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Baldavira CM. Impacto da via de sinalizagdo Wnt/p-catenina, matriz extracelular e
transicdo epitélio-mesenquimal nas alteragcbes moleculares do estroma em carcinomas
pulmonares de ndo pequenas células [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo; 2023.

O cancer de pulméo representa um problema de saide mundial, sendo o principal tipo de
tumor responsavel pelas mortes por cancer. Nesse contexto, 0 microambiente tumoral e a
matriz extracelular (MEC) apresentam-se como de extrema relevancia. Assim, este estudo
teve como objetivo explorar o valor prognéstico da transicdo epitélio-mesenquimal
(TEM), sinalizagdo Wnt e expressdo de proteinas da MEC em pacientes com carcinoma
pulmonar de ndo pequenas células (CPNPC) com estadios clinicos I-1l1A. Para isso,
utilizamos 120 cortes de tecidos de pacientes e avaliamos a imuno-histoquimica, a
imunofluorescéncia e a microscopia eletrénica de transmissédo (MET) de cada um desses
marcadores. Também usamos analise in silico para validar nossos dados. Encontramos
uma forte expressdo de E-caderina e fB-catenina, o que reflete o processo diferencial de
invasdo da MEC. Também notamos uma forte expressdo de sulfato de condroitina (SC) e
colagenos tipos 111 e V. Isso sugere que, apds a TEM, a membrana basal (MB) aumentou
a motilidade das células invasivas. As proteinas da TEM foram diretamente associadas
ao WNTH5A e aos colagenos tipos 111 e V, o que sugere que a via WNT os impulsiona. Por
outro lado, o heparan sulfato (HS) foi associado a WNT3A e SPARC, enquanto WNT1
foi associado ao SC. Curiosamente, a associacdo entre WNT1 e Col 1V sugeriu feedback
negativo de WNT1 ao longo do MB. Em nossa coorte, WNT3A, WNT5A, HS e SPARC
desempenharam um papel importante no modelo de regressdo de Cox, influenciando a
sobrevida global (SG) dos pacientes, seja direta ou indiretamente, com a expressdo
SPARC estratificando a SG em dois grupos: 97 meses para alta expressao; e 65 para baixa
expressdao. Em concluséo, o presente estudo identificou um conjunto de proteinas que
podem desempenhar um papel significativo na previsdo do prognoéstico de pacientes com
CPNPC com estadios clinicos I-111A.

Descritores: Neoplasias pulmonares. Via de sinalizagdo Wnt. Colageno.
Glicosaminoglicanos. Transigéo epitelial-mesenquimal. Carcinoma pulmonar de células

ndo pequenas. Imunofluorescéncia. Imuno-Histoquimica. Microscopia eletronica.



Baldavira CM. Impact of the Wnt/B-catenin signaling pathway, extracellular matrix and
epithelial-mesenchymal transition on stromal molecular alterations in non-small cell lung
carcinomas [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo”;
2023.

Lung cancer still represents a global health problem, being the main type of tumor
responsible for cancer deaths. In this context, the tumor microenvironment, and the
extracellular matrix (ECM) pose as extremely relevant. Thus, this study aimed to explore
the prognostic value of epithelial-to-mesenchymal transition (EMT), Wnt signaling, and
ECM proteins expression in patients with non—small-cell lung carcinoma (NSCLC) with
clinical stages I-1l1A. For that, we used 120 tissue sections from patients and evaluated
the immunohistochemical, immunofluorescence, and transmission electron microscopy
(TEM) of each of these markers. We also used in silico analysis to validate our data. We
found a strong expression of E-cadherin and B-catenin, which reflects the differential
ECM invasion process. Therefore, we also noticed a strong expression of chondroitin
sulfate (CS) and collagens Il and V. This suggests that, after EMT, the basal membrane
(BM) enhanced the motility of invasive cells. EMT proteins were directly associated with
WNT5A, and collagens 11l and V, which suggests that the WNT pathway drives them.
On the other hand, heparan sulfate (HS) was associated with WNT3A and SPARC, while
WNT1 was associated with CS. Interestingly, the association between WNT1 and Col IV
suggested negative feedback of WNT1 along the BM. In our cohort, WNT3A, WNT5A,
heparan sulfate, and SPARC played an important role in the Cox regression model,
influencing the overall survival (OS) of patients, be it directly or indirectly, with the
SPARC expression stratifying the OS into two groups: 97 months for high expression;
and 65 for low expression. In conclusion, the present study identified a set of proteins that
may play a significant role in predicting the prognosis of NSCLC patients with clinical

stages I-111A.

Descriptors: Lung neoplasms. Wnt signaling pathway. Collagen. Glycosaminoglycans.
Epithelial-mesenchymal transition. Non-small-cell lung cancer. Immunofluorescence.

Immunohistochemistry. Microscopy, electron.
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1 INTRODUCAO

O carcinoma pulmonar de ndo pequenas células (CPNPC) constitui o tumor
epitelial maligno mais frequente do pulmao, correspondendo a 85% dos casos. Sua
classificacdo inclui principalmente trés subtipos histoldgicos: adenocarcinoma (ADC);
carcinoma de células escamosas (CCE); e carcinoma de grandes células (CGC) [1].
Globalmente, o CPNPC continua sendo a principal causa de mortalidade por cancer [2].
No Brasil, a sobrevida global (SG) em cinco anos é estimada em 18% [3]. Normalmente,
esses baixos valores de SG estdo relacionados a presenca de metastases a distancia,
mesmo quando o paciente € submetido a resseccao cirurgica radical. Uma das grandes
questdes associadas a este processo de recorréncia tumoral pode estar ligada a metastases
ocultas, que ainda s&o dificeis de detectar, mesmo com os avangos clinicos atuais [4].

Os processos metastaticos requerem que as células malignas invadam o tecido
circundante por meio de varias etapas. Duas dessas etapas sdo de particular importancia:
0 processo de transicdo epitelial-mesenquimal (TEM); e migracdo celular através do
tecido para os vasos [5]. Para que ambos os processos ocorram de forma satisfatoria, as
celulas tumorais devem expressar certas caracteristicas essenciais, principalmente
aquelas que afetam sua capacidade de aderir a diferentes moléculas presentes na matriz
extracelular (MEC) e em outras superficies celulares [6]. Além disso, também ¢é
extremamente relevante a forma como a MEC é remodelada, uma vez que, sua
reestruturacdo permite a mobilidade celular, e, consequentemente, facilitando o processo
de metastase [6].

O CPNPC geralmente se desenvolve a partir das células epiteliais que revestem o
epitélio bronquiolar e alveolar [7, 8], e, devido ao isso, o processo de TEM é
extremamente relevante. Isso porque é através do processo de TEM que as células mudam
seu fendtipo epitelial em favor de um fendtipo mesenquimal maével [9]. Para isso, as
células epiteliais interagem com a membrana basal e sofrem multiplas alteragdes
bioquimicas que permitem a alteracdo do fenoétipo celular. Como resultado, as células
tumorais adquirem capacidades migratorias aprimoradas, capacidade de invasdo e
producdo significativamente aumentada de moléculas de MEC [10]. Assim, a MEC torna-
se crucial para que as células progridam neste fendtipo mesenquimal, revertendo assim
as suas origens epiteliais ap6s a invasdo do sitio secundario [11]. Logo, as células
tumorais tornam-se capazes de reepitelizar no local metastatico, vital para a colonizacéo

e desenvolvimento de extensdes metastaticas [12].
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Ademais, a MEC fornece as células suporte e ancoragem histoarquitetonicos.
Sendo composta por uma rede complexa de componentes altamente reticulados, incluindo
proteinas fibrosas, glicoproteinas, proteoglicanos e polissacarideos [13]. As propriedades
biomecanicas e bioquimicas da MEC regulam a sobrevivéncia, proliferacdo,
diferenciacéo e motilidade celular através da acéo de proteinas como SPARC, sulfato de
condroitina (CS), heparan sulfato (HS) e colagenos [14-17]. E, as altera¢cBes moleculares
que ocorrem na MEC tém sido potencialmente associadas ao carcinoma invasivo. Além
disso, as modificacdes sofridas pela MEC podem modular importantes vias de sinalizacdo
na morfogénese tecidual, como a via de sinalizacdo Wnt. A sinalizacdo anormal desta via
ja esta associada a varios tipos de cancer, onde exerce um efeito tumorigénico [18, 19].
Além disso, essa via também tem sido descrita como influenciando o processo de TEM,
e, consequentemente, atuando sobre o crescimento e progressdo tumoral [18].

Nesse sentido, varios estudos investigaram 0s componentes do MEC
individualmente. No entanto, até onde sabemos, ndo h& estudos investigando 0s
componentes estruturais da MEC combinados com o comportamento da TEM e a via de
sinalizacdo Wnt em tecidos de CPNPC. Assim, o presente estudo analisou os padrdes de
MEC em diferentes tipos de CPNPC e 0s associou com a expressao de marcadores de
TEM e proteinas WNT, e com as caracteristicas clinico-patoldgicas e evolugdo dos

pacientes.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Cancer de Pulmao
2.1.1 Epidemiologia

O céancer representa um grande problema de saude publica mundial, sendo uma
das principais causas de morte prematura (menores de 70 anos) em todo mundo, sendo
também uma importante restrigdo para o crescimento da expectativa de vida [19; 20]. De
acordo com dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), em 2019, o céancer foi a
primeira ou segunda principal causa de mortes antes dos 70 anos em 112 de 183 paises,

e ocupou a terceira posi¢do em mais 23 (Figura 1) [21].
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Figura 1. Ranking Nacional de Cancer como Causa de Morte em ldades <70 Anos em 2019. Os nimeros
de paises representados em cada grupo de classificacéo estdo incluidos na legenda. Fonte: WHO, 2020 [22].

Contudo, com a pandemia do coronavirus, o diagndstico e tratamento de cancer
foram afetados negativamente, devido a reducdo de acesso a cuidados e o medo dos
pacientes a exposi¢cdo ao COVID-19 [23]. Tal cenario afetou também o levantamento de
dados epidemioldgicos, e, dessa forma, podera ser vista uma redugdo a curto prazo na
incidéncia de casos de céncer, com aumento de diagndsticos em estagio avangado e
aumento da mortalidade [24]. Sendo assim, todas as estatisticas referentes aos anos de
2020 a 2022, foram comprometidos. E, com isso, 0 que se tem disponivel de mais recente
quanto os dados de incidéncia e mortalidade estdo de 2 a 4 anos atrasado em relacéo ao
ano atual. Isso corre devido ao tempo necessério para coleta, compilagdo de dados,

controle de qualidade e disseminacdo dos mesmos [23].
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Em 2020, houve uma estimativa de 19,3 milhdes de novos casos e 10 milhdes de
mortes por cancer em todo o mundo. Estima-se ainda que, para ambos os sexos, metade
dos casos e 58,3% das mortes por cancer tenham ocorrido na Asia — onde se encontra
59,5% da populacdo mundial. Na Europa, os dados apontam 22,8% do total de casos e
19,6% das mortes, embora 0 continente seja responsavel por apenas 9,7% da populacao
global [21]. Ainda assim, ressalta-se que variacdes numéricas quanto ao nimero de casos
e Obitos em muitos paises em desenvolvimento também podem estar relacionadas a falta
de um sistema de notificacBes centralizado, e, assim, muitos casos podem ndo ser
notificados, reduzindo a real incidéncia da doenca [25].

Para o cancer de pulméo as estimativas, em 2020, eram de 2,2 milhdes de novos
casos e 1,8 milhdes de mortes. Sendo o segundo tipo de cancer mais diagnosticado (1 a
cada 10 diagndsticos, 11,4%), e a principal causa de morte (1 a cada 5 o6bitos, 18%). O
cancer de pulméo representa a principal causa de morbidade e mortalidade em homens e,
em mulheres, ocupa o terceiro lugar em incidéncia e o segundo em mortalidade. As taxas
de incidéncia e mortalidade séo, aproximadamente, duas vezes maiores em homens do
que em mulheres, variando de acordo com a regido (de 1,2 na América do Norte a 5,6 no
norte da Africa). Essas taxas também variam de acordo com o indice de desenvolvimento
humano (IDH); em paises com IDH alto ou muito alto esses valores sdo de 3 a 4 vezes
maiores que em paises de IDH médio ou baixo [21]. Todavia, esse padrdo podera ser
futuramente alterado de acordo com o comportamento do consumo de tabaco, visto que,
80% dos fumantes com mais de 15 anos residem em paises de baixo e médio IDH [26].
Acredita-se ainda que, em 2022, aproximadamente 81% das mortes por cancer de pulméo
sejam causadas diretamente pelo tabagismo ou do fumo passivo [27].

Nos Estados Unidos, o cancer representa a segunda principal causa de morte. E,
estima-se que, em 2022, ocorram, aproximadamente, 1.918.000 novos casos de cancer e
609.000 mortes por cancer, sendo atribuidas ao cancer de pulmao aproximadamente 350
mortes por dia [23, 28]. O céncer de pulmdo ainda é a segunda causa de mortes em

homens e mulheres nos Estados Unidos (Figura 2).
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Estimated New Cases

Males Females

Prostate 268,490 27% - Breast 287,850 31%

Lung & bronchus 117,910 12% | ! Lung & bronchus 118,830 13%

Colon & rectum 80,690 8% A Colon & rectum 70,340 8%

Urinary bladder 61,700 6% Uterine corpus 65,950 T%
Melanoma of the skin 57,180 6% " Melanoma of the skin 42,600 5%
Kidney & renal pelvis 50,290 5% 4 Non-Hodgkin lymphoma 36,350 4%
Non-Hodgkin lymphoma 44,120 4% | ) Thyroid 31,940 3%
Oral cavity & pharynx 38,700 4% Pancreas 29,240 3%
Leukemia 35,810 4% f Kidney & renal pelvis 28,710 3%

Pancreas 32,970 3% (ol Leukemia 24,840 3%

All Sites 983,160 100% [ .. AllSites 934,870 100%

Estimated Deaths

Lung & bronchus 68,820 21% — Lung & bronchus 61,360 21%

Prostate 34,500 11% ' Breast 43,250 15%

Colon & rectum 28,400 9% 4 L Colon & rectum 24,180 8%

Pancreas 25,970 8% | Pancreas 23,860 8%

Liver & intrahepatic bile duct 20,420 6% | Ovary 12,810 4%
Leukemia 14,020 4% | Uterine corpus 12,550 4%

Esophagus 13,250 4% Liver & intrahepatic bile duct 10,100 4%

Urinary bladder 12,120 4% [ Leukemia 9,980 3%
Non-Hodgkin lymphoma 11,700 4% Non-Hodgkin lymphoma 8,550 3%
Brain & other nervous system 10,710 3% ‘\ | Brain & other nervous system 7,570 3%
All Sites 322,090 100% ' . All Sites 287,270 100%

Figura 2. Dez principais tipos de cancer para a estimativa de novos casos de cancer e mortes por sexo,
Estados Unidos, 2022. As estimativas sdo arredondadas para o 10 mais proximo e excluem cancer de pele
basocelular e de células escamosas e carcinoma in situ, exceto bexiga urinaria. A classificacdo é baseada
em projecGes modeladas e pode diferir dos dados observados mais recentes. Fonte: Siegel et al., 2022;
American Cancer Society, 2022 [23, 28].

Ja no Brasil, para o triénio de 2023-2025, ha uma estimativa de que ocorram 704
mil novos casos de cancer. Quando excluido cancer de pele ndo melanoma, o cancer de
pulmao o quarto mais incidente entre os brasileiros (4,6%). Essa incidéncia também varia
de acordo com a regido geografica, sendo o Sul e Sudeste as regifes que concentram 0s
maiores numeros de casos (cerca de 70%), com predominio dos canceres de prostata e
mama, célon e reto. Entre 0os homens, o cancer de prostata continua sendo o mais
predominante; para as mulheres, o cancer de mama é o de maior incidéncia [19]. A Figura
3 ilustra a distribuicdo espacial das taxas brutas da incidéncia de neoplasias do aparelho

respiratorio (traqueia, bronquios e pulmdes) estimadas para 0 ano de 2023 em nosso pais.
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Figura 3. Distribuicdo espacial das taxas brutas de incidéncia de neoplasia maligna da traqueia, dos
brénquios e dos pulmdes por 100 mil habitantes, estimadas para o ano de 2023, distribuidos por Unidade
da Federacdo. Fonte: INCA, 2022 [19].

A sobrevida de pacientes com cancer de pulm&o em 5 anos apds o diagnostico é de apenas
10% a 20% na maioria dos paises, sendo maior no Japdo, Israel e Republica da Coréia [29]. Nos
Estados Unidos ja se observa que a incidéncia de cancer de pulméo em estagio avancado vem
reduzindo, e a taxa de diagnostico em estégio inicial vem aumentando cerca de 4.5% ao ano, com
ganho na proporcéo de sobrevida relativa em 3 anos, de 21% em 2004 para 31% em 2018 [23].
Esses dados coincidem com as mudancas atuais aplicadas a pratica clinica associada ao
tratamento e/ou ao rastreamento do cancer. Além disso, campanhas para cessacéo do tabagismo
também tém aumentado visando maior reducéo no nimero de casos.

Ademais, as perspectivas quanto a sobrevivéncia tém se tornado promissoras para todos
0s estagios de cancer de pulméo, com aumento da porcentagem de pessoas que vivem pelo menos
3 anos apds o diagndstico. Houve também aumento da sobrevida média de 8 para 13 meses [30].
Porém, esses ganhos de sobrevida estdo majoritariamente ligados ao CPNPC e refletem os
avangos de procedimentos diagndsticos e cirlrgicos [31, 32], bem como de terapias direcionadas
as mutagBes drive mais comuns [33]. Os impactos da imunoterapia ainda ndo séo diretamente
vistos, mas acredita-se que seus resultados trardo impactos positivos nas estatisticas futuras.
Somam-se também a esses fatores 0 aumento ao acesso a cuidados [34] e o aumento de

diagndsticos em estagio inicial da doenga [35].
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2.1.2 Fatores de risco e exposicdo ambiental

Entre os fatores de risco conhecidos, 0os mais frequentemente reportados no cancer de
pulmao s&o: estilo de vida, exposi¢do ambiental e ocupacional. No entanto, a forma como esses
fatores irdo atuar podem variar de acordo com a localizacdo geogréfica, género, ancestralidade
genética, predisposicdo genética, além de suas interagdes sinérgicas [36].

O fator de risco mais reconhecido no desenvolvimento do cancer de pulméo € o
tabagismo, e, embora a nicotina ndo seja cancerigena, existem outras substancias presentes na
fumaca do cigarro que séo consideradas cancerigenas pela Agéncia Internacional para Pesquisa
do Céancer [36]. Além disso, charutos e cachimbos também foram associados a uma maior chance
de desenvolver cancer de pulmao [37]. Cabe ressaltar ainda que a exposicao passiva ao fumo
também leva o individuo ao risco de desenvolver cancer de pulméo.

Ha ainda outros fatores de risco adicionais para o desenvolvimento do cancer de pulméo.
Entre eles, os mais bem estudados incluem: a exposicdo a fumaca de combustivel doméstico
(biomassa), como madeira, residuos de colheita e carvéo [38-41]; a poluicdo do ar ambiente, com
material particulado de di@metro inferior a 2,5um (MP-;s), didxido de nitrogénio e didxido de
enxofre [42-44]; outras exposi¢Oes ambientais, como ao radonio e ao arsénico [45-48]; riscos
ocupacionais, como a exposi¢do ao amianto [49-51] e outros compostos organicos e metalicos
[52, 53]; entre outros. Alguns desses fatores de risco associados ao cancer de pulmao estéo

representados na Figura 4, abaixo.
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Figura 4. Fatores de risco associados ao cancer de pulméo em individuos nunca fumantes. Fonte: Corrales
etal., 2020 [41].
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2.1.3 Classificacdo anatomopatolégica

O céncer de pulméo é uma doenca heterogénea e possui muitas caracteristicas
clinicopatoldgicas [54]. Classificado de acordo com sua histologia e com o uso de alguns
marcadores imuno-histoquimicos, o cancer de pulmédo € dividido em duas formas
principais: carcinoma pulmonar de pequenas células (CPPC), que representam cerca de
15% dos casos, e carcinoma pulmonar de ndo pequenas células (CPNPC), mais
frequentes, representando 85% dos casos. Clinicamente, essa classificagéo histologica do
cancer de pulméo é bastante relevante, pois os testes moleculares e uso o de terapias-alvo
sdo guiadas através dela.

O CPPC é um carcinoma neuroenddcrino altamente agressivo que ocorre
principalmente em tabagistas e ex-tabagistas, tendo progndstico extremamente ruim,
independente do estagio, aléem disso, cerca de dois tercos dos pacientes com CPPC tém
doenca metastatica a distancia no diagnostico inicial [55].

Ja 0 CPNPC origina-se de células brénquicas ou alveolares e constituem a forma
mais comum de cancer de pulmdo primario. Sua classificacdo, segundo a OMS, se

subdivide em trés subtipos histoldgicos principais (Figura 5): adenocarcinoma (ADC),

Figura 5. Coloragdes de hematoxilina-eosina (HE) dos trés subtipos histolégicos principais de carcinoma
pulmonar de ndo pequenas células. (A) Adenocarcinoma. (B) Carcinoma de células escamosas. (C)
Carcinoma de grandes células. Coloracdo Hematoxilina-Eosina. Captura: 20x. Fonte: Elaborada pelo autor.

Os ADC:s sdo o tipo mais comum de cancer de pulméo e representam em torno de 40%
dos canceres de pulmao, 60% dos CPNPC e mais de 70% dos casos ressecados cirurgicamente
[54, 57]. Normalmente, os ADCs surgem a partir de pneumacitos tipo Il ou de células Clara
presentes no epitélio glandular do parénquima pulmonar [58]. Esses tumores geralmente
expressam marcadores imuno-histoquimicos como o fator de transcrigdo da tireoide (TTF-1) e
NapsinaA [2, 57]. De acordo com a classificacao feita em 2015 pela OMS, os ADCs séo ainda
subdivididos em: in situ (ou lesdo pre-invasiva), minimamente invasivo, ou invasivo; essa

classificacéo baseia-se na extensdo da invasividade [54, 59].
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Os CCEs ocorrem, normalmente, na por¢ao central do pulméo, ao longo das vias aéreas
principais [57]. Esse subtipo histoldgico é encontrado em 25% a 30% dos casos de cancer de
pulmé&o [2]. Os marcadores comumente utilizados para demonstrar a diferenciagéo dos CCEs
sdo: p40, CK5, CK6 e desmogleina-3 [60]. Os CCEs ja foram a histologia mais comum, tendo
sua incidéncia reduzida de maneira consideravel, isso se deve a reducéo das taxas de tabagismo
em paises de alta renda, bem como em modificagBes ha composigéo do cigarro [61].

Por fim, 0 CGC representa de 5% a 10% dos casos de cancer de pulmé&o, séo tumores
tipicamente menos diferenciados e compostos por grandes células, com grandes ndcleos e
citoplasma abundante. Sua incidéncia também esta diminuindo, mas, neste caso, € resultado do
uso de novas técnicas de imunofenotipagem, que permitem uma melhor caracterizacdo dos
ADC e CCE menos diferenciados [2].

2.1.4 Estadiamento TNM do cancer de pulméo

O atendimento aos pacientes com cancer de pulmao é, atualmente, baseado em seu
estadiamento. E, desta forma, o correto estadiamento do tumor é de extrema importancia, visto
que, além de classificar a extensdo da doenga, também direciona decisfes clinicas e o
progndstico dos pacientes [62].

O padrdo internacionalmente aceito atualmente é a classificacdo tumor-nédulo-
metéstase (TNM) proposta pela Unido Internacional para o Controle do Céncer (do inglés,
Union for International Cancer Control). A sistema TNM é definido por trés categorias: 0
tamanho e/ou extensdo do tumor primario (categoria T); o envolvimento de linfonodos
regionais (categoria N) e a presenca, ou ndo, de metastases a distancia (categoria M) [62].

Esse sistema de classificacdo é constantemente revisado. Para cancer de pulmao, essa
classificacdo se encontra em sua oitava edicdo, publicada em 2016, substituindo versdes

anteriores [63].

2.1.5 Diagnostico, Triagem e Tratamento

A evolucéo clinica do cancer de pulmao estd intimamente relacionada ao estagio no
momento do diagnostico, pois ele determinara as opgdes de tratamento a serem adotadas e 0
prognostico do paciente. No cancer de pulmdo, muitas vezes, o diagnostico ndo é feito ate que

a doenca esteja em estagio avancgado [23, 64].
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Dessa forma, ha grande importancia quanto ao processo de triagem para que se
possa fazer deteccdo precoce da doenca, buscando, assim, uma melhora no prognostico
do paciente.

Técnicas de triagem utilizando radiografias de torax ou andlise citoldgica de
escarro ainda ndo forneceram beneficios progndsticos em ensaios clinicos [65, 66].
Porém, o uso de tomografia computadorizada tem se mostrado bastante eficiente quando
utilizada como ferramenta de triagem anual em pacientes de alto risco, reduzindo as taxas
de morte por cancer de pulméo [67, 68]. Todavia, embora os resultados de rastreamento
tenham se mostrado eficientes, ainda hd muitos desafios para sua adog¢do, como custos,
as taxas de resultados falso-positivos, entre outros [2].

As opgOes de tratamento para o cancer de pulméo variam de acordo com a
classificacdo histologica e o seu estadio. No caso do CPNPC, pacientes em estadio
patoldgico | ou Il sdo submetidos a resseccdo cirurgica completa, caso nao haja
contraindicacGes. Tratamentos como radioterapia, quimioterapia, ablacdo térmica
pericutanea, entre outros, sdo aplicados como tratamento adjuvante em pacientes
operados, ou entdo utilizados em pacientes que ndo podem ser submetidos a cirurgia ou

em estadio avancado da doenca [2].

2.2 Microambiente Tumoral

Logo que o tumor se estabelece, ele também desenvolve uma relagéo intima com
0 microambiente em que esta inserido, e, de forma dinamica e mdtua, células
cancerigenas e componentes do microambiente tumoral (MAT) estabelecem condicGes
para sobrevivéncia tumoral, invasdo local e disseminacdo metastatica [69]. Em outras
palavras, uma interagcdo cooperativa entre as células e seu microambiente s&o essenciais
para a homeostase do tecido normal e, também, para o desenvolvimento e a progressao
do tumor [70-72].

O MAT néo conta apenas com a combinagdo de células tumorais e matriz
extracelular, mas também células-tronco cancerigenas, células de vasos sanguineos
adjacentes, fibroblastos, células imunes, moléculas sinalizadoras, entre outras [73, 74]. A
combinagdo destes componentes origina interacdes complexas e utilizam processos
semelhantes aos utilizados pelos 6rgaos durante o desenvolvimento [75]. Estudos prévios
demonstraram o efeito direto nas células tronco cancerigenas por moléculas como
metaloproteinase 3 de matriz (MMP-3) e ligantes Wnt [76, 77].
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O MAT é constituido de celulas de carcinoma e sarcoma, além de componentes
hematopoiéticos, mesenquimais e componentes ndo celulares, toda essas estruturas contribuem
para a heterogeneidade do tumor [78, 79]. O que o torna um meio complexo e dindmico com
resposta continua para a progressdo tumoral [80]. Além disso, o tumor influencia 0 MAT através
de sinais paracrinos extracelulares para inducdo da tolerancia imune e suporte da angiogénese
tumoral [79]. Outro componente importante deste sistema s&o as células tronco cancerigenas, que
tém sido relacionadas a processos de sinalizagdo mediados pelo MAT, com modulagéo imune e
formac&o de nichos inflamatdrios [81-83], podendo atuar também na resisténcia terapéutica [84].

Todavia, sabe-se que a composicao real do MAT e a forma como ele se modula para o
desenvolvimento e a progressdo do cancer pode variar entre pacientes e tipos de cancer [83]. Uma
compreensdo refinada do MAT, de seus papéis e moléculas associadas, sdo de grande importancia
para a compreenséo do comportamento bioldgico dos diferentes tumores. Esses dados séo de
grande interesse em estudos prospectivos, principalmente aos ligados a terapéutica baseadas no
MAT para 0 gerenciamento e controle do cancer, seja atuando em processos pré tumorigénicos
ou em moléculas do MAT, como alvos terapéuticos [85].

2.3 Matriz Extracelular no Cancer

A matriz extracelular (MEC) é um componente essencial nos tecidos e 6rgaos, sendo
fundamental para a existéncia de organismos multicelulares. Ela regula e ajusta processos
celulares em todo o organismo, desde o inicio do desenvolvimento até a morte, ou seja, a MEC é
fundamental durante o desenvolvimento do organismo, o reparo tecidual e a homeostase de
tecidos e 6rgdos [86]. A matriz, além de fornecer as células suporte e prote¢do arquitetonica e
mecanica, também promove uma série de sinais que regulam e ajustam processos celulares, como
proliferacdo, sobrevivéncia celular, determinagdo do destino celular, migracéo e invaséo celular
e morfogénese tecidual [87].

A MEC é composta por diversas macromoléculas, como colagenos, glicoproteinas,
proteinas elasticas e microfibrilares, proteoglicanos, enzimas, entre outras, que, conjuntamente,
mantém as atividades e func¢des biomecanicas do corpo [88, 89]. Além disso, estes componentes
influenciam na ades&o, proliferacdo e comunicacéo celular. A maioria das proteinas da MEC séo
classificadas em dois grupos principais: proteinas fibrosas (colagenos, fibronectina, elastina e
laminina) e glicosaminoglicanos (acido hialurénico, sulfato de condroitina, sulfato de queratan e

heparan sulfato), essas proteinas estruturam-se formando um arcabouco para os tecidos [90].
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No céncer, a MEC torna-se desregulada, apresentando alteracGes bioquimicas,
biomecénicas, arquitetbnicas e topogréficas, que desempenhando tanto funcdes pro
tumorigénicas quanto anti tumorigénicas, afetando, principalmente a migracéo celular [86, 91].

Em tumores sélidos ha grande quantidade de MEC, podendo representar até 60% da
massa tumoral. Neste caso, a grande deposicdo de colageno e fibroblastos resulta em
desmoplasia. Na desmoplasia, o tecido fibrético depositado dentro e ao redor dos tumores é
formado em resposta a lesdo tecidual com deposicéo excessiva e/ou anormal da MEC, alterando
sua estrutura. Essa perda de organizacao da matriz e da homeostase é, muitas vezes, considerada
uma marca registrada dos tumores solidos. Além disso, esse processo, esta intensamente
associado ao mau progndstico dos pacientes [69, 86]. Sabe-se também que, 0 aumento da
deposicdo de colagenos, proteoglicanos, proteinas e glicoproteinas na matriz prejudicam a
eficacia de compostos como quimioterapicos [85].

A MEC pode ser alterada de diversas maneiras durante a progressao tumoral. Ocorrem
nao apenas alteracdes bioquimicas como também mudangcas biofisicas (densidade molecular,
rigidez, tensdo, etc.). Na Figura 6 é possivel observar as diversas alteracbes que ocorrem na
matriz no cancer, todas ocorrendo de maneira ordenada e dinamica. As modificacdes
bioquimicas e de composicdo matricial sdo predominantemente impulsionadas por células
estromais ndo malignas (Figura 6a) [92], que criam espagos Unicos dentro do tumor e levam a
alteracGes no sequestro local de fatores de crescimento, citocinas e de outras moléculas
inorganicas (Figura 6b). Essas mudancas alteram também a hidratacdo da MEC (Figura 6c¢),
devido a concentracdo de glicosaminoglicanos (GAGs), como sulfato de condroitina (SC) e
acido hialurénico (AH), afetando a difuséo e perfusdo de moléculas no tumor. Podem ocorrer
ainda modificacdes pds-traducionais (Figura 6d), que propiciam mudangas nas propriedades
biomecéanicas da matriz (Figura 6e), ativando vias de sinalizacdo em todas as células presentes
no microambiente. Além disso, alteracbes na matriz alteram sua densidade (Figura 6f),
alterando sua estrutura, organizacdo e porosidade (Figura 6g), que, em conjunto com a
degradacdo e a renovacao irregular dessa matriz (Figura 6h), alteram o numero e o

espacamento dos ligantes de ades&o e de interacdo celular (Figura 6i) [86].
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Figura 6. Alteracbes da matriz extracelular no cancer. FONTE: Cox, 2021 [86].

Vale ressaltar que cada matriz € Unica, tendo suas propriedades adequadas local e
globalmente, por parametros biofisicos e bioquimicos [93]. Essas referéncias permitem que a
matriz estabeleca sua funcdo como andaime e suporte mecanico, além de apresentar ligantes para

fixacdo e interacéo celular [13, 94].

2.3.1 Principais componentes da matriz
2.3.1.1 Colagenos

Colagenos sdo elementos estruturais fundamentais da matriz e, geralmente, também séo
as proteinas mais abundantes ali presentes. Atualmente estdo descritos 28 tipos de colagenos [95],
todos apresentam trés cadeias polipeptidicas (cadeias o) com repetigdes glicina-XY, onde,
normalmente, X ¢ prolina e Y, 4-hidroxiprolina [96], esses componentes s&o responsaveis por
determinar a flexibilidade (glicina) e/ou rigidez (prolina) conformacional [97]. As variagdes na
estrutura dessas cadeias sdo as responsaveis pela diversidade dos tipos de colageno quanto a
plasticidade, flexibilidade e padréo de reconhecimento [97]. A importancia associada a essas
proteinas esta no fato de que elas oferecem resisténcia mecanica e sitios bioativos para adeséo

celular, além de regularem o processo de migragdo celular [98].
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Os diferentes tipos de colagenos podem ser classificados em quatro diferentes
familias de acordo com seus conjuntos supramoleculares. Séo elas: colagenos formadores
de fibrilas (1, 11, 111, V, X1, XXVI, XXVII); coldgenos associados a fibrilas com hélices
triplas interrompidas (IX, XII, X1V, XVI, XIX, XX, XXI, XXII, XXIV), que se ligam a
superficie das fibrilas de coldgeno em vez de formar fibrilas por si mesmos; colagenos
formadores de rede (IV, VIII, X); e colagenos ancorados na membrana (XIII, XVII,
XX, XXV) [95]. Entre eles, os colagenos tipo I, tipo Il e tipo V sdo produzidos
principalmente por fibroblastos, enquanto o colageno tipo IV é majoritariamente expresso
por células endoteliais e epiteliais. Em algumas condi¢es, células tumorais e macréfagos
associados a tumores também podem produzir moléculas de colédgeno [99, 100].

Na desmoplasia tumoral, o principal componente é o colageno do tipo I, estando
associado a sobrevivéncia celular tumoral e a metastase em muitos tumores [101]. No
tumor, o que se observa, na maioria das vezes, € uma mudanca na orientacéo das fibras
de colageno [102-104]. Além disso, no cancer, essas proteinas também sofrem mudancas
na quantidade e nos tipos de modificacGes pos-traducionais a quais serdo submetidas,
influenciando a mudanca comportamental das células do MAT [90]. Porém, nem todos
os tipos de colageno apresentam caracteristicas pré tumorigénicas, e a mistura de todos
eles controlam a complacéncia, rigidez, porosidade e propriedades viscoelasticas e
bioguimicas da matriz na homeostase tecidual e no cancer [86].

2.3.1.2 Glicoproteinas, proteoglicanos e glicosaminoglicanas

Glicoproteinas (GP) e proteoglicanas (PG) sdo formadas por cadeias repetidas de
carboidratos ligadas a um nucleo proteico. Enquanto as GP apresentam cadeia oligossacaridicas
curtas e ramificadas ligadas covalentemente a uma cadeia polipeptidica central, as PG séo
proteinas glicosiladas formadas por uma proteina central a qual se ligam varias cadeias de
glicosaminoglicanas (GAGs), ligadas covalentemente e carregadas negativamente. Além da
diferenca estrutural, as PG também diferem de outras GP quanto a funcéo e localizagéo [86].

As GAGs sdo polissacarideos lineares longos e com cadeias ndo ramificadas, sdo
constituidas por unidades repetidas de dissacarideos. Existem duas classes principais de GAGs:
as ndo sulfatadas, como o acido hialurdnico; e as sulfatadas, como sulfato de condroitina,

sulfato de dermatan, sulfato de queratano, heparan sulfato e heparina.
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GP e PG preenchem o espaco intersticial e reduzem o estresse fisico na matriz devido
a sua alta viscosidade e capacidade de resistir a forcas compressivas, elas também regulam
processos celulares de adeséo, proliferacéo, motilidade e diferenciacdo [105], além de criarem
uma rede organizada e coesa de moléculas matriciais. Em tumores solidos, essas GP e PG
podem apresentar fun¢des promotoras ou supressoras [106].

GP também atuam como co-receptores de superficie celular, modulando a sinalizacéo
celular a jusante. No céncer, a modulag&o dessas sinalizagdes pode envolver processos como
sobrevivéncia celular, quimiorresisténcia, invasdo e modulacdo da transicdo epitélio-
mesénquima [107, 108]. Outro ponto importante pelas quais essas moléculas estdo
responsaveis é a hidratacdo do tecido, sendo funcdo principal das GAGs, como sulfato de
condroitina e &cido hialurdnico [109].

As GAGs também estdo envolvidas em uma variedade de processos biologicos,
incluindo interacdes célula-matriz e ativando quimiocinas, enzimas e fatores de crescimento
[110]. Esses processos sao mediados pela capacidade das GAGs para interagirem e influenciam
0 comportamento de muitas proteinas, incluindo proteases, moléculas de adesdo e citocinas
[111].

Além disso, sugere-se que a funcdo dos PGS/GAGs no cancer seja parcialmente
dependente da concentracdo e distribuicao espacial dessas moléculas, além da duracéo temporal
do evento. Dessa forma, estudos tém relacionado o metabolismo desordenado de PGS/GAGs
com a malignidade do tumor, onde, por exemplo, o processo de sintese do sulfato de condroitina
foi mais ativo em varios tipos de cancer em comparagdo com tecidos normais [112].

Atualmente, sugere-se que a atividade pré tumorigénica ou anti tumorigénica das GP,
PG e GAGs sejam dependentes do tecido, do contexto e do tipo de tumor, sendo direcionadas
por misturas de moléculas matriciais presentes em determinados momentos e em sitios
especificos [86, 113, 114].

2.4 Transicdo epitélio-mesenquimal

O mecanismo de transigdo epitélio-mesenquimal (TEM) compreende diversas
mudancas dindmicas na alteracdo fenotipica de células epiteliais para mesenquimais, que
resultam em modificagdes funcionais quanto a migracéo e invasao celular. Esse processo
ocorre em diversas condicdes fisiologicas e patoldgicas, associado a diversos sinais

indutores, reguladores, transcricionais e efetores [11].
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A TEM inicia-se em resposta a sinais recebidos do microambiente celular. As
células epiteliais apresentam juncGes célula-célula estaveis, polaridade apical-basal e
interacbes com a membrana basal, porém, quando séo iniciadas em resposta a TEM,
ocorrem modificacbes na expressao génica e nos mecanismos de regulacdo poés-
traducionais que reprimem essas caracteristicas e resultam na aquisic¢éo de caracteristicas
mesenquimais. Nesse caso, a célula passa a apresentar morfologia e citoarquitetura
semelhante a dos fibroblastos, além de uma maior capacidade migratdria e invasiva [11].

As células epiteliais, normalmente, apresentam polaridade apical-basal, ligacdo
por juncdes apertadas e jungdes aderentes, sendo, essa Ultima formada por moléculas de
E-caderina. Essas caracteristicas sdo fundamentais para a integridade estrutural do
epitélio. Apos a ativacdo da TEM, a expresséo de E-caderina € reprimida, levando a perda
da morfologia tipica das células epiteliais, passando a apresentar entdo morfologia
mesenguimal, normalmente associada a expressdo de N-caderina, vimentina e
fibronectina (Figura 7) [12, 115].

Transigao Epitélio-Mesenquimal

E-caderina MN-caderina
Vimentina
Fibronectina

Figura 7. Visdo esquematica do processo de transicao epitélio-mesenquimal. Fonte: Elaborada pelo autor,
criado utilizando o BioRender!

A TEM ¢é um processo guiado por diversos fatores de transcrigdo (como, por
exemplo, Snail, Twist, Zeb e outros) que induzem o processo, atuando em diferentes
combinagfes que viabilizam a expressdo de genes que promovem o estado celular
mesenquimal e reprimem genes que mantém o estado celular epitelial [115-118]. Uma
série de estudos tem indicado que a TEM funciona como um processo epigenético ndo
dependente de alteracBes na sequéncia do DNA, tanto em células normais, como em
neopléasicas [119]. Desta maneira, ndo é possivel determinar a expresséo desse processo

e seus efeitos bioldgicos pelo sequenciamento genético das células tumorais.

! https://biorender.com/
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No cancer, a TEM é guiada pelos fatores de transcricdo e acaba por conferir
caracteristicas ao tumor que sdo essenciais para sua progressdao maligna, incluindo
propriedades de iniciagdo tumoral, motilidade, capacidade de disseminacdo e resisténcia
adquirida a quimioterapicos [120-124]. Além disso, algumas proteinas associadas ao
processo de TEM vém sendo utilizadas na rotina de patologistas como marcadores, pois
mostraram-se Uteis para identificacdo da malignidade do tumor de alto grau [125].

No microambiente tumoral, o estroma apresenta aspectos bastante semelhantes
aos do estroma de tecidos normais durante a inflamagdo e cicatrizacdo de feridas.
Componentes como macraéfagos e fibroblastos presentes nesse ambiente sdo responsaveis
por ativar sinalizacfes que induzem a TEM em vérios tipos de canceres [72, 126]. De
maneira contraria, as células tumorais também conseguem expressar marcadores
associados a TEM que modulam as atividades dos componentes presentes no estroma do
microambiente [127].

O processo de TEM pode ser induzido através de diversas vias de sinalizacao
intracelulares que sdo ativadas quando as células epiteliais encontram sinais especificos
liberados por células presentes no estroma tumoral [12]. Dentre essas diversas vias
podemos citar algumas, como: a do fator de crescimento transformador-f (TGF); Wnt;
NOTCH; PI3K-AKT; ERK-MAPK; p38 MAPK; e JNK. Essas vias atuam sobre o
crescimento, proliferacdo celular, migracdo e motilidade celular, além da inducdo da
TEM [12].

No presente trabalho, destacamos a via de sinalizacdo Wnt, tanto a via dependente
de B-catenina, como a independente. A via dependente de [B-catenina vem sendo
considerada um ativador chave do processo TEM [128], estando descrito que ela promove
a progressdo maligna tumoral através da regulacdo TEM e de células tronco cancerigenas
em Varios tipos de cancer [129-133]. No caso da sinalizagdo Wnt independente de -
catenina, foi reportado que ela induzia a TEM através da proteina quinase C [134]. Além
da influéncia de WNT5A para inducdo de vimentina e repressdo de E-caderina em

melanoma [134].
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2.5 Via de Sinalizacdo Wnt
2.5.1 Viséo geral

A familia das glicoproteinas Wingless/integrasse (WNT), quando secretadas, interagem
com diversos receptores transmembrana, isso faz com que elas estejam envolvidas em variados
aspectos do desenvolvimento, fisiologia e fisiopatologia nos mamiferos. Assim, essas
glicoproteinas acabam entdo sendo criticas para o desenvolvimento e funcéo de diferentes 6rgaos,
incluindo o sistema respiratorio [135]. Na espécie humana 19 genes sdo responsaveis por
codificar as moléculas de WNTSs que atuardo em diversos receptores e estimulardo diversas vias
de transducéo de sinal intracelular [136].

A sinalizacdo Wnt envolve diversas vias de comunicacdo célula-célula que ocorrem
quando uma célula recebe uma molécula sinal WNT produzida por outra célula e, em resposta,
ativa uma série de eventos bioquimicos intracelulares [137]. Essa via de sinalizacdo €
evolutivamente conservada no reino animal, sendo fundamental para direcionar a proliferacéo,
polaridade e destino celular durante o desenvolvimento embrionario e a homeostase tecidual no
individuo adulto [138, 139]. Qualquer irregularidade no correto funcionamento desta via resulta
em condicdes patoldgicas, como defeitos congénitos, cancer e outras doencas [140].

As cascatas de sinalizacdo desencadeadas por essas moléculas sdo separadas em dois
tipos: sinalizacdo Wnt canonica, dependente de B-catenina; e ndo candnica, independente de -
catenina, essa classe é subdividida, sendo as classicamente abordadas a via Wnt/PCP (Polaridade
Celular Planar) e a vias Wnt/Ca+. A literatura atual tem pontuado a nomenclatura de candnica e
ndo candnica como desatualizada, desta forma, adiante iremos nos referir as vias Wnt como

dependentes ou independentes de B-catenina.

2.5.1.1 Sinaliza¢do Wnt dependente de [-catenina

A via de sinalizagdo Wnt dependente de B-catenina € ativada através da interacao de Wnt
com o receptor transmembrana Frizzled (Fz) e LRP5/LRP6 (LRPs séo proteinas relacionadas ao
receptor de lipoproteina de baixa densidade) [136]. Na auséncia de Wnt (estado inativo de
sinalizacdo; Figura 8 - esquerda) ocorre a fosforilagdo da [-catenina pelo complexo de
destruigdo, formada por AXIN, APC (Adenomatous Polyposis Coli), GSK3p (glicogénio sintase
quinase 3 beta) e CK1a (caseina quinase 1 alfa), levando a ubiquitinagdo por B-TrCP [141] e 0
direcionamento para degradacéo proteossdmica [140]. A auséncia de -catenina no nucleo tem
como resultado a ligagdo do complexo repressor formado por TCF (fator de células T)/LEF (fator
de intensificador linfoide) e TLE/Grouche ao gene alvo, reprimindo sua atividade.
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Porém, se ha ligacdo do Wnt (Figura 8 - direita) ao receptor Fz e ao co-receptor
LRP, os receptores LRP sdo fosforilados por CKla e GSK3p, com recrutamento de
proteinas Disheveled (Dvl) para a membrana plasmatica [142], que inativam o complexo
de destruicdo de B-catenina. Dessa forma, ocorre uma estabilizacdo e acimulo de B-
catenina citoplasmatico, que se transloca para o nucleo, onde interage com TCF/LEF,
recruta co-ativadores modificadores de histona, como CBP/p300, BRG1, BCL9 e Pygo
[143], transcrevendo os genes alvo [18, 144]. Esta sinalizagdo foi associada a regulacao

da diferenciacéo e proliferacéo celular [144, 145].
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Figura 8. Via Wnt dependente de B-catenina. Fonte: Zhan et al., 2017 [144].

2.5.1.2 Sinaliza¢do Wnt independente de [-catenina

A sinalizagdo Wnt independente de B-catenina (Figura 9) também € iniciada através da
ligacdo de uma proteina WNT aos um dos receptores Fz presentes na membrana celular, no
entanto, os Fz e outros receptores WNT, como ROR2 e RYK, atuam independentemente de
LRP5/6 [135]. Na via de sinalizacdo Wnt/PCP ocorre através da ligagdo de Wnt ao complexo
receptor ROR-Fz que recruta e ativa Dvl [146]. Quando ativado, o Dvl desencadeia a ativagdo da
GTPase Rho através da desinibicio de DAAML (ativador de morfogénese associado a
Disheveled 1) citoplasmatica [147]. As GTPase Racl e Rho juntos desencadeiam ROCK (Rho
quinase) e JNK (c-Jun N-terminal quinase), levando a rearranjos no citoesqueleto e/ou respostas
transcricionais, promovendo a migracéo celular polarizada [18, 144]. A via Wnt/PCP foi descrita

na regulacéo da polaridade celular durante a morfogénese [18].
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Ja a via Wnt/Ca+ ativa a PLC (fosfolipases C), que produz DAG (diacilglicerol) e IP3
(inositol 1,4,5-trifosfato), levando a fluxos intracelulares de célcio que ativam PKC (proteina
quinase C), calcineurina e quinases moduladas por calcio (CAMKII - proteina célcio/calmodulina
cinase tipo II), isto ativa o regulador transcricional NFAT (fator nuclear de células T ativadas).
Consequentemente ha resposta transcricional e/ou citoesquelética dependente de calcio,
importante no processo de migracgao celular [18, 135, 144]. Essa via foi associada a patologias
como cancer, inflamagdo e doengas neurodegenerativas [148].

Atualmente sao descritas outras vias de sinalizagdo Wnt independentes de 3-catenina, sdo
elas: WNT/YAP/TAZ alternativa e a sinalizacdo WNT/STOP [149-151].
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Figura 9. Via Wnt independente de -catenina. Fonte: Zhan et al., 2017 [144].

2.5.2 Wnt e o cancer de pulméo

A viade sinalizacdo Wnt é bastante importante em varios aspectos do desenvolvimento,
da fisiologia e da fisiopatologia humana. Dessa forma, qualquer irregularidade em seu
funcionamento pode resultar em condigdes patoldgicas, como defeitos congénitos, cancer e
outras doengas.

No pulmao, a sinalizacdo Wnt é essencial na organogénese pulmonar, onde controla a
proliferacéo, a diferenciagdo, a polaridade e a especificacdo celular. Durante esse processo,
varios WNTSs e receptores sdo expressos em diferentes estagios de desenvolvimento do pulméo
embrionario [152, 153].
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Contudo, além de atuar no desenvolvimento pulmonar, a sinalizagdo Wnt, quando
aberrante, ja foi descrita por contribuir em patologias pulmonares, como asma, fibrose pulmonar
idiopética, doenca pulmonar obstrutiva cronica e cancer de pulméo [135, 154].

No cancer em geral sdo muito comuns as alteracdes e as mutacdes nos componentes da
via de sinalizacdo Whnt [144, 155]. No cancer de pulmao, as mutagdes de B-catenina ndo sao muito
frequentes, como ocorrem em outros tipos de cancer, como o de célon [156]. Ademais, ainda é
controverso o papel potencial da B-catenina no cancer de pulmao, especialmente no CPNPC.
Alguns estudos demonstram que a -catenina tem sua expressdo aumentada no CPNPC e sua
inibicdo atenuaria a proliferacdo celular, e com isso, poderia funcionar como estratégia para o
tratamento do cancer de pulmao [157]. Todavia, estudos clinicos reportam que a expressao de -
catenina associa-se a um melhor progndstico para o paciente, através da interacdo com E-
caderina, limitando a possibilidade de metastase [158]. Apresentam-se ainda, estudos que
demonstram um papel importante da via de sinalizagdo Wnt independente da B-catenina no
cancer de pulmdo [159]. De maneira geral, tem sido abordado que, em cancer de pulmao, as
alteragdes na sinalizagdo Wnt/B-catenina podem contribuir para o inicio do tumor, enquanto a via
independente de -catenina possa contribuir com a progressao do tumor [160].

Cabe ressaltar que, embora ainda haja lacunas quanto ao impacto da sinaliza¢do Wnt no

cancer de pulmdo, ha grande interesse em seu estudo por apresentar potenciais alvos terapéuticos.

2.5.3 Sinalizacdo Wnt na metéstase tumoral

A metéastase tumoral € comum em estagios avancados da doenga, e € um dos principais
desafios terapéuticos. Durante a terapia, uma das principais mudancas adaptativas dos tumores
estd associada a transicdo epitélio-mesenquimal [161]. Séo diversos os fatores de transcricdo
envolvidos nesse processo, e estudos recentes tém apresentado resultados que associam
moléculas da via de sinalizagdo Whnt a esses fatores. Entre eles é possivel citar SNAI2, cuja
concentragdo citoplasmatica ¢ mantida sob controle através da fosforilagdo de GSK3p e
subsequente ubiquitinagdo por 3-TrCP. No cancer de mama, a ativacdo da via Wnt dependente
de B-catenina estabiliza SNAI2 através da inibigdo de GSK3, iniciando o processo de transi¢ao
epitélio-mesenquimal [162]. Outro fator ¢ o0 ASPP2, que se liga a um complexo [3-catenina/E-
caderina através do qual inibe a fosforilagdo N-terminal de -catenina, estabilizando-a. No cancer
hepatocelular e de mama, quando ASPP2 tem sua expresséo reduzida, inicia-se 0 processo de
transicdo epitelio-mesenquimal, tendo sido também associado a baixa sobrevida dos pacientes
[163].
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Além disso, evidéncias tém demonstrado que exossomos (pequenas vesiculas
secretadas pelas células para comunicacdo intercelular) apresentam potencial através dos
quais os tumores iniciam seu ninho metastatico [164]. Em estudos prévios, viu-se que
esses exossomos apresentam potencial para o transporte de ligantes ativos de Wnt [165]
ou para incorporar -catenina [166].

Em suma, estudos recentes tém trazido novas informagbes quanto ao
envolvimento das vias de sinalizagdo Wnt, tanto dependente de [-catenina quanto
independente, de forma a apoiarem o processo de metastase tumoral de maneira altamente

especifica no tecido [144].

2.6 A proteina SPARC

A proteina SPARC (proteina secretada, acidica e rica em cisteina) vem sendo
reportada por estar envolvida em diversos e importantes processos biologicos, como:
interacdes célula-célula e célula-matriz, remodelamento da MEC, mineralizacdo 0ssea,
proliferacdo, migracdo, apoptose, adesdo, diferenciacéo, cicatrizacdo de feridas, e no
processo de TEM [167-176]. Além de todos esses diversos processos, a atividade dessa
glicoproteina também tem se mostrado responsavel por modular a atividade de ILK
(quinase ligada a integrina) e regular a deposicdo e maturacdo do coldgeno durante a
remodelagdo da MEC [170, 174-176]. Outros estudos reportaram que SPARC é
responsavel por aumentar a atividade e producdo das metraloproteinases da matriz [177],
bem como regular a atividade de fatores de crescimento, como VEGF (fator de
crescimento endotelial vascular) e FGF-2 (fator de crescimento de fibroblastos 2) [172,
177,178]. Podendo-se dizer entdo que essa proteina é responsavel pela manutengdo de
uma grande diversidade de células e tecidos [167, 171-174, 179, 180].

Além dessa grande gama de funcgdes, a proteina SPARC também tem sido citada
como fator envolvido no crescimento, na invasdo e na metéstase tumoral, vista a
importancia do microambiente, da MEC e da TEM para o cancer [168, 181]. Todavia, 0
papel do SPARC na tumorigénese e na progressao tumoral ainda sdo contraditérios, essa
proteina é normalmente expressa por células estromais [182] e, pode apresentar tanto
funcdo como supressor tumoral, como func¢do prd-oncogénica [183-185]. Em suma,
diversos estudos relatam que tanto a expressdo de SPARC, quanto sua a¢éo sobre o cancer
seja dependente do contexto e de outros aspectos, como a atividade de outras proteinas,

o tipo tumoral e seu estadio, bem como o MAT em que esté inserido [181, 185-187].
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No CPNPC, estudos reportaram que a expressao de SPARC é baixa nas células
tumorais, devido a metilagdo do DNA, sendo alta nos fibroblastos estromais, o que
configura uma condicdo favordvel para o crescimento e a metastase tumoral [188-
190]. Em alguns estudos de CPNPC, o aumento dos niveis de SPARC se correlacionaram
a uma pior sobrevida global e menor tempo livre de doenca [188, 191]. No CPPC, os
niveis de SPARC séo mais altos no tecido tumoral que no tecido presente no MAT, e essa
expressdo elevada foi associada a uma pior sobrevida global dos pacientes [192].

Considerando e diversidade no comportamento da glicoproteina SPARC sobre o
cancer, seus resultados sdo bastante promissores para sua utilizacdo como possivel

biomarcador, dada sua relagdo com metastase e desfecho clinico [186, 187, 193, 194].

3 OBJETIVO

O presente trablaho teve por objetivo explorar o valor prognostico da transicédo
epitélio-mesenquimal, da sinalizacdo Wnt e da expressdo de proteinas da matriz
extracelular em pacientes com carcinoma pulmonar de ndo pequenas células com estadios

clinicos I-111A.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Coorte de estudo

Realizamos um estudo retrospectivo utilizando amostras de pacientes com CPNPC da
Unidade de Cirurgia Torécica do Hospital das Clinicas do Instituto do Coragéo (InCor), do
Instituto do Céancer de S&o Paulo (ICESP) e do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de S&o Paulo, operados entre 2004 e 2012. Para a inclusdo no estudo foram
aceitas amostras com diagnostico histologico de CPNPC estadio I, 11 ou I1IA, com amostras de
tecido adequadas obtidas de cirurgia tordcica. Foram excluidas do estudo amostras de
procedimento cirlrgico paliativo ou pecas fixadas inadequadamente em parafina.

Os dados dos pacientes foram coletados por meio de dados eletronicos presentes no
REDcap hospedado no Instituto do Céancer de Sdo Paulo (ICESP) da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sdo Paulo; foram coletadas informacGes como: sexo, idade, historico de
tabagismo, histologia e estadio da doenca - de acordo com a 82 edigdo da Classificagdo TNM
de Tumores Malignos da Unido Internacional para o Controle do Céancer [63] —, bem como
tratamentos sistémicos ou loco-regionais subsequientes, eventual recorréncia e 6bito. Todos 0s
pacientes foram acompanhados por meio de consultas mensais com o oncologista e submetidos
a tomografias de cranio, térax e abdome a cada seis meses nos primeiros cinco anos e
anualmente a partir de entdo. A sobrevida global (SG) serviu como desfecho primario e foi
definida como o primeiro contato até a morte por cancer de pulmao recorrente.

O presente estudo foi realizado de acordo com as normas de Boas Praticas Clinicas e
os principios da Declaragio de Helsinki. Os Comités de Etica Interna de todas as instituicdes

participantes aprovaram este protocolo de estudo sob o nimero 150443/2019.

4.2 Construcao das laminas de Tissue Microarray (TMA)

As laminas de TMA foram construidas com 120 amostras de tecido tumoral
primario coletadas consecutivamente utilizando trés nucleos de tecido de 1,5 mm obtidos
das porcOes centrais, intermedidria e periférica das areas tumorais mais representativas.
Essas areas foram selecionadas e marcadas por um patologista experiente em amostras
corada por hematoxilina-eosina (HE). Tecidos hepéaticos e renais normais foram
utilizados para o controle e a orientagdo das laminas. Os tumores foram classificados
histologicamente de acordo com as diretrizes da Organizacdo Mundial da Saude de 2015

sobre a classificagdo do cancer de pulmao [54].
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4.3 Avaliacdo imunohistoquimica e de imunofluorescéncia

Para realizar os ensaios de imuno-histoquimica (IHC) e imunofluorescéncia (IF),
primeiro testamos as imunocoloragdes em tecidos inteiros e se¢oes de TMA para garantir
a uniformidade. Foram realizados controles negativos para verificar a especificidade da
coloracgdo utilizando isotipos para controle de anticorpos. Os cortes de TMA (N=120)
foram corados com imunoperoxidase e anticorpos contra: E-caderina (1:100; Boster
Biological), B-catenina (1:100; Santa Cruz), heparan sulfato (1:500; Santa Cruz), sulfato
de condroitina (1:100, Santa Cruz), WNT1 (1:100, Santa Cruz), WNT3A (1:100,
Abnova), WNT5A (1:400, Abnova), WNT5B (1:50, Santa Cruz) e SPARC (1:400,
BIOSS).

Para realizar o ensaio de imunofluorescéncia, desparafinamos as se¢des de TMA
(N=120) em xilol, hidratamos em etanol graduado e as expusemos a uma solucéo de
peréxido de hidrogénio a 0,3% e acido formico para inibir a atividade da peroxidase
enddgena. A recuperacdo antigénica foi realizada com solugdo tampéo citrato em pH 9,0
e aquecida em panela de pressdo Pascal (125°C por 1 minuto). Locais inespecificos foram
blogueados com albumina de soro bovino a 5% em tampéo fosfato salino (PBS) por 30
minutos em temperatura ambiente. As amostras foram incubadas durante a noite a 4 °C
com anticorpos contra: E-caderina (1:100; Boster Biological), B-catenina (1:100; Santa
Cruz), heparan sulfato (1:500; Santa Cruz), sulfato de condroitina (1:100, Santa Cruz),
anti-coldgeno humano tipo | (1:700; Rockland Inc.), anti-colageno humano tipo Il
(1:200; Rockland Inc.), anti-colageno humano tipo 1V (1: 100; Dako) e anti-colageno
humano tipo V (1:1000; Rockland Inc.). Essas secdes de TMA foram entdo lavadas em
PBS com Tween 20 a 0,05% e incubadas por 60 minutos em temperatura ambiente com
IgG de cabra anti-camundongo conjugada com Alexa 488 (1:200, Invitrogen, Eugene,
OR, EUA) e conjugada com Alexa 488 1gG anti-coelho de cabra (1:200, Invitrogen,
Eugene, OR, EUA). Para controles negativos e de autofluorescéncia, os cortes foram
incubados com PBS e soro normal de coelho ou camundongo ao invés do anticorpo
especifico. Os ndcleos foram contrastados com 0,4 mM/mL de 4',6-Diamidino-2-
Fenilindol, Dicloridrato (DAPI; Molecular ProbesTM, Invitrogen, Eugene, OR, EUA)
por 15 minutos em temperatura ambiente. Finalmente, os espécimes foram montados em
glicerol tamponado e suas imagens foram visualizadas em um microscopio de
imunofluorescéncia (OLYMPUS BX51) e escaneadas digitalmente com aumento de 20x

usando um scanner Pannoramic 250 (3DHistech, Budapeste, Hungria).
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4.4 Quantificacdo por analise de imagem

Para medir a expressdo IHC de cada marcador diferente e quantificar a expressao
da proteina, as Iaminas de TMA foram escaneadas digitalmente com ampliagéo de 40x
usando um scanner Pannoramic 250 (3DHistech, Budapeste, Hungria). As sec¢Oes de
TMA coradas foram analisadas usando QuPath (versdo 0.2.3; Centro de Pesquisa do
Céancer e Biologia Celular, Universidade de Edimburgo, Edimburgo, Escdcia), uma
plataforma de software de anélise de imagem de codigo aberto [195]. Durante o processo
de pontuacdo, avaliamos todos os nucleos para excluir manualmente quaisquer amostras
invalidas (menos de 10% de tumor por nucleo ou artefato).

O QuPath nos permitiu usar um meétodo simples, automatizado e semiassistido
para quantificar os TMAs. Primeiro, submetendo cada lamina de TMA digitalizada a uma
série de avalia¢Bes automatizadas, como: andlise vetorial de coloracdo; deteccdo de area
total de tecido; separacdo tumoral de areas ndo tumorais; e deteccdo celular. Em seguida,
é preciso estabelecer o limite de positividade para cada um de nossos marcadores por
tentativa e erro, e, posteriormente, as células consideradas positivas passam por um
processo de validagdo feito por um patologista especialista antes de aplica-las ao array
completo. Ao final da analise o software QuPath nos fornece o nimero de células
positivas por mm? de tecido e a respectiva porcentagem de células positivas na éarea
analisada. Como os GAGs fazem parte da matriz extracelular — seja na superficie celular
ou secretados na forma de PGs, bem como tipos de colageno — as medidas adotadas para
o0 presente trabalho foram as porcentagens relativas a expressdo positiva dentro do tumor
ou estroma (os dados obtidos para cada amostra estdo apresentados nas Tabela 10 e
Tabela 11 do Apéndice A). Daqui em diante, nos referiremos a baixa expressdo sempre
que a densidade celular positiva for igual ou inferior a expressao média na coorte e a alta

expressao sempre que a densidade celular positiva cair acima desse corte médio.

4.5 Microscopia Eletronica de Transmissdao (MET)

Para analise por microscopia eletronica de transmissao, os tecidos foram fixados
em tampéo glutaraldeido 2% e pos-fixados em OsO4 1%. As amostras foram lavadas
durante a noite em solucdo salina 0,9% contendo uranila e sacarose e finalmente
embebidas em Epon. Finalmente, as amostras foram coradas com acetato de uranila e

citrato de chumbo e examinadas com um microscopio eletrénico JEOL JEM-1010.
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4.6 Analise in silico

A plataforma UALCAN (http://ualcan.path.uab.edu/) foi usada para analisar dados no
The Cancer Genome Atlas (TCGA) [196, 197] para investigar a expressdo relativa de mRNA de
nossos genes de interesse (E-caderina, B-catenina, colagenos tipo I, 111, IV e V, WNT1, WNT3A,
WNT5A, WNT5B e SPARC) em ADC, CCE e amostras normais. O nivel de expressao de
MRNA dos genes analisados foi normalizado para transcricéo por milh&o de leituras, e apenas
um valor P n&o superior a 0,01, de acordo com o teste T de Student, foi significativo. A plataforma
UALCAN também foi consultada para obter a expressdo de nossas proteinas de interesse em
ADC presentes no conjunto de dados do Clinical Proteomic Tumor Analysis Consortium
(CPTAC) [196, 198, 199]. A expressdo da proteina foi normalizada de acordo com o Z-score.
Este banco de dados ndo continha valores para as proteinas WNT1, WNT3A e WNT5B. Além
disso, 0 banco de dados nao incorporou dados para amostras CCE ou CGC até o momento.

Neste estudo, as caracteristicas clinicopatoldgicas dos pacientes, bem como os niveis de
expressdo de mMRNA para os marcadores de interesse, foram obtidos no cBio Cancer Genomics
(cBioPortal) [200, 201]. Essas informagGes foram coletadas do banco de dados TCGA (Pan
Cancer Atlas) para ADC e CEC. Para ser consistente com nosso modelo de estudo, selecionamos
pacientes nos estadios patoldgicos I, 11 ou I11A. Dados dessa base de dados que néo atenderam a
esse critério foram excluidos.

O valor da significancia prognostica das moléculas de interesse neste estudo em CPNPC
foi avaliado usando o banco de dados Kaplan-Meier plotter [202]. As amostras de pacientes foram
divididas em duas coortes, de acordo com a expressdo mediana de cada gene (alta vs. baixa
expressdo). O banco de dados do plotter Kaplan-Meier calculou o valor log-rank P e a taxa de
risco (HR) com intervalos de confianca de 95% (CI).

Ressaltamos ainda que a expressédo de mRNA de enzimas envolvidas na biossintese de
GAGs precisa ser avaliada de outra forma (por exemplo, a analise de todos os proteoglicanos
derivados), uma vez que os GAGs sdo polissacarideos sintetizados no Golgi, ndo sendo
facilmente mensuraveis por analises convencionais de mMRNA. Assim, as analises acima descritas
nao foram feitas para os GAGs (HS e CS).

A plataforma STRING foi consultada para revelar as interagdes funcionais entre as
proteinas avaliadas neste presente estudo e para mapear sua rede de interacéo proteina-proteina
(PPI) [203, 204]. Também utilizamos o Metascape [205] para elucidar a fungéo e os processos
bioldgicos envolvidos no enriquecimento dos genes correspondentes as proteinas de nosso

interesse.
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4.7 Analise estatistica

Como nossos dados apresentaram distribui¢do proxima da normal, utilizamos o teste T,
ANOVA e teste do qui-quadrado de Pearson para associar expressdo proteica, caracteristicas
clinico-patoldgicas e histétipos. O modelo de riscos proporcionais de Cox foi entdo usado para
analisar a associacao entre a taxa de OS e outras covariancias. Quaisquer parametros considerados
clinicamente relevantes ou com P<0,2 na analise univariada foram considerados para a analise
multivariada. No entanto, os dados do banco de dados TCGA apresentaram uma distribui¢cdo ndo
normal, entdo usamos testes estatisticos ndo paramétricos. Por fim, utilizamos os softwares
estatisticos IBM SPSS (versdo 22; Armonk, NY, EUA) e RStudio (versdo 2022.02.0, PBC,
Boston, MA, USA; https:/mww.rstudio.com) para realizar as analises e plotar os gréaficos. Um

valor de P<0,05 foi considerado significativo.

5 RESULTADOS
5.1 Caracterizacdo da coorte do estudo NSCLC

A Tabela 1 mostra as caracteristicas demograficas e clinico-patologicas dos 120
pacientes incluidos no estudo. Os pacientes tinham idade mediana de 65 anos (variacao, 30-80
anos) e foram distribuidos de forma muito semelhante entre homens (66, 55%) e mulheres (54,
45%). 71 pacientes (79,8%) tinham histdria de tabagismo. Classificamos histologicamente a
maioria das amostras como ADC (73, 60,8%), seguido por CCE (40, 33,3%) e CGC (7, 5,8%).
91 pacientes (75,8%) estavam nos estadios T1 e T2, com maior propor¢do de pacientes (79,
65,8%) no estadio linfonodal NO. Ap6s a resseccdo cirlrgica, o tamanho médio do tumor foi de
4,46 cm (variando de 1 a 13 cm) e uma classificacdo patoldgica identificou 39 pacientes no
estadio | (32,5%), 56 no estadio 1l (46,7%) e 25 no estadio I11A (20,8 %). 49 pacientes (42,2%)
receberam quimioterapia adjuvante e 32 pacientes (27,6%) receberam radioterapia adjuvante. O
seguimento médio foi de 57,3 meses (variagdo, 0-181) e, durante este periodo, 31 pacientes
(31,3%) tiveram recidiva e 65 pacientes morreram.



Tabela 1. Caracteristicas demogréficas e clinicopatologicas dos pacientes (N=120)
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Caracteristicas

Numero de pacientes (%)

Idade (anos)
Mediana(intervalo)

<65

>65

Género

Masculino

Feminino

Tabagismo?
Fumante/Ex-fumante

Né&o fumante

Carga tabéagica® (magos/anos)
Média (intervalo)

Subtipo histolégico
Adenocarcinoma
Carcinoma de células escamosas
Carcinoma de grandes células
Estadio Tt

Tl

T2

T3

T4

Estadio Nt

NO

N1

N2

Estadio Patoldgicot

I

|

A

Tamanho do tumor (cm)?
Média (intervalo)
Tratamento adjuvante
Quimioterapia?

N&o recebeu

Recebeu

Radioterapia?

65 (30 — 88)
64 (53,3%)
56 (46,7%)

66 (55,0%)
54 (45,0%)

71 (79,8%)
18 (20,2%)

53,9 (1,5-150)

73 (60,8%)
40 (33,3%)
7 (5,8%)

30 (25,0%)

61 (50,8%)

23 (19,2%)
6 (5,0%)

79 (65,8%)
24 (20,0%)
17 (14,2%)

39 (32,5%)
56 (46,7%)
25 (20,8%)

4,46 (1,0-13,0)

67 (57,8%)
49 (42,2%)

N&o recebeu 84 (72,4%)
Recebeu 32 (27,6%)
Seguimento (meses)?

Média (intervalo) 57,3 (0-181)
Recidiva? 31 (31,3%)
Status?

Morto 65 (65,7%)

2 Alguns casos apresentaram perda de informacdo durante o seguimento: tabagismo (31); carga tabagica
(53); tamanho do tumor (2); quimioterapia (4); radioterapia (4); seguimento (21); recidiva (21); status (21).

+ Em acordo com a 82 Edicao da Associacdo Internacional para o Estudo do Cancer de Pulméo [63].
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5.2 Variaveis morfométricas epitélio-mesenquimais

Em um primeiro momento analisamos o fenétipo da transicdo epitélio-mesenquimal
(TEM) através da expresséo das proteinas E-caderina ¢ B-catenina usando IHC e IF. Além disso,
observamos as jungdes epiteliais e 0 padréo ultraestrutural usando MET.

A expressdo meédia da E-caderina nas células tumorais foi de 23,99% + 1,49 células
positivas. Para [3-catenina, a expressao media foi de 21,24% + 0,90 células positivas. Quando
comparamos diferentes subtipos histologicos, observamos que as amostras de CGC expressaram
niveis mais baixos de ambos os marcadores quando comparadas a ADC e CCE (Figura 10),
com diferenca significativa entre CGC e CCE para expressao de E-caderina (P = 0,03); enquanto
ADC e CCE tiveram comportamentos de expressdo semelhantes para ambos os marcadores. A

Tabela 2 mostra a distribui¢do desses dois marcadores por subtipos histologicos.

©
o

60

CGC

60 1

Expresséo de E-caderina (% células positivas)
w

ADC CCE
Subtipo histolégico

9y

Expresséo de B-catenina (% células positivas)

CGC ADC CCE
Subtipo histolégico

Figura 10. Gréaficos de violino mostrando a expressao das proteinas do processo de transicdo epitelial-mesenquimal
analisada através do software QuPath (N=120). A expressdo das proteinas foi demonstrada entre os trés tipos
histolégicos do carcinoma pulmonar de néo pequenas células para (A) E-caderina e (B) B-catenina. Fonte: organizada
pelo autor.
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Tabela 2. Associacao entre os subtipos histologicos de CPNPC e as varidveis morfométricas
E-caderina e B-catenina (Qui-quadrado de Pearson; P < 0,05).
Subtipo histoldgico

Expressao proteica ADC CCE CGC P
E-caderina 0.474
<23.99% 43 (35.8%) 20 (16.7%) 5 (4.2%)

> 23.99% 30 (25.0%) 20 (16.7%) 2 (1.7%)

pB-catenina 0.002
<21.25% 48 (40.7%) 14 (11.9%) 6 (5.1%)

> 21.25% 24 (20.3%) 25 (21.2%) 1 (0.8%)

Abreviaturas: ADC, adenocarcinoma; CCE, carcinoma de células escamosas; CGC, carcinoma de grandes
células

E-caderina e B-catenina foram expressas no limite celular em todos os trés
principais histotipos (Figura 11 e Figura 12 - o controle negativo referente a Figura 12 pode
ser encontrada na Figura 31 no Apéndice B), refletindo o padrdo ultraestrutural que é
caracterizada pela presenca de junc¢des aderentes funcionais (Figura 13).

No CGC, ambos os marcadores da TEM foram dispostos logo abaixo da
membrana plasmatica, formando uma fina barreira cortical ao redor de cada célula
maligna (Figura 11C, Figura 11F, Figura 12A, Figura 12C), de acordo com as
microvilosidades curtas e interdigitacdo celular observadas sob a MET (Figura 13A- F).
ProjecBes semelhantes a dedos interdigitavam células adjacentes, enquanto desmossomos
ligavam pequenos grupos de células (Figura 13A). Notavelmente, o CGC invasivo foi
caracterizado por longas saliéncias de células dissecando a membrana basal (MB) para
invadir a matriz circundante (Figura 13B). No CGC apresentou expressdo para E-
caderina e B-catenina tanto na membrana plasmatica quanto no citoplasma (Figura 11B,
Figura 11E; respectivamente). Isso sugere uma proliferagdo tumoral modesta e invasao
isolada da matriz circundante.

No ADC, ambos os marcadores da TEM foram ainda mais evidentes na membrana
plasmatica (Figura 111, Figura 11L, Figura 12E, Figura 12G). No entanto, também
encontramos expressdo dos marcadores da TEM no citoplasma de algumas células. Isso
indica invadopddios focais, que se ligam a matriz, como visto na MET (Figura 13C).
Células adenocarcinomatosas invasivas mostraram forte coloragdo de E-caderina e -
catenina no citoplasma e membrana plasmatica (Figura 11H, Figura 11K), o que indica
invasdo do estroma circundante por grupos de células malignas com formato fusiforme

(Figura 13D) e alta proliferagdo tumoral.
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Por fim, no CCE, ambos os marcadores da TEM foram altamente evidentes e
formaram pontos ao longo da membrana plasmaética (Figura 110, Figura 11R), com
celulas escamosas invasivas também mostrando expresséo de E-caderina e 3-catenina no
citoplasma (Figura 11N, Figura 11Q). A MET das amostras de CCE mostrou células
adjacentes conectadas por complexos juncionais constituidos por desmossomos (Figura
13F). Durante a invasdo da matriz circundante, observamos uma evidente transformacao
de ceélulas fusiformes com projecdes fusiformes estendendo-se para dentro da MB e o
desprendimento de células escamosas.

Os resultados acima sugerem entdo que, durante a TEM, a forte expresséo de E-caderina
e B-catenina observada na microscopia de luz reflete a ultraestrutura de fragmentacéo e perda de
continuidade das juncdes epiteliais aderentes. Isso permite a invasdo da MEC por células

malignas individuais, no caso de CGC, e grupos de células, no caso de ADC e CCE.
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E-caderina

Figura 11. Expressdo imuno-histoquimica de marcadores relacionados & transigdo epitélio-mesenquimal
em tumores e grupos invasivos de carcinoma de grandes células (B-C, E-caderina; E-F, B-catenina;
respectivamente), adenocarcinoma (H-I, E-caderina; K-L, B-catenina; respectivamente) e carcinoma de
células escamosas (N-O, E-caderina; Q-R, B-catenina; respectivamente) (N=120). O controle negativo da
reacao é representado pela primeira linha em ambos os marcadores (A, D, G, J, M, P). Ampliagéo
original: 40x (superior) e 100x (inferior). Abreviagdes: CGC, carcinoma de grandes células; ADC,
adenocarcinoma; CCE: carcinoma de células escamosas. Fonte: organizada pelo autor.
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CGC ADC CCE

E-caderina

B-catenina

Figura 12. Expressdo de marcadores relacionados a transicao epitélio-mesenquimal. Imagens visualizadas ao microscopio de imunofluorescéncia mostrando tumores e grupos
invasivos de carcinoma de grandes células (A-B, E-caderina; C-D, B-catenina; respectivamente), adenocarcinoma (E-F, E-caderina; G-H, B-catenina; respectivamente) e
carcinoma de células escamosas (I-J, E-caderina; K-L, B-catenina; respectivamente) (N=120). Ampliacdo original: 100x (superior) e 40x (inferior). Abreviagdes: CGC,
carcinoma de grandes células; ADC, adenocarcinoma; CCE: carcinoma de células escamosas. Fonte: organizada pelo autor.
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P 8- o

Figura 13. Microscopia eletrnica de transmissdo de carcinoma de grandes células (A, B), adenocarcinoma (C, D) e carcinoma de células escamosas (E, F) visualizado no
interior do tumor, membrana basal e matriz intersticial. A: carcinoma de grandes células mostrando grandes células tumorais com abundante luz ou pouco citoplasma escuro.
Os nucleos (n) sdo eucromaticos e freqlientemente exibem invaginagGes mais ou menos profundas com um a dois nucléolos proeminentes. A membrana celular apresentou
microvilosidades muito curtas (mi) densamente compactadas. Células adjacentes foram interdigitadas (id) com células vizinhas. Em B1, observe o carcinoma invasivo de
grandes células com organelas proeminentes, incluindo mitocéndrias (mi) e reticulo endoplasmatico (er) projetando-se e dissecando a membrana basal (bm) para invadir a
matriz circundante (mx). C1: adenocarcinoma apresentando células redondas com acentuada irregularidade do nucleo, citoplasma claro e interdigitagdo por microvilosidades
esparsas e curtas (mv). Vacutolos de mucina (mu) podem ser visualizados dispersos no citoplasma. Em D1, células invasivas projetam a membrana basal (bm) mostrando
numerosas organelas como mitocdndrias (mi) e microvilosidades curtas projetadas em dire¢do a matriz (mx) assumindo o fenétipo fusiforme. E1: célula escamosa mostrando
células parcialmente coesas por complexos juncionais (desmossomas, des). Algumas células apresentam ntcleo (n) palido e regular com nucléolo evidente. Células adjacentes
sdo conectadas por numerosas jungdes aderentes (setas) em seus dominios laterais mostrando a polaridade celular. Alguns autofagossomos (va) podem ser observados no
citoplasma. As células escuras exibem filamentos de queratina no citoplasma (ke). Em F1, as células escamosas invasivas assumem forma alongada, acentuada irregularidade
do nucleo dissecando a membrana basal (bm) e as fibras colagenas da matriz (mx). Fonte: organizada pelo autor.
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5.3 Variaveis morfométricas da matriz extracelular

Em uma etapa seguinte, examinamos variaveis morfométricas ligadas a MEC,
incluindo os glicosaminoglicanos (GAGS) - heparan sulfato (HS) e sulfato de condroitina
(SC) -, e colagenos tipo | (Col 1), tipo 111 (Col 1), tipo 1V (Col IV) e tipo V (Col V).

Iniciando nossa analise com 0s GAGs, observamos que a expressao média de HS
foi de 1,55% =+ 0,11 células positivas. Esse comportamento coincidiu com
imunocoloragdo fraca em todos os trés histotipos principais (Figura 14). A maioria das
amostras de ADC e CCE apresentou menor expressdo de HS quando comparada com
CGC, mas sem significancia estatistica (Figura 15, Tabela 3). Em contraste, a expressdo
média de SC foi de 11,91% % 0,75 células positivas, 0 que concorda com a forte
imunomarcacao observada de forma semelhante em todos os trés subtipos histologicos
(Figura 15, Tabela 3).

O arranjo do SC no CGC ocorreu logo abaixo da membrana plasmatica. Esse arranjo do
SC formou uma barreira cortical espessa ao seu redor (Figura 14E, Figura 14F), em
concordancia com o BM espessa visto sob MET (Figura 16A). Além disso, houve forte
coloragdo de SC tanto na membrana plasmatica quanto no citoplasma (Figura 14E, Figura
14F; respectivamente), um sinal de rapida proliferacdo das células malignas invadindo a MEC
intersticial.

No ADC, a presenga de SC foi ainda mais evidente na MB (Figura 14K, Figura 14L),
embora também seja encontrada no citoplasma de algumas células. Isso indica invadopodios
focais, que se ligam ao BM, conforme observado na MET (Figura 16C). Células
adenocarcinomatosas invasivas apresentaram intensa coloracdo de SC no citoplasma e na
membrana plasmatica (Figura 14K, Figura 14L). A intensa coloragdo de SC mostra uma
rapida invasdo da MEC circundante por grupos de células com alto status de proliferacdo tumoral.

Em contraste, 0 SC no CCE invasivo foi consideravelmente mais evidente do que em
outros histétipos, formando uma espessa barreira ao longo da MB com forte expressao de SC no

citoplasma (Figura 14Q, Figura 14R).
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Heparan sulfato

Sulfato de condroitina

Figura 14. Expressdo imuno-histoquimica de marcadores para glicosaminoglicanos em tumores e grupos
invasivos de carcinoma de grandes células (B e C, heparan sulfato; E e F, sulfato de condroitina;
respectivamente), em adenocarcinoma (H e |, heparan sulfato; K e L, sulfato de condroitina;
respectivamente) e no carcinoma de células escamosas (N e O, heparan sulfato; Q e R, sulfato de
condroitina; respectivamente) (N=120). Para ambos os marcadores, a primeira linha ilustra o controle
negativo. Ampliacdo original: 40X e 100X. Abreviaturas: CGC, carcinoma de células grandes; ADC,
adenocarcinoma; CCE: carcinoma de células escamosas. Fonte: organizada pelo autor.
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Figura 15. Gréficos de violino mostrando a expressdo das glicoproteinas da matriz extracelular e dos colagenos da matriz analisados através do software QuPath (N=120). A expressao das
proteinas foi demonstrada entre os trés tipos histol6gicos do carcinoma pulmonar de ndo pequenas células para (A) heparan sulfato, (B) sulfato de condroitina, (C) colageno tipo I, (D) colageno
tipo 11, (E) coldgenottipo IV e (F) colageno tipo V. Abreviaturas: CGC, carcinoma de células grandes; ADC, adenocarcinoma; CCE: carcinoma de células escamosas. Fonte: organizada
pelo autor.



Tabela 3. Associacao entre os subtipos histologicos de CPNPC e as varidveis morfométricas

da matriz extracelular (Qui-guadrado de Pearson; P < 0,05)
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Subtipo histoldgico

Expressao proteica ADC CCE CGC P
Heparan Sulfato ® 0.215
<1.55% 45 (37.8%) 23 (19.3%) 2 (1.7%)

> 1.55% 27 (22.7%) 17 (14.3%) 5 (4.2%)

Sulfato de condroitina 0.307
<11.92% 38 (31.7%) 26 (21.7%) 5 (4.2%)

> 11.92% 35 (29.2%) 14 (11.7%) 2 (1.7%)

Col I 0.123
<2.81% 45 (37.5%) 17 (14.2%) 3 (2.5%)

>2.81% 28 (23.3%) 23 (19.2%) 4 (3.3%)

Col 111 0.175
<25.04% 40 (33.3%) 26 (21.7%) 2 (1.7%)

> 25.04% 33 (27.5%) 14 (11.7%) 5 (4.2%)

Col IV 0.857
<4.30% 44 (36.7%) 26 (21.7%) 4 (3.3%)

> 4.30% 29 (24.2%) 14 (11.7%) 3 (2.5%)

Col V 0.089
<14.42% 49 (40.8%) 22 (18.3%) 2 (1.7%)

> 14.42% 24 (20.0%) 18 (15.0%) 5 (4.2%)

A varidvel apresentou uma informagcéo faltante.
Abreviaturas: ADC, adenocarcinoma; CCE, carcinoma de células escamosas; CGC, carcinoma de grandes
células; Col I, colageno tipo I; Col I, colageno tipo 11, Col IV, colageno tipo 1V; Col V, colageno tipo V.
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Figura 16. Microscopia eletronica de transmissdo de carcinoma de grandes células (A, B), adenocarcinoma (C, D) e carcinoma de células escamosas (E, F) visualizado na
membrana basal e matriz intersticial. A: em pequeno aumento o carcinoma de grandes células mostra células tumorais grandes anormais com citoplasma abundantemente claro
ou pouco escuro, densamente coeso. Em B, em grande aumento, observamos a matriz intersticial composta por colagenos fibrilares (cf) misturados em uma matriz amorfa
escassa. C: em pequeno aumento, o adenocarcinoma mostra células redondas aberrantes com acentuada irregularidade do ndcleo, matriz da membrana basal espessa na jungédo
das células tumorais com a matriz intersticial sugerindo invadop6dio. Em D (grande aumento) observamos colageno fibrilar (cf). E: um pequeno aumento mostra células
escamosas invasivas alongadas com o colageno amorfo (ca) ao longo da matriz da membrana basal. A matriz intersticial & abundante e composta por colageno fibrilar (cf)
imerso em uma matriz amorfa composta por heparan sulfato e sulfato de condroitina. Em F, um grande aumento exibiu principalmente fibras grossas e distorcidas e microfibrilas

de coléageno fibrilar (cf) na matriz intersticial.
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Quando quantificamos os diferentes tipos de colageno neste contexto, a expressdo media
de colé&geno foi de 2,80% = 0,16 fibras positivas para Col |, 25,04% =+ 0,76 fibras positivas para
Col 111, 4,29% + 0,33 fibras positivas para Col 1V e 14,41% + 0,66 fibras positivas para Col V. A
expressdo de todos os quatro marcadores foi semelhante nos trés subtipos histolégicos (Figura
15, Tabela 3).

A Figura 17 a Figura 20 mostram as co-analises IF de SC/HS e tipos de colageno (o
controle negativo para essas reagdes pode ser encontrado na Figura 32 no Apéndice B). A
matriz intersticial de ADC e CCE mostrou uma forte fluorescéncia avermelhada das fibras Col I;
por outro lado, SC é representado por uma forte fluorescéncia esverdeada ao longo da MB em
ADC e CGC (Figura 17). Enquanto as fibras Col Ill sdo vistas em uma cor fluorescente
fortemente avermelhada na matriz intersticial de CGC, ADC e CCE (Figura 18B, 18F, 18J), 0
SC mostrou uma fraca fluorescéncia esverdeada na MB dos trés histétipos (Figura 18C, Figura
18G, Figura 18K). A intensidade de refringéncia de Col IV (vermelho) e HS (verde) na MB foi
forte em ADC e fraca em CCE e CGC (Figura 19). Ressaltamos que o Col V (vermelho) e o

SC (verde) apresentaram fluorescencéncia mais intensa em CGC em comparacao com ADC e
CCE (Figura 20).

DAPI Colageno tipo | Sulfato de condroitina Fusgo

ADC

CCE

Figura 17. Co-analise da imunofluorescéncia de sulfato de condroitina (verde; C, G e K) e colageno tipo |
(vermelho; B, F e J) nos diferentes subtipos histoldgicos de carcinoma pulmonar de ndo pequenas células.
Os nucleos corados estdo representados em azul (DAPI; A, E e I). Asimagens D, H e L representam a fusdo
do mesmo campo dessas trés coloracfes. As setas em branco indicam expressdo positiva dos marcadores.
Ampliacdo original: 40x. Abreviaturas: CGC, carcinoma de grandes células; ADC, adenocarcinoma; CCE,
carcinoma de células escamosas. Fonte: Elaborada pelo autor.
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DAPI B Colageno tipo Il Sulfato de condroitina Fusao

CCE

Figura 18. Co-anélise da imunofluorescéncia de sulfato de condroitina (verde; C, G e K) e colageno tipo
111 (vermelho; B, F e J) nos diferentes subtipos histolégicos de carcinomas pulmonares de ndo pequenas
células. Os nucleos corados estdo representados em azul (DAPI; A, E e I). Asimagens D, H e L representam
a fusdo do mesmo campo dessas trés coloracbes. As setas em branco indicam expressdo positiva dos
marcadores. Ampliacdo original: 40x. Abreviaturas: CGC, carcinoma de grandes células; ADC,
adenocarcinoma; CCE, carcinoma de células escamosas. Fonte: Elaborada pelo autor.

Heparan sulfato Fusao

DAPI Colageno tipo IV

CCE

Figura 19. Co-andlise da imunofluorescéncia de heparan sulfato (verde; C, G e K) e colageno tipo 1V
(vermelho; B, F e J) nos diferentes subtipos histologicos de carcinoma pulmonar de ndo pequenas células.
Os nlcleos corados estdo representados em azul (DAPI; A, E e I). Asimagens D, H e L representam a fusdo
do mesmo campo dessas trés coloracfes. As setas em branco indicam expressdo positiva dos marcadores.
Ampliacdo original: 40x. Abreviaturas: CGC, carcinoma de grandes células; ADC, adenocarcinoma; CCE,
carcinoma de células escamosas. Fonte: Elaborada pelo autor.
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DAPI Colageno tipo V Sulfato de condroitina Fusao

CGC

ADC

CCE

Figura 20. Co-andlise da imunofluorescéncia de sulfato de condroitina (verde; C, G e K) e colageno tipo V
(vermelho; B, F e J) nos diferentes subtipos histoldgicos de carcinoma pulmonar de ndo pequenas células.
Os nucleos corados estdo representados em azul (Dapi; A, E e I). As imagens D, H e L representam a fusdo
do mesmo campo dessas trés coloragdes. As setas em branco indicam expressao positiva dos marcadores.
Ampliacdo original: 40x. Abreviaturas: CGC, carcinoma de grandes células; ADC, adenocarcinoma; CCE,
carcinoma de células escamosas. Fonte: Elaborada pelo autor.

Os resultados acima sugerem que, ap6s a TEM, a forte expressao de SC, com a forte
refringéncia de Col I11 e Col V, pode aumentar a motilidade de células invasivas dos trés histotipos

através da MB para a MEC intersticial.

5.4 Expressao morfométrica da via de sinalizacdo Wnt e da proteina SPARC

Em seguida, avaliamos a via de sinalizacdo Wnt por meio da expressdo das proteinas
WNT1, WNT3A, WNT5A e WNT5B em histotipos de CPNPC. A familia de proteinas Wnt
desencadeia uma cascata de sinalizacéo relevante que regula o desenvolvimento e esta associada
ao cancer. Também examinamos a variavel morfométrica SPARC, uma glicoproteina
multifuncional envolvida com as proteinas TEM, remodelamento da MEC e na via Wnt.

A expressdo média de WNT1, WNT3A, WNT5A e WNT5B nas celulas tumorais foi
respectivamente 13,55% + 0,89, 19,16% + 0,94, 42,47% + 1,35 e 3,74% + 0,26 células positivas,
0 que coincide com uma expressao moderada de WNT1 e WNT3A, uma expressao fraca de
WNT5B, mas uma expressao citoplasmatica intensa de WNT5A nos trés subtipos histolégicos
(Figura 21). No entanto, apenas a expressao de WNT5A mostrou uma diferencga estatistica
significativa entre os subtipos histologicos (CCE versus tumores ndo escamosos, Figura 22,
Tabela 4).
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WNTS5A WNT3A WNT1

WNTS5B

SPARC

Figura 21. Expressdo imuno-histoquimica de WNTs e SPARC em carcinoma de grandes células,
adenocarcinoma e carcinoma de células escamosas (N=120). Para ambos os marcadores, a primeira linha
ilustra o controle negativo. Ampliacdo original: 40X e 100X. Abreviaturas: CGC, carcinoma de grandes
células; ADC, adenocarcinoma; CCE: carcinoma de células escamosas. Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 22. Gréficos de violino mostrando a expresséo das proteinas da via de sinalizagdo Wnt e da proteina SPARC
analisadas através do software QuPath (N=120). A expressdo das proteinas foi demonstrada entre os trés tipos
histoldgicos do carcinoma pulmonar de ndo pequenas células para (A) WNTZL, (B) WNT3A, (C) WNT5A, (D)
WNTBSB e (E) SPARC. Abreviaturas: CGC, carcinoma de grandes células; ADC, adenocarcinoma; CCE:
carcinoma de células escamosas. Fonte: organizada pelo autor.



63

Tabela 4. Associacao entre os subtipos histologicos de CPNPC e as varidveis morfométricas
da via de sinalizacdo Wnt e SPARC (Qui-gquadrado de Pearson; P < 0,05)
Subtipo histoldgico

Expressao proteica ADC CCE CGC P
WNT1¢@ 0.165
<13.55% 43 (36.4%) 26 (22.0%) 2 (1.7%)

> 13.55% 29 (24.6%) 13 (11.0%) 5 (4.2%)

WNT3A 2 0.387
<19.17% 40 (33.9%) 20 (16.9%) 2 (1.7%)

>19.17% 32 (27.1%) 19 (16.1%) 5 (4.2%)

WNT5A 0.002
<42.48% 46 (38.3%) 13 (10.8%) 6 (5.1%)

> 42.48% 27 (22.5%) 27 (22.5%) 1 (0.8%)

WNT5B 0.258
<3.75% 44 (36.7%) 24 (20.0%) 2 (1.7%)

> 3.75% 29 (24.2%) 16 (13.3%) 5 (4.2%)

SPARC 0.966
<14.25% 42 (35.0%) 24 (20.0%) 4 (3.3%)

> 14.25% 31 (25.8%) 16 (13.3%) 3 (2.5%)

2 Alguns casos apresentam dados ausentes: WNT1 (2); WNT3A (2).
Abreviaturas: ADC, adenocarcinoma; CCE, carcinoma de células escamosas; CGC, carcinoma de grandes
células

Para SPARC, a expressdo média no estroma tumoral foi de 14,24% + 0,65 células
positivas, com proporcdes semelhantes entre os histétipos. Embora a coloracéo citoplasmatica
tenha sido predominantemente positiva nas células do estroma em todos os casos de CPNPC,
também observamos coloragdo SPARC fraca em células tumorais em todos os trés subtipos
histolégicos (Figura 22). Nao houve diferenca estatistica na expressdo de SPARC entre 0s trés
histtipos (Figura 22, Tabela 4).

Esses achados mostram a importancia da expressao de WNT5A em todos os histétipos e

sua possivel associacdo com a progressao do tumor.

5.5 Correlacao entre as variaveis morfométricas TEM, WNTs, SPARC e MEC

O proximo passo foi explorar se as proteinas WNT ou SPARC orguestraram
mecanisticamente as mudancas fenotipicas e moleculares no CPNPC. Isso sugeriria TEM e MEC
como ligagdes intrinsecas entre o desenvolvimento e a progressao do cancer.

A Figura 23 mostra a correlagdo entre as varidveis morfométricas do tumor e do
estroma. A E-caderina correlacionou-se fortemente com B-catenina (p = 0,617, P < 0,001) e
WNTSA (p = 0,672, P < 0,001) e moderadamente com Col IIT (p = 0,336, P < 0,001). A B-
catenina também se correlacionou fortemente com WNTS5A (p =0,693, P <0,001).
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O HS correlacionou-se moderadamente com WNT3A (p = 0,401, P <0,001) e SPARC
(p=0,376, P <0,001), enquanto o SC correlacionou-se moderadamente com WNT 1 (p = 0,406,
P <0,001). Col IV foi inversamente associado de maneira moderada com WNT1 (p =-0,346, P
<0,001), enquanto Col V foi moderadamente correlacionado com Col III (p = 0,329, P <0,001).
WNT1 também apresentou uma correlagdo moderada com WNT3A (p = 0,403, P < 0,001). Por
fim, WNT3A apresentou correlacdo moderada com WNTS5B (p = 0,340, P < 0,001).
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Figura 23. Correlacdo entre os marcadores de interesse. A graduagao das cores representa a correlacdo positiva ou
negativa. O tamanho do ponto representa o rho de Spearman, pontos maiores possuem valores mais proximos de [1,
portanto, correlagdo mais forte. *P<0,05; **P<0,01. Abreviaturas: HS, heparan sulfato; SC, sulfato de
condroitina; Col I, colageno tipo I; Col Ill, colageno tipo 11, Col 1V, colageno tipo IV; Col V, colageno

tipo V. Fonte: organizada pelo autor.

Esses resultados sugerem que a via WNT5A dirigiu a TEM e a sinalizacdo de sintese do
Col 11l e do Col V. Por outro lado, WNT3A e SPARC regulam HS, enquanto WNT1 regula
diretamente SC. Um loop de feedback negativo WNT1 controlou a sintese de Col 1V ao longo
do MB.
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5.6 AssociacOes entre caracteristicas clinico-patologicas e variaveis morfométricas

A Tabela 5 mostra as caracteristicas clinico-patoldgicas estratificadas por E-caderina, -
catenina, proteinas sinalizadoras WNTs e SPARC. A significancia estatistica foi encontrada entre
menor expressao de E-caderina e pacientes mais jovens (P = 0,04), pacientes com CGC (P =0,03)
e tumores menores que 3 cm (P = 0,02). Também encontramos significancia estatistica entre
tumores menores que 3 cm e maior expressao de WNT1 (P = 0,05) e menor expressao de
WNT5A (P = 0,04). Pacientes com CGC apresentaram maior expressao de WNT5B (P =0,01).

Encontramos significancia marginal entre menor expressdo de WNT1 em pacientes do
sexo masculino (P = 0,07) e tumor em estadio 11 versus estadio | (P = 0,06). Esta significancia
marginal sugere que o aumento da expressdo de WNT1 ocorre em estagios iniciais da
carcinogénese, que entdo diminui a medida que o tumor cresce. Houve também significancia
marginal entre menor expressao de WNT3A e pacientes mais jovens (P = 0,07) e entre tumores
maiores que 3 cm (P = 0,07). Finalmente, menor expressdo SPARC teve uma significancia
marginal em pacientes que receberam quimioterapia adjuvante (P = 0,07).

Nao encontramos associagao significativa entre historico de tabagismo, estadio T, estadio
N, recaida e os marcadores analisados. A expressdo de [3-catenina ndo apresentou associagao
significativa com as caracteristicas clinico-patolégicas.

A Tabela 6 mostra a associacéo entre caracteristicas clinico-patolégicas, GAGs e tipos
de colageno. Houve uma associagao significativa entre menor expressao de SC e tumores maiores
que 3 cm (P = 0,05). Por sua vez, menor expressao de Col IV foi associada a pacientes mais
jovens (P = 0,05) e do sexo feminino (P = 0,004). Tumores no estadio N2 tenderam a expressar
menor Col V no estroma (P = 0,05) quando comparados ao NO, assim como tumores de pacientes
que receberam quimioterapia adjuvante (P = 0,03).

Quando comparado ao estadio | (P = 0,06), encontramos uma significancia marginal
entre menor expressdo de SC e tumor no estadio 11, e entre menor expressao de Col IV em
pacientes que receberam quimioterapia (P = 0,06). Nao encontramos diferengas estatisticas entre

as caracteristicas clinico-patologicas e HS, Col I e Col 111



Tabela 5. Associacao entre caracteristicas clinicopatoldgicas e expressdo média (% de expressao positiva) de E-caderina, p-catenina, proteinas
sinalizadoras WNTs e SPARC (teste t e ANOVA, P<0,05)

Caracteristicas E-caderina B-catenina WNT1 WNT3A WNT5A WNT5B SPARC
Idade (anos)

<65 21,35+1,66* 21,01+1,26 13,89+1,29 17,54+1.27& 41,56+1,82 3,86+0,39 14,05+0,84
> 65 27,00£2,30 21,51+1,32 13,19+1,26 20,96+1,39 43,52+2,03 3,61+0,36 14,47+1,03
Género

Masculino 25,24+1,91 21,10+1,14 12,11+1,04& 18,57+1,25 43,21+1,84 3,79+0,32 13,83+0,86
Feminino 22,46+2,08 21,43+1,48 15,39 +1,53 19,92+1,46 41,58+2,01 3,69+0,43 14,77+1,01
Tabagismo

Fumante/Ex-fumante 28,15+1,79 23,06+1,23 13,28+1,28 18,45+1,18 44,61+1,69 3,74+0,33 14,62+0,86
Né&o fumante 27,85+4,10 22,00+2,22 13,80+2,52 21,27+2,64 43,16+4,05 3,16+0,63 13,44+1,53
Subtipo histolégico

ADC 23,23+1,70 20,59+1,08 14,24+1,22 20,00+1,26 41,04+1,71 3,45+0,32 14,69+0,86
CCE 27,57+2,63 23,48+1,73 12,19+1,48 17,11+1,49 46,18+2,39 3,79+0,44 13,42+1,03
CGC 11,5244 17*# 15,54+3,35 14,17+2,45 22,13+4,30 36,28+4,58 6,61+1,57*## 14,35+3,53
Estadio T

T1 21,55+2,55 24,53+1,94 15,76+2,32 20,12+2,05 41,37+2,67 3,93+0,60 13,61+1,18
T2 24,78+2,06 19,78+1,09 13,50£1,12 20,24+1,24 42,64+1,87 3,83+0,32 15,26+1,01
T3 25,20+3,58 20,86+2,24 11,63+1,89 16,51+2,30 42,27+3,45 3,32+0,65 13,24+1,16
T4 23,57+3,92 21,55+6,23 10,81+2,92 14,08+3,86 47,14+45,70 3,63+1,94 11,08+3,14
Estadio N

NO 25,22+1,79 22,11+1,13 13,55+1,21 19,55+1,13 42,37+1,63 3,69+0,31 14,81+0,77
N1 20,11+2,85 19,66+2,29 13,63+1,59 20,31+2,49 41,7743,74 4,44+0,73 12,59+1,63
N2 23,73+3,65 19,42+0,91 13,48+1,98 15,90+2,24 43,96+2,69 3,03+0,59 13,59+1,81
Estadio Patoldgico

| 26,39+2,66 24,03+1,65 16,48+2,00 20,71+1,64 43,21+2,46 3,85+0,47 15,85+1,20
1 23,02+2,08 19,99+1,30 11,83+2,00&& 19,59+1,34 41,78+2,05 3,91+0,33 13,95+0,90
1A 22,05+2,75 19,38+1,89 12,19+1,42 15,60+2,29 42,97+2,77 3,22+0,74 12,36+1,50
Tamanho do tumor

<3cm 20,60+1,86* 22,18+1,41 15,80+1,66* 21,29+1,54 39,42+2,08* 4,07+0,42 15,15+1,05
>3 cm 27,02+1,96 20,68+1,20 12,02+0,96 17,84+1,17& 45,05+1,76 3,60+0,34 13,75+0,85
Recidiva

Néo 23,96+1,90 21,70+1,25 14,02+1,28 19,19+1,20 42,60+1,90 3,90+0,37 15,09+0,88
Sim 24,38+2,71 19,98+1,94 12,79+1,37 17,05+1,87 42,85+2,66 3,47+0,44 12,98+1,29
Tratamento adjuvante

Quimioterapia

Né&o 22,39+1,84 21,40+1,23 14,27+1,33 19,75+1,24 41,45+1,87 3,89+0,36 15,48+0,92
Sim 26,60+2,33 21,24+1,46 12,85+1,26 18,97+1,56 43,61+2,07 3,72+0,41 12,97+0,91%
Radioterapia

Nao 24,48+1,94 22,06+1,02 13,93+1,16 19,78+1,17 42,57+1,59 3,86+0,32 14,55+0,76
Sim 23,33+3,09 19,45+2,06 12,95+1,45 18,48+1,75 41,80+2,82 3,71+0,48 14,08+1,39

*P>0.05; #CCE vs. CGC - P=0.03; #ADC vs. CGC - P=0.01, e CCE vs. CGC - P=0.04; &P=0.07; &&Estadio Patoldgico I vs. Il — P=0.06; $P=0.06. Abreviaturas: ADC,
adenocarcinoma; CCE, carcinoma de células escamosas; CGC, carcinoma de grandes células.



Tabela 6. Associacao entre caracteristicas clinicopatoldgicas e expressdo média (% de expressao positiva) de glicosaminoglicanas e tipos de

colageno (teste t e ANOVA, P<0,05)
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Caracteristicas HS sC Col | Col 11 Col IV Col V
Idade (anos)

<65 1,52+0,16 12,21+1,06 2,85+0,21 23,67+1,00 3,64+0,35* 13,63+0,87
> 65 1,58+0,15 11,59+1,09 2,75+0,28 26,60+1,13 5,03+0,58 15,32+1,02
Género

Masculino 1,59+0,16 10,95+0,97 3,09+0,23 25,52+1,01 5,12+0,53 13,94+0,93
Feminino 1,50+0,16 13,10+1,18 2,47+0,23 24,45+1,16 3,29+0,34** 15,01+0,96
Tabagismo

Fumante/Ex-fumante 1,63+0,16 10,71+0,93 2,91+0,21 26,69+0,99 3,82+0,40 15,15+0,93
Néao fumante 1,24+0,22 14,52+2,10 2,94+0,46 25,78+2,15 4,20+0,66 15,79+1,87
Subtipo histolégico

ADC 1,52+0,15 13,31+0,98 2,72+0,20 25,58+1,03 4,41+0,43 14,17+0,82
CCE 1,55+0,18 10,20+1,23 3,01+0,30 23,80+1,20 4,14+0,60 14,63+1,26
CGC 1,86+0,43 7,18+2,62 2,57+0,82 26,50+2,97 4,07+1,43 15,85+2,86
Estadio T

T1 1,19+0,16 13,98+1,67 2,46+0,34 24,47+1,56 3,72+0,52 15,50+1,41
T2 1,76+0,17 11,74+1,07 2,99+0,25 26,15+1,13 4,92+0,54 13,0040,82
T3 1,23+0,20 9,67+1,46 2,50+0,31 23,44+1,46 3,63+0,68 16,61+1,91
T4 2,43+0,69 12,05+2,55 3,91+0,28 22,83+2,55 3,44+0,74 14,98+1,54
Estadio N

NO 1,49+0,13 12,31+0,97 2,78+0,20 25,79+0,93 4,41+0,43 15,50+0,88
N1 1,50+0,28 10,69+1,51 2,80+0,37 23,10+1,52 4,41+0,75 13,40+1,13
N2 1,91+0,35 11,84+1,97 2,95+0,46 24,30+2,33 3,5940,75 10,85+1,34*#
Estadio Patoldgico

| 1,35+1,16 14,30+1,38 2,83+0,34 26,90+1,45 4,31+0,67 14,84+1,27
1 1,53+0,16 10,34+1,08&## 2,60+0,22 24,68+1,12 4,63+0,48 14,9340,98
1A 1,95+032 11,47+1,57 3,38+0,32 23,00+1,38 3,66+0,59 12,65+1,30
Tamanho do tumor

<3cm 1,56+0,19 13,72+1,27 2,67+0,25 25,43+1,17 3,84+0,42 14,51+0,97
>3cm 1,57+0,14 10,65+0,92* 2,90+0,23 24,90+1,03 4,64+0,50 14,48+0,93
Recidiva

Né&o 1,60+0,16 11,71+0,95 3,02+0,23 25,57+1,05 4,21+0,47 15,10+0,98
Sim 1,55+0,20 13,19+1,75 2,50+0,29 23,38+1,47 4,40+0,59 14,24+1,19
Tratamento adjuvante

Quimioterapia

Né&o 1,56+0,15 12,56+1,10 2,69+0,24 25,58+1,06 4,75+0,50 15,68+0,89
Sim 1,51+0,17 11,03+1,07 2,94+0,24 24,48+1,16 3,57+0,41& 12,71+1,04*
Radioterapia

Néo 1,52+0,14 12,00+0,93 2,95+0,20 24,89+0,93 4,4040,41 14,78+0,88
Sim 1,58+0,19 11,70+1,43 2,38+0,28 25,72+1,47 3,86+0,57 13,5040,93

*P>0.05; **P>0.01; #NO vs. N2, P=0.05; &P=0.07; ##Estadio | vs. Estadio Il P=0.06. Abreviaturas: ADC, adenocarcinoma; CCE, carcinoma de células escamosas; CGC, carcinoma de

grandes células; HS, heparan sulfato; SC, sulfato de condroitina; Col I, colageno tipo I; Col 11, colageno tipo 111, Col IV, coldgeno tipo IV; Col V, colageno tipo V.
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5.7 Valor prognostico das variaveis morfométricas

Dos 120 pacientes de nossa coorte, 65 evoluiram para 6bito. Em uma analise univariada
(Tabela 7), a SG para toda a coorte foi significativamente influenciada por: género (HR 0,39
para masculino versus feminino, IC 0,20-0,75, P = 0,004), estadio T (HR 2,69 para T3-T4 versus
T1- T2, Cl 1,46 — 4,94, P = 0,001), tamanho do tumor (HR 1,95 para > 3cm versus < 3cm, CI
1,08-3,53, P =0,026), metastases (HR 2,98 para presente versus ausente, Cl 1,60-5,53, P =0,001)
e radioterapia (HR 0,40 para ndo versus sim, IC 0,21-0,76, P = 0,005). Também observamos que
as altas expressdes de SPARC e WNT3A no estroma do tumor tiveram uma influéncia
significativa na SG (HR 0,55 para expressdo alta versus baixa, Cl 0,30-1,00, P = 0,050; HR 0,54
para expressao alta versus baixa, Cl 0,30-0,99, P = 0,046; respectivamente).

Por outro lado, em uma analise multivariada, sexo, estadio T, tamanho do tumor,
metastases, terapia adjuvante e SPARC foram significativamente associados com a SG, enquanto
a alta expressdo de HS teve apenas uma associa¢do marginal com a SG (P = 0,055). WNT3A e
WNT5A foram covaridveis neste modelo matematico (Qui-quadrado 33,223; P < 0,001). A SG
meédia foi de 97 meses para pacientes com expressao SPARC >14,25% em comparagao com 65

meses para pacientes com expressao <14,25% (Figura 24).

Expresséo de SPARC

oxpessio ¢ expressdo

Expressio Sobrevida Global (meses) 1c 95% Qui-quadrado
de SPARC idia bP (Log-Rank)
Baixa 65.1 8.0 49.5-80.7

Alta 98.0 12.6 73.2-122.7

P

4.01 0.045

Probabilidade de Sobrevivéncia

p=0.045

Expressdo de SPARC

Figura 24. Curva de sobrevivéncia para expressdo SPARC. A linha azul representa a alta expressdo de SPARC e a
linha amarela a baixa expressao de SPARC.
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Tabela 7. Variaveis associadas a sobrevida global em 120 pacientes com cancer de pulmao de células ndo pequenas. A analise univariada e multivariada empregou um modelo de riscos proporcionais
de Cox (Qui-quadrado 33,223; P<0,001).

Variaveis Média SG Anélise univariada® Anélise multivariada®
(meses) HR (95% IC) HR P HR (95% IC) P

Idade (anos, mediana)

< 65 (referéncia) 74

> 65 82 0,96 (0,54-1,71) -0,039 0,895

Género

Masculino (referéncia) 59

Feminino 107 0,39 (0,20-0,75) -0,942 0,004 0,39(0,17-0,90) 0,028

Tabagismo

Né&o fumante (referéncia) 95

Fumante/Ex-fumante 84 1,38(0,67-2,89) 0,327 0,382

Subtipo histolégico

Adenocarcinoma (referéncia) 83 0,245

Carcinoma de células escamosas 74 1,65(0,89-3,09) 0,498 0,120

Carcinoma de grandes células 60 1,88(0,45-7,94) 0,633 0,389

Estadio T+

T1+T2 (referéncia) 97

T3+T4 45 2,69(1,46-4,94) 0,989 0,001 2,14(1,03-4,74) 0,041

Estadio Nt

NO (referéncia) 85 0,497

N1 55 1,63(0,71-3,70) 0,486 0,247

N2 75 0,992(0,45-2,16) -0,008 0,983

Estadio Patoldgicot

1+11 (referéncia) 87

11 66 1,35(0,71-2,58) 0,301 0,362

Tamanho do tumor

<3 cm (referéncia) 100

>3cm 61 1,95(1,08-3,53) 0,669 0,026 3,65(1,58-8,40) 0,002

Recidiva

Ausente (referéncia) 99

Presente 48 2,98(1,60-5,53) 1,091 0,001 2,65(1,27-5,51) 0,009

Terapia adjuvante

Quimioterapia

Sim (referéncia) 64

Néo 91 0,62(0,35-1,11) -0,469 0,110 4,61(1,74-12,20) 0,002

Radioterapia

Sim (referéncia) 45

Néo 91 0,40(0,21-0,76) -0,906 0,005 0,22(0,08-0,59) 0,003
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Tabela 7 (continuagdo). Variaveis associadas a sobrevida global em 120 pacientes com cancer de pulméo de células ndo pequenas. A andlise univariada e multivariada empregou um modelo de
riscos proporcionais de Cox (Qui-quadrado 33,223; P<0,001).

Expressdo protéica

(< média vs > média)

Heparan Sulfato

< 1.55% (referéncia) 72

> 1.55% 91 0.77(0.42-1.41) -0.258 0.402 0.44(0.19-1.02) 0.055
Sulfato de Condroitina

< 11.92% (referéncia) 85

>11.92% 74 1.02(0.57-1.82) 0.022 0.941

Col |

<2.81% (referéncia) 78

>2.81% 78 1.12(0.62-2.01) 0.114 0.703

Col 111

<25.04% (referéncia) 81

> 25.04% 7 0.92(0.52-1.64) -0.080 0.786

Col IV

<4.30% (referéncia) 86

> 4.30% 67 1.30(0.70-2.42) 0.264 0.405

ColV

< 14.42% (referéncia) 72

> 14.42% 87 0.83(0.46-1.49) -0.184 0.535

E-caderina

<23.99% (referéncia) 91

> 23.99% 71 1.35(0.75-2.44) 0.300 0.320

p-catenina

<21.25% (referéncia) 87

>21.25% 77 1.08(0.60-1.93) 0.076 0.799

WNT1

< 13.55% (referéncia) 85

> 13.55% 73 1.11(0.62-2.00) 0.108 0.715

WNT3A

<19.17% (referéncia) 61

>19.17% 97 0.54(0.30-0.99) -0.612 0.046 1.44(0.69-3.01) 0.334
WNT5A

<42.48% (referéncia) 88

> 42.48% 68 1.36(0.73-2.51) 0.306 0.329 0.768(0.35-1.66) 0.501
WNT5B

<3.75% (referéncia) 80

> 3.75% 7 0.97(0.54-1.73) -0.034 0.908

SPARC

< 14.25% (referéncia) 65

> 14.25% 98 0.55(0.30-1.00) -0.601 0.050 0.31(0.13-0.75) 0.009

b Aandlise univariada foi realizada sem nenhum ajuste para gerar razes de risco com intervalos de confianca de risco individual para cada um dos pardmetros de sobrevida. © A andlise multivariada foi realizada para analisar os efeitos de Varios pardmetros de risco na sobrevida. 1 De acordo com a 8
Edicdo da Associacdo Intemacional para o Estudo do Cancer de Pulméo [63]. Abreviaturas: SG, sobrevida global; HR, Hazard Ratio (coeficiente B); IC, Intervalo de Confianga; Col L, colageno tipo I; Col 111, colégeno tipo 111, Col 1V, colageno tipo IV; Col V, colégeno tipo V.
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5.8 Validacdo do estudo de coorte por mineracdo de dados in silico
5.8.1 Expressdo de mRNA e proteinas

Para criar uma possibilidade de comparacdo entre nossos dados, amostras normais e
outros resultados, usamos a plataforma UALCAN para analisar o banco de dados TCGA e obter
niveis de expressdo de MRNA de nossos marcadores de interesse (exceto para os GAGS, como
previamente citado em nossa metodologia), em ADC e CCE. O banco de dados ndo incluia dados
para CGC até o momento do presente estudo.

Em comparacdo com tecidos normais, em ADC (Figura 25) os niveis de expressdo de
MRNA de E-caderina, 3-catenina, Col I, Col 11, Col IV, WNT1 e WNT5B mostraram regulagéo
positiva significativa (P < 0,01, para todos os marcadores citados), enquanto o nivel de expressao
de mRNA de WNT3A mostrou regulacdo negativa significativa (P < 0,01) quando comparado
ao tecido normal.

Para CCE (Figura 26), os niveis de expressdéo mRNA de E-caderina, Col I, Col 111, Col
V, WNT5A e WNT5B mostraram regulacéo positiva significativa (P < 0,01, para todos os
marcadores citados) e apenas o nivel de expressdo de mMRNA de WNT3A mostrou regulagéo

negativa significativa (P < 0,01) quando comparado ao tecido normal.
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Figura 25. Expressdo de mRNA dos marcadores de interesse em adenocarcinoma pulmonar a partir de
dados obtidos do “The Cancer Genome Atlas” (TCGA). **P<0,01. Abreviaturas: ADC, adenocarcinoma

pulmonar; Col, tipo de colageno.
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Figura 26. Expressdo de mRNA dos marcadores de interesse em no carcinoma de células escamosas do
pulmé&o a partir de dados obtidos do “The Cancer Genome Atlas” (TCGA). **P<0,01. Abreviaturas: CCE,
carcinoma de células escamosas; Col, tipo de colageno.

Usamos a mesma plataforma para analisar dados de expressao de proteinas do Clinical

Proteomic Tumor Analysis Consortium (CPTAC). Até o momento deste estudo, o banco de

dados do CPTAC continha apenas amostras de ADC, mas incluia dados sobre a maioria das

moléculas exploradas em nosso estudo, exceto WNT1, WNT3A e WNT5B. Em comparagdo
com tecidos normais, E-caderina, Col I, Col 1ll, Col V, WNT5A e SPARC mostraram
superexpressdo significativa (P < 0,01, exceto SPARC, P = 0,02; Figura 27), enquanto [-

catenina, HS, CS e Col IV mostraram subexpresséo significativa (P<0,01; Figura 27).
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Figura 27. Expressdo das proteinas de interesse no adenocarcinoma a partir de dados obtidos do Clinical
Proteomic Tumor Analysis Consortium (CPTAC). *P<0,05, **P<0,01. Abreviaturas: ADC,
adenocarcinoma pulmonar; HS, sulfato de heparano; SC, sulfato de condroitina; Col, tipo de colageno.

Consistente com nossos dados, os resultados das proteinas E-caderina, Col 1, Col 111, Col
V, WNT5A e SPARC foram superexpressos em ADC, enquanto 3-catenina, HS, CS e Col IV

foram subexpressos.

5.8.2 Associacao entre expressao e parametros clinico-patolégicos

Usando os dados do TCGA (Pan Cancer Atlas), coletamos dados do cBio Cancer
Genomics Portal, que incluiu dados clinicos de 939 pacientes com ADC e CCE nos estadios
patoldgicos I a 1IA, como nossa coorte. Também coletamos a expressdo de mRNA de todos 0s

nossos marcadores de interesse para esse mesmo grupo de individuos.
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Ao correlacionar esses dados, notamos associagdo entre género e expressio de [-
catenina, WNT1, WNT3A, WNT5A e WNT5B; e uma diferenca significativa entre os histotipos
e a expressdo de B-catenina, WNT1, WNT3A, WNT5A e WNT5B. Também observamos uma
diferenca significativa entre a expressdo de WNTL1 e estadio T2 e estadio N1. Nos pacientes que
desenvolveram metéstase durante o seguimento, observamos uma diferenca significativa entre a
expressdo de 3-catenina, WNT3A e WNT5A. N&o encontramos diferenca estatistica entre outras
caracteristicas clinico-patoldgicas e a expressdo desses marcadores (Tabela 8).

Utilizando a mesma analise para os marcadores de estoma, observamos uma diferenca
significativa entre os histotipos e a expressdo de Col Ill. Nao encontramos diferencas
significativas entre nenhuma outra caracteristica clinico-patolégica e a expressdo desses

marcadores (Tabela 9).
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Tabela 8. Caracteristicas clinicopatoldgicas e expressdo média de mMRNA de E-caderina, 3-catenina, proteinas de sinalizacdo WNTs e SPARC (banco de dados
TCGA, N =939; teste qui-quadrado, P <0,05).

Caracteristicas E-caderina p-catenina WNT1 WNT3A WNT5A WNT5B SPARC

Baixa Alta Baixa Alta Baixa Alta Baixa Alta Baixa Alta Baixa Alta Baixa Alta
Idade (anos)? 0,98 0,13 0,79 0,08 0,62 0,15 0,24
<65 21,7%  21,4% 20,5%  22,6% 21,4% 21,7% 229%  20,2% 21,7%  21,4% 22,6% 20,5% 22,4% 20,7%
>65 28,6%  28,3% 29,9%  26,9% 28,7% 28,2% 26,9%  29,9% 27,7%  29,2% 27,1% 29,8% 27,3% 29,6%
Género? 0,69 0,002 0,01 <0,001 0,005 0,04 0,60
Masculino 30,0%  29,2% 32,0%  27,2% 31,6% 27,6% 259%  33,3% 27,3%  31,9% 27,8% 31,4% 30,1% 29,1%
Feminino 20,0%  20,8% 178%  22,9% 18,3% 22,5% 242%  16,6% 22,7% 18,1% 22,0% 18,7% 19,9% 20,9%
ﬁgbt"?". X 0,60 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,90

istologico

ADC 24,8% 25,8% 19,4% 31,1% 19,6% 30,9% 39,1% 11,5% 36,8% 13,7% 28,9% 21,7% 25,4% 25,1%
CCE 25,2% 24,2% 30,6% 18,9% 30,4% 19,1% 10,9% 38,5% 13,2% 36,3% 21,1% 28,3% 24,6% 24,9%
Estadio T@ 0,47 0,24 0,001 0,72 0,77 0,96 0,68
T1 15,3% 13,5% 15,5% 13,3% 11,5% 17,3% 15,1% 13,8% 14,8% 14,0% 14,1% 14,7% 15,2% 13,7%
T2 27,4% 30,0% 27,0% 30,4% 31,3% 26,1% 28,5% 28,9% 28,3% 29,1% 28,8% 28,6% 27,7% 29,7%
T3 6,6% 5,8% 6,7% 57% 6,5%  59% 6,0% 6,3% 6,3% 6,0% 6,3% 6,0% 6,3% 6,0%
T4 0,8% 0,6% 0,8% 0,6% 06%  0,8% 0,5% 0,9% 0,5% 0,9% 0,6% 0,8% 0,8% 0,6%
Estadio N? 0,32 0,68 0,03 041 0,06 0,59 0,85
NO 342%  32,5% 33,3%  335% 31,7% 35,0% 33,0%  33,7% 33,4%  33,4% 32,4% 34,4% 33,6% 33,2%
N1 10,9% 11,6% 11,3% 11,1% 131% 9,4% 11,1% 11,3% 10,1% 12,3% 11,5% 11,0% 11,0% 11,5%
N2 4,7% 6,1% 4,9% 5,9% 5,3% 5,5% 6,1% 4,7% 6,4% 4,4% 5,8% 5,0% 5,7% 5,1%
Estadio
Patolégico® 0,29 0,53 0,08 0,82 0,60 0,89 0,73
| 288%  26,3% 274%  27,7% 25,6% 29,6% 27,6%  27,5% 26,8%  28,4% 27,2% 27,9% 27,0% 28,2%
1 14,2% 15,7% 15,6% 14,3% 16,1% 13,9% 14,7% 15,3% 15,3% 14,7% 15,1% 14,9% 15,3% 14,7%
1A 6,9% 8,0% 6,9% 8,0% 8,1% 6,8% 7.8% 7.1% 7,9% 7,0% 7,7% 7.2% 7,8% 7.1%
Recidiva? 0,23 0,02 0,23 0,009 <0,001 0,82 0,82
Néo 31,5%  34,1% 355%  30,1% 32,7% 32,9% 30,8%  34,8% 29.2%  36,4% 31,7% 33,9% 33,1% 32,5%
Sim 181%  16,3% 155%  18,8% 155% 18,8% 196%  14,8% 20,6% 13,8% 16,9% 17,4% 17,1% 17,3%
Radioterapia® 0,91 0,91 0,24 0,14 0,67 0,34 0,46
Sim 5,8% 6,3% 6,0% 6,0% 5,3% 6,7% 6,9% 5,2% 6,3% 5,8% 6,5% 5,5% 6,5% 5,5%
Néo 43,1%  44,8% 44,7%  43,3% 442%  43,8% 42,9%  451% 434%  44,6% 42,8% 45,2% 43,8% 44,2%
Status® 0,95 0,84 0,74 0,74 0,46 0,20 0,84
Vivo 30,8%  31,0% 31,1%  30,7% 30,6% 31,2% 31,2%  30,6% 30,3%  31,5% 29,8% 32,0% 31,1% 30,7%
Morto 19,2%  19,0% 18,9%  19,3% 19,4% 18,8% 18,8%  19,4% 19,7% 18,5% 20,2% 18,0% 18,9% 19,3%

aAlguns casos faltam dados: Idade (37); Género (9); Subtipo histolégico (7); estadio T (9); estadio N (22); Estadio patolégico (12); Recidiva (148); Radioterapia (107); Status (7). Abreviaturas:
ADC, adenocarcinoma; CCE, carcinoma de células escamosas.
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Tabela 9. Caracteristicas clinicopatoldgicas e expressdo média de mRNA de colageno tipos I, I11, IV e V (banco de dados TCGA, N=939; teste qui-quadrado,

P<0,05)
L Col | Col 111 Col IV Col V

Caracteristicas Baixa Alta P Baixa Alta P Baixa Alta P Baixa Alta P
Idade (anos)? 0,79 0,08 0,62 0,15
<65 21,4% 21,7% 22,9% 20,2% 21,7% 21,4% 22,6% 20,5%

>65 28,7% 28,2% 26,9% 29,9% 27,7% 29,2% 27,1% 29,8%

Género? 0,51 0,35 0,95 1,00
Masculino 29,0% 30,2% 28,8% 30,4% 29,5% 29,8% 29,7% 29,6%

Feminino 21,0% 19,8% 21,2% 19,6% 20,4% 20,3% 20,3% 20,4%

Subtipo histolégico® 0,36 <0,001 0,29 0,15
ADC 26,1% 24,5% 28,5% 22,0% 24,4% 26,2% 26,5% 23,5%

CCE 23,9% 25,5% 21,5% 28,0% 25,6% 23,8% 24,0% 26,0%

Estadio T? 0,40 0,23 0,14 0,52
T1 15,6% 13,2% 15,9% 12,9% 15,3% 13,5% 15,2% 13,7%

T2 28,0% 29,5% 27,4% 30,0% 28,7% 28,7% 28,3% 29,1%

T3 5,7% 6,7% 5,9% 6,5% 5,1% 7,3% 5,7% 6,7%

T4 0,8% 0,6% 0,8% 0,6% 0,9% 0,5% 0,9% 0,5%

Estadio N? 0,15 0,28 0,39 0,85
NO 34,7% 32,1% 34,4% 32,4% 34,4% 32,4% 33,4% 33,4%

N1 9,9% 12,5% 10,1% 12,3% 10,4% 12,1% 11,0% 11,5%

N2 5,5% 5,3% 5,6% 5,2% 5,2% 5,6% 5,7% 5,1%

Estadio patol6gico® 0,14 0,27 0,25 0,64
| 29,1% 26,0% 28,8% 26,3% 28,8% 26,3% 28,0% 27,1%

1 13,7% 16,3% 13,9% 16,1% 14,2% 15,7% 14,2% 15,7%

1A 7,1% 7,8% 7,2% 7,7% 6,8% 8,1% 7,6% 7,3%

Recidiva? 0,60 0,77 0,18 0,33
Néo 31,2% 34,4% 32,0% 33,6% 33,1% 32,5% 30,8% 34,8%

Sim 17,1% 17,3% 17,2% 17,2% 15,5% 18,8% 17,4% 16,9%
Radioterapia® 0,17 0,34 0,39 0,29
Sim 6,6% 5,4% 6,5% 5,5% 5,3% 6,7% 6,5% 5,5%

Né&o 41,6% 46,4% 42,8% 45,2% 42,9% 45,1% 42,1% 45,9%

Status® 0,20 0,54 0,31 0,74
Vivo 32,0% 29,8% 31,4% 30,4% 31,8% 30,0% 31,2% 30,6%

Morto 18,0% 20,2% 18,6% 19,6% 18,2% 20,0% 18,8% 19,4%

aAlguns casos faltam dados: Idade (37); Género (9); Subtipo histolégico (7); estadio T (9); estadio N (22); Estadio patolégico (12); Recidiva (148); Radioterapia (107); Status (7). Abreviaturas:

ADC, adenocarcinoma; CCE, carcinoma de células escamosas; Col I, colageno tipo I; Col 111, colégeno tipo 111, Col IV, coldgeno tipo 1V; Col V, colageno tipo V.
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5.8.3 Valor prognéstico dos GAGs, SPARC, marcadores de TEM e tipos de

colageno

Usamos a analise no Kaplan-Meier plotter para encontrar a correlacdo entre os niveis de

expressdo e SG em pacientes com CPNPC para todos os marcadores analisados em nosso estudo

(Figura 28).
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Figura 28. Curvas de Kaplan Meier para nossos marcadores de interesse obtidas na base de dados KM-

Plotter. A linha preta representa uma baixa expressdo do marcador e a linha vermelha, a alta expressao.



79

Definimos o corte para expressdo alta ou baixa usando a expressao mediana do grupo
(dados ndo paramétricos). Como mostrado na Figura 28, pacientes com alta expresséo de Col
IV, WNT3A, WNT5A, WNT5B e SPARC tiveram SG mais longa (P < 0,05). Por outro lado, a
baixa expressdo de Col I e WNT1 correlacionou-se com SG mais longa (P < 0,05). N&o
encontramos efeito de significancia estatistica de E-caderina, f-catenina, HS, CS, Col 11l e Col V
na SG.

5.8.4 Interacdo biologica entre GAGs, SPARC, marcadores de TEM e tipos de
colageno

Diante do exposto, nosso proximo passo foi realizar uma analise de enriquecimento
funcional usando o banco de dados STRING, uma ferramenta de busca para interacdo de
proteinas, para encontrar uma rede significativa de interacdo proteina-proteina (PPI). A Figura
29 mostra a organizacdo molecular desta rede. A rede é feita de n6s conectados diferencialmente,
cada nd representa uma proteina e as arestas representam suas interacdes dindmicas. O valor-P
do enriquecimento PPl foi <1,0e-16. Isso mostra que essas proteinas estdo, pelo menos

parcialmente, conectadas biologicamente como um grupo.

i WNTSB

Figura 29. Rede de interacdo proteina-proteina obtida na ferramenta STRING para nossas proteinas de
interesse.
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Também realizamos uma anélise no Metascape para avaliar a fungdo e 0 processo
biol6gico dos genes correspondentes as proteinas de nosso interesse. A Figura 30A mostra o
heatmap de termos enriquecidos nas listas de genes de entrada. Os principais termos observados
foram: "transicao epitelial para mesenquimal no cancer colorretal”, *proteoglicanos da MEC" e
"proteoglicanos no cancer”. A Figura 30B mostra a rede formada por esses termos enriquecidos.
A Figura 30C mostra os processos bioldgicos de Gene Ontology de nivel superior. Os termos
estatisticamente mais significativos dentro desse grupo foram "processo de desenvolvimento”,
"sinalizacdo", ""resposta ao estimulo™ e “processo celular”.

Tomados em conjunto, esses resultados in silico sugerem uma forte integracdo entre
nossas proteinas de interesse e processos celulares fundamentais na carcinogénese, o que

confirma nossos resultados experimentais.
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WP4239: Epithelial to mesenchymal transition in colorectal cancer
R-HSA-3000178: ECM proteoglycans

hsa05205: Proteoglycans in cancer

GO0:0001568: blood vessel development
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Figura 30. Andlise de enriquecimento Metascape. (A) Termos enriquecidos nas listas de genes de entrada. (B) Rede formada por esses termos enriquecidos. (C) Processos

bioldgicos estavam envolvidos na lista de genes colorida de acordo com o valor de P.
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6 DISCUSSAO

No cenario de nossa coorte de estudo, as metastases loco-regionais e distantes nao
previstas pelo estadio TNM e a classificagdo histoldgica sdo as possiveis razdes para falhas de
resseccdo cirdrgica na cura de alguns pacientes com CPNPC em estagio inicial. A questdo de
interesse € se as informagdes auxiliares coletadas das células tumorais ou de seu estroma tumoral
podem nos ajudar a melhorar a estratificacdo de risco e a sele¢do de pacientes para tratamento
sisttmico adjuvante. O desenvolvimento da invasdo de células cancerigenas e metéstases
certamente abrange uma série de estagios complexos e sequenciais. Entre eles estdo o TEM, a
perda das membranas basais e 0 remodelamento das barreiras da matriz extracelular intersticial
pelas células tumorais. Esses processos sdo considerados importantes porque o microambiente
pulmonar reprogramado pelo tumor promove tanto tumores pulmonares priméarios quanto
metastases, contribuindo principalmente para barreiras mecénicas e funcionais [72]. A perda
dessas barreiras facilita a migracdo das células tumorais e a penetracdo do tumor pelos vasos
sanguineos [86, 206-208]. Outras glicoproteinas importantes também presentes no cancer de
pulmé&o sdo as WNTSs e a SPARC. Essas glicoproteinas atuam no remodelamento da matriz
extracelular e da TEM e proporcionam crescimento tumoral e metéstase [188-190, 210].

Portanto, para entender a relacdo entre TEM, barreiras matricelulares e o processo
metastatico, realizamos analises passo a passo. Primeiro usamos IHC, IF e MET para caracterizar
as proteinas da TEM, glicosaminoglicanos, tipos de colageno, proteinas SPARC e WNT nos
subtipos histolégicos ADC, CCE e CGC. Em seguida, examinamos a associacéo clinica entre
esses marcadores e os dados de 120 pacientes com CPNPC removidos cirurgicamente.
Posteriormente, analisamos 0 impacto desses marcadores na sobrevida dos pacientes. Por fim,
validamos os dados de nossa coorte do estudo usando dados in silico. Embora uma das principais
limitacOes de nosso estudo seja 0 pequeno nimero de casos de CPNPC usados, os dados obtidos
por IHC, IF e MET e a anélise de imagem aplicada visam minimizar essa limitagdo. Assim,
fornecemos novas evidéncias de que as células de CPNPC podem expressar proteinas da TEM e
proteinas matricelulares com conhecida funcdo de barreira mecénica. A expressdo dessas
proteinas esta associada tanto a via Wnt quanto a uma sobrevida global significativamente mais
longa do paciente. Também descobrimos que ha forte integracdo entre nossas proteinas de
interesse, e que sua expressao/comportamento presentes nos dados em grandes bancos de dados
é semelhante ao que obtivemos neste trabalho e atuam em processos celulares fundamentais na

carcinogénese.
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Enquanto a maioria dos estudos avalia a progressdo do CPNPC por perda de genes
supressores de tumor e/ou ativacdo de oncogenes [210], descrevemos a progressdo do CPNPC
durante as alteracdes fenotipicas da TEM, tornando as células tumorais invasivas e capazes de
metastatizar orgdos distantes. Outra principal caracteristica inovadora de nosso estudo foi a
descricéao da relacdo entre componentes TEM-MEC-via de sinal Wnt com subtipos histolégicos,
estadio TNM e sobrevida. Ao longo de nosso estudo, mostramos que, durante 0 processo de
TEM, a baixa expressao de E-caderina e p-catenina criou uma barreira deficiente da porcéo
tumoral contra a invasao tumoral. A sinalizacdo Whnt, principalmente a através da WNT5A, e a
glicoproteina SPARC potencializaram essa barreira e facilitaram a progressao do tumor.

Também descobrimos que os GAGs associados a tumores e barreiras mecanicas de
colageno reforcaram as barreiras funcionais entre TEM, proteinas WNT e células malignas. As
barreiras mecanicas de colageno correspondem a diferentes niveis de HS, SC e fibras de colageno,
que se reorganizam para localizar e caracterizar as células malignas. Nesse cenario, inferimos que
0 SC, Col Il e Col V também tém uma grande chance de criar uma barreira mecanica contra
células malignas e impedir a invasdo da MEC intersticial. E importante ressaltar que a alta
expressdo de WNTL, SC e Col V foi associada a tumores nos estadios | e NO-N1. Esses achados
sugerem que 0 aumento da expressdo desses marcadores ocorre em estagios iniciais da
carcinogénese, que diminui com o crescimento do tumor. Portanto, esses marcadores surgem
como promissores para decisdes terapéuticas antes da cirurgia. Além disso, também observamos
a influéncia direta e indireta de WNT3A, WNT5A, HS e SPARC na sobrevida global de
pacientes com CPNPC em estagio inicial. Essa influéncia mostra que existe uma regulacéo
relevante entre esses componentes na progressdo tumoral. No entanto, existem alguns pontos
importantes que precisam ser abordados, conforme discutido abaixo.

A primeira questdo a ser abordada € aimportancia das alteracdes fenotipicas do tipo TEM
para a interacdo entre a matriz de colageno e as celulas malignas. Observamos que a intensidade
de espalhamento foi maior em células malignas TEM-positivas de CCE e ADC em comparacéo
com CGC, para promover a invaséo da MEC por células malignas individuais, no caso de CGC,
e por grupos de células no caso de ADC e CCE. Assim, esses achados descrevem uma TEM
parcial - por exemplo, um TEM hibrida [211, 212] - como o fen6tipo imunoldgico hierarquico
predominante no CCE e ADC do pulmdo em comparagdo com o CGC. Isso sugere a nogao
emergente de que uma TEM parcial, mas ndo necessariamente uma TEM completa, esta
associada a progressdo tumoral agressiva [213]. Conforme relatado recentemente, ndo ha
transicdo mesenquimal em um TEM hibrida, pois as células tumorais retém a E-caderina [214].
Isso poderia explicar a alta expressdo de E-caderina encontrada em nosso trabalho,
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principalmente em CCE e ADC. Também observamos uma forte correlagdo entre as proteinas de
TEM e WNT5A. O WNT5A pode interagir com o tumor, funcionando tanto como supressor
quanto como promotor [160, 215]. Ao atuar na ades&o celular, motilidade e polaridade celular, o
WNTD5A interage com efetores intracelulares através da via de sinalizagdo Whnt e com estruturas
da MEC. Assim, atua de diferentes formas no processo de TEM e no complexo B-catenina/E-
caderina [216, 217].

Além disso, essas modificacdes da TEM resultaram da disseminag&o do cancer e invasio
da MEC, levando a alteragdes nos GAGs e na organizacao estrutural fibrilar dos colagenos
visualizados em IF e MET. Essas mudancas causam entéo a degeneracao dos GAGs/colageno
enddgenos e o surgimento de novos GAGs/colageno de organizacdo estrutural diminuida,
conforme descrito anteriormente no cancer de mama [218]. Além disso, na MET, demonstramos
limites célula-célula consideravelmente maiores, sugerindo juncdes aderentes anormais devido a
propagacdo do cancer na MEC intersticial. Como mencionado, o tecido perde a adeséo célula-
célula, causando diminuic&o da rigidez de ligacéo intermolecular de longo alcance para Col I, Col
11 e Col V, com a ruptura da estrutura das fibrilas de colageno, bem como HS/SC. Estudos
anteriores descreveram que algumas células cancerigenas podem produzir colageno tipos I, 111,
IV, Ve VI[99, 100, 219]. A alteracdo na deposicéo desses colagenos fibrilares altera a rigidez da
matriz tumoral e pode contribuir para 0 comportamento metastatico das células tumorais,
mediado, por exemplo, por fibroblastos associados ao cancer [220]. Além disso, a remodelacéo
tecidual é uma etapa crucial durante a carcinogénese, uma transformacao das células epiteliais
estando associada a metaloproteinases na degradacéo do colageno pela sintese de proteinas da
matriz fibrilar e n&o fibrilar [221].

Em nossa coorte, observamos alta expressao de Col Il e V e baixa expressdo de Col 1 e
IV. Observamos a mesma expressao aumentada de Col I11 no tecido de cancer pancreético [222].
No que diz respeito a expressdo de Col I, foi proposto que a interacdo de células epiteliais com
Col I contribui para 0 aumento da motilidade celular que acompanha a TEM, critica na progressao
da doenca [223]. No cancer colorretal, Col | foi descrito como regulador negativo da expressdo
de E-caderina e -catenina [224]. No entanto, ndo observamos correlagdo entre as proteinas Col
| e TEM. A expressao desses marcadores em nosso estudo foi inversa, sugerindo uma possivel
resposta a alteragbes na MEC. Além disso, a redugdo da montagem estrutural e consequente
diminuicdo da expressdo de HS e Col | e IV na MEC pode estar associada a atividade de
colagenases, um grupo de enzimas degradadoras de colageno [225]. Além disso, houve alteracdo
ndo apenas na concentracdo de colagenos fibrilares, mas também nos niveis de GAGs
imunorreativos, como HS e SC, e seus proteoglicanos. Essa mudanca pode alterar a rigidez da
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MEC e participar do processo de TEM [226, 227]. Embora esses compostos ndo alterem as
caracteristicas biomecéanicas da MEC, eles podem desempenhar um papel importante na
remodelagdo da MEC tumoral [226].

No presente estudo também ficou evidente que, nas alteragdes de nivel supramolecular
no colageno na MEC invadida pelo cancer, houve uma associagdo, direta ou indireta, com a
sinalizacéo feita por WNT1, WNT3A e WNT5A. Isso abriu caminho para a classificagdo do
CPNPC e melhor compreenséo dos mecanismos de crescimento do cancer. Esses achados podem
ser confirmados por estudos recentes que demonstraram que a via de sinalizagdo Wnt/B-catenina
integra sinais de outras proteinas e vias de sinalizagdo, como a possibilidade de a via ser modulada
por integrinas [228]. Esses estudos sugerem que esse processo de modulagdo pode ser feito
através da expressao de ligantes, receptores e inibidores WNT, ou através da modulagdo da
concentragdo de B-catenina em diferentes tipos celulares [229].

Destacamos também gue encontramos uma associac¢do importante entre HS com SPARC
e WNT3A. No estroma tumoral, a composi¢do da MEC e a populacdo de células ali presentes
si0 bastante diferentes quando comparadas ao tecido normal. A medida que o tumor se
desenvolve, também ocorre uma série de processos que remodelam o tecido estromal para regular
a progressdo do tumor. Em geral, varias glicoproteinas, colagenos, GAGs, proteoglicanos e
muitas outras proteinas que promovem a proliferacdo e motilidade celular conduzem esse
processo de modificacdo na MEC [230-232]. Entre os GAGs, 0 HS, quando clivado pela
heparanase, altera sua estrutura e funcéo e contribui para a remodelacdo mediada por tumor de
ambas as superficies celulares e da MEC [233-235]. Também é conhecido que os proteoglicanos
de HS regulam extracelularmente a sinalizagdo WNT, incluindo WNT3A [236]. Assim, essas
atividades aumentam a biodisponibilidade dos fatores de crescimento ligados ao HS [237] que
recrutam células malignas metastéaticas e sustentam sua sobrevivéncia e crescimento, conduzindo
assim o processo metastatico. Estudos anteriores relatam que o HS desempenha um papel crucial
na proliferacdo celular e metastase no cancer de mama [238], rabdomiossarcoma [239] e NSCLC
[240]. Além disso, mudangas no microambiente também afetam a express&o e a fungéo de outras
moléculas, como SPARC. Trata-se de uma glicoproteina matricelular que participa diretamente
do processo de remodelamento da MEC, regulando processos como a secregdo de
metaloproteinases e interagBes célula-matriz [181]. Estudos recentes mostraram que SPARC
favoreceu a migragdo e invaséo de células de carcinoma endometrial in vitro e in vivo [241].

Também descobrimos que SC foi correlacionado com WNT1. O SC € uma glicoproteina
transmembrana com um grande dominio extracelular e um curto dominio intracelular. Seu

dominio extracelular inclui subdominios que podem interagir com varios componentes da MEC,
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como Col V e Col VI. Assim, promovem a ativacao de vias oncogénicas, fatores de crescimento
e a TEM, aumentando a migracéo de células malignas [242-244]. Como é amplamente aceito, 0s
GAGs podem moldar gradientes de morfogénese e modular a sinalizagdo da morfogénese por
meio de suas afinidades de ligacdo com uma variedade de moléculas de sinalizacéo devido as
suas varias estruturas [245]. Além disso, como pudemos observar neste estudo, um aumento na
expressdo de SC nos tecidos foi descrito em varios tipos de tumor [246-249]. Assim, pode-se
sugerir que esse aumento poderia influenciar o remodelamento da MEC (como mencionado
anteriormente para HS), alterando o microambiente tumoral e modificando os processos de
sinalizacdo celular. Embora ndo tenhamos localizado nenhum outro estudo que demonstre essa
afinidade direta entre SC e WNT1, nosso achado pode ser apoiado pelo estudo que mostrou que
SC-E (um SC com nivel aumentado de dissacarideos 4,6-O-dissulfatados) inibiu a via de
sinalizacdo Wnt em ensaios in vitro usando células de cancer de mama [250].

Outra questdo importante a ser abordada € o impacto das varidveis morfométricas nas
caracteristicas clinico-patoldgicas. Histologicamente, observamos que 0 CPNPC englobava um
espectro bimodal de malignidades. De um lado, estdo os subtipos ADC e CCE, ambos
caracterizados pelo processo de TEM, associados a consideravel desmoplasia devido ao acimulo
de componentes da MEC, que estiveram intimamente associados a invasao da membrana basal
por grupos de células na MET. No lado oposto, estd 0 CGC, um subtipo de CPNPC composto
por células malignas imersas em um estroma desmoplasico pobre com baixo processo de TEM,
e baixos niveis de componentes da membrana basal e da MEC intersticial, associados a invasdo
por células isoladas na MET. Clinicamente, descobrimos que pacientes mais jovens
apresentavam tumores agressivos de menor tamanho, histétipo CGC, com baixa expresséao de E-
caderina e Col IV e alta expressdo de WNT1 e WNT5B. Além disso, tumores grandes (maiores
que 3,0 cm) apresentaram baixa expressao de SC e maior expressao de WNT5A. Notavelmente,
a alta expressdo de WNT1, SC e Col V foi associada a tumores nos estadios | e 11 e NO-N1,
sugerindo que 0 aumento da expressado desses marcadores ocorre em estagios muito anteriores da
carcinogénese. Considerando os achados discutidos até aqui, é possivel perceber que, por vezes,
as moléculas estudadas no microambiente aqui apresentado podem néo atuar diretamente nas
caracteristicas clinicas, afetando a agressividade do tumor. No entanto, 0 comportamento
observado € muito consistente com a remodelacéo desse ambiente para progressdo e metastase.
Isso nos leva a especular que o estudo desses compostos € importante para a analise dos pacientes
em estagio inicial quanto a evolucao e na intencao de evitar que os pacientes operados tenham

recidivas por possiveis metastases ocultas.
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Observamos um resultado consistente em nossa analise de regressao de Cox. Realizamos
esta analise para examinar o impacto das variaveis morfométricas na sobrevivéncia. Observamos
que a SG, para toda a coorte, foi significativamente influenciada pelo género, estadio T, tamanho
do tumor, metastases e radioterapia. Também observamos uma influéncia significativa para
melhor SG pela maior expressdéo de SPARC e WNT3A no estroma tumoral. Na analise
multivariada, houve associacéo significativa entre sexo, estadio T, tamanho do tumor, metastase,
terapia adjuvante e SPARC e SG. A alta expressdo de HS apresentou influéncia marginal para a
SG. WNT3A e WNT5A foram covariaveis neste modelo matematico. A SG média foi de 97
meses para pacientes com expressdo SPARC >14,25% em comparagdo com 65 meses para
pacientes com expressao <14,25%. Esses achados sdo consistentes com a literatura, na qual ha
associacao entre baixa expressdo de SPARC e pior progndstico em carcinoma endometrial [241],
cancer colorretal [251, 252] e CPNPC [253]. Aléem disso, é descrito que, dependendo do
microambiente do tumor, 0 SPARC pode atuar tanto como um supressor tumoral quanto como
um oncogene [241]. Assim, especulamos que as proteinas HS e WNT, que influenciaram nosso
modelo de regressao, podem afetar essas questdes sobre o efeito paradoxal do SPARC. Uma vez
que os proteoglicanos HS modulam a sinalizacdo WNT, as modifica¢des HS influenciam a
progressao da doenca [254-256]. Além disso, temos todo o processo de modificacdo do MEC
discutido anteriormente.

Para completar esses resultados dos papéis da E-caderina, -catenina, Col I, Col Ill, Col
V, WNT1 e WNT5B em CPNPC, exploramos, in silico, se o nivel de mRNA dessas proteinas
esta relacionado ao resultado clinico de os pacientes. Confirmamos que em ADC e CCE houve
uma regulacdo positiva significativa dos niveis de expressdo de mMRNA de E-caderina, -catenina,
Col I, Col 111, Col V, WNT1 e WNT5B, enquanto houve uma regulacao negativa significativa da
expressdo de mMRNA WNT3A. Através dos dados do Clinical Proteomic Tumor Analysis
Consortium (CPTAC) para expressdo de proteina, disponivel apenas para ADC, confirmamos
que houve uma superexpressdo significativa de E-caderina, Col I, Col 1lI, Col V, WNT5A e
proteina SPARC, enquanto houve uma subexpressao significativa de f-catenina, HS, CS e Col
IV. O comportamento da expressdo dessas proteinas foi semelhante em nosso estudo,
comprovando a consisténcia de nossos resultados, mesmo com nossa menor casuistica. Quanto
as caracteristicas clinico-patologicas, observamos algumas correlagdes entre B-catenina, proteinas
WNT e subtipos histologicos (ADC e CCE), que observamos apenas com [3-catenina e WNT5A
em nosso estudo. No entanto, exceto para a expressdo WNT1 e estadios T e N, os dados também
ndo mostraram correlacdes significativas com o estadio patolégico ou TNM, como em nosso

estudo. As curvas de Kaplan-Meier mostraram que pacientes com maior expressao de Col 1V,
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WNT3A, WNT5A, WNT5B e SPARC tiveram uma SG mais longa, enquanto pacientes com
maior expressdo de Col | e WNT1 tiveram uma SG mais curta. A funcéo e o processo bioldgico
dos genes correspondentes as proteinas de nosso interesse mostraram gue os processos biologicos
de nivel superior do Gene Ontology envolvidos foram "processo de desenvolvimento”,
"sinalizacdo", ""resposta a estimulos” e "processo celular”.

Em resumo, os dados apresentados fornecem evidéncias hierarquicas importantes de que
genes e proteinas associados a TEM, via de sinal WNT e MEC estdo envolvidos no sinal
proliferativo de células cancerigenas, desmossomos espacados, facilitando a motilidade celular.
Essa evidéncia sugere etapas sequenciais para invasdo do tumor primario e metastase em
pacientes que estavam em estagios iniciais e que foram submetidos & ressecgdo cirdrgica. E
importante ressaltar que este estudo indica que 0 CPNPC com expressao aumentada de proteinas
de barreira mecanica e baixa expressao da barreira proliferativa funcional apresenta baixo risco
de mortalidade do paciente por metastase e novos alvos terapéuticos promissores. Além disso, a
Vvisdo mecanicista das principais descobertas precisa ser complementada com dados in vitro.
Portanto, neste cenario emergente de tratamentos personalizados, estudos futuros sdo necessarios
para incluir tais observac@es na clinica, como base de um biomarcador medido na circulacéo e/ou

urina para selecionar pacientes que possam se beneficiar destes.
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APENDICE A — Medidas obtidas no software QuPath

Tabela 10. Medidas obtidas no software QuPath para marcadores da TEM, via de

sinalizacdo WNT e SPARC
E-caderina B-catenina WNT1 WNT3A WNT5A WNT5B SPARC

Caso

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
09.4566.58 31,42 29,40 30,36 22,96 41,49 2,86 13,99
09-5058-53 50,63 23,56 14,69 22,90 50,87 0,27 27,42
10-2138-58 23,43 21,53 15,40 16,32 38,98 1,51 17,57
10-3135-56 33,77 28,16 21,19 19,31 60,70 3,51 33,53
10-4822-55 45,76 20,13 20,87 14,89 45,93 2,00 7,81
10-6443-57 64,95 29,98 9,85 34,45 64,66 3,49 12,32
10-8255-54 37,42 25,91 8,14 25,36 41,62 3,72 22,75
10-8995-58 10,02 7,34 13,64 7,87 14,56 0,08 7,14
10-9639-52 37,44 25,53 27,03 17,49 46,56 3,49 5,42
11-2785-56 27,37 12,95 1,56 1,89 51,00 1,44 12,40
11-4249-4 19,07 12,64 13,50 8,34 34,80 0,62 10,23
11-4619-12 6,07 9,67 5,88 11,75 26,91 6,17 13,64
11-550-60 38,97 15,44 4,90 15,26 45,10 1,19 16,13
11-5877-66 48,13 35,72 37,90 34,96 65,43 2,90 19,67
11-8202-60 21,30 15,28 25,83 11,58 27,07 1,23 11,93
11-8485-67 28,27 30,67 15,85 18,52 53,14 3,18 24,28
11-8849-61 3571 13,81 10,06 16,33 43,85 3,66 10,64
11-9061-66 3741 11,72 12,35 11,05 50,71 4,08 8,72
12-11006-04 28,73 28,72 25,23 35,21 51,48 2,24 12,84
12-11406-23 44,98 29,45 33,15 26,57 55,03 4,15 17,83
12-12505-7 46,84 25,18 39,47 16,24 62,87 7,07 35,01
12-7274-15 19,20 18,49 22,14 19,90 44,99 4,30 11,70
12-8446-12 55,76 28,77 23,94 27,59 62,95 3,00 12,31
13-10712-15 48,15 10,02 12,05 6,74 42,29 1,83 7,46
16157-4 37,97 43,41 45,73 38,24 55,93 1,54 24,95
19011-2 20,10 17,67 21,10 27,42 42,53 12,45 6,62
B09/709 -T4 17,52 21,74 12,15 12,43 34,44 5,90 11,48
B09-1316 41,52 33,00 9,98 28,62 70,86 7,56 12,55
B09-2373 29,19 13,44 12,84 15,49 42,91 10,45 5,07
B09-2518 21,52 20,67 17,50 27,53 39,45 4,78 15,16
B11-753-T5 16,14 8,66 17,97 13,77 20,27 3,27 17,21
B12-1333 -
T3 56,48 27,71 8,40 26,02 46,65 1,41 16,51
B12-926 16,19 30,25 47,02 24,61 55,08 6,55 23,42
T11-1958-14 68,08 29,68 35,77 22,62 61,21 2,33 13,36
T11-2995-5 15,44 27,70 23,37 35,03 41,37 1,11 13,79
09-1974-60 34,49 48,65 9,53 13,64 51,69 3,87 8,15
09-3544-65 32,27 8,01 1,44 0,05 79,51 0,69 4,25
09-4268-61 23,04 20,83 10,54 11,97 41,59 3,47 21,02

09-4314-59 25,67 25,91 6,60 28,04 36,72 0,70 14,87
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Tabela 10 (continuacéo). Medidas obtidas no software QuPath para marcadores da
TEM, via de sinalizacdo WNT e SPARC

Caso E-caderina B-catenina WNT1 WNT3A WNT5A WNT5B SPARC
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
10-1283-64 14,7 32,99 13,59 23,85 39,84 1,49 10,9
10-5022-57 40,35 29,41 10,04 15,2 54,58 0,78 7,71
10-7749-61 61,55 13,83 2,56 0,35 79,9 4,56 14,53
11-0309-59 21,03 16,06 5,63 2,86 45,01 0,2 3,83
11-2166-63 18,7 14,63 34 7,82 40,25 2,03 13,66
11-2171-52 8,18 34,2 3 14,75 21,02 1,95 12,08
11-2524-61 41,35 13,99 14 8,82 59,39 1,42 20,92
11-4696-60 58,87 43,18 4,1 20,83 66,78 0,71 12,32
11-4950-67 20,88 48,97 10,25 17,57 68,31 2,98 18,57
11-5596-16 37,06 21,6 5,23 11,99 41,93 3,55 13,41
11-5937-62 23,89 43,08 8,33 25,66 30,12 5,27 8,98
11-7615-59 45,6 21,44 1,04 5,14 42,92 4,76 30,8
11-8724-71 11,4 44,52 4,79 17,4 55,82 0,45 8,86
12.14412.25 18,49 29,51 3,57 27,69 58,2 2,67 8,36
12-6909-10 60,83 29,38 2,56 16,19 47,97 3,68 11,42
12-9923-19 3243 26,68 6,41 9,84 52,62 2,08 13,24
13249-11 18,84 8,76 7,39 21,02 37,07 3,61 19,98
B09-2352 12,38 23,42 6,27 21,93 32,34 3,37 9,5
B10 }22801 B 11,73 18,21 3,83 9,98 25,84 511 13,69
B10-046 -T4 30,53 14,46 4,75 14,95 23,45 1,31 15,99
BlO-_I%Z)BS B 38,91 28,32 5,49 13,52 51,85 1,86 7,97
B10-2735 -T3 16,39 25 10,6 15,15 22,18 6,17 15,45
B10-3011 3,28 17,01 6,94 20,4 16,62 9,21 15,28
B11-1620 20,33 254 8,93 20,59 57,85 7,89 18,74
B11-2263 -T5 12,22 25,42 5,58 32,84 29,08 1,8 23
B11-2552 -T2 23,38 33,76 7,85 34,91 55,03 5,45 22,09
Bll__?gll B 31,51 18,07 10,01 71 43,08 1,66 24,06
B11-2683 -T3 10,22 18,04 22,87 32,24 36,08 3,17 25,42
B11-2789 -T2 25,15 14,41 7,24 15,01 32,95 2,67 11,62
B11-502 -T2 19,99 155 4,05 13,72 22,88 4,41 16,81
B12-772 - T4 0,68 23,2 2,62 1,36 5,78 0,66 11,36
HC41i1866R 5,59 11,43 7,4 26,68 23,37 6,71 131
T11.1958-19 24,62 23,71 5,57 28,65 45,94 8,25 13,26
T11-1642-9 14,1 23,83 4,48 7,46 57,59 1,43 4,58
T11-3892-12 18,81 19,2 6,57 22,62 40,82 6,16 18,76
08-45798-61 24,65 13,46 22,32 17,89 58,99 12,97 16,36
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Tabela 10 (continuacéo). Medidas obtidas no software QuPath para marcadores da

TEM, via de sinalizacdo WNT e SPARC
E-caderina B-catenina WNT1 WNT3A WNT5A WNT5B SPARC

caso (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
09-40.025- 73 9,65 12,38 12,59 25,04 4,12 9,69
095306 9,68 18,76 14,62 18,08 34,69 8,04 12,27
0920085 1213 22,81 16,52 24,54 37,26 471 10,78
09222961 655 125 727 13,92 26,73 261 9,25
0922055 4g12 29,88 1,02 4321 60,54 0 0,64
09-26147- 489 5,54 105 33,19 25,82 8,59 18,74
09-29057- 15,73 7,66 15,72 29,2 26,71 3,91 193
0933899 1gsr 14,14 25,54 20,21 38,78 3,92 164
e 20m 12,14 22,03 174 33,86 0,57 16,67
09-3661-61 28,52 50,86 3,03 1,07 66,43 023 0,87
09'456548' 176 25,84 16,49 22,77 45,95 12,08 20,64
102072 2149 23,11 9,08 8,44 44,45 1,03 2,66
10268056 12,03 188 9,83 12,62 4114 2,44 11,16
10-33%04 10,7 21 17,84 51,65 26,84 1 5,18
1034292 2362 16,95 16,19 16,58 43,86 6,17 9,58
10-30089- 16,44 18,24 14,56 16,72 48,16 6,08 10,86
10083 1408 22,05 2348 40,39 405 11,35 12,06
109050 364 17,8 11,64 24,49 53,55 7,84 28,96
391088-1 28,02 14,73 12,63 15,07 42,2 1,19 19,83
51882026 6,38 6,34 13,67 18,46 25,2 3,67 15,06
51972798 7,02 17,03 11,22 12,71 34,94 0,34 19,2
52493500 1343 175 19,92 26,52 24,88 4,43 16,46
538429-9] 2,76 8,06 7,97 9,09 32,61 0,37 7,34
561853-3D 2252 21,01 11,69 0,37 29,71 4,34 6,83
58872165 9,96 6,64 3,33 168 86,6 2,27 2,76
58872168 34,02 20,64 31,51 15,22 47,49 152 29,09
5915953 077 144 3,68 15,75 6,87 0,08 2,07
593657-8A 43 14,98 12,32 26,23 33,31 4,59 6,38
60099138 26,76 12,32 1061 30551 40,04 491 1043

602098-4A 8,92 24,07 24,93 39,79 37,95 3,77 13,8




107

Tabela 10 (continuacéo). Medidas obtidas no software QuPath para marcadores da

TEM, via de sinalizacdo WNT e SPARC
E-caderina B-catenina WNT1 WNT3A WNT5A WNT5B SPARC

Caso (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
or39- 7.9 14,6 21,27 16,71 37,42 9,04 16,72
oL 11,44 34,51 23,88 418 39,24 7,39 16,06
s 19,65 17,84 12,58 29,94 31,14 4,62 5,96
eoLLI6- 8,87 10,38 8,86 9,32 22,36 1,08 33
v 8,42 6,46 9,41 30,45 36,71 2,35 17,13
R 37,45 28,39 12,47 5,48 56,93 3,15 27,57
6676537 32,04 26,78 10,83 21,79 46,59 6,65 9,38
RS 23,14 21,33 9,95 18,84 63,03 251 13,11
o9z 17,13 34,36 251 20,97
70';251' 4.4 14,59 8,01 5,05 27,41 0,93 10,41
T10369- 1,06 6,38 12,43 21,81 28,75 3,21 33,00
7302315 5,06 19,15 17,94 12,01 30,6 6,05 9,85
B09-1842 1563 28,36 34,56 32,27 40,39 9,95 24,44
B10-1733 0,86 29,55 0,55 7.79

B11-1266 21,65 14,55 34,48 24,93 44,06 6,74 21,31
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Tabela 11. Medidas obtidas no software QuPath para GAGs e tipos de colagenos

Caso HS(%) SC(%) Coll(%) Collll(%) ColIV (%) ColV (%)
09.4566.58 0,93 18,03 0,21 21,89 0,47 11,89
09-5058-53 2,73 17,90 9,20 37,55 1,01 27,55
10-2138-58 0,59 20,09 1,02 35,00 2,40 5,22
10-3135-56 0,88 14,24 6,27 32,77 5,52 12,77
10-4822-55 1,04 19,84 1,74 33,72 0,39 3,72
10-6443-57 1,50 4,73 5,45 39,17 2,44 19,17
10-8255-54 2,88 11,45 2,33 49,29 1,15 10,29
10-8995-58 0,10 16,23 3,14 28,93 0,45 28,93
10-9639-52 0,28 25,55 2,82 39,39 0,77 9,39
11-2785-56 0,54 17,33 3,90 34,24 1,06 4,24
11-4249-4 0,77 7,83 3,70 29,65 3,34 19,65
11-4619-12 0,52 9,03 1,69 30,56 2,70 10,56
11-550-60 2,61 12,16 4,75 31,00 5,64 21,00
11-5877-66 2,96 21,25 3,49 35,56 0,49 15,56
11-8202-60 0,40 19,28 3,20 22,00 1,52 32,33
11-8485-67 1,57 23,58 1,45 33,78 1,16 23,78
11-8849-61 1,16 6,23 1,02 38,15 16,89 28,15
11-9061-66 0,87 15,61 2,26 34,39 1,22 24,39
12-11006-04 2,02 20,31 0,77 40,24 3,45 20,24
12-11406-23 1,45 22,79 1,34 35,90 0,36 15,90
12-12505-7 4,00 7,70 2,13 38,70 3,12 18,70
12-7274-15 2,87 24,42 4,20 9,56 0,82 9,56
12-8446-12 2,42 27,42 6,61 30,28 4,70 10,28
13-10712-15 0,59 1,60 0,43 21,40 1,09 11,40

16157-4 0,50 24,92 1,19 29,37 0,77 39,37
19011-2 0,78 16,32 4,52 33,32 2,11 13,32
B09/709 -T4 0,06 23,33 3,39 24,89 1,80 14,89
B09-1316 0,19 4,23 4,99 33,18 0,76 13,18
B09-2373 1,58 0,24 0,45 40,45 2,22 30,45
B09-2518 0,58 39,60 0,83 32,40 8,42 12,40
B11-753 -T5 0,43 11,75 5,01 34,68 3,37 4,68
B12-1333-T3 0,72 17,15 4,03 31,40 1,72 11,40
B12-926 1,35 15,53 2,90 29,95 2,82 20,95
T11-1958-14 1,25 11,50 2,87 35,85 1,15 15,85
T11-2995-5 0,39 22,80 1,98 37,57 2,67 17,57
09-1974-60 1,62 15,45 4,20 25,17 2,10 15,17
09-3544-65 0,06 0,64 3,99 21,44 3,34 11,44
09-4268-61 0,50 10,43 3,67 25,39 10,73 15,39
09-4314-59 1,92 10,20 4,80 21,58 2,09 11,58
10-1283-64 1,57 9,36 0,90 7,04 3,61 7,04
10-5022-57 1,15 4,24 1,10 21,44 4,07 1,44
10-7749-61 0,55 771 1,90 20,99 4,07 10,99
11-0309-59 0,26 2,08 2,07 13,03 1,13 23,03
11-2166-63 1,63 0,64 3,23 14,97 2,50 4,97
11-2171-52 1,22 9,15 0,33 16,40 7,83 6,40
11-2524-61 0,31 4,39 2,88 11,92 6,25 23,92
11-4696-60 0,32 11,90 1,92 12,58 3,43 28,58
11-4950-67 0,58 3,53 0,99 33,64 1,23 23,64
11-5596-16 0,77 3,57 3,20 8,70 1,79 41.91
11-5937-62 1,78 10,66 0,22 19,50 2,24 10,50
11-7615-59 0,60 12,73 9,20 27,00 1,65 10,90

11-8724-71 1,75 16,44 1,03 28,80 1,54 15,50
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Tabela 11 (continuacéo). Medidas obtidas no software QuPath para GAGs e tipos de

colagenos
Caso HS (%) SC(%)  Coll(%) Collll (%) Col IV (%) ColV (%)
12.14412.25 0,83 2,76 5,27 22,6 1,76 5,22
12-6909-10 1,35 2,09 1,84 23 12,77 11,7
12-9923-19 0,97 7,35 5,45 23,9 8,1 3,72
13249-11 2,91 22,78 2,44 33,9 9,16 18,16
B09-2352 1,05 14,09 3,12 27,8 8,23 11
B10 — 2801 — T2 0,6 2,71 2,89 19,5 5,97 18,23
B10-046 -T4 1,83 3,63 3,35 24 7,47 10,29
B10-1033 — T4 2,07 3,34 2,67 19 5,15 5,24
B10-2735 -T3 0,07 14,66 1,79 28,9 5,58 20
B10-3011 1,28 12,46 3,99 29,5 4,88 11,56
B11-1620 2,06 8,07 4,29 25,6 7,2 19,35
B11-2263 -T5 2,4 3,11 34 22 4 15,76
B11-2552 -T2 2,22 4,18 1,5 32,1 0,68 22
B11-2611 — T2 1,72 2,37 1,32 29,9 6,3 23,78
B11-2683 -T3 3,62 13,85 2,35 31,2 9,86 21,8
B11-2789 -T2 1,7 5,88 0.99 20,9 7,77 24,39
B11-502 -T2 0,91 1,01 1,43 29,9 5,4 20,24
B12-772 - T4 0,09 3,68 2,22 28,7 7,91 15,9
HC4161866R4 0,4 3,19 6,23 31,7 7,93 18,7
T11.1958-19 2,28 2,69 0,43 21,4 2,15 11,28
T11-1642-9 0,39 5,63 3,14 12,15 2,29 8,15
T11-3892-12 1,73 10,42 1,26 28,7 6,3 11,3
08-45798-61 3,09 18,06 3,21 24,89 1,69 13,32
09-10-025-58 1,03 4,76 5,45 24,1 1,64 14,89
09-18306-62 3,76 16,02 0,55 28,7 10,06 13,18
09-20485-69 0,84 15,85 0,86 30,1 1,49 20,67
09-2229-61 3,57 0,06 4,68 30,4 10,3 12,4
09-22655-66 1,71 45 3,79 31,4 11,18 4,68
09-26147-53 6,14 22,99 3,99 29,8 8,07 19,4
09-29057-54 3,14 6,66 3,62 25,6 2,91 11,4
09-33899-60 4,72 0,29 45 15,9 2,27 10,6
09-34862-59X 0,71 23,85 1,89 17,9 1,03 15,85
09-3661-61 0,2 7,25 3,14 12,15 4,74 17,57
09-46848-58 3,94 3,12 2,3 25,17 1,92 8,15
10-24972-64 4,79 7,05 4,2 21,44 4,52 15,17
10-2680-56 0,75 21,13 4,56 21,9 1,15 11,44
10-33904-58 0,76 14,87 4,7 20,7 0,97 15,39
10-34292-57 1,23 28,2 0,9 10,4 0,71 11,58
10-36089-63 53 15,3 1,2 11,9 7.8 7,04
10-45419-59 1,72 10,49 1,9 7,04 1,7 2,13
10-46301-58 4,02 6,18 2,07 21,44 2,97 9,89
391088-1 1,94 15,25 2,56 20,99 19,78 13,8
518820-2E 1,85 25,8 0,33 13,03 3,54 4,65
519727-9B 2,96 20,58 2,76 15,4 8,63 5,7
524935-0D 0,54 30,41 1,99 16,4 2,16 13,4
538429-9] 0,71 9,08 0,99 12,6 2,56 18,3
561853-3D 0,23 6,17 3,34 12,58 3,82 13,64
588721-65 0,38 0,64 1,42 23,6 1,75 11,25
588721-6B 1,09 21,32 1.20 8,7 0,72 10,5
591595-3 1A 1,2 3,12 2,35 19,5 3,27 10,9
593657-8A 2,86 5,97 0.87 26,9 10,46 14,5
600991-3B 0,73 0,3 1,43 26,5 8,7 5,22
602098-4A 0,38 11,17 2,3 22,6 2,69 12,76
613994-9A 2,42 20,51 6,51 20,3 7,86 3,72
613994-9E 2,17 15,84 0,45 23,9 0,89 15,8
647573-6D 1,16 25,63 1,26 31,9 1,7 11

651176-7D 0,86 10,73 4,66 27,8 6,15 16,7
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Tabela 11 (continuacéo). Medidas obtidas no software QuPath para GAGs e tipos de

colagenos
Caso HS (%) SC (%) Col1(%) Col Il (%) Col IV (%) Col V (%)
655159-9K 3,35 21,67 4 19,5 11,75 11,77
661922-3B 2,55 23,19 5,9 24 5,83 5,24
667653-7 2,34 15,54 0.54 19 6,84 20
689410-0K 1,66 11,73 0,77 18 13,39 10,64
692397-6B 0,64 6,53 5,78 19,9 5,95 19.01
70-7051-9A 0,34 2,47 4,13 15,6 0,77 5,67
710369-7A 2,6 4,49 2,68 22 4,55 12,5
7304315 A 0,62 6,84 0.87 22,5 9,41 13,7
B09-1842 2,63 3,84 2,53 22,9 0,59 11,5
B10-1733 20,36 2,3 24,9 6,08 14,3
B11-1266 2,4 9,34 3,47 20,9 1,33 10,4




111

APENDICE B — Controles negativos para as imagens de imunofluorescéncia

CGC ADC CCE

E-caderina
DAPI Controle negativo DAPI

B-catenina
Controle negativo

Figura 31. Controles negativos de imunofluorescéncia para E-caderina e -catenina nos diferentes subtipos
histologicos de CPNPC. Os nucleos corados sao representados em azul (DAPI). Ampliacdo original: 40X.
Abreviaturas: CGC, carcinoma de grandes células; ADC, adenocarcinoma; CCE, carcinoma de células

escamaosas.
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Controle negativo
DAPI Colageno tipo | Sulfato de condroitina

DAPI Colageno tipo lll Sulfato de condroitina

DAPI Colageno tipo IV Heparan sulfato

DAPI Colageno tipo V

Figura 32. Controles negativos de imunofluorescéncia para sulfato de condroitina e heparan sulfato (verde)
e colageno tipos I, I, IV e V (vermelho). Os nlcleos corados sdo representados em azul (DAPI).
Ampliacdo original: 40X.
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Lurg cancer still represents a global health problerm, being the rmain type of
tumor responsible for cancer deaths. In this context, the tumor
microenvironment, and the extracellular matric (ECM) pose as extremely
relevant. Thus, this study aimed to explone the prognostic value of epithelial-
to-mesenchymal transition (EMT), Wnt signaling, and ECM proteins expression
in patients with non=small-cell lung carcinoma (NSCLC) with clinical stages |-
A For that we wsed 120 tissue sections from patients and evaluated the
immunohistochemical, immunofluorescence, and transmission electron
microscopy (TEM) to each of these markers. We also used in siico analysis to
validate our data. We found a strong expression of E-cadherin and f-catenin,
which reflects the differential ECM invasion process. Therefone, we also noticed
a strong expression of chondroitin sulfate [C5) and collagens |11 ard V. This
suggests that, after EMT, the basal membrane (BM] enhanced the motility of
imvasive cells. EMT proteins were directly associated with WHNTS5A, and
collagens |l and V, which suggests that the WHNT pathway drives them. On
the ottver hand, heparan sulfate (HS) was associated with WNT3A and SPARC,
while WHNTL was associated with CS. Interestingly, the association between
WNTL and Col IV suggested negative feedback of WNTL along the BM. In our
cobort, WNT3A, WHNTSA, heparan sulfate and SPARC played an important roke
in the Cox regression model, influendcng the overall surdval (OS] of patients, be
it directly or indirectly, with the SPARC expression stratifying the OS into two
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