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AVALIACAO DE GLICOBIOMARCADORES EM CELULAS TRONCO TUMORAIS
DE CANCER COLORRETAL

RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Jéssica de Andrade da Costa

O cancer colorretal (CCR) apresenta alta taxa de mortalidade, resultado dos processos de metastase
e recorréncia da doenca. Acredita-se que as células tronco tumorais (CTTs) séo cruciais para ambos
0S processos, pois asseguram a manutencdo da massa tumoral, além de serem intrinsecamente
resistentes as terapias convencionais. Embora diversos trabalhos venham tentando caracterizar as
CTTs, aqueles que se dedicam a avaliar o papel de glicanos (carboidratos covalentemente ligados a
proteinas ou lipidios) na identificacdo dessa populacdo e na manutenc¢éo do fendtipo tronco ainda sao
relativamente poucos. Assim, 0 objetivo do presente estudo foi investigar e caracterizar
glicobiomarcadores em subpopulacfes de células tronco tumorais de cancer colorretal. Para isso,
inicialmente foi padronizado um protocolo de formacéo de esferas para as linhagens Caco-2 e HT-29.
ApOs o crescimento das esferas, foram monitoradas variagdes na expressdo de cinco conhecidos
marcadores de CTTs (CD24, CD44, ALDH1, LGR5 e PROM1). Em comparacdo ao que se observa na
condicao parental (2D), em Caco-2 foi vista uma reducdo da expressao de CD24, enquanto em HT-29
foi observado um aumento dos niveis de expressao de ALDH1, LGR5 e PROM1. Com relacdo aos
glicogenes (genes relevantes para a glicosilagao), oito destes tiveram seus niveis de expressao
monitorados (ST3GAL1, OGT, OGA, MGAT5, GFAT1, GFAT2, B4GALT1 e B3GNT2), tendo sido
observado aumento de B3GNT2, OGT e OGA na condi¢do de esferas em HT-29. J4 em Caco-2,
amplas variagdes experimentais impossibilitaram qualquer conclusdo no que tange a mudancas na
expressdo de glicogenes. Andlises de correlacdo in silico (marcadores de CTTs versus glicogenes),
utilizando amostras de carcinoma de colon e reto provenientes do The Cancer Genome Atlas
Program, mostraram uma correlac@o positiva entre a expressdo de CD44xOGA, CD44xB3GNT2 e
LGR5xOGA para carcinomas de colon e CD44xOGA, LGR5xOGA, CD44xOGT e CD24xB3GNT2
para carcinomas de reto. Também foi observado aumento na expressdo de LGR5, CD44, MGAT5,
OGA, OGT e ST3GAL1 e diminuicdo de CD24, ALDH1 e BAGALT1 em amostras de carcinoma de
cblon quando comparadas ao tecido normal adjacente, bem como aumento na expressédo de LGR5,
CD44, PROML1 e OGT e reducéo de ALDH1, B3GNT2 e ST3GAL1 em amostras de carcinoma de reto
quando comparadas com amostras de tecido normal adjacente. Surpreendentemente, nenhum dos
marcadores de CTTs foi capaz de predizer a sobrevida livre de doenga (SLD) ou a sobrevida global
(SG) de pacientes com CCR, no entanto, pacientes com carcinoma de célon que apresentaram maior
expressdo de MGATS5 tiveram menor SLD. Além disso, a maior expressdo de OGA também resultou
em menor SG de pacientes com cancer de célon. Portanto, nossos dados sugerem que os niveis de
expressdo OGA, além de correlacionarem-se com os de marcadores de CTTs, impactam diretamente
na sobrevida de pacientes com carcinoma de célon, fornecendo indicios de uma possivel fungéo
dessa enzima em mecanismos de manutengédo do fenétipo tronco.
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ASSESSMENT OF GLYCOBIOMARKERS IN COLORECTAL CANCER STEM
CELLS

ABSTRACT

MASTER THESIS

Jéssica de Andrade da Costa

Colorectal cancer (CRC) has a high mortality rate, resulting from the processes of metastasis and
disease recurrence. Cancer stem cells (CSCs) are believed to be crucial for both processes, as they
ensure the maintenance of tumor bulk, in addition to being intrinsically resistant to conventional
therapies. Although several studies have been trying to characterize CSCs, those dedicated to
assessing the role of glycans (carbohydrates covalently linked to proteins or lipids) in the identification
of this population and in the maintenance of stemness are yet relatively scarse. Thus, the aim of the
present study was to investigate and characterize glycobiomarkers in colorectal cancer stem cell
subpopulations. For this purpose, a sphere formation assay was initially standardized for Caco-2 and
HT-29 cell lines. After the spheres growth, variations in the expression of five known CSC markers
(CD24, CD44, ALDH1, LGR5 e PROM1) were monitored. In comparison to the parental condition
(2D), a reduction of CD24 expression was seen in Caco-2, while in HT-29 an increase in the
expression levels of ALDH1, LGR5 and PROM1 was observed. Regarding glycogenes (glycosylation
relevant genes), eight of them (ST3GAL1, OGT, OGA, MGAT5, GFAT1l, GFAT2, BAGALT1 e
B3GNT2) have had their expression monitored. An increase in B3GNT2, OGT and OGA was observed
in HT-29 sphere condition. In Caco-2, on the other hand, wide experimental variations precluded any
conclusion regarding changes in glycogenes expression. In silico correlation analyzes (CSCs markers
versus glycogenes) using colon and rectum carcinoma samples from The Cancer Genome Atlas
Program showed a positive correlation between CD44xOGA, CD44xB3GNT2 and LGR5xOGA
expressions for colon carcinoma and CD44xOGA, LGR5xOGA, CD44xOGT and CD24xB3GNT2 for
rectum carcinoma. In addition, increased LGR5, CD44, MGAT5, OGA, OGT and ST3GALl
expressions and decreased CD24, ALDH1 and B4GALT1 expressions were also observed in colon
carcinoma samples when compared to adjacent normal tissue. Moreover, increased LGR5, CD44,
PROML1 and OGT expressions and reduced ALDH1, B3AGNT2 and ST3GALL expressions were noted
in rectal carcinoma samples when compared to adjacent normal tissue samples. Surprisingly, none of
the CSC markers was able to predict disease-free survival (DFS) or the overall survival (OS) of CRC
patients, however, colon carcinoma patients who have higher MGAT5 expression had lower DFS. In
addition, greater OGA expression resulted in lower OS of colon carcinoma patients. Therefore, our
data suggest that OGA expression correlates with CSC markers and directly impacts the survival of
colon carcinoma patients suggesting a possible function for this enzyme in the regulation of stemness.
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1.

Introducéo
1.1. Cancer colorretal
1.1.1. Epidemiologia e fatores de risco

O céncer figura entre os mais relevantes problemas de saude publica, seja no
Brasil ou no exterior. De acordo com dados da Organizacdo Mundial da Saude, uma
em cada seis mortes ocorre em fungdo do céancer, conferindo a ele o posto de
segunda maior causa de morte no mundo (World Health Organization, 2018).
Estimativas da GLOBOCAN (base de dados da Agéncia Internacional de Pesquisa
em Cancer que reune informacdes de 185 paises) apontaram a ocorréncia de 18,1
milhdes de novos casos de cancer e 9,6 milhbes de mortes decorrentes da doenca
para o ano de 2018 (BRAY et al.,, 2018). No Brasil, a estimativa foi de
aproximadamente 625 mil novos casos a cada ano do triénio 2020-2022
(MINISTERIO DA SAUDE, 2019). O cancer colorretal (CCR) é um dos principais
tipos de cancer que acometem a populacdo mundial, ocupando a terceira posi¢ao
em incidéncia e a segunda em mortalidade (BRAY et al., 2018). No que diz respeito
a populacédo brasileira, quando se exclui o cancer de pele ndo melanoma, ele
corresponde ao segundo tipo mais frequente em homens e mulheres, conforme
ilustrado na figura 1.1 (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

Prostata 65.840 292% Homens Mulheres Mama feminina 66.260 29.7%
Calon e reto 20.520 9.1% Calon e reto 20.470 9.2%
Traqueia, bronquio e pulmao 17.760 7.9% Colo do dtero 16.590 T.4%
Estémago 13.360 5,9% Traqueia,brinquio e pulmao 12.440 5,6%
Cavidade oral 11.180 5,0% Glandula tireoide 11.950 5,4%
Esdfago 3.690 3.9% Estémago 7.870 3.5%
Bexiga 7.590 34% Owario 6.630 3,0%
Linfoma n&o Hodgkin 6.580 2.9% Corpo do Otero 6.540 2.9%
Laringe 6.470 2.9% Linforma ndao Hodgkin 5.450 2.4%
Leucemias 5.920 2,6% Sisterna nervoso central 5220 2.3%

*Mimeros arredondados para miltiplos de 10.
Figura 1.1: Distribuicdo proporcional por sexo dos dez tipos de cancer mais incidentes no

Brasil, segundo estimativas para 2020, com excecdo de pele ndo melanoma. Retirado de
Estimativa 2020: incidéncia de cancer no Brasil. INCA-RJ.

O recente desenvolvimento econémico do Brasil repercute no aumento da

incidéncia do CCR, uma vez que, para esse tipo de cancer, as taxas de incidéncia



s&o influenciadas pelo indice de Desenvolvimento Humano (IDH) do pais (FIDLER;
SOERJOMATARAM; BRAY, 2016). Muito desse aumento € explicado pela
incorporacao de habitos ocidentais que afetam tanto a dieta quanto o estilo de vida.
No entanto, 0 que se observa em paises altamente desenvolvidos € a reducdo da
incidéncia e mortalidade devido a implementacdo de estratégias que visam a
deteccdo precoce da doenca, visto que a taxa de sobrevida em cinco anos para
pacientes diagnosticados nos estadios | e Il é, respectivamente, de 91% e 82%,
valores que podem chegar a apenas 12% para pacientes no estadio IV (ARNOLD et
al., 2017; MILLER et al., 2019).

O desenvolvimento do CCR esta atrelado ndo apenas a fatores genéticos,
mas também a fatores ambientais. Um dos principais fatores de risco associados ao
seu desenvolvimento é o envelhecimento. Além dele, também figuram nessa lista o
tipo de dieta (rica em carne vermelha e alimentos embutidos, com alto consumo de
gordura e baixo consumo de fibras), o sedentarismo, a obesidade, o tabagismo e o
consumo de alcool (ARAN et al., 2016; THANIKACHALAM; KHAN, 2019). Também
sao incluidos como fatores de risco o histérico familiar e as doencas inflamatorias
gue acometem o intestino, como a colite ulcerativa e a doenca de Crohn (STIDHAM,;
HIGGINS, 2018; SCHUBERT et al., 2019).

No que diz respeito as disfuncdes genéticas, a Sindrome de Lynch (ou cancer
colorretal ndo poliposo hereditario;, HNPCC, do inglés Hereditary Non-Polyposis
Colorectal Cancer) e a Polipose Adenomatosa Familiar (FAP, do inglés Familial
Adenomatous Polyposis) representam os fatores de risco mais comuns e mais bem
relatados. A Sindrome de Lynch se caracteriza por se originar a partir de uma
mutacdo de carater autossémico dominante na linhagem germinativa, que afeta os
genes MLH1 (do inglés MutL Homolog 1), MSH2 (do inglés MutS Homolog 2), MSH6
(do inglés MutS Homolog 6) ou PMS2 (do inglés Postmeiotic Segregation Increased
2), responsaveis pelo reparo do DNA durante o pareamento incorreto (MMR, do
inglés Mismatch Repair). Como consequéncia, os pacientes acometidos por essa
sindrome apresentam alta instabilidade genémica em pequenas regides do DNA que
apresentam de um a quatro pares de base repetidos em tandem, denominadas
microssatélites (MA et al., 2018). J& a FAP ocorre mediante uma mutacéo
germinativa no gene supressor tumoral APC (do inglés, Adenomatous Polyposis
Cali), o que leva seus portadores a desenvolverem muitos polipos adenomatosos em
idade precoce (MA et al., 2018).



Conforme ilustrado na figura 1.2, existem trés possibilidades de manifestacao
do CCR: esporéadica, familiar e hereditaria. A maior porcentagem dos casos se
enquadra na forma esporédica, ja que ocorre em pacientes sem histérico familiar ou
presenca de mutacdes germinativas que predisponham a doenca. Por sua vez, a
forma familiar € caracterizada por maior incidéncia da doenca em uma determinada
familia do que o esperado para a maioria da populacdo, embora os individuos
acometidos ndo sejam portadores de nenhuma das predisposi¢cdes genéticas
conhecidas. Ja a forma hereditaria € definida pelo acometimento dos pacientes por
anomalias genéticas hereditarias, como a FAP e a Sindrome de Lynch (GIGLIA;
CHU, 20186).
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Figura 1.2: Distribuicdo do CCR de acordo com as manifestacfes esporadica, familiar e
hereditaria. O CCR esporadico responde por 70% dos casos, o familiar por 25% e o hereditario
por 5%, sendo que em 2-4% dos casos 0s pacientes sdo acometidos pela Sindrome de Lynch e em
menos de 1% dos casos pela FAP (do inglés Familial Adenomatous Polyposis). Adaptado de
MOKARRAM et al., 2017.

Tendo em vista o exposto, é possivel perceber o carater multifatorial do CCR,
o qual sofre influéncia de fatores ambientais e genéticos. No entanto, para um
melhor entendimento dos diferentes aspectos que culminam na aquisicdo do
fenotipo maligno em CCR, € necessario esclarecer alguns mecanismos que

constituem as bases celulares e moleculares desta doencga.

1.1.2. Bases moleculares e heterogeneidade tumoral

O CCR se desenvolve lentamente ao longo dos anos e é resultado do
acumulo de alteragBes genéticas e epigenéticas. Um aspecto crucial envolvido na
progressao da doenca é a instabilidade gendmica, a qual pode ser explicada por trés
mecanismos distintos: instabilidade cromossdémica (CIN, do inglés Chromossomal
Instability), instabilidade de microssatélites (MSI, do inglés Microsatellite Instability) e
instabilidade epigenética, decorrente do fenétipo metilador de ilhas CpG (CIMP, do
inglés CpG Island Methylator Phenotype). Em torno de 70% dos casos de CCR de
cunho esporadico ha CIN, a qual pode ser percebida pelas diferentes alteracées que

ocorrem em nivel cromossémico. Tais alteragdes podem envolver o cromossomo
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inteiro, resultando em aneuploidia (alteracdo do numero de cromossomos), ou
podem comprometer a estrutura deles, seja em menor grau devido a mutagdes que
frequentemente resultam em perda de heterozigosidade em genes supressores
tumorais, ou em maior grau com a presenca de translocacdes cromossdmicas
(PINO; CHUNG, 2010; SANSREGRET; VANHAESEBROECK; SWANTON, 2018).
Em circunstancias que se verificam anomalias no mecanismo de reparo de DNA do
tipo MMR, regides de microssatélites sédo diretamente afetadas, uma vez que 0s
erros que ali ocorrem no decorrer do processo de replicacdo se acumulam gerando
MSI. Conforme descrito anteriormente, a MSI é uma caracteristica da Sindrome de
Lynch, no entanto, pode estar presente também em 15% das manifestacfes
esporadicas de CCR. Neste caso, € fruto da inibicdo da expressao de MLH1, devido
a hipermetilacdo da regido promotora deste gene, situacdo que evidencia a
associacao entre MSI e CIMP (DE' ANGELIS et al., 2018). Finalmente, o CIMP é
caracterizado pela presenca da hipermetilacdo global de ilhas CpG em regides
promotoras, resultando na inativacdo de genes. Além da metilacdo do promotor de
MLH1 também €& comum observar mutacdo no oncogene BRAF (do inglés v-raf
murine sarcoma viral oncogene homolog B) em amostras consideradas CIMP-high
(RHEE; KIM; KANG, 2017).

Como consequéncia desses processos, genes supressores de tumor sofrem
perda de funcdo, enquanto o contrario ocorre com 0S oncogenes, levando assim a
um desequilibrio na homeostase tecidual (DREWES; HOUSSEAU; SEARS, 2016).
Essa quebra na homeostase € percebida por meio de alteracdes morfologicas e
moleculares que ocorrem ao longo do desenvolvimento da doenca nas criptas do
intestino grosso. A essa sucessdo de eventos histopatolégicos, primeiramente
descritos por Fearon e Vogelstein (1990), deu-se o0 nome de sequéncia adenoma-
carcinoma. Nesse modelo classico, a tumorigénese surge a partir de mutacoes
capazes de gerar um estado hiperplasico (com perda do equilibrio proliferativo sem
alteracdes morfologicas), que € sucedido por um estado displasico (desregulacao
proliferativa somada a mudancas no fenotipo celular), favorecendo desta forma o
surgimento de lesdes precursoras inicialmente benignas (polipos adenomatosos)
gue evoluem até atingirem o estagio de adenocarcinoma. Inicialmente, mutacdes no
gene supressor tumoral APC favorecem o surgimento de adenomas, ja que
impactam na montagem do complexo responsavel pela degradacdo da B-catenina.
Isso permite 0 acumulo dessa proteina no citoplasma e sua posterior translocagao

para o nucleo, onde, ao interagir com os fatores de transcricdo TCF/LEF (do inglés
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T-cell factor/ lymphoid enhancer binding factor), ativa a transcricdo de genes
relacionados a proliferacdo, indiferenciacdo celular e sobrevivéncia (HANKEY;
FRANKEL; GRODEN, 2018). Também vale ressaltar o papel de APC no
estabelecimento da CIN, jA que determinadas mutacfes neste gene podem
comprometer a formacéo do fuso mitético (ZHANG; SHAY, 2017). Apos esse evento,
diversas mutagdes ocorrem em diferentes genes afetando a sinalizacdo mediada por
PI3K (do inglés Phosphoinositide 3-Kinase), TGF- (do inglés Transforming Growth
Factor-B8) e receptores tirosina quinase. E interessante evidenciar que mutacdes
acometendo o gene KRAS (do inglés Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) e
BRAF se comportam de forma mutuamente exclusiva, o que evidencia a existéncia
de multiplas vias de progressdo (NETWORK, 2012; GOTO; MARUSAWA; CHIBA,
2013; CARETHERS; JUNG, 2015).

Além da sequéncia adenoma-carcinoma, outra possibilidade para explicar a
carcinogénese colorretal é através da chamada via serratil. Nesse modelo, a
evolucdo da doenca se inicia com o0 aparecimento de outro tipo de lesdo benigna
denominada polipo serratil. A maioria dos tumores que se desenvolvem através
dessa via apresentam mutacdes em BRAF e podem ser associados tanto com MSI
guanto com CIMP (DE PALMA et al., 2019).

Como é possivel perceber, os mecanismos a partir dos quais os tumores
colorretais se desenvolvem podem variar de um paciente para o outro, evidenciando
assim a questao da heterogeneidade intertumoral. Por esse motivo, durante mais de
uma década, diversos grupos buscaram maneiras de identificar subtipos moleculares
do CCR que pudessem guiar a pratica clinica, predizendo o desfecho e indicando o
tratamento adequado para cada subconjunto de individuos. Finalmente, em 2015,
um consorcio internacional conseguiu chegar a um consenso e estabeleceu quatro
subtipos moleculares, chamados de CMS (do inglés Consensus Molecular Subtype).
O CMS1 (MSI Imune) apresenta MSI e CIMP-high, sofre grande influéncia do
infiltrado imunoldgico, possui mutacées em BRAF e é o subtipo com a pior sobrevida
apos a recorréncia. O CMS2 (Canbnico) é regido pela via de WNT (do inglés
wingless-type MMTYV integration site family) e apresenta a melhor sobrevida ap6s a
recorréncia. Ja o CMS3 (Metabdlico) se caracteriza pela ativacdo de diversas vias
metabdlicas e pela presenca de mutacdes em KRAS. Por fim, o CMS4
(Mesenquimal) é aquele que apresenta uma assinatura relacionada a EMT (do inglés
Epithelial Mesenchymal Transition), envolvendo alteracbes mediadas pela via de

TGF-B e presenca de infiltrado estromal. Ele configura o subtipo com a pior
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sobrevida global e sobrevida livre de recorréncia (GUINNEY et al., 2015). A figura

1.3 apresenta um resumo das principais caracteristicas de cada subtipo.
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Figura 1.3: Subtipos moleculares do CCR segundo o classificador CMS. A figura mostra os
guatro subtipos moleculares de acordo com suas caracteristicas. Essa classificacdo leva em
consideragdo aspectos moleculares, clinicos e as principais vias de sinalizacdo acometidas. CAFs (do
inglés Cancer Associated Fibroblasts); JAK/STAT (do inglés Janus Kinase/Signal Transducers and
Activators of Transcription); MSI (do inglés Microsatellite Instability); CIMP (do inglés CpG Island
Methylator Phenotype); BRAF(do inglés v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B); DSF (do
inglés Disease Free Survival); SRC (do inglés v-src avian sarcoma viral oncogene); WNT (do inglés
wingless-type MMTYV integration site family); CIN (do inglés Chromossomal Instability); KRAS (do
inglés Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog); TGF- (do inglés Transforming Growth Factor-g);
EMT (do inglés Epithelial Mesenchymal Transition); VEGF (do inglés Vascular Endothelial Growth
Factor). Adaptado de FESSLER; MEDEMA, 2016.

Embora esse classificador seja capaz de estratificar a maioria das amostras,
13% delas ndo foram passiveis de classificacdo o que, em alguns casos, se deu
devido a presenca de parametros comuns a mais de um CMS (GUINNEY et al.,

2015). relacionada a

Uma possivel explicacdo para isso poderia estar
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heterogeneidade intratumoral. Um estudo evidenciou o impacto dessa
heterogeneidade nos sistemas de classificagdo por subtipos ao demonstrar que
amostras provenientes de regifes tumorais distintas de uma mesma peca cirdrgica
(fronte invasivo e regiao central), apresentavam um painel de genes diferencialmente
expressos capazes de agrupa-las em categorias distintas (DUNNE et al., 2016).
Outra limitagdo do CMS diz respeito ao fato dos subtipos sofrerem influéncia de
fatores oriundos do microambiente tumoral, impossibilitando o estabelecimento de
grupos formados somente a partir de caracteristicas inerentes ao tumor. Com o
intuito de solucionar essa questéo, pesquisadores utilizando o modelo de PDX (do
inglés Patient-Derived Xenografts) conseguiram chegar a cinco subtipos
denominados CRIS (do inglés Colorectal Cancer Intrinsic Subtypes). CRIS-A
engloba tumores mucinosos com intensa ativacdo de vias glicoliticas, presenca de
MSI ou mutacdo em KRAS. CRIS-B caracteriza-se por tumores com ativacdo da
sinalizacdo por TGF-B e inducdo de EMT, sendo o subtipo com o pior prognaostico.
CRIS-C representa tumores que respondem a inibidores de EGFR, ja que séo
bastante dependentes dessa sinalizacdo. No subtipo CRIS-D, ha sinalizacao
mediada por WNT e amplificacdo, com consequente superexpressao, de IGF2 (do
inglés Insulin-like Growth Factor 2). Por fim, CRIS-E tem um fendtipo semelhante as
células de Paneth e apresenta mutacbes em TP53 (do inglés Tumor Protein p53)
(ISELLA et al., 2017).

Dados mostraram que o algoritmo de CRIS parece ser superior ao de CMS
em relacdo a classificacdo de amostras tumorais pareadas (fronte invasivo, regido
central e metastase linfonodal) de um mesmo paciente (DUNNE et al., 2017) e
também em relacdo a classificacdo de bidpsias parafinadas (ALDERDICE et al.,
2018). Além disso, o sistema CRIS mantém a fidelidade de classificagio mesmo
apos o tratamento dos pacientes por trés semanas com bevacizumab (anticorpo
monoclonal que tem como alvo o VEGF), demonstrando assim a robustez do
algoritmo (ALDERDICE et al., 2018).

O amplo debate acerca dos diferentes sistemas de classificacdo do CCR
demonstra a dimensdo da complexa arquitetura que rege essa enfermidade.
Caracteristicas inerentes as células tumorais, somadas a fatores relacionados ao
microambiente, proporcionam o estabelecimento de subclones heterogéneos dentro
da massa tumoral. Assim, ao longo da progressao da doenca, células com diferentes
arcaboucos genéticos e epigenéticos sofrem pressdes seletivas oriundas de um

microambiente dinamico, em que ha oscilacbes de nutrientes e oxigénio. A
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consequéncia é a selecdo de clones mais adaptados, gerando assim — seja temporal
ou espacialmente — a chamada heterogeneidade intratumoral, conforme ilustra a
figura 1.4 (MCGRANAHAN; SWANTON, 2017).

| N
| -l
I JL  J0 U

Primeira linha == Segunda linha —— Terceira linha

Figura 1.4: Tipos de heterogeneidade intratumoral. A heterogeneidade espacial (a) diz respeito a
diferenca entre subclones encontrada ao se comparar sitio primério e secundario ou mesmo ao se
analisar diferentes regibes da mesma massa tumoral. J4 a heterogeneidade temporal (b) pode se
referir as mudancas moleculares que ocorrem no tumor ao longo do tempo, seja em relacdo a
evolucdo da doenca ou mesmo em relacéo a diferentes tratamentos que, consequentemente, geram

diferentes pressoes seletivas. Adaptado de DAGOGO-JACK; SHAW, 2018.

Temporalmente, conforme a doencga evolui, um subclone dentro do tumor
primario que possua menor capacidade de proliferacdo pode representar o grupo
mais bem adaptado para os processos de disseminagdo e colonizagdo do sitio
secundario e, com isso, ser aquele capaz de dar origem a metastase. De outra
maneira, durante um determinado tratamento, pode existir a selecdo de subclones
gue nado sao afetados pela terapia e, posteriormente, recompdem o tumor a partir de
subclones diferentes a cada nova intervencdo (DAGOGO-JACK; SHAW, 2018). Por
outro lado, espacialmente, a propria composicéo, seja do tumor primario ou de cada
foco metastatico, € estabelecida pela presenca de clones variados com diferentes
capacidades funcionais (KELLER; PANTEL, 2019). Analises de amostras oriundas
de diferentes regides do tumor primario de CCR evidenciaram a existéncia de
diversos clones e subclones dentro da massa tumoral (SOTTORIVA et al., 2015;
UCHI et al., 2016; SUZUKI et al., 2017). Além disso, ja foi mostrado que metastases
linfonodais e distantes podem ser originadas a partir de diferentes subclones do

tumor primario (NAXEROVA et al., 2017). Analises do perfil genémico de amostras
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pareadas de tumor primario e de metastase pela técnica de WGS (do inglés Whole
Genome Sequencing) demonstraram que, embora exista uma sobreposicdo de
mutacbes em ambas as amostras, 15% delas s&o Unicas do tumor primario,
enquanto 19% sao Unicas das metastases e, nesse Ultimo caso, parecem impactar
vias de sinalizacdo que favoreceriam a colonizacao de determinado sitio secundario
(ISHAQUE et al., 2018).

Em contraste com a ideia de evolucao clonal, a heterogeneidade intratumoral
também vem sendo discutida sob a otica das células tronco tumorais (CTTs). Nesta
perspectiva, nem todas as células dentro da massa tumoral seriam capazes de dar
origem ao tumor, sendo esse papel exercido somente pelas CTTs. Trés estudos
distintos possibilitaram essa conclusdo ao rastrear células in vivo através de
proteinas fluorescentes. Utilizando um modelo murino sofisticado que combina trés
aparatos distintos para observar in situ o crescimento de adenomas (geracao de
adenoma intestinal pelo knockout de APC; identificacdo por fluorescéncia do
marcador LGR5 de células tronco da cripta intestinal; e sistema R26R-Confetti para
rastrear as progénies através da mudanca de cores induzida pelo tamoxifeno), foi
possivel observar nos adenomas a mesma hierarquia do intestino sadio com um
pequeno grupo de células LGR5+ dando origem a células iguais a elas, mas também
a células LGR5- (SCHEPERS et al.,, 2012). De forma semelhante, outro estudo
mostrou que essa hierarquia foi observada em tumores de pele benignos, no
entanto, parece ocorrer um deslocamento desse equilibrio durante a transformacéo
maligna, ja que, no carcinoma de células escamosas da pele h4& um aumento no
ndamero de CTTs sem que isso represente um aumento nas células destinadas a
diferenciagdo. Assim, os autores sugerem que a heterogeneidade intratumoral seria
decorrente da evolugdo neutra, uma vez que as CTTs estdao envolvidas nos
processos aleatorios de divisdo simétrica ou assimétrica que ditam o destino das
células (DRIESSENS et al., 2012). Ou seja, essa heterogeneidade seria resultado
desses processos supostamente aleatérios, sem que isso envolvesse qualquer
mecanismo de selecdo natural. J& o terceiro trabalho mostrou que apds a
administracdo de uma droga que eliminava as células proliferativas presentes em
gliomas murinos, o crescimento tumoral era retomado por um pequeno grupo de
células que expressavam um marcador de células tronco neurais (nestina), e davam
origem a uma progénie que gradativamente perdia a expresséo deste marcador.
Entretanto, a eliminacdo conjunta dessa subpopulacdo e de suas células

progenitoras proliferativas proporcionou a, praticamente completa, eliminacdo do
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tumor (CHEN et al., 2012). Um quarto estudo confirmou que o crescimento de
glioblastomas seguia uma hierarquia regida por evolugdo neutra. No entanto, este
mesmo estudo demonstrou a presenca de clones que escapavam a essa regra, pois
podiam ser expandidos mediante o tratamento com quimioterapicos (LAN et al.,
2017).

E interessante ressaltar, no entanto, que essa hierarquia pode ser plastica,
pois em determinadas circunstancias células diferenciadas podem sofrer
desdiferenciacdo e adquirir caracteristicas de CTTs. Um elegante estudo corroborou
para essa conclusdo ao documentar que apo6s a deplecdo de células positivas para o
marcador LGR5, em tumores primarios de célon, esta subpopulacdo era
reestabelecida a partir da populacdo negativa para este marcador, o que permitiu
novo crescimento tumoral. Por outro lado, o mesmo tipo de deplecdo em células de
tumor secundario (metastase hepatica) resultava na sua reducdo (DE SOUSA E
MELO et al., 2017). As diferentes respostas encontradas durante a eliminacdo das
CTTs nos sitios primario e secundéario dao indicios de que o microambiente pode
desempenhar um papel na ativacdo de programas que induzem a desdiferenciacao.
Um exemplo disso foi descrito em ambiente inflamatério onde ha presenca de TNF-a
(do inglés Tumor Necrosis Factor a). O TNF-a causa ativacdo de NF-kB (do inglés
Nuclear Factor-Kappa B) e, em contextos em que a B-catenina se encontra
constitutivamente ativa, esse fator transcricional causa uma superestimulacéo da via
de WNT que faz com que células ndo-tronco do intestino apresentem caracteristicas
de CTTs (SCHWITALLA et al., 2013).

Considerando a relevancia clinica da heterogeneidade tumoral no ambito da
falha terapéutica e da progressdo da doenca, é possivel presumir que uma melhor
compreensdao dos mecanismos envolvidos nesse processo pode contribuir

efetivamente para o avanco da medicina de precisao.

1.2. Células tronco tumorais

O conceito de CTTs surgiu com o trabalho pioneiro de Bonnet e Dick (1997)
em leucemia mieloide aguda, que descreveu nesta doengca uma populacdo de
células — isoladas a partir do perfil de marcadores de superficie relacionados as
células tronco hematopoiéticas (CD34°/CD38) — capazes de se diferenciar ao
mesmo tempo que mantinham capacidade de autorrenovacdo quando

transplantadas em camundongos imunodeficientes. Essas observagdes permitiram
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afirmar que a leucemia mieloide aguda se estabelecia segundo uma hierarquia.
Posteriormente, os mesmos achados foram descritos em cancer de mama, em que 0
transplante de somente 100 células CD44'/CD24"" em camundongos
imunodeficientes era suficiente para iniciar o crescimento tumoral (AL-HAJJ et al.,
2003). Essa populacao também foi descrita em outros tumores sélidos, como cancer
colorretal, de ovario, de préstata, de pulméo, dentre outros (BATLLE; CLEVERS,
2017). No entanto, a frequéncia das CTTs, embora geralmente muito baixa, parece
variar de acordo com o tipo de tumor e mesmo dentro do mesmo tipo tumoral. Por
exemplo, em adenocarcinoma pancreatico essa frequéncia variou entre 1/2500 e
1/18000 células, jA& em adenocarcinoma de ndo pequenas células de pulméo a
frequéncia foi de 1/16000 a 1/30000 ceélulas, mas aumentou apoOs sucessivos
xenotransplantes (ISHIZAWA et al., 2010).

Como ja foi mencionado anteriormente, as CTTs representam uma populacao
de células raras que normalmente sdo quiescentes e detém capacidade de
autorrenovacgdo, além de darem origem também a células progenitoras, as quais
apresentam capacidade transiente de proliferacdo. Dessa forma, pode-se afirmar
gue as CTTs obedecem a uma hierarquia (Figura 1.5a) e sdo responsaveis pelo
crescimento em longo prazo do tumor e, por esse motivo, sdo aquelas que quando
xenotransplantadas conseguem promover o crescimento da nova massa tumoral
(BATLLE; CLEVERS, 2017).

Baseado em estudos com células tronco adultas de tecidos normais, foi
possivel inferir que as células tronco podem apresentar dois tipos de divisédo celular
(Figura 1.5b). Na divisdo simétrica, uma célula tronco da origem a duas células
tronco ou duas células progenitoras de amplificacdo transiente. Ja na divisdo
assimétrica, uma célula tronco dé origem a duas células distintas: uma progenitora e
uma tronco. Desse modo, o nicho tem papel fundamental, ja que atua ditando qual
caminho sera seguido por essas ceélulas e, consequentemente, acaba por promover,
uma competicdo neutra, ou seja, nesta situagdo ndo existe célula mais adaptada,
mas sim um ambiente com capacidade restrita que desloca o equilibrio hierarquico
mais para um lado ou para outro. Dessa forma, a permanéncia de uma célula tronco
em um determinado nicho é o que garante a ela perpetuacéo de suas caracteristicas
fenotipicas. No entanto, o que se verifica no cancer (Figura 1.5c) é que as CTTs
passam a ndao mais necessitar dos sinais vindos do nicho, e isso desequilibra a

hierarquia celular na massa tumoral, que passa a contar com maior niumero de CTTs
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e menor numero de células diferenciadas do que o que se observa em tecidos
saudaveis (BATLLE; CLEVERS, 2017).
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Figura 1.5: Modelo de funcionamento das células tronco em condi¢cdes normais e tumorais. a)
Organizagdo hierarquica das células tronco. b) Maneiras de divisdo da célula tronco (simétrica e
assimétrica) e influéncia da competicdo neutra induzida pelo nicho no destino celular. c)
Independéncia da sinalizacdo do nicho conforme as células tronco adquirem um carater maligno
causando desequilibrio na hierarquia tecidual. Adaptado de BATLLE; CLEVERS, 2017.

A manutencdo das CTTs é regulada por diversas vias de sinalizacdo que
estdo associadas com a embriogénese, tais como: WNT, JAK/STAT, Sonic
Hedgehog e Notch (MATSUI, 2016). Além disso, células tronco embrionarias e
tumorais expressam fatores transcricionais relacionados a pluripoténcia, como SOX2
(do inglés Sex-determining region Y-box 2), OCT4 (do inglés Octamer-binding
transcription factor 4) e NANOG, que sao conhecidos por reprimir a diferenciagao

celular e favorecer o estado tronco (stemness) (LIU; YU; LIU, 2013).
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Outra caracteristica interessante relacionada as CTTs diz respeito a
capacidade que essas células apresentam de resistir as terapias convencionais.
Dentre o0s processos que contribuem para a resisténcia, é possivel citar: a
superexpressao de bombas de efluxo (BLEAU et al., 2009), mecanismos de reparo
de dano no DNA mais eficientes (DESAI; WEBB; GERSON, 2014), ou até mesmo o
aumento da expressdo de genes envolvidos com o metabolismo de espécies
reativas de oxigénio, que resultam em menor inducdo de morte dessas células por
radiacdo ionizante, pois esse tipo de morte é mediada pela producdo de radicais
livres (DIEHN et al., 2009; KIM; KANG; CHO, 2013). Além disso, a plasticidade
dessas células possibilita uma alternancia dindmica entre quiescéncia e entrada no
ciclo celular, prevalecendo a manutencao do estado quiescente durante periodos de
exposicao a tratamentos. Nesse sentido, foi demonstrado que durante o periodo de
tratamento as células tronco de glioblastoma sofrem reprogramacao epigenética
para favorecer a via Notch, que é capaz de mediar um estado de quiescéncia.
Entretanto, 0 mesmo estudo observou que alguns clones no tumor primario ja
apresentam essa reprogramacao mesmo antes da exposicéo do paciente a qualquer
droga (LIAU et al., 2017). Esses achados evidenciam que o melhoramento na
deteccdo das CTTs e na compreensdo dos mecanismos que regem o estado tronco
facilitariam o desenvolvimento de estratégias terapéuticas voltadas para a
eliminacao dessa populacdo de células, o que resultaria em reducdo da resisténcia

e, consequentemente, da recorréncia da doenca.

1.2.1. Mecanismos de deteccéo e isolamento de células tronco

Atualmente, existem diferentes técnicas que permitem a identificacdo e
isolamento da populagéo de CTTs. Todas se baseiam em caracteristicas intrinsecas
dessas células. O ensaio de side population utiliza o corante fluorescente Hoescht
33342 para identificar as CTTs. Como essa populacdo de células apresenta
superexpressdo de transportadores ABC (do inglés ATP-Binding Cassette),
responsaveis pela extrusao de drogas, o corante é rapidamente eliminado da célula
e a populacdo de CTTs € detectada por citometria de fluxo como um rastro lateral,
deslocado em relagdo a populagdo principal, devido a menor intensidade de
fluorescéncia. Nesse ensaio, o verapamil € usado como um controle, ja que, em sua
presenca, ocorre inibicdo dos transportadores ABC e a identificacdo desse rastro é
perdida (SHIMODA; OTA; OKADA, 2018). J4 o ensaio de formacdo de esferas
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possibilita o enriqguecimento de CTTs por meio do crescimento de células em baixa
densidade, em um ambiente de n&do aderéncia, sem indutores de diferenciacao
celular. Nesse sistema, apenas células com capacidade de autorrenovacao
conseguiriam dar origem a uma nova massa tumoral, nesse caso, os esferoides
(AKBARZADEH et al., 2019). A técnica considerada padrao ouro para a deteccao de
CTTs tem sido a tumorigénese in vivo, que consiste no xenotransplante de células
tumorais em camundongos imunodeficientes. Para isso, as células sdo inoculadas
seguindo uma diluicdo limitante. Considerando que apenas CTTs poderiam dar
origem ao tumor é possivel inferir sua frequéncia (AKBARZADEH et al., 2019).
Atualmente, devido as limitacdes desse ensaio, ele vem perdendo espaco para as
técnicas de lineage tracing, que consistem no rastreamento das CTTs mediante a
expressdo génica de algum marcador especifico concomitantemente a uma
recombinase, a qual € capaz de ativar um gene reporter. Assim, € possivel o estudo
in situ das CTTs (BATLLE; CLEVERS, 2017). Além dessas técnicas, a citometria de
fluxo e o cell sorting utilizando anticorpos contra proteinas de superficie presentes
em CTTs podem ser empregados. Essas proteinas funcionam como marcadores
dessa populacao, porém devido a sua grande variabilidade entre os diferentes tipos
de tumor, ainda ndo existe um painel universal de marcadores. Alguns desses
marcadores sdo: CD133 (ou Prominina-1), CD44, CD24, LGR5, dentre outros
(AKBARZADEH et al., 2019). Utilizando citometria de fluxo, é possivel também
avaliar a atividade de ALDH1 (do inglés Aldehyde dehydrogenase 1), utilizando o kit
comercial Aldefluor®, que contém um substrato no qual ALDH1 atua promovendo
sua conversao a um produto fluorescente que se acumula nas células. Como as
CTTs apresentam alta atividade de ALDH1 é possivel identifica-las pela maior
intensidade de fluorescéncia (MELE; LICCARDO; TIRINO, 2018).

Embora diversas metodologias possam ser empregadas para a deteccdo de
CTTs, todas sao estabelecidas a partir de caracteristicas intrinsecas dessa
populacdo, seja a sintese de determinada proteina que funciona como marcador,
aumento de atividade de uma enzima ou sua capacidade de autorrenovagao e de
diferenciacédo. Portanto, avangos no conhecimento dos mecanismos que envolvem a
manutencdo do estado tronco podem contribuir para uma melhor caracterizacao
dessas células, podendo também levar ao desenvolvimento de novas maneiras de
deteccdo e vice-versa. Nesse sentido, é possivel que a glicosilacdo aberrante tenha
um papel significativo tanto na manutencéo do perfil tronco, quanto na identificacao

de novos marcadores, no entanto, este campo vem sendo pouco explorado.
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1.3. Glicosilagédo de proteinas

A glicosilacdo € um processo de modificacdo em que carboidratos séo
adicionados a proteinas ou lipidios por meio de ligagdo covalente, dando origem aos
chamados glicoconjugados. Os carboidratos podem se organizar formando oligo ou
polissacarideos por meio do estabelecimento de ligacdes glicosidicas entre unidades
mais simples chamadas de monossacarideos. Os monossacarideos tém formula
geral (CH,0),, com n variando de trés a sete. E possivel classifica-los de acordo
com o numero de carbonos ou grupo funcional (aldeido ou cetona) que apresentam.
Uma caracteristica fundamental dos carboidratos é a formacdo de isbmeros que
podem ser ¢pticos ou de funcdo. Além disso, os monossacarideos podem se
apresentar na forma ciclica (resultado do ataque que o carbono anomérico sofre por
uma hidroxila da prépria molécula) que origina isbmeros anoméricos alfa e beta
(VARKI et al., 2015). Tendo em vista as caracteristicas apresentadas, é possivel
perceber que as ligacbes glicosidicas podem ocorrer em configuracfes variadas, o
que permite o estabelecimento de uma enorme diversidade de moléculas.

Os (glicoconjugados podem ser agrupados em diferentes classes:
glicoproteinas, proteoglicanos e glicoesfingolipidios (Figura 1.6). As glicoproteinas
podem se apresentar como N-glicanos, O-glicanos ou proteinas ancoradas na
membrana por meio de GPI (do inglés glycosylphosphatidylinositol). Os
proteoglicanos séo formados a partir da ligagdo de cadeias de glicosaminoglicanos
(GAGSs) a proteinas, com excecdo do acido hialurénico (HA do inglés Hyaluronic
Acid), que é encontrado livre e apenas interage com proteinas de forma nao
covalente. Os GAGs que compdem os proteoglicanos, como o heparan sulfato,
queratan sulfato e o sulfato de condroitina, sdo originados a partir da ordenacéo de
dissacarideos formados por uma glicosamina e um &cido urénico ou galactose. Por
fim, os glicoesfingolipidios sdo formados a partir da ligacdo de carboidratos a

lipidios, nesse caso, ceramidas (VARKI et al., 2015).
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Figura 1.6: Representacédo das diferentes classes de glicoconjugados presentes nas células. A
variedade de glicanos engloba N-glicanos, O-glicanos, glicoproteinas ancoradas por GPI,
proteoglicanos formados por glicosaminoglicanos e glicoesfingolipidios. N-glicanos s&o aqueles
ligados a proteinas através da cadeia lateral de residuos asparagina (Asp) enquanto em O-glicanos
essa ligagéo é feita em residuos serina ou treonina (Ser/Thr). Os O-glicanos englobam as mucinas,
caracterizadas pela presenca de uma N-acetilgalactosamina (GalNAc) como primeiro
monossacarideo do glicano e a modificacdo por O-GIcNAc caracterizada pela ligacdo dindmica de
uma Unica N-acetilglicosamina (GIcNAc) em O-glicanos na posicdo (. Os proteoglicanos sao
formados por glicosaminoglicanos ancorados a proteinas, com exce¢do do acido hialurénico que se
encontra livre na matriz extracelular. As proteinas podem ainda ser ancoradas na camada externa da
membrana plasmatica por meio do glicosilfosfatidilinositol. Por outro lado, a ligacdo de glicanos a
lipidios origina os glicoesfingolipidios. Gal (galactose), Glc (glicose), Man (manose), Xyl (xilose), IdoA
(acido idurdnico), GalNAc (N-acetilgalactosamina), GIcNAc (N-acetilglicosamina), GIcN (glicosamina),
Fuc (fucose) e &cido glicurbnico (GlcA). Adaptado de PINHO; REIS, 2015.

Diferentes reacfes enzimaticas mediadas por glicosiltransferases e
glicosidades, definem o estado de glicosilacdo das proteinas. Essas enzimas
participam, respectivamente, da incorporacdo e remocao de monossacarideos a
proteinas e glicanos. Para que isso se torne possivel, nucleotideos acucar devem
estar disponiveis para servir de substrato para essas enzimas. Os nucleotideos
acucar se originam a partir da dieta, da via de novo ou da via de reaproveitamento e
sao resultantes da associagcdo de um monossacarideo a UDP (uridina difosfato),
GDP (guanosina difosfato) ou CMP (citidina monofosfato). J& os monossacarideos
que constituem os nucleotideos acucar podem ser: acido sidlico (Neu5Ac), fucose
(Fuc), glicose (Glc), manose (Man), galactose (Gal), N-acetilglicosamina (GICNAc),
N-acetilgalactosamina (GalNAc), xilose (Xyl) e acido glicurdnico (GlcA). E importante
ressaltar que todos eles podem ser obtidos através da glicose. Findado esse
processo, pode-se ter como resultado final a geracdo de N- e O-glicanos que diferem

de acordo com o residuo de aminoacido da proteina ao qual o0 monossacarideo se
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liga. Em N-glicanos, a ligacdo ocorre em residuos de asparagina (Asp) que devem
aparecer necessariamente na sequéncia Asn-X-Ser/Thr (asparagina — qualquer
aminoacido — serina ou treonina), enquanto em O-glicanos essa ligagcdo ocorre em
residuos serina ou treonina. Outra divergéncia entre N- e O-glicanos diz respeito ao
seu processo de sintese. Os N-glicanos sdo formados a partir da transferéncia de
um oligossacarideo precursor (formado por 14 monossacarideos) em bloco para as
proteinas, enquanto em O-glicanos os oligossacarideos sdo montados pela adi¢cdo
de monossacarideos um a um (VARKI et al., 2015). ApOs essa etapa inicial de
transferéncia do oligossacarideo precursor, os N-glicanos sdo processados e sua
maturacdo envolve diferentes etapas denominadas alongamento, decoracdo e
capeamento. O que se observa entdo ao final do processo sao trés tipos principais
de N-glicanos (Figura 1.7): 1) os ricos em manose, que ndo apresentam antenas
formadas a partir da adicdo de uma molécula de GIcNAc; Il) os hibridos, que
apresentam uma porc¢ao rica em manose e outra na qual ocorre alongamento a partir
da adicdo de uma molécula de GIcNAc, gerando uma antena; e Ill) os complexos,
que se caracterizam pela presenca de duas a quatro antenas (VARKI et al., 2015).
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Figura 1.7: Principais tipos de N-glicanos. A figura apresenta o N-glicanos ricos em manose,
hidridos com presenca de antena e uma porcdo de manose e 0os complexos com suas mdultiplas
antenas. O retangulo preto ressalta o esqueleto (core) invariavel dos N-glicanos formado pelos 5
monossacarideos mostrados na figura. Adaptado de VARKI et al., 2015.

Os O-glicanos, com excecdo de alguns casos especiais, tem sua sintese
iniciada a partir da transferéncia de GalNAc para serinas ou treoninas de proteinas.
Frequentemente, a adicdo de GalNAc é seguida de alongamento desse glicano que
pode gerar quatro tipos de estruturas principais, conhecidas como core. Assim como
ocorre com 0s N-glicanos, esses core também podem ser maturados ao longo da
sua sintese no complexo de Golgi (BECKER; TRAN; TABAK, 2018).
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A modificacdo por O-GIcNAc representa um tipo especial de O-glicosilagéo,
que envolve a transferéncia de apenas um monossacarideo (GIcNAc) para proteinas
e pode ocorrer no nudcleo, citoplasma ou mitocéndria. A regulacdo desse tipo de
modificacdo € de responsabilidade de duas enzimas com a¢des antagonicas: OGT
(O-GIcNAc transferase), que catalisa a reacdo de adicdo de GIcNAc, e OGA (O-
GIcNAcase), que promove a remocao do GIcNAc (Figura 1.8) (NIE; YI, 2019). Para
que OGT desempenhe sua funcdo, é necessaria a presenca de UDP-GIcNAC,
nucleotideo acucar, que funciona como substrato para a atuacdo dessa enzima. A
sintese do UDP-GIcNAc envolve a integracdo entre o metabolismo da glicose, de
aminoacidos, de acidos graxos e de nucleotideos numa mesma via denominada via
das hexosaminas (Figura 1.8) e por esse motivo esse nucleotideo aclcar é

considerado um sensor metabolico (HART, 2019).
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Figura 1.8: Sintese de UDP-GIcNAc através da via das hexosaminas. A figura representa a via
das hexosaminas como sensor metabdlico, evidenciando a necessidade de influxo de produtos do
metabolismo de glicose, amino&cidos, acidos graxos e nucleotideos. Essa via depende da enzima
limitante GFAT para seu funcionamento e origina como produto final o UDP-GIcNAc. Uma vez
sintetizado, o UDP-GIcNAc é utilizado como substrato de OGT para a transferéncia de GIcNAc para
proteinas. Antagonicamente, essa modificacdo € retirada por OGA. Além disso, o UDP-GIcNAc
também é utilizado na sintese de N- e O- glicanos. Adaptado de SLAWSON; COPELAND; HART,
2010.

1.4. Papel dos glicanos em cancer
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Em condi¢cdes normais, os carboidratos regulam uma série de eventos
celulares como: adesdo célula-célula e célula-matriz, reconhecimento imunol6gico
de patogenos, sinalizacdo celular promovida por estabilizacdo de proteinas na
membrana, dentre outros (CUMMINGS; PIERCE, 2014; CUMMINGS, 2019). Com o
estabelecimento de doencas como o cancer, alguns desses processos sofrem
desregulacédo, muitas vezes, mediada por glicosilacbes aberrantes. A contribuicao
dos processos de glicosilacdo ao longo da tumorigénese fez com que esse tipo de
modificacao pos-traducional fosse apontada como um hallmark do cancer (VAJARIA,
PATEL, 2017). Nesse sentido, a tumorigénese pode ser favorecida por determinadas
estruturas de glicanos, como, por exemplo, € o caso dos O-glicanos truncados, dos
antigenos Lewis, dos arranjos sialilados, fucosilados e p-1,6 ramificados.

Durante a sintese de O-glicanos (Figura 1.9b), a adicao de GalNAc a residuos
serina/treonina de proteinas origina o antigeno Tn. ApOs esse evento a enzima
C1GALT1, também conhecida como T-sintase, adiciona uma galactose a GalNAc
formando o core 1, também conhecido como antigeno T. No entanto, para que iSso
aconteca, a enzima T-sintase deve apresentar um enovelamento correto que é
garantido pela chaperona COSMC. Amostras de CCR apresentam niveis
aumentados dos antigenos Tn e da sua forma sialilada sTn (gerada pela acédo de
ST6GALNAC1) quando comparadas com o tecido normal adjacente, no entanto, nao
apresentam alterac6es funcionais nem em COSMC nem em T-sintase (SUN; JU;
CUMMINGS, 2018). Além disso, T-sintase também apresenta niveis aumentados em
amostras de CCR e foi correlacionada ao pior prognéstico e a aquisicdo de um
carater maligno pelas células tumorais (HUNG et al., 2014). Somado a isso, ha maior
atividade de ST3GAL1 e maior marcacgéo do seu produto (sT) em amostras de CCR
guando comparadas com o tecido normal adjacente, embora esse efeito seja menos
evidente que o observado para os tecidos de cancer de mama (PATIL et al., 2014).
Outro aspecto importante esta vinculado ao fato dos antigenos sT e sTn serem
encontrados predominantemente em MUC1 e na variante 6 de CD44 (HOLST;
WUHRER; ROMBOUTS, 2015), uma vez que ambos apresentam correlagdo com o
pior prognostico dos pacientes com CCR (WANG et al., 2017; LI et al., 2019).

Além dos O-glicanos truncados iniciados pela adicdo de GalNAc, a
modificacdo por O-GIcNAc (Figura 1.8), um tipo especial de O-glicosilacao, tambéem
se mostra bastante relevante no contexto do cancer. Esse tipo de modificacéo

depende da disponibilidade do produto final da via das hexosaminas: o UDP-
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GIcNAc. Um dos pontos limitantes dessa via € determinado pela enzima GFAT
(glutamina-frutose-6-fosfato amidotransferase) que apresenta duas isoformas:
GFAT1 (codificada pelo gene GFPT1) e GFAT2 (codificada pelo gene GFPT2).
Ambas tém seus niveis aumentados em amostras de CCR (VASCONCELOS-DOS-
SANTOS et al., 2017). Em células de carcinoma de pulméo de ndo pequenas células
estimuladas com TNF/TGF-f3, para a inducdo de EMT, foi observado aumento da
expressdo de GFPT2 mediada por NF-kB 0 que promovia aumento da migracao
celular (SZYMURA et al., 2019). Também foi relatado que pacientes com cancer
pancreatico que apresentavam maiores niveis de GFAT1 foram associados a uma
menor sobrevida global (YANG et al., 2016). Outros estudos apontaram aumento
dos niveis proteicos de OGT e das modificacdes por O-GIcNAc em amostras de
cancer de pulmao e célon (Ml et al., 2011). O aumento das modificacdes por O-
GIcNAc leva a um aumento dos niveis proteicos de B-catenina, bem como, de sua
atividade transcricional resultando em aumento de migragéo em linhagens celulares
de fibroblastos (HAROSH-DAVIDOVICH; KHALAILA, 2018).

A enzima N-acetilglicosaminiltransferase-V, conhecida por MGAT5 ou GnT-V,
é codificada pelo gene MGATS5. Essa enzima é responsavel pela transferéncia de
uma N-acetilglicosamina para residuos de manose de N-glicanos através de uma
ligacdo B-1,6 a qual origina N-glicanos ramificados (Figura 1.9a). Em cancer
colorretal, o aumento dos niveis dessa enzima estd correlacionado com pior
prognostico e com o desenvolvimento de metastases (MURATA et al., 2000). Com a
ramificacdo do N-glicano ele pode ser entdo alongado através de estruturas LacNAc,
compostas por sequéncias de galactose e N-acetilglicosamina geradas
principalmente pelas enzimas B3GNT2 (codificada pelo gene BAGNT2) e B4GALT1
(codificada pelo gene B4GALT1). Além dos N-glicanos tetra antenados, essas
estruturas também podem estar presentes em O-glicanos e glicolipidios. Uma vez
formadas, elas podem ser decoradas com antigenos Lewis (TOGAYACHI et al.,
2010; BYDLINSKI et al., 2018) (Figura 1.9c). O encadeamento de dois ou mais
desses dissacarideos origina as estruturas poli-LacNAc (Figura 1.9a) capazes de
interacdo com galectinas (proteinas com dominios do tipo lectina que se ligam a
carboidratos). Essa interacdo € especialmente importante no caso de receptores de
membrana que podem ser estabilizados pelas galectinas, o que prolonga a duracao
da sinalizacdo celular (FERREIRA et al., 2018). A superexpressao de B3GNT2 em
células de cancer colorretal promove aumento da migracdo in vitro e aumento dos

niveis proteicos de MMP-2 e -14, no entanto, as analises de amostras de CCR
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indicaram reducao da sua marcacédo em relacédo ao tecido normal adjacente (JIANG
et al., 2018).

Tendo em vista os diversos aspectos da tumorigénese que podem ser
impactados pela glicosilacdo aberrante € plausivel hipotetizar que ela também tenha

papel sobre a manutencéo da populacdo de CTTs.
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Figura 1.9: Principais estruturas de glicanos relevantes para o cancer. (a) Representa estruturas
alteradas em N-glicanos indicando a presenca de core fucosilagdo sintetizada pela enzima FUTS,
estruturas Poli-LacNAc sintetizadas pelo trabalho conjunto das enzimas B3GNTs e B4GALTSs,
sialilacdo terminal a-2,3 e a-2,6 sintetizadas por ST3GAL4/6 e ST6GALL, respectivamente e a
competicdo entre MGAT3 e MGAT5 para a sintese de estruturas B-1,4 bifurcadas ou B-1,6
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ramificadas. (b) Arranjos de glicanos alterados em O-glicanos destacando a enzima C1GALT1
(também chamada de T-sintase) que necessita da ligacdo a chaperona COSMC para sua correta
funcéo, assim alteracdes observadas em qualquer uma delas implica em deslocamento da sintese
para O-glicanos truncados Tn, sTn. Além desses também merecem destaque o antigeno T e o sT. (c)
Estrutura de antigenos Lewis, representando os arranjos de tipo 1 e 2. Caixas verdes representam as
glicosiltransferases envolvidas na sintese de cada arranjo. Adaptado de PINHO; REIS, 2015.

1.5. Papel dos glicanos no estado tronco tumoral

Um aspecto interessante que da indicios que diferentes arranjos de glicanos
podem estar envolvidos na regulacdo da populacdo de CTTs esté ligado ao fato da
maioria dos marcadores utilizados para identificar essa populacdo serem
glicoproteinas (MALLARD; TIRALONGO, 2017).

A modificagdo de CD44 por O-glicanos truncados em modelos de cancer
gastrico aumenta sua interacdo com o acido hialurénico da matriz (MEREITER et al.,
2019). Por outro lado, a presenca de acidos sialicos terminais em N-glicanos de
CD44 impede sua interacdo com o acido hialurénico (FALLER; GUVENCH, 2014).

Para a glicoproteina CD133, a perda induzida de um de seus sitios de N-
glicosilagdo impede sua interagdo com a (-catenina o que resulta em inativacdo da
via de WNT (LIU et al., 2015). Além disso, a presenca de sialilagdo a-2,3, estrutura
catalisada por enzimas ST3GAL-T (Figura 1.9a), € capaz de promover reducédo da
cinética de degradacao de CD133 (ZHOU et al., 2010).

Para além da atuacéo dos glicanos em modificacbes de marcadores de CTTs
eles também parecem desempenhar um papel na manutencdo da pluripoténcia.
Segundo um estudo realizado com células tronco embrionéarias (ESCs, do inglés
Embryonic Stem Cells) e iPS (do inglés Induced Pluripotent Stem Cell), ambas
possuiam mais glicanos com sialilacdo a-2,6 (Figura 1.9a) quando comparadas com
células nao tronco. A inducdo de diferenciacdo reduziu esse tipo de sialilacéo e, de
forma analoga, a remocdo dessas estruturas por neuraminidases induziu
diferenciacdo. Vale ressaltar que, além da sialilagdo, ambas as células também
possuiam maiores niveis de fucosilagédo a-1,3 e a-1,6 (ALISSON-SILVA et al., 2014).
Em tecidos normais de colon, a enzima ST6GALL (que promove a sialilacdo a-2,6)
foi documentada apenas na base das criptas (local conhecido por abrigar células
tronco), colocalizando com ALDH1. Esse mesmo estudo também demonstrou que
células com maiores niveis de ST6GAL1 eram CD133+/ALDH1+ e resistentes ao
irinotecano (SWINDALL et al., 2013). De fato, ST6GAL1 parece regular SOX9 para
manter o estado tronco (SCHULTZ et al., 2016). Além disso, recentemente, foi
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demonstrado que SOX2 é capaz de se ligar ao promotor de ST6GALL e induzir sua
transcricdo (DORSETT et al., 2019).

A enzima MGATS5 (Figura 1.9a) também parece participar de um mecanismo
gue beneficia a populacdo de CTTs. Esse mecanismo envolveria a modificacdo de
receptores Frizzled 7 por N-glicanos com ramificagbes do tipo (1,6-GIcNAc,
impactando na sinalizagcdo de WNT e resultando no favorecimento da populacdo de
CTTs (GUO; NAGY; PIERCE, 2014).

No que diz respeito a fucosilagdo, um grupo mostrou a partir de um array de
lectinas feito em células resistentes a gemcitabina que apresentavam caracteristicas
tronco um aumento de fucosilacdo a-1,2; a-1,3 e a-1,4. Isso foi acompanhado por
aumento na expressdao de FUTL1, 2, 3, 4 (Figura 1.9c), além de reducdo na
expressao de FUT8 (responséavel pela adicdo de fucose na posi¢do a-1,6 ao primeiro
GIcNAc do core de N-glicanos, conforme ilustrado na figura 1.9a). No entanto, o
aumento de fucosilagdo ndo estava envolvido com a resisténcia a droga, e foi
confirmado ocorrer mesmo em células sem tratamento quando eram submetidas ao
ensaio de formacgéao de esferas (TERAO et al., 2015).

Em relacdo aos O-glicanos, a presenca de estruturas truncadas sTn (Figura
1.9b), favorecidas pelo silenciamento da chaperona COSMC, induziu EMT (do inglés
Epithelial Mesenchymal Transition) em células de cancer pancreatico. Estas
estruturas foram capazes, também, de promover o fendtipo tronco, o que foi
evidenciado pelo aumento de side population, de formacao de esferas e das células
CD44+ ou CD133+, dependendo da linhagem celular estudada (THOMAS et al.,
2019). Em CTTs de péancreas foi observado um aumento de dois antigenos de
carboidratos associados ao tumor, Tn e sLe? (Figura 1.9b e c, respectivamente), e
maiores niveis das enzimas GALNT3 (responsavel pela adicdo de GalNac a
residuos Ser/Thr para sintese do antigeno Tn) e B3GNT3 (responsavel pela
extensdo do core 1 através da sintese da estrutura poli-LacNAc). Além disso, foi
observada também reducéo dos niveis de MGAT4A (responséavel pela ramificagéo [3-
1,4 que gera N-glicanos tri- e tetra-antenados). Curiosamente, tratamentos com
inibidores de N-glicosilacdo (como a tunicamicina) e O-glicosilacdo (como o BAG,
benzil-2-acetamido-2-deoxi-a-D-galactopiranosidio), assim como o silenciamento de
GALNT3, foram capazes de promover diminuicdo dessa subpopulacdo (BARKEER
et al., 2018).

Com relacdo a modificagdes por O-GIcNAc (Figura 1.8), foi observado em

células de cancer colorretal que a redugdo na expressao de OGT é acompanhada
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de reducdo na populagcdo de CTTs as quais passam a expressar MYBL1, um
ativador transcricional que atua no processo de diferenciacdo (GUO et al., 2017).
Contrariamente, outro estudo, também utilizando células de céncer colorretal,
apontou que a inibicdo de OGT resultou na geracdo de uma populacdo de células
com caracteristicas tronco que apresentavam aumento dos marcadores
CD44+/CD133+ e eram capazes de formar esferas (FUENTES-GARCIA et al.,
2019).

Embora um numero discreto de estudos evidencie a presenca de glicosilacédo
aberrante em CTTs, nenhum vislumbrou os glicanos como marcadores plausiveis
dessa populacdo, tampouco enxergou esses acglUcares como sendo fruto de
processos alterados que poderiam ressaltar aspectos proprios das CTTs. Além
disso, ainda se sabe pouco a respeito do impacto que essas modificacdes poderiam

causar na manutencao do perfil tronco.
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2.

Justificativa do estudo

Globalmente o cancer colorretal representa um importante problema de saude
publica devido a sua alta taxa de mortalidade. A elevada heterogeneidade que
perpassa essa doenca favorece a recorréncia e o desenvolvimento de metastases e
é um fator complicador para o estabelecimento de critérios que estratifiquem
pacientes por subtipos moleculares capazes de predizer o desfecho e guiar decisdes
relacionadas a pratica clinica.

As CTTs representam uma populacdo com capacidade de autorrenovacao e
diferenciacdo capaz de originar todas as células dentro da massa tumoral, além de
possuir caracteristicas intrinsecas que conferem resisténcia as terapias
convencionais. Assim, pesquisas que visem melhorar a identificacdo das CTTs
poderiam indicar grupos de pacientes com maior propensao a recorréncia. Tendo em
vista que a glicosilacdo de proteinas é alterada no contexto do cancer, e que muitos
dos marcadores utilizados atualmente para a identificacdo das CTTs sé&o
glicoproteinas, a analise mais detalhada dos glicanos diferencialmente expressos em
CTTs poderia resultar na identificacdo de glicobiomarcadores que permitissem
discernir entre células tronco adultas normais e tumorais, por meio da identificacao
de algum carboidrato préprio dessas ultimas. Por outro lado, a glicosilacdo aberrante
poderia ter impacto nos mecanismos que sustentam o carater tronco dessas
subpopulacdes, de modo que uma melhor compreenséo desses processos, a partir
do ponto de vista das modificagbes poOs traducionais, poderia contribuir para o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas que visem  atingir

especificamente as CTTs, prevenindo, assim, o desenvolvimento de metastases.
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3.

Objetivo
3.1. Objetivo Geral

Investigar glicobiomarcadores para subpopulacées de células tronco tumorais

de cancer colorretal.
3.2. Objetivos Especificos

-Estabelecer um protocolo de formacédo de esferas utilizando células de
céancer colorretal.

-Determinar se o ensaio de formacdo de esferas desenvolvido € capaz de
promover enriguecimento de subpopulacfes de CTTs

-Identificar glicogenes que se encontram diferencialmente expressos nas
CTTs.

-Rastreatr, in silico, possiveis correlacdes entre a expressao de marcadores de
CTTs e glicogenes.

-Comparar, in silico, a expressao dos marcadores de CTTs e dos glicogenes
entre amostras normais e tumorais, e, entre os diferentes estadios do cancer
colorretal.

-Avaliar, in silico, o impacto da alta e da baixa expressdo de marcadores de

CTTs e de glicogenes sobre o desfecho clinico.
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Materiais e métodos
4.1. Cultura de células

As linhagens celulares derivadas de adenocarcinoma colorretal humano
Caco-2 (HTB-37) e HT-29 (HTB-38), obtidas originalmente da American Type
Culture Collection (ATCC), tiveram suas autenticidades testadas através da analise
do perfil de STRs (do inglés, Short Tandem Repeats) realizada pelo Laboratorio de
Bioengenharia Tecidual do Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia
(Tabelas 4.1 e 4.2). Essas linhagens apresentam diferencas com relacéo ao grau de
diferenciacéo, além de apresentarem diferentes perfis mutacionais. Caco-2 é bem
diferenciada e apresenta mutacdo em APC e TP53. Por outro lado, HT-29 é
moderadamente diferenciada e apresenta mutacdo em APC, BRAF, PIK3CA e TP53
(AHMED et al.,, 2013). Ambas foram cultivadas em meio DMEM (do inglés
Dulbecco’s Modified Eagle Medium; GIBCO, Thermo Fisher Scientific) rico em
glicose, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 1% de
penicilina/estreptomicina (Thermo Fisher Scientific) e mantidas em estufa a 37°C

com 5% de CO, até atingirem a subconfluéncia.

Tabela 4.1: Nimero de repeticdes em cada alelo da amostra de Caco-2 analisada e da referéncia
(ATCC) para cada um dos sitios genéticos avaliados. O percentual de correspondéncia entre a
amostra e a referéncia foi de 97 %. O marcador D21S11 nao foi utilizado para o célculo de
correspondéncia, pois ndo esta descrito na amostra referéncia.

Amostra
Designacio da linhagem celular Caco-2 Caco-2 ATCC® HTB-37
e.g. nome e nimero de catdlogo
D13S317 13,14 11,13,14
D16S539 12,13 ] 12,13
CSF1PO 11,11 11,11
THO1 6.6 ‘ 6,6
vWA 16,18 16,18
D21S11 30,30 } _
D7S8820 11,12 11,12
D5S818 12,13 12,13
TPOX 9,11 9,11
Amelogenina XX XX
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Tabela 4.2: Namero de repeticdes em cada alelo da amostra de HT-29 analisada e da referéncia
(ATCC) para cada um dos sitios genéticos avaliados. O percentual de correspondéncia entre a
amostra e a referéncia foi de 100 %. O marcador D21S11 nao foi utilizado para o calculo de
correspondéncia, pois ndo esta descrito na amostra referéncia.

Designacio da linhagem celular HT-29 HT-29 ATCC® HTB-38
e.g. nome e numero de catdalogo

D13S317 11,12 11,12
D16S539 ‘ 11,12 11,12
CSF1PO 11,12 11,12
THO1 ‘ 6,9 6,9
vWA 17,19 17,19
D21S11 | 29,30 -
D7S8820 10,10 10,10
D5S818 11,12 11,12
TPOX 8.9 8,9
Amelogenina XX XX

4.2. Ensaio de formacéo de esferas

As células previamente cultivadas em condicdo 2D (parental) foram
tripsinizadas, contadas em camara de Neubauer e ressuspendidas em meios
especificos para a selecédo de células tronco tumorais 0s quais ndo continham SFB.
A composicao dos diferentes meios testados € descrita no item a seguir. Além disso,
com intuito de promover o cultivo celular em suspenséo, foi gerada uma condicéo de
nao aderéncia pelo revestimento prévio de placas de cultura de 6 po¢cos com uma
solugcdo de agarose 0,6% contendo 1% de penicilina/estreptomicina. Decorrido o
tempo de polimerizacdo da agarose, as células foram plaqueadas e deixadas em
cultura por 7 dias, quando eram adicionados mais 1,5 mL de meio de selecdo em
cada um dos pocos. Para ambas as linhagens celulares duas concentracdes de
células foram testadas: 3x10° e 4x10° células/poco. Ao final de 14 e 26 dias,
respectivamente, as esferas de Caco-2 e HT-29 eram coletadas.

4.2.1. Composicao dos diferentes meios testados

Para o ensaio de formagéao de esferas, trés diferentes meios foram testados, a
fim de determinar aquele que geraria maior rendimento. Foram eles:

Meio 1 (M1) — DMEM/F12 Ham (Sigma Aldrich) suplementado com 2% de
B27 (GIBCO, Thermo Fisher Scientific), 0,5 mg/mL de hidrocortisona (Sigma
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Aldrich), 20 ng/mL de FGF (Sigma Aldrich), 20 ng/mL de EGF (Sigma Aldrich) e 1%
de penicilina/estreptomicina (Thermo Fisher Scientific).

Meio 2 (M2) — DMEM/F12 Ham suplementado com 2% de B27, 20 ng/mL de
FGF, 20 ng/mL de EGF e 1% de penicilina/estreptomicina.

Meio 3 (M3) — DMEM/F12 Ham suplementado com 2% de B27, 20 ng/mL de
FGF, 20 ng/mL de EGF, 0,4% de BSA (do inglés Bovine Serum Albumin, Sigma
Aldrich), 5 pg/mL insulina e 1% penicilina/estreptomicina.

4.3. Analise da expressao génica por RT-gPCR
4.3.1. Extracdo e quantificacdo de RNA

Para a extracdo do RNA total, as células foram colocadas em contato com
Trizol® (Invitrogen) e centrifugadas a 12000 g por 10 minutos a 4°C. A seguir, 0
sobrenadante foi retirado, sendo posteriormente incubado com 200 pL de
cloroférmio por 5 minutos em gelo. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a
12000 g por 15 minutos a 4°C. Ao final dessa etapa, a fase aquosa era transferida
para um novo microtubo e incubada overnight a -20°C com 500 pL de isopropanol.
Apoés esse periodo, ocorria nova centrifugacdo das amostras a 12000 g por 10
minutos a 4°C, o sobrenadante era retirado, o pellet restante sofria adicdo de 1 mL
de etanol 75 % diluido em 4gua DEPC (dietilpirocarbonato) e centrifugacdo a 12000
g por 5 minutos a 4°C. O etanol foi entdo retirado e as amostras deixadas em
temperatura ambiente por 10 minutos para a evaporacdo do etanol remanescente.
Finalmente, o RNA era solubilizado em 10-20 pL de agua DEPC e a solugao
aquecida a 60 °C durante 10 minutos para concluir a solubilizacdo e promover
evaporacao de etanol residual.

Apés a extracdo, o RNA obtido era quantificado com o auxilio do NanoDrop
Lite (Thermo Fisher Scientific), equipamento capaz de mensurar através de
espectrofotometria a quantidade de acidos nucleicos presentes na amostra. Dessa
forma, a partir de 1 uL de amostra foi possivel obter a quantidade de RNA em ng/uL
e 0 grau de pureza da amostra que é dado pela razdo A260/A280. Essa razao
aponta possiveis contaminagcdes do RNA com proteinas, ja que acidos nucleicos tem
absorbancia maxima em comprimento de onda de 260 nm e proteinas em
comprimento de onda de 280 nm. Assim, amostras com grau de pureza inferior a 1,7

foram descartadas.
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4.3.2. Sintese de DNA complementar (c-DNA)

Apébs a quantificacdo, 500 ng de RNA eram tratados com DNase (Invitrogen)
durante 30 minutos a 65 °C, a fim de evitar a contaminagdo da amostra com
fragmentos de DNA. A eliminacdo do DNA foi testada por meio da utilizacdo de
amostras que ndo passavam pelo processo de transcricdo reversa, mas eram
tratadas ou ndo com DNase de modo que as tratadas nao deveriam apresentar
amplificacdo durante a Reacdo em Cadeia da Polimerase. Uma vez efetuado esse
controle, a fita de c-DNA foi sintetizada a partir da fita simples de RNA por meio de
uma reacao de transcricdo reversa empregando o kit ImProm Il ® (Promega). Para
isso, eram adicionados ao microtubo contendo 500 ng de RNA tratado com DNase 1
uL de primer randémico (Invitrogen) a uma concentracéao final de 0,5 pg/uL e 1 pL do
mix de dNTP (Invitrogen) a uma concentracédo final de 10 mM, entdo a amostra era
incubada a 65 °C por 5 minutos seguido de resfriamento em gelo por 1 minuto,
depois eram adicionados 4 pL do tampéo 5x, 2,5 yL de MgCl; (25 mM) e 0,5 pL de
agua livre de nuclease. Era feita uma incubacgdo de 2 minutos a 65 °C. Por fim, foi
adicionado 1 pL da enzima transcriptase reversa ImProm Il ® e as amostras foram
colocadas em termociclador com a seguinte ciclagem: 25 °C - 5 minutos/ 42 °C - 60
minutos/ 70 °C - 15 minutos.

4.3.3. Obtencao das sequéncias iniciadoras

A sequéncia dos iniciadores de LGR5 foi obtida a partir de dados da literatura
(LIN et al., 2015) enquanto as demais sequéncias dos marcadores de CTTs foram
gentilmente cedidas pela Dra. Sheila Coelho. As sequéncias dos glicogenes foram
todas desenhadas conforme descrito a seguir. Inicialmente as sequéncias dos
MRNAs de cada glicogene estudado foram obtidas em formato FASTA através da
plataforma do NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/gene). Todas as variantes eram entéo
aneladas por meio da ferramenta online Clustal Q
(www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) e éareas de sobreposicdo entre elas foram
selecionadas. Utilizando a plataforma Ensembl (www.ensembl.org) a sequéncia
dessas areas era entdo verificada para confirmar se correspondia a uma regido de
exon. Feito isso, os iniciadores eram desenhados pelo software Generunner
seguindo os seguintes critérios: tamanho de 18 a 25 pares de bases, temperatura de

dissociacdo (melting) variando de 56 a 60 °C, presenca de 40-60% de citosina e
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guanina, temperatura para a formacgdo de hairpin de, no maximo, 30 °C e variacéo
da energia livre de Gibbs (AG) que mede a espontaneidade da ocorréncia de uma
reacdo sendo até -10kcal/mole, tanto quando se considerava a formacdo de
homodimeros ou heterodimeros e, por fim, apresentar um amplicon de 80 a 150
pares de bases. Os parametros eram entdo reavaliados com a plataforma IDT
OligoAnalyser (www.idtdna.com/calc/analyzer). Finalmente, a especificidade de cada
uma das sequéncias era verificada in silico através da plataforma BLAST (do inglés
Basic Local Alignment Search Tool < www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi>). As

sequéncias iniciadoras sao apresentadas na tabela 4.3.

Tabela 4.3: Lista contendo as sequéncias iniciadoras utilizadas nas analises de qPCR.

Genes Sequéncia (5’-3’)

PROM1 Senso: TCATACTGGTGGCTGGGTGG

(CD133) Antissenso: GGTGGTCGGGGTGGCAT

CD44 Senso: CTTCAGGAGGTTACATCTTTTACAC
Antissenso: TCATCAAAGTGGTAGCAGGGA

CDh24 Senso: TGCTCCTACCCACGCAGATT
Antissenso: GGCCAACCCAGAGTTGGAA

LGR5 Senso: GTGGCAGCAAGTATGGCG
Antissenso: AGCAAAGGGAATTGAGCAAG

ALDH1 Senso: TGCTGGCGACAATGGAGTCAATG
Antissenso: AACCTGCACAGTAGCGCAATGT

B3GNT2 Senso: CGAGGCATACTGGAACCGAGAG
Antissenso: CAGGTCAGGTTCGCAGTAGTTCAG

B4GALT1 Senso: CCGCTAGCAACTTGACCTCG
Antissenso: CTCCAGGTCCACAGGCATGTTAAAC

MGAT5 Senso: GGCAGAAAAGCAGAACCTTG
Antissenso: AGCTGAAATCCTAATGTCATGGC

GFPT1 Senso: TCCGGCATCATGTGTGGTATATTTG

(GFAT1) Antissenso: GCCTCCATCAAATCCCACACC

GFPT2 Senso: TGCCTACATGAACTACAGAGTCC

(GFAT2) Antissenso: CCGAGTCGTAGCCTCTGTAC

OGA Senso: GCAGTGCGGATAAACAGGAAGC
Antissenso: CAAGGGTCCTGTCCTCGTTCTC

OoGT Senso: GCCGCCATTTCAAGACCGTAC
Antissenso: CTACCAGCAAGAACGTATTTGGAGG

ST3GAL1 Senso: CCAAGCAGATGGTCCTGGA

32



Antissenso: CATCGGTAGGTGTCGTCCTC

PPIA Senso: AACCACCAGATCATTCCTT
Antissenso: GCGAGAGCACAAAGATTC
UBE2D2 Senso: TGTTCTCTGTTGTGTGATCCCA
Antissenso: CCCGAGCTATTCTGTTGTACTTT
ACTB Senso: TACAATGAGCTGCGTGTGG
Antissenso: TAGCACAGCCTGGATAGCAA
18S Senso: AACCCGTTGAACCCCATT
Antissenso: CCATCCAATCGGTAGTAGCG
PGK1 Senso: CAAGCTGGACGTTAAAGGGA

Antissenso: CTTGGGACAGCAGCCTTAAT
ZUP1 (ZUFSP) Senso: GCAGTCTCAAGCAACTTCGG
Antissenso: TGTCTCCTGGCAAGTTTCTCC

LRRC2 Senso: GGGTGTTGGAGGCATCATCT
Antissenso: TGCAATTGTTGAAGGCTGGG
B2M Senso: TCCAGCGTACTCCAAAGATTCA
Antissenso: ATGTCGGATGGATGAAACCC
GUSB1 Senso: TCGATGACATCACCGTCACC
Antissenso: GTCCCATTCGCCACGACTTT
GAPDH Senso: CAACAGCCTCAAGATCATCAGCAA

Antissenso: AGTGATGGCATGGACTGTGGTCAT

4.3.4. Reacédo de PCR quantitativo em tempo real (QPCR)

Primeiramente, as reacdes foram feitas empregando diluicbes seriadas do c-
DNA a fim de gerar uma curva padrdo para as sequéncias iniciadoras. A partir dai,
foi possivel obter uma regressao linear da curva padrédo a qual fornece informacoes
a respeito da linearidade (R?), inclinagcéo da reta (slope) e eficiéncia da reacdo (dada
através da féormula E=10°P® _1). Tendo em vista isso, os oligonucleotideos que
apresentaram eficiéncia de reacdo entre 90-110 % e coeficiente de determinacao
(R?) maior que 98% foram utilizados.

A RT-gPCR foi realizada nos termocicladores Applied Biosystems 7500 e ViiA
7 (Thermo Fisher Scientific). Reagbes com 10 pL de volume final eram constituidas
de: 1 pL de cDNA diluido 1:2; 0,6 pL de iniciadores a uma concentracao final de 0,3
uM; 5 pL do reagente GoTag® gPCR Master Mix (Promega) que emite fluorescéncia
mediante interacdo com as moléculas de dupla fita; e 3,4 pL de agua livre de

nuclease. Cada reacédo foi feita em triplicata em presenca de dois controles
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negativos para cada alvo. As reacdes envolvendo os marcadores de CTTs tinham o
seqguinte perfil de ciclagem: 95 °C - 30 segundos/ 60 °C - 40 segundos/ 60 °C - 30
segundos durante 40 ciclos, com excecdo de LGR5 que ciclava a 95 °C - 30
segundos/ 55 °C - 40 segundos/ 72°C - 30 segundos também por 40 ciclos. J& o
perfil de ciclagem dos glicogenes era: 95 °C - 30 segundos/ 60 °C - 40 segundos/
72°C - 30 segundos durante 40 ciclos.

A expressdo dos genes alvo foi normalizada pela média geométrica dos
valores dos genes referéncia PPIA e UBE2D2, no caso das andlises referentes a
Caco-2, enquanto para as analises referentes a HT-29 a normalizacdo foi feita
apenas pela média aritmética dos valores de PPIA. O calculo da expressao génica
foi realizado utilizando a férmula 2°°°T (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001;
SCHMITTGEN; LIVAK, 2008).

4.4. Anélises in silico

4.4.1. Analise comparativa da expressdo génica entre amostras normais e

tumorais

Para este fim foi empregada a plataforma UALCAN (CHANDRASHEKAR et
al., 2017) por meio da qual & possivel analisar diversos parametros utilizando
amostras oriundas do banco de dados TCGA (do inglés The Cancer Genome Atlas).
As amostras normais e tumorais depositadas no banco de dados de
adenocarcinoma de colon (COAD) e de adenocarcinoma de reto (READ) foram
analisadas quanto a expressdo dos marcadores de CTTs (CD24, CD44, LGRS,
PROM1, ALDH1) e glicogenes (B3AGNT2, BAGALT1, GFPT1, GFPT2, MGATS5, OGA,
OGT, ST3GAL1). Também foi avaliada a expressdo dos genes gque apresentaram

alteragcdo comparando amostras provenientes de diferentes estadios do CCR.

4.4.2. Analises de correlacao

A verificagdo de possiveis correlacdes lineares entre a expressao dos
marcadores de CTTs e das glicogenes foi realizada através da plataforma GEPIA
(TANG et al., 2017) que, assim como a anterior, também utiliza o banco de dados do
TCGA. Dessa forma, as amostras tumorais depositadas nos bancos COAD e READ

foram avaliadas por meio de gréficos de correlacdo que continham em um dos eixos
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dados de expressédo génica de um dos marcadores de CTTs e no outro eixo dados,

também de expresséo génica, de um dos glicogenes avaliados.

4.4.3. Analises do desfecho clinico

Ainda fazendo uso do GEPIA, os dados dos bancos COAD e READ foram
classificados ou ndo de acordo com seu perfil molecular (MSS ou MSI-high e MSI-
low) e foram divididos em tercis de acordo com a expressao tanto de marcadores de
CTTs quanto de glicogenes. Desse modo, foi possivel estabelecer grupos com alta
expressdo, quando pertenciam ao tercil superior, e baixa expressdo, quando
pertenciam ao tercil inferior. Utilizando esses critérios foi estabelecida entdo a
sobrevida global e a sobrevida livre de doenca, ambas em um periodo de 4000 dias

através da curva de Kaplan-Meier.

4.5. Anélise estatistica

Para a realizacao das analises estatisticas foi utilizado o software GraphPad
Prism 5.0. Dados provenientes de sete ou mais experimentos foram submetidos ao
teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Para observa¢gbes pareadas que seguiam
uma distribuicdo normal era aplicado o teste t de Student. Para as analises utilizando
dados do TCGA foram empregados diferentes testes estatisticos. Quando foram
comparadas amostras normais e tumorais foi empregado o teste t de Student. Para
as analises de correlacéo foi determinado o coeficiente de correlacdo de Pearson o
qual é capaz de medir o grau de associacao linear entre duas variaveis. Com relacéo
aos dados de sobrevida, foi aplicado o teste log rank, a fim de estabelecer uma
comparacao entre as curvas. Além disso, também se estimou a probabilidade de um
individuo sofrer o evento (morte ou recorréncia da doenca no caso de SG ou SLD,
respectivamente) a qual é dada pelo valor de HR (do inglés, Hazard Ratio) obtido
pela regressédo de Cox. Os dados foram considerados estatisticamente significativos
quando: *p<0.05; ** p<0.01 e *** p<0,001.
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Resultados

5.1. Estabelecimento do ensaio de formacdo de esferas para enriqguecimento de
CTTs.

A fim de estabelecer os parametros ideias para o ensaio de formacédo de
esferas, foram feitos diferentes testes em que a linhagem HT-29 de adenocarcinoma
de célon humano era cultivada em placas de cultura com pocos de 8,962 cm?
previamente revestidos com agarose. A geragcdo de esferas foi monitorada por
microscopia de contraste de fase a partir do plagueamento de duas quantidades de
células por poco (3x10° e 4x10°% em trés diferentes meios de cultura (composicdo
descrita no item 4.2.1), denominados M1, M2 e M3. As figuras 5.1, 5.2 e 5.3 ilustram
o0 acompanhamento da formacao de esferas realizado a partir do plagueamento de
3x10° células/pogco em presenca dos meios M1, M2 ou M3, respectivamente. J& as
figuras 5.4, 5.5 e 5.6 ilustram o acompanhamento da formacéo de esferas a partir do
plaqueamento de 4x10° células/poco em presenca dos meios M1, M2 ou M3,
respectivamente. No que diz respeito a quantidade de células HT-29 plaqueadas, a
utilizacéio de 4x10° células/poco se mostrou mais efetiva, sendo possivel observar a
presenca de esferas ja nos primeiros dias de monitoramento. Dos meios utilizados, o
meio M3 parece ser 0 menos propicio para a formacao de esferas ao final de 31
dias, enquanto o meio M1 foi o que induziu a formacdo de esferas maiores,
indicando ser ele o mais adequado para o ensaio. E possivel perceber também que,
fazendo uso dos meios M1 ou M2, houve uma reducdo do tamanho e da quantidade
de esferas observada no dia 10 em relacdo ao que havia sido observado no dia 7.
Uma possivel explicacdo para esta reducdo seria o esgotamento dos suplementos
do meio em torno de 7 dias. Considerando essa hip6tese, foi realizado um ensaio de
formacao de esferas utilizando as células HT-29 (4x10° células/poco em presenca de
meio M1) em que apos 7 dias de cultivo houve adi¢cdo de 1,5 mL do meio M1 (Figura
5.7). Considerando a maior eficiéncia desta estratégia para a formacao de esferas,
em relacdo ao que havia sido observado nos testes anteriores, a mesma foi utilizada
nos experimentos subsequentes. E importante ressaltar também que para a
linhagem HT-29, ficou estabelecido um tempo de cultivo de 26 dias para a obtencéo
das esferas, tendo em vista que apo0s esse periodo foi verificado que as esferas
passavam a aderir na agarose que reveste a placa de cultura, o que pode ser visto
na imagem do dia 31 (Figura 5.4).
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Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 10

Dia 17 Dia 18 Dia 19 Dia 20
Dia 21 Dia 24 Dia 26 Dia 31

Figura 5.1: Acompanhamento da formacao de esferas a partir do plaqueamento das células HT-

3 . . . L
29 (3x10" células/poco) em meio M1. Imagens representativas do monitoramento morfolégico por
microscopia de contraste de fase durante um periodo de 31 dias. Aumento: 100X
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Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 10

Dia 19 Dia 20 Dia 21 Dia 24
Dia 26 Dia 31

Figura 5.2: Acompanhamento da formacgao de esferas a partir do plagueamento das células HT-

29 (3x10" células/poco) em meio M2. Imagens representativas do monitoramento morfolégico por
microscopia de contraste de fase durante um periodo de 31 dias. Aumento: 100X

38



Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 10

Dia 17 Dia 18 Dia 19 Dia 20
Dia 21 Dia 24 Dia 26 Dia 31

Figura 5.3: Acompanhamento da formacgéo de esferas a partir do plagueamento das células HT-

29 (3x10" células/pogo) em meio M3. Imagens representativas do monitoramento morfolégico por
microscopia de contraste de fase durante um periodo de 31 dias. Aumento: 100X
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Dia 21 Dia 24 Dia 26 Dia 31

Figura 5.4: Acompanhamento da formagéo de esferas a partir do plagueamento das células HT-

29 (4x10° células/pogo) em meio M1. Imagens representativas do monitoramento morfolégico por
microscopia de contraste de fase durante um periodo de 31 dias. Aumento: 100X
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Figura 5.5: Acompanhamento da formagéo de esferas a partir do plaqueamento das células HT-

29 (4x103 células/pogo) em meio M2. Imagens representativas do monitoramento morfolégico por
microscopia de contraste de fase durante um periodo de 31 dias. Aumento: 100X
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Dia 5 Dia 6 Dia7 Dia 10

Dia 17 Dia 18 Dia 19 Dia 20
Dia 21 Dia 24 Dia 26 Dia 31

Figura 5.6: Acompanhamento da formacgao de esferas a partir do plaqueamento das células HT-

29 (4x10° células/pogo) em meio M3. Imagens representativas do monitoramento morfolégico por
microscopia de contraste de fase durante um periodo de 31 dias. Aumento: 100X

Dia 3 Dia11

Figura 5.7:. Acompanhamento da formacdo de esferas a partir do plagueamento das células

HT-29 (4x103 células/pogo) em meio M1 seguindo o protocolo padronizado. Imagens
representativas do monitoramento morfolégico por microscopia de contraste de fase durante um
periodo de 26 dias. Aumento: 100X

Uma vez estabelecido o protocolo para a linhagem HT-29, o mesmo foi
empregado para a linhagem Caco-2 (Figura 5.8). No entanto, Caco-2 forma esferas
em menos tempo que HT-29. Neste caso, o tempo ideal de cultivo foi de 14 dias.
Apébs esse periodo, foi possivel observar o aparecimento de regifes mais escuras
nas esferas, que chegaram a ocupar toda a esfera no dia 26. Essas regides

representam areas de necrose e por isso, é imprescindivel trabalhar em tempos

anteriores ao seu surgimento.
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Dia 3 Dia11 Dia 17

Figura 5.8: Acompanhamento da formacdo de esferas a partir do plagueamento das células

Caco-2 (4x10  células/poco) em meio M1 seguindo o protocolo padronizado. Imagens
representativas do monitoramento morfolégico por microscopia de contraste de fase durante um
periodo de 26 dias. Setas, esferas com areas de necrose; cabec¢a de seta, &rea de necrose ocupando
toda a esfera. Aumento: 100X.

Portanto, o meio mais adequado para o ensaio de formacao de esferas em
HT-29 e Caco-2 foi 0 M1 que consistia em: DMEM/F12 Ham suplementado com 2%
de B27, 0,5 mg/mL de hidrocortisona, 20 ng/mL de FGF, 20 ng/mL de EGF e 1% de
penicilina/estreptomicina. A melhor concentracdo de células foi 4x10° células/poco.
Além disso, HT-29 e Caco-2 diferem na sua capacidade de formacéo de esferas de
modo que HT-29 necessita de 26 dias para estabelecer as esferas, enquanto Caco-2
€ capaz de fazer isso em apenas 14 dias.

5.2. Identificacdo dos melhores genes-referéncia para as analises por RT-qPCR.

Sabendo que a comparacao entre uma condicdo 2D (parental) e 3D (esfera)
poderia afetar a expressdo de genes-referéncia, foi realizado um teste com 10
desses genes a fim de identificar agueles que apresentavam menor variacado de Cq
(do inglés Quantification Cycle) entre as condicbes parental e esfera. Ao mesmo
tempo, eles também deveriam ser amplamente expressos na célula. A tabela 5.1
mostra a média aritmética dos Cgs da condi¢do parental e esfera e a diferenca entre
esses Cgs obtidos em Caco-2. Conforme € possivel observar, existe uma grande
variacdo no Cqg da condicdo parental e esfera para os genes-referéncia que sao

mais amplamente usados, como ACTB e 18S, os quais apresentam diferencas de
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12,61 e 18,06. Dentre 0os que apresentaram menor variacdo de expressao, estao
UBE2D2, PGK1 e PPIA com diferencas de 2,15; 2,4 e 2,6 respectivamente.
Considerando que UBE2D2 e PPIA foram mais expressos em ambas as condi¢bes
do que PGK1 eles foram os genes-referéncia escolhidos para as analises em Caco-
2. No entanto, UBE2D2 nao apresentou amplificacdo em HT-29 e, portanto, para

essa linhagem as analises foram realizadas apenas com o gene referéncia PPIA.

Tabela 5.1: Diferenca entre as médias aritméticas dos Cqs de genes-referéncia entre as condicbes
parental e esfera.

Alvo Média aritmética dos Cqgs Diferenca entre Cq
Parental Esfera Parental e Cq Esfera
ACTB 31,59 18,98 12,61
18S 29,40 11,34 18,06
B2M 21,33 24,53 3,2
PGK1 28,62 26,22 2,4
GAPDH 26,06 22,96 3,1
ZUP1 34,37 25,97 8,4
LRRC2 32,55 36,46 3,91
UBE2D2 19,53 21,68 2,15
PPIA 19,04 21,64 2,6
GUSB 33,63 30,64 2,99

5.3. O ensaio de formacao de esferas € capaz de induzir mudancas na expressao

génica de marcadores de CTTs em linhagens celulares de cancer colorretal.

Uma vez estabelecidos os genes-referéncia mais adequados para as analises
de expressao génica, era preciso confirmar se as esferas geradas usando as
linhagens celulares Caco-2 e HT-29 realmente consistiam numa populagao
enriquecida para ceélulas tronco tumorais. Para isso, cinco diferentes marcadores de
CTTs (ALDH1, CD24, CD44, PROM1 e LGR5) tiveram seus niveis de expressao
avaliados por RT-gPCR. A figura 5.9 ilustra a variacdo na expressdo desses
marcadores em Caco-2 (a) e HT-29 (b). Independente da linhagem avaliada, os
consideraveis desvios padrédo evidenciam a grande variabilidade gerada pelo ensaio
de formacédo de esferas. Ainda assim, foi possivel observar em Caco-2 uma reducéo

estatisticamente significativa na expressdo de CD24. Ja para HT-29 foi possivel
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observar aumento estatisticamente significativo na expressdo de ALDH1, LGRS e
PROML1.

Conjuntamente, estes dados sugerem que células Caco-2 submetidas ao
ensaio de formag&o de esferas tem menor expressao do marcador CD24. Por outro
lado, em HT-29 o ensaio de formacado de esferas resulta em células com expressao
aumentada de ALDH1, LGR5 e PROML1.

a b
CACO-2 HT-29
ALDH1 | | ALDH1 PIE—I *
coze  oHA] coze  —H——
CcD44 e — M — '
CD44 b ] |
PROM1 | ] { PROM1 ! II | *
> o - :I, e al- ;a .;::
Fold change (Log) Fold change (Log)

Figura 5.9: Variagdes na expressdo dos marcadores de CTTs em Caco-2 e HT-29 ap6s o0 ensaio
de formacdo de esferas. As linhagens Caco-2 (a) e HT-29 (b) foram submetidas ao ensaio de
formacgédo de esferas e apds 14 dias e 26 dias, respectivamente, tiveram seu RNA extraido, c-DNA
sintetizado e foram submetidas ao ensaio de RT-gPCR para a analise da variacdo da expressao
génica dos marcadores de CTTs ALDH1, LGR5, CD24, CD44 e PROM1 em comparagdo com a da
condicao parental. Gréaficos de barras mostram os valores de fold change em escala logaritmica da

expressdo relativa de mRNA obtida pela férmula 22T Resultados de no minimo quatro

experimentos independentes para Caco-2 e de no minimo sete experimentos independentes para HT-
29. Barras de erro apontam o desvio padrdo. *P<0.05 e **P<0.01.

5.4. Efeito do ensaio de formacdo de esferas na expressdo de glicogenes em

linhagens celulares de cancer colorretal.

Tendo estabelecido que o ensaio de formacg&o de esferas gerava alteracdes
na expressao de marcadores de CTTs em Caco-2 e HT-29, o passo seguinte foi
investigar se essa condicdo levava a variacbes na expressdo de genes que
codificam enzimas relevantes para a glicosilacdo. Para isso, foram avaliados 8
glicogenes: B3AGNT2, BAGALT1, GFPT1, GFPT2, MGAT5, OGA, OGT e ST3GAL1l
(Figura 5.10). Do mesmo modo que ocorreu com os marcadores de CTTs, a
variacdo na expressao dos glicogenes foi grande o que pode ser percebido pelos
amplos desvios padrdo. Em Caco-2 isso representou uma limitacdo para o

estabelecimento de qualquer conclusdo em relacdo a expresséo dos glicogenes. No
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entanto, para HT-29, houve aumento estatisticamente significativo na expressao de
B3GNT2, OGT e OGA.

a b
CACO-2 HT-29
ST3GAL1 — ST3GAL1  ——J]—
0GT —_H—— OGT —
0OGA I _.' 4 OGA 1 **
MGAT5 —— MGATS ]
GFAT2 } GFAT2 _—
GFAT1 —H GFAT1 +—H——
B4GALT1 A B4GALT1 +—f—f—i
B3GNT2 ——1 | B3GNT2 [ e B
NS s S S e I = - =+
Fold change (Log) Fold change (Log)

Figura 5.10: Variagdes na expressao de glicogenes em Caco-2 e HT-29 submetidas ao ensaio
de formacdo de esferas. As linhagens Caco-2 (a) e HT-29 (b) foram submetidas ao ensaio de
formacgédo de esferas e apds 14 dias e 26 dias, respectivamente, tiveram seu RNA extraido, c-DNA
sintetizado e foram submetidas ao ensaio de RT-gPCR para a analise da variacdo da expressao
génica dos glicogenes B3GNT2, BAGALT1, GFPT1, GFPT2, MGAT5, OGA, OGT e ST3GALL.
Gréficos de barras mostram os valores de fold change em escala logaritmica da expresséo relativa de
mMRNA obtida pela formula 2%%°T Resultados de trés ou mais experimentos independentes. *P<0.01.

5.5. Investigacdo in silico da correlacdo linear entre a expressdo génica dos

marcadores de CTTs e a expressao de glicogenes.

Sabendo que em HT-29 houve um aumento estatisticamente significativo na
expressdo de BAGNT2, OGA e OGT em esferas que apresentavam também niveis
aumentados da expressao de trés marcadores de CTTs (ALDH1, LGR5 e PROM1),
foi investigada a possibilidade de haver uma correlagdo entre a expressédo desses
glicogenes e a expressdo de marcadores de CTTs em amostras de carcinoma de
cOlon e reto. Para isso, foram realizadas analises in silico de correlacdo linear
através da plataforma GEPIA, que utiliza dados depositados no banco COAD (de
amostras de carcinoma de célon) e READ (de amostras de carcinoma de reto) do
TCGA (Tabelas 5.2 e 5.3). Conforme ilustra a figura 5.11, para as amostras de
carcinoma de célon existe uma correlacdo positiva entre CD44 x OGA, CD44 x
B3GNT2 e LGR5 x OGA. Para as amostras de carcinoma de reto (Figura 5.12), a
correlacdo positiva se manteve na comparacdo entre CD44 x OGA e LGR5 x OGA
indicando que esses genes tém comportamentos similares tanto em carcinoma de
célon quanto de reto, no entanto, exclusivamente nos carcinomas retais, CD44 x

OGT e CD24 x BBGNT2 correlacionaram-se positivamente.
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Esses resultados indicam que podem existir mecanismos relacionados com o

estado tronco que envolvam alteracdes no perfil de glicosilagéo das CTTs.

Tabela 5.2: Correlag@es lineares analisadas entre a expressédo de marcadores de CTTs e glicogenes
em amostras de cancer de coélon indicando o coeficiente de correlagéo e o valor de P.

CorrelagOes testadas Coeficiente de P valor
correlacao (r)
ALDH1 X B3GNT2 -0,048 0,43
ALDH1 X OGA -0,035 0,56
ALDH1 X OGT -0,07 0,25
CD24 X B3GNT2 -0,076 0,21
CD24 X OGA 0,093 0,12
CD24 X OGT 0,057 0,34
CD44 X OGT 0,016 0,79
CD133 X B3GNT2 0,0023 0,97
CD133 X OGA 0,099 0,1
CD133 X OGT -0,075 0,21
LGR5 X BAGNT2 -0,071 0,24
LGR5 X OGT 0,0079 0,9

Tabela 5.3: Correlag@es lineares analisadas entre a expressédo de marcadores de CTTs e glicogenes
em amostras de cancer de reto indicando o coeficiente de correlacdo e o valor de P.

CorrelacOes testadas Coeficiente de P valor
correlagéo (r)
ALDH1 X B3GNT2 -0,15 0,17
ALDH1 X OGA 0,049 0,64
ALDH1 X OGT -0,11 0,28
CD24 X OGA 0,034 0,75
CD24 X OGT 0,045 0,67
CD44 X B3BGNT2 0,13 0,2
CD133 X B3GNT2 0,03 0,78
CD133 X OGA -0,013 0,9
CD133 X OGT -0,017 0,87
LGR5 X BSGNT2 -0,14 0,19
LGR5 X OGT 0,17 0,11
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Figura 5.11: Correlagdo linear entre a expressao de marcadores de CTTs e glicogenes em
amostras de carcinoma de célon. Dados de 275 amostras oriundas do banco COAD do TCGA
foram utilizadas para estabelecer correlagbes entre a expressdo de marcadores de CTTs e
glicogenes. (a) Indica correlacéo entre CD44 e OGA, (b) Indica correlacdo entre CD44 e B3GNT2 e
(c) Indica correlagéo entre LGR5 e OGA. R, coeficiente de correlagdo de Pearson.
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Figura 5.12: Correlagdo linear entre a expressdo de marcadores de CTTs e glicogenes em
amostras de carcinoma de reto. Dados de 92 amostras oriundas do banco READ do TCGA foram
utilizadas para estabelecer correlagBes entre a expressdo de marcadores de CTTs e glicogenes. (a)
Indica correlagédo entre CD44 e OGA, (b) Indica correlagéo entre CD44 e OGT, (c) Indica correlagéo
entre LGR5 e OGA e (d) Indica correlacdo entre CD24 e B3GNT2. R, coeficiente de correlacdo de
Pearson.

5.6. Analises in silico do perfil de expressao génica de marcadores de CTTs.

A fim de avaliar como a expressao dos marcadores de CTTs se comportavam
em amostras de pacientes, foram realizadas analises in silico através da plataforma
UALCAN, que utiliza amostras de tecido adjacente ndo tumoral e de tumores de
colon e reto depositadas, respectivamente, nos bancos COAD e READ do TCGA.
Dessa forma, conforme ilustra a figura 5.13, foi possivel verificar que hd um aumento
significativo da expressédo de LGR5 e CD44 e uma reducéo significativa de CD24 e
ALDH1 em amostras de tumor primario de célon quando comparadas com amostras
adjacentes nao tumorais. Quando a mesma comparacéao foi feita com amostras de

reto (Figura 5.14), verificou-se um aumento significativo na expressdo de LGRS,
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CD44 e PROM1, e uma reducdo na expressdo de ALDH1. Assim, é possivel afirmar
que tanto em amostras de carcinoma de colon quanto em amostras de carcinoma de
reto ha aumento da expressao de LGR5 e CD44 e reducao da expressao de ALDH1
guando essas amostras sdo comparadas com o tecido adjacente ndo tumoral. No
entanto, a reducdo na expressdo de CD24 é observada apenas nas amostras de
carcinoma de coélon, bem como, o aumento na expressdo de PROM1 é observado
apenas nas amostras de carcinoma de reto.
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Figura 5.13: Diferencas na expressdao dos marcadores de CTTs entre amostras normais
adjacentes e de tumor primario de célon. Amostras adjacentes ndo tumorais e de tumor primario
depositadas no banco de dados COAD do TCGA foram utilizadas para comparar a expressao
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diferencial de (a) LGRS5, (b) CD24, (c) CD44, (d) ALDH1 e (e) PROML1. Os graficos representam a
mediana e a diferenca interquartis e o nimero de amostras avaliadas em cada grupo é indicado entre
parénteses. ***P<0.001.
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Figura 5.14: Diferencas na expressao dos marcadores de CTTs entre amostras normais
adjacentes e de tumor primario de reto. Amostras adjacentes ndo tumorais e de tumor primario
depositadas no banco de dados READ do TCGA foram utilizadas para comparar a expressao
diferencial de (a) LGRS5, (b) CD24, (c) CD44, (d) ALDH1 e (e) PROM1. Os gréaficos representam a
mediana e a diferenca interquartis € 0 nimero de amostras avaliadas em cada grupo € indicado entre
parénteses. **P<0.01 e ***P<0.001.
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Sabendo que as CTTs podem ter um papel no desenvolvimento de
metéstases, foram investigadas também flutuac6es na expressdo dos marcadores
correspondentes em diferentes estadios, tanto de cancer de coélon quanto de reto.
Nestes casos, foram avaliados apenas os marcadores que apresentaram alteracdes
significativas na sua expresséo no tecido tumoral em relacédo ao tecido néo tumoral
adjacente. A figura 5.15 mostra as analises referentes ao carcinoma de célon. Para
ele, em relagcdo as amostras adjacentes ndo tumorais, 0s niveis de expresséo de
LGR5 e CD44 estdo aumentados ao longo de toda a progressédo da doenca.
Enquanto o contrario ocorre para CD24. Ja para ALDH1, a redugcdo na expressao
passa a ser estatisticamente significativa a partir do estadio Il. Ao comparar
diferencas entre os estadios, foi observado que a expressdo de CD44 tem uma
reducdo estatisticamente significativa do estadio | para o estadio IV, o que pode
indicar que para o processo de metastase distante seja necesséaria a reducdo na

expressdo de CD44.
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Figura 5.15: Diferencas na expressao de marcadores de CTTs entre os estadios do CCR. Os
dados representam a mediana e interquartis de expressao de (a) LGR5 (b) CD24 (c) CD44 (d) ALDH1
em amostras ndo tumorais e tumorais separadas em estadios I, Il, Ill e IV ambas depositadas no
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banco de dados COAD do TCGA. O nimero de amostras em cada grupo € indicado entre parénteses.
*P<0.05 e ***P<0.001.

Ja para carcinoma de reto (Figura 5.16), 0 mesmo aumento estatisticamente
significativo na expressdo de LGR5 e CD44 é visto nos diferentes estadios da
doenca, enquanto para PROML1 ele s6 ocorre do estadio | ao estadio Ill, o que pode
indicar que PROML1 é necessario para a progressdao da doenca, mas ndo para o
processo de metastase distante. Outro fato que também ocorre em amostras de

cancer de reto é a reducao na expressao de ALDHL ja a partir do estadio I.
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Figura 5.16: Diferencas na expressdo de marcadores de CTTs entre os estadios do CCR. Os
dados representam a mediana e interquartis de expressdo de (a) LGR5 (b) CD44 (c) ALDH1 (d)
PROM1 em amostras ndo tumorais e tumorais separadas em estadios |, Il, lll e IV ambas depositadas
no banco de dados READ do TCGA. O numero de amostras em cada grupo é indicado entre
parénteses. *P<0.05, **P<0.01 e ***P<0.001.

Dessa forma, é possivel afirmar que seja no tumor no célon ou reto ha
aumento da expressédo de LGR5, CD44 e reducdo de ALDH1. Particularmente em

coOlon, ha reducado na expressao de CD24 e em reto aumento de PROM1 quando se
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comparam amostras de tumor primario com amostras de tecido adjacente néo
tumoral. A maioria dos marcadores apresenta aumento ou redugcao da expressao ao
longo dos diferentes estadios, apenas CD44 que embora apresente expressao
aumentada em todos os estadios nas amostras de carcinoma de colon, sofre
reducdo da expressédo entre o estadio | e IV, sugerindo néo ser ele essencial para o
desenvolvimento de metastases distantes.

Portanto, esses resultados indicam que em amostras de carcinoma de coélon,
h& aumento da expressdo de LGR5 e CD44 e reducdo de ALDH1 e CD24. Além
disso, as analises das amostras separadas por estadiamento sugeriram que uma
reducdo na expressao de CD44 seja necessaria para o processo de metastase
distante. Por outro lado, para amostras de carcinoma de reto, houve aumento da
expresséo de LGR5, CD44 e PROM1 e reducédo de ALDH1. Quando essas amostras
foram separadas por estadiamento, os resultados sugeriram um papel de PROM1
durante a progressdo da doenca, mas ndo durante o processo de metastase
distante.

5.7. Analises in silico do perfil de expressédo génica de glicogenes

Como a expressdao de alguns dos marcadores de CTTs variavam entre
amostras de tecido adjacente ndo tumoral e de tumor primario, analises adicionais
foram realizadas a fim de saber como se comportavam os glicogenes estudados
nesse mesmo cenario. Em amostras de cancer de coélon, foi observado aumento
estatisticamente significativo da expressdao de MGAT5, OGA, OGT e ST3GAL1 e
reducdo da expressdo de B4GALT1, em comparacdo com amostras de tecido

adjacente nao tumoral (Figura 5.17).
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Figura 5.17: Diferencas na expressado de glicogenes entre amostras normais adjacentes e de
tumor primario de célon. Amostras adjacentes ndo tumorais e de tumor primario depositadas no
banco de dados COAD do TCGA foram utilizadas para comparar as diferencas na expressao de (a)
B3GNT2, (b) BAGALTL, (c) GFPTL, (d) GFPT2, (e) MGATS5, (f) OGA, (g) OGT e (h) ST3GALL. Os
gréficos representam a mediana e a diferenca interquartis € 0 nUmero de amostras avaliadas em cada
grupo é indicado entre parénteses. ***P<0.001.

Por outro lado, a Unica alteracdo que se manteve para 0s tumores primarios
de reto foi o aumento na expressdo de OGT. Além dela, houve redugdo na
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expressdo de B3AGNT2 e ST3GALL entre amostras de tumor primario de reto e de

tecido ndo tumoral adjacente (Figura 5.18).
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Figura 5.18: Diferengas na expresséo de glicogenes entre amostras normais adjacentes e de
tumor primario de reto. Amostras adjacentes ndo tumorais e de tumor primario depositadas no
banco de dados READ do TCGA foram utilizadas para comparar as diferencas na expressédo de (a)
B3GNT2, (b) BAGALTL, (c) GFPTL, (d) GFPT2, (e) MGATS5, (f) OGA, (g) OGT e (h) ST3GALL. Os
gréficos representam a mediana e a diferenca interquartis € 0 nimero de amostras avaliadas em cada
grupo é indicado entre parénteses. *P<0.05, **P<0.01 e ***P<0.001.
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Para saber se as mudancas na expressdo desses glicogenes ocorriam em
algum momento especifico da progressao tumoral, as amostras tumorais foram
entdo separadas por estadiamento e apenas 0s glicogenes que apresentavam
alteracdo de expressao entre o tecido tumoral e o tecido adjacente ndo tumoral
foram avaliados. Em relacdo as andlises referentes ao carcinoma de codlon, foi
verificado que os niveis de expressdo de MGAT5 e OGT encontram-se aumentados
ao longo de toda a progressdo da doenca. Por outro lado, a expressédo de BAGALT1
esta diminuida em todos os estadios, embora entre o estadio Il e Il pareca ocorrer
uma tendéncia de aumento. J& a expressdo de OGA tem aumento significativo em
relacdo ao tecido adjacente ndo tumoral apenas nos estadios tardios Il e IV.
Verificou-se também que a expressdo de ST3GAL1 aumenta de forma significativa
em relacdo ao tecido ndo tumoral adjacente do estadio Il em diante. Por outro lado,
fazendo uma comparacao entre os estadios, observou-se que a expressao de OGA
tem um aumento significativo do estadio Il para o Ill, enquanto para OGT o0 mesmo é
visto do estadio Il para o 1V, o que sugere um papel de OGT no estabelecimento de
metastases distantes. Para ST3GAL1, também ha aumento estatisticamente
significativo quando se compara a expressao no estadio | com os demais (Figura
5.19).
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Figura 5.19: Diferencas na expressdo de glicognes entre os estadios do CCR. Os dados
representam a mediana e interquartis de expressao dos glicogenes (a) BAGALT1 (b) MGATS (c) OGA
(d) OGT (e) ST3GAL1 em amostras ndo tumorais e tumorais separadas em estadios |, II, lll e IV
ambas depositadas no banco de dados COAD do TCGA. O nimero de amostras em cada grupo é
indicado entre parénteses. *P<0.05, **P<0.01 e ***P<0.001.

As analises realizadas com as amostras de reto (Figura 5.20) apontaram
reducdo estatisticamente significativa na expressdo de BAGNT2 do estadio | ao llI,
aumento na expressdo de OGT em todos os estadios e pequena reducdo da

expressao de ST3GAL1 no estadio Ill, com posterior aumento discreto no estadio IV
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0 que sugere um possivel papel de ST3GAL1 no desenvolvimento de metastases

distantes.
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Figura 5.20: Diferencas na expressdo de glicogenes entre os estadios do CCR. Os dados
representam a mediana e interquartis de expressdo dos glicogenes (a) B3GNT2 (b) OGT (c)
ST3GAL1 em amostras ndo tumorais e tumorais separadas em estadios |, II, lll e IV ambas
depositadas no banco de dados READ do TCGA. O niumero de amostras em cada grupo é indicado
entre parénteses. *P<0.05, **P<0.01 e ***P<0.001.

Levando em consideragcao tanto a tendéncia de aumento na expressao de
B4GALT1 quanto o aumento estatisticamente significativo na expressdo de OGA nos
estadios Il e Ill para as analises com amostras de célon, levantou-se a hipétese de
gue esses glicogenes pudessem estar envolvidos no processo de metastase dos
linfonodos, uma vez que no estadio Il ainda ndo ha comprometimento linfonodal, o
gue ja é visto no estadio Ill. Portanto, as amostras foram entéo classificadas de NO a
N2, de acordo com a quantidade de linfonodos acometidos, onde NO representa
aquelas que ndo apresentam metéstase linfonodal, N1 aquelas que apresentam de 1
a 3 linfonodos regionais acometidos e N2 aquelas que apresentam 4 ou mais
linfonodos regionais acometidos (Figura 5.21). Dessa forma, foi possivel perceber

gue ha um aumento na expressao de B4AGALT1 entre amostras NO e N1 indicando
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gue essa enzima pode ser necessaria para o processo de implantacdo da metastase
linfonodal. Por outro lado, a expressdo de OGA aumenta de NO para N2 sugerindo

um papel de OGA na disseminacao das metastases linfonodais.
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Figura 5.21: Expressdo de B4GALT1 e OGA de acordo com o acometimento linfonodal.
Amostras depositadas no banco de dados COAD do TCGA foram separadas de acordo com o
acometimento linfonodal em NO, N1 ou N2 onde NO representa amostras que ndo apresentam
metastase linfonodal, N1 aquelas que apresentam de 1 a 3 linfonodos regionais acometidos e N2 as
que apresentam 4 ou mais linfonodos regionais acometidos. Feito isso, os niveis de expressao de (a)
B4GALT1 e (b) OGA foram analisados. Os gréficos representam a mediana e interquartis. O nimero
de amostras em cada grupo é indicado entre parénteses. *P<0.05, **P<0.01 e ***P<0.001

Ao contrario do cendario com grandes sobreposi¢cdes que se observa para a
expressdo dos marcadores de CTTs entre tumores de célon e reto, quando se trata
da expressdo de glicogenes, apenas OGT teve aumento em ambos. Foram
particulares dos tumores de colon o aumento dos niveis de expressdo de MGATS5,
OGA, ST3GALl1 e de B4GALT1, por outro lado, particularmente em reto, foi
verificada reducao na expressao de BAGNT2 e ST3GAL1. Assim como ocorreu para
a expressdo dos marcadores de CTTs, a maioria das alteracbes na expressao dos
glicogenes se manteve nos diferentes estadios. Vale ressaltar que para as analises
de carcinoma de colon houve aumento na expresséo: de OGT do estadio Il para o
IV; de OGA do Il para o lll; além da leve tendéncia de aumento em B4GALT1 entre
esses mesmos estadios. A variagdo da expressdo observada para o gene OGT
poderia indicar uma contribuicdo deste no desenvolvimento da metastase distante.
Ja as variacbes de expressao identificadas tanto em OGA quanto em B4GALT1
sugerem um possivel papel destes no desenvolvimento de metastase linfonodal. A
analise do acometimento linfonodal mostrando aumento dos niveis de expressao de
B4GALT1 de NO para N1 e de OGA de NO para N2 corrobora para a hipétese de que
esses glicogenes participem de alguma forma do desenvolvimento de metastases

linfonodais e de sua disseminacéo, respectivamente.
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Resumidamente, os resultados indicam que, para amostras de carcinoma de
coélon, ocorreu aumento da expressdo de MGATS5, OGA, OGT e ST3GALL1 e reducéo
de B4GALT1l. As andlises por estadiamento sugerem um papel de OGT no
estabelecimento de metastases distantes, enquanto as analises de acometimento
linfonodal sugerem que BA4GALT1 possa ter algum envolvimento neste processo. Os
achados sugerem também que OGA possa ter algum envolvimento na disseminacéo
das metastases linfonodais. Por outro lado, o que se observou nas amostras de
carcinoma de reto foi a reducdo da expressdo de B3GNT2 e ST3GAL1 além do
aumento de OGT. Durante as analises por estadio, o perfil observado para ST3GAL1
levanta a possibilidade de que este gene possa ter alguma influéncia no

desenvolvimento de metastases distantes.

5.8. Avaliacdo do impacto da expressdo de marcadores de CTTs sobre a

sobrevida de pacientes com cancer colorretal

Considerando a hipotese de que 0s pacientes que apresentam maiores niveis
de expresséo de marcadores de CTTs poderiam ter maior representatividade dessas
células na massa tumoral e que isso poderia repercutir no desfecho clinico, foram
realizadas, através da plataforma GEPIA, andlises de sobrevida global e sobrevida
livre de doenca por meio da geracdo de curvas de Kaplan-Meier, utilizando amostras
depositadas nos bancos de dados COAD e READ do TCGA. As amostras foram
separadas em tercis de expresséao, e aquelas pertencentes ao tercil superior (cut-off
em 66%) foram consideradas com alta expresséo (high), enquanto as pertencentes
ao tercil inferior (cut-off em 33%) foram consideradas com baixa expressao (low).
Surpreendentemente, nenhum dos marcadores de CTTs analisados pode predizer a
sobrevida global (Figuras 5.22 e 5.24) ou a sobrevida livre de doenca (Figuras 5.23 e
5.25) dos pacientes, independentemente da localizagdo do tumor (célon ou reto).
Dessa forma, esses resultados demonstram a incapacidade dos marcadores de
CTTs em apresentar qualquer relacdo com o prognéstico dos pacientes com CCR.
Essa incapacidade poderia estar relacionada com o fato das analises terem sido
realizadas tomando como base os dados de expressao génica e ndo os dados dos
niveis proteicos. Outra possibilidade poderia estar relacionada ao longo periodo de

seguimento utilizado nas analises.
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Figura 5.22: Sobrevida global de acordo com os niveis de expressédo de diferentes marcadores
de CTTs em amostras de cancer de célon. Amostras depositadas no banco de dados COAD do
TCGA foram separadas em tercis de expressdo e aquelas pertencentes ao tercil superior foram
consideradas com alta expressao (high), enquanto as pertencentes ao tercil inferior foram
consideradas com baixa expressao (low). Através da plataforma GEPIA foram geradas curvas de
Kaplan Meier para avaliar o impacto da expressao de (a) LGR5, (b) CD24, (c) CD44, (d) ALDH1 e (e)
CD133 na sobrevida global dos pacientes. HR, Hazard Ratio; p(HR), valor de p da regressao de Cox
usada para calculo do HR.
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Figura 5.23: Sobrevida livre de doenca de acordo com os niveis de expressdo de diferentes
marcadores de CTTs em amostras de cancer de célon. Amostras depositadas no banco de dados
COAD do TCGA foram separadas em tercis de expresséo e aquelas pertencentes ao tercil superior
foram consideradas com alta expresséao (high) enquanto as pertencentes ao tercil inferior foram
consideradas com baixa expressao (low). Através da plataforma GEPIA foram geradas curvas de
Kaplan Meier para avaliar o impacto da expressao de (a) LGR5, (b) CD24, (c) CD44, (d) ALDH1 e (e)
CD133 na sobrevida livre de doenca dos pacientes. HR, Hazard Ratio; p(HR), valor de p da regresséo
de Cox usada para calculo do HR.
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Figura 5.24: Sobrevida global de acordo com os niveis de expressédo de diferentes marcadores
de CTTs em amostras de cancer de reto. Amostras depositadas no banco de dados READ do
TCGA foram separadas em tercis de expressdo e aquelas pertencentes ao tercil superior foram
consideradas com alta expressdo (high) enquanto as pertencentes ao tercil inferior foram
consideradas com baixa expressao (low). Através da plataforma GEPIA foram geradas curvas de
Kaplan Meier para avaliar o impacto da expressao de (a) LGR5, (b) CD24, (c) CD44, (d) ALDH1 e (e)
CD133 na sobrevida global dos pacientes. Nenhum dos marcadores foi capaz de predizer a sobrevida
global em pacientes com cancer de reto. HR, Hazard Ratio; p(HR), valor de p da regresséo de Cox
usada para calculo do HR.
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Figura 5.25: Sobrevida livre de doenca de acordo com 0s niveis de expressdo de diferentes
marcadores de CTTs em amostras de cancer de reto. Amostras depositadas no banco de dados
READ do TCGA foram separadas em tercis de expressdo e aquelas pertencentes ao tercil superior
foram consideradas com alta expresséao (high) enquanto as pertencentes ao tercil inferior foram
consideradas com baixa expressao (low). Através da plataforma GEPIA foram geradas curvas de
Kaplan Meier para avaliar o impacto da expresséo de (a) LGR5, (b) CD24, (c) CD44, (d) ALDH1 e (e)
CD133 na sobrevida livre de doenca dos pacientes. HR, Hazard Ratio; p(HR), valor de p da regresséo
de Cox usada para calculo do HR.
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5.9. Avaliagcdo do impacto da expressdo de glicogenes sobre a sobrevida de

pacientes com cancer colorretal

Embora os marcadores de CTTs néo tenham, sido capazes de predizer a
resposta clinica dos pacientes, neste trabalho foi demonstrado que eles
apresentaram correlacdo positiva com a expressdo de alguns glicogenes, assim,
admite-se especular que os glicogenes possam de alguma forma regular aspectos
fundamentais de subpopulacdes de CTTs, 0 que, consequentemente, poderia afetar
o desfecho da doenca. Considerando esta possibilidade, amostras de carcinoma de
coélon e reto depositadas no TCGA foram avaliadas de acordo com a expressao dos
seguintes glicogenes: B3GNT2, BAGALT1, GFAT1, GFAT2, MGATS5, OGA, OGT,
ST3GALL. As amostras também foram separadas em tercis de expressao, como
realizado para os marcadores de CTTs. A partir dai foi possivel estabelecer curvas
de sobrevida global e de sobrevida livre de doenca, as quais sdo mostradas nas
figuras 5.26 e 5.27, respectivamente. Para as amostras de carcinoma de colon, a
expressao aumentada de OGA resultou numa menor sobrevida global e representou
um risco de morte 2,4 vezes maior para esse grupo. Por outro lado, pacientes com
alta expressao de MGATS5 apresentaram menor sobrevida livre de doenca e um risco
duas vezes maior de recorréncia que 0s pacientes com baixa expressdo de MGATS.
Se os pacientes analisados sdo estratificados de acordo com seu perfil de regides
microssatélite (MSI ou MSS) os resultados anteriores se mantém verdadeiros
apenas para aqueles que sdo MSS, porém, neste caso 0s riscos aumentam,
passando a ser 3,5 vezes maior para a morte de pacientes com alta expressao de
OGA e 3,9 vezes maior para a recorréncia em pacientes com alta expressao de
MGATS5 (Figura 5.28). No entanto, entre aqueles que sdo MSI nenhum dos
glicogenes avaliados foi capaz de predizer nem a sobrevida global nem a sobrevida
livre de doenca. Essa incapacidade persistiu para as amostras de reto, fossem elas
estratificadas ou ndo (Dados apresentados no anexo 1).

Esses resultados demonstram que maiores niveis de expressdo de dois dos
glicogenes analisados (MGAT5 e OGA) tem valor prognéstico no desfecho clinico de

pacientes com carcinoma de colon.
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Figura 5.26: Sobrevida global de acordo com os niveis de expresséo de diferentes glicogenes
em amostras de cancer de cllon. Amostras depositadas no banco de dados COAD do TCGA foram
separadas em tercis de expressao e aquelas pertencentes ao tercil superior foram consideradas com
alta expressdo (high) enquanto as pertencentes ao tercil inferior foram consideradas com baixa
expressdo (low). Através da plataforma GEPIA foram geradas curvas de Kaplan Meier para avaliar o
impacto da expresséo de (a) BSGNT2, (b) BAGALTL, (c) GFPTL, (d) GFPT2, (e) MGATS5, (f) OGA, (9)
OGT e (h) ST3GAL1 na sobrevida global dos pacientes. HR, Hazard Ratio; p(HR), valor de p da
regressdo de Cox usada para calculo do HR.
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Figura 5.27: Sobrevida livre de doenca de acordo com o0s niveis de expresséo de diferentes
glicogenes em amostras de cancer de célon. Amostras depositadas no banco de dados COAD do
TCGA foram separadas em tercis de expressdo e aquelas pertencentes ao tercil superior foram
consideradas com alta expressdo (high) enquanto as pertencentes ao tercil inferior foram
consideradas com baixa expressao (low). Através da plataforma GEPIA foram geradas curvas de
Kaplan Meier para avaliar o impacto da expressao de (a) BAGNT2, (b) BAGALT1, (c) GFPTL1, (d)
GFPT2, (e) MGATS5, (f) OGA, (g) OGT e (h) ST3GAL1 na sobrevida livre de doenca dos pacientes.
HR, Hazard Ratio; p(HR), valor de p da regressdo de Cox usada para célculo do HR.
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Figura 5.28: Sobrevida livre de doenca e sobrevida global de acordo com os niveis de
expressdo de MGATS5 e OGA apenas de pacientes que ndo apresentam instabilidade de
microssatélites. Amostras depositadas no banco de dados COAD do TCGA foram separadas de
acordo com seu perfil de regides microssatélite (MSI ou MSS) e apenas as que eram MSS foram
separadas de acordo com os niveis de expressado. Aquelas pertencentes ao tercil superior foram
consideradas com alta expressdo (high) enquanto as pertencentes ao tercil inferior foram
consideradas com baixa expressdo (low). Através da plataforma GEPIA foram geradas curvas de
Kaplan Meier para avaliar o impacto da expressdo de MGATS5 na sobrevida livre de doenca (a) e o
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impacto da expressdo de OGA na sobrevida global (b) de pacientes com céncer de célon que tem
MSS. HR, Hazard Ratio; p(HR), valor de p da regressao de Cox usada para calculo do HR.
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Discussao

As células tronco tumorais representam uma subpopulacdo de células
heterogénea e plastica, portadora de capacidade tanto de autorrenovacao quanto de
geracdo de células progenitoras que estardo sujeitas ao processo de diferenciacéo.
Esses atributos evidenciam a relevancia dessas células na origem e manutencdo da
massa tumoral com toda a sua heterogeneidade e complexidade (HIRATA et al.,
2019). Além disso, essas células dispdem de habilidades que contribuem para a
resisténcia as terapias convencionais (SHIBUE; WEINBERG, 2017; STEINBICHLER
et al., 2018). Sendo assim, estudos que apontem formas eficientes de identifica-las
sdo de grande valia, pois possibilitam sua melhor -caracterizacdo e,
consequentemente, podem apontar mecanismos de manutencdo proprios dessa
populacdo que permitam o desenvolvimento de drogas especificas, as quais
beneficiariam o paciente com doenca metastética ou recorrente. Nesse sentido, o
presente estudo se prop6s a identificar e caracterizar glicobiomarcadores presentes
na populacdo de CTTs. Para isso, primeiramente era preciso empregar uma
metodologia que promovesse enriquecimento dessa populagcéo. Entéo, foi escolhido
0 ensaio de formacédo de esferas como plataforma de estudo. Nesse ensaio, células
em densidade clonal (densidade que permite a geracdo clonal de esferas) séo
desafiadas a crescer em condicdo de ndo aderéncia, em presenca de meio que
favorece o enriqguecimento de CTTs e nao apresenta indutores de diferenciacéo.
Sabendo que o0 sucesso desse ensaio depende de parametros criticos como a
composicdo do meio, a densidade de células e o tempo de exposicdo ao meio
(PASTRANA; SILVA-VARGAS; DOETSCH, 2011), o presente trabalho se propés a
padronizar um protocolo para o ensaio de formacao de esferas para as linhagens de
adenocarcinoma de célon Caco-2 e HT-29. Embora tenha sido possivel encontrar
uma condicdo que viabilizava a geracdo de esferas, as mesmas apresentavam
diferentes tamanhos, o que representa uma limitagcdo experimental que pode
acarretar em maior variabilidade quando séo feitas comparacdes entre experimentos
independentes. Além disso, a quantidade de material gerado por esse ensaio €
pequena, inviabilizando a andlise das esferas por meio de técnicas que demandem
grande quantidade de células.

Uma vez padronizado o protocolo de formacdo de esferas, era preciso
garantir que a populacdo obtida realmente se tratava de CTTs. Para isso, a
expressdo dos marcadores de CTTs CD44, CD24, PROM1, ALDH1 e LGR5 foi
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avaliada por RT-gPCR. No entanto, levando em consideracdo que células crescidas
em condicbes de aderéncia (2D) e sob a forma de esferas (3D) apresentam
consideraveis mudancas morfoldgicas, antes de iniciar os testes para a expressao
dos marcadores foi necessario investigar se isso afetava a expressdo de genes-
referéncia. Entdo, dez genes-referéncia foram avaliados usando a linhagem Caco-2.
Curiosamente, genes-referéncia amplamente usados como ACTB e 18S
apresentaram as maiores diferencas de Cq observadas entre a condi¢ao parental e
a condicdo esfera. Ja os que apresentaram as menores diferencas de Cqg foram
UBE2D2, PGK1 e PPIA. No entanto, dentre eles, UBE2D2 e PPIA foram mais
amplamente expressos em Caco-2 e, por esse motivo, foram os escolhidos. No caso
da linhagem HT-29, UBE2D2 nao apresentou amplificacdo, o que obrigou o uso de
apenas PPIA como gene-referéncia, configurando uma limitagéo do presente estudo.
De fato, um grupo que se prop6s a identificar os melhores genes-referéncia para
andlises de expressdo génica em CTTs também observou grande diferenca na
expressdo de ACTB, o que levou os autores a desaconselharem o seu uso. Além
disso, entre os genes-referéncia apontados como mais estaveis, o mesmo estudo
também menciona PPIA como uma possibilidade (LEMMA et al., 2016).

Tendo estabelecido os genes-referéncia, foi possivel prosseguir com as
analises de expressdo génica dos marcadores de CTTs (CD44, CD24, PROM1,
ALDH1 e LGR5) em Caco-2 e HT-29. Ao se comparar a condicdo parental com a
condicdo de esfera, verificou-se que, em Caco-2, houve reducdo significativa na
expressdo de CD24, e em HT-29 ocorreu aumento significativo na expressao de
ALDH1, LGR5 e PROML1. Embora ambas as linhagens tenham sido submetidas ao
mesmo meio de enriqguecimento de CTTs, a diferenca encontrada na expressao dos
marcadores entre elas evidencia a heterogeneidade da populacdo de CTTs.
Curiosamente, essa heterogeneidade foi retratada por um estudo que mostrou
existirem diferencas na presenca de marcadores de CTTs entre cinco linhagens de
CCR. Neste caso, a populacdo CD133" de cada uma das linhagens analisadas foi
isolada e outros marcadores relacionados ao perfil tronco, tumorigénese e potencial
metastatico foram avaliados. Assim, trés conjuntos de marcadores foram relatados:
I) os de deteccdo homogénea (CD9, CD29, CD49b, CD59, CD151, CD326), que
pareciam representar uma assinatura da populacédo de CTTs devido a sua detec¢éo
em todas as linhagens estudadas; Il) os de deteccdo heterogénea (CD44, CD47,
CD49f, CD55, CD221, CD227, CD324), com diferencas na porcentagem de células

positivas entre as linhagens; e Ill) agueles de marcacao descontinua (CD24, CD26,
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CD54, CD66c, CD81, CD90, CD99, CD112, CD164, CD166, CD200), ora presentes,
ora ausentes, dependendo da linhagem celular avaliada (GEMEI et al., 2013). Dessa
forma, as diferencas observadas no perfil de expressdo dos marcadores de CTTs
em Caco-2 e HT-29 podem ser um reflexo da presenca de subpopulacées com perfis
distintos nos esferoides formados.

Em um primeiro momento, a reducdo na expressdo de CD24 em Caco-2
parece contraditéria, uma vez que o aumento desse marcador ja foi documentado
em populacbes de CTTs oriundas de linhagens de CCR (KE et al.,, 2012). Foi
sugerido também que CD24 atua como principal molécula responsavel pela
formacdo de clusters de CTTs, os quais poderiam ser importantes para a
sobrevivéncia dessas células durante sua disseminagdo na corrente sanguinea
(KAPELERIS et al., 2019). No entanto, essa reducao na expressao de CD24 poderia
indicar a presenca de uma populacdo de CTTs que apresenta mecanismos de
resisténcia a drogas e de sobrevivéncia mediados por autofagia, ja que o
silenciamento de CD24 em células que superexpressavam este marcador promoveu
aumento da autofagia em células de CCR (ZHUO; WANG, 2019). Neste sentido, foi
demonstrado também que a inibicdo do processo autofagico se mostrou capaz de
sensibilizar células de CCR ao 5-Fluorouracil (5-FU) e a drogas antiangiogénicas (LI
et al., 2009; SELVAKUMARAN et al., 2013). Corroborando estes achados, foi
descrito em CCR que o fenétipo CD133*/CD24" esta associado a resisténcia ao 5-
FU (PASCHALL et al., 2016). Assim, a expressao ou ndo de CD24 parece conferir
vantagens em diferentes processos: metastase ou resisténcia. Uma hipotese
possivel é que a exposicdo da linhagem Caco-2 a um cultivo em suspensao
represente um insulto a sua sobrevivéncia, o que obrigaria essas células a ativarem
autofagia atraveés de um mecanismo que envolva a reducao na expressao de CD24.

No que diz respeito as variacbes de expressdao quando compara-se a
condicao parental com a condi¢céo de esfera nas células HT-29, foi visto um aumento
de trés marcadores de CTTs, nomeadamente LGR5, PROM1 e ALDH1. Este achado
€ corroborado por dados da literatura, jA que todos funcionam como marcadores de
CTTs em modelos de CCR (VERMEULEN et al.,, 2008; HUANG et al., 2009;
SHIMOKAWA et al.,, 2017; ZHANG et al, 2019). LGR5 foi primeiramente
caracterizado como um marcador da populacdo de células tronco intestinais
presente na base das criptas, mas tem sido empregado também como marcador de
CTTs (KUMAR; BURGESS; GULBIS, 2014; DAME et al., 2018). A proteina CD133,
codificada pelo gene PROM1, em condi¢cbes ndo patologicas, esta associada a
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regides de protrusdo de membrana e microvilos (GLUMAC; LEBEAU, 2018). Um
estudo mostrou também que CD133 promove a sinalizagdo de WNT, por meio de um
mecanismo de estabilizagdo de B-catenina mediado por HDAC6 (do inglés Histone
deacetylase 6) e, neste mesmo trabalho, foi observado que o silenciamento de
CD133 leva a um aumento da expressdo de genes relacionados a diferenciacéo
(MAK et al.,, 2012). Além disso, também foi demonstrado em um modelo de
glioblastoma que a capacidade de autorrenovacdo e tumorigénese de CTTs era
dependente da fosforilacgdo de CD133 (na tirosina 828), a qual mediava sua
interacdo com p85 e promovia a sinalizacdo via PI3K/AKT (WEI et al., 2013). Com
relacdo ao ALDH1, este representa uma das 11 familias de isoenzimas que
catalisam a oxidagdo de aldeidos a acidos carboxilicos (VASSALLI, 2019).
Populacdes de CTTs apresentam maior atividade de ALDH e, por isso, essa
caracteristica € empregada como o racional do ensaio de Aldefluor® para a
identificacdo de CTTs (MELE; LICCARDO; TIRINO, 2018). Embora no presente
estudo a atividade dessa enzima nao tenha sido investigada, o aumento da
expressdo génica de ALDH1 dé indicios de que sua atividade pode estar aumentada
nessa populacdo. Nesse contexto, jA foi demonstrado que a superexpressao
independente de nove isoformas de ALDH resulta em aumento da populacdo de
ALDH+ no ensaio de atividade (ZHOU et al., 2019). Portanto, diante do exposto
acima, o aumento da expressdo dos marcadores ALDH1, LGR5 e PROM1 em
células HT-29 submetidas ao ensaio de formacdo de esferas sugere que esteja
ocorrendo um enriquecimento da populacéo de CTTs.

No contexto do cancer os glicanos desempenham funcdo em diferentes
aspectos da transformacdo maligna, tais como: proliferacdo, migracao, invasao,
escape da vigilancia imunolégica e metastase (RODRIGUES et al., 2018). No
entanto, esses processos estdo relacionados a alteracées nos niveis de arranjos
especificos, tais como: aumento de N-glicanos com ramificagdes do tipo (1,6-
GIcNAc que sao geradas pela enzima MGAT5 (Figura 1.9a); aumento de glicanos
fucosilados e sialilados; e ainda a presenca aumentada de antigenos de
carboidratos associados ao tumor, sejam eles epitopos Lewis (Figura 1.9c) ou
produtos de O-glicanos truncados, como os antigenos T, sT, Tn e sTn (Figura 1.9 b).

Embora CD44, CD24 e CD133 sejam utilizados como marcadores de CTTs,
essas proteinas também participam de mecanismos celulares que podem ser
impactados mediante alteracbes na glicosilacdo. CD44 € uma glicoproteina de

membrana envolvida com mecanismos de adeséo celular e transducdo de sinal que
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estdo intimamente relacionados a diferenciacdo, proliferacdo, migracdo e
sobrevivéncia (ORIAN-ROUSSEAU; SLEEMAN, 2014). Uma das principais fungdes
de CD44 esta relacionada a sua ligacdo ao acido hialurénico (KAROUSOU et al.,
2017). Ja foi demonstrado, em modelos de céncer gastrico, que a modificacdo de
CD44 por O-glicanos truncados € capaz de aumentar a sua interagdo com o acido
hialurénico (MEREITER et al., 2019). Por outro lado, a presenca de acidos sialicos
terminais em N-glicanos de CD44 atuaria no sentido contrario, impedindo essa
interacdo (FALLER; GUVENCH, 2014).

A glicoproteina CD24 consiste numa molécula de adesédo a qual é ancorada
na membrana em regides de lipid rafts por uma porcdo GPI (EYVAZI et al., 2018). A
funcdo adesiva de CD24 a P-selectina é mediada pela presenca do arranjo sLe*
(Figura 1.9c) em CD24 (FRIEDERICHS et al., 2000). Essa interagcdo com a P-
selectina presente em células do endotélio vascular possibilita o rolamento das
células tumorais na corrente sanguinea, favorecendo o desenvolvimento de
metastases (KOHLER et al., 2010). Além disso, um estudo demonstrou que os N-
glicanos de CD24 apresentavam core fucosilacao (Figura 1.9a), enquanto seus O-
glicanos apresentavam forte presenca de estruturas sialil T (Figura 1.9b) (MOTARI et
al., 2009).

Para a glicoproteina CD133, a perda induzida de um de seus sitios de N-
glicosilacdo impede sua interacdo com a B-catenina o que resulta em inativacdo da
via de WNT (LIU et al., 2015). Além disso, a presencga de sialilagao (a-2,3) € capaz
de promover reducéo da cinética de degradacédo de CD133 (ZHOU et al., 2010).

No presente estudo, os esferoides gerados tiveram a expressdao de
glicogenes avaliada. Embora néo tenha sido possivel documentar mudancas
estatisticamente significativas na expressao desses genes em Caco-2, foi observado
aumento estatisticamente significativo na expressdo de B3GNT2, OGT e OGA em
HT-29. De forma pioneira em estudos de Glicobiologia do céncer, foram realizadas
analises in silico que apontam para a existéncia de correlacdo positiva entre a
expressao de marcadores de CTTs e glicogenes, como é o caso de CD44 x OGA,
CD44 x B3GNT2, LGR5 x OGA para amostras de cancer de colon, e CD44 x OGA,
LGR5 x OGA, CD44 x OGT, CD24 x BSGNT2 para amostras de cancer de reto. As
correlacdes entre CD44 x OGA e LGR5 x OGA estao presentes independentemente
do local do tumor, no entanto, no caso de CD44 x B3GNT2, parece ser valida
somente para carcinomas de colon, enquanto as correlagdes entre CD44 x OGT e
CD24 x B3GNT2 foram observadas apenas em carcinomas de reto. Todas essas

76



correlacdes descritas foram estatisticamente significativas, no entanto, se mostraram
correlagdes fracas (r entre 0.20 e 0.39) ou muito fracas (r entre 0.00 e 0.19) (EVANS,
1996). Uma possivel explicagdo consiste no fato das andlises envolverem
subpopulacdes de CTTs que estdo presentes em menor nimero dentro da massa
tumoral. Assim, seria mais dificil encontrar expressdo desses marcadores em
amostras tumorais, enfraquecendo qualquer correlagdo que os envolva. Vale
ressaltar que a correlacdo positiva entre a expressao de LGR5 e OGA aponta para
uma possivel regulacdo entre esses dois genes, pois, conforme demonstrado no
presente estudo, o ensaio de formacéo de esferas promove aumento na expressao
de ambos em HT-29 (Figura 5.9 e 5.10b). Embora seja possivel especular que esses
glicogenes possam exercer influéncia sobre o estado tronco e a expressao de
marcadores em cancer colorretal, os eventuais mecanismos envolvidos ainda néo
sdo conhecidos, evidenciando que diferentes vertentes de investigacdo seréo
necessarias para esclarecer este ponto.

Em conformidade com a correlagédo positiva entre os niveis de expressao de
CD44 e OGT observada aqui, recentemente foi demonstrado que em esferas
oriundas de linhagens de cancer de mama enriquecidas para CTTs ha aumento
concomitante de OGT e da modificacdo de proteinas por O-GIcNAc. Ademais, a
inibicdo de OGT teve um impacto negativo no estado tronco dessas células,
enquanto sua superexpressao teve efeito contrario, pois foi capaz de regular
positivamente CD44, Nanog, c-Myc e KLF8, indicando que o aumento de OGT nas
esferas pode ser necessario para a regulacao de fatores transcricionais relacionados
com a pluripoténcia (AKELLA et al., 2020).

Embora OGT esteja atraindo bastante atencéo dos pesquisadores nos ultimos
anos, por ser a responsavel pela transferéncia de GIcNAc para proteinas citosélicas
e nucleares, os achados in vitro e in silico aqui descritos, que apontam aumento da
expressdo de OGA em céancer colorretal, bem como sua correlagdo com a expressao
de LGR5 e CD44, dao indicios da importancia desta outra enzima para as CTTs.
Nesse sentido, em camundongos mutados para o gene APC e heterozigotos para
Oga (Oga+/-), os quais apresentavam menores niveis de OGA e OGT, foi observado
abrandamento em numero e volume de adenomas colorretais, devido a reducao na
expressdo de genes-alvo da via de WNT de maneira independente de [B-catenina
(YANG et al.,, 2014). Assim, é possivel que o aumento de OGA observado nas
esferas ocorra para induzir a expressao de genes-alvo da via WNT, que esta

relacionada a manutencdo das ceélulas tronco intestinais (KRISHNAMURTHY;

77



KURZROCK, 2018). Aléem disso, CD44 e LGR5 sdo genes-alvo dessa via
(WIELENGA et al., 1999; BARKER et al., 2007; ZEILSTRA et al., 2014), o que
corrobora a correlagcéo positiva encontrada entre a expressao deles com OGA.

Outro aspecto interessante diz respeito ao aumento concomitante na
expressdo de OGT e OGA na condicdo de esferas. Em desacordo com essa
observacédo, pesquisadores mostraram existir um mecanismo compensatério entre
OGT e OGA que visa a manutencao do estado de equilibrio. Para isso, utilizaram um
modelo de CCR submetido a desequilibrio na homeostase do processo de
modificacdo por O-GIcNAc por privacdo de glicose ou influxo de glutamina. No
primeiro cenério, a privacao de glicose levou ao aumento de OGT e reducdo de
OGA, ambos em nivel proteico e de expressdo génica, enquanto no segundo
cenario, o influxo de glutamina levou a reducéo apenas dos niveis proteicos de OGT
e aumento dos niveis de OGA e de seu mRNA, apontando para uma regulacdo em
nivel transcricional para OGA e poés transcricional para OGT (DECOURCELLE et al.,
2020). Curiosamente, esse mesmo trabalho também mostrou que o knockdown de
OGT reduzia os niveis de OGA e de seu mMRNA, do mesmo modo que 0 contrario
também ocorria, contudo de forma mais branda. Esse dado curioso também foi
observado em hepatécitos de camundongo, no entanto, neste caso foi demonstrado
gue embora a superexpressao de Oga cause aumento de Ogt, o contrario nao
ocorre. De fato, OGA parece regular a transcricio de OGT através de um
mecanismo de cooperacdo entre OGA e p300 (uma histona acetiltransferase que
funciona como coativador da transcricdo) para a transcricdo de OGT (QIAN et al.,
2018). Se o mesmo ocorrer em células de CCR, € provavel que a expressao
aumentada de OGA nas esferas induza também o aumento dos niveis de expressao
de OGT, porém o papel que esse aumento concomitante teria em CTTs ainda
precisa ser melhor explorado. Uma das hipoteses seria que OGT e OGA se
comportassem como 0s marcadores epigenéticos observados em células tronco
quiescentes. Nesse contexto, os genes apresentam perfil bivalente, com presenca
concomitante de ambos os marcadores repressivos e ativadores, como forma de
estarem preparados para qualquer um dos cenarios: inativacdo ou ativagdo (LIU et
al., 2013). Assim, a presenca de niveis aumentados de ambas as enzimas poderia
representar um mecanismo das células tronco tumorais para que estejam
preparadas tanto pra permanecerem no estado tronco ou darem origem a uma célula

progenitora.
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No presente trabalho foi verificado também que os niveis de expressao de
B3GNT2 correlacionaram-se positivamente com os de CD44 (cancer de célon) e
CD24 (cancer de reto). A enzima B3GNT2 (codificada pelo gene B3GNT2), junto
com B4GALT1 (codificada pelo gene B4GALT1), sdo as principais envolvidas na
sintese de LacNAc. Essas estruturas, uma vez formadas, podem ser decoradas com
antigenos Lewis (TOGAYACHI et al., 2010; BYDLINSKI et al., 2018) (Figura 1.9c).
Além disso, a presenca de estruturas poli-LacNAc (formadas pela associacdo de
unidades LacNAc) em receptores de membrana possibilita sua interacdo com
galectinas (proteinas com dominios do tipo lectina que se ligam a carboidratos),
favorecendo assim a estabilizacdo deles na membrana, o que prolonga a duragéo da
sinalizacdo celular. Um grupo que caracterizou N-glicanos presentes na forma
padrdao de CD44 (CD44s, originada a partir da juncdo dos éxons 1-5 e 16-20)
ressaltou a presenca predominante de N-glicanos complexos com reduzida presenca
de fucose e acido sidlico, inclusive no sitio N5, o qual € apontado como o
responsavel pela ligacdo ao acido hialurénico presente na matriz extracelular (HAN
et al., 2012). Essa menor decoragdo dos N-glicanos de CD44 com acido sidlico, pelo
menos no sitio N5, pode ter relacdo com sua interacdo com o acido hialurénico, ja
gue a presencga de sialilagdo a-2,3 em CD44 foi apontada como motivo de reducéo
da interacdo entre essas duas moléculas (FALLER; GUVENCH, 2014).
Conjuntamente, estes achados mostram que a correlacdo encontrada entre a
expresséo de CD44 x B3GNT2 necessita ser melhor estudada.

Com relacdo a presenca de antigenos Lewis na extremidade de poli-LacNAc,
ja foi relatado que o marcador CD24 pode apresentar o epitopo sLe” (Figura 1.9c),
gue estaria relacionado com sua capacidade de adesdo ao endotélio vascular por
meio de interacdo com P-selectinas (FRIEDERICHS et al., 2000), favorecendo o
processo de metastase. Esse fato possibilita levantar uma hipétese de conexao
mecanistica entre CD24 e estruturas poli-LacNAc, auxiliando assim a compreensao
da correlacdo vista entre a expressdo de CD24 x B3GNT2 em amostras de
carcinoma retal.

Recentemente, uma investigacao revelou a presenca de caracteristicas tronco
em células tumorais circulantes (CTC) de pacientes com CCR metastéatico (GRILLET
et al., 2017), este achado motivou a avaliacdo do impacto clinico da expressao de
marcadores de CTTs e de glicogenes em pacientes com CCR. Assim, foram
realizadas analises in silico com amostras oriundas do TCGA. Foi possivel observar

gue amostras de carcinoma de coOlon apresentavam aumento na expressado de
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LGRS5, CD44 e reducédo na expressao de CD24 e ALDH1, quando comparadas com
amostras de tecido adjacente nao tumoral. O mesmo padréao de expressdo de LGRS,
CD44 e ALDHL1 ocorreu para as amostras de carcinoma de reto, no entanto, nessas,
também se observou aumento na expressdo de PROM1. Embora néo tenha
separado as analises em carcinomas do coélon e reto, por meio de
imunohistoquimica de amostras normais e de cancer colorretal, um grupo confirmou,
pelo menos em parte, os achados in silico aqui apresentados. Neste caso, foi
verificado um aumento de CD133 e da forma padrdo de CD44, além de uma ténue
reducdo de ALDH1 nas amostras de tumor primario, em comparacdo feita com
amostras normais (LUGLI et al., 2010). Outro estudo também contribuiu com os
achados aqui demonstrados, ao apontar o aumento da marcacdo de LGR5 em
amostras de tecidos de CCR pareadas (HE et al., 2014).

Na avaliacdo dos marcadores de CTTs nos diferentes estadios do cancer de
célon, verificou-se que a expressdo de LGR5 e CD44 esta aumentada em todos os
estagios da progressdo da doenca. Enquanto o contrario ocorreu para CD24. Ja
para ALDH1, a reducdo na expressao alcancou significancia estatistica a partir do
estadio Il, enquanto a expressdo de CD44 teve uma reducdo estatisticamente
significativa do estadio | para o estadio IV, 0 que poderia indicar que para 0 processo
de metastase distante seria necesséaria a reducdo na expressao de CD44. Ja para
amostras de carcinoma de reto, 0 mesmo cenario se repete para as expressdes de
LGR5 e CD44, que se mantém aumentadas ao longo de todos os estadios. Por outro
lado, o0 aumento na expressdo de PROM1 s6 ocorre do estadio | ao estadio Ill, o que
pode indicar que PROM1 exerce algum papel na progressdo da doenca, mas nao
para o processo de metastase distante. Aléem disso, em cancer de reto ha reducao
na expressdo de ALDH1 também ao longo de todos os estadios. No entanto,
nenhum dos marcadores analisados foi capaz de predizer a sobrevida livre de
doenca ou a sobrevida global. Dentre todos os marcadores analisados, apenas a
expressdo de ALDH1, em pacientes com cancer de reto, parece ter potencial de
predizer a sobrevida global, uma vez que o P valor do logrank foi de 0,056, porém,
devido a quantidade reduzida de amostras (apenas 31 no grupo com alta expressao
e 32 no grupo com baixa expressado), nao foi possivel atingir a significancia
estatistica.

Pela analise de imunohistoquimica de 523 amostras de tecido de
adenocarcinoma colorretal, um trabalho relacionou os niveis de CD133, CD44 e

CD24 com caracteristicas clinicopatologicas, e concluiu que CD133 estava
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relacionado aos estadios T (que diz respeito a extensdo do tumor primario) mais
avancados, CD24 estava relacionado ao grau de diferenciagdo e CD44 ao tamanho
do tumor. No entanto, nenhum deles teve impacto na sobrevida global de pacientes
com CCR (CHOI et al., 2009), de forma analoga ao que foi apontado pelas anélises
in silico aqui apresentadas.

Outro aspecto interessante diz respeito a localizagdo subcelular/tecidual de
ALDH. Um estudo que avaliou por imunohistoquimica 0s niveis proteicos de
ALDH1Al (uma das 19 isoenzimas da familia de aldeido desidrogenases) em
amostras de tecido de céancer de coélon e reto encontrou diferentes tipos de
marcacao: citoplasmatica, nuclear e estromal. Curiosamente, apenas a presenca de
ALDH1A1 nuclear resultava em menor sobrevida global para pacientes com cancer
de colon (KAHLERT et al., 2012). Outro estudo apontou que amostras de cancer
colorretal avaliadas para ALDH1Al pela mesma técnica anterior tinham maior
marcagdo em comparacdo com as amostras de tecido normal adjacente, e isso
estava associado a presenca de metastases linfonodais (YANG et al., 2018). No
entanto, amostras de metastase hepéatica apresentaram maiores niveis de ALDH1Al
gue as amostras pareadas de seus tumores primarios, porém, em qualquer um dos
cenarios, seus niveis eram aumentados se 0s pacientes tivessem sido submetidos a
tratamento antes da resseccado. Além disso, seus niveis foram associados a tumores
pouco diferenciados, localizados do lado direito do colon (VAN DER WAALS;
BOREL RINKES; KRANENBURG, 2018). Assim, uma hipotese pode ser formulada
para explicar as incongruéncias encontradas. E possivel que as amostras analisadas
nessa dissertagéo fossem em sua maioria de tumores localizados do lado esquerdo,
ja que o estudo citado menciona a diminuicdo nos niveis de ALDH1A1 em cdlon
descendente, reto e sigmoide.

As mesmas analises in silico realizadas para os marcadores de CTTs foram
repetidas para os glicogenes. Em amostras de carcinoma de colon foi observado
aumento da expressao de MGAT5, OGA, OGT, ST3GAL1 e reducao da expresséo
de B4GALT1, em relagdo as amostras de tecido ndo tumoral adjacente. Por outro
lado, em amostras de carcinoma de reto, ocorreu reducdo na expressao de B3GNT2
e ST3GAL1 e aumento de OGT.

Reforgando os achados encontrados por bioinformética em célon, um trabalho
mostrou 0 aumento da expressdo de MGAT5 em amostras de adenomas e
carcinomas colorretais quando estas sdo comparadas com o tecido normal

adjacente (PETRETTI et al., 2000). Os N-glicanos com ramificagdes do tipo 31,6-
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GIcNAc, que sdo gerados por essa enzima, também foram mais detectados por
imunohistoquimica em amostras de carcinoma colorretal do que em seus pares nao
tumorais (HAGERBAUMER et al., 2015).

No que tange a ST3GAL1, dois trabalhos distintos evidenciaram o aumento
de sua expressdo em amostras de carcinoma colorretal quando comparadas com o
tecido adjacente ndo tumoral (PETRETTI et al.,, 2000; SCHNEIDER et al., 2001).
Todavia, nossas analises in silico demonstraram antagonismo na expressao desse
glicogene entre amostras de carcinoma de célon e reto, o que pode ter relacdo com
a lateralidade. Embora o CCR seja tratado como uma Unica entidade, a origem
embrionaria do colon proximal € a partir do intestino médio primitivo, enquanto o
cOlon distal e reto é a partir do intestino posterior primitivo. Além disso, os tumores
proximais de célon estdo mais associados a mutacbes em BRAF e ao CIMP,
enguanto carcinomas do colon distal e reto estdo mais associados a mutacdes em
APC e TP53 e a CIN (YOUNG; GOLZARIAN, 2018). Curiosamente, analises de
microarray de amostras de carcinoma de célon e reto apontaram maior desregulacéo
de vias de sinalizac@o envolvidas com processos metabdlicos e biossintese de N- e
O-glicanos nos tecidos de reto (LI et al., 2012).

Um grupo que analisou os niveis de OGT, OGA e de modificagdo por O-
GIcNAc em amostras pareadas de pacientes com adenocarcinoma de coélon,
apontou um aumento tanto de OGT quanto da modificacdo por O-GIcNAc e uma
tendéncia de aumento de OGA nos tumores colorretais, em comparacdo com
amostras adjacentes nao tumorais (PHUEAQOUAN et al., 2013).

Para além das analises comparativas entre amostras pareadas, também
foram realizadas aqui avaliacdes da expresséo dos glicogenes por estadiamento. No
carcinoma de colon, foi possivel perceber que a expressdo de MGATS5 e OGT é
aumentada ao longo de toda a progressao da doenca, o que, nesse ultimo caso,
também se repete para carcinoma de reto. Os niveis de expressdao de OGT
aumentam do estadio Il para o IV, o que sugere um papel de OGT no
estabelecimento de metastases distantes. De fato, a maior expressao de OGT foi
correlacionada positivamente com o estadiamento total e com estadios N e M. Além
disso, maiores niveis de OGT reduziram a sobrevida global em trés anos de
pacientes com CCR (XU et al.,, 2019). No entanto, as analises envolvendo o
desfecho clinico feitas pelo presente estudo ndo demonstraram tal reducao.

Com relacdo a MGATS5, niveis aumentados dessa enzima (também conhecida

como GnT-V) foram correlacionados com metastases distantes e com menor
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sobrevida global em pacientes com CCR (MURATA et al.,, 2000). No entanto, os
autores ressaltam que essa menor sobrevida global refletiu, em parte, a grande
quantidade de pacientes estadio IV e a pior sobrevida dos pacientes em estadio Il
gue apresentavam maiores niveis de MGAT5, o que pode explicar a discrepancia
com as analises aqui apresentadas. Porém, no que diz respeito a sobrevida livre de
doenca, a maior expressdo de MGATS5 foi aqui apontada como pior prognostico.

No presente trabalho, também foi visto que a expressdo de OGA tem
aumento significativo apenas nos estadios tardios Ill e IV. Porém, estudos in vitro
utilizando as células de tumor primario (SW480) e de metastase linfonodal (SW620)
mostraram que nessa Ultima linhagem havia aumento da modificacdo por O-GIcNAc
e reducao na expressdao de OGA. Uma vez que SW620 era silenciada para OGA
passava a apresentar caracteristicas relacionadas ao processo de EMT com
aquisicdo de morfologia fibroblastoide e alteracdo na expressao de diversos genes
envolvidos com processos de motilidade (YEHEZKEL et al., 2012). No entanto, na
contramé&o desses dados, os resultados aqui apresentados demonstram que a maior
expressado de OGA foi relacionada a uma pior sobrevida global em pacientes com
carcinoma de colon.

As analises para carcinoma retal apontaram pequena reducdo da expressao
de ST3GALL no estadio Ill, com posterior aumento discreto no estadio IV, o que
sugere um possivel papel de ST3GAL1 no desenvolvimento de metastases
distantes. Vale ressaltar que em cancer de mama, a alta expressédo de ST3GAL1 em
pacientes com estadiamento avancado foi associado a menor sobrevida livre de
recorréncia (FAN et al., 2018). E possivel que a néo estratificacio dos pacientes por
estadiamento antes das analises de sobrevida tenha inviabilizado essa mesma
observacéo para cancer colorretal.

Sob a perspectiva das CTTs, fica evidente que determinadas alteracbes que
ocorrem no glicoma dessas células podem ter impacto na sobrevida de pacientes
com CCR. Porém, é importante ressaltar que todas as alteragbes observadas no
presente estudo foram investigadas em relacdo a expressdo génica. Essas
alteracdes ndo necessariamente refletem alteracées em nivel proteico, tampouco
refletem maior ou menor presenca de determinado arranjo em glicanos. Dessa
forma, analises complementares — dos niveis proteicos dos marcadores de CTTSs,
das enzimas codificadas pelos glicogenes, bem como dos arranjos gerados por elas
— necessitam ser realizadas. Com relacdo aos dados in silico, a incapacidade de

separacao das amostras do TCGA de acordo com os subtipos moleculares CMS e
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CRIS em ambas as plataformas utilizadas (GEPIA e UALCAN) impediu o
estabelecimento de associagdo entre determinado subtipo molecular e a maior
presenca de populagdo com perfil tronco. Assim, o papel exato que cada um desses
glicogenes e suas respectivas enzimas desempenham na regulacdo do estado
tronco ainda precisa ser desvendado.

84



Conclusao

O ensaio de formacdo de esferas aplicado a linhagens de CCR com
diferentes perfis mutacionais e de diferenciacdo promove enriquecimento de
subpopulacdes de CTTs que expressam marcadores de superficie distintos. Isso
indica que mesmo em condi¢cdes em que as células sdo expostas a um meio de
enriqguecimento de CTTs contendo suplementacao idéntica, cada linhagem responde
de maneira particular a esses estimulos. Além disso, a alta plasticidade das CTTs
torna essa metodologia bastante variavel, pois existe importante variabilidade na
expressdo dos marcadores em cada réplica bioldgica. Ainda assim, os achados in
vitro evidenciaram a presenca de alteracdes nos glicogenes OGT, OGA e B3GNT2
em populacbes de CTTs com maior expressdo dos marcadores ALDH1, LGRS e
PROM1. Mais do que apenas expressao alterada, esses glicogenes apresentaram
correlacdo positiva com a expressdo de determinados marcadores, e um deles
(OGA) foi capaz de distinguir um grupo de pacientes com cancer de célon que
apresentava menor sobrevida global, o que, pelo menos nesse trabalho, nao foi
vidvel para nenhum dos marcadores de CTTs. Portanto, embora representem ainda
contribuicbes modestas, os resultados obtidos com essa pesquisa apontam para um
possivel papel da glicosilagdo aberrante na manutencéo do fendtipo tronco e abrem
caminho para que, posteriormente, algum glicobiomarcador possa ser incorporado

como marcador da populacdo de CTTs.
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Figura 9.1: Sobrevida global de acordo com os niveis de expressao de glicogenes apenas de
pacientes com carcinoma de cdélon que ndo apresentam instabilidade de microssatélites.
Amostras depositadas no banco de dados COAD do TCGA foram separadas de acordo com seu perfil
de regides microssatélite (MSI ou MSS) e apenas as que eram MSS foram separadas de acordo com
0s niveis de expressd@o. Aquelas pertencentes ao tercil superior foram consideradas com alta
expressédo (high) enquanto as pertencentes ao tercil inferior foram consideradas com baixa expresséo
(low). Através da plataforma GEPIA foram geradas curvas de Kaplan Meier para avaliar o impacto da
expressdo de (a) BSGNT2, (b) B4GALTL, (c) GFPTL, (d) GFPT2, (e) MGATS5, (f) OGT e (g) ST3GAL1
na sobrevida global de pacientes com cancer de coélon que tem MSS. HR, Hazard Ratio; p(HR), valor
de p da regressao de Cox usada para célculo do HR.

101



Porcentagem de sobrevida Porcentagem de sobrevida

Porcentagem de sobrevida

Sobrevida Livre de Doenga

—— Low B3GNT2
— High B3GNT2
Logrank p=0.18
HR(high)=1.6
p(HR)=0.18
n(high)=58
<
o
™~
o
o |
o
| T T I
0 1000 2000 3000 4000
Dias
Sobrevida Livre de Doencga
2 —— Low GFATT
—— High GFAT1
Logrank p=0.6
o | HR(high)=1.2
o p(HR)=0.6
n(high)=58
—— oW =58
© |
o
< |
(=]
o
o
o |
o
T I T T
0 1000 2000 3000 4000
Dias
Sobrevida Livre de Doencga
2 — Low OGA
—— High OGA
Logrank p=0.9
© | HR(high)=1.1
S p(HR)=0.9
n(high)=58
n(low)=58
© |
(=]
< | b}
o
™~
o
o |
o
T T T T
0 1000 2000 3000 4000
Dias

Porcentagem de sobrevida Porcentagem de sobrevida

Porcentagem de sobrevida

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

1.0

0.8

0.6

0.4

02

0.0

1.0

0.8

0.6

0.4

02

0.0

102

Sobrevida Livre de Doenga

— Low B4GALT1
—— High B4GALT1

Logrank p=0.69
HR(high)=0.86

p(HR)=0.69
n(high)=58
n(low)=58
-
T T T T
1000 2000 3000 4000
Dias

Sobrevida Livre de Doenga

— Low GFAT2
—— High GFAT2

Logrank p=0.56
HR(high)=1.3
p(HR)=0.56
n(high)=58
n(low)=58

1T T T

T Il L
=T T

T T T T
1000 2000 3000 4000
Dias

Sobrevida Livre de Doenga

— Low OGT
— High OGT
Logrank p=0.4
HR(high)=1.4
p(HR)=0.4
n(high)=58
n( Iqw)=58

..
T T

- i
Tt T

T T
3000 4000

2000
Dias

1000




Sobrevida Livre de Doencga

o
~ 7 — Low ST3GAL1
= High ST3GAL1
Logrank p=0.14
o | HR(high)=1.8
© © p(HR)=0.14
° igh)=
& n(low)=58
88
(]
[0)
o
<
§ °
)]
8
c
o o~ |
E o
o
o
o
g
1 T T T
0 1000 2000 3000 4000

Dias

Figura 9.2: Sobrevida livre de doenca de acordo com os niveis de expressdo de glicogenes
apenas de pacientes com carcinoma de cdlon que ndo apresentam instabilidade de
microssatélites. Amostras depositadas no banco de dados COAD do TCGA foram separadas de
acordo com seu perfil de regides microssatélite (MSI ou MSS) e apenas as que eram MSS foram
separadas de acordo com o0s niveis de expressdo. Aquelas pertencentes ao tercil superior foram
consideradas com alta expressdo (high) enquanto as pertencentes ao tercil inferior foram
consideradas com baixa expressao (low). Através da plataforma GEPIA foram geradas curvas de
Kaplan Meier para avaliar o impacto da expressao de (a) BAGNT2, (b) BAGALT1, (c) GFPTL1, (d)
GFPT2, (e) OGA, (f) OGT e (g) ST3GAL1 na sobrevida livre de doenca de pacientes com cancer de
c6lon que tem MSS. HR, Hazard Ratio; p(HR), valor de p da regressdo de Cox usada para calculo do
HR.
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Figura 9.3: Sobrevida global de acordo com o0s niveis de expressdo de glicogenes apenas de
pacientes com carcinoma de célon que apresentam instabilidade de microssatélites. Amostras
depositadas no banco de dados COAD do TCGA foram separadas de acordo com seu perfil de
regibes microssatélite (MSI ou MSS) e apenas as que eram MSI foram separadas de acordo com 0s
niveis de expressdo. Aquelas pertencentes ao tercil superior foram consideradas com alta expressao
(high) enquanto as pertencentes ao tercil inferior foram consideradas com baixa expressao (low).
Através da plataforma GEPIA foram geradas curvas de Kaplan Meier para avaliar o impacto da
expressdo de (a) BA3GNT2, (b) BAGALT1, (c) GFPTL, (d) GFPT2, (e) MGATS5, (f) OGA, (g) OGT e (h)
ST3GALL1 na sobrevida global de pacientes com cancer de célon que tem MSI. HR, Hazard Ratio;
p(HR), valor de p da regresséo de Cox usada para célculo do HR.

105



Porcentagem de sobrevida Porcentagem de sobrevida

Porcentagem de sobrevida

1.0

0.8

0.6

0.4

02

0.0

1.0

08

0.6

0.4

02

0.0

1.0

08

0.6

04

02

0.0

Sobrevida Livre de Doenca

— Low B3GNT2
= High B3GNT2

Logrank p=0.16
HR(high)=0.53
p(HR)=0.17
n(high)=32
n(low)=31

T T I I
1000 2000 3000 4000

Dias

Sobrevida Livre de Doenca

— Low GFAT1
= High GFAT1

Logrank p=0.44

HR(high)=0.64

. P p(HR)70.44
n(high)=32
n(low)=31

s L '
T T T

T T T T
1000 2000 3000 4000
Dias

Sobrevida Livre de Doenca

—— Low MGATS
— High MGAT5
Logrank p=0.81
HR(high)=1.1
p(HR)=0.82
n(high)=32
n(low)=31

I I I ]
1000 2000 3000 4000
Dias

Porcentagem de sobrevida Porcentagem de sobrevida

Porcentagem de sobrevida

0.4

02

0.0

-

0.0

1.0

0.8

0.6

0.4

02

0.0

106

Sobrevida Livre de Doenca

—— Low B4GALT1
= High B4GALT1
Logrank p=0.74
HR(high)=1.2
p(HR)=0.74
n(high)=32
n(low)=31

| T | T
1000 2000 3000 4000
Dias

Sobrevida Livre de Doenga

— Low GFAT2
= High GFAT2

Logrank p=0.11
HR(high)=2
p(HR)=0.11

n(high)=32
n(low)=31

T T \ T
1000 2000 3000 4000
Dias

Sobrevida Livre de Doenga

—— Low OGA
— High OGA
Logrank p=0.26
HR(high)=1.9
p(HR)=0.27
— . nfhigh=a?
n(low)=31

| T T I
1000 2000 3000 4000
Dias




Sobrevida Livre de Doenca Sobrevida Livre de Doenca

T — Low OGT —— Low ST3GAL1
= High OGT = High ST3GAL1

Logrank p=0.9 Logrank p=0.58
HR(high)=1.1 HR(high)=0.76
p(HR)=0.89 p(HR)=0.58
n(high)=32 n(high)=32
n(low)=31 n(low)=31

1.0
1.0

0.8

0.6

0.6

Porcentagem de sobrevida
0.4
I
Porcentagem de sobrevida
0.4
I

0.0
0.0

T T | T T
0 1000 2000 3000 4000 0 1000 2000 3000 4000
Dias Dias

Figura 9.4: Sobrevida livre de doenca de acordo com os niveis de expressdo de glicogenes
apenas de pacientes com carcinoma de co6lon que apresentam instabilidade de
microssatélites. Amostras depositadas no banco de dados COAD do TCGA foram separadas de
acordo com seu perfil de regides microssatélite (MSI ou MSS) e apenas as que eram MSI foram
separadas de acordo com o0s niveis de expressdo. Aquelas pertencentes ao tercil superior foram
consideradas com alta expressédo (high) enquanto as pertencentes ao tercil inferior foram
consideradas com baixa expressao (low). Através da plataforma GEPIA foram geradas curvas de
Kaplan Meier para avaliar o impacto da expressao de (a) B3GNT2, (b) BAGALT1, (c) GFPTL1, (d)
GFPT2, (e) MGATS5, (f) OGA, (g) OGT e (h) ST3GALL1 na sobrevida livre de doenca de pacientes com
cancer de célon que tem MSI. HR, Hazard Ratio; p(HR), valor de p da regressédo de Cox usada para
célculo do HR.
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Figura 9.5: Sobrevida global de acordo com o0s niveis de expressdo de diferentes glicogenes
em amostras de cancer de reto. Amostras depositadas no banco de dados READ do TCGA foram
separadas em tercis de expressao e aquelas pertencentes ao tercil superior foram consideradas com
alta expressao (high) enquanto as pertencentes ao tercil inferior foram consideradas com baixa
expressédo (low). Através da plataforma GEPIA foram geradas curvas de Kaplan Meier para avaliar o
impacto da expressao de (a) B3GNT2, (b) BAGALT1, (c) GFPTL, (d) GFPT2, (e) MGATS5, (f) OGA, (g9)
OGT e (h) ST3GAL1 na sobrevida global dos pacientes. HR, Hazard Ratio; p(HR), valor de p da
regressdo de Cox usada para calculo do HR.
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Figura 9.6: Sobrevida livre de doenca de acordo com os niveis de expressdo de diferentes
glicogenes em amostras de cancer de reto. Amostras depositadas no banco de dados READ do
TCGA foram separadas em tercis de expressdo e aquelas pertencentes ao tercil superior foram

consideradas com alta expressdo (high) enquanto as pertencentes ao tercil

inferior foram

consideradas com baixa expressao (low). Através da plataforma GEPIA foram geradas curvas de
Kaplan Meier para avaliar o impacto da expressédo de (a) BSGNT2, (b) BAGALT1, (c) GFPT1, (d)
GFPT2, (e) MGATS5, (f) OGA, (g) OGT e (h) ST3GAL1 na sobrevida livre de doenga dos pacientes.
HR, Hazard Ratio; p(HR), valor de p da regressdo de Cox usada para calculo do HR.
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Figura 9.7: Sobrevida global de acordo com os niveis de expressao de glicogenes apenas de
pacientes com carcinoma de reto que ndo apresentam instabilidade de microssatélites.
Amostras depositadas no banco de dados READ do TCGA foram separadas de acordo com seu perfil
de regides microssatélite (MSI ou MSS) e apenas as que eram MSS foram separadas de acordo com
0s niveis de expressao. Aquelas pertencentes ao tercil superior foram consideradas com alta
expressédo (high) enquanto as pertencentes ao tercil inferior foram consideradas com baixa expresséo
(low). Através da plataforma GEPIA foram geradas curvas de Kaplan Meier para avaliar o impacto da
expressdo de (a) BABGNT2, (b) BAGALT1, (c) GFPTL, (d) GFPT2, (e) MGATS5, (f) OGA, (g) OGT e (h)
ST3GALL1 na sobrevida global de pacientes com cancer de reto que tem MSS. HR, Hazard Ratio;
p(HR), valor de p da regressdo de Cox usada para calculo do HR.
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Figura 9.8: Sobrevida livre de doenca de acordo com os niveis de expressdo de glicogenes
apenas de pacientes com carcinoma de reto que ndo apresentam instabilidade de
microssatélites. Amostras depositadas no banco de dados READ do TCGA foram separadas de
acordo com seu perfil de regides microssatélite (MSI ou MSS) e apenas as que eram MSS foram
separadas de acordo com os niveis de expressdo. Aquelas pertencentes ao tercil superior foram
consideradas com alta expressdo (high) enquanto as pertencentes ao tercil inferior foram
consideradas com baixa expressao (low). Através da plataforma GEPIA foram geradas curvas de
Kaplan Meier para avaliar o impacto da expressédo de (a) BSGNT2, (b) BAGALT1, (c) GFPT1, (d)
GFPT2, (e) MGATS5, (f) OGA, (g) OGT e (h) ST3GALL na sobrevida livre de doenca de pacientes com
cancer de reto que tem MSS. HR, Hazard Ratio; p(HR), valor de p da regressédo de Cox usada para
célculo do HR.
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Figura 9.9: Sobrevida global de acordo com 0s niveis de expressao de glicogenes apenas de
pacientes com carcinoma de reto que apresentam instabilidade de microssatélites. Amostras
depositadas no banco de dados READ do TCGA foram separadas de acordo com seu perfil de
regides microssatélite (MSI ou MSS) e apenas as que eram MSI foram separadas de acordo com os
niveis de expressdo. Aquelas pertencentes ao tercil superior foram consideradas com alta expressao
(high) enquanto as pertencentes ao tercil inferior foram consideradas com baixa expressao (low).
Através da plataforma GEPIA foram geradas curvas de Kaplan Meier para avaliar o impacto da
expresséo de (a) BAGNT2, (b) BAGALT1, (c) GFPTL1, (d) GFPT2, (e) MGATS5, (f) OGA, (g) OGT e (h)
ST3GALL1 na sobrevida global de pacientes com cancer de reto que tem MSI. HR, Hazard Ratio;
p(HR), valor de p da regressédo de Cox usada para calculo do HR.
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Figura 9.10: Sobrevida livre de doenca de acordo com os niveis de expressédo de glicogenes
apenas de pacientes com carcinoma de reto que apresentam instabilidade de microssatélites.
Amostras depositadas no banco de dados READ do TCGA foram separadas de acordo com seu perfil
de regides microssatélite (MSI ou MSS) e apenas as que eram MSI foram separadas de acordo com
0s niveis de expressdo. Aquelas pertencentes ao tercil superior foram consideradas com alta
expressao (high) enquanto as pertencentes ao tercil inferior foram consideradas com baixa expressao
(low). Através da plataforma GEPIA foram geradas curvas de Kaplan Meier para avaliar o impacto da
expressdo de (a) BA3GNT2, (b) BAGALT1, (c) GFPTL, (d) GFPT2, (e) MGATS5, (f) OGA, (g) OGT e (h)
ST3GALL1 na sobrevida livre de doenca de pacientes com cancer de reto que tem MSI. HR, Hazard
Ratio; p(HR), valor de p da regressdo de Cox usada para célculo do HR.
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Anexo 2 e 3 — Artigos cientificos submetidos relacionados ao tema Glicobiologia do
cancer dos quais participei como co-autora
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Colorectal cancer (CRC) is a major public health issue worldwide. Although several
studies have been conducted to understand the molecular aspects governing CRC
progression, the cellular events leading to tight junction (TJ) destabilization are not
completely understood. Considering that claudin-3 is one of the main constituents of TJ,
this study aimed to investigate molecular mechanisms involved in the regulation of this
protein in CRC cells. First, in silico evaluation in each of the CRC consensus molecular
subtypes (CMS) revealed that high expression levels of CLDN3 (gene encoding
claudin-3) in CMS2 and CMS3 worsened the patients’ long-term survival. Then, we
show that N-glycan biosynthesis inhibition in CRC cells leads to a decrease in the levels
of claudin-3 and, concomitantly, to a reduction in phosphorylation levels of EGFR and
IGFIR. We also observed that specific inactivation of these receptor tyrosine kinases
(RTKSs) also leads to a decrease in claudin-3 levels. We provide evidence that the
regulation of claudin-3 levels by changes in RTK signaling can be mediated by PLC and
STAT3 in CRC cells. Since RTKs are known to be modulated by N-glycans, we
evaluated the correlation between N-glycogenes and CLDN3 expression levels in each
of the CRC molecular subtypes. CMS1 (MSI immune) was the subtype that
concomitantly exhibited the lowest expression of CLDN3 and N-glycogenes (MGATS
and B3GNTS), whereas CMS2 (canonical) exhibited the highest gene expression levels
of CLDN3 and N-glycogenes (MGATS, ST6GALI, and B3GNTS). Furthermore, a robust
positive correlation between CLDN3 and B3GNTS8 expression levels was observed in all
CMS. These results support the hypothesis of a mechanism integrating RTK signaling
and N-glycosylation on the regulation of claudin-3 levels in CRC.

Keywords

Receptor tyrosine kinase; claudin-3; N-glycans; colorectal cancer; consensus molecular
subtypes
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AJC, Apical Junctional Complex; B3GNTS, Beta-1,3-N-Acetylglucosaminyltransferase
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Claudin-3; CMS, Consensus Molecular Subtypes; CRC, Colorectal Cancer; DPAGTI,
Dolichyl-Phosphate N-Acetylglucosaminephosphotransferase 1; EGFR, Epidermal
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Growth Factor Receptor; KRAS, Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene Homolog;
L-PHA, Phytohemagglutinin-L or Phaseolus vulgaris Leucoagglutinin; MGATYS,
Alpha-Mannoside Beta-1,6-N-Acetylglucosaminyltransferase; PLC, Phospholipase C;
PP2A, Protein Phosphatase 2; STAT3, Signal Transducer and Activator of Transcription
3; ST6GALI1, ST6 Beta-Galactoside Alpha-2,6-Sialyltransferase; TJ, Tight Junction.

Introduction

Colorectal cancer (CRC) is one of the most commonly diagnosed cancers in both
males and females. Accordingly, this disease is a public health problem, accounting for
8.5% of all cancer-related deaths (1). CRC progression occurs through a series of
well-defined clinical and histopathological features, ranging from single precursor
lesions through benign tumors (serrated or tubular adenoma) to malignant disease (2).

CRC is a heterogeneous disease composed of biologically diverse subtypes. One
of the most recent gene expression-based subtyping of CRC proposed four consensus
molecular subtypes (CMSI-microsatellite instability immune; CMS2-canonical;
CMS3-metabolic; and CMS4-mesenchymal), each showing distinguishing molecular
disorders related with different clinical outcomes (3, 4). However, consensus molecular
classification has not yet been used as a tool to guide clinical decisions, and the constant
development of molecular stratification strategies is still necessary to reveal clinical
potentials (5).

Regardless of the subtype, the disruption of the apical junctional complex (AJC),
consisting of tight junctions (TJs) and adherens junctions, is frequently observed during
CRC progression (6). The functionality of TJs, which constitute the barrier to the
paracellular flow of macromolecules and ions, is regulated among others by the levels
of its proteins (7, 8). Changes in subcellular localization and unbalanced (both
overexpression and downregulation) claudin levels, which are the main proteins in the
regulation of TJs, also affect the stability of TJs in a fine-tuned mechanism (9, 10).
Dysregulation of claudin-3 is often observed in CRC (11), and its overexpression
destabilizes the TJs, thus increasing the malignancy potential of CRC (12).

Previous studies have also demonstrated that the stability of TJs is regulated by
glycoproteins, such as RTKs and E-cadherin (13-15), but the regulatory role of N-linked
glycans in this process is poorly understood. In a pioneering work on the role played by
N-glycans in TJ stability, it was shown that inhibition of N-glycosylation by siRNA to
DPAGTI (which encodes the enzyme that initiates the synthesis of the dolichol

lipid-linked oligosaccharide precursor for protein N-glycosylation) promotes the
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85 assembly of TJs through the recruitment of the PP2A protein (a negative regulator of TJ
86 biogenesis) to adherens junctions (16).

87 The functionality of RTKs is finely tuned by the N-glycans attached on its
88 extracellular domain. Several studies have demonstrated that N-glycosylation
89 contributes to ligand binding, kinase activity, and the determination of the receptor’s
90 proper conformation (17-20). It has been reported that B1,6-GlcNAc-branching
91 N-glycans (synthesized by MGATS, also known as GnT-V, see Supplementary material,
92 Fig. S1) on RTKs promote the binding of this branched structure to galectins, thus
93 forming molecular “lattices” that preclude glycoprotein receptor endocytosis, leading to
94 the persistence of cancer-related signaling (21). However, the existence of a mechanism
95 integrating RTK signaling and N-glycosylation on the regulation of claudin-3 levels in

96 CRC remains unclear.

97 In the present study, we showed that the high expression levels of CLDN3 in

98 CRC worsened the patients’ long-term survival. Then, we show that N-glycan

99 biosynthesis inhibition in CRC cells leads to a decrease in the levels of claudin-3 and,
100 concomitantly, to a reduction in phosphorylation levels of EGFR and IGF1R. We also
101 observed that specific inactivation of these RTKs also leads to a decrease in claudin-3
102 levels. We provide evidence that the regulation of claudin-3 levels by changes in RTK
103 signaling can be mediated by PLC and STAT3 in CRC cells. Since RTKs are known to
104 be modulated by N-glycans, we evaluated the correlation between N-glycogenes and
105 CLDN3 expression levels in each of the CRC molecular subtypes. CMS1 (MSI
106 immune) was the subtype that concomitantly exhibited the lowest expression of CLDN3
107 and N-glycogenes (MGATS5 and B3GNTS), whereas CMS2 (canonical) exhibited the
108 highest gene expression levels of CLDN3 and N-glycogenes (MGATS, ST6GALI, and
109 B3GNTS). Furthermore, a robust positive correlation between CLDN3 and B3GNTS
110 expression levels was observed in all four CMS. Altogether, our results corroborate the
111  hypothesis that N-glycans play a role in the regulation of RTKSs, claudin-3 and TJs,
112 providing a better understanding of CRC biology.

113 Material and methods

114  Chemicals and antibodies

115 Rabbit monoclonal antibodies anti-pEGFR (Tyr 1068), anti-EGFR, anti-p-IR/p-IGF1R
116 (Tyr 1150, 1151/Tyr 1135, 1136), anti-IGF1R, anti-pAKT (Ser 473), anti-AKT, and



Page 8 of 34 ESub : 243214 11-12-2019

117 anti-o-tubulin were purchased from Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA).
118 Rabbit polyclonal antibodies anti-claudin-3, anti-occludin, and anti-ZO1 were obtained
119 from Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA). Anti-mouse GAPDH monoclonal
120 antibody and peroxidase-conjugated anti-mouse were obtained from Santa Cruz
121 Biotechnology (Dallas, TX, USA). Fluorescein-conjugated L-PHA (Phaseolus vulgaris
122 lectin) lectin was purchased from Vector Laboratories (Burlingame, CA, USA). Alexa
123 Fluor 488-conjugated anti-rabbit was obtained from Molecular Probes (Eugene, OR,
124  USA). Tunicamycin Al homolog (Tun) was purchased from Sigma-Aldrich. H-89 (PKA
125 inhibitor), and PD 153035 (EGFR inhibitor) were obtained from Sigma-Aldrich (San
126  Luis, MO, USA). Forskolin (PKA activator) and Ly294002 (PI3K inhibitor) were
127 purchased from Sigma-Aldrich. OSI906 (IGF1R inhibitor) was purchased from Selleck
128 Chemicals. PD98059 (MEKI1 inhibitor) was purchased from Cell Signaling Technology.
129 U73122 (inhibitor of PLC-dependent processes) was obtained from Cayman Chemical
130 Company (Ann Arbor, MI, USA), while STA-21 (STAT3 inhibitor) was obtained from
131 Santa Cruz. Ruthenium red was purchased from Ted Pella Inc (Redding, CA, USA).

132 Cell culture and treatments

133 Colon cancer cells Caco-2, HCT-116, and HT-29 were obtained from the American Type
134  Culture Collection (Manassas, VA, USA). Cells were cultured at 37 °C in a humidified
135 atmosphere of 5% COy/air in DMEM (Thermo Fisher Scientific) supplemented with
136  10% heat-inactivated fetal bovine serum (Thermo Fisher Scientific), penicillin G (60
137 mg/l), and streptomycin (100 mg/l). For experimental purposes, cells were seeded on
138 culture flasks, plates, glass coverslips, or on transwell polycarbonate filters with a
139  0.4-um pore size (Corning; Corning, NY, USA). After reaching 80% confluence, cells
140 were treated with the drugs for 24 h. The drugs used for the different assays were
141 tunicamycin at 0.25, 0.50, 0.75, and 1 pg/mL; PD153035 at 1, 10, and 20 pg/mL;
142 OSI906 at 2, 4 e 8 pg/mL; U73122 at 7, 14, and 21 pg/mL; PD98059 at 7, 14, and 21
143  pg/mL; LY294002 at 2, 4, and 6 pg/mL; STA-21 at 3, 4, 5, 6, and 7.5 pg/mL; H-89 at 9
144 pg/mL; and Forskolin at 4 pg/mL.

145  Tissue samples
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146 Well or moderately differentiated human colorectal specimens and mucinous
147 adenocarcinomas were obtained from the surgical resection of 14 Brazilian patients (5
148 males and 9 females/64 + 10 years) after patient consent. In all cases, control specimens
149 were collected from the accompanying normal mucosa, 5-10 cm away from the
150 carcinoma. All samples were evaluated by a board-certified pathologist. For
151 immunoblotting, the cancer tissue and normal epithelium samples were immediately
152  frozen at -80 °C. The study was carried out with the approval of the National Cancer
153 Institute Ethics Committee (n° 84/04). Clinicopathological features are listed in Table SI
154  (supplementary material).

155  Western blot

156  Cell cultures and homogenized tissue samples were washed with phosphate-buffered
157 saline (PBS) and then lysed in a solution containing 1% Triton X-100, 1% NP40, a
158 protease inhibitor cocktail (1 tablet/50 ml buffer; Roche; Basel Switzerland), and a
159 phosphatase inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich, 1:100 dilution). Total protein was
160 quantified using a BCA protein assay kit (Bio-Rad; Hercules, California, USA). For
161  Western blotting, samples were subjected to SDS-PAGE, and the separated proteins
162  were transferred to a nitrocellulose membrane. The blots were then probed with primary
163 and peroxidase-conjugated secondary antibodies or biotinylated lectins (Vector
164 Laboratories). The proteins were visualized using an ECL chemiluminescence kit (GE
165 Healthcare; Chicago, IL, USA). Immunoreactive bands from lectin blots were then
166 visualized using the Vector stain ABC kit (Vector Laboratories). The protein or
167 carbohydrate levels were quantified by densitometry using LabWorks 4.6 software
168 (Bio-Rad). The measurements were obtained from sub-exposed photographic films after
169 chemiluminescence reaction, and the values were normalized to the amount of

170  housekeeping (GAPDH or tubulin).

171 Lectin labeling by flow cytometry

172 Cells were washed, collected from plates, and fixed with paraformaldehyde (4%) for 8
173 min at room temperature (RT); then, the cells were washed, blocked with bovine serum
174  albumin (4%) (Sigma-Aldrich) for 30 min, and centrifuged at 1500 g for 3 min. Next,
175 fluorescein-conjugated L-PHA lectin was added at a concentration of 5 and 2.5 pg/ml,

176 respectively. After incubation for 20 min at RT, the cells were collected by
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177 centrifugation and washed three times with PBS. Finally, 10* cells were analyzed by
178 flow cytometer (FASCalibur, Becton-Dickinson; Franklin Lakes, NJ, USA). Unstained
179 cells were used as negative controls for lectin recognition. Fluorescence histograms and
180 median fluorescence data were created and analyzed with CellQuest software

181 (Becton—Dickinson).

182  Immunofluorescence and confocal microscopy

183 Cells were grown on glass coverslips until confluence. The cell monolayers were
184 washed with PBS and fixed with methanol for 20 min at -20 °C. Next, the cells were
185 rehydrated with PBS/CM (PBS containing 100 mM of CaCl 2 and 100 mM of MgCl 2,
186 pH 8.0) and blocked with 0.2% BSA for 60 min. Subsequently, the cells were incubated
187 overnight with anti-claudin-3 (1:40 dilution), washed with PBS, and incubated for 1 h
188  with Alexa Fluor 488-conjugated rabbit antibody (1:500 dilution). Finally, all coverslips
189 were incubated with DAPI, then washed and assembled using n-propyl gallate
190 (Sigma-Aldrich). The images were acquired using a FV10i-O laser confocal microscope
191 (Olympus; Shinjuku, Tokyo, Japan). The quantification of fluorescence intensity in both
192 the cytoplasm and cell membrane was performed using ICY Bioimage Analysis

193 software.

194  Transmission electron microscopy

195 Cells were cultured on transwell polycarbonate filters (Corning) and fixed for 60 min on
196 the apical side of the monolayer with a solution containing 2.5% glutaraldehyde, 1%
197 freshly prepared paraformaldehyde, 8% sucrose, 2 mM of CaCl2, and 6 mg/ml of
198 ruthenium red in 0.1 M of cacodylate buffer, pH 7.4. After washing with cacodylate
199 buffer containing ruthenium red for 10 min, they were then postfixed with 1% OsO4
200 and 6 mg/ml ruthenium red in cacodylate buffer for 45 min. Then, cell monolayers were
201 washed with cacodylate buffer, dehydrated with acetone series, and embedded in Epon
202 resin. Ultrathin sections (70 nm) were stained with lead citrate and observed in a Zeiss

203 CEM-900 transmission electron microscope (Carl Zeiss; Oberkochen, Germany).

204  CMS subtyping and gene expression level analysis
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205 The CRC molecular subtype classifier (4) was downloaded and applied to 644 primary
206 human colorectal cancer samples using RNA-Seq data from the TCGA (The Cancer
207 Genome Atlas) project database. Clinical-pathological and RNA-Seq data were obtained
208 using the R package TCGABiolinks (22). Then, the expression levels of CLDN3, and
209 related glycogenes (MGATS, ST6GALI, and B3GNTS) were analyzed among the tumor
210 samples previously classified according to their specific CMS as well as among 51
211 normal samples, also from the TCGA database. Differences in expression levels were
212 evaluated using ANOVA and ¢ tests. All analyses and plots were performed in the R

213  environment.

214  Clinical outcome analysis

215 To determine the influence of the gene expression levels in clinical outcomes, tumor
216 samples were classified into high or low groups according to the gene expression
217 pattern. The data were divided into three sections (tertiles), and the upper and lower
218 third were considered as high or low groups. Then, the overall survival over six years
219 was analyzed within these low and high expression categories for all samples or by
220 molecular subtype. Survival analyses were carried out using the “survival” package for

221 R

222 Statistical analysis

223 All statistical analyses from in vitro assays were performed using the GraphPad Prism 5
224  software (GraphPad Software). Differences were considered statistically significant

225 when P was < 0.05. Differences in protein levels were evaluated using ANOVA.

226 Results

227  Identification of colorectal cancer intra-CMS subgroups by expression analysis of
228 CLDN3

229 In a previous study, our research group observed that upregulation of claudin-3
230 increased the malignancy potential of CRC cells (12). Here, by analyzing claudin-3
231 levels in CRC samples and adjacent normal tissue, it was possible to identify two

232 distinct subgroups of tumors, those with high levels and those with low levels of this
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233 protein (Fig. 1 A,B). Since gene expression profiling analysis provides clinical outcome
234  predictions for cancer patients (23, 24), we performed an in silico analysis using 644
235 CRC samples from the TCGA database to assess the expression levels of CLDN3. In
236 order to investigate whether the expression levels of CLDN3 could affect the overall
237 survival of colorectal cancer patients, the expression values were classified as “high” or
238 “low” using the following strategy: data were divided into tertiles, and the values were
239 defined as “high” or “low” only when they were in the tertiles with the highest or lowest
240 values, respectively. Then, overall survival was calculated according to the expression
241 levels of CLDN3 in unclassified data (Fig. 1 C), as well as in data classified into the
242  four different molecular subtypes of CRC (Fig. 1 D,E,F,G). Thus, we determined that
243 high expression levels of CLDN3 in CMS2 and CMS3 worst the patients’ long-term
244 survival (Fig. 1 E,F). Together, these data demonstrate that analysis of CLDN3
245 expression was useful for clearly separating the CMS2/CMS3 populations into two
246  groups with distinct clinical outcomes. This data also shows that verification of the
247  expression profile of specific genes within the CRC molecular subtypes represent an

248 appealing strategy for identifying intra-CMS subgroups

249  Inhibition of N-glycan biosynthesis decreases the protein levels of claudin-3 and
250 induces its redistribution in CRC cells

251 First, we evaluated claudin-3 levels in different colorectal cancer cell lines and found
252 that HCT-116 cells had the highest levels of this protein among the cells analyzed (Fig.
253 2A). On the basis of these results, we chose HCT-116 cells for subsequent analyses.
254 Interestingly, we had previously demonstrated that increased complex N-glycan levels
255 in these undifferentiated CRC cells is correlated with a weaker cell-cell adhesion
256  phenotype as compared to differentiated cells (25), corroborating the choice of HCT-116
257 cells to investigate the role of N-glycans in TJ stability. We verified that inhibition of
258 N-glycosylation with low doses of tunicamycin for 24 h decreased, as expected, the
259 levels of complex N-glycans on the surface of the treated cells (Fig. 2B), as verified by
260 labeling with L-PHA lectin (Fig. 2C). Then, we analyzed by Western blot the effect of
261 tunicamycin treatment on TJ component levels (claudin-3, ZO-1, and occludin). We
262 observed that treatment with tunicamycin decreased the claudin-3 levels but did not
263 affect the levels of other evaluated protein constituents (Fig. 2D). It is well known that
264 changes in the protein levels of claudins occur concomitantly with subcellular
265 redistribution (12, 13). Thus, the effect of tunicamycin in the subcellular localization of
266 claudin-3 was evaluated by immunofluorescence. Treatment with tunicamycin promoted

267 areorganization of claudin-3 subcellular localization characterized by an increase of its
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268 levels on the cellular membrane (Fig. 2E, upper panel). Additionally, we investigated
269 whether changes in claudin-3 localization, induced by the inhibition of N-glycosylation,
270 could affect the functionality of the TJs. Then, the permeability to ruthenium red dye
271 was evaluated by transmission electron microscopy. Tunicamycin did not fully affect the
272 permeability of ruthenium red, which permeated the paracellular region of monolayers.
273  However, although the full inhibition of permeability was not found, tunicamycin did
274  promote tight cell—cell contacts (Fig. 2E, lower panel), which may contribute to a more
275 differentiated phenotype (25) and to a decrease in invasiveness (26). Together, these
276  data suggest that N-glycans are important for regulating not only claudin-3 levels but
277  also the stability of TJ.

278  Inhibition of N-glycan biosynthesis affects RTK phosphorylation in CRC cells

279 Previous studies have demonstrated that claudins levels are regulated by signaling
280 pathways activated through transmembrane glycoproteins, such as RTKs (12, 27).
281 However, to our knowledge, the role of RTK N-glycosylation in the regulation of its
282 downstream signaling and the possible impact of this mechanism in the claudin-3 levels
283 are not yet understood. Therefore, we evaluated the effects of tunicamycin in the
284  phosphorylation levels of two RTKs (EGFR and IGFIR) and found that inhibition of
285 N-glycan biosynthesis decreased the phosphorylation levels of both receptors analyzed
286 (Fig. 3A). These results suggest that modulation of RTKs function by N-glycans may
287 impact both receptor functionality and related signaling pathways.

288  Inhibition of RTK signaling affect the levels of claudin-3

289  Although tunicamycin has affected both RTKs phosphorylation and claudin-3 levels,
290 inhibition of N-glycan biosynthesis has a broad effect and does not only compromise
291 RTKs. So, we decided to evaluate the effects of RTK-specific inactivation on claudin-3
292 levels. HCT-116 cells were treated for 24 h with different concentrations of PD153035
293 (EGFR inhibitor) or OSI906 (IGFIR inhibitor). In addition to promoting a decrease of
294 EGFR and IGFI1R phosphorylation levels, these treatments also induced a reduction of
295 claudin-3 levels (Fig. 3 B, C). This result demonstrates that the specific inactivation of
296 EGFR or IGFIR signaling decrease claudin-3 levels. In order to investigate the
297 signaling mechanism through which RTKs could regulate claudin-3 levels, different
298 potentially involved signaling pathways were inhibited using specific inhibitors. Fig. 3D
299 illustrates the possibilities for the regulation of claudin-3 levels, whether directly related

300 to RTKs or not. PLC, MAPK, AKT, and STAT3 (RTK-related signaling) were
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301 specifically inhibited using U73122, PD98059, LY294002, and STA-21, respectively.
302 PLC and STAT3 inhibition, but not MAPK and AKT inhibition, led to a significant
303 reduction of claudin-3 levels (Fig. 3 E, F, G, H). Moreover, concomitant treatment with
304 U73122 and STA-21 did not potentiate the inhibitory effect (Fig. 3I). Interestingly, PKA
305 (non-RTK-related signaling) inhibition by H-89 also led to a significant reduction of
306 claudin-3 levels (Fig. 3H). Collectively, these results show that a complex regulatory
307 network, regardless of the involvement of pathways related to RTKs, can influence the
308 protein levels of claudin-3. Furthermore, these data suggest that the regulation of
309 claudin-3 levels due to modulation of RTK activity, including by changes in its
310 N-glycosylation pattern, may be associated with disturbances in the PLC and STAT3
311 pathways.

312 CLDN3 and B3GNTS expression correlate positively in CRC

313  Previous studies have shown that changes in N-glycosylation affect the functionality of
314 RTKs (17-19). Because of this, we decided to evaluate the correlation between the
315 expression of CLDN3 and transcript levels of N-glycan-related genes in CRC. The three
316  N-glycogenes (see Supplementary material, Fig. S1) analyzed were: I) MGATS, the gene
317 encoding human N-acetylglucosaminyltransferase V. (MGATS5 or GnT-V), which is
318 responsible for the synthesis of B1,6-GlcNAc branching N-glycan structures that has
319 been widely associated with malignant phenotype (28); II) B3GNTS, the gene encoding
320 human UDP-GIcNAc:betaGal beta-1,3-N-acetylglucosaminyltransferase 8, an enzyme
321 that is involved in the biosynthesis of poly-N-acetyllactosamine chains on
322 PB1,6-branched N-glycan, which increase the reactivity to L-PHA when overexpressed in
323  CRC cells, thus being potentially involved in malignancy (29); and III) ST6GALI, the
324 gene encoding human ST6 beta-galactosamide alpha-2,6-sialyltranferase 1, a
325 sialyltransferase that adds an a2-6-linked sialic acid to the N-glycan, which the
326 upregulation was reported in CRC (30, 31). Our in silico approach revealed a robust
327 positive correlation between CLDN3 and B3GNTS expression levels in all four CMS
328 and also in all stages of CRC (Figs. 4 and 5). A weaker positive correlation was also
329 observed between CLDN3 and ST6GALI expression in stages II, III and IV of CRC
330 (Fig. 5). Surprisingly, a negative correlation between CLDN3 and MGATS5 expression
331 levels was observed in stages I and III, as well as in CMS2 (Figs. 4 and 5). Since
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332 N-glycans can regulate RTK activity, these results support the existence of a regulatory
333 mechanism that could connect RTKs, CLDN3, and N-glycan-related glycogenes.
334 However, more studies are needed to elucidate this point, for such purpose subsequent

335 analyses are ongoing.
336

337 CLDN3 and N-glycan-related glycogenes show similar expression patterns within

338 molecular subtypes of colorectal cancer

339 Considering the correlation data shown here, we also investigated the expression profile
340 of CLDN3 and N-glycogenes in different CRC stages and CMS. The in silico analysis
341 comparing the molecular subtypes to each other showed that CMSI1 is the subtype that
342 concomitantly exhibits the lowest expression levels of CLDN3, MGATS, and B3GNTS
343 when compared to the other subtypes, while CMS2 is the subtype that concomitantly
344 exhibits the highest expression levels of CLDN3, MGATS5, ST6GALI, and B3GNTS
345 when compared to the other subtypes (Fig. 6, upper panel). Interestingly, the expression
346 levels of CLDN3, ST6GALI, and B3GNTS8 were found in CMS1 at lower levels when
347 compared to normal tissue. In addition, all other analyzed genes had increased levels in
348 CMS2 when compared with CMS1. Corroborating previous results showing that the
349 upregulation of ST6GALI is frequently observed in CRC samples (32, 33), here we
350 identified that the expression levels of ST6GALI were significantly increased in CMS2
351 (the most frequent CRC subtype, accounting for about 37% of cases) when compared to
352 normal tissue. In an unprecedented way, our results report the expression pattern of
353 these genes in consensus molecular subtypes of CRC. We also analyzed the expression
354 of the same genes of interest (CLDN3, and N-glycan-related genes) in the different
355 stages of CRC (Fig. 6, lower panel). Stage II tumors concomitantly exhibited low
356 expression levels of CLDN3, and B3GNTS8 when compared to their normal counterparts.
357 In addition, a downregulation of B3GNTS expression was also observed in all stages of
358 cancer. Interestingly, we observed that MGATS was significantly upregulated in CRC,
359 even in the early stages of disease (I and II). This result suggests that the expression of
360 MGAT)S could be considered a potential biomarker of CRC, once the gene expression
361 profile used in previous studies has been deployed to identify molecular biomarkers in

362 cancer (23).

363 Discussion
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364 Stable apical junctional complex (AJC) has been considered as a suppressor of
365 carcinoma progression due to its role in the maintenance of apical-basolateral polarity,
366 intercellular adhesion, and epithelial architecture (34, 35). The dysregulation of this
367 protein complex is correlated with a malignant phenotype and a poor clinical outcome
368 (12, 36, 37). Although the regulatory role of N-glycans in the stability and function of
369 AJC has been demonstrated (16, 38), few studies have been dedicated to specifically
370 investigating the role of N-glycosylation on TJ function. Here, we have demonstrated
371 that the inhibition of the N-glycans biosynthesis pathway leads to claudin-3 subcellular
372 redistribution and decreases its levels in HCT-116 CRC cells (undifferentiated
373 phenotype). Changes in both protein levels (overexpression or downregulation) and
374 subcellular localization of different claudins may lead to the loss of TJ functionality (12,
375 39, 40). Previously, we reported that claudin-3 overexpression in HT-29 (moderately
376 differentiated CRC cells) increases the malignancy potential and affects the mechanisms
377 of paracellular flux control (12). In the present work, we observed that inhibition of
378 N-glycan biosynthesis by tunicamycin led to a decrease of claudin-3 levels in HCT-116
379 cells, which is a cell line that endogenously presents high levels of this protein,
380 however, tunicamycin did not fully affect the flow of ruthenium red dye through TJs.
381 We suspect that this finding may be related to the undifferentiated phenotype of these
382 cells, where the decrease in claudin-3 levels was not enough to completely restore
383 TJ-mediated permeability. Despite not determining full TJ function recovery, we
384 observed that tunicamycin led to the establishment of tighter cell-cell contacts and
385 promoted an increase of claudin-3 levels on the cellular membrane.

386 The influence of RTKs on the control of TJ stability is already known (13-15),
387 however, the regulatory role of N-glycans in this process remains poorly understood.
388 Here, we found that EGFR and IGF1R deglycosylation induced by treatment with
389 tunicamycin lead to a decrease in phosphorylation levels of both receptors. We also
390 demonstrated that the specific inhibition of EGFR or IGFIR decreased both their
391 phosphorylation levels and claudin-3 protein levels. These findings show that
392 RTK-related downstream signaling pathways regulate the content of claudin-3 in
393  HCT-116 cells. Although we have identified RTK-related signaling pathways (PLC and
394 STAT3) that regulate claudin-3 levels in colorectal cancer HCT-116 cells, this study was
395 deficient in demonstrating the mechanistic integration that interconnects RTKs,
396 glycogenes, and regulation of claudin-3 levels. Our ongoing studies aim to detail this

397 issue.



Page 17 of 34 ESub : 243214 11-12-2019

398 The differential levels of claudins in distinct carcinomas have been previously
399 reported (41). A gene expression-based study identified a molecular subtype of breast
400 cancer characterized by low levels of mRNA codifying for claudins, which was called
401 the claudin-low molecular subtype (42). Interestingly, while the low expression of
402 CLDN3 in this subtype was related with worse overall survival (42), in other
403 carcinomas, such as colorectal, breast, gastric, ovary, and pancreas carcinomas, the
404 levels of various claudins were found to be increased (43), besides to being related with
405 a poor prognosis (44). Indeed, the expression levels of cancer-related genes were
406 extensively used as a parameter to determine tumor molecular subtypes related to
407 distinct clinical outcomes (45, 46). Regarding CRC, the recent gene profiling-based
408 stratification system, which has identified consensus molecular subtypes with
409 prognostic and predictive differences, represents a novel classification method to
410 1improve clinical practice (47). In our study, we analyzed the overall survival of
411  colorectal cancer patients according to the expression levels of CLDN3. Low expression
412 levels of CLDN3 in CMS2 and CMS3 improved the patients’ long-term survival. Very
413  recently, similar results were reported regarding identification of intra-CMS subgroups
414 using the expression levels of claudins, thus corroborating the use of this strategy to
415 identify molecular subtypes (48).

416 Our findings revealed also that an integrated analysis of functionally related
417  genes in a particular cellular event (e.g., TJ stability regulation) should be explored as a
418 useful tool to better understand the specific alterations in each of the CMS.

419 Moreover, we also found that this supposed functional relation between CLDN3,
420 MGATS, ST6GALI, and B3GNTS could be subtype-specific, since we observed that
421 these genes display high expression levels in CMS2 as compared to CMS1. These
422 findings also suggest that multidimensional analyses considering not only different
423 stages of CRC but especially molecular subtypes are crucial for the identification of
424  regulatory mechanisms that rely on the integrated participation of several genes.

425 Although it can be assumed that the differential gene expression seen among
426 these CMS may have biological significance corresponding to their respective protein
427 levels, one cannot disregard the existence of discrepancies between mRNA levels and
428 protein expression attributable to other levels of regulation (49). Nevertheless, it has
429 been demonstrated that this correlation is significantly more reliable within distinct
430 Dbiological groups (50).

431 An important issue in the classification of cancers in molecular subtypes

432 concerns the limitations imposed by tumor heterogeneity. Intratumoral heterogeneity
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433  has challenged the actual classification of CRC because the region of the tumor where
434 the sample is taken for molecular profiling analysis could interfere in tumor
435 classification (51). Nevertheless, other authors have argued that tumor-intrinsic
436  subtyping captures the vast majority of biological diversity (52). In a pioneering work
437 regarding translational research in colorectal cancer, it was shown that a specific
438 molecular subtype of CRC, called CCS3, is resistant to anti-EGFR therapy in a clinical
439 setting independent of RAS mutation status, a classical determinant for therapy response
440 (53). Encouraging data have recently clarified this issue, showing that no differences
441 could be observed in the survival of KRAS/BRAF wild type patients treated with
442  cetuximab whose tumors had been classified as mesenchymal-like (CMS4) (54).
443  Therefore, in light of the discussion above, the importance of discovering both
444  molecular identities and new targets to improve the efficacy of therapies against CRC is
445 evident. Here, we identified an intra-CMS2 and intra-CMS3 subgroups with significant
446  differences for patients’ long-term survival based on the expression pattern of CLDN3.
447  Furthermore, we demonstrated that the inhibition of N-glycan biosynthesis compromises
448 RTKs activation, thus corroborating previous data suggesting N-glycosylation as a
449 promising target in cancer therapy (55-57).

450 Aberrant N-glycosylation in cancer cells has been reported (58) and is regulated
451 among other factors by changes in enzyme levels that make up the glycosylation
452  machinery (46, 59). It is accepted that alterations in glycan structures as well as in the
453  enzymes responsible for them could be biomarkers in cancer (60-62). For example,
454  MGATS and B1,6-branched N-glycans are known to represent useful markers for
455 predicting the aggressive phenotype in CRC tumors (63, 64). Here, we observed that
456  MGATS was upregulated in colorectal cancer samples, even in those belonging to early
457 stages of disease. This result suggests that the overexpression of this gene could be
458 considered as a potential CRC biomarker, once the N-glycan-related gene expression
459 profile has also been used to identify molecular biomarkers in cancer (46).

460 In conclusion, the data we have presented here show the modulatory role of
461  N-glycosylation on RTKs functionality and on regulation of claudin-3 protein levels. We
462 also demonstrated that the expression analysis of CLDN3 and N-glycan-related genes
463 could be useful not only in determining clinically relevant colorectal cancer subtypes
464  but also in identifying potential glycobiomarkers. Moreover, our findings contribute to

465 explain how the dysregulation of claudin-3 in CRC occurs.
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490 Figure legends

491 Figure 1. Claudin-3 protein levels in CRC samples and survival features of
492 molecular subtypes substratified by CLDN3 expression levels. (A,B) Samples of
493 adjacent normal tissue (N) and tumor tissue (T) were obtained and processed for further
494  analysis of claudin-3 levels by Western blot (n = 14). Results of four representative
495 patients are shown. The line graph represents the increase (blue) or decrease (yellow) in
496 the ratio of claudin-3 densitometry units normalized by endogenous protein control
497 (GAPDH) in tumor and normal samples of each patient. (C, D, E, F, G) Prognostic
498 value of CLDN3 expression (upper and lower tertiles) in unclassified data (n = 414) and
499  within CMSI (n = 69), CMS2 (n =250), CMS3 (n = 44), and CMS4 (n = 52).

500 Figure 2: Effects of /V-glycan biosynthesis inhibition on TJ stability. (A) Cell lysates
501 from Caco-2, HT-29 and HCT-116 cells were analyzed by Western blot for claudin-3
502 (B) HCT-116 cells were treated with different concentrations of tunicamycin for 24 h.
503 After treatment, the cells were incubated with FITC-conjugated lectin L-PHA and
504 analyzed by flow cytometry. The histograms of fluorescence were generated by the Cell
505 Quest software: control (purple); 0.25 pg/mL (green); 0.5 pg/mL (pink); 0.75 pg/mL
506 (blue); and 1 pg/mL (orange). (C) Lectin L-PHA specificity. (D) Cell lysates were
507 obtained after 24 h treatment with tunicamycin and analyzed by Western blot for
508 claudin-3, occludin, and ZO-1. Tubulin was used as an endogenous protein control. (E,
509 upper panel) Cell monolayers were fixed and stained for claudin-3 (green) and nucleus
510 (blue) (DAPI). Representative images were obtained by confocal microscopy. The
511 graphs represent the fluorescence intensity in cytosolic and membrane regions of
512 neighboring cells. Bar = 10 pm. (E, lower panel) Cells were cultured in filters of
513 Transwell polycarbonate, and the functionality of TJs was analyzed by transmission
514 electron microscopy (MET) using the ruthenium red tracer. The images are
515 representative of ultrathin sections of treated and control cells. Black arrows indicate the
516 cell-cell contact. Bar = 2um. The numerical values represent densitometric units =+

517 standard error (n = 3). ns P> 0.05; * P <0.05; ** P <0.01; ANOVA. Tun, tunicamycin.
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518 Figure 3. Effects of N-glycan biosynthesis inhibition on RTKs functionality. (A)
519 After treatment with tunicamycin, cell lysates were obtained and analyzed by Western
520 blot for p-EGFR, EGFR, p-IGF1R, and IGFIR. (B,C) Cells were treated with different
521 concentrations of PDI153035 or OSI906 for 24 h, and then levels of RTK
522 phosphorylation and claudin-3 were assessed by Western blot. (D) Illustration showing
523 RTK-related or non-RTK-related pathways, as well as on the relationship of this
524 regulatory network with the regulation of CLDN3 expression. Effects of specific
525 inhibitors on claudin-3 levels. (E, F, G, H) Cells were treated with different
526 concentrations of U73122, PD98059, Ly294002, and STA-21 for 24 h, and then levels
527 of claudin-3 were assessed by Western blot. (I) Cells were treated with combinations of
528 inhibitors: PD98059 (21 pg/mL) and Ly294002 (6 pg/mL), or STA-21 (7.5 pg/mL) and
529 U73122 (21 pg/mL). (J) Cells were treated with Forskolin or H-89 for 24 h, and then
530 levels of claudin-3 were assessed by Western blot. The numerical values represent
531 densitometric units = standard error (n = 3). ns P > 0.05; * P < 0.05; ** P < 0.01;

532  ANOVA. Tun, tunicamycin.

533 Figure 4. Correlation analyses between CLDN3 and MGATS5, ST6GALI, and
534 B3GNTS8 within the CMS. The correlation graphs represent the relationship between
535 gene expression data from the TCGA project database that were later classified for

536 stratification in the CMS.

537 Figure 5. Correlation analyses between CLDN3 and MGATS5, ST6GALI, and
538 B3GNTS in each of the CRC stages. The correlation graphs represent the relationship
539 between gene expression data from the TCGA project database that were stratified

540 based on the staging of the disease.

541 Figure 6. Expression of CLDN3, and N-glycan-related genes (MGATS5, ST6GALI,
542 and B3GNTS) in samples of CRC patients. Box graphs represents absolute values of
543  gene expression from tumors (7 = 644) and normal tissue samples (n = 51) accessed in
544 TCGA. (A) colorectal cancer consensus molecular subtypes (CMS). CMSI1 n = 90;
545 CMS2 n=242; CMS3 n =178; CMS4 n = 165; and (B) colorectal cancer disease stages
546 (i, ii, iii, iv). ns P > 0.05; ** P < 0.01; *** P < (0.001. Yellow arrow indicates the
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547 subtype with the lowest expression level of the analyzed gene; blue arrow indicates the
548 subtype with the highest expression level of the analyzed gene. Asterisks located above
549 box plots refer to comparisons made between each of the subtypes, and asterisks located

550 below box plots refer to comparisons made with respect to normal samples.

551 Supplementary material

552 Table SI. Clinicopathological features of patients with colorectal cancer who were
553 analyzed in this study. 'Values are mean + standard deviation. *Well, well-differentiated
554 adenocarcinoma; moderately, moderately differentiated adenocarcinoma with or without
555 mucinous areas; or undifferentiated adenocarcinoma; mucinous, mucinous

556 adenocarcinoma.

557 Figure S1. N-glycan related enzymes. The three glycogens (which encode
558 glycosyltransferases) analyzed in the study were MGATS5, ST6GALI, and B3GNTS.
559 N-acetylglucosaminyltransferase V (MGATYS) catalyzes the transfer of GIcNAc in a 1,6
560 linkage, generating branched N-glycans. ST6GALI is a sialyltransferase that adds a
561 terminal a2-6-linked sialic acid to the N-glycan. B3GNTS is an enzyme that is involved
562 in the biosynthesis of poly-N-acetyllactosamine chains by transferring GIcNAc to the
563 nonreducing terminus of Galp1-4GIcNAc on B1,6-branched N-glycan.
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