN2A1 Mannosidase, alpha, class 2A, member 1 5021-g22 NM_002372 4124

MAN2A2 Mannosidase, alpha, class 2A, member 2 15026.1 NM_006122 4122

MANEA Mannosidase, endo-alpha 6016.1 NM_024641 79694

MGAT1 Mannosyl (alph§-1,3-)-glycoprote|n beta-1,2-N- 535 NM_002406 4245
acetylglucosaminyltransferase

MGAT2 Mannosyl (aIphg-l,G-)-egcoproteln beta-1,2-N- 14q21 NM_002408 4247
acetylglucosaminyltransferase

MGAT4A Mannosyl (alph<'.:1-1,3-)-glycoprot‘e|n beta-1,4-N- 2q12 NM 012214 11320
acetylglucosaminyltransferase, iso -

MGATAB Mannosyl (alph.a-l,3-)-glycoprot‘e|n beta-1,4-N- 535 NM_014275 11282
acetylglucosaminyltransferase, iso

MGATAC Mannosyl (alphia-l,3-)-glycoprot‘e|n beta-1,4-N- 12921 NM_013244 25834
acetylglucosaminyltransferase, iso

PECAM1 Plajtelet/endothellal cell adhesion molecule (CD31 17q23.3 NM_000442 18613
antigen)

ST3GAL1 ST3 beta-galactoside alpha-2,3-sialyltransferase 1 8024.22 NM_003033 6482

ST3GAL2 ST3 beta-galactoside alpha-2,3-sialyltransferase 2 16g22.1 NM_006927 6483

ST3GAL3 ST3 beta-galactoside alpha-2,3-sialyltransferase 3 1p34.1 NM_006279 6487

ST3GAL4 ST3 beta-galactoside alpha-2,3-sialyltransferase 4 11g24.2 NM_006278 6484

ST3GAL5S ST3 beta-galactoside alpha-2,3-sialyltransferase 5 2p11.2 NM_003896 8869

ST3GAL6 ST3 beta-galactoside alpha-2,3-sialyltransferase 6 3g12.1 NM_006100 10402

ST6GAL1 ST6 beta-galactosamide alpha-2,6-sialyltranferase 1 3927-928 NM_003032 6480

STEGALNACL ST6 (aIpha—N—acetyI—neu_ra_m|nyI—2,3—beta—gaIactosyI— 17q25.1 NM_018414 55808
1,3)-N-acetylgalactosaminide

STEGALNAC2 ST6 (aIpha—N—acetyI—neu_ra_m|nyI—2,3—beta—gaIactosyI— 17q25.1 NM 006456 10610
1,3)-N-acetylgalactosaminide -

ST6GALNAC3 ST6 (alpha—N-acetyI-neurgmlnyI-2,3-beta-gaIactosyI- 1p31.1 NM_ 152996 256435
1,3)-N-acetylgalactosaminide

STEGALNACA ST6 (alpha—N-acetyI-neurgmlnyI-2,3-beta-gaIactosyI- 9q34 NM_014403 27090
1,3)-N-acetylgalactosaminide

ST6GALNACS ST6 (aIpha—N—acetyI—neu_ra_m|nyI—2,3—beta—gaIactosyI— 1p31.1 NM_030965 81849
1,3)-N-acetylgalactosaminide

STEGALNACE ST6 (aIpha—N—acetyI—neu'ra'm|nyI—2,3—beta—gaIactosyI— 9g34.11 NM_033309 30815
1,3)-N-acetylgalactosaminide

ST8SIAL ST8 alpha-N-acetyl-neuraminide alpha-2,8- 12p12.1-p11.2 | NM_003034 | 6489
sialyltransferase 1

ST8SIA4 $T8 alpha-N-acetyl-neuraminide alpha-2,8- 5021 NM_005668 7903
sialyltransferase 4

UGGL1 UDP-glucose ceramide glucosyltransferase-like 1 2914.3 NM_020120 56886

UGGL2 UDP-glucose ceramide glucosyltransferase-like 2 13g32.1 NM_020121 55757
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2.5. Estatistica

A analise estatistica dos resultados obtidos experimentalmente foi realizada com o software
IBM SPSS 19 (Windows). Os dados foram analisados pelo teste de Shapiro-Wilk e de Mann-
Whitney. Foi efetuada a correlacdo de Spearman para dados ndo-paramétricos. Os dados
sdo apresentados, quando aplicavel, como média + desvio padrdo. Foram considerados
estatisticamente significativos os resultados p < 0,05.

(* significa que o valor p é inferior a 0,05; ** que o p € inferior a 0,01 *** que o p é inferior a
0,0001).

Dissertacdo de Mestrado de A. Sofia Mendes Pag. 17



3. RESULTADOS

Foi colocada a hipotese para este trabalho que as modificagdes glicosidicas associadas a
transformacdo neoplasica em CP estdo correlacionadas com o tipo e estadio do tumor,
sendo possivel determina-las em diferentes amostras biol6gica.

Estas modificacdes sdo frequentemente devido a alteracbes na expressdo das
glicosiltransferases, enzimas chave na sua biossintese.

O principal objetivo deste trabalho consistiu na recolha de amostras bioldégicas e na
realizacdo de um estudo piloto para validacdo da analise de expressdo genética nas
diferentes amostras de doentes com CP.

3.1. Construcao de biobancos

Este trabalho contribuiu para o estabelecimento de trés biobancos com amostras de doentes
com CP. Os detalhes encontram-se em anexo. Apesar destes biobancos terem envolvido
uma equipa multidisciplinar, esta tese foi determinante para o transporte das amostras para
o laboratorio, processamento, armazenamento, catalogacdo e validacdo das amostras

através de ensaios em pequena escala.

3.2. Modelo tedrico de expressao genética no cancro de pulmao

Foi efetuada uma primeira abordagem na qual foram usadas bases de dados publicas de
microarrays para selecionar um conjunto de genes ja identificados com tendo expressao
aberrante em CP.

Das bases de dados provenientes de microarrays, selecionaram-se as séries GSE20853 2,
GEOD-19188 **, GSE18842 ** e E-MEXP-231 *°, por compararem a expressao genética de
amostras de tecido pulmonar normal e tumoral, nomeadamente AD.

Na figura 3, verifica-se que o maior aumentado dos niveis de expressao genética em tecido

tumoral relativamente a tecido ndo tumoral diz respeito ao gene CEA, seguido do EpCAM.
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Expressido genética de microarrays
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Valores de expressdo genética

GEOD-19188

MEXP-231

GSE18842
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GSE20853

B cp209
[ CEA

1 EPCAM
I FUT3
] FuTa
I FuTe
=10
CliLe

Genes
Estudo CD209 | CEACAMS | EPCAM | FOXP3 | FUT3 | FUT4 | FUT6 | IL10 IL6 | KRT19 | TGFB1 | TNF
GEOD-19188 | 1,052 4,338 - 1,096 | 1,903 | 1,097 |1,515|0,945| 0,194 | 1,945 | 0,999 | 0,822
MEXP-231 1,085 5,145 2,069 1,078 | 1,406 | 1,329 |1,232|0,955|0,175| 1,833 | 1,072 | 0,951
GSE18842 1,096 4,772 1,985 1,052 [ 1,699 | 1,221 |1,603|0,985|0,188| 1,959 | 1,052 | 0,999
GSE20853 1,077 4,855 2,006 1,080 |1534 | 1,176 | 1,397 | 0,939 | 0,146 | 1,746 | 1,002 | 0,975

Figura 3. Representacgdo gréafica dos valores de expressao genética de em microarrays.

Foi verificado se estes valores correspondiam a um aumento ou diminui¢cdo dos valores de
expressao genética, visto que para todos 0s genes as variagbes encontradas entre 0s
estudos era muito pequenas. Como tal foi feita a média dos valores obtidos para os quatro
estudos analisados. Os resultados encontram-se na tabela 4. Pretendeu-se fazer uma

comparagéao entre estes valores e 0s obtidos por qPCR para aspirados ganglionares.

Tabela 4. Tabela representativa dos resultados obtidos de expressdo de genes por microarrays. Na primeira
coluna estdo indicados os genes analisados, na coluna seguinte é indicado de forna quantitativa as variagcdes
encontradas entre os niveis de expressao. A terceira coluna indica se as altera¢cdes encontradas significam uma
subexpressao (|) ou sobrexpressdo (1) do gene de interesse relativamente ao controlo de modo qualitativo.
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Genes VanagéoNda Tendéncia
Expresséo
CD209 1,078 i
CEA 4,778 1
EpCAM 2,020 1
FOXP3 1,077 1
FUT3 1,636 i
FUT4 1,206 i
FUT6 1,437 i
IL10 0,956 1
IL6 0,176 1
KRT19 1,871 1
TGF-8 1,031 1
TNF-a 0,937 |
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3.3. Analise do fenétipo e dos perfis de expressao genética no modelo celular

Os estudos efetuados com culturas de linhas celulares imortalizadas, tem-se revelado um
método rotineiro em biologia celular e de extrema utilidade, mas amostras bioldgicas frescas
tém uma variabilidade e heterogeneidade intrinseca. As culturas celulares assumem uma
constituicdo préxima da homogénea a medida que vai atuando a pressao seletiva sobre as
células. As mais vigorosas vao ganhando espaco e sofrendo expansao clonal sobre as
restantes *°. Apesar disso, para o estudo de expressdo de genes envolvidos na glicosilacéo,
as culturas celulares constituem um bom modelo para validacdo das técnicas e acima de
tudo, para correlacdo entre a expressao de determinados genes e a expressao fenotipica de

determinada estrutura glicosidicas.

3.3.1. A andlise do fenétipo as células das linhas celulares

A analise por citometria de fluxo das linhas celulares A549, H1299 e H358 teve como
finalidade confirmar a expressdo na sua superficie de sLe*, uma estrutura glicosidica
bastante referida na literatura como associada a CP. Teve ainda como finalidade verificar a
expressao de proteinas como o CD44 e o CEA, que se sabe poderem ser decoradas com
sLe® em CP, servindo assim como carriers deste antigénio glicosidicas. Como referéncia
analisou-se a expressdo de citoqueratina, que se sabe estar sobrexpressa em CP e é
frequentemente usada na pratica clinica como marcador tumoral. Os resultados

apresentados na figura 4 correspondem aos valores de MFI.

Representacéo grafica dos valores de Intensidade Representacio Grafica dos valores de Intensidade
de Fluorescéncia Média (MFI) de Fluorescéncia Média
& 60 @ CEA
_E — EsLex ©
s 50— DClotqueratlna E 12504
2 8
@D 7]
S 40— e 1000
g g
S 2o
= 30 L3 750
-1} T=
=] 3
3 20 § 5007
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2 10— & 2507
2 E
£ =
o— T 0 T T T
A549 H1299 H358 A549 H1299 H358
Linha Celular Linha Celular
MFI
Linhas Celulares - -
CD44 CEA sLe” Citoqueratina
A549 783,11 2,30 0,80 56,64
H1299 1319,52 7,99 31,55 20,76
H358 393,00 4,76 5,75 17,78

Figura 4. Representacgao grafica dos valores de MFI obtidos por citometria de fluxo das linhas celulares para os
anticorpos contra CEA, sLe* e citoqueratina (a esquerda) e CD44 (& direita). Em baixo, a tabela representativa
dos valores de MFI.
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Verificou-se que o marcador com maior expressdo foi o CD44 que apresentou valores
bastante superiores aos restantes para todas as amostras. A expressao deste marcador nas
linhas celulares A549, H1299, H358 e em amostras de NSCLC foi demonstrado em outros
estudos °"°.

Os antigénios CEA e sLe” apresentaram niveis de expressdo mais baixos indiciando a
decoracdo do CEA que poderd um dos principais carriers de sLe*, como referido
anteriormente.

A expressdao de citoqueratina variou entre o nivel de expressao moderado da linha A549 e o

nivel de expresséao baixo das linhas H1299 e H358.

3.3.2. A analise da expressdo genética das linhas celulares

A anadlise da expressao genética nos modelos celulares incidiu sobre: genes descritos como
relevantes para a expressao do antigénio sLe* (FUT3, FUT4 e FUTG6), genes que codificam
biomarcadores tumorais de referéncia [EpCAM e KRT19 (citoqueratina)] e genes que
codificam para citocinas (IL10, IL6, TGF-8 e TNF-q).

Curiosamente, verificou-se que o CEA néo é expresso na linha H1299 (figura 5), apesar de
se ter detetado a sua expressdo fenotipica. E provavel que se trate de um problema
experimental, como por exemplo o facto da linha celular apresentar polimorfismo que
inviabilizem o reconhecimento deste gene pelo ensaio genético estabelecido. Esta previsto
de futuro ensaios com sondas e primers diferentes para confirmagéo deste pressuposto.

A andlise da expressdo genética envolveu ainda genes que codificam proteinas envolvidas
na resposta inflamatéria como as citocinas IL-10, IL-6, TGF-3 e TNF-a e marcadores de DC.
A inclusdo destes genes deveu-se ao facto de se ter identificado a sobrexpressao destes
genes em amostras ganglionares de doentes com CP e com metastases ganglionares
(ponto 3.3 desta dissertacao).

Tornou-se portanto essencial perceber até que ponto 0 aumento da expressao destes genes
envolvidos na resposta imune se devia a resposta dos leucécitos dos ganglios ou as células
tumorais infiltradas. Dos resultados obtidos podemos inferir que expressdo de CD209, um
marcador de DC ndo é expresso por nenhuma linha celular analisada e provavelmente nao
€ expresso por células tumorais. Pelo contrario, verificou-se que todas as linhas celulares
apresentavam expressao de citocinas, sendo portanto dificil discernir a contribuicdo de
células tumorais para a expressdo destas citocinas em amostra complexas como 0s

aspirados ganglionares.
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Expressao Genética de Linhas celulares

B CD209
BmCcEA
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Valores de Expressao Genética
mRNA (2*(-dCt)*1000)

107

.
A549 H1299 H358

LinhaCelular

Linha Genes
Celular cp209 | CEA EpCAM | FUT3 FUT4 |FUT6|IL10 IL6 KRT19 TGF-B TNF-a
A549 0 38,37 | 14,22 1,64 13,71 | 0,00 | 1,63 |778,62| 1085,23 | 1294,15 9,76
H1299 0 0,00 | 313,82 | 225,31 |3012,58| 0,00 ' 0,00 112,66 | 2303,78 | 671386,63 | 2109,64
H358 0 31,16 | 8357,09 | 550,95 | 8,24 0,18 | 1,82 | 58,68 | 14702,61| 454,07 0,55

Figura 5. Representagéo gréafica e quantitativa dos valores de expressao genética de linhas celulares

3.4. O estudo piloto

3.4.1. Caracterizacdo da populacdo que constituiu as amostras de aspirados
ganglionares

Neste estudo foram incluidos doentes confirmados ou com fortes suspeitas de CP que foram
submetidos a EBUS-TBNA como técnica de colheitas das amostras. Nenhum dos doentes
tinha sido submetido anteriormente a outro procedimento médico invasivo ou recebeu
qualquer tratamento antes da intervencdo, nomeadamente quimioterapia e/ou radioterapia.

A determinacao do tipo histolégico foi efetuada pela Anatomia Patolégica do Hospital Pulido
Valente em Lisboa. Com base nestes critérios, os doentes que constituem o grupo controlo,
sofrem de doencas ndo tumorais, como sarcoidose, tuberculose ou linfoadenopatia reativa.

De acordo com o descrito, foram recebidos no laboratério de Imunologia da Faculdade de
Ciéncias Médias da Universidade Nova de Lisboa, 58 amostras de aspirados ganglionares.

Duas das amostras foram excluidas; uma por ndo preencher os critérios de doenca tumoral
maligna cujo 6rgdo primario era o pulm&o e outra por ndo ter sido possivel extrair RNA de

gualidade. O numero e percentagem de casos estdo apresentados na Figura 6.
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Representagao gréfica da percentagem de casos por
amostra biologica de Aspirados Ganglionares
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Tipo de amostra Nimero de casos Percentagem

AD 24 42,86
Controlo 17 33,36
SCC 6 10,71
SCLC 6 10,71
NSCLC 3 5,36
Total 56 100,0

Figura 6. Representacgédo grafica e quantitativa da distribuicdo dos casos de amostras clinicas de CP e de
controlo com referéncia ao niUmero de casos e percentagem no grupo.

Com vista a se perceber a existéncia (ou ndo) de predominancia de determinado tipo de CP
num dado grupo etario, foi efetuada a analise estatistica cujos resultados estéo
representados graficamente na figura 7. Nao foram encontradas diferencas estatisticamente
significativas nas idades entre 0os grupos nem entre o grupo controlo e AD pelo que se
considerou tratar-se de grupos homogéneos. A informacao detalhada sobre a caracterizagédo
das amostras, nomeadamente doenca e respetivas idades com distribuicdo por sexo, sdo
apresentados no Anexo Il.

Representacgao grafica da distribuicdo das idades
por grupos
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3.4.2. A citometria de fluxo das amostras de aspirados ganglionares

Todas as amostras de aspirados ganglionares foram analisadas por citometria de fluxo por

outro elemento do grupo, com o objetivo de caraterizar a sua populagdo celular e confirmar
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a metastizacdo ganglionar. Deste estudo confirmou-se a presenca de células tumorais e
confirmou-se também que as células tumorais infiltradas nos ganglios eram positivas para
CD44 em 11,1% dos casos, positivas para CEA em 35,0% e sLe* **® em 28,6% dos casos
[Bugalho, et al, (dados ainda ndo publicados)].

3.4.3. A expressao genética das amostras de aspirados ganglionares

Para as amostras de aspirados ganglionares, foi efetuada a analise de expressdo genética
tendo incidido este trabalho na populacdo de doentes com AD devido a melhor
representacdo desta (24 casos) A comparacdo dos valores de expressao genética entre
controlos e doentes para cada um dos genes esta representada graficamente na figura 8.
Seguidamente foi efetuado o teste de normalidade verificando-se ndo haver uma distribuicdo
normal, pelo que se optou pelo teste de Mann-Whitney U, para determinar quantitativamente
a diminuicdo/ aumento de expressao. Indica-se a tendéncia dessa variagdo
guantitativamente na segunda coluna da tabela 5 e qualitativamente na coluna seguinte,
usando-se o simbolo | para subexpresséo e 1 para sobrexpressao).

Os resultados obtidos pela ranks table permite-nos saber para os dois grupos comparados,
qual apresenta um valor (médio) mais elevado de expressdo. Para um nivel de significancia
de 5% existem diferengas estatisticamente significativas entre o grupo AD e o grupo controlo
nas seguintes variaveis: EpCAM, FUT3, FUT6 e TNF-a.

Tabela 5. Tabela representativa dos resultados obtidos pelo teste Mann-Whitney U para a expresséao de genes
das amostras de aspirados ganglionares. Na primeira coluna estéo indicados os genes analisados, na coluna
seguinte é indicado de forna quantitativa as variag6es encontradas entre os niveis de expresséao. Foi efetuado o
racio AD/ Controlo. A terceira coluna indica se as alteragbes encontradas significam uma subexpressao (]) ou
sobrexpressdo (1) do gene de interesse relativamente ao controlo de modo qualitativo. (Grouping Variable:
Patologia; Asymp. Sig. (2-tailed)).

Genes Varla(;éo~da Tendéncia p
Expressao
CD209 0,824 l 0,291
CEA 1,430 i 0,073
EpCAM 2,205 i 0,000146 **
FOXP3 0,761 l 0,139
FUT3 1,594 1 0,018 *
FUT4 1,067 1 0,745
FUT6 1,510 i 0,035 *
IL10 1,248 i 0,234
IL6 1,440 i 0,060
KRT19 1,359 1 0,101
TGF-B 0,886 l 0,511
TNF-a 0,678 l 0,028 *
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Figura 8. Representacdo gréafica da expressédo genética em AD de pulméo e nos controlos, para cada um dos
genes analisados.
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Ap0s se verificar que existem alteracées no grupo AD relativamente ao grupo controlo e que
parte destas alteracfes sdo estatisticamente significativas, foi verificado se havia alguma
correlacdo entre os genes analisados. Efetuou-se a analise pela Correlagdo de Spearman
para dados ndo-paramétricos (Anexo V).

A analise aos resultados da correlagdo, mostra-nos que tanto nos controlos como para 0s
AD ha 36,36% de correlacao entre os genes (66 resultados dos quais 24 tém um nivel de
significancia inferior a 5%).

Como se pode verificar na tabela do Anexo IV para o grupo controlo, o gene CD209
apresenta correlacfes moderadas com os genes IL10 e TNF-a (p < 0,05) assim como com
os genes FOXP3, IL6 e TGF-8 (p < 0,01).

Para o gene CEA verifica-se uma correlacdo moderada com o gene IL6 (p < 0,05), mas
correlagbes fortes com os genes EpCAM, FUT3 e FUT6 (p < 0,0001). Estes ultimos trés
genes correlacionam-se fortemente entre si (p < 0,0001).

O gene FUT3 apresenta também uma correlacdo moderada com o gene da IL6 (p < 0,05).

O gene para a IL10 mantém uma correlacdo moderada com os genes IL6, TGF-B (p < 0,01)
e TNF-a (p <0,5).

O IL6 apresenta uma correlacéo forte com o TGF-8 (p < 0,0001) e moderada com o TNF-a
(p <0,01),

A Unica correlacao negativa com significado estatistico, verifica-se entre os genes KRT19 e
TNF-a (p < 0,05).

No caso dos AD nao se verificam correlacdes fortes entre as expressfes genéticas dos doze
genes analisados, exceto no caso do EpCAM com o FUT3 (p < 0,0001) e entre o FUT4 com
0 gene IL6 (p < 0,0001). Todas as restantes correlagbes sdo moderadas e verificaram-se
entre 0 CD209 e o0 CEA, FOXP3, IL10, TGF-B e TNF-a (p < 0,01), assim como com a IL6 (p
<0,5).

Para o FOXP3 as correlagbes foram encontradas com o CEA, FUT4, IL10, IL6 para um nivel
de significancia de 5%, e também com TGF-S (p < 0,01) e com o TNF-a (p < 0,0001)

Para os genes que codificam para as fucosiltransferases as correlagcdes encontradas séo
entre FUT3 e FUT6 (p < 0,01). Ja o FUT4 apresenta correlagbes com os genes IL10 (p <
0,01) e TGF-B (p < 0,05).

No caso dos genes que codificam para as citocinas, verifica-se a correlagédo entre IL6 com o
gene IL10, TNF-a (p < 0,01) e TGF-B (p < 0,0001), verificando-se uma correlacdo moderada
também entre estes dois ultimos (p < 0,01) e de ambos com o gene IL10.

Efetuou-se também a andlise descrita mas com subdivisdo dos grupos controlo e AD em
Homens (Controlo versus AD) e Mulheres (Controlo versus AD) (Tabela 6).

Como se pode verificar, ndo ha grandes alteracbes em relacdo a analise efetuado sem esta

divisdo nos resultados do teste de Mann-Whithey U, exceto para o gene FUT4, que
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apresenta uma alteracdo de sobrexpresso para subexpresso, mas sem qualquer significado
estatistico (p = 0,922), pelo que ndo é considerado uma alteracao relevante.

N&o sdo apresentados os resultados da correlagdo de Spearman ja que se verificou a
mesma tendéncia de falta de significado estatistico o que impossibilita conclusdes soélidas.

O baixo nimero de amostras ap0s a subdivisdo entre homens e mulheres e o desequilibrio
introduzido pelo baixo niumero de amostras de controlo em mulheres (apenas n = 4) serd o
fator responsavel.

Quando se analisa a expressdo, assim como a correlacdo dos genes expressos em SCC
(Anexo V), conclui-se que apenas existe uma correlacdo entre FUT4 e IL6, no entanto

existiam apenas 6 amostras de SCC, o que pode retirar robustez a andlise.

Tabela 6 - Tabela representativa dos resultados obtidos pelo teste Mann-Whitney U, para a expressao de genes
das amostras de aspirados ganglionares com subdivisdo entre homens e mulheres. Na primeira coluna estdo
indicados os genes analisados, na coluna seguinte é indicado de forna quantitativa as variagbes encontradas
entre os niveis de expressado. Foi efetuado o racio AD/ controlo. A terceira coluna indica se as alteragdes
encontradas significam uma subexpresséo (]) ou sobrexpressdo (1) do gene de interesse relativamente ao
controlo de modo qualitativo. (Sexo = F; Sexo = M, Grouping Variable: Patologia; Asymp. Sig. (2-tailed)).

Mulheres Homens
Genes \;ir;?gigaia Tendéncia p \;Té?gzgé%a Tendéncia p
CD209 0,824 l 0,620 0,880 | 0,560
CEA 1,430 1 0,258 1,336 1 0,110
EpCAM 2,205 1 0,048 * 1,879 1 0,001 *
FOXP3 0,761 ! 0,620 0,704 ! 0,174
FUT3 1,594 1 0,048 * 1,265 1 0,144
FUT4 1,067 i 0,670 0,959 | 0,922
FUT6 1,510 1 1,000* 1,671 1 0,040*
IL10 1,248 1 0,888 1,252 1 0,158
IL6 1,440 1 0,777 1,343 1 0,142
KRT19 1,359 1 0,572 1,543 1 0,052
TGF-8 0,886 l 0,157 0,066 l 0,959
TNF-a 0,678 l 0,090 0,689 l 0,089
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4. DISCUSSAO

As células tumorais frequentemente exibem estruturas aberrantes de glicanos na sua
superficie, o que contribui para alterar de modo dramatico as propriedades de adesdo,
progress&o e reconhecimento pelo sistema imunolégico °®®2. Por exemplo, existem padrdes
especificos de glicosilacdo que regulam diversos processos, como o trafego e migracao de
leucécitos ¢,

O aumento de estruturas sialiladas é uma das mais frequentes alteracBes de glicosilagdo em

6

células tumorais ®. A presenca de TACA sialilados, como é o caso do sLe*, em CP

influencia a ades&o celular, migracao, proliferacéo e crescimento do tumor "**°%,

Este trabalho préatico teve como principal objetivo elaborar um estudo preliminar com base
em literatura disponivel, bases de dados publicas de microarrays, linhas celulares e
amostras de aspirados ganglionares, nos quais seriam estudados um nimero representativo
de genes. Em paralelo foi otimizado o armazenamento e protocolo para o tratamento de
amostras de bidpsias e de liquido pleural destinadas ao estudo a expressdo de glicogenes
em larga escala.

O estudo piloto serviu para se perceber quais as dificuldades técnicas e pontos de melhoria
a serem implementados para o sucesso do estudo em larga escala.

Foi otimizado o processo de extragdo de RNA e estabelecida a quantidade minima
necessaria ao estudo de glicogenes em larga escala.

Foi elaborada uma lista de 70 genes (tabela 3) que se pensa serem relevantes no
desenvolvimento de CP e principalmente onde se pensa ser possivel encontrar diferencas
significativas entre a expressdo genética dos dois tipos de amostras ja que representam
estadios diferentes da doenca (as biopsias representam o estadio inicial e o liquido pleural o

estadio avancado).

4.1, Os genes responsaveis pela expressdo de marcadores tumorais exibem

expressao aumentada nas amostras tumorais relativamente ao grupo controlo

Os TACA podem ser expressos em exclusivo por tumores estando completamente ausentes
num individuo adulto saudavel, como o CEA ou podem ter expresséo residual em individuos
saudaveis estando aumentada no caso de um doente oncolégico como no caso da
citoqueratina 19, produto do gene KRT19. No caso da EpCAM esta é uma molécula epitelial
de adeséo celular e um antigénio de diferenciacdo pan-epitelial, expresso em quase todos

65

0S cancros assim como em situacbes de inflamacéo e na auséncia de doenca, a

expressdo é limitada a tecidos epiteliais °®°’.
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Neste contexto, foi analisada por gPCR a expressdo destes trés genes que codificam para
moléculas consideradas como marcadores tumorais, concretamente o EpCAM, o CEA e o
KRT19.

A sobrexpressdo de EpCAM parece ser um mecanismo importante para romper com 0
contato célula-célula e permitir a migragcdo necesséria as metéateses, pelo que o EpCAM
pode ser considerada uma molécula pro-metastica, havendo evidéncias de que a expressao
elevada em tumores esta ligada ao aumento de metateses nos nédulos linfaticos °2.

A expressdo aumentada do gene EpCAM esta relacionada com a diminuicdo do tempo de

6769 & de mama ¢”"°. O inverso acontece no cancro renal &%

vida em cancros do ovario
Tal pode eventualmente ser explicado, devido ao padréo de glicosilagdo do EpCAM diferir
nao sé entre o epitélio normal e o epitélio tumoral, mas também entre diferentes tipos de

tumores "2

, explicando os seus efeitos na sobrevivéncia de diferentes doentes tumorais,
uma vez que o padréo de glicosilagdo influencia a sinalizagdo, migragéo celular e adeséo
celular ¢

Os resultados obtidos mostraram haver uma expressdo aumentada dos trés genes
relativamente ao grupo controlo embora apenas o EpCAM tenha apresentado um resultado
estatisticamente significativo (p < 0,01) (tabela 5).

No presente trabalho, verificou-se que o EpCAM foi o gene com nivel de expressdo mais
aumentada relativamente ao grupo controlo, ndo s6 do geral (Tabela 5), como também nos
subgrupos de mulheres e homens com AD (tabela 6).

Os resultados encontrados para o EpCAM no que diz respeito aos aspirados ganglionares
difere dos resultados encontrados nos microarrays onde 0 gene com expressao mais
aumentada foi o CEA. Esta diferenca é explicada por se tratar de diferentes tipos de
amostras, ja que dizem respeito a estadiamentos diferentes.

Gires et al, em 2001, afirmaram ter estabelecido uma relagdo negativa entre a expresséo de
TNF-a e 0 EpCAM em SCC ®. Neste trabalho foi também verificada uma correlagéo
negativa entre a expressdo de ambos, contudo sem significado estatistico. Isto podera ser
devido ao baixo nUmero de amostras, pelo que de futuro pretende-se avaliar esta tendéncia
para um maior numero de amostras.

O CEA é uma glicoproteina de superficie membranar, cuja glicoforma sialofucosilada,
nomeadamente quando decorada com sLe*, pode servir como ligando a L-selectina e E-
selectina. Em cancro do colon parece ser critica na disseminacdo metastica destas células
37> Em CP apesar de descrito como marcador tumoral pouco se sabe sobre o seu papel
fisiopatolégico.

Neste trabalho, verificou-se que os niveis de expressao de CEA sdo muito baixos no grupo

controlo e que a expressao aumentou no grupo de AD (figura 8).

Dissertacdo de Mestrado de A. Sofia Mendes Pag. 29



Tanto nos aspirados ganglionares, como nos estudos de microarrays (tabelas 4 e 5,
respetivamente), verificamos aumento da expressdo genética dos marcadores tumorais,
com valores semelhantes, excecéo para o CEA, como referido anteriormente.

As conclusdes do estudo estdo de acordo com o previsto na literatura também para a
Citoqueratina 19, a qual pertence a uma familia de pelo menos 29 proteinas diferentes dos
filamentos intermédios do citoesqueleto.

Cada célula expressa diferentes tipos de citoqueratinas relacionadas com o crescimento e
diferenciacdo, mas em contexto tumoral a citoqueratina 19 é considerada um excelente
marcador para CP devido a sua correlacdo com a massa tumoral, recidivas pos-cirdrgicas e

pior valor prognéstico °.

4.2. 0Os genes envolvidos narespostaimune sdo citocinas e apresentam correlacao

estatistica no grupo controlo e no grupo AD

Para que as células tumorais saiam do seu local primario e invadam outros 6rgdos, ocorre
um processo muito semelhante ao da migracéo leucocitaria em resposta a infe¢cdo que pode

ser encontrada em condicdes fisioldgicas normais .

Este processo inicia-se com a
circulacdo de leucdcitos, que expressam ligandos de L-Selectina, ligando-se a outros
leucocitos ou a células endoteliais por ligacdo a E-Selectina, a qual é expressa em células
endoteliais ativadas por citocinas "®.

Um processo semelhante acontece nas células tumorais que necessitam entrar na corrente
sanguinea para se disseminarem pelo organismo. Para isso acontecer é fundamental que
haja expressdo de citocinas, que ativam as células do endotélio, e que podem ser
produzidas pelas proprias células tumorais °. E neste enquadramento que se analisa a
expressao dos genes FOXP3, IL10, IL6, TNF-a e TFG-B.

O FOXP3 é altamente expresso em linfécitos T reguladores (Treg) e esta envolvido nas
respostas do sistema imune, funcionando como o 'regulador supremao' no desenvolvimento e
funcdo dos Treg. Em modelos animais os Treg que expressam FOXP3, tém papéis
fundamentais especialmente na auto-tolerancia, sabendo-se também que em humanos, 0s
doentes oncolégicos apresentam um excesso de linfécitos T FOXP3 positivos, inibindo a
capacidade do organismo de eliminar células tumorais .

Em 2007, Hinz et al, mostraram que em células de cancro pancreatico humano a baixa
regulacdo de FOXP3 resultava na sobrexpressdo de IL6 '. No entanto, apesar de no
presente trabalho, e de acordo com a analise estatistica de Mann-Whitney, a expressao de
FOXP3 estar diminuida no grupo AD em simultdneo com o a expressdo de IL6 estar

aumentada, ndo se pode considerar os resultados dos dois estudos como semelhantes, até
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porque no presente trabalho, a correlacdo entre a expressao genética dos dois genes foi
positiva, o que significa que a expressdo de ambos o0s genes aumenta/ diminui em conjunto.
O TGF-B é uma citocina multifuncional que regula a proliferacdo celular, diferenciacéo e
sobrevivéncia ou apoptose celular %%,

O TGF-B esta implicado em muitas doen¢as humanas podendo contribuir para a patogénese
tumoral ao dirigir o seu crescimento e influenciando o microambiente local o que resulta em
imunossupressao e inducdo de angiogénese para promover a neovascularizacdo tumoral
84,85'

Hé& evidéncias de que em estadios mais avancados do desenvolvimento tumoral, o TGF-3 é
ativamente secretado pelas células tumorais contribuindo para o crescimento, invasdo e
metastizacdo e em simultaneo, diminuindo a resposta imune do hospedeiro %.

Em termos de resposta, a citocina TNF-a, apresenta tanto propriedades apoptéticas como
anti-apoptoticas dependendo da natureza do estimulo e estado de ativagdo das vias de
sinalizac&o %, tornando o seu papel ambiguo. No caso de tecidos de NSCLC, foi verificado

por Kataki et al &’

gue a expressao deste estaria diminuida, assim como no estudo realizado
por Lopez-Gonzalez a liquido pleural %,

Um ponto interessante da pesquisa diz respeito precisamente as citocinas. Com excecao
para o gene IL6, os restantes genes (FOXP3, IL10, TGF-8, e TNF-a) ndo apresentam
quaisquer tendéncias de variacéo (tabelas 4 e 5).

Os resultados poderdo sugerir que haja uma mudanca nos padrdoes de expressdo das
citocinas quando as células tumorais adquirem capacidade metastica. Esta hipétese vai ser
confirmada com os resultados de expressao genética de bidpsias e de liquido pleural.

Foi encontrada correlacdo positiva entre a expressdo dos genes FOXP3, TNF-a e TGF-f8
assim como com a IL10 e IL6 (Tabela do Anexo 1V). No entanto a citocina IL-10 tem como
fung&o inibir tanto o TNF-a como a IL-6 pelo que seria de esperar encontrarmos uma
correlacéo negativa ®°.

Esta correlacdo néo se verificou para o SCC muito provavelmente devido ao baixo ndmero

de amostras (n=6).

4.3. A expressdo genética dos antigénios de Lewis mostrou haver correlacdo entre
FUT3 e FUT6 mas ndo com FUT4

A regulagdo da expressao das selectinas ajuda a iniciar e a terminar a resposta inflamatoria,
e de modo semelhante, as interacdes entre as células tumorais e as células endoteliais, uma
vez que a ligacdo entre as selectinas e os seus ligandos pode ser um passo vital para a

disseminacéo das células tumorais .
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A expressao aberrante de antigénios do tipo Lewis sdo um fendmeno geralmente associado

90

a tumores inclusive de pulméo e 0 aumento da expressdo de antigénios sialilados,

incluindo sLe® e sLe* na superficie das células tumorais é necessario para a ligacdo e

disseminacdo tumoral °*%

. Isto acontece porque a exposi¢do dos antigénios na superficie
celular resulta no aumento da ades&o das células tumorais as células endoteliais ativadas,
por intermédio da E-selectina (especificamente a endothelial leukocyte adhesion molecule-1;
ELAM-1) 994,

Os antigénios de Lewis dividem-se em grupos por tipo de cadeia; cadeia de tipo 1 e cadeia
de tipo 2, como descrito na secdo 1.2.2 e sédo formados por cadeias polilactosaminicas a2,3-
sialiladas *°.

Enquanto os antigénios de tipo 1, ou seja, Le?, Le” e sLe® sd0 expressos em exclusivo pela
enzima fucosiltransferase Ill, a qual é o produto do gene FUT3, os antigénios de tipo 2 ou
seja, Le’, Le* e sLe*, podem ser expressos pelas enzimas fucosiltransferases Ill, IV ou VI,
produtos dos genes FUT3, FUT4 e FUT6 .

Verificou-se neste trabalho que qualquer um dos genes que codificam para as
fucosiltransferases Ill, IV ou VI estavam aumentados, embora apenas os genes FUT3 e
FUT6 tenham significado estatistico e estejam correlacionados tanto no grupo AD como no
grupo controlo. Mais uma vez, para 0 SCC essa correlagdo néo se verificou provavelmente
devido ao baixo numero de amostras obtido.

Ja foi referido anteriormente que a estrutura dos glicanos varia de acordo com o ambiente
em que se encontram, mas neste caso verifica-se um aumento da expressdo de EpCAM,
gue induz a alteracdo do formato da célula tumoral, e esta correlacionado com a expressao
de FUT3 e de FUT6. Poder-se-ia especular que configuracdo celular e a configuracdo dos
glicanos expressos na superficie celular estdo intimamente relacionados, no sentido em que
as cadeias de glicanos séo carregadas negativamente. Alteracdes a conformacdo afeta o
modo como se estabelece a relagcdo eletrostatica entre as cadeias e que a alteragdo no
ambiente da superficie celular poderia influenciar de algum modo 0s mecanismos
intracelulares, mas tal necessitaria de mais investigacao.

Relativamente ao FUT4, este é constitutivamente expresso em todas as células, embora
varie o nivel de expresséo de acordo com os tecidos *#°>%. A fucosiltransferase IV catalisa a

sintese do antigénio de Lewis ndo sialilados %

e esta relacionado com a ligagdo a
molécula ELAM-1, presente no endotélio. Verifica-se neste trabalho que a sua expresséo
ndo esta correlacionada com as outras duas fucosiltransferases mas sim com os genes IL6
e IL10.

No caso dos genes que codificam para as fucosiltransferases ndo ha diferencas relevantes
entre os niveis de expressdo nos aspirados ganglionares e nos microarrays, como se

suspeitava ja que em ambos 0s casos havera ja uma expressdo aumentada da fucosilacao.
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4.4. Qrecetor de células dendriticas, DC209

A expressao genética do modelo celular revelou que, como seria de esperar, o gene CD209
nao tem qualquer expressao visto tratar-se de um gene que codifica para um recetor
transmembranar expresso na superficie de DC e macréfagos também conhecido por DC-
SIGN (derivado de dendritic cell-specific ICAM3-grabbing nonintegrin)

O antigénio CD209 é expresso em DC ligando-se fortemente ao ICAM-3 expresso em
linfocitos T, mas estd também envolvido no sistema imune inato ao reconhecer uma vasta
gama de virus e parasitas *.

Verificou-se ndo haver qualquer expressao genética nas linhas celulares, mas como descrito
trata-se de uma amostra de células homogéneas pelo que na auséncia de DC ndo ha
qualquer expressao de CD209.

Nas amostras de aspirados ganglionares, apesar das células serem maioritariamente
tumorais como verificado pela andlise de citometria de fluxo (ponto 3.2.2), ndo representam
uma amostra pura no sentido de serem 100% células tumorais mas s@o bastante mais
representativas do que sucede num microambiente tumoral como um ganglio do que uma
cultura de células.

Neste sentido, verifica-se que a expressédo de CD209 existe indiciando a presenca de DC ou
macrofagos. Este facto é relevante pois a expressdo de CD209 diminuida no grupo AD
relativamente ao grupo controlo e devido a sua atividade relacionada com o sistema
imunitario, indica um decréscimo de DC e consequentemente um decréscimo na acao do
sistema imunitario.

O indicio um imunossupressdo generalizada € apoiado pela correlacdo estatisticamente
significativa com todos os genes que codificam para citocinas, também estas intervenientes
no processo imune. Relevante é o fato de nos estudos de microarrays se verificar que o
CD209 néo tem qualquer variagdo entre as amostras controlo e AD. Como estes estudos
dizem respeito a tecidos obtidos por bidpsia e esta sO é efetuada nos estadios iniciais de
doenca podemos assumir que ndo esta a haver qualquer tipo de resposta por parte do

sistema imune.
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5. CONCLUSAO E PERSPETIVAS FUTURAS

Neste trabalho verificou-se que modelos sejam celulares ou tedéricos, como o uso de bases
de dados publicas de microarrays sao bons pontos de partida para a identificacdo de
potenciais novos biomarcadores. O recurso aos dados de microarrays tornados publicos
permite que se facam perguntas biolégicas diferentes, devido ao elevado nimero de genes,
podendo ser usados de modo diferencial. Tal permite uma dinamizacdo da informacéao
disponivel que se pensa possa estar subaproveitada.

Um numero maior de amostras ira permitir obter resultados bastante interessantes no que
diz respeito as subcategorias homem e mulher, ja que ficou implicito a possibilidade de
haver alguma diferenca.

Os ensaios apresentados nesta dissertacéo foram realizados em paralelo com a construcédo
e organizacdo de um biobanco de tecidos de 43 doentes com CP depositados em azoto
liquido. Algumas destas amostras foram ja utilizadas para otimizar o método de extracdo de
RNA de amostras sélidas.

Foram também realizados ensaios de qPCR ndo s6 no laboratério de Imunologia da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade de Lisboa mas também no Complex
Carbohydrate Research Center and the Department of Biochemistry and Molecular Biology,
University of Georgia, Estados Unidos da América, parceiros do projeto onde decorre a
andlise das primeiras amostras, concomitantemente com a escrita desta dissertacao.

Em andlise, estdo também 105 amostras de liquido pleural, para as quais o processo de
otimizag&o da técnica de conservagdo das amostras apresentou mais dificuldades.

De modo geral, tanto o protocolo relacionado com as amostras de aspirados ganglionares
como com 0s protocolos para liquido pleural e bidpsias foram implementados com sucesso.
Presume-se que quando for possivel reunir a totalidade dos dados clinicos, ainda em falta,
tais como estadiamento e tempo de vida, que os resultados finais vao permitir encontrar,
pela primeira vez na populacdo portuguesa, diferencas importantes nos padrbes de
glicosilagdo para diferentes estadios da doenca, contribuindo para o estabelecimento de um
valor prognéstico em doentes com CP.

Infelizmente, ndo foi possivel obter os resultados antes da escrita desta dissertagao.

A grande vantagem do uso desta técnica € a obtencado rapida de resultados permitindo
definir um estadio da doenca e também diminuir ao maximo as intervencdes invasivas para

diagndstico.
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ANEXO |

PREPARACAO DE SOLUCOES:

Agua DEPC:

Prepara-se uma solucdo de agua com 0,1% DEPC. Agita-se no agitador magnético por 60

minutos e leva-se a autoclave por 30 min a 15 psi (1,05 kg/ cm?).

Tampao Salino Fosfatado (PBS)

Dissolve-se 80,0 g de Cloreto de Sadio (NacCl), 2,0 g de Cloreto de Potassio (KCI), 11,5 g de
hidrogenofosfato de sddio heptahidratado (Na,HPO,.H,O) e 2,0 g de hidrogenofosfato de
potassio (KH,PO,) em 1000 mL de agua destilada. Apés a completa dissolucao, obtém-se
uma solucéo concentrada 10 x, sendo a sua diluicdo para uma concentragdo final 1 x obtida
por adicdo agua destilada. O pH da solugdo concentrada & de cerca de 6,8, ficando a
solucéo final 1 x, com pH de 7,4.

ApOGs a preparacdo da solugcdo tampéo, procede-se a verificacdo do pH, ajustando-se se
necessario, com Acido Cloridrico (1M HCI) ou com Hidréxido de Sodio (1M NaOH).

Tampao de Lise de Eritrocitos (RCLB)

Dissolver 7,79 de NH,Cl (144 mM) e 0,084g de NaHCO; (ImM) em 800 ml de

H>Oqqe.Dissolver bem no agitador magnético. Perfazer o volume com H;Oqge.



ANEXO Il - Resumo dos Casos de Aspirados Ganglionares analisados

ID Doente | Sexo | Idade | Diagnéstico ID Doente | Sexo | Idade | Diagnoéstico
1 M 50 AD 29 M 64 SCC
2 M 86 AD 30 F 32 SCLC
3 M 69 SCC 31 F 61 AD
4 F 66 NSCLC 32 F 76 AD
5 F 56 SCLC 33 M 30 Controlo
6 M 67 AD 34 F 75 NSCLC
7 F 54 AD 35 M 59 AD
8 M 45 Controlo 36 M 44 SCC
9 F 36 Controlo 37 M 73 AD
10 M 66 SCC 38 F 73 Controlo
11 F 67 Controlo 39 F 72 Controlo
12 F 54 AD 40 M 64 Controlo
13 M 76 AD 41 M 51 AD
14 F 85 AD 42 M 59 Controlo
15 M 70 Controlo 43 F 52 AD
16 M 67 SCLC 44 M 52 Controlo
17 M 67 SCC 45 M 54 AD
18 M 61 Controlo 46 M 48 SCLC
19 M 64 Controlo 47 M 58 AD
20 M 75 AD 48 F 40 AD
21 M 53 AD 49 F 69 AD
22 M 57 Controlo 50 F 64 AD
23 M 69 Controlo 51 M 60 SCC
24 M 68 AD 52 M 72 SCLC
25 M 62 AD 53 M 64 Controlo
26 M 46 AD 54 M 63 SCLC
27 F 38 NSCLC 55 M 67 Controlo
28 F 65 AD 56 M 74 Controlo
Diagnéstico Sexo Média [Nr casos| SD da Média | Minimo Maximo
Mulher 62,00 4 8,765 36 73
Controlo Homem [59,69 13 3,275 30 74
Total 60,24 17 3,098 30 74
Mulher 62,00 10 4,082 40 35
AD Homem 62,71 14 3,151 46 36
Total 62,42 24 2,449 40 36
sce Homem 61,67 6 3,748 44 69
Total 61,67 6 3,748 44 69
Mulher 44,00 2 12,000 32 56
SCLC Homem 62,50 4 5,172 48 72
Total 56,33 6 5,959 32 72
Mulher 59,67 3 11,141 38 75
NSCLC Total 59,67 3 11,141 38 75
Mulher 59,74 19 3,429 32 385
Total Homem |61,46 37 1,794 30 36
Total 60,88 56 1,646 30 36




ANEXO Il - Resumo dos Casos de Biopsias em analise

Dolfnte Sexo | Idade Diagnéstico Dolfnte Sexo | Idade Diagnéstico

1 F 41 | Carcinoide atipico 22 M 66 AD

2 M 63 LCC 23 M 60 AD

3 M 84 |AD 24 M 53 AD

4 M 48 |AD 25 F 72 AD

5 M 49 |AD 26 M 80 Processo inflam. crénico

6 M 45 |AD 27 M 76 AD

7 M 72 AD 28 M 77 AD

8 M 64 AD 29 F 67 AD

9 M 79 AD 30 M 72 AD

10 M 61 |AD 31 F 59 Pavimento celular

11 F 55 AD 32 M 57 Linfoma n&do Hodgkin

12 M 69 AD 33 M 78 AD

13 M 81 |AD 34 M 66 AD

14 M 65 Tuberculose 35 M 49 Pavimento celular

15 F 71 |AD 36 M 65 AD

16 M 71 | Linfoma hodgkin 37 M 64 Pavimento celular

17 M 52 |AD 38 F 67 AD

18 M 67 |AD 39 M 68 AD

19 M 80 Pavimento celular 40 F 64 AD

20 M 68 AD 41 M 63 AD

21 F 83 AD 42 M 72 Carcinoma pleomérfico
43 M 65 AD

Séo considerados apenas os casos de AD, por ser 0 mais representativo.

Diagnéstico Sexo Média |[Nr casos| SD da Média |Minimo | Maximo
Mulher 68,42 7 5,91 55 33
AD Homem 65,92 25 8,00 45 84
Total 66,46 32 7,56 45 84

Nota: Nao sdo apresentados os dados das amostras liquido pleural devido de ndo ter sido possivel
em tempo util reunir os dados clinicos de todos os doentes.



ANEXO IV CD209 | CEA | EpCAM [ FOXP3 | FUT3 | FUT4 | FUT6 [ IL10 | IL6 |KRT19| TGF-B | TNF-a
Controlos
Coef. Correlagéo 0,255 | 0,255 | 0,691°" | 0,240 0,068 0,213 | 0,517 | 0,752"" | -0,347 | 0,750 " | 0,527
CD209 CD209
p 0,323 | 0,323 | 0,002 0,353 0,803 0,411 0,034 |[4,92e-04 0,188 | 0,001 0,030
Coef, Correlacdo 0,544"" 0,819 | 0,110 | 0917 | 0344 | 0,917 | 0,127 | 05529" | 0,168 | 0,424 0,164
CEA CEA
p 0,006 5,88e-05| 0,673 |[2,32e-07| 0,192 |2,32e-07| 0,626 0,029 | 0,535 | 0,090 0,529
Coef. Correlacéo 0,036 | 0,186 0,184 | 0,860 | 0,126 | 0,850 | 0,042 0,319 | 0,256 | 0,252 0
EpCAM EpCAM
p 0,869 | 0,384 0,480 |[9,43e-06| 0,641 |1,52e-05| 0,874 0,213 | 0,339 | 0,328 1
Coef. Correlacdo 0,657 0,470 "| 0,103 0,120 0,032 0,157 | 0,529 | 0,713"" | -0,400 | 0,770"" | 0,819
FOXP3 FOXP3
p 4,82e-04 | 0,021 | 0,633 0,646 0,905 0,548 0,029 0,001 | 0,125 |3,03e-04 |5,88e-05
Coef. Correlacéo 0,142 | 0,190 | 0,817 | 0,306 0294 | 0,882 | 0,110 | 0515" | 0,203 | 0,341 0,074
FUT3 FUT3
p 0,509 | 0,373 |1,09e-06 | 0,146 0,269 |2,78¢e-06| 0,673 0,035 | 0,451 | 0,181 0,779
%]
Coef. Correlagéo | 0263 | 0128 | 0368 | 0467 | 0,239 0,118 0,076 0,324 |-0,307 | 0,218 0,365
FUT4 | 2 9| Futa
p S| 0276 [o0601| 0121 | 0044 | 0,325 0,664 0,778 0,222 | 0,265 | 0,418 0165 |3
@ = " 3
Coef. Correlagéo S| 0091 | 0334|0530 0,112 | 0,560 0,289 0,064 0,456 | 0,347 | 0,341 0162 | S
FUT6 | § ? | FUT6
p 2 0,671 | 0,111 | 0,008 | 0,602 0,004 0,229 0,808 0,066 | 0,188 | 0,181 0,535
Coef. Correlacéo 0,647 [ 0,343 | 0,337 | 0,428" | 0,201 | 0,649 | 0,144 0,669"" | -0,453 | 0,642"" | 0,564~
IL10 IL10
p 0,001 | 0,201 | 0,108 | 0,037 0,347 0,003 0,501 0,003 | 0,078 | 0,005 0,018
Coef. Correlacdo 0,424" | 0,208 | 0,254 | 0,428" | 0,053 | 0,832 | 0,297 | 0,644"" 0,482 ] 0,831™ | 0,706""
IL6 IL6
p 0,039 | 0,330 | 0231 | 0,037 0,806 |[1,02e-05| 0,159 0,001 0,058 |3,61e-05( 0,002
Coef. Correlagéo -0,130 | 0,208 | 0,325 | -0,217 | 0,110 0,140 | 0,046 0,291 0,027 0,494 | -0,541°
KRT19 KRT19
p 0,544 | 0,330 | 0,121 | 0,308 0,610 0,567 0,831 0,167 0,900 0,052 0,030
Coef. Correlagédo 0,610"" [ 0,334 | 0,139 | 0,688"" | 0,162 | 0,535" | 0,055 | 0,677"" | 0,723 | 0,106 0,828™
TGF-B TGF-B
p 0,002 | 0,111 | 0517 |2,04e-04| 0,450 0,018 0,799 |2,84e-04|6,47e-05| 0,622 3,99e-05
Coef. Correlacéo 0,586"" | 0,317 | 0,030 | 0,746 0 0412 | -0,070 | 0,439" | 0,650"" | -0,243 | 0,643""
TNF-a TNF-a
p 0,003 | 0,132 | 0,888 |2,84e-05 1 0,079 0,744 0,032 0,001 | 0,253 | 0,001
Adenocarcinomas
cp209 | CEA [Epcam | Foxps | FuTs | Fut4 | FuTe | 110 | 16 |KRT19| TGFB | TNFa

Tabela representativa dos resultados da analise estatistica de correlagdo de Spearman para o grupo adenocarcinoma e para o grupo controlo. *. Correlation is significant at the 0,05 level (2-tailed).
**_Correlation is significant at the 0,01 level (2-tailed). *** Correlation is significant at the 0,0001 level (2-tailed).



ANEXO V CD209 | CEA | EpCAM | FOXP3| FUT3 [ FuT4 | FUTe | IL10 | IL6 |KRT19| TGF-B | TNF-a
Controlos
Coef. Correlacéo 0,255 | 0,255 |0,691°"| 0,240 | 0,068 | 0,213 |0,517" | 0,752"" | -0,347 | 0,750 " | 0,527~
CD209 CD209
p 0,323 | 0,323 | 0,002 | 0,353 | 0,803 | 0,411 | 0,034 |4,92e-04| 0,188 | 0,001 0,030
Coef, Correlacéo 0,429 0,819 | 0,110 | 0,917 | 0,344 | 0,927"" [ 0,227 | 0,529" | 0,168 | 0,424 0,164
CEA CEA
p 0,397 5,88e-05 | 0,673 |2,32e-07| 0,192 | 2,32e-07 | 0,626 | 0,029 | 0,535 | 0,090 0,529
Coef. Correlagéo -0,314 | 0,257 0,184 | 0,860°" | 0,126 | 0,850"" | 0,042 | 0,319 | 0,256 | 0,252 0
EpCAM EpCAM
p 0,544 | 0,623 0,480 |9,43e-06 | 0,641 |1,52e-05| 0,874 | 0,213 | 0,339 | 0,328 1
Coef. Correlacéo 1,000 | 0,429 | -0,314 0,120 | 0,032 | 0,157 |0,529°| 0,723"" | -0,400 | 0,770"" | 0,819 "
FOXP3 FOXP3
p 0,000 | 0,397 | 0,544 0,646 | 0905 | 0548 | 0,029 | 0,001 | 0,125 |3,03e-04 | 5,88e-05
Coef. Correlacéo 0,086 | 0,486 | 0,429 | 0,086 0,294 | 0,882"" | 0,110 | 0,515" | 0,203 | 0,341 0,074
FUT3 FUT3
p 0,872 | 0,329 | 0,397 | 0,872 0,269 |2,78e-06 | 0,673 | 0,035 | 0,451 | 0,181 0,779
Coef. Correlagdo o | -0,600 |-0,200| 0,200 | -0,600 [ 0,500 0,118 | 0,076 | 0,324 |-0,307 | 0,218 0,365
FUT4 | 2 Q| FUT4
p 2028 0873 | 0747 | 0,285 | 0,391 0,664 | 0,778 | 0,222 | 0,265 | 0,418 0165 |3
Coef. Correlacéo S [-0,029 | 0,771 | 0,724 | -0,029 | 0,429 [ 0,100 0,064 | 0456 | 0,347 | 0,341 0162 | S
FUT6 | & @ | FUT6
p 0,957 | 0,072 | 0,111 | 0,957 | 0,397 | 0,873 0,808 | 0,066 | 0,188 | 0,181 0,535
Coef. Correlacéo 0,543 | 0,257 | 0,029 | 0543 | 0,771 | 0,200 | 0,029 0,669 | -0,453 | 0,642"" | 0,564"
IL10 IL10
p 0,266 | 0,623 | 0957 | 0,266 | 0,072 | 0,747 | 0,957 0,003 | 0,078 | 0,005 0,018
Coef. Correlagéo -0,486 |-0,029| -0,314 | -0,486 | 0,314 |[0,900°| -0,143 | 0,029 -0,482 | 0,831"" | 0,706""
IL6 IL6
p 0,329 | 0,957 | 0544 | 0,329 | 0,544 | 0,037 | 0,787 | 0,957 0,058 |3,61e-05| 0,002
Coef. Correlagéo 0,143 |-0,029| -0,771 | 0,143 | 0,143 | 0,200 | -0,543 | 0,257 | 0,714 -0,494 | -0,541°
KRT19 KRT19
p 0,787 | 0,957 | 0,072 | 0,787 | 0,787 | 0,747 | 0,266 | 0,623 | 0,111 0,052 0,030
Coef. Correlacéo 0,486 | 0,714 | -0,371 | 0,486 | 0,371 |-0,400| 0,143 | 0,314 [ 0,371 | 0,657 0,828""
TGF-B TGF-B
p 0,329 | 0,111 | 0,468 | 0,329 | 0,468 | 0,505 | 0,787 | 0,544 | 0,468 | 0,156 3,99e-05
Coef. Correlacéo 0,600 | 0,657 | -0,257 | 0,600 | -0,029 |-0,200 | 0,429 | 0,243 | -0,143 | 0,029 | 0,486
TNF-a TNF-a
p 0,208 | 0,156 | 0,623 | 0,208 | 0,957 | 0,873 | 0,397 | 0,787 | 0,787 | 0,957 | 0,329
Epiderméide
cD209 | CEA | EpcAM [FOxP3] FuT3 [ FuT4 | FuTe | 1IL10 | L6 [KRT19] TGF-B | TNF-a

Tabela representativa dos resultados da andlise estatistica de correlagdo de Spearman para o grupo SCC e para o grupo controlo. . *. Correlation is significant at the 0,05 level (2-tailed). **.
Correlation is significant at the 0,01 level (2-tailed). *** Correlation is significant at the 0,0001 level (2-tailed).
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