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Resumo

S& VK. Biomarcadores de Prognoéstico no Cancer de Pulméo : Caracterizacédo
do perfil de expressdo génica das hialuronidades, imunoreatividade das
hialuronidases e sintases do acido hialurénico e interacdo dessas proteinas
com a transicado epitélio-mesenquimal [tese]. S&o Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2012. 135p.

Em virtude dos pobres resultados obtidos no tratamento do Céancer de
Pulméo, seja em estégios iniciais ou na doenca avancada localmente, ha a
necessidade de se desenvolver marcadores moleculares e
imunohistoquimicos que possam prever o comportamento tumoral. Acido
Hialurbnico (HA) € um componente da matriz extracelular, responsavel pela
hidratacdo e manutencao do equilibrio osmético tecidual. Concentracfes de
HA estdo elevadas em varios tipos de canceres, incluindo pulméo.
Hialuronidases (HAases), sdo uma familia de enzimas relacionadas com a
propagacdo de infeccbes bacterianas, toxinas de venenos e progressao
tumoral. A quebra do HA em pequenos fragmentos (3-25 dissacarideos)
promovidos pela acdo das HAases tipo Hyall, Hyal2 e Hyal3, esta relacionada
a promocao do cancer através da inducdo da angiogénese e estimulo a
proliferacédo através de ativacdo da via tirosina quinase. Algumas isoformas de
HAases, descritas como produto de splicing alternativo, possuem atividade
enzimatica diversificada. A heterogeneidade de expressdo das HAases foi
identificada em alguns tipos de cancer e pode ser correlacionada com o
comportamento diferenciado dos tumores. Em uma primeira instancia, o perfil
de expressdo das HYAL foi avaliado em tecidos pulmonares tumorais e
normais de 69 tumores ressecados de pacientes com adenocarcinomas
(ADC) e carcinomas de células escamosas (CCE) oriundos do Hospital das
Clinicas e Hospital do Céancer AC. Camargo. A expressdo da HYALI1-
selvagem (wt) e variantes 1 a 5, HYAL2-wt, HYAL3-wt e variantes 1 a 3 foi
identificada por PCR e sequenciamento direto. Diferentes proporcdes de
HYAL3-wt e variantes foram expressas em tecidos pulmonares tumorais e
controles. HYAL1-wt esteve associada com prognéstico desfavoravel e
HYAL3-vl com prognéstico favoravel. Diante dos resultados obtidos dos
tumores de pacientes do Hospital das Clinicas e Hospital AC. Camargo,
prosseguimos a investigacao para estudar a imunoexpressao das Hyal 1 e 3 e
HAS 1, 2 e 3 nos CCE e ADC. Observamos que a intensidade de expressao
de Hyal 3 foi maior pelas células tumorais quando comparada aos controles,
porém esta diferencga foi marginalmente significante. J& o resultado da analise
da freqiiéncia de imunoexpressdo das Hyal 1 e 3, e HAS1, 2 e 3 demonstrou
expressao na maioria dos espécimes tumorais e controles. A associagéo entre
as variaveis foi testada e evidenciou imunoexpressdo concomitante de HYAL
e HAS nos tumores. O modelo matematico de sobrevida , controlado para
sexo, idade e estadiamento mostrou risco de morte associado com
adenocarcinoma sélido e imunoreatividade para HAS2 e HAS3. Para validar
os resultados obtidos, sobretudo com a imunoexpressao das Hyal e HAS nos
CCE e ADC, estudamos a populacédo de pacientes do Hospital Universitario



de Coimbra. Documentamos pela primeira vez uma via pela qual a
hiperexpressdo de HAS3 e Hyal 3 respectivamente por células epiteliais
neoplasicas e mesenquimais, podem favorecer a invasao nos ADC e CCE.
Surpreendentemente, demonstramos que a imunoexpressédo de HAS1 e 3
pelas células epiteliais neoplasicas confere mais agressividade aos ADC
acinares e papilares, mas uma expressao negativa de HAS1 pelas células
mesenquimais confere um papel protetor a MEC auxiliando-a a evitar a
invasdo pelas células tumorais em ambos os tipos subtipos histolégicos.
Ainteracdo entre a expressdo das hialuronidades e sintases do acido
hialurénico foi avaliada em relacdo a expressao de proteinas da transicao
epitélio-mesénquimal nos tumores de pacientes do Hospital Universitario de
Coimbra. Hyal, HAS, E-caderina e TGF-B modularam uma via invasiva tumor-
induzida nos ADC e CCE de pulméao, e estiveram associados a um espectro
diferente de agressividade, uma vez que houve uma relagéo inversa entre a
expressdo de biomarcadores epiteliais e mesenquimais. Enquanto a
hiperexpressao de HAS1 e HAS3 prové uma agressividade aos CCE e ADC,
uma hiperexpressao de TGF- 3 e E-caderina, confere um efeito protetor a
MEC ao evitar a invasao por células tumorais em ambos 0s tipos histolégicos.
Comparamos os nhiveis de imunoexpressao das Hyall e 3 e HAS 1, 2 e 3 nos
tumores ressecados no Hospital das Clinicas e Hospital AC. Camargo com 0s
niveis obtidos em tumores do Hospital Universitario de Coimbra. Verificamos
que a imunoexpressdo das HAS 1, 2, 3 e Hyall foi significativamente maior
nos tumores de pacientes do Hospital Universitario de Coimbra, enquanto que
a imunoexpressdo de Hyal 3 foi significativamente maior nos tumores de
pacientes brasileiros. Por todas essas razdes, nossos resultados sugerem que
estratégias direcionadas a modulagéo dos niveis de HYAL1-wt e HYAL3-v1,
da hiper imuno expressdo de HAS3 e Hyal 3 respectivamente por células
epiteliais neoplasicas e mesenquimais, da alta sintese de HAS3 e Hyal 1, ou a
resposta local baixa de TGF- B e E-caderina, poderdo ter grande impacto no
cancer de pulméao.

Descritores: 1.Neoplasias do pulm&o 2.Hialuronoglusaminidase 3.Acido
hialurénico 4.Processamento alternativo



Summary

S& VK. Prognostic Biomarkers in Lung Cancer : Characterization of gene
expression profile of hialuronidades, immunoreactivity of hyaluronidases and
hyaluronan synthases and the interaction of these proteins with the epithelial-
mesenchymal transition [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo”; 2012. 135p.

Given the poor results obtained in the treatment of Lung Cancer, in early
stages or locally advanced disease, there is a need to develop molecular
markers and immunohistochemical studies that can predict tumor behavior.
Hyaluronic Acid (HA) is a component of extracellular matrix is responsible for
hydration and maintenance of tissue osmotic equilibrium. Concentrations of
HA are elevated in several types of cancers, including lung. Hyaluronidases
(HAases) are a family of enzymes involved in the spread of bacterial toxins,
poisons and tumor progression. The breakdown of HA into small fragments
(3-25 disaccharides) promoted by the action of type HAases Hyall, Hyal 2
and Hyal 3 is related to the promotion of cancer by inducing angiogenesis
and stimulate proliferation through activation of the tyrosine kinase. Some
isoforms HAases, described as the product of alternative splicing, have
diverse enzymatic activity. The heterogeneity of expression of HAases was
identified in some cancers and can be correlated with the different behavior
of tumors. In a first instance, the expression profile of Hyal spliced forms was
evaluated in tumor and normal lung tissue of 69 tumors resected from
patients with adenocarcinomas(ADC) and squamous cell carcinomas (SqCC)
from the Hospital das Clinicas and Hospital AC. Camargo. Gene expression
of HYAL1 wild-type (wt) and variants 1 to 5 HYAL2-wt, and HYAL3-wt and
variants 1 to 3 was identified by PCR and direct sequencing. Different
proportions of HYAL3-wt and variants were expressed in tumor and normal
lung tissue. HYAL1-wt was associated with unfavorable prognosis and
HYAL3-v1 with favorable prognosis. Given the genetic abnormalities found in
tumors of patients from Hospital das Clinicas and Hospital AC. Camargo, we
continued our research to study the expression of Hyal 1.3 and HAS 1, 2, 3 in
squamous cell carcinomas and adenocarcinomas. We observed that the
intensity of expression of Hyal 3 was higher in tumor cells compared to
controls, but this difference was marginally significant. Since the result of
frequency analysis of immunoreactivity of Hyal 1 and 3, and HAS1, 2 e 3
showed expression in the majority of tumor samples and controls. The
association between variables was tested and showed concomitant
immunoexpression of the HAS and HYAL in tumors. The mathematical model
of survival, adjusted for sex, age and staging showed risk of death
associated with adenocarcinoma and solid and HAS3 HAS2
immunoreactivity.To validate the results, especially with the immunostaining
of Hyal and HAS in squamous cell carcinomas and adenocarcinomas of the
lung, the patient population studied at the University Hospital of Coimbra.
Documented for the first time a route by which the overexpression of HAS3
and Hyal 3 respectively by neoplastic epithelial and mesenchymal cells may



favor the invasion in ADC and SqCC, respectively. Surprisingly, we
demonstrated that hyper HAS1 and 3 immunoreactivity by neoplastic
epithelial cells confers more aggressiveness to the ADC acinar and papillary,
but a negative expression of HAS1 by mesenchymal cells confers a
protective role ECM-helping to prevent the invasion by tumor cells in both
types histological subtypes.The interaction between the expression of
hialuronidades and hyaluronic acid synthases was evaluated for protein
expression of epithelial-mesenchymal transition in tumor patients at the
University Hospital of Coimbra. Hyaluronidase, hyaluronan synthase, E-
cadherin, and TGF- modulated via an invasive tumor-induced in the ADC
and SqCC lung, and were associated with a different spectrum of
aggressiveness, since there was an inverse relationship between the
expression of epithelial biomarkers and mesenchymal cells. While
overexpression of HAS1 and HAS3 provides an aggressiveness to SqCC
and ADC, an overexpression of TGF-B and E-cadherin confers a protective
effect by preventing the ECM invasion by tumor cells in both histological
types. We compared the levels of immunostaining Hyal 1, 3 and HAS1, 2 and
3 in tumors resected at the Hospital AC. Camargo, and the levels obtained in
tumors of the Hospital Universitario de Coimbra. We found that the
immunostaining of HAS 1, 2, 3 and Hyall was significantly higher in tumors
from patients of Coimbra, while Hyal 3 immunoreactivity was significantly.
higher in tumors of patients in Brazil. For all these reasons, our results
suggest that strategies directed at modulating the levels of HYAL1-wt and
HYAL3-v1, the immunohistochemical expression of HAS3 and Hyal 3
respectively by neoplastic epithelial and mesenchymal cells, the synthesis of
HAS3 and Hyall or the local response of low TGF-f and E-cadherin, may
have great impact on lung cancer.

Descriptors:  1.Neoplasms of the lung 2.Hyaluroglucosaminidase
3.Hyaluronic acid 4.Alternative splicing
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1.1 Generalidades

Cancer de Pulmao

O céancer de pulmédo (CP) é a causa mais comum de morte por
neoplasia e apresenta um aumento de 2% ao ano na incidéncia mundial.
Estéo previstos para o ano de 2011, 1. 095,200 novos casos em homens e
513.000 em mulheres no mundo, com mais de 1.200,000 casos de Obitos
(American Cancer Society, 2010). No Brasil, as estimativas de incidéncia
e mortalidade em 2012, do Instituto Nacional do Cancer revelam que
esta neoplasia deve atingir mais de 30.000 pessoas (www.inca.gov.br).
De acordo com o INCA, cerca de 90% dos casos de CP estdo associados ao
tabagismo. Isso quer dizer que cerca de 24 mil casos novos poderiam ser
evitados, caso as pessoas nao fumassem.

Histologicamente, o CP é classifcado como carcinoma pulmonar de
pequenas células (CPPC) e carcinoma pulmonar de nédo pequenas células
(CPNPC). O termo CPNCP é usado para qualquer tumor epitelial do pulméao
gue ndo apresente componente de pequenas celulas. Representa cerca de
80% de todos casos de neoplasia pulmonar (Janssen-Heijnen et al, 2001).

A partir de dados obtidos em séries publicadas sobre Incidéncia de

Cancer em 5 Continentes (Travis et al., 2004), CPNPC compreendem 20%
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dos casos e carcinomas indiferenciados/carcinomas de grandes células em
torno de 9%. Para outros tipos histologicos, a proporcdo difere entre os
sexos: carcinomas de células escamosas compreendem 44% dos canceres
em homens, e 25% nas mulheres, enquanto adenocarcinomas (ADCSs)
compreendem 28% dos casos em homens e 42% em mulheres.

Para a grande maioria dos autores as excepcionais taxas de morbidade
e mortalidade associadas a doenca devem-se aos seguintes fatores
prognésticos: Karnofsky Performance Status (KPS), estadiamento, tipo
histologico, sexo, etnia, idade e estado nutricional (Brundage et al., 2002).

No entanto, mesmo sob controle de tais fatores progndsticos,
aproximadamente 40% dos pacientes com CP apresentam-se com doenca
estabelecida e avancada e nao obstante 0s avancos no tratamento
multidisciplinar, a taxa de sobrevida global em 10 anos permanece entre 8-10%
(Schrump et al., 2005).

ADC invasivos sao classificados por padrédo predominante ap6s o uso
de subtipos histologicos abrangente como lepidico (anteriormente BAC),
acinar, papilar e padrdes solidos; micropapilar € adicionado como um novo
subtipo histoldgico. Variantes incluem adenocarcinoma mucinoso invasivo
(Anteriormente CBA mucinoso), colbides, fetal e adenocarcinoma entérico.

Os termos carcinoma bronquioloalveolar (BAC) e subtipo misto
adenocarcinoma ndo sao mais usados. Para amostras de ressecc¢éo, novas
conceitos foram introduzidos, como adenocarcinoma in situ (AIS) e
adenocarcinoma minimamente invasivo (MIA), para pequenos ADC solitarios
com um crescimento lepidico puro (AIS) ou crescimento predominante

lepidico com 5mm de invasdo (MIA) (Travis et al., 2011).
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O Termo BAC inclui um largo espectro de tumores: pequenos tumores
periféricos solitarios ndo invasivos com sobrevida em 5 anos em 100%, ou,
doenca avancada disseminada com baixas taxas de sobrevida. Diferencas
clinicas, radiolégicas, imunohistoquimicas e moleculares estdo presentes
entre os varios padrées de BAC. Como resultado, os estudos séo dificeis de
comparar (Travis et al., 2011).

Com a doenca estabelecida, os pacientes com CP podem ser
divididos em trés grupos que de maneira diferenciada refletem a extensédo da
doenca e a abordagem de tratamento.

O primeiro grupo compreende aqueles tumores cirurgicamente
ressecaveis, em geral estadio | e Il. Este € o grupo de melhor progndstico,
com taxas de sobrevida em cinco anos de 67% para o estadio I, 37% para o
estadio IIA e 24% para o estadio IIB . (Macchiarini et al., 1993). No estadio |
e Il, o prognéstico € influenciado adversamente pela presenca de sintomas
pulmonares, tamanho do tumor maior que 3 cm, acometimento linfonodal,
sexo masculino, idade maior que 60 anos e positividade da oncoproteina
c-erbB2 (Harpole et al.,1995; Ichinose et al., 1995; Strauss et al.,1995;
Graziano et al.,1997; Slebos et al.,1990). Outros fatores que tém sido
identificados e relacionados a um progndstico adverso em algumas séries de
pacientes com CP operaveis incluem: mutacdo do gene K-ras, invasao
vascular, aumento no nimero de vasos sanguineos no espécimen tumoral,
diminuicdo da expressdo de e-caderinas, niveis elevados de CYFRA-21 e
dosagem do antigeno carcino-embrionario no pdés-operatério (Fontanini et

al.,, 1995; Deeb et al., 2004; Pujol et al., 2004; Sawabata et al., 2004;
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Andre et al., 2000). A radioterapia pode ser uma opcédo para aqueles pacientes
com contra-indicagdo meédica a cirurgia, tais como: baixo desempenho
clinico (KPS), idade avancada, doenca cardiovascular, baixa reserva
pulmonar e recusa do paciente. As metastases a distancia representam um
padrdo comum de falha apds resseccédo curativa dos ADC. O tratamento
adjuvante sistémico, baseado em platina é uma estratégia racional que visa
a diminuir o risco de recidiva e aumentar a sobrevida.

O segundo grupo de pacientes com adenocarcinoma inclui tumores
avancados local ou regionalmente. Segundo Mountain et al (1997), este grupo
compreende o estadio lll, que é subdividido em IIIA e IlIB. O estadio llIA é
classificado pela presenca de linfonodo mediastinal ipsilateral acometido (N2)
ou por lesdo T3 com linfonodo hilar positivo (N1). O estadio IlIB é
caracterizado pela presenca de envolvimento de linfonodo mediastinal contra-
lateral ou supra-clavicular (N3) ou tumor T4. A taxa de sobrevida global em
cinco anos para pacientes com IllIA N2 varia de 10 a 15%, ao passo que em
pacientes com comprometimento extenso do mediastino a sobrevida € de 2 a
5% (www.cancer.gov). O melhor tratamento para o estadio Ill ainda ndo esta
claro e muitos aspectos sdo controversos. Historicamente a cirurgia era
indicada para o tratamento do EC IlIA sem envolvimento extenso do
mediastino. No entanto, em virtude dos altos indices de recorréncia local e a
distancia, além da melhora do estadiamento patoldgico do mediastino através
da mediastinoscopia, a cirurgia ndo é mais considerada padrdo para este
subgrupo de pacientes (NCI) National Cancer Institute. Non-small cell lung

cancer (www.cancer.gov). A radioterapia combinada a quimioterapia (baseada
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em platina) é o tratamento padrdo no estadio Il ([NCCN] National
Compreensive Cancer Network. Non-small cell lung cancer (www.cancer.gov).
A administracdo concomitante dessas duas abordagens leva a um tratamento
precoce das micrometastases além de explorar o efeito sinérgico da
combinacao da quimioterapia com a radioterapia.

O Jdltimo grupo de pacientes apresenta metastases (M1l) ao
diagnéstico. Este grupo pode ser tratado com quimioterapia exclusiva ou
radioterapia (casos especiais) para paliacdo dos sintomas, além de cuidados
de suporte. Neste estagio o prognostico € pior em pacientes com baixo KPS

e perda de peso maior que 10% (www.cancer.gov).

Diferentes esquemas envolvendo agentes citotéxicos de terceira
geracdo tiveram resultados semelhantes. Schiller et al., estudaram
prospectivamente 1207 pacientes com adenocarcinoma estagio IlIB (com
derrame pleural ou pericardico malignos), IV ou com recidiva de doenca.
Os pacientes foram submetidos a randomizacdo para receber um entre
quatro esquemas de quimioterapia: (1) cisplatina e paclitaxel; (2) cisplatina e
gencitabina; (3) cisplatina e docetaxel ou (4) carboplatina e paclitaxel. Dentre
0S quatro grupos avaliados, ndo foi verificada diferenca estatisticamente
significativa em termos de sobrevida (Schiller et al.,, 2002) Infelizmente, o
estudo ndo incluiu analise de custo-efetividade, avaliacdo da qualidade de
vida, ou de condutas ap0s a progressao.

Desde entdo, os esforgos se direcionam para o desenvolvimento de
novas drogas, em particular aquelas cujo alvo molecular ja tenha sido

estabelecido, no sentido de optimizar a taxa de controle de doenca e
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minimizar os efeitos indesejaveis do tratamento. Entretanto, a escolha de
uma dada estratégia esta na dependéncia de uma selecdo criteriosa dos
pacientes envolvidos, e da determinacdo de fatores tais como potencial
prognoéstico, potencial preditivo, ou ambos. O melhor conhecimento da
biologia tumoral permitiu a introducdo de novas drogas e estratégias no
arsenal terapéutico, principalmente no universo de doentes que apresentam
metastases (metastaticos). Para tanto, faz-se necesséaria a utilizacdo de
marcadores moleculares que possam identificar, principalmente, tumores
candidatos a terapias conservadoras.

Atualmente, com os avancos das técnicas em biologia molecular e
embasados cientificamente no fato de que o Acido Hialurdnico, as
Hialuronidases e a interacdo dessas proteinas com fatores relacionados a
transicdo epitélio/mesenquima, tais como a E-caderina e o TGF-, podem
estar relacionados com a invasao tumoral abrindo assim novas perspectivas
para o tratamento da doenca neoplasica pré-estabelecida, propomos o

cancer de pulmao como alvo de estudo.

1.2 Transicao epitélio-mesenquimal

A morte decorrente da progressao do CP é secundaria ao
desenvolvimento da doenca metastatica, e a capacidade que um CP tem de
desenvolver uma metastase a distancia, acaba sendo um importante fator

prognoéstico da doenca.
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O processo de formacgdo metastatica € complexo e se da através de
uma sequéncia de passos distintos, que resulta da interacdo entre as células
tumorais e o microambiente tecidual onde elas se encontram. Em cada um
desses passos, as células neoplasicas tem de superar os sistemas de
controle do organismo, modificar seu comportamento e suas caracteristicas
fenotipicas principais, e se adaptar a novos ambientes para desenvolver
tumores em sitios distantes da neoplasia original.

O primeiro passo nesta cascata de metastizacdo envolve a aquisicdo de
invasividade local. A organizacdo normal dos epitélios € incompativel com a
motilidade e invasividade apresentada pelas células de carcinomas malignos.
Na tentativa de adquirirem estas propriedades as células sofrem um profunda
alteracdo no seu fendtipo, passando a apresentar caracteristicas de células
mesenquimatosas, num processo designado transicdo epitélio-mesenquimal
(EMT). Este fenbmeno € encontrado em situacfes fisiologicas, como a
embriogénese e a regeneracao epitelial. (Thierry et al., 2002).

Um tipico epitélio é uma camada de células, frequentemente com
espessura de apenas uma célula, onde cada uma se dispde individualmente
em relagdo a célula vizinha de uma maneira uniforme. Juncdes celulares
regularmente espacgadas e adesOes entre células epiteliais vizinhas as
mantém firmemente unidas e inibem o movimento das células individuais
além da monocamada epitelial. Uma adesividade interna permite a camada
epitelial apresentar um espaco tridimensional e manté-lo com definicdo
estrutural e rigidez mecanica. A camada epitelial é polarizada, isso significa

que as superficies apical e basal sdo claramente diferentes, aderindo a

diferentes substratos ou apresentando diferentes funcgdes.
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As células mesenquimais, por outro lado, geralmente ndo apresentam
estrutura bem organizada e também nao possuem uma compacta adeséo
intracelular. Elas dao origem a estruturas com forma irregular e nao
uniformes em composicdo e  densidade. As células mesenquimais
possuem uma formacdo mais alongada em relacdo as células epiteliais e
a adesdo entre as células € muito menor, o que fornece a elas uma
importante capacidade migratéria. Ao contrario do epitélio, a estrutura
irregular do mesénquima nao permite uma rigida funcdo especializada.
Além disso, a migracdo mesenquimal € mecanicamente diferente do
movimento epitelial. Células epiteliais se movem como uma camada em
bloco. Por outro lado, a migracdo mesenquimal € muito mais dinamica
e pode acontecer célula a célula, individualmente (Lee et al., 2002).
Hay (2005), quem primeiro descreveu a transicdo epitélio-mesenquimal,
ilustra a diferenca fundamental de tais movimentos na embriogénese (sutil/
controlado) e tumorigénese (agressivo/ ndo controlado) para definir os
mecanismos distintos na EMT. Transformar uma célula epitelial em uma
célula mesenquimal requer alteracdes na morfologia, arquitetura celular,
aderéncia e capacidade de migragéo.

A aquisicdo destas propriedades ndo estda dependente da formagéo
de novas mutac¢des ou outras alteragOes, baseia-se antes na ativagao de um
programa ja existente na célula a quando da embriogénese ou da
regeneracao tecidual. As principais alteracbes que se verificam sdo a
repressdo da expressao de E-caderina e citoqueratinas, o que é substituido

pela expressdo de N-caderina e vimentina, as quais conferem um fendtipo
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mesenquimatoso a célula. A e-caderina é um componente importante da
“zbnula adherens” e regula a adesdo celular homofilica dependente de
calcio. A sua perda, parece representar o papel principal nesta transicéo, o
que possivelmente se deve a sua funcdo de adesdo entre as células e
potencializacdo da estrutura epitelial. A perda desta molécula permite uma
motilidade celular, o que acompanhado pela expressdo de N-caderina
conduz a célula em direcdo ao estroma. A EMT é controlada por fatores
peptidicos ( fatores de motilidade ou dispersdo) que interagem com
receptores especificos, muitos deles com atividade tirosino-quinase, que
além de atuar nesta transicdo de fendtipos, também podem atuar como
fatores de crescimento. Sdo exemplos destas moléculas: HGF (hepatocyte
growth factor), membros da familia de EGF (epidermal growth factor), e seus
receptores, respectivamente (EGF-R e p185™" /Her2 ou erB-2) e o TGF-B
(transforming growth factor). Os macrofagos iniciam a liberacdo desses
fatores de crescimento, no qual o TGF-3 exerce papel crucial, e em resposta
a ligacdo do TGF-B ao seu receptor celular ha a fosforilagdo do Smad2 e
Smad3, membros da familia de proteinas Smad. O aumento da expressao
de Smad2 e Smad3 resulta em aumento da EMT (Dai, Liu, 2004). Outras
vias também ativadas por TGF-B, bem como RAS/MAPK e PI3K/AKT
também estimulam a EMT. (Oft et al.; 1996, Bhowmick et al.; 2001). Devido
a essas informacdes, resolvemos em nosso estudo, avaliar a
imunoexpressdo de TGB-f e E-caderina e sua relagdo com as

hialuronidades e sintases do HA no CP.
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1.3 Conceitos gerais sobre glicosaminoglicanos e

proteinoglicanos

Glicosaminoglicanos sé@o polimeros lineares de agucares constituidos
por unidades dissacaridicas repetitivas. Estas unidades dissacaridicas séo
formadas alternadamente, por uma hexosamina (glucosamina ou galactosamina)
unidas através de ligacdo glicosidica a um &acido urénico (D-glucourdnico o
L-idurénico) ou um acUcar neutro (galactose). A maioria destes compostos
apresentam grupamentos sulfatados, que juntamente com 0s grupamentos
carboxilicos dos acidos urbnicos conferem a esses polissacarideos uma alta
densidade anidnica (Mathews, 1975; Lindhal et al., 1994).

Os (glicosaminoglicanos diferem entre si quanto ao tipo de
hexosamina e aclcar ndo nitrogenado, quanto ao grau de sulfatacdo e a
posicdo em que sdo sulfatados, bem como quanto ao tipo de ligacdo
glicosidica inter e intrassacaridica (Mathews, 1975).

Essa variedade resulta nos seguintes glicosaminoglicanos: heparina,
heparan sulfato, condroitim-4-sulfato, condroitim-6-sulfato, dermatam sulfato,
queratam sulfato e 4&cido hialuronico. A unidade estrutural dos
glicosaminoglicanos estéa representada na Figura 1. As diferencas entre eles
estédo representadas na Tabela 1.

Esses polissacarideos, com excecdo do acido hialurbnico sao
sintetizados na forma de proteoglicanos, nos quais cadeias sacaridicas
estdo ligadas covalentemente ao “core” protéico. (Kjellén , Lindhal, 1991).

Os proteoglicanos sédo, portanto, compostos de alto peso molecular
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formados por um esqueleto protéico ao qual ligam-se, covalentemente,
cadeias de glicosaminoglicanos e oligossacarideos N- e/ou O-ligados
(Thonar e Sweet, 1977; Lohmander et al., 1980; Nilsson et al., 1982).

Os proteoglicanos estdo presentes na matriz extracelular, membrana
basal, superficie celular como também intracelularmente em gréanulos
secretorios (Dietrich, 1984; Poole, 1986; Nader e Dietrich, 1989; Esko 1991;
lozzo, 1998).

A atividade biologica de cada proteoglicano depende das
propriedades do seu esqueleto protéico, da estrutura quimica do
glicosaminoglicano covalentemente ligado e sua localizacdo. No entanto, o
tipo de cadeia de glicosaminoglicanos ligada exerce uma grande importancia
na funcéo bioldgica (Dietrich, 1984; Esko, 1991; Yanagishita e Hascall, 1992;
Porcionatto, Nader e Dietrch, 1999). Sdo capazes de interagir com varias
moléculas, 0 que confere a estes compostos a participacdo em muitos
mecanismos celulares (Kjellén e Lindahl, 1991). Muitas das propriedades
funcionais dos proteoglicanos dependem da interacdo entre o0
glicosaminoglicano e proteinas (Kjellén e Lindahl, 1991; Lindahl et al., 1994;
Bernfield et al., 1992; 1999). Estas interacdes s&o geralmente de natureza
eletrostatica, podendo ocorrer outros tipos de ligacéo (Lindahl et al., 1994).

Os proteoglicanos atuam como organizadores de tecidos influenciam
0 crescimento celular e a maturagdo dos tecidos especializados, tém um
importante papel como filtro biol6gico, modulam a atividade de determinados
fatores de crescimento, regulam a fibrindlise de colageno, afetam o

crescimento e invasdo tumoral. O estudo de suas fungdes biologicas,
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utilizando animais transgénicos, tem indicado que certos proteoglicanos sao

essenciais para a vida (lozzo, 1998; Bernfield et al., 1992; 1999).
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Figura 1. Unidade estrutural dos glicosaminoglicanos. A figura ilustra a unidade
estrutural dos glicosaminoglicanos. A D-glucosamina € a hexosamina da
heparina, heparam sulfato, queratam sulfato e &cido hialurbnico e a
D-galactosamina esta presente em condroitim 4 e 6-sulfatos e dermatan
sulfato. O acucar néo nitrogenado € um acido urénico (D-glicourdnico e
L-idurbnico), exceto no queratam sulfato que apresenta D-galactose.
A posicdo dos grupamentos sulfatados podem estar em C-2 e C-6 na
hexosamina e C-2 no acido urdnico. A hexoxamina esta unida ao acido
urbnico por ligagdo a em heparina e heparam sulfato e B nos demais

compostos (Dietrich, 1989)
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Tabela 1. Caracteristicas estruturais dos Glicosaminoglicanos

Glicosaminoglicano Aculcares’ Posicéo do Ligacédo
sulfato glicosidica
- . N-acetilglucosamina - B (1—4)
Acido Hialurénico . .
acido glucourénico - a(1—3)
. N-acetilgalactosamina 4 B (1—4)
Condroitim 4-sulfato . o
acido glucourénico - a(1—3)
. N-acetilgalactosamina 6 B (1—4)
Condroitim 6-sulfato o .
acido glucourénico - a(1—3)
N-acetilgalactosamina 4 B (1—4)
Dermatam sulfato acido idurdnico - a(1—3)
acido glucourbnico - B (1—3)
N-acetilglucosamina 6 B (1—3)
Queratam sulfato
Galactose -/6 B (1—4)
Glucosamina 2/6 a(1—4)
N-acetilglucosamina 6 a(1—4)
Heparam sulfato o .
acido glucourbnico - B (1—4)
acido idurdnico - B (1—4)
Glucosamina 2/6 a(1—4)
Heparina acido glucourdnico - B (1—4)
acido idurdnico 2 B (1—4)

1 . ~ , x
Todos os aglcares estdo na configuragdo D, exceto o

configuracéo L.

1.4 Acido Hialurénico

acido idurbnico que estd na

Estruturalmente, o acido hialurénico (HA) é o mais simples dos

glicosaminoglicanos. E um polimero linear longo de dissacarideos repetidos,

constituido por unidades alternadas de &cido B-D-N-acetilglucosamina,
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unidos por ligacbes glicosidicas do tipo (1-3) e (1-4), respectivamente
(Laurent et al., 1970; Laurent e Fraser, 1992; Scott e Heatley, 2002) (Figura 2).
O numero de repeticdbes do dissacarideo pode atingir 10.000 ou mais,
chegando a massa molecular do composto a 4.000 kDa (cada dissacarideo
pesa aproximadamente 400 daltons) e medindo aproximadamente 2 um,
dependendo do tecido de origem (Laurent, Fraser, 1992; Lee, Spicer, 2000).

O HA apresenta uma estrutura helicoidal, mantida por pontes de
hidrogénio e interagbes com o solvente, possuindo, portanto uma forma néo-
polar, hidrofébica e uma forma polar hidrofilica que fazem com que assuma
uma forma expandida em solucdes fisioldgicas; esta presente em todos os
vertebrados, bem como na capsula de algumas bactérias estreptocécicas,
que usam de seus hospedeiros para sintetiza-lo.

E o Unico glicosaminoglicano que ndo apresenta sulfatacdo e também
nao se encontra associado a um esqueleto protéico, formando proteoglicano.

Nos tecidos, o HA apresenta-se como uma estrutura espiral
polidispersa de alto peso molecular e interage através de ligacdes néao
covalentes com regides especificas do esqueleto protéico de proteoglicanos
de condroitim sulfato e queratam sulfato (agrecam), formando agregrados
presentes na cartilagem, que sao estabilizados por uma proteina
denominada proteina de ligacdo. Este mesmo tipo de interacdo ocorre entre
0 HA e proteoglicanos de condroitim sulfato e dermatan sulfato (versicam),
presentes na matriz de fibroblastos (Krusius, Gehlsen e Ruoslahti, 1987,
Zimmerman e Ruoslahti, 1989).

O HA é um dos principais constituintes da matriz extracelular (MEC)

dos tecidos diferenciados, sendo, portanto um componente essencial de
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tecidos maduros (Fraser et al.,, 1997), como por exemplo, humor vitreo,
fluido da articulacao sinovial, e cartilagem hialina.

O metabolismo do HA €& muito dinamico, sendo que em algumas
células, como condrécitos e queratindcitos , ha sintese e catabolizacdo ao
mesmo tempo. A sintese e 0 catabolismo sdo balanceados, mantendo,
portanto a concentracéo no tecido. Estudos metabdlicos mostraram que a vida
média na cartilagem esta ao redor de 3 semanas e, surpreendentemente, na
epiderme a vida média é inferior a 1 dia. Algumas células predominantemente
sintetizam mais do que catabolizam e uma grande por¢édo escapa do tecido
para ser capturada em receptores de células reticulo-endoteliais nos
linfonodos e no figado para subseqiente catabolismo nos lisossomos.
Apenas 10% do HA do tecido sinovial atinge o sistema vascular.

Estima-se que cerca de 10 a 100 mg/dia de HA entre na circulacéo de
um homem adulto.

A concentracdo sérica de HA normalmente encontrado € menor que
0,1 mg/l, sendo a média de 30 a 40 ug/litro (Engstrom-Laurent et al., 1985),
refletindo um metabolismo extremamente rapido. A vida média do HA no
sangue é muito curta, apenas alguns minutos. Estima-se que quase um
terco do total do HA no corpo humano seja metabolizado e reposto em
média em um dia (Fraser et al., 1997).

Muitas fung6es foram atribuidas ao HA, como estabilizador de matriz
extracelular, lubrificacdo articular, homeostasia aquosa, regulacdo da
distribuicdo das proteinas plasmaticas, barreira contra disseminacdo de

infeccdes e macromoléculas, formacédo de grandes agregados quando unido
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aos agrecans, bem como a regulacdo da atividade celular pela interacéo
com proteinas receptoras da superficie celular (Fraser et al., 1997).

Interacdo do HA com outras proteinas de matriz e com receptores na
superficie celular regula muitos aspectos do comportamento das células,
tais como a migracdo, a adesado célula-célula e a diferenciacdo celular
(Knudson, Knudson, 2004; Knudson et al., 2002).

Segundo Toole (1990), proteinas que se ligam ao HA sdo denominadas
como hialaderinas.

A sintese de HA ocorre na membrana plasméatica pela enzima
transmembranica acido hialurénico sintase (HAS). Existem trés isoformas
HAS 1, HAS 2 e HAS 3, as quais sintetizam o HA em diferentes tamanhos
(36). Foi demonstrado que 0 aumento da expressao de HAS 1 e HAS 2 est4
envolvido com crescimento tumoral devido ao bloqueio do ciclo celular e o
silenciamento do gene HAS 2 inibe a migracéo celular (37, 38).

A primeira etapa na degradacdo do HA ocorre sob a acdo das
hialuronidases (HAases), levando a formacdo de oligossacarideos.
As HAases foram detectadas e caracterizadas em diversos tecidos e fluidos
animais (Frost et al., 1996; Stern, 2003) estando presente normalmente no
interior dos lisossomos (Vaes, 1967). Os oligossacarideos sao entao,
clivados a partir do terminal ndo redutor da molécula, por acdo da
B-glucoridase e p-N-acetilhexosaminase, resultando em acido D-glucourdnico
e N-acetil-D glucosamina, respectivamente. As HAases também participam
do catabolismo de condroitim sulfatos (Roden et al., 1989).

Existe uma aparente contrariedade na literatura quanto a associacao do

HA a neoplasias. Alguns estudos defendem que o HA aumentado na MEC esta
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envolvido na promocdo da migracdo das células tumorais pela suas
caracteristicas hidrofilicas, auxiliando ainda na perda de inibicdo por contato,
comportamento tipico dos tecidos normais, promovendo o crescimento tumoral
e facilitando a ocorréncia de metastases (Tammi et al., 2002; Delpech et al.,
1997; Turley et al., 2002). Outros autores porém defendem que a migracéo das
células tumorais na matriz celular rica em HA ocorre apés a sua degradacao
em fragmentos de 2-25 dissacarideos e € mediada por receptores de superficie
celular especificos, CD44 e RHAMM (receptor de &cido hialurdnico mediador
de motilidade) (Ichikawa et al., 1999; Herrlich et al., 2000). Por outro lado,
acredita-se que o HA intacto possa atuar como uma barreira para
neovascularizacdo, conseqgientemente inibindo o crescimento e progressao

tumoral (Rahmnaiam, 2002).

Acido Hialurénico

HOCH,
@)
COO H/ H
1 O~
8 HO\ OH H
\ H/ H 3
O J
! H
OH H/ H HN-CO-CHj3;
— H OH —
Acido B-glucourénico N-acetilglucosamina

Figura 2. Demonstracéao esquematica das unidades repetidas de N-acetil-D-
glucosamina (GlcNac) e Acido B-glucourdnico (GIcA) que compdem a
molécula de HA



Introducido 19

1.5 Hialuronidases

As HAases sdo enzimas que degradam o HA (Roden et al.,1989).
Existem trés tipos de HAases, originalmente classificadas de acordo com a
analise bioquimica das enzimas e seus produtos de reacéo.
1) Hialuronidases de mamiferos - sdo endo-beta-N-acetil-
glicosaminases com tetrassacarideos e hexassacarideos como
principal produto final. Possuem atividade de hidrolise e
transglicosidase e podem degradar HA e condroitim sulfato (CS),
especificamente C4-S and C6-S, bem como Dermatan Sulfato (DM).

2) Hialuronidases bacterianas - degrada HA, CS e DS. Também sé&o
endo-beta-N-acetilglicosaminases que operam pela reacdo de
beta eliminacdo que produz primeiramente dissacarideos como
produtos finais.

3) Hialuronidases de crustaceos e de parasitas sdo endo-beta-

glucoronidases que geram tetrassacarideos e hexassacarideos

como produtos finais.

As HAases humanas séo codificadas por uma familia composta por
seis genes agrupados em dois cromossomos, onde: HYALL, HYAL2 e
HYAL3 estdo localizados no cromossomo 3p21.3 e, PH20, HYAL4 e
HYALP1 no cromossomo 7g31.3 (Figura 3). Com excecdo de HYAL4 e

HYALP1, as demais HAases degradam HA (Stern, 2003; CsoOka et al., 1997).
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A. Orientacdo CromossOmica dos Genes das Hialuronidases

3p21.3

€| HYAL 3

HYAL 1

HYAL 2

—>

Teldbmero

7931.3

Centromero

<~

HYAL 3

SPAM 1

—

B. Genes das Hialuronidases e seus produtos

Gene
HYAL 1
3p21.3 HYAL 2
HYAL 3
HYAL 4

SPAM 1
7a3l.  HyALP1

Proteina

Hyal-1
Hyal-2
Hyal-3

Hyal-4
PH-20
None

Figura 3. (A) Esquema de distribuicdo dos genes das hialuronidases no
genoma. HYAL3, HYAL 1 e HYAL 2 sdo codificados no l6cus 3p21.3.
HYALP 1, HYAL 4 e SPAM 1, séo codificados no locus 7g31.3. (B) Genes e
seus produtos protéicos. HYAL3, HYAL 1 e HYAL 2, originam proteinas que

degradam HA. HYALP 1 é um pseudogene que nao é traduzido em proteina.

HYAL 4, origina a proteina hyal 4, responsavel pela degradacdo de

condroitim sulfato. SPAM 1 é traduzido em PH-20, proteina responsavel

pela degradacéo do HA presente na zona peltcida do odcito
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A HAase tipo Hyal 1 foi originalmente purificada de urina e plasma
humano (Frost et al.,, 1997; Csoka et al.,, 1997). Entretanto, a Hyal 1 é a
principal HAase identificadas em tumores (Tan et al., 2011; Nykopp et
al.,2010; Lokeshwar et al., 2001; Ekici et al.,2004). O pH ideal para atividade
desta enzima é de 4.5 (Lokeshwar et al., 2001). A perda de sua
funcdo resulta em uma desordem chamada mucopolissacaridose IX
(Triggs-Raine et al., 1999).

A Hyal 2 é codificada em um sitio cromossémico adjacente. E uma
HAase lisossdmica que participa da primeira etapa de degradacdo do HA,
dando origem a fragmentos de 50 Kda. A expressdo do gene HYAL2 foi
identificada em modelos animais de astrocitomas cerebrais (46) e como
marcador diagndstico pelo escarro no cancer de pulméo (47).

A Hyal 3 ainda é muito pouco conhecida no que diz respeito as suas
atividades nos tecidos. Ja foi identificada em testiculo de mamiferos e em
medula 0ssea.

Quanto a estrutura gendmica dos genes das hialuronidases, o gene
HYALL possui trés exons separados por dois introns, HYAL2 é constituido
por 4 exons e 3 introns, onde o primeiro exon é subdivido pelo intron 1 e,
HYAL3 constituido por 4 exon separados por trés introns
(NT_006014.7/HS3 6171, homo sapiens, cromossomo 3) (Figura 4).

Os trés genes dao origem a variantes produzidas por um processo

denominado splicing alternativo, que sera explanado no préximo item.
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Estrutura Gen6mica dos Genes das Hialuronidases

HYAL 1 Exon 2 {2496-2585)

107 593 1516 l 2773
Exon1a Intron 3
HYAL 2 Exon 3 (3668-3757)
60 2178 3144 l 4174
1 Intron 1 m Intron 2 l Intron 3 4902
Exon 1
HYAL 3 Exon 3 (5748-5837)
256 3852 4760 l 5954
1 W Eeont | 6638
Exon 1 Intron 3

Figura 4. Estrutura gendmica dos genes das hialuronidases 1, 2 e 3. O gene
HYAL 1 possui 3679 pb e é composto por 3 exons e 3 introns. HYAL 2
possui 4902 pb e é constituido por 4 exons e 3 introns. O primeiro exon €&
subdividido pelo intron 1. HYAL 3 possui 4 exons e 3 introns, compondo um
DNA de 6638 pb

1.6 Splicing Alternativo

Nas células a molécula de RNA mensageiro (RNAmM) recém transcrita
a partir do DNA é denominada RNA primario ou precursor. Esses RNA
precursores de RNAm s&do chamados de RNA nuclear heterogéneo
(RNAnh). As RNAnh sdo moléculas grandes e instaveis que se encontram

associadas a proteinas, as ribonucleoproteinas nucleares heterogéneas
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(RNPnh), que por sua vez fazem parte da matriz nuclear. O processamento
desses RNAnh envolve modificacbes que acabam por aumentar a
estabilidade do RNAm e transforma-lo em RNAm maduro. Dentre essas
modificacbes podemos citar a adicdo de quepe (caping-CAP) 7-metil
guanosina (7mG) na extremidade 5 do RNAnh. Esse quepe tem um papel
importante na iniciacdo da sintese protéica e também na protecdo de
degradacdo do RNA recém transcrito. Esta mudanca ocorre em todos o0s
RNAmM eucaridticos presentes no citoplasma. Outro processamento € a
adicdo da cauda poli-A (poliadenilagdo) na extremidade 3’ do RNAnh.
Um aspecto comum que ocorre em eucariotos (exceto levedura) € a
presenca da sequéncia conservada AAUAAA, 11 a 30 nucleotideos antes do
sitio de poliadenilacdo, denominada sequéncia sinal para poliadenilacao.
A cauda poli-A parece ter varias funcdes, entre elas a de auxiliar no transporte
do RNAmM maduro do nucleo para o citoplasma. Acredita-se também que ela
afeta a estabilidade de pelo menos alguns RNAmM no citoplasma e ainda
pode servir como um sinal de reconhecimento para o ribossomo (Molecular
Biology, 2005). Ha um grupo de RNAmM em células de mamiferos que é
transportado ao citoplasma e n&o possui cauda poli-A, sdo os RNAmM
das histonas, proteinas que participam do empacotamento do DNA.
Muitos organismos vivos, ha maioria mamiferos, possuem o nitrogénio 6 dos
residuos de adenina metilado, sendo que essa metilacdo ocorre apenas nos
exons antes da retirada dos introns.

O RNAnNnh sofre frequentemente outro processamento denominado

splicing, que consiste na retirada e digestdo de segmentos denominados
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introns (sequéncias ndo codificadoras), e a juncdo e permanéncia de
segmentos funcionais, os exons (sequéncias codificadoras), que vao constituir
a molécula de RNAmM maduro ( Molecular Biology of the Gene, 2004).

O splicing € um processo muito complexo e preciso, pois a
molécula inicialmente transcrita deve ser clivada em locais exatos e as partes
funcionais (exons) ligadas também de maneira exata. A retirada de um intron
da molécula de RNANnh ocorre apds duas reacoes de transesterificacdo. Esse
processo € mediado por estruturas complexas denominadas spliceossomos
que sdo constituidos pela associagcdo de pequenas ribonucleoproteinas
(RNPsn) e outras proteinas como as ricas em serina (pRS) (Molecular Biology
of the Gene, 2004). As RNPnhs sdo formadas por 6 a 10 proteinas associadas
a pequenas moléculas de RNA nuclear (RNAN). Ha seis tipos de RNAs: U1, U2,
U3, U4, U5 e U6. As Ul, U2 e U5 formam separadamente o core de uma
determinada RNPsn, enquanto que a U4 e U6 fazem parte de uma Unica
RNPsn (Figura 5). O spliceossomo comeca a ser montado assim que o intron €
transcrito para que o splicing ocorra. Essa associacédo pode ser auxiliada pelo
pareamento de bases que ocorre entre as sequéncias conservadas do intron e
0s RNAnN (Reed et al., 2000). A formacgéo do spliceossomo esta associada a
hidrélise do ATP, embora esta estrutura seja montada ainda durante a sintese
do RNA, e, geralmente o intron n&o é retirado antes do término da transcrigdo.
O spliceossomo impede que o exon 5’ afaste-se do exon 3’ apds a primeira
clivagem. Por ser uma estrutura grande e estavel, o spliceossomo nao
atravessa 0s poros nucleares, e talvez por isso o0s RNAmM ndo passem ao

citoplasma antes de serem processados (Zhou et al.,, 2002). Apds estas
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transformacdes o RNAmM maduro é transportado para o citoplasma, onde ocorre
a traducéo das proteinas através dos ribossomos, RNA transportadores e RNA
polimerases. O RNAmM pode sofrer um processamento diferenciado e ou
alternativo, assim um mesmo transcrito primario pode ser processado de
diferentes maneiras. Deste modo um mesmo RNAnh pode gerar RNAmM
maduros de tamanhos diferentes e consequentemente proteinas com funcdes

fisiologicas diferentes (Graveley et al., 2001), (Figura 6).

Spliceossoma
5' Sitio de “Splicing” 3' Sitio de "Splicing”

l Sitio de Clivagem

(]

hnRNP
El

mRNA
pr‘ecursor

Complexo
U2 snRNP

Q.— Produtos

Figura 5. Representacéo do processo de retirada do intron pelo spliceossomo
onde U1, U2, U4 U5 e U6 sao diferentes ribonucleoproteinas que constituem
o0 complexo. A primeira linha mostra os sitios de splicing 5’ e 3’ do intron e o
sitio de clivagem. A U1l liga-se a regido 5 do intron e U5 se liga
provavelmente na regido 3'do intron. A seguir, ha a ligagao da U2 no sitio de
clivagem e U4+U6 se unem ao complexo formando o spliceossomo. Apos a
primeira clivagem entre o primeiro exon e a regido 5 do intron ocorre a
segunda clivagem. Os exons sdo unidos e o intron liberado na forma de laco
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Tipos de Splicings Alternativos

Expressao completa da proteina
Exon 1 Exon 2 Exon 3 —_—,

Intron 1 Intron 2 lsoforma completa I -
_v“v ——

Delegéo inframe

Skipping de exon

Terminacgéo alternativa
Retencéo de intron I *
_{v —_—

Delecao outframe

Sitio aternativo 3' h *
_W ——

Iniciag&o alternativa
—_—

Sitio alternativo 5'

0 cCadon deiniciagéo Sequéncia de aminoacidos do gene selvagem

* Stop cddon —  Sequéncia alternativa de aminoacidos

Figura 6. No topo da figura € demonstrado um transcrito primario de RNAm
constituido por 3 exons. O primeiro exemplo mostra a transcricdo completa
do RNAmM do gene selvagem. O segundo exemplo mostra o processo
chamado de skipping onde o exon 1 € unido ao exon 3, desconsiderando o
exon 2, originando um RNAm incompleto maduro. No terceiro exemplo, o
intron 1 é retido completamente, permanecendo ligado ao exon 1 e ao exon
2 no RNAmM maduro. O quarto exemplo mostra a unido do exon 1 com uma
parte do exon 2 que contém um sitio de terminacdo de splicing aberrante,
também chamado de delecdo out frame. Por outro lado, o primeiro exon
pode conter um sitio de iniciacdo de splicing aberrante, provocando a
delecdo de uma parte do primeiro exon e sua ligacdo com os demais exons,
como é demonstrado no ultimo exemplo. Todos esses processos alternativos
dao origem a proteinas com estruturas e atividades diversificadas
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1.7 Splicing alternativo das HYAL

O gene HYALL1 possui cinco variantes originadas por splicing: HYAL1-v1,
HYAL1-v2, HYAL1l-v3, HYALl1l-v4 e HYAL1l-v5, e o transcrito completo
HYAL1-wt. A proteina Hyall-wt possui 435 aminoéacidos (aa), as isoformas
possuem alteracBes em suas sequéncias: Hyal 1-v1: delecdo de 30 aminoécidos
(aa) (301-330 aa). Hyall-v2: delecéo de 182 aa (1-182 aa), Hyall-v3: delecéo
de 226 aa (210-435 aa), Hyall-v4: delecdo de 259 aa (1-259 aa) e Hyall-v5:
delecdo de 339 aa (1-339 aa) (Figura 7).

HYAL 1 e Variantes

518 1925
1 110 596 ATS T54 | 1926
I—L-J—
aal a.a. 435
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151% 1610
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L —— —
a.a.1 300 331 a.a. 435
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1 109 852 |ATs TSA | 1926
I
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I—L-J—_I ----- |
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1 108 1289 s e TEA | 1926
g L_l_l
oo 260 a.0.435
1635 1825

1 109 1518 |ATS  THA| 1926
i

a.a 34 aa 435

Figura 7. Esquema de representacédo das variantes da HYAL 1 originadas
por splicing. A figura mostra as estruturas dos RNAmM de HYALl-wt e as
variantes 1, 2, 3, 4 e 5, respectivamente. As regides codificadoras séao
representadas pelas caixas azuis. Regides ndo codificantes sao
representadas pelas linhas continuas e as regides que foram excisadas,
estdo demonstradas pelas linhas pontilhadas
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Estas variantes ndo sédo ativas devido a perda de regides do gene
responsaveis pela codificacdo de sitios de atividade das HAases (Lokeshwar
et al., 2002). Mais especificamente, a sequéncia de 30 aa que € perdida nas
variantes Hyall-vl, v3 e v5 é codificada por um Unico exon composto por 90
pares de bases, presente em ambos os genes HYALL e 3, € responsavel pela
composicdo do substrato de ligacdo ao sitio de clivagem do HA (Markovic-
Housley et al., 2000). O sitio catalitico do HA esta localizado nas pontes
glicosidicas entre N-acetil-D-glucosamina e acido D-glucurénico (Markovic-
Housley et al., 2000) Como o HA é um polimero longo, constituido dessas
unidades repetidas, as isoformas de Hyall e 3, originadas por splicing,
ndo conseguem degrada-lo, tornando esta funcao restrita as Hyal selvagens.
Os produtos originados pela degradacdo do HA em fragmentos constituidos
por 2 a 25 dissacarideos estimulam a proliferacdo de células endoteliais,
sendo esse um processo essencial para indugcdo de angiogénese,
fundamental no processo de progressdo das neoplasias (Halici et al., 2004).
Digestdo da matriz extracelular pela HAase tumoral, libera fatores de
crescimento contidos no microambiente, alguns desses como o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) e fator basico de crescimento de
fibroblasto (FGFb) sdo essenciais para promocdo do crescimento tumoral e
vascularizacdo (Lokeshwar et al., 2000; Rahmnaiam, 2002) .

Chao et al., 2007, caracterizaram um novo dominio EGF-like (fator de
crescimento epidérmico) presente na estrutura das HAases, que esta
provavelmente envolvida em interagdo proteina-proteina e outros processos

regulatérios como crescimento e desenvolvimento tecidual. Este dominio
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EGF-like permanece intacto em quatro variantes, visto que o dominio
catalitico esta comumente apresentado nestas isoformas. As variantes Hyall
vl, v2 e v4 rettm o dominio EGF-like, enquanto a Hyall-v3 perde este
dominio EGF-like juntamente com uma parte do dominio catalitico.

Lokeshwar et al. (2002), identificaram que ha expresséo das variantes
de HYAL1 e 3 em tecidos normais e linhagens de carcinomas de baixo grau
da bexiga, enquanto o tipo selvagem HYAL 1 é expressa por linhagens de
tumores de alto grau e invasivos.

O gene HYAL2 possui duas variantes que, possivelmente, nao
perdem atividade devido a perda de apenas dois nucleotideos na regido nao
traduzida (UTR). A expressao do gene HYAL2 foi identificada em modelos
animais de astrocitomas cerebrais (Novak et al., 1999).

O gene HYALS3 possui trés variantes: HYAL3-v1, HYAL3-v2 e HYAL3-v3
que dao origem a isoformas: Hyal3-vl com perda de 30 aa (299-328)
presente na proteina da Hyal3-wt (417 aa), que € homodlogo aos 30 aa da
sequéncia da Hyall-wt. Hyal3-v2 com perda de 250 aa (2-250), presente no
tipo selvagem da Hyal3 e Hyal3-v3 com perda de 281 aa (2-250 e 299-328)
(Lokeshwar et al., 1999; Lokeshwar et al., 2002), (Figura 8).

Em estudo anterior, verificamos que a expressdao de HYAL1-v3,
HYAL3-vl e HYAL3-v2 esta relacionada a tumores de préstata mais

diferenciados e com menores taxas de recidiva (de Sa et al, 2009).
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HYAL 3 e variantes
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Figura 8. Esquema de representacdo das variantes da HYAL 3 originadas
por splicing. A figura mostra as estruturas dos RNAm de HYAL3-wt e as
variantes 1, 2 e 3, respectivamente. As regides codificantes sao
representadas pelas caixas verdes. Regides nado codificantes séao
representadas pelas linhas continuas e as regides que foram excisadas,

estdo demonstradas pelas linhas pontilhadas

Apesar de todo este conhecimento, as fungbes especificas dessas
variantes proteicas e sua interacdo com as proteinas de transicao
epitélio/mesénquima no processo de crescimento e invasdo tumoral ainda
permanecem desconhecidas e a relagcdo com os fatores progndsticos e

comportamento do CP nunca foi antes estudada.
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1.8 Hipotese

Através dos achados da literatura em que o padrdo de expressao
das HYALs apresenta-se diferenciado dentre os tipos de tumores,
levantamos a hipdétese que as variantes originadas por splicing possam
estar relacionadas com o comportamento tumoral, devido a sua
incapacidade de degradar o HA auxiliando na inibicdo do desenvolvimento
neoplasico. Hipotetizamos também que o Acido Hialurbnico, as
Hialuronidases e a interacdo dessas proteinas com fatores relacionados a
transicdo epitélio-mesenquimal, tais como a E-caderina e o TGF-3, podem
estar relacionados com a invasdo tumoral abrindo assim novas
perspectivas para o tratamento da doenca neoplasica pré-estabelecida,

propomos o cancer de pulm&o como alvo de estudo.



2 OBJETIVOS




Objetivos 33

1. Avaliar o perfil de expressdo das formas alternativas de RNAmM dos

genes HYAL 1 e HYAL 3 e HYAL 2-wt no cancer de pulméo.

1.1 Correlacionar os resultados de expressao das diferentes formas de
HYAL, resultado de splicing alternativo com os tipos histolégicos da

doenca.

1.2 Correlacionar os resultados de expressdao com o0s subtipos de

adenocarcinomas.

1.3 Correlacionar os resultados de expressdo das HYAL, resultado de

splicing alternativo com a evolugéo da doenga

2. Avaliar o perfil de expressao imunoproteica das hialuronidades 1 e 3 e

sintases do acido hialurénico no cancer de pulmao.

2.1 Correlacionar os resultados de expressdo imunoproteica com 0s

tipos histologicos.

2.2 Correlacionar os resultados de expressao imunoproteica com a

evolucéo da doenca.

2.3 Correlacionar os resultados de expressao imunoproteica com as

proteinas envolvidas na transigédo epitélio-mesenquimal.



3 METODOS
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3.1 Casuistica

Integraram este estudo 125 pacientes com CP submetidos a
resseccao cirurgica de janeiro de 2001 a outubro de 2010. Sessenta e nove
pacientes foram oriundos do servico de cirurgia toracica do Hospital das
Clinicas da FMUSP / Hospital do Cancer AC. Camargo e, 56 pacientes do
servico de Cirurgia toracica do Hospital do Universitario de Coimbra.
A mediana de idade foi de 63 (variacdo 44-83) e 65 (43-84) anos,
respectivamente. Foi criado um banco de dados com diversas informacdes
sobre os pacientes, desde terapéuticas associadas a cirurgia como
radioterapia e quimioterapia, habitos de vida como tabagismo, inclusive o
diagndstico anatomopatoldgico estabelecido na ocasido da cirurgia. A partir
desse banco de dados, foram selecionados 0s casos que ndo apresentaram
metastases a distancia, ou seja, estadiados como (MO).

Todos pacientes foram estadiados Ti-3Ng>Mp € considerados curaveis
pela resseccdo cirurgica. Estadiamento clinico incluiu radiografias de torax,
broncoscopia, tomografia computadorizada de térax e abdomen, ultrasson
abdominal e mapeamento osseo. Mediastinoscopia e biopsia de linfonodos foi
realizada nos pacientes cujos linfonodos foram maiores que 1 cm. Foram
primariamente divididos em dois grupos com as seguintes caracteristicas:

Carcinoma de células escamosas — 22 e 25 pacientes

Adenocarcinoma — 47 e 31 pacientes
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Como controle foi utilizado tecido de borda ndo tumoral de 35 pacientes
portadores de CP que sofreram resseccao cirurgica, sendo 25 casos do
Hospital das Clinicas da FMUSP / Hospital do Céancer AC. Camargo e 10 casos
do Hospital Universitario de Coimbra. A mediana de idade dos pacientes
estudados foi de 69 anos. O estudo foi analisado e aprovado pelo Comite de
Etica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sdo Paulo (no. 369/06), pelo Hospital AC. Camargo (no. 1214/09) e pelo
Hospital da Universidade de Coimbra (n° 0172/10).

Foi definido como ndo tabagista, pacientes com menos de 100
cigarros consumidos em toda a vida. Os individuos que interromperam o
habito de fumar ha mais de 12 meses antes da data do diagnéstico, foram
definidos como ex-tabagistas, enquanto os que contuaram fumando ou
pararam a menos de 12 meses, foram considerados tabagistas ativos.
A carga tabagica foi calculada utilizando o nimero de macos consumidos
por dia (1 maco=20 cigarros), multiplicado pelo nimero de anos que o

paciente fumou (Fishman et al., 2003).

3.2 Exame Macroscopico

Tecidos tumorais e normais dos espécimes foram examinados dentro
de 15 minutos apds a resseccao; os tumores foram macroscopicamente
localizados e 1 a 3 especimes foram colhidos do tecido tumoral e normal e

congelados em nitrogénio liquido a =170°C.
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3.2.1 Processamento da amostra

Dez cortes de 10 um foram feitos em criostato, com temperatura de
—20°C, e acondicionados em microtubos de 1,5 ml, autoclavados, sendo
tomados todos os cuidados para evitar a contaminacao entre as amostras ou
degradacdo do RNA. Um dos cortes foi colocado em lamina, fixado em
formalina 10%, corado pela Hematoxilina e Eosina e examinado ao
microscopio para comprovacdo da existéncia de tumor com a porcentagem

minima de 75%.

3.2.2 Exame Microscépico

Os espécimes foram submetidos a processamento habitual com
desidratacdo em alcool e clareamento em xilol, seguido por inclusdo em
parafina. Cortes de 4 a 6 ym foram corados pela Hematoxilina e Eosina e
analisados em microscépio Optico para confirmar adequada representatividade
tumoral nos especimes congelados. Os especimes foram revisados pelo
préprio pesquisador e por mais dois patologistas experientes na area: Vera
Capelozzi e Lina Carvalho e classificados como carcinomas de células
escamosas e adenocarcinomas por imunohistoquimica e de acordo com a
nova classificacdo para CPNPC recentemente proposta (Travis et al., 2011).

De acordo com a nova classificacdo, os carcinomas de células
escamosas foram caracterizados pela queratinizacdo, formacao de pérolas

corneas e pontes intercelulares (Figura 9), Adenocarcinoma in situ (AIS)
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exibiu crescimento restrito as ceélulas neoplasicas ao longo de estruturas
alveolares pré-existentes (padrdo lepidico), perda de estroma, invaséo
vascular ou pleural (Figura 10). Adenocarcinoma predominantemente acinar
revelou a maioria dos seus componentes de padrédo glandular ovalado com
espaco luminal central circundado por células tumorais, contendo mucina
(Figura 11). Adenocarcinoma predominantemente papilifero demonstrou um
maior componente de células glandulares crescendo ao longo de um eixo
fibrovascular (Figura 12). Adenocarcinoma predominantemente solido exibiu
maior componente de células tumorais poligonais com presenca de mucina

por imunohistoquimica (Figura 13).

Figura 9. Carcinoma de células escamosas. Diferenciacdo escamosa é
evidente pelo processo de queratinizacdo. Atipia celular com nucleo
hipercromatico indicando malignidade. H&E X 400
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Figura 10. Adenocarcinoma in situ (AlS) com crescimento restrito as células
neoplasicas ao longo de estruturas alveolares pré-existentes (padrédo
lepidico), perda de estroma, invasao vascular ou pleural. H&E X 400

Figura 11. Adenocarcinoma predominantemente acinar caracterizado por
componentes de padrdo glandular ovalado com espaco luminal central
circundado por células tumorais,contendo mucina. H&E X 400
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e

Figura 12. Adenocarcinoma predominantemente papilifero. Células tumorais
evidenciando uma complexa proliferacdo papilifera ao longo do eixo
fibrovascular. H&E X 400

Figura 13. Adenocarcinoma predominantemente solido evidenciando um
maior componente de células tumorais poligonais. H&E X 400
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3.2.3 Culturade Células Tumorais

Para a padronizacédo da reacdo de RT-PCR, foi utilizado o RNA da
linhagem celular comercial LNCaP. A linhagem celular LNCaP foi obtida da
American Type Culturet allection (Rockville, MD) e cultivada em meio RPMI
1640 suplementado com soro fetal bovino 10%, 100mg/mL de
estreptomicina e 100U/mL de penicilina a 37°C, numa atmosfera Umida
contendo 5% de CO2. O meio de cultivo foi trocado a cada 3 dias até que a
cultura atingisse subconfluéncia em monocamada (70% da area cultivavel
recoberta por células). Depois de atingida subconfluéncia as células foram
desprendidas da garrafa através de tratamento com tripsina 0,25% e EDTA
0,02% e utilizadas para extracdo de RNA seguindo o protocolo de extracao
no iten 3.3 e transcricdo reversa segundo o protocolo descrito no item 3.4.
Nesta linhagem, obtivemos a expressédo dos trés genes wt, onde pudemos

acertar as melhores concentracdes e condi¢des de ciclagem (Figura 14).

500 pb

100 pb

Figura 14. A partir de cDNA de linhagem celular (LNCaP) foi realizada a
reacdo de RT-PCR para padronizagdo dos primers para HYAL 1 wt, v2, v3,
v4 e v5, HYAL 2 wt e HYAL3 wt, v1, v2 e v3 e (controle positivo). (1) padréao
de peso molecular de 100 pb, (2) HYAL1-wt (736 pb), (3) HYAL2-wt (510
pb), (4) HYAL3-wt (512 pb), e (5) B-actina (311pb). Os produtos de PCR
foram analisados em gel de agarose a 2%
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3.3 Extracao do RNA total

O RNA total foi extraido dos tecidos pulmonares, criopreservados, a
—80°C, usando o reagente Trizol (solucdo monofasica de isoticianato de
guanidina) (Invitrogen Co., Califérnia, EUA) de acordo com as instru¢des do
fabricante, a partir de aproximadamente 100mg de tecido congelado, o qual
foi macerado e alocado em um microtubo juntamente com 1ml de Trizol
sendo homogeneizado por inversdo. Esperou-se o descongelamento da
amostra e aguardou-se 10 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, foi
acrescentado 0,2ml de cloroformio (NUCLEAR, S&o Paulo, Brasil),
homogeneizou-se por inversdo aguardando 5 minutos a temperatura
ambiente e centrifugou-se a 12.000g por 15 minutos a 4°C. Este procedimento
foi baseado na habilidade do RNA permanecer soluvel na fase constituida
por fenol e clorofébmio na presenca de isoticianato de guanidina. Retirou-se o
sobrenadante constituido pela fase aquosa adicionando-o a 0,6ml de alcool
isopropilico (NUCLEAR, Sao Paulo, Brasil) em novo tubo, ficando em
repouso a temperatura ambiente por 10 minutos para a fase de precipitacao.
E em seguida, centrifugou-se por 15 minutos a 12.000g e a 4°C, desprezou-
se 0 sobrenadante, adicionando-se 1 ml de etanol 75% para lavagem,
misturando bem e centrifugando a amostra por 5 minutos a 7.500g a 4°C
descartando em seguida o sobrenadante e deixando os tubos escorrendo
sobre papel absorvente até a secagem do pellet. Feito isso foi adicionada
H.O miliQ autoclavada tratada com DEPC (Merck, EUA) na quantidade

suficiente para diluir o pellet de RNA.
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A integridade e qualidade do RNA extraido foi controlada por
eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio e a
concentracdo de absorbancia foi feita em espectrofotbmetro a 260nm e 280nm

(Figura 15).

« 285
«— 185

Figura 15. Verificacdo da qualidade do RNA total em gel de agarose 1%

3.3.1 Tratamento do RNA total com DNAse

O RNA total de tecido pulmonar foi tratado com DNAse Rnase Free
1U/ul , com a finalidade de se evitar contaminagdo com qualquer tipo de
DNA remanescente. A partir de 10ug de RNA total em um microtubo e
acertado seu volume para 50yl com TE (10mM TrisCl ,imM EDTA,pH8,0)
pH7,4 sendo adicionado em seguida 1ul de MgCI2 1M, 1ul DTT 0,1M, 10U
DNase (Promega Co., Madison, EUA) e 66U Rnasin (Promega Co.,
Madison, EUA) e incubando a 37°C por 30 minutos. Sendo adicionado em
seguida 2ul proteinase K 2mg/ml e a reagao foi incubada por 30 minutos a
37°C. Adicionado entao 2,5ul de EDTA 0,5M, 12,5ul de acetato de s6dio 3M
pH5,4, 2,5ul de SDS 10% e 107,5ul de H20 DEPC mais 125ul de fenol pH5
e 125ul de cloroférmio, agitando a mistura em vortex por 15 segundos, a fim

de retirar DNA e outras proteinas remanescentes.
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A amostra foi submetida a uma centrifugacdo de 12.000g por 15
minutos a 4°C, depois foi recuperado o sobrenadante e transferido para
outro microtubo novo ao qual foi adicionado 250ul de alcool isopropilico e
NaCl para concentracdo final de 250mM, com a finalidade de precipitar o
RNA. Este material permaneceu em freezer —20°C por 18 horas
aproximadamente. Apds esse periodo, o material foi centrifugado a 12.000g
a 4°C por 15 minutos, o sobrenadante foi desprezado e em seguida foi
adicionado etanol 75% para lavagem do pellet sendo entdo centrifugando a
12.000g a 4°C por 5 minutos. Em seguida, desprezou-se o sobrenadante e
o tubo foi invertido sobre uma toalha de papel para secagem, o pellet foi

ressuspendido com 10ul de H20 DEPEC.

3.4 Transcricao reversa (RT)

A sintese do cDNA foi feita a partir 2ug do RNA tratado com Dnase
acertando o volume para 10,25ul com H,O miliQ autoclavada e adicionando
2,5ug de hexdmeros randdémicos iniciadores pd(N)s (Amersham Pharmacia
Biotech, Buckinghamshire, England) .A mistura dos hexameros randémicos e
0 RNA foi submetida a um aquecimento de 70°C por 10 minutos, em seguida
colocada em gelo por 2 minutos e entdo foi adicionado 5ul do tampao 5X da
Super Script 1l (Invitrogen Co., California, EUA), 2,5ul de dNTPs 2,5mM .
A mistura foi incubada a 42°C por 10 minutos sendo em seguida adicionado

200U da enzima Super Script Il (Invitrogen Co., California, EUA),
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permanecendo a reacao por 1 hora a 42°C, e apos este periodo foi incubada
por 15 minutos a 70°C para inativar a enzima transcriptase reversa. O cDNA

foi mantido a —20°C até o inicio da reacéao de PCR.

3.5 PCR gqualitativa

A partir de ciclos determinados que estdo descritos abaixo foi
realizada a mesma reacao de PCR para todos os pares de primers descritos
na Tabela 1:

Ciclagem

94°C 5 minutos

94° C 30 segundos

60° C 45 segundos 40x
72°C 45 segundos

72°C 7 minutos

4.0°C =@

Todas as reacdes de PCR foram feitas seguindo o protocolo descrito
abaixo.

Para o preparo de 50ul de reacéo para PCR, foi utilizado 1ul de cDNA ,
1ul de dntps (10 mM), 1,5 MgCI2 (50mM), 5 ul tampéo (10x), 1ul primer senso
(10mM), 1ul primer reverso (10mM), 0,25 ul Taq polimerase (5U/ul) e 39,25
H20 estéril.

Os produtos foram aplicados em gel de agarose 2% e corados com
brometo de etidio, fotografados e digitalizados no Image Master (Amersham

Biosciences, Buckinghamshire, England) para andlise de densidade éptica (DO).
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Os primers sensos e antisensos para HYAL1 wt,vl,v2,v3,v4 e Vv5;
HYAL2 wt, HYAL3 wt, v1, v2 e v3 e B-actina foram desenhados no programa

primer design e estédo descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Sequéncia de primers para os genes das HYAL 1, 2 e 3 e seus

produtos

Gene *(CG) Primer Tamanho do

HYAL 1
F- 5' CCACGGCCCTGACATGACAA 3' 736
R- 5' CGCACTCTCCCCCAGGCTGTG 3'

wt (AR 097287)
F- 5' CCACGGCCCTGACATGACAA 3' 896
R- 5' CCGGAGCACAGGGCTTGACT 3'

F- 5' ACCACTTTCTGCCCCTGGAA 3' 121
R- 5' CCGGAGCACAGGGCTTGACT 3'
V1 (AF 502904)
F- 5 CCACGGCCCTGACATGACAA 3' 807
R- 5' CCGGAGCACAGGGCTTGACT 3'

F- 5' GGCCCTTCAGCCCCAAGGA 3' 139
R- 5' CGTGAGTGCTGCCGGTAAAT 3'
V2 (AF 502905)
F- 5' GGCCCT TCAGCCCCA AGG A 3' 778
R- 5' CCGGAGCACAGGGCTTGACT 3'

F- 5 CTATGGCTTCCCTGACTGCTC 3' 155
R- 5' CCGGAGCACAGGGCTTGACT 3'
V3 (AF 502906)

F- 5 CCACGGCCCTGACATGACAA 3' 560
R- 5 CCGGAGCACAGGGCTTGACT 3'

V4 (AF 502907) F- 5" GGCCCT TCAGCCCCAAGG AT 361
R- 5' CCGGAGCACAGGGCTTGACT 3'

V5 (AF 502908) F- 5" GGCCCT TCAGCCCCAAGG AT 211
R- 5' CCGGAGCACAGGGCTTGACT 3'

HYAL 2

wt (HSU 09577) F- 5 GGCACAATATGAGTTTGAGTTCGC3’ 510
R- 5 TTGAGGTACTGGCAGGTCTCCG 3’

HYAL 3

wt (AF 036035) F- 5 CCGAGCTTATCAGGCAGCCTCTT 3’ 512
R- 5 CCCCTAGTGCTGCACTCACACCA 3

V1 (AF 502909) F- 5 CCGAGCTTATCAGGCAGCCTCTT 3’ 422
R- 5 CCCCTAGTGCTGCACTCACACCA 3

V2 (AF 5029010) F-5 CAACGTTGTCGGACCGAGGC 3’ 286
R-5 CCCCTAGTGCTGCACTCACACCA 3

V3 (AF 5029011) F-5 CAACGTTGTCGGACCGAGGC 3’ 196

R-5 CCCCTAGTGCTGCACTCACACCA 3

*CG- Cadigo de acesso ao Gene (Gene Bank)
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3.6 Purificacao de DNA

Os fragmentos amplificados foram purificados com a utilizacdo do kit
GFX gel band purificator (Amershan Bioscience, Buckinghamshire, England).

Apos a eletroforese em gel de agarose 2%, as bandas correspondentes
as variantes das hialuronidases foram recortadas do gel com ajuda de uma
lamina de bisturi e adicionadas, individualmente em tubos eppendorfs
previamente identificados e pesados. Em seguida, os tubos com os géis foram
novamente pesados e os valores dos pesos iniciais foram subtraidos.

Para cada 10 mg de gel, foi adicionados 10 pL do capture buffer do kit
(méximo de 300 pL para 300 mg).

O tubo foi fechado e vortexado fortemente e, em seguida Incubado
a 65°C até a total dissolugcdo da agarose (5-10 min), agitando o tubo
eventualmente.

Durante a incubacéo, foi colocada uma coluna GFX em um tubo det
aleta (do Kit) para cada purificagdo. Tanto a coluna quanto o tubo foram
devidamente identificados.

Apoés a dissolucdo da agarose, os tubos foram centrifugados. Todo
contetdo de cada tubo foi transferido para cada coluna GFX e Incubado a
temperatura ambiente por 1 minuto. Em seguida, as colunas foram
centrifugadas em velocidade maxima por aproximadamente 35 segundos.

Descartou-se o filtrado et alocou-se as colunas de volta aos tubos.

Adicionou-se 500 pL de wash buffer do kit em cada tubo. Centrifugou-

se em velocidade maxima por 35 segundos. O filtrado foi descartado e

repetiu-se a centrifugacao para retirada de todo o buffer, descartando-se,
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novamente o filtrado. As colunas foram transferidas para novos tubos de
1,5 ml devidamente identificados.

Apo6s a transferéncia, foi adicionado 40 pL de H,O mQ autoclavada
em cada coluna, incubando-se a temperatura ambiente por 1 minuto.
Em seguida, o DNA foi eluido e centrifugado em velocidade maxima por
1 minuto. Para verificar a purificacdo, 3uL do DNA eluido foi aplicado em gel

de agarose 2%, corado com brometo de etidio.

3.6.1 Re-amplificacdo de DNA purificado

Devido a pequena quantidade de material obtido apds a purificacéo,
foi realizada uma re-amplificacao a partir de 1ul de DNA purificado, seguindo
0s mesmos padrdes de concentracdo e ciclagem descritos anteriormente, a
fim de adquirir-se a quantidade desejada de DNA para a realizacdo do

protocolo de sequienciamento.

3.7 Sequenciamento de DNA

Para a realizacdo do protocolo de sequenciamento, foi utilizado em
meédia 200 ng de DNA, 3 ul de primer (3,2pmoles/ul), 3 ul de 5X sequencing
buffer e 2 ul de BigDye v3.1 (Applied Biosystems, California, EUA),
completando-se o volume final com H,0 para 15ul, dando, posteriormente,

um pulso de 1000 rpm.
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Ciclagem

96°C 2 min

96°C 45 seg

50°C 30 seg 35 x
60°C 4 min

4°C =°

3.7.1 Precipitacédo da Reacado de Sequenciamento com glicogénio

Aos 15 ul da reacdo de sequenciamento, adicionou-se 25 ul do
coquetel de precipitacdo, conforme descrito abaixo:

Para uma placa de 96 pocos foi utilizado 2750ul de etanol 100%
gelado, 110 ul de 3M NaOAc pH5,2 e 110ul de glicogénio 1mg/ml,
vortexando e mantendo em gelo por 15 minutos. Em seguida foi centrifugado
a 4.000 rpm por 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente
Inverteu-se e descartou-se o excesso, dando a seguir dois pulsos de 1000
rpm com a placa invertida.

Apoés os pulsos, foram adicionados 50ul de etanol 70% gelado por
reacao.Repetiu-se a centrifugacdo e a drenagem dos tubos, secando,
posteriormente, por 1 hora em lugar protegido da luz.

Em seguida, as placas foram colocadas no sequenciador ABI
PRISM® 3100 Genetic Analyzer (HITACHI, London, UK). As sequéncias

geradas, foram blastadas no GenBank). (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/blast).
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A expressdo da wt e das variantes 1, 2, da HYAL1, HYAL2-wt,

HYAL3-wt e HYAL3-v2, estdo demonstradas na figural6.
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i:igura 16. Expressdo de HYALL, HYAL2, HYAL3-wt, variantes e - actina
(controle positivo) nos tumores. Os produtos de PCR foram analisados por

electroforese em gel de agarose corado com brometo de etidio. O padrao de
peso molecular utilizado foi de 100bp (A).Os produtos de diferentes

amplicons podem ser visualizados de B a J
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3.8 Técnica de Imunohistoquimica empregada para
deteccdo dos antigenos Hyal 1 e 3, HAS1, HAS2 e

HAS3 em tecido congelado.

Para a imunomarcacdo dos antigenos especificados, foi utilizada
metodologia padronizada no Laboratorio de Patologia Molecular do Hospital do
Cancer AC. Camargo. Os anticorpos, bem como, suas referéncias (marca, clone,
espécie, titulacéo e kit de amplificacéo utilizado), estdo descritos na Tabela 3.

Os blocos selecionados foram submetidos a cortes histologicos de 3 a
4 um de espessura com o uso de um micrétomo e montados sobre laminas de
microscopia, sem a realizacdo de coloracdo. As amostras congeladas foram
fixadas em acetona gelada no freezer por 10 min. Em seguida, as laminas
foram lavadas primeiramente em &agua corrente e, por ultimo, em agua
destilada. Procedeu-se o bloqueio da peroxidase endégena com H,0, 6%, viv
com metanol com 2 trocas de 10 minutos cada. As laminas foram lavadas em
agua corrente, destilada e com solucédo salina tamponada com fosfatos (PBS-
phosphate buffered saline) 10mM pH 7.4 por 5 minutos. Em seguida, as
lAminas foram incubadas com os anticorpos primarios diluidos em titulos pré-
estabelecidos, conforme a tabela x, em tampao PBS contendo albumina
bovina (BSA) 1% (Sigma, A9647, EUA) e azida sodica (NaNs) 0,1%, por 30 min
s 37° C e por 18 horas a 4°C em camara Umida. As laminas foram lavadas em
tamp&o PBS com 3 trocas de 3 minutos cada. Em seguida, foram Incubadas
por 30 min a 37° C com Advance HRP Link (Dako cod K4068, Carpinteria,
CA, EUA). Posteriormente, as laminas foram lavadas com tampé&o PBS com 3

trocas de 3 min cada e, incubadas com o Advance™ HRP Enzyme por 30 min a
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37° C. Foi realizada a lavagem com tampao PBS com 3 trocas de 3 min cada.
As laminas foram incubadas em solugdo substrato: 100 mg% de 3,3’
Diaminobenzidine Tetrahydrochloride (DAB) (Sigma, D-5637, EUA); 1 mL de
Dimetilsulfoxido (DMSO); 1 mL de H,O, 6% (agua oxigenada 20 vol); 100 mL
de PBS; por 5 minutos a 37°C, ao abrigo da luz. Foi observado ao microscopio,
o desenvolvimento de precipitado castanho dourado, como produto final da
reacdo. As laminas foram lavadas em agua corrente e agua destilada por 3
minutos. Em seguida, foram contracoradas com Hematoxilina de Harris por
1 minuto. Novamente, as laminas foram lavadas em &gua corrente e destilada
por 3 minutos. Posteriormente, imergidas 2 vezes em 4gua amoniacal (solucao
de hidroxido de amoénio 0,5%), lavadas em seguida com agua corrente e
destilada. Aslaminas foram desidratadas em: etanol 80%, 95% e 100%
(2 vezes), 30 segundos cada. Em seguida, as laminas foram diafanizadas em
Xilol: 4 vezes, 30 segundos cada. A Montagem das laminas foi realizada com
laminula e Entellan neu (Merck, 1.07961, Alemanha), rotuladas e mantidas na
posicdo vertical por 24 horas. Controles positivos foram incluidos em cada
reacdo utlizando alguns dos proprios casos selecionados e tumores de
prostata, sabidamente positivos e, para controle negativo, foram omitidos os

anticorpos primarios.

Tabela 3. Relagcéo dos anticorpos empregados em imunohistoquimica

Anticorpos Marca/Clones Espécies Titulos Kit utilizado

Hyal 1 Santa Cruz /1D10 cabra 1:50 Advance™ HRP Link
Hyal 3 Santa Cruz / N-12 cabra 1:50 Advance™ HRP Link
HAS 1 Santa Cruz / R-15 cabra 1:50 Advance™ HRP Link
HAS 2 Santa Cruz / S15 cabra 1:50 Advance™ HRP Link

HAS 3 Santa Cruz / E-15 cabra 1:50 Advance™ HRP Link
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3.8.1 Técnica de Imunohistoquimica empregada para deteccdo dos
antigenos Hyal 1 e 3, HAS1, HAS2 e HAS3, TGF-B e E-caderina em

tecido parafinado.

Para a imunomarcacdo dos antigenos especificados, foi utilizada
metodologia padronizada no laboratorio de Patologia Molecular do Instituto
de Anatomia Patolégica da Universidade de Coimbra. Os anticorpos, bem
como, suas referéncias (marca, clone, espécie, titulacdo, recuperacéo
antigénica, kit de amplificacdo utilizado e padrdo de marcacao), estédo
descritos na Tabela 4.

Para tanto, as etapas que compdem o método estdo descritas a sequir:

Os blocos de parafina selecionados foram submetidos a cortes
histol6gicos de 3 a 4 um de espessura com 0 uso de um microtomo e
montados sobre laminas previamente silanizadas com  solucdo
3-aminopropylthiethoxy-silane, (Sigma, cédigo A-3648). Os cortes foram
submetidos a desparafinizacdo em banho de 20 minutos em xilol aquecido a
95 ° C, seguidos de trés banhos de xilol a temperatura ambiente.
Posteriormente, os cortes foram hidratados em concentragdes decrescentes
de etanol (100%, 95%, 70%) por cinco minutos cada. As laminas foram
lavadas em &gua corrente, destilada e com solugéo salina tamponada com
fosfatos (PBS-phosphate buffered saline) 10mM pH 7.4 por 5 minutos.
Iniciou-se a recuperacao antigénica, realizada em panela a vapor, na qual foi
colocado o berco com as laminas em cuba com solug¢do de citrato 10mM,

pH 6,0 a 95-100 ° C por 35 minutos. Em seguida, as laminas foram incubadas
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com os anticorpos primarios diluidos em titulos pré-estabelecidos, conforme
a tabela 4, em tampao PBS contendo albumina bovina (BSA) 1% (Sigma,
A9647, EUA) e azida sddica (NaNs) 0,1%, por 30 minutos a 37°C e por 18
horas a 4°C em camara Umida. As laminas foram lavadas em tamp&o PBS
com 3 trocas de 3 minutos cada. Em seguida, foram Incubadas por 30 min a
37° C com Advance” HRP Link (Dako cod K4068, Carpinteria, CA, EUA).
Posteriormente, as laminas foram lavadas com tampao PBS com 3 trocas de
3 min cada e, incubadas com o Advance” HRP Enzyme por mais 30 minutos
a 37°C. Foi realizada a lavagem com tampdo PBS com trés trocas de 3
minutos cada. As laminas foram incubadas em solucdo substrato: 100 mg%
de 3,3’ Diaminobenzidine Tetrahydrochloride (DAB) (Sigma, D-5637, EUA);
1 mL de Dimetilsulfoxido (DMSO); 1 mL de H,O, 6% (agua oxigenada 20 vol);
100 mL de PBS, por 5 minutos a 37°C, ao abrigo da luz. Foi observado ao
microscopio, o desenvolvimento de precipitado castanho dourado, como
produto final da reacédo. As laminas foram lavadas em agua corrente e agua
destilada por 3 minutos. Em seguida, foram contracoradas com Hematoxilina
de Harris por 1 minuto. Novamente, as laminas foram lavadas em agua
corrente e destilada por 3 minutos. Posteriormente, imergidas 2 vezes em
agua amoniacal (solucéo de hidroxido de aménio 0,5%), lavadas em seguida
com agua corrente e destilada. As laminas foram desidratadas em: etanol
80%, 95% e 100% (2 vezes), 30 segundos cada. Em seguida, as laminas
foram diafanizadas em Xilol: 4 vezes, 30 segundos cada. A Montagem das
laminas foi realizada com laminula e Entellan neu (Merck, 1.07961,

Alemanha), rotuladas e mantidas na posicao vertical por 24 horas.
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Controles positivos foram incluidos em cada reacao utlizando alguns

dos proprios casos selecionados e tumores de préstata, sabidamente

positivos e, para controle negativo, foram omitidos os anticorpos primarios.

Tabela 4. Relacao dos anticorpos empregados em imunohistoquimica

Anticorpos  Marca/Clones  Espécies Titulos Recuperacéo Kit utilizado
antigénica

Hyal 1 Santa Cruz /1D10  cabra 1:50 Citrato  Advance" HRP Link
Hyal 3 Santa Cruz /N-12  cabra 1:50 Citrato  Advance” HRP Link
HAS 1 Santa Cruz/R-15  cabra 1:50 Citrato  Advance” HRP Link
HAS 2 Santa Cruz / S15 cabra 1:50 Citrato  Advance” HRP Link
HAS 3 Santa Cruz /E-15  cabra 1:50 Citrato  Advance” HRP Link
TGF-B Santa Cruz /H-100  coelho ~ 1:100 Citrato  Advance” HRP Link
E-Caderina Santa Cruz/67A4 rato 1:100 Citrato Advance” HRP Link

3.9 Histomorfometria para

guantificacdo das células

(expressao de HAS 1, HAS 2 e HAS 3, Hyal 1 e 3,

TGF-B e E-Caderina)

Apés coloracdo das laminas dos 125

casos do Hospital das

Clinicas/Hospital do Cancer AC. Camargo e Hospital Universitario de

Coimbra para expresséo das Hyal 1 e 3, HAS 1, HAS 2 e HAS 3, TGF-B e E-

Caderina, iniciou-se a quantificacdo utilizando o Sistema Automatizado de

Imagem Celular (ACIS IIl, DAKO,Carpinteria, CA, EUA).

De maneira resumida, os componentes do ACIS Il consistem de um

microscoépio digital automatizado e de um computador com um programa de
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captura 26 de imagem e um sistema de processamento de imagens. Cada
lamina corada por imunohistoquimica foi digitalizada e as imagens capturadas
foram revisadas na tela do computador. O ACIS Ill é capaz de detectar,
contabilizar e classificar os tipos celulares baseados nos niveis de matiz,
saturacdo e luminosidade. O sinal € entdo convertido para mensuracdo de
densidade numérica. Para analisar a expressédo das proteinas foi utilizado o
programa computacional “membrana e citoplasma”, residente no sistema.
Este programa mede a intensidade da coloracdo do citoplasma e da
membrana e fornece um resultado em varidveis continuas que vao de 0 a
256. Para isso é atribuido o threshold, ou seja, indica-se para o software as
células com imunorreatividade e as células sem imunorreatividade.

Dez campos de cada lamina foram selecionados manualmente, sendo
cinco campos correspondentes ao tumor e cinco campos correspondentes
ao estroma, utilizando-se ferramentas de selecdo do ACIS Ill. Para as
andlises estatisticas foram utilizados os resultados do calculo do indice de
positividade descrito abaixo:

indice de positividade (%) = média area positiva — média area negativa
Area total

As médias foram obtidas das duas regides (estroma e tumor) de cada caso.

3.10 Tabulacéo dos dados e analise estatistica

A planilha completa estruturada no programa Excell contendo dados
clinicos, morfologicos e histomorfométricos dos 125 casos foi transferida para o

programa SPSS versdo 15 (Inc., Chicago, IL). Finalizamos entdo a analise
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descritiva das variaveis categoricas, atraves de suas frequéncias de
distribuicdo. Para variaveis categoricas utilizamos a soma ou numero total, para
as variaveis numericas utilizamos média, mediana (idade e sobrevida), desvio
padrdo, valor minimo e maximo. Tabelas e gréaficos foram construidos apés a
analise descritiva. Realizamos entdo a andlise estatistica formal. Utilizamos
teste ndo-paramétrico para avaliar a associacdo entre 0s varios tipos
histologicos e as demais variaveis clinicas e morfologicas. O teste T pareado foi
utilizado para testar as associacdes entre as variaveis continuas, examinando-
se os residuos para assegurar a distribuicdo normal. Novamente, tabelas e
graficos foram confeccionados. A seguir, iniciamos a analise das curvas de
sobrevida de Kaplan-Meier. Para tanto, as variaveis numéricas foram
binariamente categorizadas (minimo e maximo valor), a idade foi categorizada
em valores acima e abaixo da mediana. A sobrevida foi definida como o tempo
decorrido entre o diagnéstico histolégico do tumor e o 6bito. O status incluiu os
pacientes vivos, categorizados com 0, e que foram a O&bito, categorizados
como 1. Cada variavel clinica (idade, sexo, estadiamento) e morfoldgica (tipos
histologicos, HAS 1, 2 e 3, Hyal 1 e 3, TGF-B e E-caderina) foi analisada na
curva de sobrevida como fator dependente. Criaram-se tabelas e graficos com
os resultados obtidos. Finalmente, as variaveis significantes identificadas pelas
curvas de sobrevida de Kaplan-Meier foram avaliadas quanto a sua
independéncia no modelo de Regressdo de Cox. Tabelas e graficos foram

construidos. O nivel de significancia foi estabelecido para p = 0.05.



4 RESULTADOS
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4.1 Pacientes

Foram utilizados no estudo, espécimes tumorais de 125 pacientes
com CP oriundos do do Hospital das Clinicas da FMUSP /Hospital do Cancer
AC. Camargo e Hospital da Universidade de Coimbra, divididos em relagéo
ao tipo histolégico. Como controles, foram incluidas bordas ndo tumorais de
35 pacientes, sendo 25 amostras do Hospital Hospital das Clinicas/ AC
Camargo e 10 amostras do Hospital Universitario de Coimbra.

Nas Tabelas 5 e 6 podem ser apreciadas as caracteristicas demograficas
dos pacientes oriundos do Hospital das Clinicas da FMUSP /Hospital do
Cancer AC. Camargo e Hospital Universitario de Coimbra, quanto ao sexo,
idade, estadiamento, tratamento e seguimento. A mediana de idade dos
pacientes estudados foi de 69 anos. O estadiamento patologico final resultou
em 76 pacientes no estadio I, 20 pacientes no estadio Il, 27 pacientes no
estadio Il e 2 no estadio IV, respectivamente. Individualmente, quanto ao
estadio T, 33 pacientes eram T1, 70 estadio T2, e 9 estadio T3. Do total de
125 pacientes, 33 apresentaram metastases em linfonodos peribrénquicos
ipsilaterais e linfonodos subcarinais e mediastinais (18 N1 e 15 N2). Nove
tumores recidivaram 1 ano apos a cirurgia. A mediana de sobrevida foi de 28

meses. Até o final deste estudo, 24 pacientes faleceram.
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Tabela 5. Caracteristicas demogréaficas dos 69 pacientes do Hospital das

Clinicas da FMUSP/ Hospital do Cancer AC. Camargo, quanto ao sexo,

idade, estadiamento, tratamento e sobrevida

Total de pacientes 69
Idade (anos) 69 (44-83)%
Sexo 49 males
20 females

Estadiamento patoldgico

I 40

1 4

1] 25
EstadioT

1 16

2 36

3 4
Estadio N

0 50

1 6

2 13
CCE 22
ADC 47

e AIS 7

e Acinar 19

e Papilifero 13

e Solido 3
Tabagismo (magos/ano) 41 (0-120)*
Tratamento

Cirurgia 69

Cirurgia+ quimioterapia 21

Cirurgia+ quimioterapia+ radioterapia 4
Tempo de seguimento (meses) 28 (1-84)°
Pacientes censurados para analise da sobrevida até a 20

ltima data do seguimento

? Valores representam a mediana (minimo e maximo)
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Tabela 6. Caracteristicas demograficas dos 56 pacientes do Hospital da

Universidade de Coimbra, quanto ao sexo, idade, estadiamento, tratamento

e sobrevida

Total de pacientes 56

Idade (anos) 64 (43-84)%

Sexo 35 males, 21 females

Estadiamento patolégico

I 36
Il 16
1] 2
\Y 2
EstadioT
1 17
2 34
3 5
Estadio N
0 41
1 12
2 2
CCE 25
ADC 31
e AIS 03
e Acinar 12
e Papilifero 11
e Solido 3
Tabagismo (macgos/ano) 37 (0-100)
Tratamento
Cirurgia 56
Cirurgia+ quimioterapia 7
Cirurgia+ quimioterapia+ radioterapia 4
Tempo de seguimento (meses) 16 (3-30)*

Pacientes censurados para analise da sobrevida até a 4
Ultima data do seguimento

& Os valores correspondem as medianas e variagdo minima e maxima.

Todas as caracteristicas anatomo-patologicas dos tumores podem ser

contempladas nos anexos 1 e 2.
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4.2 Avaliacao da Expressao Génicadas HYAL 1,2e 3

O resultado de expressao das HYAL em todos os pacientes e grupo
controle estdo detalhados no anexo 1. O resultado da analise da frequéncia
de expresséo das HYAL 1, 2 e 3 em todos os espécimes de tecidos tumorais

e controles foram comparadas (Tabela 7).

Tabela 7. Expressao das HYALL, 2, e 3, estratificadas por tecidos tumorais
(69 casos) e controles (25 casos) obtidos dos pacientes do Hospital das
Clinicas/ Hospital do Cancer AC. Camargo

Expresséo génica Tumores (69) Controles (25)
HYAL1-wt 22 (26.2%)* 6 (7.1%)
e HYAL1-v1l 26 (30.6%)* 4 (4.7%)
e HYAL1-v2 35 (41.2%)* 3 (3.5%)
e HYAL1-v3 19 (22.4%) 10 (11.8%)
e HYAL1-v4 5 (5.9 %) 3 (3.5%)
e HYAL1-v5 0 (00%)* 8 (9.4%)
HYAL2-wt 53 (62.4%)* 5 (5.9%)
HYAL3-wt 25 (29.4%)* 7 (8.2%)
e HYAL3-v1 15 (20.5%)* 1 (1.4%)
e HYAL3-V2 17 (23.3%) 1 (1.4%)
e HYAL3-v3 15 (20.5%) 0 (00%)

Valores expressos em percentagem.

O teste chi-quadrado (x2) de Pearson foi utilizado para explorar diferencas de expressao entre
tumores e controles.

*p<0.05
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Claramente, HYAL1-wt, HYAL1-v1, HYAL1-v2, HYAL2-wt, HYAL3-wt,
HYAL3-vl foram significativamente mais expressas pelos tumores em
comparacao aos controles. Pelo fato de HYAL 1, 2, 3 e suas variantes
apresentarem diferencas de expressao em tecidos tumorais e controles do
mesmo paciente, resolvemos investigar a relacdo existente entre tecidos
tumorais e controles e a expressdo de HYAL. Encontramos expressao
simultanea entre tumor e controle nos seguintes genes: HYAL1-wt (4 casos;
27%), HYAL1l-vl (2 casos; 12%), HYAL1-v2 (um caso; 6%), HYAL1-v3
(4 casos; 25%), HYAL2-wt (5 casos; 30%) e HYAL3-wt (6 casos; 38%),
enquanto que para HYAL3-vl, v2 e v3 nenhuma expressao simultanea foi
encontrada.

Como ja demonstrado na Tabela 6, os tecidos expressaram mais de
um tipo de HYAL, conforme demonstrado pela correlacdo bivariada entre
HYALL, 2, 3 e variantes foi realizada em tumores e controles e pode ser

apreciada na Tabela 8.
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Tabela 8. Correlacdo entre HYALL, 2, 3 e variantes

A. Tumor

HYAL1-wt HYAL1-vl HYAL1-v3 HYAL1l-v4 HYAL1-v5 HYAL2-wt HYAL3-wt HYAL3-vl HYAL3-v2 HYAL3-v3

R=0.34 R=-0.23 R=0.30 R=-0.23
HYALL-wt p=0.002 p=0.03 p=0.006 p=0.05
R=0.27; R=0.45; R=0.29; R=0.38;
HYALLvL p=0.01 p=00001  p=0.007  p=0.001
R=0.52; R=032,  R=0.25;

HYALL-v2 p=0.03 p=0005  p=003

R=0.32; R=0.32;
HYALZWE 6 003 p=0.003

R=0.65; R=100;
HYALS-wt p=0.006 p=0.0001
B. Controle
HYAL1v2 HYAL1-v4 HYAL1v5 HYAL2-wt HYAL3-wt

HYALLw  R=0.48p=0.007 R=100 p=0.0001 R=-0.87 p=0.0001 R=0.74 p=0.002
HYALLvI  R=0.83p=0.0001 R=0.85 p=0.0001
HYAL1-v2 R=0.71 p=0.002 R=0.55 p=0.03
HYALLw  R=0.48p=0.007 R=100 p=0.0001 R=-0.87 p=0.0001 R=0.74 p=0.002
HYALIvI  R=0.83p=0.0001 R=0.85 p=0.0001
HYAL1v2 R=0.71 p=0.002

Associacdo entre HYAL1, 2, 3 e variantes. O Teste bivariado de Pearson foi utilizado
para identificar associa¢des entre varidveis em tumores e controles, estabelecendo-se a
significancia estatistica p < 0.05. R= coeficiente de correlacdo; p= significAncia estatistica.
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4.2.1 Associacdo entre expressdao das HYALL, 2 e 3 e subtipos de

adenocarcinoma

Como previamente descrito, reclassificamos os ADC em diferentes
subtipos incluindo “in situ” (padrdo lepidico puro) e invasivo com padrao
predominante acinar, papilifero e sélido. Dessa forma, nosso proximo passo foi
identificar diferencas de expressao das HYAL dentre os diferentes subtipos de
ADC. De fato, comparando espécimes tumorais de diferentes tipos histologicos,
encontramos uma alta percentagem de carcinomas de células escamosas que
expressaram HYAL1-wt e uma elevada fracdo de adenocarcinomas
predominantemente acinares, expressando HYAL3-v1 (Tabela 9).

Tabela 9. Expressdo das HYALL, 2, 3 e variantes, de acordo com tipos

histolégicos e subtipos de tumores oriundos dos pacientes do Hospital das

Clinicas/ Hospital do Cancer AC. Camargo

Hialuronidases CCE Adenocarcinoma (N=47) P
(N=22) valor

In situ Invasivo

AlS Acinar Papilifero Sdlido

(N=7) (N=19) (N=13) (N=8)
HYAL1-WT 9* (18,8%) | 1 (1,4%) |2 (2,9%) 2 (2,9%) 4 (5,8%) | 0,04
HYAL1-V1 7 (10,1%) | 3 (4,3%) [10**(14,5%) | 1 (1,4%) 5(7,2%) | 0,05
HYAL1-V2 11 (15,9%) | 3 (4,3%) | 7 (10,1%) | 10(14,5%) | 4 (5,8%) | 0,26
HYAL1-V3 5 (7,2%) 2 (2,9%) |4 (5,8%) 4 (5,8%) 4 (5,8%) | 0,60
HYAL1-v4 0 1(1,4%) |3 (4,3%) 0 1(1,4%) | 0,23
HYAL1-V5 0 0 0 0 0
HYAL2-WT 18 (26,1%) | 4 (5,8%) |15 (21,7%) | 9 (13,0%) | 7 (10,1%) | 0,59
HYAL3-WT 7 (10%) 3 (4,3%) |4 (5,8%) 5 (7,2%) 6 (8,7%) | 0,11
HYAL3-V1 2 (2,9%) 2 (2,9%) |5 (7,2%) 4 (5,8%) 2(2,9%) | 0,53
HYAL3-V2 7(10%) 1(1,4%) |5 (7,2%) 1(1,4%) 3(4,3%) | 0,44
HYAL3-V3 2 0 6 (8,7%) 4(5,8%) 33 (4,3%) | 0,14

Associacdo entre HYAL1, 2, 3 e variantes. O Teste bivariado de Pearson foi utilizado
para identificar associacdes entre variaveis em tumores e controles. R= coeficiente de
correlagao; p= significancia estatistica.
* Significativamente expressa em CCE (p < 0.05)
** Significativamente expressa em ADC predominantemente acinar (p < 0.05)
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4.2.2 Analise da sobrevida

Diversas combinacdes entre variaveis clinicas e morfolégicas foram
testadas com intuito de construir um modelo mateméatico de sobrevida
relevante.

O resultado da primeira melhor combinacédo, determinado pela anélise
multivariada de Cox pode ser contemplado na Tabela 10. Cinco variaveis
estiveram significativamente associadas com a sobrevida e incluiram idade,
estadiamento N, tratamento, tipo histologico e HYAL1-wt ou HYAL3-v1. Por
exemplo, constatamos que estadio N avancado esteve significativamente
correlacionado com menor sobrevida (p = 0.001). Todavia, quando HYAL1-wt
foi incluida no modelo como covariavel, a correlacdo entre estadio N e
sobrevida foi muito mais forte. O modelo matematico resultante mostrou risco
de morte associado com expressdo génica de HYALl-wt (R= 2,07),
metéastases linfonodais (R = 1.11), idade acima de 69 anos, e tipo histolégico
adenocarcinoma (R = 2.87) (Tabela 10). A curva de probabilidade de
sobrevida versus tempo de seguimento dos pacientes obtida pela Regressao
de Cox mostrou que 0 grupo de pacientes com tumores sem expressao de
HYAL1-wt apresenta melhor chance de sobrevida do que o grupo com
expressdo de HYAL1-wt. Em contraste, o grupo com auséncia de expressao
de HYAL3-v1l apresenta menor chance de sobrevida em relacdo ao grupo
com expressdo de HYAL3-v1l. A introdugcédo das demais variaveis HYAL no
modelo matematico controlado para idade, estadiamento N e tipos

histolégicos ndo apresentou impacto na sobrevida (Tabela 11).
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Tabela 10. Modelo de sobrevida para os pacientes do Hospital das Clinicas
/ Hospital do Cancer AC. Camargo pela regressédo de Cox para risco relativo
de morte, controlado para idade, estadio N, tratamento e tipos histologicos
(log-likelihood 109,749, p=0.0001)

Coeficiente Erro Método Sig Risco 95,0% IC
B Padrdo Wald (B) Risco(B)
Inferior Superior

Idade < 69 anos -1,09 0,62 3,08 0,08 0,33 0,09 1,14
Estadio N , 9,33 0,009
Estadio N ¢ -1,77 0,61 8,36 0,004 0,17 0,05 0,56
Estadio N; 0,10 0,74 0,02 0,008 1,11 0,26 0,79
Cirurgia+quimio+ 8,89 0,008
radioterapia
Cirurgia+ 0,09 0,65 799 0,003 0,65 0,10 1,25
guimioterapia
ADC 1,05 0,94 1,25 0,03 2,87 0,45 1,26
CCE 0,03 0,84 0,001 0,04 1,02 0,19 5,33
HYALZL-wt 0,73 0,85 0,74 0,03 2,07 0,39 0,92
HYAL3-v1 -0,73 0,67 1,19 0,02 0,48 0,13 1,78

Tabela 11. Risco relativo de morte para pacientes Hospital das Clinicas /
Hospital do Cancer AC. Camargo pela regressdo de Cox controlados para
idade , estadio N e tipos histolégicos de acordo com a expressdo das HYAL

1, 2, 3 e sua variantes

B Erro Wald Sig. Risco 95,0% IC Risco (B)
®) Inferior Superior

HYAL1-v1 -374 585 409 522 ,688 ,218 2,166
HYAL1-v2 -175 516 115,735 ,839 ,305 2,309
HYAL1-v3 -226 /576 154,695 , 798 ,258 2,466
HYAL1-v4 327 1,114 086 ,769 1,387 ,156 12,312
HYAL2-wt  ,483  ,672 516 ,473 1,621 434 6,055
HYAL3-wt  ,351 577 ,369 543 1,420 ,458 4,403
HYAL3-v2 ,621 ,606 1,049 ,306 1,861 ,567 6,110

HYAL3-v3 -,030 ,554 ,003 957 971 ,328 2,875
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4.3 Avaliacao Imunoproteicadas Hyal 1e 3, HAS 1,2 e 3
dos casos do Hospital das Clinicas da FMUSP/

Hospital do Cancer AC Camargo

Nas figuras 17, 18, 19, 20, 21 e 22 estdo representadas
respectivamente as células neoplasicas nos carcinomas células escamosas
e subtipos de adenocarcinomas, corados com imunohistoquimica para Hyal

le3,HAS1,2e3.

Figura 17. Carcinoma de Células Escamosas. Imunoexpressdo de HAS1
pelas células neoplasicas. Imunohistoquimica X 400
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Figura 18. Adenocarcinoma. Imunoexpressdo de HAS1 pelas células

neoplasicas. Imunohistoquimica X 400

Figura 19. Carcinoma de Células Escamosas. Imunoexpressdo de HAS2

pelas células neoplasicas. Imunohistoquimica X 400
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Figura 20. Adenocarcinoma. Imunoexpressdo de HAS2 pelas células

neoplasicas. Imunohistoquimica X 400

Figura 21. Carcinoma de células escamosas. Imunoexpressdo de HAS3
pelas células neoplasicas. Imunohistoquimica X 400
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Figura 22. Adenocarcinoma. Imunoexpressdo de HAS3 pelas células

neoplasicas. Imunohistoquimica X 400
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O resultado da média de intensidade de expressédo das Hyal em todos

0s tumores e grupo controle esta detalhado na Tabela 12.

Tabela 12. Sumario dos resultados morfométricos* nas amostras de
tumores e controles

Média (%) Minimo-Maximo
Tumor
Hyall 33,4 2.9-62,9
Hyal3 72,6 5-121,6
HAS1 26,4 0,1-76,9
HAS?2 19,5 0,0- 73,2
HAS3 10 0,5-60,4
Controles
Hyall 26,7 6,3 - 47
Hyal3 54,1 48,8-59,2
HAS1 37,3 2,6-72
HAS?2 32,4 26 — 38,8
HAS3 8,3 0,9-15,6

* Densidade numérica de células imunoreativas mensuradas através da intensidade

de coloragéo do citoplasma e da membrana citoplasmatica de cada célula residente
no sistema ACIS IlI .

# p=0.09 (Teste T independente)

Houve maior expressédo de Hyal 3 no tumor quando comparado aos

controles, porém esta diferenca foi marginalmente significante.
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O resultado da analise da frequiéncia de imunoexpressao das Hyal 1 e
3, e HAS1, 2, 3 em todos os espécimes de tecidos tumorais e controles

foram comparadas (Tabela 13).

Tabela 13. Expressao das Hyal 1 e 3, Has 1, 2 e 3 estratificadas por tecidos
tumorais e controles obtidos dos pacientes do Hospital das Clinicas da
FMUSP/ Hospital do Cancer AC. Camargo

Expressdao proteica Tumores (69) Controles (25)
Hyal 1 69 (100%) 22 (88%)
Hyal 3 69 (100%) 19 (76%)
HAS 1 69 (100%) 21 (84%)
HAS 2 66 (95%) 24 (96%)
HAS 3 69(100%) 25 (100%)

Valores expressos em percentagem.
O teste chi-quadrado (x2) de Pearson foi utilizado para explorar diferencas de expresséo
entre tumores e controles.

A associacao entre as variaveis foi testada como demonstra a Tabela 14.
Houve associagao significante entre Hyal 3 e HAS1 e Hyal 3 e HAS3 e HAS1

e HAS2 e HAS2 e HASS.
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Tabela 14. Correlagcéo de imunoexpresséao entre Hyal 1 e 3, HAS1,2 e 3

Hyall Hyal3 HAS1 HAS2 HAS3

R 1 ,097 171 ,013 -, 108
Hyall

p 412 ,149 ,916 ,363

R ,097 1 236 ,070 ,208"
Hyal3

p 412 ,044 ,559 ,010

R 171 236" 1 235" ,080
HAS1

P ,149 ,044 ,045 ,500

R ,013 ,070 235" 1 328"
HAS?2

p ,916 ,559 ,045 ,005

R -,108 ,298" ,080 328" 1
HAS3

p ,363 ,010 500 ,005

Associacdo entre Hyal 1 e 3, HAS1, 2 e 3. O Teste bivariado de Pearson foi
utilizado para identificar associacfes entre variaveis em tumores e controles. R=
coeficiente de correlacdo; p= significancia estatistica.

*P <0.05

*P<0.01.

4.3.1 Associacdo entre expressao das Hyal 1 e 3, HAS1, 2 e 3 e

carcinomas de células escamosas e subtipos de adenocarcinoma

Na tabela 15 podem ser contempladas as médias e as variacdes
minima e maxima das diferentes Hyal e HAS. N&o houve diferenca
estatistica entre a expressao das Hyal 1 e 3, HAS1, 2 e 3 e os diferentes

tipos histologicos de tumor.
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Tabela 15. Suméario dos resultados morfométricos* de acordo com tipos
histolégicos e subtipos de ADC oriundos dos pacientes do Hospital das
Clinicas / Hospital do Cancer AC. Camargo

Média Minimo -Maximo
Hyall AIS 38,6 10,7-52,2
Acinar 40,3 5,8-62,9
Papilifero 26,1 2,9-52,3
CCE 30,4 3,8-61,8
Solido 33,3 4,8-54,6
Hyal3 AIS 78,2 43,5-121,5
Acinar 76,9 51,3-119,0
Papilifero 68,2 19,7-110,4
CCE 75,3 5,0-119,7
Solido 55,4 15,3-98,0
HAS1 AIS 24,1 3,2-51,3
Acinar 30,7 3,1-72,1
Papilifero 32,2 0,8-58,7
CCE 21,4 0,11-54,7
Solido 24,8 0,15-76,9
HAS2 AIS 11,4 0-39,7
Acinar 19,7 0,4-72,2
Papilifero 23,5 1,0-48,6
CCE 18,3 0-53,7
Solido 22,8 0-73,2
HAS3 AIS 8,5 2,4-16,1
Acinar 10,4 1-60,4
Papilifero 11,1 0,5-23,1
CCE 10,2 1,6-39,0
Solido 7,7 1,1-18,0

* Densidade numérica de células imunoreativas mensuradas através da intensidade de
coloracdo do citoplasma e da membrana citoplasmatica de cada célula residente no sistema
ACIS Ill= indice de Positividade (IP) (IP=Intensidade de coloracdo X area positiva/area total).

# p=0.09 (Teste T independente)
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4.3.2 Andlise da sobrevida

Diversas combinacdes entre variaveis clinicas e morfolégicas foram
testadas com intuito de construir um modelo mateméatico de sobrevida
relevante.

O resultado da melhor combinacdo, determinado pela andlise
multivariada de Cox pode ser contemplado na Tabela 16. Seis variaveis
estiveram significativamente associadas com a sobrevida e incluiram
idade, sexo, estadiamento, tipo histologico, HAS2 e HAS3. O modelo
matematico resultante mostrou risco de morte associado com sexo
masculino (R=2,2), idade < 65 anos (R=3,6), adenocarcinoma sdlido
(R=4,4), estadio Ill (R=3,1), imunoreatividade para HAS2 (R=8,7) e HAS3
(R=6,8). A curva de probabilidade de sobrevida versus tempo de
seguimento dos pacientes obtida por Kaplan-Meier mostrou que o0 grupo
de pacientes com tumores exibindo alta expressdo de HAS2 e HAS3
apresenta melhor chance de sobrevida do que o grupo com

imunoreatividade baixa (Figura 23).



Resultados 77

Tabela 16. Analise multivariada da sobrevida para os pacientes do Hospital

das Clinicas/ Hospital do Cancer AC. Camargo pelo modelo matematico de

Cox para avaliacao do risco relativo de morte sob controle de idade, estadio,

tratamento e tipos histolégicos dos (log-likelihood 99,96 p=0.01)

95,0% ClI for Exp(B)

B SE Wald Sig. Exp(B) Inferior Superior

Sexo masculino -2,183 1,151 3,596 ,058 ,113 ,012 1,076
ADC Sélido 4,393 ,355

AIS -11,980 187,532 ,004 ,949 ,000 ,000 2,660
ADC Acinar -,503 1,201 ,175 ,676 ,605 ,057 6,371
ADC Pailifero 1,526 1,302 1,374 ,241 4,598 ,359 58,940
CCE ,346 1,244 ,077 ,781 1,413 ,123 16,201
Estadio 3,115 211

Estadio (N1) -1,705 ,967 3,112 ,078 ,182 ,027 1,208
Estadio (N2) -15,125 269,630 ,003 ,955 ,000 ,000 8,730
Idade <65 anos -3,627 1,299 7,792 ,005 ,027 ,002 ,340
Hyall , 745 ,689

Hyal 1(1) -,216 ,949 ,052 ,820 ,806 ,126 5,175
Hyal 1(2) -,637 , 739 743 ,389 ,529 ,124 2,251
Hyal 3 2,657 ,265

Hyal 3(1) 1,573 1,008 2,434 ,119 4,822 ,668 34,793
Hyal3(2) 1,618 1,090 2,202 ,138 5,045 ,595 42,759
HAS1 ,601 , 740

HAS1(1) ,330 ,926 ,127 721 1,391 ,226 8,547
HAS1(2) -,440 ,922 ,228 ,633 ,644 ,106 3,923
HAS2 (4,2%) 4,301 , 116

HAS2(32,6%) 2,163 1,054 4,215 ,040 8,698 1,103 68,577
HAS2(14,6%) 1,017 ,858 1,407 ,235 2,766 ,515 14,850
HAS3 (0.49%) 5,701 ,058

HAS3(1) (60,44%) -,808 1,074 ,566 452 446 ,054 3,656
HAS3(2) (10,01%) 1,917 874 4,815 ,028 6,802 1,227 37,704
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Figura 23. Probabilidade para sobrevida versus tempo de seguimento dos
pacientes do Hospital das Clinicas/ Hospital do Cancer AC. Camargo obtida
pelas curvas de Kaplan-Meier, de acordo com a imunoexpressado da HAS2.
imunoexpressao de
HAS2 >= 32,6 % apresenta melhor chance de sobrevida do que o grupo com
imunoreatividade baixa

O grupo de pacientes com

tumores exibindo

4.4 Avaliacao Imunoproteica da E-caderina, TGF-, HAS 1,

HAS 2 e HAS 3, Hyal 1 e Hyal 3 nos tumores de

pacientes do Hospital Universitario de Coimbra

Nas figuras, 24, 25, 26, 27, 28, 29 e 30, estdo representadas

respectivamente as células neoplasicas nos carcinomas de células

escamosas e subtipos de adenocarcinoma, corados com imunohistoquimica
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para E-caderina, TGF-B, HAS1, HAS2 e HAS3, Hyal 1 e Hyal 3 dos

pacientes do Hospital Universitario de Coimbra.

Figura 24. Imunoexpressao de Hyal 1 pelas células neoplasicas. (A)

Adenocarcinoma in situ (AIS), (B) adenocarcinoma predominatemente acinar,
(C) Carcinoma de células escamosas e (D) adenocarcinoma

predominantemente papilifero. Imunohistoquimica X100 um
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Figura 25. Imunoexpressao de Hyal 3 pelas células neoplasicas e controle.

(A, B) adenocarcinoma predominatemente predominantemente papilifero,
(C) adenocarcinoma predominatemente acinar e (D) Parenquima normal.

Imunohistoquimica X100 ym
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Figura 26. Imunoexpressdo de HAS1 pelas células neoplasicas.
(A) adenocarcinoma predominatemente predominantemente papilifero, e

(B) Carcinoma de células escamosas. . Imunohistoquimica X 100

Figura 27. Imunoexpressao de HAS2 pelas células neoplasicas e controle.

(A) Adenocarcinoma in situ (AIS) e (B) Parenquima normal.

Imunohistoquimica X 100 pm
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Figura 28. Imunoexpressdo de HAS3 pelas células neoplasicas e controle.

(A) Adenocarcinoma in situ (AlIS) e (B) parenquima normal.
Imunohistoquimica X 100 ym
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Figura 29. Imunoexpressdo de E-caderina pelas células neoplasicas.

(A) adenocarcinoma predominantemente Acinar, (B) adenocarcinoma
predominantemente papilifero, (C) carcinoma de células escamosas
(D) Adenocarcinoma in situ (AIS). Imunohistoquimica x100 pym
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Figura 30. Imunoexpressdo de TGF-B pelas células neoplasicas.

(A) adenocarcinoma predominantemente acinar, e (B) adenocarcinoma

predominantemente papilifero. Imunohistoquimica x 100 ym

4.4.1 Histomorfometria

O resultado da média de intensidade de expressédo das HAS1, 2 e 3,
Hyal 1,3, TGF- B e E-caderina em todos os tumores e grupo controle esta
detalhado na Tabela 17. Os tumores tiveram maior intensidade de expressao
para HAS1, 2 e 3, e Hyal 1 e 3, quando comparados ao estroma e controles
(p<0,05). A expressao de TGF-B e E-caderina foi significativamente maior

nos tumores em relagéo ao estroma.
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Tabela 17. Sumario dos resultados morfométricos de acordo com a

intensidade de expressao nos tumores, estroma e controles

Média Variacao
Marcadores* Tumor Estroma Controle Tumor Estroma Controle
HAS 1 42.72# 13.92 2.18 0.00-137.6 0.00-75.71 0.07-9.15
HAS 2 30.72# 10.45 4.83 0.01-124.25 0.30-38.34 0.00-23.24
HAS 3 53.98#### 11.70 9.14 0.00-109.05 0.20-56.32 0.00-34.56
Hyal 1 91.75#### 27.30 3.57 42.51-136.95 0.11-62.27 0.20-9.65
Hyal 3 34.42HH#H#H# 12.72 17.49 0.00-114.45 0.02-68.37 0.00-76.61
TGF-B 85.70#H#H#HH 57.8 - 32.32-138.20 2.65-87.65 -
E-caderina |57.78###Hi## 64.31 - 5.69-146.11 3.2-96.35 -

*Densidade numérica de células imunoreativas mensuradas através da intensidade
de coloracdo do citoplasma e da membrana citoplasmatica de cada célula residente
no sistema ACIS llI= indice de Positividade (IP) (IP=Intensidade de coloracdo X
area positiva/area total).

HASL1: # tumor VS estroma (p=0.002); tumor VS controle (p=0,002)

HAS2: ## tumor VS estroma (p=0.001); tumor VS controle (p=0,004)

HASS3: ### tumor VS estroma (p=0,0001); tumor VS controle (p=0,0001)

Hyal 1: #### tumor VS estroma (p=0,0001); tumor VS controle (p=0,0001)

Hyal 3: #####H tumor VS estroma (p=0,0001); tumor VS controle (p=0,002)

TGF-B: ###### tumor VS estroma (p=0,0001);

E-caderina: ####### tumor VS estroma (p=0,0001)

Em relacdo ao tipo histologico, HAS3 esteve predominantemente
expressa nas células tumorais dos adenocarcinomas (p=0, 016), enquanto
gue Hyal 3 teve maior expressdo nas células estromais dos carcinomas de
células escamosas (p=0,002). Em relacdo aos subtipos de adenocarcinoma,
houve diferenca estatistica entre a maior expressédo de TGF-B e HAS3 pelas
células do adenocarcinoma in situ (p<0,05) em relacdo aos demais subtipos.
Igualmente significante foi a maior expressdo de HAS1 pelas células
neoplasicas dos adenocarcinomas papiliferos (p<0,05). N&o houve

associagao entre os demais marcadores e 0s tipos e subtipos histologicos.
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A correlacdo feita dentre todas as variantes demonstrou que 0s
pacientes que expressaram TGF-f no estroma também apresentaram alta
expressado de E-caderina no estroma (R: 0,49; p=0,008).0 mesmo fenémeno
ocorreu em relacdo a TGF-B no tumor e HAS2 no estroma (R: 0.40, p=0.03),
e-caderina no estroma e HAS2 no tumor (R: 0.47, p=0.11), Hyal 1 no tumor e
HAS1 no estroma (R: 0.33, p=0.03), Hyal3 e HAS 1 no estroma (R: 0.58 p=
0.02), Hyal 3 no tumor e HAS 1 no estroma (R: 0.44, p=0.01) e Hyal 3 e
HAS1 no tumor (R: 0.35, p=0.10).

No entanto, correlacdes negativas ocorreram entre TGF- 3, HAS3 e
Hyal 1, onde a expressdo de TGF-B foi menor na presenca de HAS3 no
estroma (R: 0.54, p=0.004) e quando Hyal 1 estava expressa no tumor
(R: 0.40, p=0.03). Igualmente significativas foram as associacdes negativas
entre HAS1 e os subtipos acinar e papilifero ( R= -0,35, p=0,02 e R=-0,49,
p=0,05, respectivamente).

Em relacdo ao histérico de tabagismo, as proteinas que estiveram
mais expressas em pacientes com histéria positiva foram HAS1 (p=0,10),
HAS3 (p=0,01) e Hyal 1 (p=0,03). Interessantemente, 0s pacientes com
histéria de tabagismo, tiveram uma correlagdo negativa com 0s
adenocarcinomas acinares (R:-0.35, p=0.02), Tabela 18.

Em relagédo ao estadiamento, E-caderina esteve mais expressa nos

casos que nao tiveram metastases linfonodais (p=0.30).
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Tabela 18. Associacao entre as expressdes dos marcadores e as variaveis

clinicas
Estadio TGF- E-cad HAS1 HAS2 HAS3
N B
R 0.38 0.40
Hist. Tabagimo
p 0.01 ** 0.05*
R -0.35
ADC Acinar
p 0.02*
R -0.49 0,27
ADC Papilifero
p 0.05* 0,04*
R 0.49 0.40 -0.54
TGF-B p 0,008 0.03 0.004
**
R 0.47
E-cad
p 0,011**
R 0.33
Hyall
p 0,03*
R 0.35
Hyal3
P 0,01**

Associacdo entre TGF-B, E-caderina, HAS1, 2 e 3. O Teste bivariado de Pearson foi
utilizado para identificar associacdes entre varidveis em tumores e controles. R= coeficiente
de correlacéo; p= significancia estatistica.

*P<0.05
**P<0.01.
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4.4.2 Andlise da sobrevida

Verificamos o impacto na sobrevida da imunoexpressao de Hyal 1e 3,
HAS1, 2 e 3, TGF-B e E-caderina pelos tumores dos pacientes do Hospital
Universitario de Coimbra. Cinco variaveis estiveram significativamente
associadas com tempo de sobrevida, ao se controlar o modelo para estadio
e tipos histologicos, e incluiram idade, sexo, estadio N , e niveis de
imunoexpressao proteica de HAS2 e HAS3 (Tabela 19). Por exemplo,
constatamos que o estadio ndo esteve associado a sobrevida. Todavia,
qguando a imunoexpressao proteica de HAS2 e HAS3 estiveram presentes
como covariadas, a correlacdo entre estadio e sobrevida foi marginalmente
significativa (p=0.07). A analise multivariada mostrou menor risco de morte
para sexo feminino (R=0,11), idade < 69 anos (R= 0,02), estadio | e Il
(R=0,18 e 0,00) e maior risco de morte para tumores com imunoexpressao
proteica de HAS2 < 14.6% (R=8,69) e HAS3 > 7.4% (R=6,80). A curva de
probabilidade para sobrevida versus tempo de seguimento dos pacientes
mostra que 0 grupo com imunoexpressdo proteica de HAS2 > 14,6%
apresenta melhor chance de sobrevida do que 0 grupo com menor
imunoexpressao (Figura 31). Em contraste, 0 grupo com menor
imunoexpressao de HAS2 apresenta menor chance de sobrevida em relacao

a0 grupo com maior imunoexpressao .
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Tabela 19. Analise multivariada da sobrevida para os pacientes do Hospital

da Universidade de Coimbra pelo modelo matematico de Cox para avaliacdo

do risco relativo de morte sob controle de idade, estadio, tratamento e tipos
histoldgicos (log-likelihood 99,96 p=0.01)

Coeficiente Erro Meétodo Sig Risco 95,0% IC para
B Padrio Wald (B) Coef (B)
Inferior Superior

Sexo feminino -2,18 1,15 359 0,05 0,11 0,01 1,07
Idade < 69 a -3,62 1,29 7,79 0,005 0,02 0,002 34
ADC solido 4,39 0,35
ADC in situ -11,98 187,53 0,00 094 0,00 0,00 2,66
ADC acinar -0,50 1,20 0,7 0,67 0,60 0,05 6,37
ADC papilifero 1,52 1,30 1,37 0,24 4,59 0,35 58,94
CCE 0,34 1,24 0,07 0,78 141 0,12 16,20
Estadio Ill 3,11 0,21
Estadio | -1,70 0,96 3,11 0,07 0,18 0,02 1,20
Estadio Il -15,12 269,63 0,00 095 0,00 0,00 8,73
Hyal 1 0,74 0,68
Hyall < 31,9% -0,21 0,94 0,05 0,82 0,80 0,12 5,17
Hyall> 31,9% -0,63 0,73 0,74 038 052 0,12 2,25
Hyal 3 2,65 0,26
Hyal 3 < 70,8% 1,57 1,00 2,43 0,11 4,82 0,66 34,79
Hyal 3 > 70,8% 1,61 1,09 2,20 0,13 5,04 0,59 42,75
HAS1 0,60 0,74
HAS1 < 22,8% 0,33 0,92 0,2 0,72 139 0,22 8,54
HAS1 > 22,8% -0,44 0,92 0,22 063 064 0,10 3,92
HAS?2 4,30 0,11
HAS2 < 14,6% 2,16 1,05 4,21 0,04 8,69 1,10 68,57
HAS2 > 14,6% 1,01 0,85 1,40 0,23 2,76 0,51 14,85
HAS3 5,70 0,05
HAS3 < 7,4% -0.80 1,07 0,56 045 0,44 0,05 3,65
HAS3 > 7,4% 1,91 0,87 4,81 0,02 6,80 1,22 37,70

89
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Imunoexpressao
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Figura 31. Curva de probabilidade para sobrevida versus tempo de
seguimento dos pacientes do Hospital Universitario de Coimbra obtida pela

Regressao de Cox, de acordo com a imunoexpressao da HAS2
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4.5 Comparacao entre a Imunoexpressao das HAS 1,2 e
3 e Hyal 1 e 3 nos tumores de pacientes do Hospital
das Clinicas/ Hospital do Cancer AC. Camargo e

Hospital Universitario de Coimbra

Os resultados da imunoexpressado das HAS1, 2 e 3 e Hyal 1 e 3,
obtidos dos dois grupos de pacientes foram comparados e estdo dispostos

na tabela 20.

Tabela 20. Comparacgéao entre a Imunoexpresséao das HAS1,2e 3 e Hyal le
3 nos tumores de pacientes do Hospital das Clinicas/ Hospital do Cancer

AC. Camargo e Hospital Universitario de Coimbra

Pacientes Média Desvio Padrdo  Significancia

Coimbra* 42,71 38,05 0,002
HAS1 tumor

Brasil 26,41 20,76

Coimbra* 30,71 33,22 0,02
HAS2 tumor

Brasil 19,49 17,75

Coimbra* 53,97 34,45 0,0001
HAS3 tumor

Brasil 10,01 10,26

Coimbra* 91,74 18,67 0,0001
Hyall tumor

Brasil 33,37 16,20

Coimbra 34,41 33,25 0,0001
Hyal 3 tumor

Brasil* 72,61 26,15

Densidade numérica de células imunoreativas mensuradas através da intensidade de coloragéo
do citoplasma e da membrana citoplasmética de cada célula residente no sistema ACIS llI=
indice de Positividade (IP) (IP= média da intensidade de coloracdo X média da area

positiva/area total).

* SignificAncia estatistica: p<0,05.
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A imunoexpressao das HAS1, 2 e 3 e Hyal 1 foi significativamente
maior nos tumores de pacientes do Hospital Universitario de Coimbra,
enquanto que a imunoexpressao de Hyal 3 foi significativamente maior nos

tumores de pacientes brasileiros.



5 DISCUSSAO
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Estudamos a expressdo génica das HYAL selvagens e variantes,
moléculas estas envolvidas no processo de invasdo e angiogénese tumoral,
nos carcinomas de células escamosas e adenocarcinomas ressecados de
pacientes atendidos e acompanhados no Hospital das Clinicas e Hospital AC
Camargo. Demonstramos que HYAL1-wt, HYAL1-vl, HYAL1-v2, HYAL2-wt,
HYAL3-wt, e HYAL3-vl foram expressas preferencialmente em tecidos
tumorais comparados com 0s respectivos controles. A expressao de HYAL
associou-se aos tipos histologicos, especificamente a HYAL1-wt nos CCE,
HYAL3-vl nos ADC, e HYAL1-vl nos subtipos acinares. A expressao de
HYAL1-v4 e HYAL1-v5 foram raras, tanto nos tecidos controles como
tumorais. Demonstramos também que a expressdo de HYAL1l-wt esteve
associada com  prognéstico desfavoravel. HYALl-wt produz a HYAL
enzimaticamente ativa responséavel pela degradacao do acido hialurénico em
pequenos fragmentos indutores da mobilizagcdo e invasdo das células
neoplasicas. Nossos achados sdo concordantes com estudo prévio que
demonstrou a HYAL1-wt somente em tumores de bexiga de alto grau,
linfonodos e linhas celulares de cancer de prostata (Lokeshwar et al, 2002).
Nossos resultados revelaram ainda que a expressdo de HYAL3-vl em
amostras tumorais é preditiva de longa sobrevida para os pacientes. Durante
o0 evento de splicing alternativo, as variantes se tornam enzimaticamente

inativas devido a perda de pelo menos 30 aminoéacidos da proteina (Mackovic-
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Housley et al., 2000). Esta sequéncia € codificada por um éxon de 90-pb
presente em ambos os genes HYAL1 e HYAL3. Estes 30 aminoacidos
formam o sitio catalitico de clivagem da ligacéo glicosidica entre N-acetil-D-
glicosamina e o acido D-glicurdnico. Desde que o HA é um polimero formado
de unidades dissacarideos repetidas de N-acetil D-glicosamina e acido D-
glicurénico, ele ndo é degradado por HAases codificadas pelas variantes de
HYAL1 and HYAL3. Consequentemente, a degradacdo do HA é restrita as
HAases que assim se originam das transcritas selvagens (Mackovic-Housley
et al., 2000). Os produtos originados pela degradacdo do HA em fragmentos
constituidos por 2 a 25 dissacarideos, estimulam a proliferacdo de células
endoteliais através da inducdo da atividade da proteina tirosino-quinase e
ativacdo de vias de transducéo de sinal, sendo esse um processo essencial
para inducdo de angiogénese, fundamental no processo de progressado das
neoplasias (Halici et al., 2004; Slevin et al., 1998).

Demonstramos previamente que a expressao das variantes HYAL em
tumores de prostata esta associada com baixos escores de Gleason
diminuindo a recorréncia dos tumores. Especificamente, HYAL3-v1 esteve
presente em tumores com baixos escores de Gleason e na hiperplasia
prostatica benigna enquanto que HYAL3-v2 e HYAL1-v3 foram expressas
preferencialmente por tumores que nao recorreram (de Sa et al, 2009). Outro
estudo, mencionado anteriormente, que caracterizou um dominio EGF-like,
presente na estrutura das HAases, nos auxilia a compreender a correlacao
entre HYAL3-v1 e tumores de bom comportamento. Por esta variante ser a

Gnica que perde o dominio EGF-like, é possivel que este dominio atue em
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processos de interacdo proteina-proteina, célula-célula e célula-matriz,
promovendo a proliferacédo (Chao et al., 2007).

HYAL2-wt foi expressa em propor¢cdes similares de CCE e ADC.
No entanto, deteccdo de HYALZ2 e delecdes de FHIT (triade histidina fragil)
em tabagistas estd associada com o diagndstico de cancer de pulmao (Li et
al, 2007). Em adicao, foi demonstrada a correlacéo entre a presenca de HA
clivado em fragmentos de 50 a 60 dissacarideos gerados pela HYAL2-wt e
linfomas ndo Hodgkin B de bom progndstico (Bertrand et al, 2006).

Apesar dessas demonstracdes de que as formas inativas das Hyal 1 e
3 ou a Hyal 2 selvagem que degrada o HA em fragmentos maiores estao
correlacionadas a tumores de melhor progndstico, existem evidéncias na
literatura de que os niveis aumentados de HA favoreceriam o crescimento e
a invasao tumoral, além de oferecer protecao contra o sistema imunolégico
(Pure e Cuff, 2001). Porém esses dados sdo provenientes de estudo
de tumores cavitarios, mesoteliomas, diferente de tumores de Orgaos
parenquimatosos.

E importante citar que outros componentes presentes na MEC que
interagem com o HA, podem interferir no mecanismo de desenvolvimento
tumoral, causando esta aparente contrariedade. Entre eles, citam-se os
proteoglicanos de condroitim sulfato e dermatam sulfato (versican), agrecam
e sindecam 1, que atuam em diversos mecanismos celulares dependendo
de sua interagdo com outros glicosaminoglicanos; além de modular a
atividade de fatores de crescimento celular, poderiam facilitar o

desenvolvimento tumoral, mesmo sem a degradagéo do HA.
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Nesta primeira etapa do trabalho, concluimos que a expressédo das
variantes de HYAL esta associada com morfologia, estadiamento e
sobrevida de pacientes com ADC e CCE. Particularmente, HYAL1-wt e
HYAL3-vl afetam a motilidade e invasividade tumorais, sugerindo que
estratégias direcionadas a modulacéo dos niveis de HYAL1-wt e HYAL3-v1
podem ser promissoras no tratamento do cancer de pulméo. A validacao de
tais resultados deverd ser realizada em larga escala de estudos
randomizados e prospectivos.

Diante das variacfes de expressdo génica constatadas nos tumores
de pacientes do Hospital das Clinicas e Hospital AC. Camargo,
prosseguimos a investigacao para estudar a imunoexpressao das Hyal 1 e 3
e HAS1, 2 e 3 nos CCE e ADC, oriundos dos mesmos pacientes.
Observamos que a intensidade de expressdo de Hyal 3 foi maior pelas
células tumorais quando comparada aos controles, porém esta diferenca foi
marginalmente significante. Ja o resultado da analise da frequéncia de
imunoexpressao das Hyal 1 e 3, e HAS1, 2 e 3 demonstrou expressao na
maioria dos espécimes tumorais e controles. A associacao entre as variaveis
foi testada e evidenciou imunoexpressao concomitante de HYAL e HAS nos
tumores. Com relagéo aos tipos histologicos, ndo houve diferencga estatistica
entre a expresséo das Hyal 1 e 3, HAS1, 2 e 3 pelos tumores na populagéo
de pacientes do Hospital das Clinicas e Hospital AC. Camargo. O impacto da
imunoexpressao de Hyal e HAS foi testado com intuito de construir um
modelo matematico de sobrevida relevante. O modelo mateméatico

resultante, controlado para sexo, idade e estadiamento mostrou risco de
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morte associado com adenocarcinoma sélido e imunoreatividade para HAS2
e HAS3.

Para validar os resultados obtidos, sobretudo com a imunoexpressao
das Hyal 1 e 3 e HAS1, 2 e 3 nos CCE e ADC de pulméo, estudamos a
populacéo de pacientes do Hospital Universitario de Coimbra. Documentamos
pela primeira vez uma via pela qual a hiperexpressao de HAS3 e Hyal 3
respectivamente por células epiteliais neoplasicas e mesenquimais podem
favorecer a invasao respectivamente nos ADC e CCE. HASS representa a
mais ativa forma das HAS, responsavel pela sintese de HA de baixo peso
molecular (2 x 10° Da), o qual contribui na formacdo autdnoma da matriz
pericelular e interacdo com receptores CD44 e RHAMM, ativando cascatas
sinalizadoras celulares e conduzindo a alterac6es no comportamento tumoral.
HAS3 é reconhecida como contribuinte ao fendétipo maligno de diversos
tumores ( Teng et al., 2011; Lai et al., 2010; Itano et al., 2004). Metastases
tumorais representam uma serie complexa de eventos nas quais as células
migram através dos compartimentos teciduais, disseminando-se a sitios
distantes. O HA desempenha um importante papel regulatério do crescimento
tumoral e metastases através de seus receptores de superficie celular CD44,
mediando a adeséo celular a MEC, um pré-requisito para a migracéo tumoral
(Knudson, Knudson, 2004). A invaséo tumoral envolve movimento ativo das
células através da MEC (Kohn et al., 1995). A adesdao a MEC, um passo
critico no processo metastatico, tem sido atribuida a dependéncia das
HAases em muitos tumores como ja mencionado. Nossos achados indicam

gue a alta expressao de HAS3 e Hyal 1 em ADC e CCE, representam uma
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importante forca diretriz para a invasdo das ceélulas neoplasicas. Assim, a
imunoexpressao de HAS3 e Hyal 1 pode compor a base para uma importante
via invasiva tumor-induzida. Surpreendentemente, demonstramos que ADC
predominantemente acinares e papilares estiveram inversamente associados
com a imunoexpressao de HAS1 pelas células mesenquimais, enquanto que
uma associacdo direta foi constatada entre ADC predominantemente
papilifero e imunoexpressdo de HAS3 e Hyal 1 pelas células tumorais.
Esses achados sugerem que uma alta imunoexpressdo de HAS1 e 3 pelas
células epiteliais neoplasicas confere mais agressividade aos ADC acinares e
papilares, mas uma expressao negativa de HAS1 pelas células mesenquimais
confere um papel protetor a MEC auxiliando-a a evitar a invasao pelas células
tumorais em ambos os tipos subtipos histolégicos. Nossos achados ganham
suporte na recente validacdo da nova classificacdo dos ADC de pulméao
proposta pela IASLC/ATS/ERS em uma série Norte americana (Yoshizawa et
al., 2011) e uma série de pacientes australianos (Russell et al.,, 2011).
De acordo com ambas as séries, 0s novos subtipos de ADC in situ,
minimamente invasivo e predominantemente lepidico, apresentam taxa de
sobrevida em 5 anos de aproximadamente 100%, enquanto que os subtipos
predominantemente micropapiliferos e sélido estdo associados com sobrevida
desfavoravel, sendo intermediario o progndstico dos predominantemente
acinares e papilares. Como previamente mencionado por Golshani et al.
(2008), a hiperexpressdo de HAS é um provavel contribuinte do acumulo de
HA nos tecidos, assim promovendo o crescimento tumoral e as metastases na

carcinogénese experimental.



Discussdo 100

A interacdo entre a expressdo das Hyal 1 e 3 e HASL, 2 e 3 foi
avaliada em relacdo a expressdo das proteinas de transicdo epitélio-
mesenquimal nos tumores de pacientes do Hospital Universitario de
Coimbra. No presente estudo, uma associacdo positiva foi demonstrada
entre a expressdo de TGF-B pelas células tumorais e HAS2 pelas células
mesenquimais, assim como a expressao entre a E-caderina pelas células
mesenquimais e HAS2 pelas células tumorais. Todavia, uma associacao
negativa foi demonstrada entre TGF-B, HAS3, e Hyal 1, onde a expressao
de TGF-B foi inferior na presengca da HAS3 nas células mesenquimais dos
tumores pulmonares, e Hyal 1 em células tumorais. O fato que HAS2 tem a
capacidade de ativar TGF-f latente sugere uma via autdcrina e paracrina na
qual a deposicdo do colageno e a invasdo posterior podem ser
potencializadas (Taipale et al., 1998). A ativacdo do TGF-B latente também
providencia uma via adicional para a supressao imunoldgica tumor-induzida
(Beck et al., 2001). Em adi¢édo, Sun et al. (2001), demonstraram que 0s
fragmentos de HA tem a capacidade de regular TGF-$ por uma via CD44-
dependente. Com relacdo a E-caderina, alguns estudos relatam que TGF-3
afeta o complexo adesao celular mediada por E-caderina-catenina nas
células tumorais. Todavia, um estudo em cultura de células pancreaticas
conduzido para avaliar a indugdo do complexo E-caderina-catenina por
adicdo de TGF-B ao meio de cultura, demonstrou que o tratamento das
células do tumor pancreatico com TGF-f resultava em redugéo da adesao
celular devido a dissociacdo da E-caderina-catenina do citoesqueleto

(Vogelmann et al., 2005). Sayo et al. (2002), demonstrou em queratinocitos
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cultivados humanos que TGF-B pode também regular a expressdo de HAS
por supressdo HAS3. Esses resultados ddo suporte a nossos achados de
hiperexpressdo de HAS3 e Hyal 1 na auséncia de TGF-B, assim sugerindo
gue uma diminuicdo na expressdo do TGF-B poderia também conferir um
fendtipo mais invasivo jA que HAS3 e Hyall estdo mais expressos nesta
situacdo. Como previamente mencionado, HAS3 sintetiza HA de baixo peso
molecular, e interessantemente, Hyall € a enzima responsavel por sua
degradacdo. Outras associacdes positivas encontradas neste estudo foram
aguelas associando Hyal 1 nas células tumorais e HAS1 nas células
mesenquimais, Hyal 3 e HAS1 nas células mesenquimais, Hyal 3 nas células
tumorais e HAS1 nas células mesenquimais, e Hyal 3 e HAS1 nas células
tumorais. A correlacéo direta entre HAS1 e Hyal 3 indica que a expressao
simultdnea dessas duas enzimas pode conferir um progndéstico melhor,
devido a habilidade do HASL1 sintetizar uma longa cadeia de HA, enquanto
Hyal 3 cliva o HA em grandes fragmentos, ajudando assim a preservar a
estrutura da MEC. Com relagdo a imunoreatividade da Hyal 3 encontrada
em células mesenquimais do CCE, ndo ha estudos prévios avaliando a
expressao desta enzima em tumores pulmonares. A expressao desta
proteina pelas células mesenquimais pode contribuir & degradacdo do HA,
favorecendo o crescimento cellular, a migracdo e consequentemente a
invasdo. Nossos achados mostram um impacto clinico. As variantes mais
expressas nos tumores de pacientes tabagistas foram HAS1, HAS3, e Hyal
1. De fato, Caslino-Matsuda et al. (2009), relatam que o estresse oxidativo

causado pelo tabaco (fumo do cigarro) in vivo ou in vitro induz ativacdo da
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via MAPK por aumento na interacdo entre HA e seus receptores,
interessantemente, e como esperado, pacientes com historia de tabagismo
portadores de ADC apresentaram uma correlacdo negativa com o subtipo
acinar. Com relacdo ao estadiamento, E-caderina foi expressa na maioria
dos casos sem metastases linfonodais. De fato, Wang et al. (2011),
estudaram a expressdo do Twist e E-caderina no cancer primario e
metastatico. Esses autores mostraram que a expressdo da E-caderina foi
mais elevada nos tumores primarios que nas metastases. Concluimos que
as hialuronidases, as sintases do acido hialurénico, E-caderina, e TGF-3
modulam uma via invasiva tumor-induzida nos ADC e CCE de pulméo, e
estiveram associados a um espectro diferente de agressividade, uma vez
que houve uma relacdo inversa entre a expressao de biomarcadores
epiteliais e mesenquimais. Enquanto a hiperexpressdo de HAS1 e HAS3
prové uma agressividade aos CCE e ADC, uma hiperexpressao de TGF- e
E-caderina, confere um efeito protetor a MEC ao evitar a invasdo por células
tumorais em ambos o0s tipos histolégicos. Verificamos o impacto na
sobrevida da imunoexpressdo de Hyal 1 e 3, HASL, 2 e 3, TGF-B e E-
caderina pelos tumores dos pacientes do Hospital Universitario de Coimbra.
A analise multivariada mostrou menor risco de morte para sexo feminino,
idade < 69 anos, estadio | e Il e maior risco de morte para tumores com
imunoexpressao proteica de HAS2 < 14.6% e HAS3 > 7.4%.

Finalmente, comparamos o0s niveis de imunoexpressdo das Hyalle
3 e HAS1, 2 e 3 nos tumores ressecados no Hospital das Clinicas

/Hospital AC. Camargo e Hospital Universitario de Coimbra. Verificamos
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gue a imunoexpressao das HAS1, 2 e 3 e Hyal 1 foi significativamente
maior nos tumores de pacientes do Hospital Universitario de Coimbra,
enquanto que a imunoexpressao de Hyal 3 foi significativamente maior
nos tumores de pacientes brasileiros. Esses resultados demonstram que
essas proteinas podem variar a sua expressao de acordo com 0 grupo
étnico a que pertencem.

Nossos resultados sugerem gue estratégias direcionadas a prevencao
de alta sintese de HAS3 e Hyal 1, ou a resposta local baixa de TGF-§ e
E-caderina, poderao ter grande impacto no CP. Para finalizar essa concluséo,

estudos prospectivos e randomizados em grande escala serdo necessarios.
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A expressao das variantes de HYAL 1 e 3 associou-se a morfologia,
estadiamento e sobrevida de pacientes com ADC e CCE operados no
Hospital das Clinicas e Hospital do Cancer AC. Camargo. HYALl-wt e
HYAL3-vl podem afetar a motilidade e a invasividade tumoral, sugerindo
que estratégias direcionadas a modulacdo dos niveis de HYALl-wt e
HYAL3-v1 podem ser promissoras no tratamento do cancer de pulmao.

Na populacdo de pacientes do Hospital das Clinicas e Hospital do
Cancer AC. Camargo, a maioria dos espécimes tumorais e controles
expressaram Hyal 1 e 3 e HASL, 2 e 3. O modelo matematico de sobrevida,
controlado para sexo, idade e estadiamento mostrou risco de morte associado
com adenocarcinoma solido e imunoreatividade para HAS2 e HAS3.

A hiperexpressdo de HAS3 e Hyal 3 respectivamente por células
epiteliais neoplasicas e mesenquimais pode favorecer a invaséo
respectivamente nos ADC acinares e papiliferos e CCE. No entanto,
expressao negativa de HAS1 pelas células mesenquimais confere um papel
protetor a MEC auxiliando-a a evitar a invasdo pelas células tumorais em
ambos o0s tipos subtipos histolégicos.

Nos tumores de pacientes do Hospital de Coimbra, as imunoexpressoes
de HYAL 1 e 3, HASL, 2 e 3, E-caderina e TGF-B, demonstraram estarem
correlacionadas e podem modular uma via invasiva tumor-induzida nos ADC

e CCE de pulméo, e estiveram associadas a um espectro diferente de
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agressividade, uma vez que houve uma relacdo inversa entre a expressao
de biomarcadores epiteliais e mesenquimais.
Estratégias direcionadas a prevencédo de alta sintese de HAS3 e

Hyal 1, poderédo ter grande impacto no cancer de pulméo.
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Anexo 1. Cancer de Pulmao -Hospital das Clinicas/Hospital do Cancer AC. Camargo

idade

Sexo

data
cirurgia

situcéo
atual

sobrevida

estadiamento

recidiva

Tecido

Diagnéstico /
Disseccédo
(MM)

HYAL 1
WT

HYAL1

HYAL 1
V2

HYAL1
V3

HYAL1

HYAL1
V5

HYAL 2
WT

HYAL 3
WT

HYALS3

HYAL3

HYAL3
V3

PU 1T

72

16.03.2007

MORTO

14 meses

T2 N1 MX

Pulméao

Carcinoma
epidermoéide em
20% da amostra.
Foi removido, por
microdisseccao

manual, 0 excesso
de contaminantes.

PU 2T

69

27.03.2007

VIVO

33 meses

T1 NO MX

SIM

Pulméao

Adenocarcinoma
em 100% da
amostra.

PU 4T

46

25.06.2007

MORTO

25 meses

T3N2MO

SIM

Pulmao

Carcinoma
epidermoéide em
70% da amostra.
Foi removido, por
microdissecgao

manual, 0 excesso
de contaminantes.

PU 5T

70

16.04.2007

VIVO

32 meses

T2NOMO

SIM

Pulméo

Carcinoma em
100% da amostra.

PU 6T

66

20.04.2007

MORTO

1 més

T4N2M1

SIM

Pulmao

Carcinoma em 80%
da amostra. Foi
removido, por
microdisseccao
manual, 0 excesso
de contaminantes.

PU 8T

68

09.11.2007

VIVO

25 meses

T2 NO MO

Pulméo

Carcinoma em 60%
da amostra com
borda de necrose.
Foi removida, por
microdisseccao
manual, a borda de
necrose.

PU 9T

69

12.11.2007

MORTO

13 DIAS

T1 N1 MX

Pulméao

Carcinoma
epidermoéide em
95% da amostra

com borda de
necrose. Foi
removida, por
microdisseccao
manual, a borda de
necrose.

Continua...

soxauy

80T
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idade

Sexo

data
cirurgia

situcéo
atual

sobrevidal

estadiamento

recidiva

Tecido

Diagnéstico /
Disseccéo
(MM)

HYAL 1
WT

HYAL1
Vi

HYAL 1
V2

HYAL1
V3

HYAL1
V4

HYAL1
V5

HYAL 2
WT

HYAL 3
WT

HYAL3
Vi

HYAL3
V2

HYAL3
V3

PU
12T

76

17.11.2008

VIVO

13 meses

T2 NO MO

Pulméao

Carcinoma
epidermaéide em 70%
da amostra com
borda de necrose. Foi
removida, por
microdissec¢ao
manual, a borda de
necrose.

PU
14T

71

19.12.2008

VIVO

12 meses

T3NOMO

Pulmao

Carcinoma em 95%
da amostra com
borda de necrose.
Foi removida, por
microdissecgéo
manual, a borda de
necrose.

PU
17T

70

08.10.2008

VIVO

14 meses

T2NOMO

Pulméao

Adenocarcinoma
em 100% da
amostra.

PU
20T

64

02.02.2009

vivo

10 meses

T2N1MO

nao

Pulméo

Carcinoma em 85%
da amostra. Foi
removido, por
microdisseccao
manual, 0 excesso
de contaminantes.

PU
23T

67

12/11/2008

vivo

TINOMO

Pulmao

Adenocarcinoma em
100% da amostra

PU
24T

58

9/29/2008

vivo

T1 NOMO

Pulméo

Carcinoma
epidermoéide em
100% da amostra

PU
27T

73

30/06/2001

vivo

25 meses

T2 N2 MO

sim

Pulméao

Adenocarcinoma em
80% da amostra
com excesso de

pleura e parénquima

pulmonar nao
neoplésico ao redor
da area tumoral.

Foi retirado excesso

de pleurae
parénquima
pulmonar néo
neoplasico ao redor

da area tumoral

Continua...

soxauy

60T
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s Diagnéstico /
idade | sexo ci?t?rtgia sgtuug;o sobrevidal estadiamento | recidiva | Tecido Dis(?\/le’\(/:l();éo H\\(,CIT_l HK/’/?LL:L HY\¢2L1 HK/%L:L H</A4L1 H\(/ASL:L H\\(/{-/\1I__2 H\\(/{-/\1I__3 H\(/AlLB HK/AzLS H\(/A3L3
Adenocarcinoma
em 90% da
amostra com
excesso de pleura
e parénquima
pulmonar néo
PU L 20 | F | 4172006 | morto |28 meses| T2NOMO NAO |Pulmao [ne0PIasico ao redor| 1 1 1 0 0 1 0 1 0 0
29T da area tumoral.
Foi retirado
excesso de pleura
e parénquima
pulmonar ndo
neoplésico ao redor
da area tumoral
PU : " Carcinoma
30T 82 M | 1/23/2006 vivo T1 NO MO NAO [Pulméo| epidermoéide em 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
80% da amostra
PU ] - Adenocarcinoma
31T 74 F [210/23/2006| vivo T1 NO MO NAO | Pulm&o [mucinoso em 100% 0 1 0 1 0 0 1 1 0 0 0
da amostra
PU - Carcinoma
30T 73 M 8/5/2008 morto |12 meses| T2 N2 MO NAO |[Pulméo| epidermoéide em 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0
100% da amostra
PU ) Adenocarcinoma
33T 72 M | 5/12/2005 | morto |25 meses| T2N1 Mx sim Pulméo em 100% da 0 0 0 0 1 1 0 0 0
amostra
Adenocarcinoma
| 75 | m [11/2472008| vivo T2NOMx | NAO | Pulmao|Pronduiolo-alectar| g 1 1 0 1 0 1 0 1 0 0
amostra
Carcinoma
§6UT 72 | M | 72412008 | vivo T2NOMO | NAO |Pulméo ad:nqofgg;)":j‘;so 1 1 0 1 1 0 1 1 0 0 0
amostra
PU _ - N Adenocarcinoma
40T 71 M 3/13/2006 vivo T2 N2 MO NAO [ Pulméao em 100% da 1 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0
amostra
S0 | sl | M 1112001 | morto [33meses| T2N2Mx | sim |Puimao Cg;ﬁg:jgfsa 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0
fZL.JI. 49 M 1/29/2001 vivo T1NOMXx NAO [Pulmdo| adeocarcinoma 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0
Continua...

soxauy

0Tt
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s Diagnéstico /
idade | sexo ci?t?rtgia sgtuug;o sobrevidal estadiamento | recidiva | Tecido Dis(?\/le’\(/:l();éo H\\(,CIT_l HK/’/?LL:L HY\¢2L1 HK/%L:L H</A4L1 H\(/ASL:L H\\(/{-/\1I__2 H\\(,CIT‘S H\(/AlLB HK/AzLS H\(/A3L3
Adenocarcinoma
f3UT 64 | M [10/27/2003| vivo TINOMO | NAO |Pulméo bro”eqm“'g'(‘;,;:"(‘j’:o'ar
amostra
PU - Adenocarcinoma
44T 77 M | 15/07/2004 | morto | 6 meses T2 N2 MO NAO [ Pulméao em 100% da 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1
amostra
PU - . Adenocarcinoma
45T 74 M 1/15/2004 | morto T3 NO MO NAO [ Pulmao em 100% da 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1
amostra
PU - Adenocarcinoma
46T 63 M 2/9/2004 Vivo T1IN1MO NAO [ Pulméo | bronquiolo-alveolar 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
em 100% da amostra|
Carcinoma
fguT 61 | F | 4/26/2004 | vivo T2 N2 MO sim | Pulméo adg’;qoggﬁ/iggso 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
amostra
Carcinoma de
grandes células em
100% da amostra.
PUl 62 | F | 532004 | vivo T2NOMO | NAO |Pulmao| 30% dessetumor |, 1 1 1 0 0 1 0 1 1 1
51T corresponde a
necrose (ou seja,
tumor necrético),
ndo separavel
Carcinoma
epidermoéide em
100% da amostra.
simo| 7L | M | 121272008 | vivo T2NOMO | NAO |Pulmio 32‘:{‘::;2;1?}3‘;‘;” 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1
necrose (ou seja,
tumor necroético),
nao separavel
PU _ Adenocarcinoma
59T 80 M 1/6/2003 morto |28 meses| T2 N2 MO sim Pulméao em 100% da 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1
amostra
PU _ - Adenocarcinoma
53T 77 M 9/18/2004 vivo T2 NO MO NAO [ Pulméao em 100% da 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1
amostra
PU Carcinoma
75 M | 19/09/2004  morto |36 meses| T2 N2 MO sim Pulméo | epidermdéide em 0 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1
54T-2
100% da amostra
Continua...
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Continuacdo Anexo 1

idade

Sexo

data
cirurgia

situcéo
atual

sobrevidal

estadiamento

recidiva

Tecido

Diagnéstico /
Disseccéo
(MM)

HYAL 1
WT

HYAL1
Vi

HYAL 1
V2

HYAL1
V3

HYAL1
V4

HYAL1
V5

HYAL 2

HYAL 3

HYAL3
Vi

HYAL3
V2

HYAL3
V3

PU
55T

64

10/14/2004

vivo

T2 NO MO

Pulméao

Adenocarcinoma em
100% da amostra

PU
56T

63

9/8/2008

vivo

T2 NO MO

Pulméao

Adenocarcinoma
em 90% da
amostra misturado
com parénquima
pulmonar ndo
neoplasico (10%),
ndo separavel

PU
57T

73

12/16/2004

Vivo

T2 NO MO

Pulmao

Carcinoma
adenoescamoso em
100% da amostra
com excesso de
tecido fibroso
(desmoplasia) ao
redor da area
tumoral. Foi retirado
excesso de tecido
fibroso (desmoplasia)
ao redor da area
tumoral

PU
59T

75

1/10/2005

vivo

T1 NO MO

Pulmao

Adenocarcinoma em
80% da amostra
com excesso de

parénguima
pulmonar nao
neoplasico ao redor
da area tumoral. Foi
retirado excesso de
parénquima
pulmonar nao
neoplasico ao redor
da area tumoral

PU
61T

72

31/01/2005

morto

26 meses

T1NO MO

sim

Pulméo

Adenocarcinoma em
50% da amostra com
excesso de tecido
fibroso (desmoplasia)
ao redor da area
tumoral. Foi retirado
excesso de tecido
fibroso (desmoplasia)
ao redor da area
tumoral

Continua...
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Continuacdo Anexo 1

. Diagnéstico /
idade [ sexo ci?t?rtgia sgtuug;o sobrevidal estadiamento | recidiva | Tecido Dis(?\/le’\(/:l();éo H\\(,CIT_l HK/’/?LL:L HY\¢2L1 HK/%L:L H\</A4L1 H\(/'%Ll Hm‘z Hm‘3 H\(/AlLB HK/AzLS H\(/A3L3
PU _ _ . Adenocarcinoma
65T 83 F 5/23/2005 vivo T2N1MO sim Pulméao em 100% da 0 1 1 0 0 0 1 1 1 0 0
amostra
PU _ . Adenocarcinoma
66T 44 F 6/2/2005 vivo T1 NO MO Pulméo em 100% da 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1
amostra
PU ‘ Adenocarcinoma
69T 44 F 1/8/2005 morto | 7 meses T2 N2MO sim Pulméo em 100% da 0 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1
amostra
Carcinoma nédo-
7POUT 65 | M |8/11/2005 | vivo T2 NO MO Pulméo peg;eggg%eé‘gas 0 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1
amostra
Adenocarcinoma
7PlUT 58 | M | 9/20/2005 | vivo T2 N1 MO Pulméo brogﬂq“'fég;i"(’jzo'ar 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0
amostra
PU . _ . Adenocarcinoma
79T 76 M 9/29/2005 Vivo T2 N1 MO sim Pulmao em 100% da 0 1 1 1 0 0 1 0 0 1 1
amostra
PU _ . Adenocarcinoma
73T 67 F 11/3/2005 vivo T1 NO MO Pulméo em 100% da 0 1 1 0 0 0 1 1 1 0 0
amostra
PU _ . Adenocarcinoma
74T 80 M |10/11/3005| morto |43 meses| T2 NO MO sim Pulmao em 100% da 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 1
amostra
Adenocarcinoma
em 80% da
amostra com tecido
fibroso
(desmoplasia) ao
PU | 68 | M |16/08/2004| morto |62 meses| TiNIMO | NAO |Pulmao| fedordadrea 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1
tumoral.
Foi retirado tecido
fibroso
(desmoplasia) ao
redor da area
tumoral
PU _ - N Adenocarcinoma
76T 74 F 4/20/2006 vivo T1 NO MO NAO [ Pulméo em 100% da 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
amostra
Continua...
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Continuacdo Anexo 1

s Diagnéstico /
idade | sexo ci?t?rtgia sgtuug;o sobrevidal estadiamento | recidiva | Tecido Dis(?\/le’\(/:l();éo H\\(,CIT_l HK/’/?LL:L HY\¢2L1 HK/%L:L H</A4L1 H\(/ASL:L H\\(/{-/\1I__2 H\\(,CIT‘S H\(/AlLB HK/AzLS H\(/A3L3
PU _ - . Adenocarcinoma
77T 71 M 8/11/2008 Vivo T1INOMO NAO [ Pulméao em 100% da 0 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1
amostra
PU _ - . Adenocarcinoma
78T 49 F 6/12/2006 Vivo T1 NO MO NAO [ Pulméao em 100% da 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0
amostra
PU _ ‘ Adenocarcinoma
79T 62 M | 6/29/2006 vivo T2 N2 MO sim Pulméo em 100% da 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0
amostra
Carcinoma
8PoUT 78 | M | 272006 | morto |15 meses| T2 NOMO NAO |Pulmao ad:mnofgg%“:jgso 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 1
amostra
PU _ . Adenocarcinoma
81T 76 M 7/5/2006 morto |19 meses| T2 N2 MO sim Pulmao em 100% da 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0 0
amostra
PU _ - . Adenocarcinoma
80T 52 F 8/17/2006 vivo T1 NO MO NAO [ Pulmao em 100% da 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0
amostra
PU _ - . Adenocarcinoma
84T-2 49 F 9/18/2006 vivo T2 NO MO NAO [ Pulmao em 100% da 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0 0
amostra
PU _ - Adenocarcinoma
85T 46 F 12/4/2006 vivo T2 N1 MO NAO [ Pulmao em 100% da 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
amostra
PU - . _Carcinpma
86T 63 F 4/2/2007 morto |15 meses| T2 NO MO NAO [Pulmao| epiderméide em 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0
100% da amostra
Adenocarcinoma
em 90% da
o | 54 | m | 32007 | vivo T2NLMO | NAO |Pulméo amgj;al’gt';‘)“éread" 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0
cartilagem, ndo
separavel
Carcinoma
epidermoéide em
e | 83 | m | 7312008 | vivo T3NOMO | sim |Pumao| [O%daamosta | -, 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0
de cartilagem, néo
separavel
Continua...
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Continuacdo Anexo 1

. Diagnéstico /
. data situcéo . . L ) ; = HYAL 1| HYAL1 |HYAL 1| HYAL1 | HYAL1 [ HYAL1 |HYAL 2|HYAL 3| HYAL3 | HYAL3 [ HYAL3
idade | sexo cirurgia o sobrevidal estadiamento | recidiva | Tecido Dls(?\/le’\(/:l();ao WT Vi V2 V3 va V5 WT WT Vi V2 V3
PU Adenocarcinoma
89T 65 M 2/8/2007 T2 N2 MO NAO [ Pulmao em 100% da 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
amostra
PU Carcinoma
62 F 10/5/2007 | morto [12 meses| T2 N2 MO sim Pulméo | epiderméide em 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
90T
100% da amostra
PU - Carcinoma
68 F 2/18/2008 vivo T1 NO MO NAO [Pulméo| epidermoéide em 1 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0
91T
100% da amostra
PU . Carcinoma
71 M 6/18/2007 Vivo T3 NO MO NAO [Pulméo| epidermoide em 1 0 1 0 0 0 1 0 0 1 1
92T
100% da amostra
Adenocarcinoma
PU . X = |bronquiolo-alveolar
04T 62 M 71212007 Vivo T2 N2 MO NAO [ Pulmao em 100% da 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0
amostra
PU - Adenocarcinoma
o5T 72 M | 5/15/2008 Vivo T2 NO MO NAO [ Pulmao em 100% da 1 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0
amostra
PU Adenocarcinoma
96T 68 M | 5/19/2008 vivo T1 NO MO sim Pulméao em 100% da 1 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0
amostra
Carcinoma
PU . . = adenoescamoso
97T 63 M | 9/17/2007 vivo T2 N2 MO sim Pulmao em 100% da 1 1 1 0 0 0 1 0 0 1 0
amostra
PU Carcinoma
72 F 9/20/2007 vivo T2 NO MO sim Pulmé&o | epiderméide em 1 1 1 1 0 0 1 0 1 0 0
98T
100% da amostra
PU Carcinoma
75 M |11/17/2008 | vivo T2 NO Mx sim Pulméo | epidermoéide em 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0
105T
100% da amostra
13 Tecido ndo
59 M 17.11.2008 VIVO MESES T2NOMO NAO Pulméo neoplasico em 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 0
100% da amostra.
PU 14 Tecido ndo
17T 70 M 08.10.2008 VIVO MESES T2NOMO NAO Pulméo neoplasico em 1 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0
100% da amostra.
PU 1 - Tecido nédo
1 67 M 15.01.2009 VIVO T2N2MO0 NAO Pulméo neoplasico em 1 1 0 1 0 0 1 1 0 0 0
8N MESES
100% da amostra.
Continua...
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Continuacdo Anexo 1

s Diagnéstico /
idade [ sexo ci?t?rtgia sgtuug;o sobrevidal estadiamento | recidiva | Tecido Dis(?\/le’\(/:l();éo H\\(/CIT_ L HK/’/?LL:L HY\ZL L HK/%L:L H</A4L1 H\(/ASL:L H\\(/{-/\1I__ & H\\(/{-/\1I__ C H\(/AlLB HK/AzLS H\(/A3L3

PU . 10 . ) Tecido ndo

20T 64 F 02.02.2009 vivo MESES T2N1MO nao Pulméo neoplasico em 1 1 0 1 0 0 1 1 0 0 0
100% da amostra.

PU ) - . Tecigq néo

23T 67 M 12/11/2008 vivo T1INOMO NAO Pulméo neoplasico em 1 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0
100% da amostra.

pU ) - . Teci,do_ nao

24T 58 M 9/29/2008 vivo T1 NOMO NAO Pulméao neoplasico em 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 0
100% da amostra.

PU ) - . Teci,do_ néo

25N 64 M 12/18/2008 vivo T2NOMO NAO Pulméao neoplasico em 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0
100% da amostra.

PU , 25 . 3 Tecido ndo

27T 73 M 30/06/2001 vivo meses T2 N2 MO sim Pulméo neoplasico em 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0
100% da amostra.

pU 28 B } Tecifiq nao

20T 70 F 4/1/2006 morto meses T2NOMO NAO Pulméo neoplasico em 0 1 1 1 0 0 1 0 1 0 0
100% da amostra.

PU ) - . Teci,do_ nao

30T 82 M 1/23/2006 vivo T1 NO MO NAO Pulméo neoplasico em 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
100% da amostra.

PU ) - y Tecifiq néo

21T 74 F 10/23/2006 vivo T1 NO MO NAO Pulméo neoplasico em 0 1 0 1 0 0 1 1 0 0 0
100% da amostra.

PU 12 - } Tecifiq néo

2T 73 M 8/5/2008 morto meses T2 N2 MO NAO Pulméo neoplasico em 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0
100% da amostra.

pU 25 ) . Teci,do_ nao

33T 72 M 5/12/2005 morto meses T2N1 Mx sim Pulméo neoplasico em 0 0 0 0 1 1 0 0 0
100% da amostra.

PU ) - . Teci,do_ nao

35T 75 M 11/24/2008 vivo T2NOMXx NAO Pulméo neoplasico em 0 1 1 0 1 0 1 0 1 0 0
100% da amostra.

PU ) - } Tecifiq néo

36T 72 M 7/24/2008 Vivo T2 NO MO NAO Pulméo neoplasico em 1 1 0 1 1 0 1 1 0 0 0
100% da amostra.

PU ] - y Tecifiq néo

40T 71 M 3/13/2006 Vivo T2 N2 MO NAO Pulméo neoplasico em 1 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0
100% da amostra.

PU a3 ) . Tecifiq nao

9T 61 M 11/1/2001 morto meses T2 N2 Mx sim Pulméo neoplasico em 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0
100% da amostra.

Continua...
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Conclusdo Anexo 1

Diagnéstico /

. data situcéo . . . . . = HYAL 1| HYAL1 [HYAL 1| HYAL1 [ HYAL1 | HYAL1 |HYAL 2|HYAL 3| HYAL3 | HYAL3 [ HYAL3
idade [ sexo cirurgia o sobrevidal estadiamento | recidiva | Tecido Dls(?\/le’\(/:l();ao WT V1 V2 V3 V4 V5 WT WT V1 V2 V3
PU Tecido ndo
40T 49 M 1/29/2001 vivo T1INOMx NAO Pulméo neoplasico em 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0
100% da amostra.
PU Tecido nédo
43T 64 M 10/27/2003 vivo T1 NO MO NAO Pulméo neoplasico em 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
100% da amostra.
PU - Tecido ndo
4T 77 M 15/07/2004 | morto 6 meses T2 N2 MO NAO Pulméao neoplasico em 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1
100% da amostra.
PU Tecido ndo
45T 74 M 1/15/2004 morto T3 NO MO NAO Pulméao neoplasico em 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1
100% da amostra.
PU - Tecido ndo
46T 63 M 2/9/2004 vivo TINIMO NAO Pulméo neoplasico em 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
100% da amostra.
PU Tecido ndo
49T 61 F 4/26/2004 vivo T2 N2 MO sim Pulméo neoplasico em 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
100% da amostra.
PU - Tecido ndo
51T 62 F 5/3/2004 vivo T2 NO MO NAO Pulméo neoplasico em 0 1 1 1 0 0 1 0 1 1 1
100% da amostra.
PU - Tecido ndo
51T2 71 M 12/1/2008 vivo T2NOMO NAO Pulméo neoplasico em 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1

100% da amostra.
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Anexo 2. Cancer de pulméao - Hospital Universitario de Coimbra

Ba':co Nome | Sexo | Idade ci(er?rtgia tabagismo a?:l;s;;?éga TTO/ QT OU RD Recidiva | Estadiamento | Diagnéstico

380 FJFS M 62 [ 10/07/2008 sim 40 uma n ndo TINIMX Adenocarcinoma sélido do pulmé&o.

389 MMP F 74 | 18/07/2008 ndo Adenocarcinoma misto primitivo do pulmé&o.

394 | AasB | F | 68 | 25072008 n néo n néo TiNoMx | Adenocarcinoma misto do pulmdo sem
metéstases ganglionares regionais.

405 MCSG F 57 | 02/09/2008 nao nao T2NOMX Adenocarcinoma misto (acinar e sélido)

427 | AsT | M | 71 | 02102008 n néo n nio ToniMx | Adenocarcinoma misto (padrBes branquiolo-
alveolares, micro-papilar, acinar e s6lido)

433 AMA F 80 [ 16/10/2008 néo néo QT carbo+gencit.+radio. néo TINXMX Ac_;lenocar_cmoma m'SEO com padrdes acinar e
micropapilar do pulméo.

434 MMAC M 49 21/10/2008 nao nao T3NOMX Adenocarcinoma acinar do pulmao.

453 | EFF | ™M | 81 |o0711/2008 sim 60 uma nao nao ToNiMo | Adenocarcinoma misto (papilar e acinar) sem
metéstases glandulares hilares.

463 | AJFS | M | 59 |2011/2008 ndo ndo ToNiMo | AAdenocarcinoma papilar do puimao com
metastase num ganglio linfatico hilar.
Carcinoma pleomorfico (adenocarcinoma

469 MFCN F 58 | 02/12/2008 néo néo TINOMX acinar e papilar e padrées fusiformes) sem
metastases ganglionares hilares.

525 | MIAS | M | 58 |17/02/2009 sim 40 ndo ndo T2NOMX gj{ﬁg‘gma epidermdide bem diferenciado do
Carcinoma pleomdrfico (adenocarcinoma

537 VARM M 63 [ 27/02/2009 sim 30 carbo+paclitacel+erlotin sim TIN2MX acinar, micropapilar e bronquiolo-alveolar e
carcinoma de células grandes)

542 RFVO M 74 10/03/2009 sim 60 nao nao T2NOMX Carcinoma epiderméide brénquico.

556 VLPG M 62 24/03/2009 sim 3 uma nao nao TINIMX Carcinoma epiderméide pouco diferenciado

564 | MASF | F | 77 |02/04/2009 sim 2 nao néo ToNiMx | Adenocarcinoma misto com metastases em
ganglios linfaticos hilares.

601 AMT F 72 12/05/2009 nao nao T2NOMX Adenocarcinoma mucinoso do pulmédo
Adenocarcinoma pleomorfico do pulméo -

607 MHCT F 55 14/05/2009 sim 20 nao nao T2NOMX Padrédo de adenocarcinoma acinar e papilar e
carcinoma de células grandes

619 RBRL F 42 | 05/06/2009 sim 20 carbo+gencit. ndo TINOMX Adenocarcinoma acinar do pulméo.

623 MPCR F 54 23/06/2009 sim nao cispla+permetre nao T2NOMX Adenocarcinoma acinar do pulmao.

633 NJPA F 69 | 03/07/2009 sim ? nao nao Adenocarcinoma acinar do pulmao.

634 JMS M 75 | 03/07/2009 sim 100 nao nao TINOMX Adenocarcinoma acinar do pulmao.

636 MTB F 64 | 07/07/2009 nao nao nao nao T2NOMX Adenocarcinoma acinar do pulmao.

637 JSG M 66 [ 07/07/2009 sim 45 n&o néo T2N1IMX Carcinoma epidermoide pulmonar.

Continua...
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Continuacdo Anexo 2

N

data

anos/carga

Nome | Sexo | Idade . s tabagismo - TTO/ QT OU RD Recidiva | Estadiamento | Diagnéstico
Banco cirurgia tabagica

Carcinoma pleomorfico do lobo inferior do

642 | AcM | M | 68 |o09/07/2009 sim 76 néo néo TINXMx | Pulmao direito com diferenciagao
neuroenddcrina de grandes células e de
carcinoma adenoescamoso

647 ALA M 65 16/07/2009 sim 45 nao nao T2NOMX Carcinoma epiderméide bem diferenciado.

650 | AJL F | 49 |16/07/2009 sim 60 nio nio ToNOMX | Adenocarcinoma misto do pulmao (acinar e
so6lido com produgdo de muco)

651 MIMT M 58 [ 21/07/2009 sim 80 ndo nao T2NOMX Carcinoma epidermdide bem diferenciado

654 JGS M | 71 |23/07/2009 sim 2 néo néo ToNOMx | Adenocarcinoma misto do pulméo (papilar e
bronquiolo-alveolar).
Adenocarcinoma misto do pulm&o com metastases

658 DTP M 68 20/08/2009 sim 90 nao nao T2N2MX ganglionares hilares e nos ganglios linfaticos
recolhidos da regido da janela aorta-pulmonar.

687 | ARS | M | 65 |24/00/2009 sim 2 ndo ndo Tanamx | Carcinoma epidermdide bem diferenciado do
brénquio.

690 | APA | M | 48 |25/09/2009 sim 60 nio nio T2NOMX g%rr‘]’glj‘i’g‘a epidermoide bem diferenciado do
Carcinoma pleomorfico do pulmé&o com

697 MSRG F 62 | 01/10/2009 nao nao nao T2NOMX padrdes de carcinoma de células grandes e
carcinoma adenoscamoso.

699 | JMRM | M 69 | 01/10/2009 néo ndo Sim T2NIMX gjrrﬁ'ggma epidermoide bem diferenciado do
Adenocarcinoma misto do pulm&o com invaséo

726 LHPM F 51 24/11/2009 sim 30 RT+GENCIT Sim T2N1MX da pleura parietal e metastases ganglionares
regionais.

732 FRCF M 73 | 03/12/2009 sim 20 n ndo T2NOMX Adenocarcinoma misto do pulméo.

738 | McAA | M | 43 |11/12/2009 sim 2 carbo+paclitacel néo TINOMX gjﬁg‘gma epidermoide bem diferenciado do

755 ACF M 66 | 07/01/2010 sim 25 carbo+gencit. nao T3NOMX Carcinoma epiderméide do pulmao.

= = = = Adenocarcinoma misto do pulméo - acinar,

760 MCVN F 70 [ 14/01/2010 néo néo néo néo T2N1IMX microacinar e micropapilar.

788 | pAass | M | 71 | 18/02/2010 sim 60 néo néo T2NOMX gj';ﬁ'ggma epidermoide bem diferenciado do
Adenocarcinoma misto do pulméo com padrées

797 MRRS F 65 11/03/2010 sim nao nao nao T3NOMX acinar, papilar e micropapilar e sem
metastases ganglionares regionais.

798 JFAM M 61 [ 12/03/2010 sim 100 n&o néo TINOMX Carcinoma pleomdrfico do pulmao.
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Conclusdo Anexo 2

Adenocarcinoma misto do pulméo com padrées

805 ACOM M 60 25/03/2010 sim 50 nao nao TINOMX acinar e sélido e sem metastases ganglionares
regionais.
Carcinoma pleomérfico do pulméo com

807 MDMF M 68 | 30/03/2010 sim 50 ndo néao T2NOMX padrées de carcinoma bronquiolo alveolar ndo
mucinoso e células grandes.
Dois carcinomas distintos do pulméo esquerdo:

846 OPP F 60 | 08/06/2010 sim 45 nao nao TANOMX adenocarcinoma solido do lobo superior;
adenocarcinoma acinar do lobo inferior.
Carcinoma pleomorfico do pulméo (células

860 JMSN M 69 | 01/07/2010 sim nao nao nao T3NOMX grandes e células gigantes) sem metéstases
ganglionares regionais.

gea | mccv | F | 71 | 13072010 néo néo néo nio TiNoMx | Carcinoma bronquiolo-alveolar mucinoso do
lobo inferior do pulm&o esquerdo.

866 RMEM M 64 | 13/07/2010 néo néo carbo+gencit. +radio néo T2N1MX Carc;moma eplder_mmde do_ pulméo com
metastases ganglionares hilares.
Carcinoma pleomorfico do pulmao, com

871 JLP M 57 | 29/07/2010 sim 30 ndo néo TINOMX componente de adenocarcinoma, carcinoma de
células grandes e fusocelular.

874 | cMoL | F | 59 | 05082010 sim 60 ndo ndo ToNOMX | AAdenocarcinoma misto primitivo do pulmao
(com padrdes micro-acinar e solido).

875 MPGF F 54 10/08/2010 sim 32 nao nao TINOMX Adenocarcinoma primitivo do pulméo

877 AMG M | 64 |12/08/2010 néo néo néo néo T2NOMX Fc)jrrﬁg‘gma epidermoide bem diferenciado do

879 | wmc | ™M | 59 | 24082010 sim 40 carbo+vinorrelbina nio TiNoMx | Carcinoma epidermdide bem diferenciado -
variante papilar.

884 JSP M | 60 | 02002010 sim 45 néo ndo TonoMx | Carcinoma epiderméide pouco diferenciado,
justapleural.
Adenocarcinoma misto acinar e bronquiolo-

904 EMR F 76 18/10/2010 nao nao nao nao T2NOMX alveolar primitivo do pulm&o com invasao da
pleura visceral adjacente.

905 | MRP | M | 62 |20/10/2010 sim 80 néo ndo ToNOMx | C@rcinoma epidermaide bem diferenciado do
bréonquio sem metéstases ganglionares.

909 JSG M 84 [ 21/10/2010 ? carbo+gencit. néo T2NOMX Carcinoma epiderméide bem diferenciado.
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1. Introduction

Lung cancer is the leading cause of cancer-related deaths
in the United States and worldwide [1]. Adenocarcinoma
(ADC) and squamous cell carcinoma (SQCC) are the 2 most
common histological subtypes of lung cancer in most
countries, accounting for almost 90% of all lung cancers
[2]. Particularly within lung ADCs, a widely divergent
clinical, radiological, molecular, and pathological spectrum
exists. Despite remarkable advances in the past decade, the
lung cancer mortality rate remains high primarily since it is
often diagnosed at advanced or late stages when the options
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for treatment are mostly palliative. Prognosis is determined
by histological subtype, performance status, and clinical
stage. Although the choice of treatment depends upon these
parameters, molecular markers have also been investigated to
better predict disease behavior.

Hyaluronidases (HAases) are a family of enzymes that
cleave hyaluronan (HA) into small fragments that stimulate
endothelial proliferation and activate mitogen-activated
protein kinase pathways [3-6]. In humans, 6 HAase genes
have been identified, HYALI, HYAL2, and HYAL3 are
located on chromosome 3p21.3 and PH20, HYAL4, and
HYALPI are located on chromosome 7q31.3. With the
possible exception of HYAL4 and HYALPI, all HAases
degrade HA [3].

HA is a nonsulfated glycosaminoglycan of repeating
D-glucuronic acid and N-acetyl-D-glucosamine disaccharide
units. HA is present in bodily fluids, tissues, and in the
extracellular matrix [3,4]. It keeps tissues hydrated and
maintains osmotic balance and cartilage integrity [4]. HA also
actively regulates cell adhesion, migration, and proliferation
by interacting with specific cell surface receptors such as
CD44 and RHAMM [5]. The concentration of HA is elevated
in several inflammatory diseases and various carcinomas,
including lung, bladder, prostate, breast, and colon [6-13]. In
tumors, HA may promote tumor growth and metastasis by
actively supporting tumor cell migration and protecting
against immune surveillance [9]. Also, HAases generate
small, 10 to 15 disaccharide fragments of HA that stimulate
angiogenesis [10], initiating endothelial cell proliferation via
the cell surface HA receptor, RHAMM [11].

Alternative splicing generates several isoforms of
HAases, each of which displays distinct enzymatic activity.
Heterogeneity in HAase expression has been observed in
tumors and may be related to the differences in their
biological behavior [12]. Elevated levels of HYALI-wt
coincide with the presence of angiogenic HA fragments in
tumor tissue [13]. The aim of our study was to correlate
HAases expression profiles in lung tumor tissues with
histology, disease behavior, and evolution.

2. Materials and methods
2.1. Patients and tumor specimens

Sixty-nine patients underwent lobectomy for ADCs or
SQCCs. The median age was 69 years (44—83 years), and the
median follow-up time was 28 months (1-84 months).
Lobectomy specimens were evaluated for classical prognos-
tic parameters. All patients had tumors of T; 3Ny ,M, [14],
which were considered to be curable by surgical resection.
Clinical staging was done using routine chest radiograph,
bronchoscopy, computerized tomography of the thorax and
upper abdomen, abdominal ultrasound, and bone scan.
Mediastinoscopy and lymph node biopsy were performed

on patients whose lymph nodes had a short axis diameter of
greater than 1 cm. Further details of these patients are
summarized in Table 1.

Tumor tissues and normal lung tissues from resected
specimens were examined within 15 minutes after resection;
the tumor was macroscopically localized, and 1-cm? samples
were taken from tumor and normal lung tissues and stored in
liquid nitrogen at —170°C. Adjacent samples were fixed in
formalin, embedded in paraffin, and hematoxylin and eosin
stained for histological evaluation, to guarantee adequate
tumor representation of the frozen samples. The lobectomy
specimens were evaluated for the classical prognostic
parameters. Specimens were reviewed (by V.K.S. and V.L.C.)
and classified as SQCCs or ADCs by immunohisto-
chemistry and following the new guidelines for classification
of non—small cell carcinomas proposed [15].

This study was approved by the Institutional Review
Board of the Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sao Paulo (no. 369/06) and by Hospital
AC Camargo (no. 1214/09).

2.2. RNA isolation and complementary DNA synthesis

Total RNA was extracted from frozen lung tissues using
TRIzol Reagent (monophasic solution of phenol and

Table 1  Patient characteristics
Total no. of patients 69
Age (y) 69 (44-83)*
Sex 49 males, 20
females
Overall stage
I 40
I 4
111 25
T stage
la 6
1b 10
2a 16
2b 20
3 4
N stage
0 50
1 6
2 13
Treatment
Surgery 69
Surgery + chemotherapy 21
Surgery + chemotherapy + radiotherapy 4
Histological type
SQCC 22
ADC 47
Follow-up (mo) 28 (1-84)*

Patients censored for survival analysis at last 20
time of follow-up

# Values represent median (range).
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guanidine) (Invitrogen, Carlsbad, CA). All RNA prepara-
tions were made DNA-free before subsequent experiments.
The integrity and stability of each RNA sample was verified
by capillary electrophoresis using the Agilent 2100 bioana-
lyzer (Agilent Technologies, Palo Alto, CA). RNA was
subjected to first-strand complementary DNA (cDNA)
synthesis using Superscript-III (Invitrogen) following the
manufacturer’s protocol with 2 pg of total RNA in 40 pL of
RT reaction buffer.

2.3. PCR analysis

Primer sequences were designed for each HYAL variant,
including HYALI-wt, HYALI-vi, HYALI-v2, HYALI-v3,
HYALI-v4, and HYALI-v5; HYAL2-wt; and HYAL3-wt,
HYAL3-vl, HYAL3-v2, and HYAL3-v3 (Figs. 1 and 2). The
B-actin gene was amplified as a positive control for each
reaction. PCR amplification conditions for HYALI, HYAL?2,
and HYAL3 cDNAs were 5 at 94°C followed by 40 cycles of

94°C for 30 seconds, 60°C for 45 seconds, and 72°C for 45
seconds. PCR products were analyzed by agarose gel
electrophoresis and ethidium bromide staining. Isoforms
were identified by the size band generated by each primer pair.

2.4. DNA sequencing

Amplicons were purified from agarose gels using the
GFX gel band purification kit (GE Healthcare, Little
Chalfont, Buckinghamshire, UK). All variants were se-
quenced directly using the PCR primers and the BigDye
Terminator version 3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
BioSystems, Foster City, CA) on an ABI PRISM 3100
Genetic Analyzer (Hitachi, Kokubunji-shi, Tokyo).

2.5. Statistical analysis

Initial analyses were done using Kaplan-Meier curves,
and final multivariate analyses were done using the Cox
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Fig. 1

Representation of the HYAL! variants. The figure shows HYALI-wt and different splice variants. The coding region is shown as a

dotted block. The dashed line shows the region that is spliced out, and solid line represents untranslated regions. Each splice junction is
marked by the nucleotides at the 5’ and 3’ boundaries that are joined because of splicing. The translation initiation and termination codons
for HYALI-wt and HYALI variants are marked. The figure also shows the position of the forwards (ie, A, B, and C) and the reverses
complementary (ie, D and E) primers pairs used to amplify HYAL! variants.
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Fig. 2  Representation of the HYAL3 variants. The figure shows HYAL3-wt and different splice variants. The coding region is shown as a
dotted block. The dashed line shows the region that is spliced out, and solid line represents untranslated regions. Each splice junction is
marked by the nucleotides at the 5’ and 3’ boundaries that are joined because of splicing. The translation initiation and termination codons
for HYAL3-wt and HYAL3 variants are marked. The figure also shows the position of the forwards (ie, 1 and 3) and the reverses
complementary (ie, 2) primers pairs used to amplify HYAL3 variants.

Fig. 3 A, SQCC was characterized by keratinization, pearl formation, and intercellular bridges. B, AIS exhibited growth restricted to
neoplastic cells along preexisting alveolar structures (lepidic growth), lacking stromal, vascular, or pleural invasion. C, Acinar-predominant
ADC revealed a majority component of round to oval-shaped glands with a central luminal space surrounded by tumor cells. D, Papillary
predominant ADC showed a major component of a growth of glandular cells along central fibrovascular cores.
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without a clear lumen or cribriform arrangements (Fig. 3C).
Papillary-predominant ADCs had growth of glandular cells
along central fibrovascular cores (Fig. 3D). Solid-predom-
inant ADCs exhibited polygonal tumor cells that formed
sheets, lacked the recognizable patterns for ADC, and

contained mucin as determined by histochemistry.
After the amplification of HYALI, HYAL2, and HYAL3
cDNAs, PCR products were analyzed by agarose gel
electrophoresis and ethidium bromide staining. As shown
in Fig. 4, isoforms were identified in accordance with size of
the band generated by each primer pair and tumors exhibited

Hyaluronidase splice variants associated ADC and SQCC

Ladge, (100 bp)
-wr (736 bp)
1-vq (121 bp)

V2 (139 bp)
HYAL1-V3 (155 bp)
V4 (364 bp)
-Vs (211 bp)

T Hyaq
@ Hyag 4

HYAL products of different lengths.
The percentage of tumor and normal lung tissue

specimens expressing each variant and wild-type transcript
was determined (Table 2). HYALI-wt, HYALI-vl, HYALI-v2,
HYAL2-wt, HYAL3-wt, and HYAL3-vl were expressed in
significantly more tumors than normal lung tissues. We
found simultaneous expression in matched tumor and normal
lung tissue in 4 cases (27%) for HYALI-wt, 2 cases (12%)
for HYALI-v1, 1 case (6%) for HYALI-v2, 4 cases (25%) for
HYALI-v3, 5 cases (30%) for HYAL2-wt, and 6 cases (38%)
for HYAL3-wt, whereas no simultaneous expression was
found for HYAL3-vI, HYAL3-v2, or HYAL3-v3. The bivariate
correlations among HYALI, 2, 3, and their variants were
determined in tumor and normal lung tissues (Table 3). We
found that, for the most part, there was a positive association
among wild-type HYAL transcripts and their variants as well
as among the HYAL variants themselves in tumor and

m

g
T
C

O Hyay,

Fig. 4 Expression analysis of HYALI, HYAL2, and HYAL3-wt

and variants and 3-actin (positive control). The PCR products were
analyzed by agarose gel electrophoresis. A 100-bp DNA ladder was
applied (A). PCR products of different lengths are shown in tumors

from B to J.

proportional hazard model. In addition, 2, Fisher test,
Pearson bivariate correlations, and paired sample 7 test were
used to measure the relationship between one categorical
variable and several others, and the residuals were examined

normal lung tissues.
When we analyzed the expression patterns in the
different histological subtypes, we found that a significantly

high percentage of SQCCs expressed HYALI-wt and an
elevated fraction of ADCs expressed HYAL3-vI (Table 3).

Table 2  Summary of HYALI, 2, and 3 genic expression,
stratified by tumor and normal lung tissue specimens

Lung specimens

to ensure that they were normally distributed. All analyses
were done with SPSS statistical software (version 18, Genic expression
Chicago, IL). The threshold for statistical significance was -
chosen as P < .05. Tumor Normal tissue
HYALI-wt 22 (26.2)* 6 (7.1)
® HYALI-v] 26 (30.6) * 4 (4.7)
® HYALI-v2 35 (41.2) * 3(3.5)
3. Results ® HYALI-v3 19 (22.4) 10 (11.8)
® [YALI-v4 5(5.9) 3 (3.5)
Wildtype and variant HY AL transcripts are differentially f;Yj[LYZ/{fvi-vj 52 ((2)2*4) " 2 g;g
expressed among histological subtypes SQCCs were char- HYAL3-wt 25 (29: 4)* 7 (8:2)
acterized by keratinization, pearl formation, and intercellular ® HYAL3-v] 15 (20.5) * 1(1.4)
bridges (Fig. 3A). ADC in situ (AIS) exhibited growth ® HYAL3-v2 17 (23.3) 1(1.4)
® HYAL3-v3 15 (20.5) 0 (0)

Expression of HYALI-wt, HYAL2-wt and HYAL3-wt and variants,
stratified according tumor and nontumor specimens. Values are number
(percentage) of lung specimens expressing HYAL-wt and variants.

restricted to neoplastic cells along preexisting alveolar
Pearson »” test was used to explore differences between tumor and

structures (lepidic growth) and lacked stromal, vascular, or
pleural invasion (Fig. 3B). Acinar-predominant ADCs were
characterized by round to oval-shaped glands with a central
luminal space surrounded by tumor cells and contained
mucin. Some cases had rounded aggregates of tumor cells
with peripheral nuclear polarization and central cytoplasm

nontumor specimens.
* Significantly different from nontumor lung specimen (P < .05).
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Table 4 HYAL expression according to histological types and subtypes
HYALs SQCC ADC (n = 47) 2
L=y In situ Invasive
AIS (n=7) Acinar (n = 19) Papillary (n = 13) Solid (n = 8)
HYALI-wt 9% (18.8) 1(1.4) 2(2.9) 2(2.9) 4 (5.8) .004
HYALI-v] 7 (10.1) 3 (4.3) 10 ** (14.5) 1(1.4) 5(7.2) .054
HYALI-v2 11 (15.9) 3 (4.3) 7 (10.1) 10 (14.5) 4 (5.8) 266
HYALI-v3 5(7.2) 2(2.9) 4 (5.8) 4 (5.8) 4 (5.8) .600
HYALI-v4 0 1(1.4) 3(4.3) 0 1(1.4) 228
HYALI-v5 0 0 0 0 0
HYAL2-wt 18 (26.1) 4 (5.8) 15 (21.7) 9 (13.0) 7 (10.1) .590
HYAL3-wt 7 (10) 3 (4.3) 4 (5.8) 5(7.2) 6 (8.7) 114
HYAL3-v1 2(2.9) 2(2.9) 5(7.2) 4 (5.8) 2(2.9) .530
HYAL3-v2 7 (10.1) 1(1.4) 5(7.2) 1(1.4) 3(43) 438
HYAL3-v3 2(2.9) 0 6 (8.7) 4 (5.8) 3 (4.3) 142

NOTE. Values are number (percentage) of lung tumors expressing H/YAL-wt and variants. Pearson y? test was used to explore differences between HY AL vs

histological subtypes.
* Significantly different from SQCC (P < .05).
** Significantly different from acinar-predominant ADC (P < .05).

When we subclassified ADCs, we found that HYALI-vi
was predominantly expressed in the acinar-predominant
tumors (Table 3).

3.1. Survival analysis

Several combinations of clinical and morphological
variables were tested to generate a mathematical model
relevant to patient survival. The results of the best
combination, determined by Cox model analysis, appear in
Table 4. Five variables were significantly associated with
survival time, including age, pathological N stage, treatment,
histological subtype, and HYALI-wt or HYAL3-vl levels.
For example, we found that an increase in N stage was
significantly correlated with decreased survival time (P =
.001). However, when HYAL1-wt was present as a covariate,
the correlation between N stage and survival was much
stronger. Multivariate analyses show a high risk of death
associated with expression of HYALI-wt (odds ratio [OR] =

Table 5
likelihood 109,749, P = .0001)

207), lymph node metastasis (OR = 1.11), older than 69
years, and ADC (OR = 2.87) (Table 5). Regression plots of
the probability of survival versus follow-up time in months
in patients with lung cancer show that the group lacking
HYALI-wt expression has a better chance of survival than
the group with HYALI-wt expression. In contrast, the group
lacking HYAL3-v1 expression has a worse chance of survival
compared with the group with HYAL3-vl expression.
Introduction of the remaining HYAL variables into a
mathematical model controlled for age, pathological N
stage, histological subtypes did not impact survival (Table 6).

4. Discussion

Small fragments (2—25 disaccharide units) from the
degradation of HA stimulate endothelial cell proliferation,
which is an essential process in the induction of angiogenesis

Survival model by Cox regression for relative risk of death controlled for age, N stage, treatment, and histological subtypes (log-

B Coefficient SE Wald P value Risk (B) 95% CI for exp(B)
Lower Upper
Age (younger than 69 y) —1.09 0.62 3.08 .08 0.33 0.09 1.14
N stage 2 9.33 .009
N stage 0 -1.77 0.61 8.36 .004 0.17 0.05 0.56
N stage 1 0.10 0.74 0.02 .008 1.11 0.26 0.79
Surgery + chemotherapy+ radiotherapy 8.89 .008
Surgery + chemotherapy 0.09 0.65 7.99 .003 0.65 0.10 1.25
ADC 1.05 0.94 1.25 .03 2.87 0.45 1.26
Squamous cell 0.03 0.84 0.001 .04 1.02 0.19 5.33
HYALI-wt 0.73 0.85 0.74 .03 2.07 0.39 0.92
HYAL3-v1 —-0.73 0.67 1.19 .02 0.48 0.13 1.78




682 V. K. de Sa et al.

Table 6 Relative risk of death for patients controlled for age, N stage, and histological subtypes according to HY AL expression
B SE Wald P value Exp(B) 95% CI for exp(B)

Lower Upper

HYALI-vl -0.374 0.585 0.409 .522 0.688 0.218 2.166

HYALI-v2 -0.175 0.516 0.115 735 0.839 0.305 2.309

HYALI-v3 -0.226 0.576 0.154 .695 0.798 0.258 2.466

HYALI-v4 0.327 1.114 0.086 769 1.387 0.156 12.312

HYAL2-wt 0.483 0.672 0.516 473 1.621 0.434 6.055

HYAL3-wt 0.351 0.577 0.369 .543 1.420 0.458 4.403

HYAL3-v2 0.621 0.606 1.049 .306 1.861 0.567 6.110

HYAL3-v3 —-0.030 0.554 0.003 957 0.971 0.328 2.875

in vivo and fundamental to tumor progression [16].
Digestion of the extracellular matrix by tumor HY AL results
in the release of growth factors stored in the microenviron-
ment, which enhances the availability of these factors to
target cells. Some of these factors, such as vascular
endothelial growth factor and fibroblast growth factor, are
essential for angiogenesis and for neovascularization,
promoting tumor growth, and progression [16].

We studied the expression of HYAL wild-type and
splice variants in SQCC and ADC because these molecules
have been found to be important in tumor invasion and
angiogenesis. We found that HYALI-wt, HYALI-vl,
HYALI-v2, HYAL2-wt, HYAL3-wt, and HYAL3-vl were
expressed preferentially in tumor tissues compared with
matched normal lung tissues. HYAL expression was
related to histological subtype, specifically HYALI-wt in
SQCCs, HYAL3-vl in ADCs, and HYALI-vl in acinar-
prevalent ADCs. Expression of HYALI-v4 and HYALI-v5
was rare in both normal and malignant lung tissues.
HYAL2-wt was expressed in a similar proportion of SQCCs
and ADCs. Low expression of HYAL?2 is associated with
high-grade lymphomas and may be related to the
aggressiveness of B-cell non-Hodgkin lymphomas [17].
In addition, detection of HYAL2 and fragile histidine triad
deletions in smokers’ sputum is associated with a diagnosis
of lung cancer [18]. We also found that expression of
HYALI-wt was associated with poor prognosis. HYALI-wt
produces the enzymatically active HYAL responsible for
degrading hyaluronic acid into small fragments, inducing
mobilization, and invasion of neoplastic cells. Our finding
is in agreement with a previous study that found HYALI-wt
only in high-grade bladder tumors, lymph node specimens,
and prostate cancer cell lines [19].

Our results revealed that expression of HYAL3-vl in
tumor samples is predictive of long-term patient survival.
During alternative splicing, the variants are rendered
enzymatically inactive due to the loss of 30 amino acids
from the protein [20]. This sequence is encoded by one
90-bp exon present in both the HYALI and HYAL3
genes. These 30 amino acids constitute the substrate-
associated catalytic cleavage site of the glycosidic bond

between N-acetyl-D-glucosamine and D-glucuronic acid
[20]. Since HA is a polymer consisting of repeating
disaccharide units of N-acetyl D-glucosamine and
D-glucuronic acid, it is not degraded by HAases encoded by
the HYALI and HYAL3 variants. Therefore, HA degradation
is restricted to HAases that originate from wild-type
transcripts [20].

We have previously shown that expression of HYAL
variants in prostate tumors is associated with low Gleason
score and reduced tumor recurrence. Specifically, HYAL3-v1
was present in tumors with low Gleason scores and in benign
prostatic hyperplasia and HYAL3-v2 and HYALI-v3 were
expressed preferentially by tumors that had not recurred [21].
A novel EGF-like domain present in the HY AL structure [22]
is retained in HYALI and HYALI-vl, HYALI-HYALI-v2,
HYALI-v4, and HYALI-v5 splice variants but is lacking in
HYALI-v3. The exact role of the EGF domain has yet to be
determined but is probably involved in protein-protein
interactions and regulatory processes.

We conclude that expression of HYAL splice variants is
associated with morphology, stage, and long-term outcome
in patients with ADC and SQCC. Particularly, HYALI-wt
and HYAL3-vl affect tumor motility and invasiveness,
suggesting that strategies aimed at modulating the levels of
HYALI-wt HYAL3-vl may be useful for lung cancer
treatment. To realize this will require a larger scale study
in a randomized and prospective trial.

References

[1] American Lung Association Epidemiology and Statistics Unit
Research and Program Services Division. Trends in Lung Cancer
Morbidity and Mortality. 2010. http:/www.lungusa.org/finding-cures/
our-research/trend-reports/lc-trend-report.pdf [Accessed April 2010].

[2] Curado MP, Edwards B, Shin HR, et al. Cancer incidence in five
continents, vol. 9. Lyon: IARC Scientific Publications; 2007.

[3] Stern R. Devising a pathway for hyaluronan catabolism: are we there
yet? Glycobiology 2003;12:105-15.

[4] Delpech B, Girard N, Bertrand P, et al. Hyaluronan: fundamental
principles and applications in cancer. J Intern Med 1997;242:41-8.

[5] Turley EA, Noble PW, Bourguignon LYW. Signaling properties of
hyaluronan receptors. J Biol Chem 2002;277:4589-92.



Hyaluronidase splice variants associated ADC and SQCC

683

[6] Herrlich P, Morrison H, Sleeman J, et al. CD44 acts both as a growth
and invasiveness-promoting molecule and as a tumor-suppressing
cofactor. Ann NY Acad Sci 2000;910:106-18.

[7] Posey T, Soloway MS, Ekici S, et al. Evaluation of the prognostic
potential of hyaluronic acid and hyaluronidase (HYALI) for prostate
cancer. Cancer Res 2003;63:2638-44.

[8] Pirinen R, Tammi R, Tammi M, et al. Prognostic value of hyaluronan
expression in non-small cell lung cancer: increased stromal expression
indicates unfavorable outcome in patients with adenocarcinoma. Int J
Cancer 2001;95:12-7.

[9] Ropponen K, Tammi M, Parkkinen J, et al. Tumor cell-associated
hyaluronan as an unfavorable prognostic factor in colorectal cancer.
Cancer Res 1998;58:342-7.

[10] Hobarth K, Maier U, Marberger M. Topical chemoprophylaxis of
superficial bladder cancer with mitomycin C and adjuvant hyaluron-
idase. Eur Urol 1992;21:206-10.

[11] Rein DT, Roehrig K, Schondorf T, et al. Expression of the hyaluronan
receptor RHAMM in endometrial carcinomas suggests a role in tumor
progression and metastasis. J Cancer Res Clin Oncol 2003;129:161-4.

[12] Lokeshwar VB, Obek C, Soloway MS, et al. Tumor associated
hyaluronic acid: a new sensitive and specific urine marker for bladder
cancer. Cancer Res 1998;58:31-41.

[13] Lokeshwar VB, Rubinowicz D, Schroeder GL, et al. Stromal and
epithelial expression of tumor markers hyaluronic acid and hyaluron-
idase in prostate cancer. J Biol Chem 1998;276:11922-32.

[14] Travis W, Brambilla E, Noguchi M, et al. International Association for
the Study of Lung Cancer/American Thoracic Society/European

Respiratory Society International Multidisciplinary Classification of
Lung Adenocarcinoma. J Thorac Oncol 2011:244-85.

[15] Travis W, Brambilla E, Hermelink-Muller HK, Harris CC, editors.
Pathology and genetics of tumours of the lung, pleura, thymus and
heart. Lyon: IARC Press; 2004.

[16] Harada H, Takahashi M. CD44-dependent intracellular and extracel-
lular catabolism of hyaluronic acid by hyaluronidase-1 and -2. J Biol
Chem 2007;282:5597-607.

[17] Bertrand P, Courel MN, Maingonnat C, et al. Expression of HYAL2
mRNA, hyaluronan, and hyaluronidase in B-cell non-Hodgkin
lymphoma. Relationship with tumor aggressiveness. Int J Cancer
2006;113:207-12.

[18] LiR, Todd NW, Qiu Q, et al. Genetic deletions in sputum as diagnostic
markers for early detection of stage I non-small cell lung cancer. Clin
Cancer Res 2007;13:482-7.

[19] Lokeshwar VB, Schroeder GL, Carey RI, et al. Regulation of
hyaluronidase activity by alternative mRNA splicing. J Biol Chem
2002;277:33654-63.

[20] Markovic-Housley Z, Miglierini G, Soldatova L, et al. Crystal
structure of hyaluronidase, a major allergen of bee venom. Structure
2000;8:1025-35.

[21] de Sa VK, Canavez FC, Silva IA, Srougi M, Leite KR. Isoforms of
hyaluronidases can be a predictor of a prostate cancer of good
prognosis. Urol Oncol 2009;27:377-81.

[22] Chao KL, Muthukumar L, Herzberg O. Structure of human
hyaluronidase-1, a hyaluronan hydrolyzing enzyme involved in
tumor growth and angiogenesis. Biochemistry 2007;46:6911-20.



HYALURONIDASE, HYALURONAN SYNTHASE, E-CADHERIN, AND
TGF-p MODULATE A DIFFERENT TUMOR-INDUCED INVASIVE PATHWAY
IN LUNG ADENOCARCINOMA SUBGROUPS AND SQUAMOUS CELL
CARCINOMA

Vanessa Karen de Sa 1, Lina Carvalho 2, Ana Gomes > Ana Alarcdo 2, Maria Reis Silva 2,
Patricia Couceiro?, Vitor Sousa®, Fernando Augusto Soares > , Vera Luiza Capelozzi*.
Department of Pathology, 'Faculdade de Medicina da Universidade de Sio Paulo, Brazil,
2Universidade de Coimbra, Portugal, and 3 Hospital AC Camargo, Sdo Paulo, Brazil,

Running Title: Hyaluronidases and hyaluronan synthases in NSCLC

This study was supported by the following Brazilian agencies: the National Council for
Scientific and Technological Development [CNPq UNIVERSAL 474405/2008-7
UNIVERSAL]; Foundation for the Support of Research of the State of S&o Paulo [FAPESP:
08/57911-7 and 08/58557-2]; and the Coordination for the Improvement of Higher Level
Personnel [Capes: 1294-10-5].

Poster presentation at the 2011 Amsterdam European Respiratory Congress

Poster presentation at the 2011 PPS Biennial Meeting, Memorial Sloan Kettering Cancer Center,
New York City.

Correspondence to:

Prof Vera Luiza Capelozzi, e Vanessa Karen de S&, Departamento de Patologia

Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo

Av. Dr. Arnaldo 455, sala 1143, ZIP CODE 01296-903, Sao Paulo, SP, Brazil

Phone: 55-11 3061-7427; FAX — 55-11 3064-2744

E-mail: vcapelozzi@lim05.fm.usp.br / vankaren@usp.br




ABSTRACT

Aims: Among the most common features of highly invasive tumors, such as lung
adenocarcinomas, is the massive degradation of the extracellular matrix (ECM); and the
remarkable qualitative and quantitative modifications of hyaluronic acid (HA), E-cadherin
adhesion molecules, and the transformer growth factor B (TGF-B) may favor invasion, cellular
motility, and proliferation. We examined Hyal, HAS, E-cadherin, and TGF-p profiles
in lung adenocarcinoma (AD) subtypes and squamous cell carcinomas (SQCC)
obtained from smokers and nonsmokers. Methods: Fifty-six patients, mean age 64
years, who underwent lobectomy for AD (n = 31) and SqCC (n = 25) were
included in the study. Results: Overexpression of HAS3 and Hyall was found in
neoplastic epithelial cells of adenocarcinoma and mesenchymal cells of squamous cell
carcinomas. Smoking history presented a positive association with HAS1 in tumor epithelial
cells, and tumors from patients without lymph node metastasis overexpressed E-cadherin.
Predominant acinar and papillary adenocarcinoma was negatively associated with HAS1 in
mesenchymal cells; papillary AD was positively associated with HAS3 and Hyal1l in tumor cells.
Positive associations were found for TGF- B in tumor cells and HAS2 in mesenchymal cells, E-
cadherin in mesenchymal cells and HAS2 in tumor cells, Hyall in tumor cells and HASL1 in
mesenchymal cells, Hyal3 and HAS1 in mesenchymal cells, Hyal3 in tumor cells and HAS1 in
mesenchymal cells, and Hyal3 and HAS1 in tumor cells. Negative correlations were found
between TGF-B, HAS3, and Hyall. Conclusion: Hyaluronidase, hyaluronan synthase, E-
cadherin, and TGF-p modulate a different tumor-induced invasive pathway in lung AD
subgroups and SQCC. An inverse relationship between epithelial and mesenchymal biomarker

expression provides a different spectrum of aggressiveness. While an overexpression of HAS1



and HASS3 indicates aggressive subtypes of SQCC and AD, an overexpression of TGF-$ and E-
cadherin, indicates a protective role of the ECM in avoiding invasion by tumoral cells in both
histological types. Therefore, our findings suggest that strategies aimed at preventing high
HAS3 and Hyall synthesis, or local responses to low TGF-f and E-cadherin, may have a greater
impact in lung cancer. Proof of this idea will require further study in a randomized, prospective

clinical trial.

Key Words: Lung cancer, E-cadherin, TGF-B, HAS1, HAS2 e HAS3, Hyall e Hyal3,

immunohistochemistry, prognosis, and morphometry,



INTRODUCTION

Adenocarcinoma (ADC) and squamous cell carcinoma (SQCC) are the 2 most common
histological carcinoma subtypes in most countries, accounting for ~90% of all lung cancers (1).
Considering that ADC is a heterogeneous group of tumors with a highly variable prognosis, a
new classification of lung ADC based on the new International Association for the Study of
Lung Cancer/American Thoracic Society/European Respiratory Society classification system
was proposed. Such a new classification provides advantages for personalized therapy to
patients, better patient selection, and stratification for clinical trials and molecular studies. ADC
histology is a strong predictor of response to pemetrexed therapy in advanced stage patients (2),
whereas SQCC is important because of potential life-threatening hemorrhage in patients with
SQCC who receive bevacizumab therapy (3). Despite advances in personalized therapy in the
last years, the death rate by lung cancer has remained almost unchanged, and the main cause of
death is invasion and metastasis (4). There is great interest in ways to identify which tumors are
likely to invade, metastasize, and shorten the patient’s life, to optimize therapeutic efforts for
each individual patient (5). Considering that lung cancer is the phenotypic consequence of the
interactions between epithelial and mesenchymal factors (such as extracellular matrix) for
growth, invasion, and metastasis, ongoing studies are currently validating other biomarkers. In
this context, remarkable qualitative and quantitative modifications of the epithelium-
mesenchymal components, such as hyaluronic acid (HA), E-cadherin adhesion molecules, and
the transformer growth factor B (TGF-B) may favor invasion, cellular motility, and proliferation.
Hyaluronan (HA), a large unsulfated glycosaminoglycan, is expressed by many cell types and
contributes to cellular functions. The biosynthesis and turnover of HA is abnormal in many types

of diseases and inflammatory processes. Elevated levels of HA in serum and tissues is an



important marker for a variety of pathological conditions (6). Migration of tumor cells in a
cellular matrix rich in HA occurs after it is degraded into fragments of 2-25 disaccharides and is
mediated by specific cell surface receptors, CD44, and RHAMM (receptor for hyaluronan
mediates motility) (7). Hyaluronan synthase (HAS) consists of a group of isozymes responsible
for synthesis of HA with different chains. There are 3 types of HASs termed HAS1, HAS2, and
HAS3 (8). HAS mRNA levels often correspond to the rate of hyaluronan synthesis, and
are known to influence the content of HA in transplanted tumors (9). Therefore, upregulation
of HAS expression is a likely contributor to HA accumulation in tissues, and promotes tumor
growth (10) and metastasis in experimental animals, especially when coexpressed with
hyaluronidase (11). Different types of (HAase) hyaluronidases, Hyall, Hyal2, and Hyal3 can
degrade the long chains of alternative units of N-acetyl-glusamine and hyaluronan in different
sizes. For example, Hyall is responsible for degrading HA into small fragments of 20-25
disaccharides, needed to activate the MAP-kinase pathway (12). The major transcript of Hyal3 is
enzymatically inactive and appears to have only a supportive role in Hyall expression (13).
Increased HAase expression has also been reported in colon (14) and prostate cancer, (15) as
well as in breast tumor metastases (16). Notably, the growth of murine lung carcinoma and
melanoma cells is influenced by Hyal1(17). In lung fibroblasts, HA synthesis and degradation
appear to be controlled by transforming growth factor 1 (TGF-B1) (18). Transforming growth
factor beta (TGF-B) has profound growth-suppressive effects on normal epithelial cells, but
supports metastasis formation in many tumor types. As opposed to the function of HAase, TGF-
B is a potent stimulator of extracellular matrix (ECM) protein (19). The key molecule that
maintains epithelial cell-cell adhesion and integrity is E-cadherin. E-cadherin, the prototype
member of the classical cadherin family, is a Ca2-dependent transmembrane receptor that

mediates cell-cell adhesion at the adherent junctions via homophilic binding (20). In most, if not



all cancers of epithelial origin, E-cadherin mediated cell-cell adhesion is lost concomitantly with
progression towards tumor malignancy (21).

In light of these previous data suggesting different clinical behavior among
Adenocarcinomas subtypes, as well as an interaction between epithelial and mesenchymal
factors, the aim of the present study was to evaluate [1] whether Hyal and HAS are over-
deposited in epithelial and mesenchymal cells of ADC and SQCC; [2] the relationship among
Hyal, HAS, E-cadherin, and TGF-B; [3] whether these biomarkers are associated with the new
classification of adenocarcinoma; [4] and to verify the impacts of smoking history and staging of
the patients. It was hypothesized that in ADC and SQCC, tumors with different behavior,
hyaluronidase, hyaluronan synthase, E-cadherin, and TGF-f should modulate different tumor-
induced invasive pathway. It was found that SqQCC expressed Hyal 3 by mesenchymal cells,
whereas acinar predominant ADC strongly expressed HAS 3 by epithelial cells. Both histologic
types and smoking history were associated with tumor epithelial expression of HAS1 and HASS,
whereas E-cadherin was more frequent in the samples without lymph node metastasis. An
inverse relationship between epithelial and mesenchymal biomarker expression provided a
different spectrum of aggressiveness. While an overexpression of HAS1 and HAS3 provides
aggressiveness to SQCC and ADC, an overexpression of TGF-p and E-cadherin, provides a

protective role to the ECM, by helping it to avoid invasion by tumor cells in both histological

types.

MATERIALS AND METHODS
This research was approved by the Institutional Ethical and Scientific Committees N°

0171/09.



Patients

Lung specimens from 56 patients with non-small cell lung cancer (NSCLC) were
selected from a tumor bank of the Coimbra University Hospital. Twelve specimens of normal
lung tissue were obtained from same bank.

All specimens were classified at clinical stage T1.3No-2Mo and were considered to have
tumors potentially curable by surgical resection. After the surgical resection, all these patients
were followed for at least 2 years. Clinical staging was determined by routine chest x-ray,
bronchoscopy, computed tomography of the thorax and upper abdomen, abdominal ultrasound,
and bone scans. Mediastinoscopy and lymph node biopsy were additionally performed on
patients whose lymph nodes had a short-axis diameter of > 1 cm. Other details about these
patients are summarized in Table 1.

Tumor tissues used in this study were examined and verified for histologic diagnosis by 2
research staff (VKS and VLC) who classified the tumors as squamous cell, adenocarcinoma, or
large cell carcinoma types according to the new guidelines for classification of non-small cell
carcinomas proposed by Travis et al (22). Given the sub-analysis on 56 heterogeneous samples

consisting of different histologic types and stages as well as different treatments.

Immunohistochemistry evaluation

For immunohistochemistry, the avidin-biotin-peroxidase-complex and streptavidin-biotin
enzyme complex immunostaining methods were used with antibodies against: Hyall (dilution,
1:50), Hyal3 (dilution 1:50), HAS1 (dilution 1:50), HAS3 (dilution 1:50), E-cadherine (dilution
1:100), TGF-B (dilution 1:100), (mouse monoclonal antibodies from DAKO, Carpinteria, CA,
USA. Immunohistochemical reactions were performed in accordance with the manufacturer’s

directions. Diaminobenzidine was used as the color substrate, and Meyer’s hematoxylin was



used for counterstaining. Brownish cytoplasmic staining was considered to be evidence of

antigen expression.

Histomorphometry

The quantification of the markers, after immunohistochemistry reaction was done using
the Automated Cellular Imaging System (ACIS; DAKO, Carpinteria, CA, USA) Ill instrument.
Briefly, the components of ACIS I11 consists of an automated digital microscope and a computer
with a 26 image capture and image processing system. Each immunohistochemically stained
slide was scanned and the images were reviewed on the computer screen. The ACIS Il is able to
detect count and classify cell types based on levels of hue, saturation and brightness. The signal
is then converted to number density measurement. To analyse the expression of proteins was
used the computer program “membranes and cytoplasm”, resident in the system. This program
measures intensity of staining of cytoplasm and cell membrane and provides a result in
continuous variables ranging from 0 to 256. This is attributed to the threshold, i.e., indicates to
the software immunoreactivity with cells and cells without immunoreactivity. The areas to be
analyzed on each slide were selected manually using the selection tools of the ACIS Ill. For

statistical analyses we used the average of two regions (stroma and tumor) of each case (23).

Statistical analysis

Data are expressed as the mean (x standard error of the mean) with 95% confidence
intervals. Statistical analysis was performed by analysis of variance, followed by appropriate
post hoc tests, including Bonferroni for multiple comparisons by the one-way analysis of
variance (ANOVA) test and Student’s t-test for 2 variables between groups. The Pearson test

was used for verification of association between the different biomarkers and the clinical data



base of the patients. The statistical program used was SPSS 18.0 (SPSS Inc., Chicago, IL,

USA). A p value < 0.05 was considered significant.

RESULTS

ADC and SQCC, are respectively represented as stained by H&E (Figure 1 A, B, C, and
D) and immunohistochemistry for HYAL 1, 3 (Figure 2 and 3), HAS 1, 2, 3 (Figure 4, 5, and 6),
E-Cadherin (Figure 7), and TGF-p (Figure 8). Squamous cell carcinoma was characterized by
keratinization, pearl formation, and intercellular bridges (Figure 1 A) and expressed Hyal3 by
stromal cells. Adenocarcinoma in situ (AlS) exhibited growth restricted to neoplastic cells along
pre-existing alveolar structures (lepidic growth), lacking stromal, vascular, or pleural invasion
(Figure 1B), and presented a weak expression of the immunomarkers. Acinar predominant
adenocarcinoma revealed a majority component of round to oval-shaped glands with a central
luminal space surrounded by tumor cells containing mucin. Some cases showed rounded
aggregates of tumor cells with peripheral nuclear polarization with central cytoplasm without a
clear lumen or a cribriform arrangement (Figure 1C), and strongly expressed HAS3. Papillary
predominant adenocarcinoma showed a major component consisting of a growth of glandular
cells along central fibrovascular cores (Figure 1D). Solid predominant adenocarcinoma exhibited
a major component of polygonal tumor cells forming sheets which lack the recognizable patterns
of adenocarcinoma, with mucin detected by histochemistry. Papillary and solid adenocarcinomas

also presented a weak expression of the immunomarkers.

Table 2 summarizes the morphometric results for the tumor and control. Tumor and

control specimens expressing HAS1, 2, and 3 and Hyall and 3 were compared (Table 2).
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Clearly, HAS1, 2 and 3, and HYAL1 and 3 were significantly more expressed by tumor cells
than by mesenchymal cells. As shown in Table 2, the E-cadherin index was significantly
increased in the tumor epithelial cells compared to mesenchymal cells (p = 0.0001). TGF-B
occurred to a higher extent in the tumor epithelial cells and mesenchymal cells (p = 0.0001). The
HAS 1, 2, and 3 were highly expressed by tumor epithelial cells as compared to mesenchymal
cells (p<0.01).

Equally significant were the increased expressions of HYALL and 3 by tumor cells
compared to nontumor cells and controls (p<0.01).

A large population of neoplastic epithelial and stroma cells had detectable Hyal 1 (Figure
2 A-B), Hyal 3 (Figure 3 A-D), HAS 1 (Figure 4 A-B), HAS 2 (Figure 5A-B), HAS 3 (Figure 6
A-B), E-cadherin (Figure 7 A-D), and TGF-B (Figure 8 A-B), in lungs from tumoral areas. The
statistical analysis showed an increased expression of HAS 3 and Hyal 1 in neoplastic epithelial
cells of adenocarcinoma (p = 0.01) and the stroma of squamous cells carcinomas (p = 0.002),
respectively, when compared with other biomarkers in the different histological groups, Figure
3.

Table 3 summarizes the associations between clinical and morphological variables with
statistical significance. Multivariate analysis including the different biomarkers analyzed and
clinical data was performed. Smoking history presented a positive association with HAS1 in
tumor cells (R = 0.38; p = 0.01), HAS3 in mesenchymal cells (R = 0.40, p = 0.05) and Hyall in
mesenchymal cells (R = 0.40, p = 0.05). Acinar ADC was negatively associated with HAS1 in
mesenchymal cells (R = -0.35, p = 0.02) and papillary ADC (R = -0.49, p = 0.05), whereas
papillary ADC was positively related to HAS3 (R = 0.27, p = 0.04), and Hyall (R = 0.53, p =
0.04) in tumor cells. Considering pathological N stage, E-cadherin was more frequently

expressed by lung samples from patients without lymph node metastasis (R = 0.33, p = 0.01).
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The following positive associations were found between the biomarkers studied: TGF-§ in tumor
cells and HAS2 in mesenchymal cells (R = 0.40, p=0.03), E-cadherin in mesenchymal cells and
HAS2 in tumor cells (R = 0.47, p = 0.11), Hyal3 and HAS1 in mesenchymal cells (R =0.58 p =
0.02), Hyal in tumor cells, and HAS1 in mesenchymal cells (R: 0.44, p = 0.01), Hyal3 and
HASL in tumor cells (R: 0.35, p = 0.01). A negative correlation was found between TGF-p,
HASS3, and Hyall, where the expression of TGF-f3 was lower in the presence of the HAS3 in
mesenchymal cells of lung tumors (R = -0.54, p = 0.004), and Hyall in tumors cells (R = -0.40,
p = 0.03). No association was found between the protein markers and known markers of

“aggressiveness” such as tumor size, grade or relapse rates.

DISCUSSION

In the present study it was hypothesized that in ADC subtypes and SqCC, tumors with
different behavior, Hyal, HAS, E-cadherin, and TGF-$ should modulate different tumor-induced
invasive pathway. Generally, while an over expression of HAS1 and HAS3 provides
aggressiveness to SQCC and ADC, an over expression of TGF-f3 and E-cadherin, provided a
protective role to the ECM, by helping it to avoid invasion by tumor cells in both histological
types.

Specifically, it was found that HAS1, 2, 3, and HYAL1, 3 were significantly over
expressed by tumor cells than by mesenchymal cells. In fact, the heterogeneity of hyaluronidase
expression has been identified in tumors and shows promise as an indicator of disease
progression. In a previous study, our group demonstrated that the expression profile of

alternatively spliced mRNA forms of HYAL was associated with histology and outcome,
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suggesting that strategies aimed at modulating their levels may be effective for lung cancer
treatment (27).

We also detected an over expression of HAS 3 and Hyal 1 by neoplastic epithelial cells
of adenocarcinoma and the stroma of squamous cells carcinomas when compared with other
biomarkers in the different histological groups. Thus, we document for the first time a pathway
whereby HAS3 and Hyal 1 over expression respectively by neoplastic epithelial and
mesenchymal cells may favor different pathway for invasion respectively in ADC and SQCC.
HAS3 is the most active HAS, responsible for synthesis of low molecular weight HA (2 x 10°
Da), which contributes to autonomically pericellular matrix formation and interaction with HA
receptors, activating cellular signaling cascades, and leading to changes in tumor behavior.
HAS3 is known to contribute to the malignant phenotype in many malignancies (28). Tumor
metastasis is a complex series of events in which cells migrate beyond tissue compartments and
spread to distant organ sites. Hyaluronan has an important role in regulating tumor growth and
metastasis through its cell surface CD44 receptor, a major glycosaminoglycan component of the
ECM, because it mediates cellular adhesion to ECM, which is a prerequisite for tumor cell
migration (29). Tumor cell invasion involves the active movement of cells across the ECM (29).
Adhesion to ECM, a critical initial step in the metastatic process, has been found to be
hyaluronan-dependent in several tumors (30). Interestingly, we found that predominant acinar
and papillary AD was negatively associated with HAS1 expression in mesenchymal cells,
whereas a positive relationship was found between papillary AD, HAS3, and Hyall expression
in epithelial tumor cells. These findings suggest that an overexpression of HAS1 and 3 by
epithelial tumor cells provides aggressiveness to acinar and papillary AD, but a negative
expression of HAS1 by mesenchymal cells provides a protective role to ECM by helping it to

avoid invasion by tumoral cells in both histological subtypes. Our findings may be supported by
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the recent validation of the new classification of lung AD proposed by IASLC/ATS/ERS in a
North American series (31) and in a series of Australian patients (32). According to both series,
the new subtypes of AD in situ, minimally invasive AD and lepidic-predominant AD, had 5-year
survival rates approaching 100%, whereas micropapillary-predominant and solid with mucin-
predominant AD were associated with particularly poor survival, and papillary-predominant and
acinar-predominant had an intermediate prognosis. As previously mentioned by Golshani and
colleagues™ upregulation of HAS expression is a likely contributor to HA accumulation in
tissues, thus promoting tumor growth and metastasis in experimental carcinogenesis. Our
findings indicate that tumor HAS3 and Hyall over expression in human AD subtypes and SQCC
constitute an important driving force for invasion of neoplastic cells. Thus, HAS3 and Hyall
expression may form the basis for an important tumor-induced invasive pathway.

As expected, E-cadherin index was significantly over expressed by tumor cells than by
mesenchymal cells, whereas TGF-B occurred to a higher extent in both tumor and mesenchymal
cells. These findings are supported by previous works that showed E-cadherin adhesion
molecules and the transformer growth factor B favoring invasion, cellular motility, and
proliferation (18, 21). More interestingly was the clear positive or negative relationship between
growth-factors in tumor cells (TGF-B) and ECM regulators (HASL, 2, 3, Hyal 1 and E-cadherin).
One explanation for these findings may be supported by the fact that HAS2 has the capacity of
to activate latent TGF-p suggesting an autocrine and a paracrine pathway in which collagen
deposition and further invasion may be enhanced (33). Another explanation is that the activation
of latent TFG-B also provides an additional pathway for tumor-induced immune suppression
(34). In addition, recent studies by Sun et al (35) demonstrate that hyaluronan fragments have the
capacity to upregulate TFG-B by a CD44-dependent pathway. Concerning E-cadherin, some

studies report that TGF-f affects the complex of cell adhesion mediated by E-cadherin-catenin in
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tumor cells. However, in a study using a culture of pancreatic cells conducted to evaluate the
induction of the complex E-cadherin-catenin by the addition of TGF-f in the culture medium, it
was demonstrated that the treatment of pancreatic tumor cells with TGF-$ resulted in reduced
cell adhesion due to dissociation of E-cadherin-catenin from the cytoskeleton (36) Sayo et al
(37) demonstrated in cultured human keratinocytes that TGF-f can also regulate the expression
of HAS by suppressing HAS3. These results give support to our findings of HAS3 and Hyall
overexpression in the absence of TGF-B, thus suggesting that a decrease in TGF-p expression
could also contribute to a more invasive phenotype because HAS3 and Hyall are up-regulated in
this situation. As previously mentioned, HAS3 synthesizes the low molecular weight HA, and
interestingly, Hyall is the enzyme responsible for its degradation.

Other interesting relationship we found, such as co-expression of ECM regulators (HAS1
and Hyal 1,3) by both tumoral and epithelial cells may be an evidence to link known factors of
adverse outcome to the biomarker. In fact, the simultaneous expression of these 2 enzymes could
confer a better prognosis, because of the ability of HAS1 to synthesize a long chain of HA, while
Hyal3 cleaves it into larger fragments larger, helping to preserve the ECM structure. Concerning
Hyal3 immunoreactivity found in mesenchymal cells of SqQCC, there are no studies evaluating
the expression of this enzyme in lung tumors. However, Lokeshwar et al (38) showed that this
protein was expressed in high grade tumors and metastatic lymph nodes. The expression of this
protein in the tumor mesenchymal cells may contribute to the degradation of HA, favoring
cellular growth, migration, and consequently tumor invasion.

Our findings have also an impact in some clinic-pathologic factors. For example,
smoking history and lymph node metastasis presented a positive association with ECM
regulators by tumor cells (HAS1 and E-cadherin, respectively). These findings are corroborated

by Caslino-Matsuda and colleagues who reported that oxidative stress caused by tobacco
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(cigarette smoke) in vivo or in vitro induces activation of the MAPK pathway by increasing the
interaction between HA and CD44 receptors (39) interestingly, and as expected, patients with
smoking histories presented a negative correlation with predominant acinar ADC. Regarding
staging, E-cadherin was expressed in most cases with no lymph node metastases. In fact, Wang
and colleagues studied the expression of Twist and E-cadherin in primary and metastatic lung
cancer. These authors showed that expression of E-cadherin was higher in primary tumors than

in metastases (40).

Conclusion

ECM regulators and growth-factors modulate a tumor-induced invasive pathway in lung
AD and SQCC subgroups, and different spectra of aggressiveness were found between SQCC
and AD subtypes. An inverse relationship between epithelial and mesenchymal biomarker
expression provides a different spectrum of aggressiveness. While overexpression of ECM
regulators by epithelial cells provide aggressiveness to SQCC and ADC, overexpression of
growth factors and ECM regulators by mesenchymal cells provide a protective role to the ECM
avoiding invasion by tumor cells in both histological types. Therefore, our findings suggest that
strategies aimed at preventing high ECM regulators synthesis, or local responses to low growth
factors TGF- B may have a great impact on lung cancer. To finalize this conclusion will require

greater study in a randomized and prospective trial.
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Legends of figures

Table 1. Patient characteristics

Table 2. Summary of morphometric results ®

Table 3. Association between immune cells in tumor microenvironment and clinical variables.

Figure 1. (A) Squamous cells lung carcinoma, (B) Adenocarcinoma in situ (AlS), (C) Acinar
predominant adenocarcinoma and (D) Papillary predominant adenocarcinoma are respectively
represented in stained by H&E. Magnification 100 pm.
Figura 2. Imunoexpression of Hyall by neoplastic cells. (A) Adenocarcinoma and (B) Acinar
predominant adenocarcinoma, (C) Squamous cells lung carcinoma and (D) Papillary
predominant adenocarcinoma . Magnification 100 um.

Figura 3. Imunoexpression of Hyal3 by neoplastic cells. (A, B) Papillary predominant
adenocarcinoma,(C) Acinar predominant adenocarcinoma, and (D) normal parenquima.
Magnification 100 pm.

Figura 4. Imunoexpression of HAS1 by neoplastic cells. (A) Papillary predominant
adenocarcinoma and (B) Squamous cells lung carcinoma. Magnification 100 pm.

Figura 5. Imunoexpression of HAS2 by neoplastic cells and control. (A) Adenocarcinoma in
situ (AIS) and (B) normal parenquima. Magnification 100 pm.

Figura 6. Imunoexpression of HAS3 by neoplastic cells and control. (A) Adenocarcinoma in
situ (AIS) and (B) normal parenquima. Magnification 100 pum.

Figura 7. Imunoexpression of E-cadherine by neoplastic cells. (A) Acinar predominant
adenocarcinoma, (B) Papillary predominant adenocarcinoma, (C) Squamous cells lung
carcinoma and (D) Adenocarcinoma in situ (AlS). Magnification 100 pum.

Figura 8. Imunoexpression of TGF-B by neoplastic cells. (A) Acinar predominant

adenocarcinoma, (B) Papillary predominant adenocarcinoma. Magnification 100 um.



Table 1. Patient characteristics

Total no. of patients
Age (yrs)

Gender

Overall stage

I

I

Il

Tabagism (pack-years)
Treatment

Surgery

Surgery + chemotherapy

Surgery + radiotherapy

Surgery + chemotherapy + radiotherapy

Histologic type
Squamous cell carcinoma

Adenocarcinoma

e Acinar
e Pappilar
e Lepidic

e Solid

56
64 (43-84)

35 males, 21 females

36
16

17
34

41
12

2

37 (0-100)

56

25
31
12
11




Follow-up (months) 16 (3-30)°

Patients censored for survival analysis at last time of follow-up 2

# Values represent median (range)



Table 2. Summary of morphometric results *

Continuous Variables (Score)

Score Mean Score Range
Tumoral microenvironment 42.72 0.00-137.6
HAS 1
HAS 2 30.72 0.01-124.25
HAS 3 53.98 0.00-109.05
Hyal 1 91.75 42.51-136.95
Hyal 3 34.42 0.00-114.45
TGF-B 85.70 32.32-138.20
E_caderina 57.78 5.69-146.11
Non-tumoral microenvironment
HAS 1 13.92 0.00-75.71
HAS 2 10.45 0.30-38.34
HAS 3 11.70 0.20-56.32
Hyal 1 27.30 0.11-62.27
Hyal 3 12.72 0.02-68.37
TGF-p 57.8 2.65-87.65
E-caderina 64.31 3.2-96.35
Normal tissue
HAS 1 2.18 0.07-9.15
HAS 2 4.83 0.00-23.24
HAS 3 9.14 0.00-34.56
Hyal 1 3.57 0.20-9.65
Hyal 3 17.49 0.00-76.61

& The expression of proteins was measured by the ACIS Il computer program “membranes and
cytoplasm”, resident in the system. This program measures intensity of staining of cytoplasm
and cell membrane and provides a result in continuous variables (score) ranging from 0 to 256.
This is attributed to the threshold, which indicates to the software cells with and without
immunoreactivity. The areas to be analyzed on each slide were selected manually using the
selection tools of the ACIS Ill. For statistical analyses we used the average of two regions

(stroma and tumor) of each case. %
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