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Resumo

Vinicius Jardim Carvalho. A expressiao de Epirregulina e o papel dual dos macro-
fagos pro-inflamatérios no microambiente tumoral de Carcinoma Pulmonar
de Células Nao Pequenas. Tese (Doutorado). Instituto de Matemaética e Estatistica,
Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2023.

O cancer de pulmio é a primeira causa de mortes por cincer em todo o mundo. E necessaria uma melhor
compreensao dos processos envolvidos na progressdo tumoral, além da busca por marcadores relacionados
ao seu grau de agressividade. A via de transducdo de sinal empregando receptores com atividade de tirosina
quinase, como o receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), é crucial na sobrevivéncia da célula
neoplasica. Dentre os ligantes de EGFR esta a epirregulina (EREG). A literatura aponta que EREG esta
relacionada a piores prognosticos e a resisténcia ao tratamento com inibidores de tirosina quinase (TKI-
EGFR), porém nio esta claro em quais contextos essa expressao ocorre. Nosso objetivo foi investigar a
relacdo da expressido de EREG com a sobrevida de pacientes de cancer de pulmao de células ndo-pequenas
(CPCNP) e em quais contextos tumorais essa expressio ocorre. O aumento da expressio desse gene esta
fortemente relacionada com a menor sobrevida global de pacientes em estadios iniciais de CPCNP. O impacto
prognostico da expressao de EREG foi usado pra definir a sobrevida de novos pacientes em bancos de dados
independentes. Observamos também que os macroéfagos sio o tipo celular que apresenta a maior expressio
de EREG, relacionada principalmente ao fendtipo pro-inflamatério (M1). O estimulo com EREG leva a
fosforilacdo prolongada de EGFR, o que pode estar relacionado a resisténcia ao tratamento com EGFR-TKIs
em CPCNP. Outro fenétipo de macréfago analisado foi o tolerizado. Vimos que esse fendtipo expressa altos
valores de EREG bem como citocinas pro-inflamatérias. Analises de proliferacio celular mostraram que
o meio de cultura do macréfago tolerizado estimula maior proliferacdo, o que néao foi observado para o
macréfago M1. O macrofago tolerizado nos permite explicar a relacdo de marcadores proé-inflamatorios e
EREG no contexto tumoral. Esses resultados trazem novos indicios sobre a resisténcia ao tratamento com
EGFR-TKIs pela via paracrina, sugerindo estudos mais aprofundados em terapias dirigidas para a expresséo

de EREG em macrofagos tolerizados.

Palavras-chave: Neoplasias pulmonares. Genes ERBB. Epirregulina. Macréfagos. Prognoéstico.






Abstract

Vinicius Jardim Carvalho. Epiregulin expression and the dual role of pro-
inflammatory macrophages in the tumor microenvironment of Non-Small
Cell Lung Carcinoma. Thesis (Doctorate). Institute of Mathematics and Statistics,

University of Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2023.

Lung cancer is the leading cause of cancer deaths worldwide. A better understanding of the processes
involved in tumor progression is required, in addition to the search for biomarkers related to its degree of
aggressiveness. The signal transduction pathway employing receptors with tyrosine kinase activity, such
as the epidermal growth factor receptor (EGFR), is critical to neoplastic cell survival. Among the EGFR
ligands is epiregulin (EREG). The literature points out that EREG is related to worse prognosis and resistance
to treatment with tyrosine kinase inhibitors (TKI-EGFR). However, it is unclear in which contexts this
expression occurs. Our objective was to investigate the relationship of EREG expression with survival in
non-small cell lung cancer (NSCLC) patients and in which tumor contexts this expression occurs. Increased
gene expression is strongly related to shorter overall survival in early-stage NSCLC patients. The prognostic
impact of EREG expression was used to define the survival of new patients in independent databases. We
also observed that macrophages are the cell type with the highest expression of EREG, mainly related to the
pro-inflammatory phenotype (M1). Stimulation with EREG leads to prolonged phosphorylation of EGFR,
which may be related to resistance to treatment with EGFR-TKIs in NSCLC. Another macrophage phenotype
analyzed was tolerized. We saw that this phenotype expresses high values of EREG and pro-inflammatory
cytokines. Cell proliferation analyses showed that the culture medium of the tolerized macrophage stimulates
higher proliferation, which was not observed for the M1 macrophage. The tolerized macrophage allows us to
explain the relationship between pro-inflammatory biomarkers and EREG in the tumor context. These results
bring new evidence on the resistance to treatment with EGFR-TKIs by the paracrine pathway, suggesting

further studies on therapies directed at EREG expression in tolerized macrophages.

Keywords: Lung Neoplasms. ERBB genes. Epiregulin. Macrophages. Prognosis.
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Capitulo 1

Introducao

De acordo com a American Cancer Society, o cancer de pulméao foi o segundo com mais
casos novos em 2020 (2 206 711) e com o maior numero de obitos (1796 144) (SUNG et al.,
2021). O Carcinoma Pulmonar de Células Nao Pequenas (CPCNP; NSCLC - Non-Small Cell
Lung Cancer) é o subtipo histologico mais frequente, ocorrendo em 85% dos casos (TrRAVIS
et al., 2015). No Brasil, o cancer de pulmao, é o terceiro mais comum em homens (17 760
casos novos) e o quarto em mulheres (12 440 casos novos), sendo responsavel por 28.620
mortes (Instituto nacional do Cancer - INCA, 2020). Ainda segundo o INCA, no fim do
século XX, o cancer de pulmio se tornou uma das principais causas de morte evitaveis.
Sua grande ocorréncia torna necessario encontrar marcadores de maior risco em pacientes
de estadios iniciais e aqueles que irdo se beneficiar de terapias adjuvantes. Esse tem sido
um importante desafio na area da oncologia (YAMAUCHI et al., 2012).

As mutag¢des condutoras sdo importantes marcadores da agressividade e de tratamento
de diversos tipos de tumores. Em CPCNP, mutacdes no gene do receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR) sao frequentes. Essas mutacdes ocorrem em 11-16% dos
pacientes caucasianos com adenocarcinomas CPCNP e acima de 50% nas populacoes do
leste asiatico (S. MA et al., 2021). Na América do sul, a frequéncia de mutagdes ativadoras
de EGFR é heterogénea, estando correlacionada a ancestralidade das popula¢des da regido
(CARROT-ZHANG et al., 2021). De forma geral, a mutagéo esta presente em aproximada-
mente 36% dos pacientes com adenocarcinoma de CPCNP (MipHA et al., 2015). Porém, em
populagdes andinas essa porcentagem chega a 51% (CARROT-ZHANG et al., 2021). Ja em
outros paises sulamericanos essa porcentagem vai de 14% na Argentina e varia de 25% a
34% na Colémbia, no Brasil e no México (CARROT-ZHANG et al., 2021).

O gene EGFR faz parte da familia dos genes ERBB (erythroblastic leukemia viral oncogene
homolog), composta por ERBBI/EGFR/HER1, ERBB2/HER2/Neu, ERBB3/HER3 e ERBB4/HER4
(CHENG et al., 2021). Esses genes codificam proteinas de membrana que fazem parte de um
grupo de receptores tirosina quinase (RTK), associados a importantes vias de sinalizagao.
Os receptores ERBB medeiam a ativacdo de algumas vias de sinalizacdo como RAS/RAF
(Rat sarcoma/Rapidly accelerated fibrosarcoma), PI3K/AKT/mTOR (Fosfatidilinositol-4,5-
bisfosfato 3-Quinase/Serine/ threonine protein kinase), PLC-y1 (phospholipase C-y 1) e STAT
(Signal transducer and activator of transcription) (YARDEN e PINEs, 2012). A expressdo
dos genes ERBBs esta associada a progressdo tumoral como proliferacio celular, invasao,
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metastase, angiogénese e resisténcia a apoptose, apresentando mutagdes condutoras em
diversos tumores (Noriaki SUNAGA e KAIRA, 2015; CHENG et al, 2021).

Sete ligantes se conectam aos receptores ERBB. EGF (fator de crescimento epidérmico),
EPN (Epigenina), TGF-« (transforming growth factor-«), AREG (Anfirregulina), EREG
(Epirregulina), BTC (Betacelulina) e HB-EGF (EGF ligante de Heparina). Os ligantes de
ERBB se conectam ao dominio extracelular dos receptores ERBB1, ERBB3, e ERBB4 para
formar homodimeros ou heterodimeros ativos. Nao ocorre, por exemplo, ligacdo direta ao
ERBB2 no seu estado ligado-ativado, favorecendo sua heterodimerizacao (CHENG et al.,
2021). EGF, TGFa, BTC, e HB-EGF, apresentam alta afinidade ao EGFR de superficie celular
(Kd aparente de 0,1-1 nM) se comparados aos demais ligantes de baixa afinidade como
EREG, EPGN e AREG, que se ligam de 10 a 100 vezes mais fracamente. Apesar da menor
afinidade de ligagdo de EREG com EGFR, ocorre uma ligacdo mais prolongada do que com
EGF que apresenta uma conexao transiente (FREED et al, 2017).

O EREG tem papel importante na diferenciagio e proliferacio de células epiteliais
do sistema respiratorio, respondendo a estimulos de estresse (Noriaki SUNAGA e KAIRA,
2015; C. WANG et al., 2022). Outros autores observaram que a epirregulina nio estimula
a proliferacao celular, atuando principalmente na inibicdo da formacéo de adesao focal
e espalhamento das células tumorais (ItjimMA ef al, 2017). A alta expressao de EREG foi
correlacionada com baixa resposta clinica e baixa sobrevivéncia livre de progressao (PFS)
em pacientes CPCNP que receberam tratamento com inibidores de tirosina quinase (7KI -
Tyrosine Kinase Inhibitor) (S. Ma et al., 2021).

Os casos de CPCNP avancados que apresentam mutacdo em EGFR sdo comumente
tratados com TKI-EGFR de primeira geragao, como gefitinibe e erlotinibe. O TKI de terceira
geracdo, osimertinibe, vem apresentando melhor eficacia clinica e menos efeitos adversos
sendo recomendado como medicamento de primeira linha (Soria et al., 2018). Contudo,
a resisténcia intrinseca ou a adquirida apés um periodo de resposta inicial continua a
ser um problema no campo da terapia com EGFR-TKI S. Ma et al, 2021 sugerem que
o EREG produzido por células ndo-tumorais no microambiente tumoral (TME - Tumor
microenviroment) pode ser parte de um novo mecanismo para a resisténcia aos EGFR-TKIs.
No entanto, a expressdo do EREG nas células tumorais nao foi associada a resisténcia
intrinseca ou adquirida aos EGFR-TKIs. Os resultados mostraram que a expressao de EREG
endogeno em linhagem de CPCNP também diminuiu na presenca de gefitinibe, sugerindo
que a expressao de EREG por células tumorais é inibida por EGFR-TKIs e, portanto, ndo
esta associada a sensibilidade EGFR-TKI (S. Ma et al., 2021).

Embora varios ligantes EGFR tenham sido relacionados a piores progndsticos, as origens
celulares destes ligantes ndo foram profundamente investigadas. Resultados anteriores
sugerem que o EGFR e seus ligantes medeiam processos vitais no microambiente tumoral
(DE Luca et al., 2008). Varios ligantes de EGFR, tais como EGF, TGFa, AREG e EREG,
podem ser secretados por células cancerosas do pulméao. Contudo, estes ligantes podem
também derivar de outras células dentro do microambiente tumoral, tais como fibroblastos
e macrofagos (CHENG et al., 2021). EREG foi implicado em respostas inflamatoérias tanto
em condicoes fisiologicas como patologicas (RiEse e CuLLUM, 2014). No trabalho de BAUER
et al., 2016, camundongos com EREG reprimido apresentaram menor inflama¢ao e menor
infiltracdo de macrofagos na regido do tumor.
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A participacdo do TME na carcinogénese do CPCNP ¢é fundamental e tem sido alvo
de diversos estudos (HANAHAN, 2022; Kim et al., 2020). O TME é composto por células
ndo malignas como fibroblastos, células endoteliais e células imunes (BALKWILL et al.,
2012). Por isso, uma melhor compreensao do papel de células do sistema imune presentes
no TME tem sido importante para estimar prognoésticos e investigar novas intervencdes
terapéuticas (KEELEY et al., 2019). A expressdo de EREG tem sido relacionada aos tipos
celulares do estroma de cancer de prostata (C. WANG et al., 2022) e ao papel de macrofagos
em outro tipos de cancer.

Os macroéfagos tém uma grande plasticidade que os permite adquirir diferentes fené-
tipos tanto em condi¢des normais de inflamacido quanto no TME (GALDIERO et al., 2013;
KEELEY et al., 2019). Inicialmente entendia-se que os macroéfagos, quando estimulados por
fatores como IFN-y, sdo ativados pela via classica e adquirem o fenétipo proé-inflamatorio
conhecido como M1 (KEELEY et al, 2019). Esse fenotipo pode liberar diversos mediadores
como TNFa e ROS (Reactive Oxygen Species) que estimulam o recrutamento de células
T citotdxicas. Por outro lado, quando estimulados por fatores como TGFp, IL13 e IL4,
assumem o fenoétipo alternativo M2. Com a secrecdo de IL-10, TGFf e ARG1 o fenétipo
M2 inibe a ativacgao das células T, estimula a angiogénese e promove a remodelacdo dos
tecidos e desfaz a inflamacao iniciada pelos neutréfilos e macréfagos M1 (KEELEY ef al.,
2019). Posteriormente, baseado em dados de transcrigdo génica considerou-se a existéncia
do subtipos de macréfagos M2a, M2b, M2c e M2d com papéis especificos em diversos
tipos de doencas (L. x. WANG et al., 2019). Nesse caso, o subtipo de macréfago M2d estaria
relacionado ao desenvolvimento tumoral e a angiogénese.

Apesar da caracterizacido dos fenotipos M1 e M2 de macrofagos ser frequentemente
usada na literatura, a identificacdo da sua atuacdo quando associados ao tumor (TAM:s -
Tumor Associated Macrophages) nao é trivial (SINGHAL et al., 2019). Mesmo usando dados
de sequenciamento de células unicas a detecgao dos subtipos de macréfagos em tumores
de CPCNP nao é clara, ja que os macrofagos expressam simultaneamente marcadores dos
subtipos M1 e M2 (SINGHAL et al., 2019). A complexidade dos fenotipos assumidos por
macrofagos e seus papéis em diferentes microambientes tumorais vem sendo alvo de novas
investigacdes, redefinindo a forma como os fendtipos de macréfagos sao classificados
(R. Y. Ma et al, 2022).

R. Y. Ma et al., 2022 realizaram uma revisao dos tipos de macrofagos associados ao
tumor (TAMs) que foram observados em estudos baseados analises de células inicas
em tecidos tumorais. Com o objetivo de unificar a nomenclatura de TAMs, os autores
definiram sete grupos de macrofagos que pareceram estar presentes em quase todos os tipos
de cancer. Com base na busca de genes marcadores, vias enriquecidas e funcao prevista,
propds-se que estes subconjuntos de macréfagos associados ao tumor sejam designados
por TAMs estimulados por IFN (IFN-TAMs), TAMs reguladores da imunidade (Reg-TAMs),
TAMs inflamatoérios enriquecidos com citocinas (Inflam-TAMs), TAMs associados a lipidos
(LA-TAMs), TAMs proé-angiogénicos (Angio-TAMs), TAMs semelhantes a macrofagos
residentes do tecido (RTM-TAMs) e TAMs em proliferacdo (Prolif-TAMs).

Nesse contexto, é necessario investigar a relacdo entre a expressdao de EREG e a so-
brevida de pacientes com cancer de pulmao, considerando os indicios da importancia
desse gene e dessa via no desenvolvimento tumoral. E importante definir se e em quais
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contextos os macrofagos expressam e produzem EREG no microambiente tumoral de
CPCNP, pois isso pode estar relacionado a resisténcia a tratamentos com TKI-EGFR. Além
disso, é necessario verificar se outros tipos celulares apresentam a expressao de EREG, bem
como avaliar os possiveis efeitos da proteina resultante em linhagens tumorais de cancer
de pulmao nio pequenas células.

1.1

Objetivo

Nesse contexto, o presente estudo tem o objetivo de verificar a relacdo de EREG com
o desenvolvimento do CPCNP e a expressao de EREG pelas células do microambiente
tumoral. Além disso, os objetivos especificos sdo:

Verificar a relacdo da expressao dos ligantes e receptores ERBB com a sobrevida de
pacientes CPCNP.

Determinar o valor prognostico da expressdo de EREG em pacientes CPCNP.

Identificar qual o fenétipo de macrofago que expressa EREG nos dados de expressao
génica de célula tnica.

Testar, a partir de amostras de sangue de voluntarios saudaveis, qual o fenétipo de
macrofago tem a expressao de EREG mais elevada.

Verificar a ativagdo da via de EGFR por EREG e EGF.

Verificar se os ligantes EREG e EGF e os meios de cultura de macréfagos estimulam
a proliferacdo de linhagens tumorais CPCNP.
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1.2 Conjuntos de dados

Utilizamos dados de expressao génica de CPCNP em estadios iniciais tratados com
cirurgia com intencéo curativa de pacientes de cinco bancos de dados publicos. A primeira
base de dados é o The Cancer Genome Atlas Program (TCGA), uma base de dados moleculares
de mais de 20 000 individuos e 33 diferentes tipos de cancer. Usamos os dados de expressdo
génica de contagem de reads (RNAseq-nivel trés) que inclui os tumores de CPCNP de
dois subtipos, Adenocarcinoma (AD - LUAD) e Carcinoma de célula escamosa (CCE -
LUSC). A expresséao dos genes foi analisada usando a escala de log, transcritos por milhao
mais um (log,(TPM + 1)). Metade dos individuos do banco, 804 pacientes, albergavam
CPCNP estadios I ou IT (Tabela 1.1), classificacdo baseada na sétima edicdo do sistema de
estadiamento AJCC/UICC (EDGE et al, 2010). Utilizamos também os dados de gendmica de
544 pacientes de CPCNP estadio inicial para verificar a ocorréncia de mutacdes condutoras
em cancer de pulmao nos seguintes genes: EGFR, ALK, BRAF, MET, RET, ERBB2, ROS1,
KRAS e FGFR1.

Os demais conjuntos de dados provém do repositorio de dados Gene Expression Omnibus
(GEO), composto por conjuntos de dados publicos de diversas espécies e tipos de dados. O
conjunto de dados GSE81089 possui dados de RNA-seq (plataforma Illumina HiSeq 2500)
de tumores ressecados de 199 pacientes com CPCNP. Os dados estdo normalizados em
log,(FPKM + 1). O outro conjunto de dados analisado é o GSE30219. A plataforma de
analise desse conjunto é Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array. Usamos também
dois metadados que retinem grupos de conjuntos de dados, E-MTAB-6043 e GSE67639.
Em ambos conjuntos de dados as amostras foram renormalizadas para que pudessem ser
analisadas em conjunto. As principais caracteristicas dos pacientes contidos nos conjuntos
de dados e metadados estdo resumidas na Tabela 1.1. Obtivemos e processamos os dados
do TCGA com o pacote TCGAbiolinks (bioconductor.org/packages/TCGAbiolinks/) do R.
Os dados da base de dados GEO foram obtidos usando os pacotes GEOquery (bioconduc-
tor.org/packages/GEOquery/) do R (cran.r-project.org/).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE81089
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE30219
https://www.ebi.ac.uk/biostudies/arrayexpress/studies/E-MTAB-6043
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE67639
https://bioconductor.org/packages/TCGAbiolinks/
https://bioconductor.org/packages/GEOquery/
https://bioconductor.org/packages/GEOquery/
http://cran.r-project.org/
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Numero de ocorréncia (%)

Variavel Status TCGA GSE81089 GSE30219  E-MTAB-6043  GSE67639
. o Adenocarcinoma 515 (51) 70 (56) 85 (58) 321 (89) 587 (100)
Tipo histolégico ]
Célula escamosa 501 (49) 54 (44) 61 (42) 41 (11) 0
I 520 (51) 91 (73) 131 (90) 168 (74) 462 (79)
, II 284 (30) 33 (27) 10 (6) 58 (26) 125 (21)
Estadio
I 168 (16) 0 5 (4) 0
v 33 (16) 0 0 0
s Homem 609 (60) 58 (47) 122 (84) 171 (47) 298 (51)
exo
Mulher 408 (40) 66 (53) 24 (16) 191 (53) 289 (49)
Idade Média (Min-Max) 66 (39 - 90) 68 (46 - 84) 62 (44-84)  63(30-88) 64 (33 - 88)

Tabela 1.1: Resumo das caracteristicas dos individuos com CPCNP dos bancos de dados TCGA,
GSE81089, GSE30219, E-MTAB-6043 e GSE67639. Os valores sao referentes a quantidade de individuos
contidos na categoria e entre parénteses estdo as respectivas porcentagens. Apenas para a variavel
Idade esta apresentada a média e os valores maximo e minimo.

1.2.1 Analises de sobrevida

Realizamos tanto analises de sobrevida univariadas (Kaplan-Meier - KM) (KAapLAN
e MEIER, 1958) quanto multivariadas (Cox) (ANDERSEN e GILL, 1982) com os dados de
pacientes do TCGA. Testamos a relacdo de dois grupos de genes com a sobrevida dos
pacientes nos estadios iniciais de CPCNP: expressao dos ligantes da familia ERBB (EREG,
EGF, TGFA, HB-EGF, BTC, EPGN e AREG) e da expressao dos genes dos receptores ERBB
(EGFR, ERBB2 e ERBB4). Antes de realizar as analises de sobrevida, fizemos um teste
de correlagdo de Pearson para evitar colinearidade entre os padrdes de expressdo dos
genes. No caso de haver colinearidade entre alguns genes, fizemos a escolha do gene
usando selecao de modelos. Selecionamos o gene do modelo com o menor valor de Akaike
Information Criterion (AIC). Nas analises multivariadas incluimos a idade, sexo e tipo
histologico dos pacientes para remover o efeito dessas covariaveis. Consideramos também
o efeito, na sobrevida, da interacdo entre a expressdo de EREG e mutagdes condutoras
ou especificamente em EGFR. Realizamos as analises de KM e Cox utilizando o pacote
Survival doR.

1.2.2 Replicabilidade em outros conjuntos de dados

Para verificar a replicabilidade do resultado encontrado na Tabela 1.6, consideramos os
dados do TCGA como dados de treino e os demais conjuntos de dados (GSE81089, GSE30219,
E-MTAB-6043 e GSE67639) como dados teste. Dois cenarios foram criados para verificar a
possibilidade de definir a sobrevida de um novo conjunto de pacientes a partir dos dados
do TCGA:

1. Usar os coeficientes de EREG e das covariaveis idade, sexo e tipo, da analise de
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Cox com os dados do TCGA (Tabela 1.6) e realizar uma multiplicacio matricial pela
expressao de EREG, Idade, Sexo e Tipo dos pacientes do conjunto de dados para ser
estimado o Harzard Ratio (HR) relativo (chance de morte estimada). Considerando
Npac como o nimero de pacientes, multiplicamos a matriz dos valores dos pacientes,
(matriz de dimensdes - N°pacx4) pela matriz de coeficientes (4 x 1), para obtermos
uma matriz final N°pacx1. Separamos os HRs relativos em dois grupos de acordo com
a média. Realizamos uma analise de KM para verificar se existe diferenca estatistica
entre as sobrevidas dos pacientes do grupo com HRs relativos acima e abaixo da
média.

2. Usar o coeficiente de EREG da analise de Cox com os dados do TCGA (Tabela 1.6)
e multiplicar pela expressdo de EREG dos pacientes do conjunto de dados para ser
estimado o HR relativo (chance de morte estimada). Separamos os HRs relativos em
dois grupos de acordo com a média. Realizamos uma analise de KM para verificar
se existe diferenca estatistica entre as sobrevidas dos pacientes do grupo com HRs
relativos acima e abaixo da média.

Nos dois cenarios, espera-se que os pacientes com chances de morte abaixo da média
(HR estimado negativo) tenham sobrevida maior que os pacientes acima da média (HR
estimado positivo). Uma sintese dessa metodologia é apresentada na Figura 1.1.

Dados de treino Dados de teste
Cox com dados do TCGA Pacientes dos datasets GEO
Variavel Coef HR
EREG 0,23 ; . _
Idade 01 11 Estimar HR dos pacientes do GEO

Sexo (Masc) | 0,06 1,07 ‘

Tipo (CCE) | 02 122 (lassificacio de acordo com HR estimado

HR>0 HR<O

‘GSE50081

Analise de sobrevida - -

KM - diferenca na
sobrevidas dos grupos
de pacientes

Probabilidade de Sobrevida

2

Anos

Figura 1.1: Esquema sintetizando a metodologia de verificacdo da replicabilidade dos resultados
encontrados nos dados do TCGA. A partir da relagdo de EREG com a sobrevida global dos pacientes do
TCGA, realizamos a estimativa da sobrevida de pacientes dos datasets GEO. Assim, classificamos os
pacientes de acordo com o HR estimado e realizamos a andlise de sobrevida univariada (Kaplan Meier)
para avaliar se existe diferenca estatistica entre as sobrevidas globais dos grupos de pacientes.
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1.3 Dados de expressio génica de célula unica

Além dos dados de expressao total da massa tumoral, analisamos dados de expressao
génica de células inicas (scRNAseq - singel cell RNAseq) a partir de dois bancos de dados.
A primeira base de dados, obtida de GSE127465 (Z1L1ONI1s et al., 2019), é composta por
sete pacientes sendo trés de estadio inicial e quatro de estadio avangado (Tabela 1.2).
A expressdo é definida pela contagem baseada em Unique Molecular Identifiers (UMI)
para cada gene em cada célula, sendo normalizada para valores TPM. O agrupamento
das células e a classificacdo dos tipos celulares foram obtidos a partir do trabalho dos
autores do artigo de origem do banco de dados GSE127465 (Z1L10NIs et al., 2019). Os autores
agruparam as células de acordo com um algoritmo de clusterizacdo e classificaram usando
um classificador Bayesiano baseado na expressao de marcadores moleculares de células
imunes e ndo imunes. Os Mapas bidimensionais das Figuras 1.5b e 1.6 foram adaptados a
partir de uma analise de reducdo de dimensionalidade realizada e disponibilizada pelos
autores do banco de dados (Z1L1oNT1s et al, 2019).

AD CCE Total

Inicial 2 1 3
Avangado 3 1 4
Total 5 2 7

Tabela 1.2: Os sete pacientes do banco de dados GSE127465 de acordo com o estadio e subtipo histologico
do tumor. Consideramos o estadio I e Il como inicial e Il e IV como avangado, de acordo com AJCC 8th
edition

O segundo banco de dados, o GSE131907 (Kim et al., 2020), é composto por 11 pacientes
com adenocarcinoma, sendo nove de estadio inicial e dois de estadio avancado (Tabela 1.3).
Todos os pacientes exceto o P025 possuem amostras de tecido adjacente normal. Ao final,
temos quatro pacientes do estadio inicial (I e II) com EGFR selvagem e com quantificacédo
da expressdo em tecido adjacente normal (P006, P009, P020 e P034). A expressio é definida
pela contagem baseada em UMI para cada gene em cada célula, sendo normalizada para
valores TPM. Os autores agruparam as células de acordo com o perfil de expressao génica
e as classificaram segundo a expressao de marcadores dos tipos celulares (Kim et al,
2020).

Poo6 P0o08 P009 P018 P019 P020 P025 P028 P030 P031 P034

Estadio I 1 1I I I I I III I III I
Status EGFR WT MT WT MT MT WT WT WT MT WT WT
Fumante Ex Nunca Ex Ex Fum Fum Ex Fum Nunca Ex Nunca

Tabela 1.3: Apresentacio dos onze pacientes da base de dados GSE131907. Estadio do desenvolvimento
tumoral de acordo com AJCC 8th edition, sendo I e II considerado inicial e IIl e IV avangados. Apresen-
tamos também o status de mutacgdo no gene EGFR e a frequéncia de tabagismo como: nunca fumou
(Nunca), ex-fumante (Ex) e fumante (Fum). Destacamos em negrito os pacientes P006, P020 e P034 que
possuem o EGFR selvagem e tumor no estadio inicial, com dados de tecido normal adjacente.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds/?term=GSE127465[Accession]
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE131907
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1.3.1 Reclassificacao dos tipos celulares

Para investigar o padrdo de expressdo génica especificamente de macréfagos M1 e M2,
subclassificamos os macrofagos de forma alternativa a dos autores dos bancos de dados.
Detectamos os subtipos celulares de macréfagos de acordo com a expressdo de marcadores
tipicos de cada fenétipo. A partir das células classificadas como macroéfagos pelos autores,
verificamos se a célula expressa o gene marcador do fenétipo acima de 2/3 do valor da
média. Os macréfagos do subtipo M1 foram detectados de acordo com a expressao de
IL1B, HLA-DRA e CD86. Ja o subtipo M2 foi selecionado de acordo com a expressio de
CD163, CD206 (também chamado de MRC1) e com expressdo de IL1f abaixo de 2/3 do
valor médio.

Em GSE127465 os tipos celulares classificados como tumoral seguiram as classificacoes
dos autores e foram nomeadas aqui como epiteliais. Ja em GSE131907 os tipos celulares
classificados como tumoral foram nomeados seguindo as classificacdes dos autores em
dois estagios. A células tS1 que sdo células tumorais em estagio menos avancado que tem
perfil mais proximo de células epiteliais. O outro grupos sdo as células tS2 que apresentam
estagio mais avancado de desdiferenciacdo. As células epiteliais do tecido normal adjacente
foram classificadas de acordo com o definido pelos autores.

A expressdo génica dos tipos celulares definidos de acordo com os marcadores molecu-
lares foi comparada entre os trés ou quatro tipos celulares (macréfagos M1, M2 e células
epiteliais/tumorais tS1 e tS2), por tecido (tumoral ou normal adjacente, no caso do banco
GSE131907), para cada paciente e com todos os pacientes conjuntamente. Realizamos
o teste de Wilcoxon comparando par-a-par a expressdo génica dos tipos celulares. Os
p-valores foram ajustados por multiplos testes pelo método False Discovery Rate (FDR)
(BENjAMINT e HOCHBERG, 1995).

1.4 Delineamento do estudo in vitro

Estudo prospectivo observacional descritivo e de carater exploratdério com coleta
de material biol6gico, mas sem intervencdo. Foram coletados 20ml de sangue em tubos
com EDTA de nove individuos saudaveis para a obten¢édo de células mononucleadas do
sangue periférico (PBMC - do inglés, peripheral blood mononuclear cell). Esse nimero
de voluntarios foi escolhido seguindo metodologias de referéncias onde experimentos
semelhantes ao do presente trabalho foram realizados (M1a et al, 2014; PIREAUX et al.,
2020; DONG et al., 2020; VARGA et al., 2020; ZHAO et al., 2020).

O presente projeto foi realizado em colaboragdo com o Grupo de pesquisa em Imunolo-
gia da Prof®. Dr*. Mariane Amano do Hospital Sirio Libanés e foi aprovado pelo comité
de ética em pesquisa. Esta cadastrado no CEP como HSL 2021-26 e apresenta o nimero
CAAE 43821021.0.0000.5461.

1.4.1 Critérios de inclusao

Individuos saudaveis com mais de 18 anos, nao tabagistas, que nao apresentavam comor-
bidades clinicamente significativas e aceitaram participar do estudo mediante assinatura
do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE; Apéndice A secdo A.4).
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1.4.2 Caracterizacao dos voluntarios

Foram incluidos nas analises 9 voluntarios. A idade média da populacéo é de 32,22 anos.
Individuos do sexo masculino correspondem a 66% dos voluntarios (Tabela 1.4).

Voluntario Sexo Idade

2 M 37
3 F 31
4 M 39
5 M 20
6 M 31
7 F 26
8 F 37
9 M 34
10 M 35

Tabela 1.4: Caracterizagdo dos voluntarios incluidos

1.5 Separacao de leucécitos

A separacio do PBMC foi realizada por Ficoll® Paque. A amostra de sangue foi diluida
em tampao fosfato (PBS) na propor¢ao de um ml de PBS com 10% de Soro fetal bovino (SFB)
para um ml de sangue. A amostra foi colocada vagarosamente sobre o Ficoll® e centrifugada
a 540g por 30 min a temperatura ambiente (21°C) sem brake. Apds a centrifugacdo, uma
camada de leucoécitos torna-se visivel, possibilitando a separacdo dos mesmos.

1.6 Purificacao de monocitos

Para o isolamento de mondcitos deixamos os leucocitos que foram separados por
Ficoll® em uma concentracio de 10%cel /ml. Utilizamos o kit EasySep™ Human CD14 Positive
Selection Kit II (Stemcell Technologies, Vancouver, Canada) de acordo com as instrucdes do
fabricante.

1.7 Diferenciacao de macrofagos M1 e M2

Uma vez isolados os mondcitos, seguimos com plaqueamento em placas de 12 pogos
na concentracdo de 4 x 10’ cel/pogo. Realizamos o primeiro estimulo para maturagio dos
mondcitos em macrofagos utilizando M-CSF (Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA) a 10ng/ml.
Apbs 72h o meio de cultura foi substituido por um novo meio R10 com novo estimulo de
M-CSF. Apds cinco dias trocamos novamente o meio de cultura e damos o estimulo de po-
larizagdo pré-inflamatério para macréfagos M1 (IFNy-20ng/ml e LPS-50ng /ml) (Peprotech,
Rocky Hill, NJ, USA) e anti-inflamatério para M2 (IL-4-10ng/ml e IL13-10ng /ml) (Peprotech,
Rocky Hill, NJ, USA). A coleta para extracdo de RNA ocorreu em Trizol (ThermoFisher


https://www.stemcell.com/products/easysep-human-cd14-positive-selection-kit-ii.html
https://www.stemcell.com/products/easysep-human-cd14-positive-selection-kit-ii.html
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Scientific, Waltham, MA, USA) seis horas apos o estimulo. Ja as extragdo de proteina em
tampao RIPA e do meio de cultura foram realizadas 24h ap6s o estimulo. O meio de cultura
foi armazenado a -80°C para posterior uso.

Em resumo, contamos com 3 tratamentos:

1. Macroéfagos nao estimulados (MO0),

2. Macrofagos estimulados com INFy (20n/ml) e LPS (50ng/ml) (M1),
3. Macrofagos estimulados com IL-4 (10n/ml) e IL-13 (10ng /ml) (M2).

1.8 Analise de expressao génica

1.8.1 Extraciao de RNA

Apds extracdo de RNA com Trizol (de acordo com as instrucdes do fabricante), foram
adicionados 200uL de cloroférmio as amostras. Esta solucdo foi homogeneizada por 30
segundos e, em seguida, mantida em repouso por 3 minutos. Entio, as amostras foram
centrifugadas a 15000g, por 15 minutos e a 4°C. O sobrenadante, contendo o RNA, foi
transferido para novo tubo. Em seguida foram adicionados 500 puL de isopropanol nos
tubos com o sobrenadante para que ocorresse a precipitacdo do RNA. O sobrenadante
com isopropanol foi incubado overnight na temperatura de -20°C. Decorrido este tempo,
as amostras foram centrifugadas a 15000g, por 10 minutos e a 4°C e, entio, tiveram o
sobrenadante descartado. Foi adicionado 1mL de etanol 75% e novamente as amostras
foram centrifugadas, mas desta vez a 15000g, por 5 minutos e a 4°C. Apoés a centrifugacéo,
o sobrenadante foi descartado. Mais uma vez, foi adicionado 1mL de etanol 75% e, entdo, as
amostras foram centrifugadas como na etapa anterior. Em seguida, o sobrenadante foi des-
cartado e os tubos foram mantidos com as tampas abertas até secarem. As amostras foram
ressuspensas com 15 pL de agua DPEC autoclavada e quantificadas pelo espectrofotometro
NanoDrop™. Avaliagao da integridade do RNA extraido por eletroforese.

1.8.2 Purificacao de RNA

Para o tratamento com DNAse, apos quantificacio e verificacao de integridade, foram
separados 1000ng de RNA, aos quais foi adicionada 4gua DPEC autoclavada no volume
complementar a 8 pL. Entao, foi adicionado 1 pL de RQ1 RNAse-Free DNase 10x Reaction
Buffer (Promega) e 1 uL de RQ1 RNAse-Free DNAse (Promega) em cada amostra. Estas foram
colocadas no termociclador por 30 minutos a 37°C. Decorrido este tempo, foi adicionado
1 uL. de RQ1 DNAse Stop Solution (Promega) passando novamente ao termociclador a 65°C
por 10 minutos.

1.8.3 Sintese de cDNA

A sintese de cDNA ocorreu através da técnica de transcri¢do reversa, utilizando o
kit Superscript IV (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA). Uma vez obtido o RNA
purificado, as amostras foram requantificadas. Separamos 5000g de RNA purificado adicio-
namos agua DPEC autoclavada no volume complementar para 11pL. Adicionamos 1 pL
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de Oligo d(T) a 50 uM e 1 pL. de ANTP a 10nM por amostra, passando ao termociclador
por 5 minutos a 65°C. Apoés este tempo, adicionados 4 pL de Solucdo tampao de SSIV 5x,
1 pL de DTT a 100mM, 1 pL de RNAse inhibitor e 1 pL da enzima transcriptase reversa
(Termociclador a 55°C por 10 minutos, seguidos de 10 minutos a 80°C). Por fim, o cDNA
diluido dez vezes em agua Milli-Q e, entdo, armazenado a -20°C para posterior uso em PCR
em tempo real (QPCR).

1.84 qPCR

Para a realizacdo da qPCR, adicionamos 5 pL de SYBR Green 2x (ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, USA), 0,5 uL de primer forward, 0,5 uL de primer reverse, com as concen-
tracdes testadas previamente. Utilizamos 4 pL de cDNA diluido dez vezes. As analises
ocorreram no equipamento ABI PRISM 7300 (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA)
para a ciclagem da qPCR. Utilizando a média das duplicatas, a analise da expressao de
todos os genes foi realizada em R utilizando o método 2-08Ct (LTvAK e SCHMITTGEN, 2001).
Como referéncia, em macrofagos, utilizamos a expressao de genes housekeeping como
HPRT, GUSB e MRPL19. Ja para a linhagem H1299 usamos f-Actina como gene referéncia.
As sequéncias dos primers dos genes utilizados estao listadas na Tabela A.7.

1.9 Proliferacdo das linhagens tumorais

Utilizamos a linhagem H1299 de CPCNP. A verificacdo da proliferagao foi feita por
ensaio clonogénico. As células foram plaqueadas na concentracdo de 60 células por poco
em uma placa de 96 pocos, contendo 100u! de meio R10 ou de meio de cultura de ma-
crofagos. A cada trés dias realizamos a troca de meio por meio R10 novo, e nove dias
ap6s o plaqueamento fizemos a fixagao das células com formaldeido 3,7% e coloragio
das mesmas com Cristal-Violeta. A leitura de absorbancia das amostras foi realizada no
espectrofotdémetro Infinite M200 Pro (Tecan Trading AG, Switzerland) a 595 nm, sendo
usada como uma proxy para a quantidade de células de cada poco.

1.10 Avaliacao das vias de sinalizacao via Western
Blot

A fim de verificar o efeito do estimulo de EREG e EGF nas linhagem de cancer de
pulmao H1299, realizamos o seguinte experimento: 7, 5 x 10°cel/poco foram colocadas em
uma placa de 6 pocos com 2ml de meio R10. Apds 12h do plaqueamento removemos o meio
R10 e colocamos RPMI puro para iniciar o processo de inanicédo de soro fetal bovino durante
1h. Apbés 1h, foram estimulados com EREG a 100ng/ml ou EGF a 30ng/ml por 1min, 15min,
1h, 6h e 8h, com 1ml de RPMI puro. Apés o tempo de estimulo, realizamos a lise das células
com tampao RIPA (10mM Tris-HCl, pH7,4, 150 mM NaCl, 1% deoxicolato de sédio, 1%
NP-40, 0.1% SDS, 1mM fluorido fenilmetilsulfonil (PMSF), 5ug/ml aprotinina e 2 ug/ml
leupeptina) e centrifugamos a 800g por 5min a 4°C. Também verificamos a presenca da
proteina epirregulina intracelular e no meio de cultura de macréfagos polarizados para
MO, M1 e M2.


https://www.atcc.org/products/crl-5803
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Determinamos a concentracao de proteina utilizando o reagente Pierce com leitura
de absorbancia das amostras no espectrofotometro Infinite M200 Pro (Tecan Trading AG,
Switzerland) a 660 ym. Os sobrenadantes e os extratos citosolicos (40pg de proteinas) foram
separados num SDS-PAGE desnaturante (30% acrilamida/ mix-acrilamida) e transferidos
para membranas de nitrocelulose utilizando um tampao de transferéncia (20% de metanol,
39mM glicina, 48mM Tris-base e 0,037% SDS com pH8, 3) durante 1:15h a 110 V (tenséo
constante). As membranas foram bloqueadas com 5% de BSA 1 h em tampao TBS-T (TBS
pH7 mais Tween-20 0,1% v/v) e incubadas com um anticorpo anti-EREG, anti-p-EGFR,
anti-pERK, anti-pAKT, e anti-AKT. As membranas foram entéo lavadas trés vezes com
tampao TBS-T, incubadas com o anticorpo secundario e reveladas. Como controle interno,

as membranas foram incubadas com um anticorpo policlonal anti-Actina e anti-Tubulina.

As bandas foram visualizadas usando um realce de peroxidase no sistema de deteccao
quimioluminescente. Realizamos a quantificagdo das bandas usando o software Image
Studio Lite (Versiao 5.2)

1.11 Analise estatistica dos resultados in vitro

Testamos se a expressao dos genes € estatisticamente diferente entre os grupos (M0, M1
e M2). Devido a estrutura de dependéncia entre as amostras dos grupos M0, M1 e M2, que
se originam de um mesmo voluntario, realizamos o teste de Friedman. Para a realizacdo das
comparagdes par-a-par entre os tratamentos realizamos o teste T pareado par-a-par com
ajuste do p-valor para multiplos testes pelo método False Discovery Rate (FDR) (BENJAMINI
e HoCHBERG, 1995). Na comparagao das taxas de proliferacdo realizamos o teste ANOVA
de um fator para as amostras independentes. Para a realizacdo das comparacgdes par-a-par
entre os tratamentos realizamos o teste T com ajuste do p-valor para multiplos testes pelo
método FDR. Para todos os testes realizados consideramos um nivel de significancia igual
a 5%.
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1.12 Analise de sobrevida

Queremos entender como a expressao de EREG, e dos demais genes de ligantes e
receptores da familia ERBB (EGF, TGFa, HB-EGF, BTC, AREG, EGFR, ERBB2, ERBB3, ERBB4)
se relacionam com a sobrevida dos pacientes em estadios iniciais de CPCNP do banco de
dados TCGA. Realizamos uma analise de correlacdo das expressoes génicas de EREG e entre
os demais genes para evitar colinearidade. A expressdao de EREG e AREG apresentaram
uma alta colinearidade (Apéndice A, Tabela A.1). Realizando uma anélise de selecdo de
modelos com dois cenarios usando (i) EREG e os demais ligantes e (ii) AREG com os demais
ligantes. Como o critério de informacdo de Akaike (AIC) do cenario com EREG (AIC =
2082,9) é menor do que com AREG (AIC = 2083,8), ou seja, explica melhor a sobrevida,
decidimos remover AREG das analises de sobrevida.

Para entender se EREG e os demais ligantes da familia ERBB estao relacionados com a
sobrevida dos pacientes de CPCNP do banco de dados TCGA, realizamos uma analise de Cox
considerando apenas os ligantes de ERBB. Removemos o efeito de variaveis confundidoras
como idade, sexo e o tipo histologico. Dentre os ligantes de ERBB, EREG ¢ o Unico gene que
apresenta uma relagio estatisticamente significativa da sua expressao com a sobrevida dos
544 pacientes (Tabela 1.5). Realizando um Cox de EREG com os receptores da familia ERBB
(EGFR, ERBB2, ERBB3, ERBB4), a expressao de EREG também se mostrou significativamente
relacionada com a sobrevida, independentemente da expressdo génica dos receptores
(Apéndice A, Tabela A.2). Por outro lado, em pacientes com CPCNP de estadio avangado
(III e IV), a expressdao de EREG ja nao apresenta relacao significativa com a sobrevida
(Apéndice A, Tabela A.3).

Considerando a relevancia clinica das muta¢oes em EGFR (Mox et al., 2009), verificamos
se a presenca de mutacdes nesse gene afeta a relacdo da expressdao de EREG com a sobrevida.
Sao 27 pacientes de estadio inicial (I e II) de CPCNP com EGFR mutado (Apéndice A, Tabela
A.4). Do total, nove apresentam expressido de EREG abaixo da média. A analise de Kaplan-
Meier mostra que os 218 pacientes com EGFR selvagem e expressdao de EREG acima da
média apresentaram uma sobrevida pior que os 299 com EGFR selvagem e a expressido de
EREG abaixo da média (Figura 1.2).
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Variavel HR 95%IC  p-valor
EREG 1,24 1,07-1,44 0,004

EGF 0,99  0,85-1,15 0,898
TGFA 1 0,85-1,18 0,970
HBEGF 1,05 0,9-1,22 0,537
BTC 0,9 0,78-1,05 0,184
EPGN 1,1 0,94-1,28 0,244
Idade 1,1 0,94-1,28 0,220

Sexo (Masc) | 1,03  0,76-1,41 0,827
TipO (CCE) 1,04 0,71-1,53 0,838

Tabela 1.5: A maior expressdo de EREG esta relacionada com a pior sobrevida de pacientes com
CPCNP do banco de dados TCGA, mesmo removendo o efeito da expressdo de outros ligantes de ERBB.
Analise de Cox multivariado com a expressio de EREG e dos demais genes ligantes dos receptores da
familia ERBB em pacientes com CPCNP do estadio inicial (I e II). O Hazard Ratio (HR) se refere a
probabilidade de ocorréncia do evento de morte com o aumento do valor da variavel e o intervalo de
confianga de 95%. A linha com p-valor significativo (abaixo de 5%) esta destacada em negrito. Essa
andlise considerou 544 pacientes com 193 eventos de morte.

Status de EGFR wt o wt . mt mt
exp de EREG Alto (>média) Baixo (<média) Alto (>média) Baixo (<média)

Sobrevida
°
g

p-valor < 0.007

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500 6000 6500 7000
Dias

Pacientes em risco

%8 218 130 62 33 13 9 7 4 3 1 0 0 0 0 0
%ﬁ == 200 209 103 61 42 25 19 13 7 6 2 2 2 2 1
;'g— 18 7 3 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
gﬁ 9 6 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Figura 1.2: A maior expressdo de EREG e a mutagdo em EGFR estdo relacionadas com a pior sobrevida
de pacientes com CPCNP do banco de dados TCGA. Andalise de Kaplan-Meier com os grupos separados
de acordo com o status do gene EGFR, selvagem (wt) ou mutado (mt) e expressdo de EREG abaixo
da média (Baixo) ou acima (Alto). O p-valor da andlise é apresentado no grifico e a proporgdo de
pacientes vivos até determinado instante (Pacientes em risco) aparece na parte inferior.
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Levantamos um conjunto de genes com mutagdes condutoras relacionadas ao CPCNP,
como: EGFR, ALK, BRAF, MET, RET, ERBBZ2, ROS1, KRAS, FGFR1. Sao 174 pacientes que
apresentam pelo menos uma mutacio nesses conjunto de genes (Apéndice A, Tabela
A.5). A analise de Kaplan-Meier mostra que o grupo sem mutac¢des condutoras e com
baixa expressdo de EREG tem maior sobrevida que os grupos com maior expressio e com
mutacdo condutora (Figura 1.3).
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Figura 1.3: A maior expressdo de EREG e a ocorréncia de uma mutagdo condutora estdo relacionadas
com a pior sobrevida de pacientes com CPCNP do banco de dados TCGA. Andlise de Kaplan-Meier com
os grupos separados de acordo com a presenca (mt) ou auséncia (wt) de alguma mutacdo condutora, e
expressdo de EREG abaixo da média (Baixo) ou acima (Alto). O p-valor da analise é apresentado no
grafico e a proporgdo de pacientes vivos até determinado instante (Pacientes em risco) aparece na parte
inferior.

1.13 Relacao de EREG com a sobrevida em outros
conjuntos de dados

Considerando a relacdo de EREG com a sobrevida observada no banco de dados do
TCGA, queremos predizer a sobrevida de pacientes de novos conjuntos de dados de pacien-
tes com CPCNP. Para obter a relacdo da expressao de EREG com a sobrevida de pacientes
de estadio inicial (I e IT) de CPCNP no banco de dados do TCGA, realizamos uma analise
de Cox removendo apenas o efeito de covariaveis como idade, sexo e subtipo histolégico
do tumor. A expressao aumentada do gene EREG esta associada a um aumento de 25% na
chance de morte dos pacientes (Tabela 1.6). Verificamos também que a relacdo de EREG

com a sobrevida se mantém mesmo na auséncia de pacientes com mutag¢des condutoras.

A anélise de Cox apenas com os pacientes que nio apresentam nenhuma das mutacdes
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condutoras mostrou um padrao semelhante na relacido entre a expressido de EREG e a
sobrevida (Apéndice A, Tabela A.6).

Variavel Coef HR 95%IC  p-valor
EREG 0,23 1,25 1,09-1,44 0,002
Idade 0,1 1,1 0,95-1,28 0,209

Sexo (Masc) | 0,06 1,07 0,79-1,44 0,675
Tipo (CCE) | 02 1,22 089-1,68 0216

Tabela 1.6: A maior expressdo de EREG esta relacionada com a pior sobrevida de pacientes com
CPCNP do banco de dados TCGA. Relagao da expressiao de EREG com a sobrevida de pacientes com
CPCNP do banco de dados TCGA. A coluna Coef se refere ao coeficiente da relagdo entre a variavel e a
sobrevida. O Hazard Ratio (HR) é a probabilidade de ocorréncia do evento de morte com o aumento do
valor da variavel e os respectivos limites inferior e superior intervalo de confianga de 95% (95%IC). As
linhas com p-valores significativos (abaixo de 5%) estdo destacadas em negrito. Essa analise considerou
544 pacientes com 193 eventos de morte.

Utilizamos os coeficientes de EREG (0,23) e das demais covariaveis (idade, sexo e tipo
histolégico), obtidos no Cox com os dados do TCGA (Tabela 1.6). Em quatro dos seis
bancos de dados foi possivel predizer a sobrevida de pacientes tendo como base o nivel de
expressao de EREG no tumor (Figura 1.4). Considerando conjuntamente os coeficientes de
expressao de EREG com as covariaveis pudemos predizer a sobrevida de 1076 de novos
pacientes de trés conjuntos de dados que usam a tecnologia de microarranjo de DNA
(GSE30219, EMATB e GSE67639). Isso mostra que a relacido de EREG com a sobrevida pode
ser extrapolada para outras tecnologias. Além disso, considerando apenas o coeficiente
da expressdo de EREG é possivel estimar a sobrevida de 251 pacientes de dois bancos de
dados (GSE30219 e GSE81089). O banco GSE81089, assim como o TCGA, usa a tecnologia
de RNAseq para inferir a expressao génica (MEZHEYEUSKI et al., 2018).

Considerando a relagdo de EREG com a sobrevida de pacientes, é importante entender
quais tipos celulares e em quais contextos ocorrem as maiores expressoes de EREG.
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Figura 1.4: Usando os dados de expressao génica de EREG, idade, sexo e tipo histologico é possivel
predizer a sobrevida de 1200 pacientes com CPCNP de outros bancos de dados. Analise de Kaplan-Meier
com os grupos separados de acordo com a sobrevida relativa, estimada a partir do coeficiente de EREG
sem as covariaveis (Scov) ou com as covariaveis (Ccov), apresentadas na Tabela 1.6. O p-valor da
andalise é apresentado no grafico e o niimero de sobreviventes até determinado instante esta na parte
inferior dos graficos. Os bancos de dados utilizados foram (a) GSE30219, (b) EMATB e (c) GSE67639, (d)
GSE81089 .

1.14 Expressao dos genes nos tipos celulares

A fim de verificar a relacdo dos genes EREG, EGFR, e ERBB2 com os tipos celulares
observados em amostras tumorais, usamos os dados de sequenciamento de células unicas
(scRNAseq) de dois bancos de dados: GSE127465 (Z1L10NTs et al., 2019) e GSE131907 (Kim
et al., 2020). Em GSE127465 analisamos a expressao de células do tecido tumoral de trés
pacientes em estadio inicial de CPCNP. Ja no banco de dados GSE131907, analisamos
amostras de tecido tumoral e de tecido normal adjacente ao tumor de quatro pacientes em
estadio inicial.
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1.14.1 Analise de macrofagos segundo classificaciao do autor

Para classificar os tipos celulares, os autores de GSE127465 usaram um método de agru-
pamento ndo-supervisionado, baseado no padrao de expressao génica. Apds o agrupamento,
as células foram classificadas de acordo com o conjunto de genes diferencialmente expres-
sos em cada grupo. Realizamos as analises considerando a classificacdo de tipos celulares
definidos em Z1L10NI1s et al., 2019. Inicialmente, os tipos celulares foram classificados como
células imunes e ndo imunes. No total, sdo 18 918 células dos trés pacientes analizados,
sendo 12,8% de células nao imunes e 87,2% de células classificadas como imunes (Figura
1.5a). Dividimos as células ndo imunes em trés grupos: PatientLow (células classificadas
pelos autores como especificas dos pacientes de estadio inicial de CPCNP), PatientHigh
(células especificas dos pacientes de estadio avancado de CPCNP) e NonImmune (restante
da células ndo-imunes). Na Figura 1.5b destacamos os grupos de células ndo imunes
especificas dos pacientes com tumor em estadio inicial e estadio avancado. Destacamos
também células imunes como linfécitos, células NK, neutrdfilos, mondcitos, macréfagos e
células dendriticas.
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Figura 1.5: O conjunto de dados GSE127465 possui mais de células imunes do que ndo imunes. As
células foram agrupadas e subclassificadas de acordo com seu padrdo de expressdo génica. (a) Proporgdo
de células imunes e ndao-imunes do BD GSE127465 por paciente e total. (b) Visualizagdo bidimensional
(SPRING plots) adaptada de Z11.10NIs et al., 2019 representando o padrao de expressdo de células dos
sete pacientes do banco de dados GSE127465.

Considerando os tipos celulares classificados pelos autores, podemos observar que os
mondcitos e macroéfagos apresentam as maiores expressoes de EREG (Figura 1.6a ). O grupo
dos mondcitos foi subclassificado em trés grupos (tMono1-3) e o dos macrofagos em nove
grupos (tMac1-9). Um décimo grupo de macroéfagos foi classificado por expressar genes do
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ciclo celular (tMacCycl) (Figura 1.6b ). Os mondcitos e os subgrupos de macrofagos 1 e
2 sdo os que apresentam maior expressido de EREG. Dentre os macréofagos, o subgrupo 1
(tMac1) é o que apresenta a maior expressdo média de EREG. A analise de enriquecimento
de vias, destaca que vias pro-inflamatoérias como quimiotaxia e hipdxia esta mais expressa
nesse grupo de macréfagos. Ja o grupo oito (tMac8), que apresenta a menor expressio de
EREG, esta relacionado a respostas anti-inflamatorias, de regulacao de leucoécitos, linfocitos
e hematopoiese. Nas células ndo imunes e especificas dos pacientes, a expressdo de EREG
é proxima de zero.

EREG
Ne de
Células
tMono1 ----fmmo o @ 369 (1.8%)
tMac1 | [--¢mmm o o o 428 (2.1%) . B
Classificagido de subgrupos
tMono3 | |r-1 e 39 (0.2%) s oo
tMono2 - ﬂ]'~mo 115 (0.6%) Nonimmune
Other Immune
tMac2 || |--4mmo o 579 (2.9%) PatientLow
tMac1
tMac9 —I}bo o o 85 (0.4%) tMac2
® tMac3
_ % tMac4
tMac4 Hm 153 (0.8%) e
tMac5 —|> o 10 (0.1%) ° tMacé
tMac7
— o % tMac8
tMac3 M 1009 (5.1%) o pmact
4 %  tMacCycl
DC I—mo 1064 (5.3%) " ooy
- % tMono2
tMac7 Ilhm 274 (1.4%) paono2
tMacCycl —I]t-m 137 (0.7%)
tMac6 *Ilm 40 (0.2%)
tMac8 —Im oo 186 (0.9%)
Blood Monocytes —Il-m o o 1044 (5.2%)
PatientLow *{—vo o 1737 (8.7%)
Other Immune —|— 11995 (60.1%)
Nonlmmune ,{_7 o 698 (3.5%)
T T T T T I T
0 10 20 30
Express&o génica (TPM)
() (b)

Figura 1.6: O EREG é expresso principalmente por monocitos e macrofagos divididos em 13 subgrupos
celulares de acordo com o padrdo de expressdo. (a) Expressao de EREG nos tipos celulares identificados
no banco de dados GSE127465. O grupos estdo dispostos em ordem decrescente, de cima para baixo,
de acordo com o valor médio de expressdo de EREG na escala TPM (b) Visualizagao bidimensional
(SPRING plots) adaptada de ZiL1ONIs et al., 2019 representando o padrdo de expressdo de células do
banco de dados GSE127465. Destacamos os subgrupos de macrofagos, monocitos e células dendriticas
(DC). As demais células estdo agrupadas como ndo-imunes (NonImmune), outras células imunes (Other
Immune) e células especificas dos pacientes com CPCNP em estadio inicial (PatientLow).

Assim como para GSE127465, realizamos uma analise de expressdo de EREG nos tipos
celulares classificados em GSE131907. Selecionamos os dados dos quatro pacientes do
estadio inicial e com o status EGFR selvagem. Considerando as amostras de tecidos tumorais,
a expressdo de EREG é predominante em mondcitos, células dendriticas, células do tumor e
macrofagos (Figura 1.7a). No tecido normal adjacente ao tumor, a principal expressao é das
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células mieloides como macroéfagos, monocitos e células dendriticas (Figura 1.7b).
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Figura 1.7: Os mondcitos, células dendriticas (DCs), epiteliais e macrofagos apresentam as maiores
expressoes de EREG no tecido tumoral. Ja no tecido normal adjacente, as células epiteliais apresentam
baixa expressdo média de EREG. Expressao de EREG nos tipos celulares identificados no banco de dados
GSE131907 para (a) tecido tumoral e (b) tecido normal adjacente. O grupos estdo dispostos em ordem
decrescente, de cima para baixo, de acordo com o valor médio de expressio de EREG na escala TPM.
Os valores a direita dos graficos representam o nimero de células identificadas em cada grupos com a
respectiva porcentagem relativa ao total de células entre parénteses.

Log2 da expressdo de EREG nos tipos celulares pré definidos em GSE131907

1.15 Analise de macréfagos segundo marcadores de
polarizacao

Os resultados sugerem uma relagio entre expressido de EREG e ativacdo de genes que
codificam mediadores pro-inflamatorios. Para comparacdes com experimentos in vitro é
importante entendermos diretamente qual fen6tipo de macrofagos apresenta uma maior
expressao de EREG. Nesse sentido, selecionamos as células identificadas como monocitos e
macrofagos pelos autores de cada conjunto de dados e classificamos o fenodtipo das células
de acordo com os marcadores especificos. Os macréfagos M1 foram caracterizados pela
expressdo de IL1f, HLA-DR e CD86. Os macrofagos M2 foram caracterizados pela expressdo
de CD163, CD206 e pela ndo expressdo de IL1f. A identificagao das células epiteliais seguiu
a classificacdo dos autores. Realizamos essa reclassificacdo tanto no conjunto de dados de
GSE127465 quanto para GSE131907.

No tecido tumoral, em GSE12745, os macrofagos M1 apresentaram expressdo de EREG
significativamente maior que os macréfagos M2 e as células epiteliais (Figura 1.8a). Ja em
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GSE131907 a maior expressdao de EREG é de células tumorais em estadio mais avancado,
seguida pela expressao de EREG pelos macroéfagos M1 e pelas células tumorais tS1 (estagio
menos avan¢ado) (Figura 1.8b). No tecido normal adjacente em GSE131907, o macréfago
M1 também apresenta expressdo de EREG mais alta que as células epiteliais e macrofagos
M2 (Figura 1.8b). Os macroéfagos classificados como M1 e M2 representam em média 12,7%
das células infiltradas nos tecidos tumorais ou normal adjacente (Figura 1.8).

Analisando os pacientes de GSE12745, individualmente, vemos que o padrdo de ex-
pressao entre eles é semelhante. Os macrofagos M1 apresentam expressao maior de EREG
que os macrofagos M2 e que as células epiteliais (Apéndice A, Figura A.1). Por outro lado,
em GSE131907, o padrédo de expressao do EREG varia entre os quatro pacientes. Para os
pacientes pt.06 e pt.09 os macréfagos M1 apresentam uma expressao significativamente
maior que os demais tipos celulares, tanto no tecido normal quanto no tecido tumoral
(Apéndice A, Figura A.2). O mesmo ocorre nos tecido normais adjacentes dos paciente
pL.20 e pt.34. Ja nos tecidos tumorais desses dois pacientes, as células tumorais em estagio
mais avancado (£52) apresentam maior expressido de EREG que os demais tipos celulares.
A segunda maior expressdo nesses tecidos é dos macrofagos M1.

EREG
tS2 d| 923(6.3%)
tS1 1 C| 1985 (13.6%)
EREG Mac M2 + b | 682 (4.7%)
Mac M1 a| 605 (4.2%)
Mac M2 — I»hmmm(momo c| 773(3.9%)
Epit OWODEDD 0000 0@WO o C | 1489 (9.1%)
Mac M1 — |:|:| ______ w..m-n @ @O 00O b 341 (1.7%)
Mac M2 —|N | com——mm oco @ b | 1767 (10.8%)
Epit 4 o o al 1737 (8.7%)
MacM1 4 | e {...._...._m oo @ | 1535 (9.4%)
T I T T
0 5 10 15 ‘ I ‘ ‘ ‘ I : I
0 1 2 3 4 5 6 7
Expressao génica (TPM) Expresséo génica (TPM)
(a) (b)

Figura 1.8: Os macrofagos classificados como M1 apresentam a maior expressdo de EREG no tecido
tumoral do BD GSE127465 e no tecido normal adjacente do BD GSE131907. No tecido tumoral de
GSE131907 as células tumorais tS2 apresentam a maior expressdo seguidas de Macrofagos M1 e tS1.
Expressdo de EREG em macrofagos M1, M2 e nas células epiteliais (Epit, tS1 e tS2) do (a) tecido tumoral
do banco de dados GSE127465 e dos tecidos (b) Tumoral (T) e Normal adjacente (N) de GSE131907,
na escala TPM. Realizamos o teste de Wilcoxon comparando par-a-par a expressdo génica dos tipos
celulares. Os p-valores foram ajustados por miltiplos testes pelo método False Discovery Rate (FDR).
As letras (a, b e c) simbolizam as diferencas estatisticas par-a-par entre as médias dos grupos. Letras
diferentes significam que os grupos comparados possuem médias estatisticamente diferentes entre si.
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1.16 Expressao de EREG em macrofagos M1 de células
mononucleares de sangue periférico

Apos verificar em dados de scRNAseq que, de formal geral, os macréfagos M1 apresen-
taram uma alta expressdo de EREG, queremos confirmar esses resultado in vitro. Anteri-
ormente ao trabalho com PBMC realizamos testes de polarizacdo de macrofagos com a
linhagem monocitica THP1 (Apéndice A, Secao A.3.1). Os testes mostraram que a polariza-
¢do de células monociticas pode ocorrer pelo estimulo com LPS e INFy para o fenétipo M1
e com [L13 e IL4 para o feno6tipo M2. Durante o teste, vimos também que os macréfagos
M1 apresentam a maior expressao de EREG (Apéndice A, Figura A.5). Dessa forma, vamos
verificar a replicabilidade desses resultados a partir de sangue periférico de voluntarios
saudaveis.

A partir do sangue periférico coletado de nove voluntarios saudaveis, realizamos o
isolamento dos mondcitos. Diferenciamos os mondcitos em macréfagos e posteriormente
polarizamos os macréfagos em M0, M1 e M2. A fim de verificar a eficacia da polarizaciao
para macrofagos M1, analisamos a expressao de genes proé-inflamatérios (CD86, HLA-
DRA, IL1f e TLR4). Conforme esperado, os marcadores pro-inflamatoérios aparecem mais
expressos nos macrofagos M1 que nos macréfagos M0 e M2 (Figura 1.9). Dessa forma,
podemos afirmar que foi possivel polarizar o macréfago para o fenétipo M1.

Para verificar a polarizacio para o fendtipo M2 usamos marcadores anti-inflamatorios,
classicamente associados a esse fendtipo, como CD163, CD206 (MRC1), IL10 e IDO1. Como
esperado, a expressdo do gene CD206 foi significativamente maior em M2 do que em MO
e M1 (Figura 1.9). Por outro lado, a expressdo de CD163 ndo apresentou diferencas entre
os tratamentos e os genes IL10 e IDO1 tiveram expressao significativamente maior no
macréfago M1. Os macréfagos polarizados para M2 ainda apresentaram uma expressao
significativamente menor de genes pré-inflamatorios (IL1f e TLR4) do que M0 e M1 (Figura
1.9). De forma semelhante, podemos afirmar que foi possivel polarizar o macréfago para o
fenotipo M2.
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Figura 1.9: Os genes marcadores pro-inflamatérios aparecem mais expressos nos macrofagos M1
que em MO0 e M2, confirmando que a polarizacdo in vitro obteve o fenétipo esperado. Expressdo de
genes pro-inflamatorios por macrofagos polarizados M0, M1 e M2. Expressio de genes marcadores de
macrdofagos M1 (CD86, HLA-DRA, IL1f e TLR4) por macrifagos derivados de Monécitos CD14 obtidos
a partir de PBMC. As comparagdes par-a-par entre os fenotipos foram realizadas por teste-T pareado
para voluntario. Realizamos uma corregao por FDR nos p-valores dos testes par-a-par. Consideramos
estatisticamente diferentes aqueles que apresentaram p-valor corrigido < 0,05. As letras (a, b e c)
simbolizam as diferencas estatisticas entre as médias dos grupos. Letras diferentes significam que os
grupos comparados possuem médias estatisticamente diferentes entre si.
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Figura 1.10: O gene marcador anti-inflamatério CD206 aparece mais expresso nos macrofagos M2
que em MO e M1, indicando que a polarizagdo in vitro obteve o fenotipo esperado. Expressdo de
genes anti-inflamatorios por macrofagos polarizados M0, M1 e M2. Expressdo de genes marcadores de
macroéfagos M2 (CD206, IL10, CD163 e IDO1 por macrofagos derivados de Monécitos CD14 obtidos a
partir de PBMC. As comparagoes par-a-par entre os fenétipos foram realizadas por teste-T pareado
para voluntario. Realizamos uma corregao por FDR nos p-valores dos testes par-a-par. Consideramos
estatisticamente diferentes aqueles que apresentaram p-valor corrigido < 0,05. As letras (a, b e c)
simbolizam as diferencas estatisticas entre as médias dos grupos. Letras diferentes significam que os
grupos comparados possuem médias estatisticamente diferentes entre si.

Considerando que os marcadores de macréfagos permitem diferenciar os macrofagos
polarizados in vitro, verificamos que EREG é significativamente mais expresso por macro-
fagos M1 do que por M0 e M2 (Figura 1.11, painel A). Esse resultado corrobora os achados
em dados scRNAseq.

Além da expressdo génica, analisamos também a expressdo da proteina epirregulina
intracelular e no meio de cultura de macréfagos. Confirmamos a producao de epirregu-
lina pelos macrofagos M0, M1 e M2. Diferente do observado na expressdo génica, ndo
observamos uma diferenca clara nas quantidades de epirregulina liberada no meio de
cultura (Figura 1.11, painéis B e D) ou intracelular dos macroéfagos (Figura 1.11, painéis C
eE).
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Figura 1.11: Os macrofagos polarizados in vitro para o fenétipo M1 expressam mais EREG que os
fenotipos MO e M2. Por outro lado, a detec¢do de proteina ndo apresentou diferenca entre os fenotipos
de macrofagos, tanto no meio de cultura quanto intracelular. Produgdo de EREG por macrofagos MO,
M1 e M2. (a) Expressdo génica de EREG por macrofagos polarizados M0, M1 e M2. (b) Epirregulina
detectada no meio de cultura de macrofagos derivados de Monécitos CD14 obtidos a partir de PBMC.
(c) Detecgio de epirregulina intracelular em macrdfagos polarizados para M0, M1 e M2. (d) Andlise
de densidade optica das bandas de (b) (n=4). (e) Analise de densidade optica das bandas de (c) (n=2).
Nos graficos (a), (d) e (e), as comparagdes par-a-par entre os fendtipos foram realizadas por teste-
T pareado para voluntario. Realizamos uma correcdo por FDR nos p-valores dos testes par-a-par.
Consideramos estatisticamente diferentes aqueles que apresentaram p-valor corrigido < 0, 05. As letras
(a e b) simbolizam as diferencas estatisticas entre as médias dos grupos. Letras diferentes significam
que os grupos comparados possuem médias estatisticamente diferentes entre si.
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1.17 Expressoes dos receptores EGFR e HER2 em dados
de expressao de célula tinica

Utilizamos novamente os dados de expressao de célula Unica para avaliar quais tipos
celulares expressam os genes receptores de epirregulina (EGFR e ERBB2). As células tumo-
rais (nos tecidos tumorais) e epiteliais (no tecido normal adjacente) apresentaram a maior
expressdo de EGFR e ERBB2, tanto no banco de dados do GSE127465 quanto no GSE131907
(Figura 1.12). Além disso, as células tS2 apresentam uma expressao significativamente
maior tanto de EGFR quanto de ERBB2 do que as células tS1. Para os genes EGFR e ERBB2
os individuos apresentam padrédo de expressao semelhante ao padrio geral (Apéndice A
A3).
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Figura 1.12: As células tumorais e células epiteliais sao os tipos celulares que mais expressam os
receptores EGFR e ERBB2. As células tumorais mais desenvolvidas tS2 apresentam um nivel de expressdo
dos receptores EGFR e ERBBZ2 maior que as células tS1. (a) Expressao de EGFR e ERBB2 em macrofagos
M1, M2 e nas células epiteliais do tecido Tumoral do banco de dados GSE127465 (b) e do tecido Tumoral
(T) e Normal adjacente (N) do banco de dados GSE131907. Realizamos o teste de Wilcoxon comparando
par-a-par a expressdo génica dos tipos celulares. Os p-valores foram ajustados por miltiplos testes pelo
método False Discovery Rate (FDR). As letras (a, b e ¢) simbolizam as diferencas estatisticas par-a-par
entre as médias dos grupos. Letras diferentes significam que os grupos comparados possuem médias
estatisticamente diferentes entre si.
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1.18 Resultado de WB na via de H1299 com estimulo
de EREG

Para que possamos analisar os efeitos de EREG em linhagens de cancer de pulmao
(H1299 e H1975), verificamos a expressdo génica basal de EREG nessas linhagens. A
linhagem H1299 ndo apresentou expressao de epirregulina. Por outro lado, H1975 apresenta
tanto expressao de epirregulina quanto mutacgao no gene EGFR. Dessa forma, a linhagem
H1975 foi excluida das analises futuras. Seguimos apenas com a linhagem H1299.

1.18.1 Ativacao da via EGFR pelos ligantes EREG e EGF

Inicialmente verificamos se os ligantes de EGFR (EREG e EGF) modulam a expressao
génica do receptor EGFR. Adicionamos epirregulina humana recombinante e EGF humana
recombinante (ambos da Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA) no meio de cultura da linhagem
H1299 e realizamos a extragdo do RNA 6h apos os estimulos. Observamos efeitos opostos
com o estimulo de cada ligante. A epirregulina estimula o aumento da expressido de EGFR
apos 6 horas, ja EGF leva a redugéo da expressdo de EGFR (Figura 1.13a).

Considerando que os estimulos com os ligantes EREG e EGF tem efeitos na expresséo
de EGFR, queremos também analisar se esses estimulos modulam a ativacdo das vias de
EGFR, AKT, ERK e mTOR por meio de fosforilagdes dessas proteinas. Apds 1h de starvation
(Meio de cultura RPMI sem soro fetal bovino), a linhagem H1299 foi estimulada por um e
15 minutos e por uma, seis e oito horas com EREG e EGF separadamente. Verificamos, por
meio de western blot, a fosforilacdo das proteinas EGFR, AKT, ERK e S6K, em cada um dos
tempos.

Vimos que EGFR e a via de AKT e ERK séo ativados tanto pelo ligante EGF (ligante mais
comum) quanto por EREG (Figuras 1.13b e 1.13c). Ocorre uma fosforilagdo mais intensa e
duradoura de EGFR com o estimulo de EREG do que com EGF. Com estimulo de EREG,
EGEFR se mantém fosforilado de um minuto até uma hora, decaindo as seis e oito horas
apo6s o estimulo. Com EGF o estimulo de EGFR se inicia em um minuto, aumentando de
intensidade até uma hora e com forte queda em seis e oito horas. Com estimulo de EREG,
AKT apresentou uma fosforilagdo com pouca variacdo ao longo do tempo mas com uma
auséncia de fosforilacdo em 8h. Ja o estimulo com EGF levou a uma subida na intensidade
de fosforilacdo de AKT até uma hora com posterior decréscimo. A fosforilagdo de ERK
aumentou apds 15 minutos de estimulo com EREG e se manteve até oito horas apos o
estimulo. J& com o estimulo de EGF a fosforilacdo de ERK teve um pico aos 15 minutos,
porém menor do que com a fosforilagdo por EREG. Apo6s 15min, a fosforilacdo de ERK
apresentou decréscimo. Por fim, com estimulo de EREG, S6K aparece fosforilado apds uma
hora. Ja com EGF, a intensidade da fosforilagio sobe até uma hora e depois passa a cair. E
interessante destacar que S6K aparece fosforilado ja no tratamento controle.
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Figura 1.13: O estimulo com o ligante EREG aumenta a expressdo de EGFR. Tanto EREG quanto
EGF estimulam a fosforilagdo do receptor EGFR. Porém o estimulo com EREG fosforila EGFR e ERK
por um tempo mais longo que o outro ligante EGF. (a) Expressdo génica de EGFR pela linhagem
H1299 apoés seis horas de estimulo com EGF ou EREG. As comparagdes par-a-par entre os fenotipos
foram realizadas por teste-T. Realizamos uma corre¢do por FDR nos p-valores dos testes par-a-par.
Consideramos estatisticamente diferentes aqueles que apresentaram p-valor corrigido < 0,05. As letras
(a, b e ¢) simbolizam as diferencas estatisticas entre as médias dos grupos. Letras diferentes significam
que os grupos comparados possuem médias estatisticamente diferentes entre si (n=3). (b) Western Blot
de H1299 apobs estimulo de 1 e 15 minutos e uma, seis e oito horas com EREG ou EGF. Verificamos
a fosforilagdo de EGFR, ERK, AKT e S6K e usamos fActina como controle positivo. (c) Analise de
densidade 6ptica das bandas de b (n=1).

PAKT pSEK.

Signal intensity (PEGFR/bACt)
Signal intensity (PERK/bAct)
004 008
Signal intensity (PP6K/bACt)

00 05 10 15 20 25
00 02 04 06

0.00

Signal intensity (PAKT/bACt)/(AKT/bACt))

1.18.2 Modulacao da expressao de conjuntos de genes chave apos
os estimulos com EREG e EGF

Além da modulacio da expressdo de EGFR com o estimulo de EREG e EGF, verificamos
também a expressdo de genes relacionados 4 proliferacgao e ciclo celular. Nenhum do trés
genes analisados, GDF15, KAT2A e KLF5 apresentaram modulagdo apds seis horas de
estimulo (Figura 1.14). Outro conjunto de genes analisado foi dos relacionados a apoptose.
O gene BCL2 é um gene anti-apoptdtico e os genes BID e BAX apresentam papéis pro-
apoptoticos. Nao houve modulacido no gene BCL2. O estimulo de EGF resultou ainda
na queda da expressao dos genes pro-apoptoticos BAX e BID. O gene BID também é
negativamente regulado com o estimulo de EREG. Isso indica que ambos os estimulos
podem estar associados a uma queda na apoptose da linhagem H1299 (Figura 1.15). O
terceiro grupo de genes analisados sdo os checkpoints PDL1 e PDL2. A expressao do gene
PDL1 aumentou apenas apods o estimulo com EGF. Nao houve mudanca na expressao de
PDL2 com os estimulos (Figura 1.16).
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Figura 1.14: O estimulo com os ligantes EREG e EGF nao modulam a expressdo de genes relacionados
a proliferacgao. Expressdo de genes relacionados a proliferacio GDF15, KAT2A e KLF5 pela linhagem
H1299 apés seis horas de estimulo com EGF ou EREG. As comparagdes par-a-par entre os fenotipos
foram realizadas por teste-T. Realizamos uma correcdo por FDR nos p-valores dos testes par-a-par.
Consideramos estatisticamente diferentes aqueles que apresentaram p-valor corrigido < 0, 05. As letras
(a, b e c¢) simbolizam as diferencas estatisticas entre as médias dos grupos. Letras diferentes significam
que os grupos comparados possuem médias estatisticamente diferentes entre si (n=3).
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Figura 1.15: O estimulo com os ligantes EREG e EGF modulam negativamente a expressdo do gene
pro-apoptético BID. Expressdo de genes relacionados a apoptose BCL2, BAX e BID pela linhagem
H1299 apos seis horas de estimulo com EGF ou EREG. As comparagoes par-a-par entre os fenotipos
foram realizadas por teste-T. Realizamos uma corregdo por FDR nos p-valores dos testes par-a-par.
Consideramos estatisticamente diferentes aqueles que apresentaram p-valor corrigido < 0, 05. As letras
(a, b e ¢) simbolizam as diferencas estatisticas entre as médias dos grupos. Letras diferentes significam
que os grupos comparados possuem médias estatisticamente diferentes entre si (n=3).
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Figura 1.16: O estimulo com o ligante EGF aumenta a expressdo do gene check-point PDL1. Expressdo
de genes checkpoints PDL1 e PDL2 pela linhagem H1299 apés seis horas de estimulo com EGF ou
EREG. As comparagdes par-a-par entre os fenétipos foram realizadas por teste-T. Realizamos uma
corregdo por FDR nos p-valores dos testes par-a-par. Consideramos estatisticamente diferentes aqueles
que apresentaram p-valor corrigido < 0,05. As letras (a, b e ¢) simbolizam as diferencas estatisticas

entre as médias dos grupos. Letras diferentes significam que os grupos comparados possuem médias
estatisticamente diferentes entre si (n=3).

1.18.3 Efeito na proliferacao celular

Verificamos o efeito na proliferagdo da linhagem H1299 em resposta ao estimulo com
ligantes EREG e EGF e com os sobrenadantes dos macroéfagos polarizados para M0, M1 e M2.
Os estimulos com os recombinantes (EREG e EGF) apresentaram aumento estatisticamente
significativo com relagdo ao controle (Figura 1.17). O estimulo com sobrenadante de
MO apresentou proliferacdo maior que o controle. O sobrenadante de macréfagos M1
resultou em menor proliferagdo com relacdo ao estimulo com sobrenadante de MO e com o
recombinante EREG. Ja o estimulo com M2 apresentou proliferacdo aumentada em relacdo
a M1 e diminuida com relacdo a MO0.
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Figura 1.17: O estimulo da linhagem H1299 com o meio de cultura do macrdofago M1 reduz a
proliferacdo da linhagem, apesar da alta expressao de EREG. Ensaio de proliferacdo de H1299 apés
estimulos com EGF (30ng/ml), EREG (100ng/ml) e com os sobrenadantes de macréfagos M0, M1
e M2. A confluéncia é a proporgdo da darea do pogo ocupada por células apés 9 dias, indicando a
proliferacdo das células com determinado estimulo. As comparagdes par-a-par entre os fenotipos
foram realizadas por teste-T. Realizamos uma corregdo por FDR nos p-valores dos testes par-a-par.
Consideramos estatisticamente diferentes aqueles que apresentaram p-valor corrigido < 0, 05. As letras
(a, b, c e d) simbolizam as diferencas estatisticas entre as médias dos grupos. Caso os tratamentos
ndo apresentem nenhuma letra em comum, significa que os grupos comparados possuem médias
estatisticamente diferentes entre si.

1.19 Analises com macroéfago tolerizado

Associado ao experimento de polarizacdo de macrofagos para os fenétipos M0, M1 e
M2 realizamos a produc¢io de um fendtipo de macrofago caracterizado como “tolerizado”
(MT). Em ambientes nio tumorais, a tolerizacdo é um processo que ocorre para evitar que
danos graves sejam causados ao tecido por um longo processo inflamatorio. A exposicao
persistente a antigenos leva o macréfago ao processo de desativagdo que, de forma geral,
é benéfico ao desenvolvimento do tumor. O estudo desse fen6tipo de macrofago é parte
do projeto da mestranda Bruna Sanrromao com quem colaboramos no desenvolvimento
dos experimentos in vitro dessa tese de doutorado. A producio in vitro desse fenotipo
ocorre ap6s intenso estimulo pro-inflamatorio com duas doses de LPS (50ng/ml) de 24
horas, espacadas de 24 horas entre os estimulos.

Avaliamos o perfil de expressao de MT em comparacio aos fenétipos M0, M1 e M2. O
MT apresentou menor expressao de CD206 e FCN1 (Figura 1.18). Além disso, observamos
expressao significativamente menor que M1 e maior que M2 de IL10, TNFx e IL1f. A
diferenga do Macréfago MT para o fendtipo M1 pode ainda ser reforcada por uma expressao
significativamente menor de IL12 e TLR4. Podemos afirmar que o perfil de expressao de MT
é diferente dos demais fendtipos, principalmente de M1, ja que ambos receberam estimulos
pro-inflamatorios com LPS. Considerando essa diferenca, é importante destacar que o MT
apresentou expressao de EREG significativamente maior do que o fendtipo M1.
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Figura 1.18: O fenotipo de macrofagos tolerizados apresenta um padrao de expressao diferente dos
demais fenodtipos. Esse fenotipo tolerizado apresenta uma expressdo de EREG significativamente maior
que o fendtipo M1. Expressdo de genes por macrdofagos polarizados M0, M1, M2 e MT. Expressdo dos
genes CD206, IL10, IL12, EREG, IL1B, TNFa, FCN1, MIF e TLR4 por macrofagos derivados de Mondcitos
CD14 obtidos a partir de PBMC. As comparagoes par-a-par entre os fenétipos foram realizadas por
teste-T pareado para voluntario. Realizamos uma correcdao por FDR nos p-valores dos testes par-a-par.
Consideramos estatisticamente diferentes aqueles que apresentaram p-valor corrigido < 0, 05. As letras
(a, b, ¢ e d) simbolizam as diferencas estatisticas entre as médias dos grupos. Caso os tratamentos
ndo apresentem nenhuma letra em comum, significa que os grupos comparados possuem médias
estatisticamente diferentes entre si.

Apesar da maior expressido génica de EREG, o fenotipo MT nao apresentou uma
concentracdo significativamente maior da proteina EREG que os demais fenoétipos de
macrofagos. Além disso, concentracdo de EREG intracelular parece ser menor em MT que
nos demais tipos celulares (Figura 1.19).
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Figura 1.19: Apesar do macrofago tolerizado apresentar uma expressao maior de EREG, ndo identifi-
camos uma producdo maior da proteina EREG nem no meio de cultura, nem intracelular. Producdo de
EREG por macréfagos M0, M1, M2 e MT. (A) Epirregulina detectada no meio de cultura de macrofagos
derivados de Mondcitos CD14 obtidos a partir de PBMC. (B) Detecgdo de epirregulina intracelular em
macrofagos polarizados para M0, M1, M2 e MT. (C) Andlise de densidade optica das bandas de A (n=4).
(D) Analise de densidade Optica das bandas de B (n=2). Para as analises de densidade optica C e D,
as comparagoes par-a-par entre os fenotipos foram realizadas por teste-T pareado para voluntario.
Realizamos uma corregdo por FDR nos p-valores dos testes par-a-par. Consideramos estatisticamente
diferentes aqueles que apresentaram p-valor corrigido < 0,05. As letras (a e b) simbolizam as diferencas
estatisticas entre as médias dos grupos. Caso os tratamentos ndo apresentem nenhuma letra em comum,
significa que os grupos comparados possuem médias estatisticamente diferentes entre si.

A analise do efeito funcional do meio de cultura do fenétipo MT em linhagem tumoral
apresentou uma proliferacdo maior de H1299. Apesar do meio de cultura do fenoétipo
de macrofago conter epirregulina, ndo observamos o efeito esperado de aumento da
proliferacdo da linhagem H1299. Diferente de M1 que produz diversas citocinas citotoxicas,
o macrdfagos MT parece ter uma expressao maior de EREG e de outros fatores de cresci-
mento e anti-inflamatorios que levaram a linhagem tumoral a se proliferar mais (Figura
1.20).
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Figura 1.20: A proliferacdo da linhagem H1299 é maior com o estimulo do meio de cultura de
macrofagos tolerizados do que com o macrofago M1. Ensaio de proliferacdo de H1299 apos estimulos
com EGF (30ng/ml), EREG (100ng/ml) e com os sobrenadantes de macrofagos M0, M1, M2 e MT. A
confluéncia é a proporg¢do da area do pogo ocupada por células apds 9 dias, indicando a proliferacdo
das células com determinado estimulo. As comparagbes par-a-par entre os fenotipos foram realizadas
por teste-T. Realizamos uma correg¢do por FDR nos p-valores dos testes par-a-par. Consideramos
estatisticamente diferentes aqueles que apresentaram p-valor corrigido < 0,05. As letras (a, b e c)
simbolizam as diferencas estatisticas entre as médias dos grupos. Caso os tratamentos ndo apresentem
nenhuma letra em comum, significa que os grupos comparados possuem médias estatisticamente
diferentes entre si (n=5).



Discussao

Os experimentos realizados com o banco de dados TCGA nos indicam que EREG é
o Unico ligante da familia ERBB que tem a expressdo negativamente relacionada com
a sobrevida dos 544 pacientes em estadio inicial de CPCNP (Tabela 1.5). Nos trabalhos
publicados até o momento, a relagdo de EREG com a sobrevida de pacientes com CPCNP
ja é descrita, sendo relacionada a mutacdes condutoras e a resisténcia a TKI (CHENG et al.,
2021). A coocorréncia de uma maior expressiao de EREG e a mutacido de EGFR ou KRAS esta
relacionada a um pior prognostico de pacientes com CPCNP (N. SUNAGA et al., 2013; Noriaki
SUNAGA e KAIRA, 2015). Por outro lado, diferente dos demais trabalhos, relacionamos o
nivel de expressdo de EREG com a sobrevida em uma grande quantidade de pacientes (1064
pacientes) sem a necessidade de categorizar a variavel expressdo (Tabela 1.6). A partir da
relacdo da expressao de EREG com a sobrevida dos pacientes no banco de dados do TCGA,
pudemos predizer a sobrevida de pacientes de quatro bancos de dados independentes e
com tipos de dados diferentes como RNAseq e microarray (Figura 1.4). Nossos resultados
mostram que a expressdo de epirregulina pelo tecido tumoral se mantém relacionada com
a sobrevida de pacientes CPCNP sem a ocorréncia de mutac¢des condutoras, inclusive
em EGFR (Figura 1.3). Isso significa que independente da presenca de uma mutagio que
agrave o desenvolvimento tumoral, a maior expressao de EREG esta relacionada a menor
sobrevida dos pacientes. Esses resultados indicam a possibilidade do uso de EREG como
marcador do prognostico de pacientes com CPCNP ja em estadios iniciais da doenca.

Os dados de scRNAseq nos mostraram que tanto no tecido tumoral quanto no normal
adjacente, as células identificadas como macroéfagos apresentaram a maior expressao média
de EREG (Secéao 1.14). Assim como observamos em nossos resultados, a literatura indica
que EREG ¢ produzido por macroéfagos infiltrados em tumores de CPCNP (Kim et al., 2020;
S. Ma et al,, 2021), sendo também produzido por mondcitos em sangue periférico (Tovopa
et al., 1997). Mesmo tendo observado indicios de que os macréfagos expressam EREG,
S. Ma et al., 2021 néo investigaram qual o fenétipo de macrofago é responsavel pela sua
expressao.

A partir da classificacdo dos macrofagos em dois fenotipos, pro-inflamatorio (M1 - HLA-
DRA+, CD86+ e IL1f+) e anti-inflamatério (M2 - CD206+, CD163+ e IL1j3-), observamos
que os macrofagos M1 apresentam a maior expressao de EREG (Secéo 1.15). Obtivemos um
resultado semelhante in vitro, corroborando as analises in silico, o fenotipo M1 apresentou
a maior expressdo de EREG (Figura 1.11). Nesse sentido, Massip-Coriz et al., 2018 rela-
taram que a expressdo EREG poderia ser induzida pela via préo-inflamatoéria IL-15/NFxB.
Até a publicacdo deste trabalho, nao havia registro na literatura sobre qual fenétipo de
macréfago seria o responsavel pela expressiao de EREG em tumores de pulméo. Dado o
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papel pro-tumoral de EREG, esse resultado parece contraditorio, ja que os macréfagos M1
sdo associados a processos pro-inflamatorios, ou seja antitumorais (KEELEY et al, 2019).
Considerando que a defini¢do de macrofagos M1 e M2 ocorreu segundo seus papéis em
reparo de feridas, alguns autores defenderam que os macrofagos associados ao tumor (TAMs
- Tumor Associated Macrophages) sejam apenas macrofagos M2, podendo ser classificados
em subgrupos (KEELEY et al, 2019). Além disso, vemos que a célula tumoral usa como
estimulo ao seu desenvolvimento uma proteina que, a principio, teria o papel de estimular
a recuperaciao de um tecido saudavel. Diversos trabalho defendem a existéncia de um
espectro de fenotipos dos macrofagos (L1 et al, 2016; R. Y. Ma et al., 2022). Esse contexto
reforca a ideia de que ndo ocorre uma polarizacio clara dos macréfagos em apenas dois
fenotipos distintos (M1 e M2), tornando complexa a identificacido de seus papéis como prod
ou anti tumorais.

Considerando que células epiteliais, tanto normais adjacentes como tumorais, expres-
sam mais os receptores EGFR e ERBB2, temos indicios de uma comunicagdo Ligante-
Receptor (EREG-EGFR) entre os macrofagos e as células epiteliais. Kim et al., 2020 estima-
ram essa possivel comunica¢do EREG (Mondcito e macrofagos)-EGFR (células tumorais)
usando uma ferramenta de predicao de interagdo intercelular. Como observado pela lite-
ratura, o estimulo com EREG leva a ativacdo mais prolongada de EGFR do que EGF. O
tempo de ativagdo chegou a oito horas, maior do que o observado em outros trabalhos
(FREED et al, 2017; IijimMA et al., 2017). Diferente do observado na literatura, (FREED et al.,
2017), vimos que a ativacdo de AKT estava ocorrendo mesmo antes do estimulo. S. Ma
et al., 2021 associa a fosforilacdo de AKT como uma via de escape ao tratamento com
TKI-EGFR. Em linhagens de CPCNP que apresentam a expressao intrinseca de EREG, o
tratamento com TKI-EGFR inibe a ativacdo de AKT e a producido de EREG pela célula
tumoral (S. Ma et al., 2021). Nesse caso, a resisténcia ao tratamento ocorreria a partir do
estimulo com EREG proveniente de uma via paracrina. Com o estimulo de EREG a ativacéo
de ERK segue padrio semelhante a ativagdo de EGFR, com valores maximos em até uma
hora, sendo mantida até oito horas (Figura 1.13). A ativacdo prolongada de ERK por EREG,
estd associada a diferenciacdo celular (FREED et al., 2017). Diferente de outro ligantes de
EGFR, a ativagdo prolongada da via EGFR-ERK pelo estimulo com EREG é semelhante a
observada com a mutagdes de EGFR (L1u et al., 2020). L1u et al., 2020 afirmam ainda que
a alta expressdo de EREG pode ser um bom marcador para o tratamento com TKI-EGFR.
Porém, os autores ndo consideram que o EREG pode ser liberado por outros tipos celulares
presentes no microambiente tumoral, levando a uma resisténcia no tratamento com EGFR-
TKI (To et al., 2021). Assim, tanto a inibi¢cdo do receptor ERBB quanto a nio ativagio por
EREG paracrino devem ser considerado para suprimir a sinalizacdo via ERK, inibindo o
estimulo a diferenciacio celular e sensibilizando o tumor ao tratamento com TKI-EGFR
(ZHANG et al., 2022).

A ativacdo de EGFR é responsavel por regular diversos processos carcinogénicos
como proliferacdo celular, invasdo, metastase, angiogénese e resisténcia a apoptose, sendo
encontrada ativa em diversos tumores (Noriaki SUNAGA e KAIrRA, 2015; CHENG et al.,
2021). Em nossos resultados, apenas com o estimulo de EGF, observamos maior expressiao
de PDL1, n3o tendo efeito com o estimulo de EREG. O EGF pode ser ainda associado a
imunossupressao, onde o estimulo da via EGFR nas células tumorais leva a producéo de PD-
L1 inibindo o reconhecimento de linfocitos T citotoxicos (CONCHA-BENAVENTE e FERRIS,
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2017; AKBAY et al., 2013). Tanto EGF quanto EREG estimularam a reducdo da expressio de
BID, um gene pro-apoptotico. Isso indica que a ativacdo da via EGFR em H1299 pode estar
relacionada a redugéo da apoptose e possivelmente a resisténcia a quimioterapia (ZHANG
et al., 2022).

Em acordo com o papel de ativacdo da via EGFR por EGF e EREG de estimulo ao
crescimento tumoral (CHENG et al, 2021) observamos um aumento na prolifera¢do da
linhagem de cancer de pulmao. Ainda conforme a literatura, a linhagem H1299 apresentou
uma menor proliferacdo com o meio de cultura de macréfagos M1, provavelmente, devido
ao seu conhecido papel anti-tumoral (KEELEY et al., 2019). Por fim, considerando o papel
pro6 tumoral de macrofagos M2 (KEELEY ef al., 2019), esperavamos observar um aumento
na proliferacdo da linhagem tumoral, o que nao foi confirmado estatisticamente. Em suma,
a proliferacdo de H1299 com os estimulos de EREG, EGF e meio de cultura de macréfagos
M0, M1 e M2 estio dentro do esperado pela literatura. E importante ressaltar que apesar
do macrofago M1 ser o fendtipo que apresenta a maior expressio de EREG, essa expressio
nao parece ser suficiente para estimular a proliferacdo da linhagem tumoral.

Tendo em vista que os TAMs adquirem um espectro de fenétipos dependentes do
contexto em que estdo inseridos, R. Y. MA et al., 2022 mostram que uma diversidade de
macroéfagos pode ser observada nas analises de scRNAseq. O fenotipo INF-TAMs, mesmo
expressando marcadores de macréfago M1 como CD86 e MHCII, apresentam papel imunor-
regulador e pro-tumoral. Ja o fenétipo Angio-TAMs apresenta alta expressdo de proteinas
angiogénicas e também alta expressdo de EREG. Os macrofagos observados tanto nos
dados de scRNAseq ou os analisados in vitro poderiam ser classificados em algum desses
perfis. O perfil de macrofagos angiogénicos estaria mais associado ao macroéfago tolerizado
produzido in vitro. A maior expressido de EREG pelos macroéfagos tolerizados nos indica
que esse fendtipo pode explicar melhor a contradicio entre a alta expressao de EREG
e citocinas pro-inflamatoérias como IL1. A maior proliferacdo da linhagem H1299 em
meio de cultura de MT vai ao encontro de sua maior expressdo de EREG. Sabe-se que a
inflamacéo é uma das Hallmarks do cancer (HANAHAN, 2022), a presenc¢a de macrofagos
M1 classicamente ativados é pouco esperada. E mais provavel que TME leve a tolerizacio
do macréfago de forma semelhante ao processo in vitro. No TME, o macroéfago tolerizado
teria um papel de regulacédo inflamatoéria e de estimulo ao desenvolvimento do tumor.
Considerando a expressido de EREG por MT, podemos esperar que esse seja o fendtipo de
macroéfago responsavel pela resisténcia induzida ao tratamento com TKI-EGFR em cancer
de pulméo. Como dito anteriormente, o tratamento com TKI-EGFR inibiria a resisténcia
da célula tumoral pela via autdcrina, ja que a producdo de EREG seria interrompida. Por
outro lado, a producdo de EREG pelo macroéfago tolerizado continuaria estimulando o
desenvolvimento e diferenciacdo tumorais pela via paracrina.

Outros trabalhos encontram origens diferentes de EREG no TME, porém estdo especia-
lizados em outros tipos de tumor (ZHANG et al., 2022). Fica evidente a grande diversidade
de estratégias e tipos de tumores em que EREG tem se mostrado relevante (CHENG et al.,
2021). Conseguimos classificar a sobrevida de novos pacientes em diferentes bancos de
dados. Apesar disso, seria importante desenvolver um modelo progndstico baseado na
expressao de epirregulina que fosse individualizado para o paciente. O uso da expressao de
epirregulina como marcador prognoéstico ou de tratamento vem sendo explorado em diver-
sos trabalhos, (S. Ma et al., 2021; CHENG et al., 2021) mas ainda carece de aperfeicoamento
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para a aplicac¢do clinica.

Na literatura encontramos estratégias terapéuticas para evitar a resisténcia ao trata-
mento com TKI-EGEFR pelo esgotamento do TAMs ou pela redugio do recrutamento do
TAMs. Nesses casos, a diminui¢do de TAMs por lurbinectina, um inibidor de transcri¢ao
ativado, teve uma eficacia promissora em estudos pré-clinicos (CHENG et al, 2021). Por
outro, para evitar a deplecdo dos macrofagos do tecido tumoral, ja que estes também
podem apresentar papel antitumoral, é importante compreender melhor a via de ativacdo
que estimula a expressdo de epirregulina. Em nossos resultados, observamos uma baixa
expressdao de EGFR em macroéfagos, desconsiderando, assim, o estimulo de expressao de
EREG por essa via. A literatura indica que essa regulacdo ocorra pela via IL-15/NFxB
(Massip-Coriz et al., 2018). Dessa forma, consideramos relevante o estudo de tratamentos
com TKI-EGFR combinados a inibidores da expressdo de EREG em macroéfagos pela via IL15.
Além disso, novos projetos sdo necessarios para colocar os macrofagos polarizados em
contato com linhagens de CPCNP, verificando o efeito desses macréfagos em diferenciacio
e metastase das linhagens de CPCNP. Por fim, sugerimos a realizacao de testes sobre os
efeitos da interacdo MT com linhagens CPCNP na resisténcia ao tratamento com TKI-
EGFR.



Conclusao

O presente trabalho aprofundou o conhecimento sobre o microambiente tumoral
de CPCNP. Corroboramos a relacdo de EREG com a sobrevida de pacientes CPCNP de
estadio inicial. Podemos, assim, considerar a expressdo de EREG como um importante
marcador prognostico. Entretanto, sua aplicagdo clinica que ainda carece de estudos mais
aprofundados. Tanto no ambiente tumoral quanto no normal adjacente, os macrofagos
com perfil de expressdo pro-inflamatorio apresentam alta expressdo de EREG. Apesar do
perfil pré-inflamatorio, esses macréfagos também parecem desempenhar um papel pro-
tumoral. Essa contradi¢do ocorre em um microambiente inflamado que leva os macrofagos a
apresentarem um fenoétipo de exaustio (macrofagos tolerizados). Os macrofagos tolerizados
apresentam alta expressdo de epirregulina, e vém sendo associados a resisténcia as terapias
TKI-EGFR, mantendo o estimulo de EGFR pela via paracrina. Nossos resultados sugerem
caminhos para o desenvolvimento de estratégias que foquem na expressao de epirregulina
por macroéfagos tolerizados afim de reduzir a resisténcia as terapias TKI-EGFR.
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Apéndice A

A.1 Anadlises de expressao génica com TCGA

EREG EGFR ERBB2 ERBB4 EGF T1GFa HB-EGF BTC AREG
EGFR 0
ERBB2 0,14 0
ERBB4 0,21 0 0,22
EGF 0 0 0,1 0,11
TGFa 0,11 0,19 -0,11 0 0
HB-EGF | 0,13 0,18 -0,22 0 0,1 0,3
BTC 0,19 0 0,27 0,34 0,2 0 0
AREG 0,61 0 0,11 0,22 0 0,19 0,32 0,22
EPGN 0 0,28 -0,3 -0,09 0 0,18 0,25 0 0

Tabela A.1: Analise de correlagio de Pearson das expressdes génicas de ligantes e receptores da familia
ERBB.

Variavel HR 95% IC  p-valor
EREG 1,28 1,11-1,49 <0,001
EGFR 0,94 0,8-1,11 0,473
ERBB2 1,13 0,9-1,41 0,294
ERBB3 0,94 0,77-1,16 0,573
ERBB4 1,03 0,88-1,2 0,753
Idade 1,11 0,95-1,3 0,201

Sexo (Masc) | 1,06  0,77-1,45 0,731
Tipo (CCE) | 1,48  0,95-2,29 0,081

Tabela A.2: Andlise de Cox multivariado com a expressdo de EREG e dos genes de receptores de
membrana da familia ERBB em pacientes CPCNP de estadio inicial. O Hazard Ratio (HR) se refere a
probabilidade de ocorréncia do evento de morte com o aumento do valor da variavel e o intervalo de
confianca de 95%. Essa andlise considerou 544 pacientes com 193 eventos de morte.
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95% IC  p-valor

Variavel HR
EREG 1,26
EGF 0,99
TGFA 1,15
HBEGF 1,07
BTC 0,85
EPGN 1,28
Idade 1,08
Sexo (Masc) | 1,54
Tipo (CCE) | 0,62

0,94-1,68 0,121
0,76-1,29 0,942
0,86-1,53 0,351
0,81-1,41 0,633
0,64-1,13 0,270
0,99-1,64 0,059
0,83-1,39 0,576
0,93-2,57 0,096
0,33-1,18 0,145

Tabela A.3: Analise de Cox multivariado com a expressdo de EREG e dos demais genes ligantes da
familia ERBB em pacientes CPCNP de estadio avangado. O Hazard Ratio (HR) se refere a probabilidade
de ocorréncia do evento de morte com o aumento do valor da variavel e o intervalo de confianca de 95%.
A linha com p-valor significativo (abaixo de 5%) esta destacada em negrito. Essa analise considerou

139 pacientes com 79 eventos eventos de morte.

Numero de | EREG expression
pacientes Low High
EGFRwt 299 218
EGFRmt 9 18

Tabela A.4: Contagem de pacientes do TCGA pertencentes aos grupos definidos de acordo com a
presenca (EGFRmt) ou auséncia (EGFRwt) de alguma mutacdo no gene EGFR, e expressdo de EREG

abaixo da média (<mean) ou acima (>mean).

Numero de | EREG expression
pacientes Low High
DRIVERwt | 213 157
DRIVERmt | 95 79

Tabela A.5: Contagem de pacientes do TCGA pertencentes aos grupos definidos de acordo com a
presenca (DRIVERmt) ou auséncia (DRIVERwt) de alguma mutagdo condutora, e expressido de EREG

abaixo da média (<mean) ou acima (>mean).



A.1| ANALISES DE EXPRESSAO GENICA COM TCGA

Variavel HR 95% IC  p-valor
EREG 1,31 1,1-1,55 0,002
Idade 1,03  0,86-1,24 0,748

Sexo (Masc) | 1,05 0,71-1,57 0,798
Tipo (CCE) | 1,3 086-1,96 0,218

Tabela A.6: Andlise da relagdo da expressdo de EREG com a sobrevida de pacientes com CPCNP que
nao apresentam nenhum gene com mutacoes condutoras. Essa andlise considerou 370 pacientes com

125 eventos de morte.
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Analise de expressao génica scRNAseq
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Expressao génica (TPM)

15

Figura A.1: Expressdo de EREG em macrdfagos M1, M2 e nas células epiteliais dos pacientes p1, p4
e p6, identificados no banco de dados GSE127465 separadamente. A Realizamos o teste de Wilcoxon
comparando par-a-par a expressdo génica dos tipos celulares. Os p-valores foram ajustados por multiplos
testes pelo método False Discovery Rate (FDR). As letras (a, b e ¢) simbolizam as diferengas estatisticas
par-a-par entre as médias dos grupos. Letras diferentes significam que os grupos comparados possuem
médias estatisticamente diferentes entre si.
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Figura A.2: Expressdo de EREG em macrofagos M1, M2, M1/M2 e nas células epiteliais do tecido
Tumoral dos pacientes pt.06, pt.09, pt.20 e pt.34, identificados no banco de dados GSE131907, separada-
mente. Realizamos o teste de Wilcoxon comparando par-a-par a expressao génica dos tipos celulares.
Os p-valores foram ajustados por miltiplos testes pelo método False Discovery Rate (FDR). As letras (a,
b e c) simbolizam as diferencas estatisticas par-a-par entre as médias dos grupos. Letras diferentes
significam que os grupos comparados possuem médias estatisticamente diferentes entre si.
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Figura A.3: Expressdao de EGFR e ERBB2 em macréfagos M1, M2 e nas células epiteliais do tecido
Tumoral e normal adjacente dos pacientes pt.06, pt.09, pt.20 e pt.34, identificados no banco de dados
GSE131907, separadamente. Realizamos o teste de Wilcoxon comparando par-a-par a expressdo génica
dos tipos celulares. Os p-valores foram ajustados por multiplos testes pelo método False Discovery Rate
(FDR). As letras (a, b e c) simbolizam as diferencas estatisticas par-a-par entre as médias dos grupos.
Letras diferentes significam que os grupos comparados possuem médias estatisticamente diferentes
entre si.
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Figura A.4: Expressdo de EGFR e ERBB2 em macrofagos M1, M2 e nas células epiteliais do tecido Tumo-
ral dos pacientes p1, p4 e p6, identificados no banco de dados GSE127465, separadamente. Realizamos
o teste de Wilcoxon comparando par-a-par a expressao génica dos tipos celulares. Os p-valores foram
ajustados por multiplos testes pelo método False Discovery Rate (FDR). As letras (a, b e ¢) simbolizam
as diferencas estatisticas par-a-par entre as médias dos grupos. Letras diferentes significam que os
grupos comparados possuem médias estatisticamente diferentes entre si.
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A.3 Anilise de experimento in vitro

Gene Forward Reverse
GUSB GAAAATACGTGGTTGGAGAGCTCATT CCGAGTGAAGATCCCCTTTTT
HPRT TGACACTGGCAAAACAATGCA GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT
MRPL19 CAGGAAGAGGACTTGGAGCTACTT AAAGCAAATCTCGACACCTTGTC
CD86 CCAAAATGGATCCCCAGTGC CTTCAGAGGAGCAGCACCAGA
CD163 AGGCCATTCTGAGCCACACT AGGTATCTTAAAGGCTGAACTCACT
CD206 CTGGACCTTGGCTTCGT TGACGAAATGTGGATCG
IL1B AGCCATGGCAGAAGTACCTG CCTGGAAGGAGCACTTCATCT
IL10 GCCTAACATGCTTCGAGATC TGATGTCTGGGTCTTGGTTC
IL12 AACTAATGGGAGTTGCCTGG GGACCTCGCTTTTTAGGAAG
PDL1 CATGACCTACTGGCATTTGCT CCTTGGGAACCGTGACAGTA
TNFax GAGGCGCTCCCCAAGAAGACA TGGGCCAGAGGGCTGATTAGAG
HLA-DRA TCCGATCACCAATGTACCTCC CACTGGTGGGGTGAACTTGT
EREG CTGCTCTGCCTGGGTTTCCAT CACTGGACTCTCCTGGGATACA
IDO-1 GCCCTTCAAGTGTTTCACCA CCAGCCAGACAAATATATGCGA
FCN1 CTGGGCAGTCTCAGTCGTG CCGCTGGAAAACGGTCC
MIF ACAGCATCGGCAAGATCGG AATAGTTGATGTAGACCCTGTCCG

Tabela A.7: Tabela de primers utilizados durante os exprerimentos

A.3.1 Teste de polarizacio com THP1

Afim de confirmar experimentalmente se células monociticas (como os macréfagos)
expressam EREG, realizamos testes com uma linhagem tumoral monocitica, a THP1. Esti-
mulamos a maturacao das células (M0) e posteriormente a polarizagao para os fenotipos
M1 e M2. Neste experimento realizamos também o estimulo apenas com INF-y e LPS sem
estimular a maturacdo de THP1. Esse tratamento foi chamado de M1b. Podemos observar
que macroéfagos de fendtipo M1 expressam mais EREG que os demais tratamentos, bem
como expressam mais os marcadores do feno6tipo M1, como os genes CD86 e HLA-DRA
(Figura A.5). A linhagem M1b também expressa marcadores de polarizagao pra M1 (HLA-
DR e CD86) porém ndo expressa EREG. Esses resultados sugerem que a etapa de maturacéo
é necessaria para a expressao de EREG pelo macrofago.
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Figura A.5: Expressdo de genes marcadores de macrofagos M1 (CD86 (A) e HLA-DRA (B)) e M2
(CD163 (C) e CD206 (D)) e expressdo de EREG (E) por macrofagos derivados da linhagem mieloide

THP1.
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE)

IEP - Pesquisa

Titulo do Estudo: O papel estimulador de Macré6fagos M1 na proliferagdo celular em cancer
de pulmaéo de células ndo pequenas

O (A) Senhor (a) estad sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa. Por favor, leia este documento com
bastante atengdo antes de assina-lo. Caso haja alguma palavra ou frase que o (a) senhor (a) ndo consiga
entender, o pesquisador responsavel pelo estudo e a equipe desta pesquisa estardo disponiveis para
esclarecé-los. A proposta deste termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) é explicar tudo sobre o
estudo e solicitar a sua permissdo para participar do mesmo.

OBSERVACAOQ: Caso o participante ndo tenha condicSes de ler e/ou compreender este TCLE, o mesmo podera
ser assinado e datado por um membro da familia ou responsavel legal pelo participante.

Objetivo do Estudo
Verificar se células do sistema imune (células de defesa do sangue) podem produzir um fator de crescimento
chamado epirregulina que afetaria a progressdo tumoral.

Duracédo do Estudo

A duragdo total do estudo é de 12 meses. E a sua participagdo no estudo serd de apenas um dia para a
realizacdo de uma Unica coleta de sangue.

Descricdo do Estudo

Estudo prospectivo observacional descritivo e de carater exploratério com coleta de material biolégico, mas
sem intervengdo. Serdo coletados 20 ml de sangue de aproximadamente 10 participantes saudaveis, para
obtengdo das células imunes. Este estudo sera realizado no Hospital Sirio-Libanés (HSL), unidade Bela Vista,
Sé&o Paulo.

O (a) Senhor (a) foi escolhido (a) a participar do estudo por atender aos critérios gerais de inclusdo, que s&o
ter mais de 18 anos, ndo apresentar comorbidades e ndo ser tabagista.

Procedimento do Estudo

Ap0s entender e concordar em participar, sera realizada uma coleta de 20mL de sangue de uma veia periférica
com um tubo EDTA (tubo de coleta de sangue padrdo) por um membro autorizado da equipe. Esta amostra
serd processada para separar as células de interesse (leucdcitos), e assim realizar a avaliagdo das
caracteristicas destas células no laboratério. Essa coleta ocorrerd apenas uma vez.

Riscos Potenciais, Efeitos Colaterais e Desconforto

Riscos associados com a coleta de sangue incluem: dor, hematoma, ou outro desconforto no local da coleta.
Raramente desmaio ou infecgBes no local de pungdo podem ocorrer. Riscos relacionados a confidencialidade
sdo minimos, e os pesquisadores e equipe envolvida no estudo se comprometem a zelar pela seguranca dos
dados dos pacientes, bem como a manter a anonimizagao na divulgagdo de dados decorrentes do estudo.
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A.4 | TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Beneficios para o participante

N&o ha beneficio direto para o participante desse estudo. Trata-se de estudo no qual, apds coleta de sangue
do voluntario, testaremos em laboratério a hipétese de que um subtipo especifico de leucécito pode interferir
no desenvolvimento do tumor.

Porém, de forma indireta, os resultados obtidos com este estudo poderdo ajudar a entender melhor o papel
dos leucdcitos no desenvolvimento do tumor, e contribuird para uma melhor compreensdo da relacdo das
células de defesa com as células cancer no futuro. Colaborando para o desenvolvimento de tratamentos do
cancer no futuro.

Compensacdo

Vocé n&o receberd nenhuma compensagdo para participar desta pesquisa e também néo terd nenhuma
despesa adicional.

Participagdo Voluntaria/Desisténcia do Estudo/Descontinuacédo do Estudo

Sua participacdo neste estudo é totalmente voluntaria, ou seja, vocé somente participa se quiser.

A ndo participagdo no estudo ndo implicard em nenhuma consequéncia. Apos assinar o consentimento, vocé
tera total liberdade de retira-lo a qualquer momento e deixar de participar do estudo se assim o desejar.

Importante esclarecer, que o pesquisador poderd retira-lo do estudo, caso os procedimentos do estudo
possam apresentar algum risco para a sua saude, ou em casos de complicagdes devido aos procedimentos.
Mas isso tudo serd devidamente informado ao Sr(a). Além disso, tanto o pesquisador, como as autoridades
regulatérias (Comité de ética em pesquisa, ANVISA), podera interromper o estudo, caso julgue que o mesmo
possa apresentar algum dano aos participantes.

Novas Informacoes

Quaisquer novas informagdes que possam afetar a sua segurancga ou influenciar na sua decisdo de continuar a
participagdo no estudo serdo fornecidas a vocé por escrito. Se vocé decidir continuar neste estudo, terd que
assinar um novo (revisado) Termo de Consentimento informado para documentar seu conhecimento sobre
novas informagoes.

Em Caso de Danos Relacionados a Pesquisa

Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos propostos neste
estudo (nexo causal comprovado), o participante tem direito a tratamento médico na Instituigdo.

Utilizacdo de Registros Médicos e Confidencialidade

Todas as informagdes colhidas e os resultados dos testes serdo analisados em carater estritamente cientifico,
mantendo-se a confidencialidade (segredo) do voluntério a todo o momento, ou seja, em nenhum momento
os dados que o identifique serdo divulgados, a menos que seja exigido por lei.

Os registros médicos que trazem a sua identificacdo e esse termo de consentimento assinado poderdo ser
inspecionados por agéncias reguladoras e pelo CEP.

Os resultados desta pesquisa poderdo ser apresentados em reunides ou publicagdes, contudo, sua identidade
ndo sera revelada nessas apresentagées.

Quem Devo Entrar em Contato em Caso de Davida

Em qualquer momento vocé terd acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de
eventuais duvidas. Os responsaveis pelo estudo nesta instituigdo sdo Vinicius Jardim Carvalho e Dra. Mariane
Tami Amano que poderdo ser encontradas no Instituto Sirio-Libanés de Ensino e Pesquisa do Hospital Siric
Libanés ou nos respectivos telefones: 011 99691-6436, 011 99152-5974.
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APENDICE A

Em caso de dlvidas ou preocupacgdes quanto aos seus direitos como participante deste estudo, o (a) senhoi
(a) pode entrar em contato com o CEPESQ - Comité de Etica em Pesquisa da Sociedade Beneficente de
Senhoras Hospital Sirio Libanés - Rua Dona Adma Jafet, 91, n® 91 - Bloco C - 11° andar - Sala 1117 - Bele
Vista - S&do Paulo/SP - 01308-050 - Brasil, através do telefone (11) 3394-5701 ou pelo e-mail:

cepesq@hsl.org.br.

Importante: Este documento é elaborado e deverd ser assinado em duas vias: uma serd entregue ao
participante (sujeito da pesquisa) e a outra via ficard com o pesquisador. Todas as paginas deverdo ser
rubricadas pelo pesquisador, pelo participante da pesquisa ou seu representante legal, em atendimento a

Declaracdo de Consentimento

Concordo em participar do estudo intitulado “O papel estimulador de Macréfagos M1 na proliferagdo celular err
cancer de pulméo de células ndo pequenas”.

Li e entendi o documento de consentimento e o objetivo do estudo, bem como seus possiveis beneficios e
riscos. Tive oportunidade de perguntar sobre o estudo e todas as minhas dlvidas foram esclarecidas. Entendo
que estou livre para decidir ndo participar desta pesquisa. Entendo que ao assinar este documento, ndo estou
abdicando (abrindo mao) de nenhum de meus direitos legais.

Eu autorizo a utilizacdo dos meus registros médicos (prontuarios médico) pelo pesquisador,
autoridades regulatérias e pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da instituigdo.

Nome do Participante da Pesquisa Letra de Forma ou a Data
Maquina

Assinatura do Participante da Pesquisa

Nome do Representante Legal do Participante da Pesquisa Letra Data
de Forma ou a Maquina (quando aplicavel)

Assinatura do Representante Legal do Participante de Pesquisa
(quando aplicavel)

Nome da pessoa obtendo o Consentimento Data

Assinatura da Pessoa Obtendo o Consentimento

Nome do Pesquisador Principal Data

Assinatura e Carimbo do Pesquisador Principal

CARTA CIRCULAR N° 003/2011 CONEP/CNS/MS disponivel no site da CONEP:
http://conselho.saude.gov.br/web_comissoes/conep/index.html.
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