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Resumo
Introdugdo

Os polipos serreados sao lesdes precursoras de cancro colorretal pela via serreada, caracterizada
pela hipermetilagao de ilhas CpG com instabilidade de microssatélites. Apesar do seu potencial
cancerigeno, os fatores de risco para o desenvolvimento e progressdo para adenocarcinoma nao
estdo bem definidos, estando descrito o tabagismo, o excesso de peso, a hipertrigliceridemia, o
tamanho do pdlipo e a presenca de displasia como possiveis fatores de risco. A glicosilagdo é um
processo enzimatico caracterizado pela ligacdo de carboidratos a proteinas ou lipidos, conferindo
um papel bioldgico as células. Em estudos anteriores, verificou-se que a sobre-expressao de N-
glicanos B1,6-GIcNAc ramificados nas células tumorais encontra-se associada a um fendtipo pré-

maligno e invasivo no cancro colorretal.
Objetivos

Caracterizar uma amostra de doentes com lesdes da via serreada quanto as suas caracteristicas
sociodemograficas, endoscdpicas e anatomopatoldgicas e identificar caracteristicas clinicas
sugestivas de progressdo para malignidade, através da associacdo das varidveis clinicas com os

niveis de N-glicanos B1,6-GIcNAc ramificados e N-glicanos ricos em manose.
Metodologia

Foi realizado um estudo de coorte retrospetivo com dados de 47 colonoscopias, correspondentes
a 42 processos clinicos. O perfil de glicosilagdo foi obtido através da analise de bidpsias fixadas em
parafina e frescas, tendo sido realizado Reverse Transcriptase - quantitative Polymerase chain
reaction do gene MGATS5, histoquimica e citometria de fluxo para as lectinas L-PHA e GNA na parte
epitelial e na parte imune (células T). A analise estatistica foi feita com base na correlagdo de
Pearson, teste-t para amostras independentes, testes ndo paramétricos (Mann-Whitney U), Qui-

Quadrado, teste exato de Fisher e one-way ANOVA.
Resultados

Das 47 colonoscopias, foram obtidas 57 lesGes da via serreada. Verificou-se um perfil de N-
glicosilagdo sugestivo de progressao para malignidade em lesdes da via serreada com o aumento
da idade, o tabagismo, o aumento do IMC, presenca de HTG e presenca/aumento do niumero de
adenomas sincronos (p<0,05). Em pdlipos serreados, mostrou-se que o tabagismo e dimensGes
>10mm apresentaram uma expressdo aumentada de N-glicanos B1,6-GIcNAc ramificados (p<0,05).
Lesdes serreadas sésseis apresentaram perfil de N-glicosilagdo sugestivo de progressao para

malignidade com o aumento do IMC e o nimero de adenomas sincronos (p<0,05).



Conclusao

Este trabalho destaca-se por ter identificado, pela primeira vez, alteracdes no padrao N-glicosilacdo
em lesdes da via serreada associado as diferentes varidveis clinicas, salientando o papel da
glicosilagdo no desenvolvimento tumoral na via serreada. Estes resultados carecem de validagao

em estudos com maior espago amostral.
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Abstract

Background

Serrated polyps are precursor lesions of colorectal cancer by the serrated pathway, characterized
by the hypermethylation of CpG islands with microsatellite instability. Despite its carcinogenic
potential, risk factors for the development and progression of adenocarcinoma are not well
defined. Smoking, overweight, hypertriglyceridemia, polyp size and the presence of dysplasia are
being described as possible risk factors. Glycosylation is an enzymatic process characterized by the
binding of carbohydrates to proteins or lipids, conferring a biological role on cells. In previous
studies, overexpression of branched B1,6-GIcNAc N-glycans in tumor cells was found to be

associated with a pro-malignant and invasive phenotype in colorectal cancer.
Objectives

Characterize a sample of patients with serrated pathway lesions regarding their sociodemographic,
endoscopic and anatomopathological characteristics and identify clinical characteristics suggestive
of progression to malignancy, through the association of clinical variables with the levels of

branched N-glycans $1,6-GIcNAc and high mannose N-glycans.
Methods

A retrospective cohort study was performed with data from 47 colonoscopies, corresponding to 42
clinical files. The glycosylation profile was obtained through the analysis of biopsies fixed in paraffin
and fresh, having been performed Reverse Transcriptase - quantitative Polymerase chain reaction
of the MGAT5 gene, histochemistry and flow cytometry for the lectins L-PHA and GNA in the
epithelial and in the immune part (T cells). Statistical analysis was performed using the Pearson
correlation, t-test for independent samples, non-parametric tests (Mann-Whitney U), Chi-Square,

Fisher's exact test and one-way ANOVA.
Results

Of the 47 colonoscopies, 57 serrated lesions were obtained. There was a N-glycosylation profile
suggestive of progression to malignancy in serrated pathway lesions with increasing age, smoking,
increasing BMI, presence of HTG and presence/increase in the number of synchronous adenomas
(p<0,05). In serrated polyps, smoking and dimensions 210mm were shown to have an increased
expression of branched B1,6-GIcNAc N-glycans (p<0.05). Sessile serrated lesions showed a N-
glycosylation profile suggestive of progression to malignancy with increasing BMI and the number

of synchronous adenomas (p<0.05).



Conclusion

This work stands out for having identified, for the first time, alterations in the N-glycosylation
pattern in lesions of the serrated pathway associated with different clinical variables, highlighting
the role of glycosylation in tumor development in the serrated pathway. However, it is necessary

to carry out a new study with a larger sample size to validate these results.
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Colorectal cancer, colonic polyps, serrated polyps, serrated pathway, N-glycosylation, 1,6-GIcNAc

branched N-glycans
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Introducgao

Pélipos Serreados e Via Serreada

O carcinoma colorretal (CCR) é o terceiro cancro mais frequente mundialmente.! E responsével por

10% das mortes por cancro, verificando-se uma incidéncia crescente a nivel mundial.?

Estima-se que os pdlipos serreados (PS) sejam os percursores responsaveis por 25% dos casos de
CCR.2 De acordo com a classificacdo da Organizacdo Mundial da Satde (OMS), os PS s3o divididos
em: polipos hiperplasicos (PH), lesdes serreadas sésseis (LSS), lesGes serreadas sésseis com displasia

(LSS-D), adenomas serreados tradicionais (AST) e adenomas serreados no classificados (ASNC).*

Os PH s3o o subtipo mais frequente, sendo responsaveis por cerca de 80 a 95% dos PS.° O
diagndstico é de exclusdo, ou seja, feito aquando da auséncia de caracteristicas de LSS.3
Caracteristicamente, encontram-se no célon esquerdo, sendo habitualmente de dimensdes
<5mm.*® Podem ser divididos em ricos em células caliciformes (PHRCC) e microvesiculares

(PHMV).*” O risco de evolucdo para neoplasia invasora neste tipo de pdlipos é muito reduzido.®

As LSS s30 o segundo tipo mais frequente, correspondendo a 5-15% dos PS.3 Estes pdlipos s3o mais
frequentes no cdélon direito® e de dimensdes 25 mm.3 A nivel histoldgico, apresentam criptas
dilatadas com padr3o de T invertido!® e serrac3o até & base, podendo apresentar prolapso da
mucosa ou proliferacdo estromal.® A nivel macroscépico, apresentam-se habitualmente envoltos
num halo de residuos fecais e cobertos na superficie por muco, com bordos indistintos e de dificil

visualiza¢3o e identificacdo.’

Os AST totalizam menos de 1% dos casos.® Apresentam uma morfologia polipoide, sendo de

maiores dimensdes® e mais frequentemente encontrados no célon esquerdo.>!?

A Sindrome de Polipose Serreada (SPS) é uma entidade associada ao aumento de risco de
desenvolver CCR, caracterizada pela preseng¢a cumulativa de vdarios PS em uma ou varias
colonoscopias.’?*® O diagndstico baseia-se na expressao fenotipica dos pélipos, com presenca de:
1)>5 PS proximais ao reto, todos com tamanho 25mm e 2 deles com tamanho 210mm; 2)presenca
de mais de 20 PS, >5 proximais ao reto.'? Vérios estudos epidemioldgicos apontam para uma

prevaléncia de SPS abaixo de 0,1%.*

Os PHMV e LSS s3o lesdes percussoras de CCR pela via serreada.’ Esta via caracteriza-se por
alteracGes epigenéticas com deficiéncia nos genes de mismatch repair (MMR) e pela presenca de
um fendtipo hipermetilador de ilhas CpG (CIMP), com instabilidade de microssatélites (MSI).2>° A

mutacdo BRAF é uma alteragdo precoce da via serreada, ocorrendo ao longo do desenvolvimento



do pélipo.” A hipermetilacdo do MLHI1 medeia o aparecimento de displasia nas LSS.° A via serreada
é responsavel pelo aparecimento de CCR durante intervalos de vigildncia endoscépica,'®*® o que
diminui consideravelmente a magnitude do efeito protetor do rastreio de CCR a nivel populacional.
A falha do diagndstico pelas caracteristicas morfolégicas das LSS parece estar na base deste

fenédmeno.®

Os fatores de risco para o desenvolvimento de PS ainda ndo estao bem definidos. Alguns estudos
de associacdo mostram que o tabagismo, alcool, excesso de peso, consumo de carne e gorduras
poderdo aumentar este risco.'®!” A hipertrigliceridemia (HTG) e hipertensdo arterial (HTA) foram
associadas ao desenvolvimento de LSS.!8 Varios estudos definem o tabagismo ativo, idade superior
a 50 anos, auséncia de consumo regular de anti-inflamatdrios ndo esteroides (AINE’s),%
dimensdes >10mm, presenca de displasia e ser do sexo feminino? como fatores de risco de
progressdo para CCR. Por outro lado, a presenga de LSS em colonoscopias prévias e a evidéncia de
adenomas convencionais (AC) sincronos foram identificadas como fatores de risco para o
desenvolvimento de LSS de alto risco,?* sendo que a presenca de AC sincronos as LSS confere um

risco aumentado de progress3o para neoplasia e fenétipo agressivo.?%?2

O método gold standard para diagndstico e tratamento de PS é a colonoscopia com ressecdo

5,10

endoscdpica,”'® excetuando pélipos no reto e cédlon sigmoide com dimensdes <5mm, para os quais

.22 A colonoscopia convencional com luz branca é o

a atitude de nao intervir podera ser aceitave
método mais utilizado, verificando-se uma crescente utilizagdo da cromoscopia convencional e
virtual, como o narrow band imaging (NBI).1° Mediante a dimensdo do pdlipo, pode ser utilizado
polipectomia com ansa fria, com diatermia ou mucosectomia endoscdpica.? Dada a sua localizagdo
e morfologia séssil, o diagndstico por colonoscopia torna-se mais dificil, dependendo, entre outros

fatores, da experiéncia do operador.t®

Glicosilagao

A glicosilagdo é uma modificacdo pds-traducdo caracterizada por reagdes enzimaticas que
permitem a ligacdo de carboidratos (glicanos) a proteinas, lipidos ou outros sacarideos,??
desempenhando um papel crucial na patofisiologia da funcdo celular.?* Os glicoconjugados sdo os
produtos da glicosilagdo, podendo originar, por exemplo, proteoglicanos, glicoesfingolipidos ou
glicoproteinas.?® Os glicanos ligados a estas glicoproteinas podem ser N-glicanos ou O-glicanos,
mediante a ligacdo ser ao azoto de uma asparagina numa regido consensual N-X-S/T (X£P) ou ao
oxigénio de uma serina ou treonina, respetivamente.?® Estes apresentam varias fun¢des bioldgicas,

quer a nivel imunolégico, quer ao nivel das células epiteliais.?



Os N-glicanos sao estruturas encontradas na maioria dos organismos, podendo ser mais complexos
(N-glicanos B1,6-GIcNAc ramificados) ou mais simples (glicanos ricos em manose) e tém um papel
fundamental no desenvolvimento e progressdo tumoral.?*?* Recentemente, Silva & Fernandes et
al. demonstraram que os N-glicanos B1,6-GIcNAc ramificados apresentam especial relevancia no
processo de carcinogénese, sendo que a sua sobre-expressdao em células tumorais confere um
mecanismo de escape ao sistema imunitario, através de uma resposta imunossupressora pela

inibicdo do interferdo-y (IFN-y).2

Deste modo, a expressdo aberrante de N-glicanos $1,6-GIcNAc
atua como um checkpoint imunoldgico.?® Além disso, neste estudo, descreveu-se que a remoc¢3o da
N-glicosilagao ramificada levava a supressao do crescimento tumoral, com diminuicdo da resposta

imunossupressora, promovendo uma resposta anti-tumoral eficaz.?®

Por outro lado, os glicanos complexos também se encontram envolvidos na regulacdo da resposta
das células T.2°> De facto, dados na doenca inflamatdria intestinal mostram que as células T da
mucosa apresentam uma deficiéncia nos N-glicanos B1,6-GIcNAc ramificados, estando este perfil

associado a uma resposta imune pré-inflamatdria e a maior severidade da doenca.?’

Apesar dos avancos na compreensdo da via serreada como percursora de CCR na ultima década,® a
maior parte dos estudos ndo sdo conclusivos em relagdo aos fatores de risco, as taxas de progressao
dos PS para CCR, nos intervalos de vigilancial® ou mesmo em relacdo a aplicabilidade de marcadores
genéticos na detecdo destas lesdes.? Deste modo, tendo em conta que os PS s3o lesdes precursoras
de CCR pela via serreada com presenca de infiltrado imune e que a sobre-expressao de N-glicanos
B1,6-GIcNAc ramificados representa um checkpoint imunoldgico no desenvolvimento da
carcinogénese colorretal e influéncia a resposta das células T, torna-se relevante caracterizar o
perfil de glicosilagdo das células epiteliais e das células T da mucosa destas neoformagdes.
Atualmente, ndo existem estudos que correlacionem os fatores de risco e variaveis colonoscdpicas

com o perfil de glicosilagdo da mucosa, o que torna este trabalho relevante.



Objetivos

Este estudo tem como primeiro objetivo caracterizar uma amostra de doentes do Centro Hospitalar
Universitario do Porto (CHUPorto) com lesdes da via serreada do célon quanto as suas
caracteristicas endoscdpicas, anatomopatoldgicas, fatores de risco e dados sociodemograficos
(variaveis clinicas). Como segundo objetivo pretendem-se identificar caracteristicas clinicas
sugestivas de progressao para malignidade, através da associa¢do das varidveis clinicas das lesdes
da via serreada com o perfil de N-glicosilacdo das células epiteliais e das células T da mucosa,
nomeadamente os niveis de glicanos complexos (N-glicanos f1,6-GIcNAc ramificados) e glicanos

simples (N-glicanos ricos em manose).



Metodologia

Desenho e amostra do estudo

Esta tese trata-se de um estudo observacional de coorte retrospetivo, que envolve a parceria entre
as instituicdes CHUPorto e i3S/IPATIMUP, inserindo-se no projeto “Decoding Colon Glycome: from

healthy colon to chronic inflammation and cancer”.

A amostra em estudo abrange um conjunto de doentes do CHUPorto com lesGes da via serreada,
seguidos em consulta entre setembro de 2014 e 2021. Foram recolhidos dados de 47 colonoscopias,
correspondentes a 42 processos clinicos. Enquadram-se nesta amostra PH, LSS, LSS-D e

adenocarcinoma.

A colheita das variaveis clinico-demograficas foi realizada recorrendo a plataforma SClinico. Dos
processos clinicos dos doentes foram recolhidas varidveis demogréficas, clinicas, endoscdpicas e

anatomopatoldgicas, descritas pormenorizadamente na Tabela I.

O perfil de glicosilacdo das lesdes da via serreada foi obtido através do estudo “Decoding Colon
Glycome: from healthy colon to chronic inflammation and cancer”. Foram analisados dados de
glicosilagdo obtidos através de blocos de parafina e bidpsias frescas de lesdes da via serreada. Nos
blocos de parafina foi realizada a quantificacdo por Reverse Transcriptase - quantitative Polymerase
chain reaction (RT-gPCR) e histoquimica. Por RT-gPCR foi avaliado o gene MGATS5, gene que codifica
a enzima N-acetylglucosaminyltransferase-V (GnT-V), responsdavel pela expressdo de N-glicanos
B1,6-GlcNAc ramificados. Por histoquimica, foi analisada a expressdo de N-glicanos f1,6-GIcNAc
ramificados nas células epiteliais e estromais (onde se encontram as células T), obtida através da
marcagao de Phaseolus vulgaris leucoagglutinin (L-PHA), assim como a presenga de N-glicanos ricos
em manose/glicanos mais simples, identificada através da marcacdo Glanthus nivalis agglutinin
(GNA). A avaliacdo histoquimica foi realizada por 2 observadores independentes, que deram uma
pontuagdo de 0 a 3 conforme o grau de marcagao (0- £25%; 1- 26% a 50%, 2— 51% a 75% e 3—
>75%). Em caso de discordancia inter-observador, foi realizada a média dos valores obtidos por
cada um destes. Nas bidpsias frescas foi realizada citometria de fluxo (CF) das células epiteliais,
células T CD4*, CD8" e FoxP3* CD25* (T reguladoras — Treg), tendo sido obtidos valores de L-PHA e
GNA, correspondentes a expressao de N-glicanos $1,6-GIcNAc ramificados e N-glicanos ricos em

manose/glicanos mais simples, respetivamente, em cada uma destas populacdes de células.

Analise Estatistica

De modo a caracterizar a amostra em estudo, foi realizada a estatistica descritiva com base na

andlise da média e desvio padrao das varidveis continuas em estudo e para as varidveis categoricas



recorreu-se as percentagens. A relacdo entre as varidveis clinicas e o perfil de glicosilagdo das
células epiteliais e das células T da mucosa obtido através de RT-qPCR, histoquimica e CF foi
realizada através da correlacdo de Pearson, teste-t para amostras independentes e teste nao-
paramétrico de Mann-Whitney U. Esta relacdo foi realizada para lesGes da via serreada (PH, LSS,
LSS-D e adenocarcinoma da via serreada) ou apenas para PS (PH, LSS e LSS-D) ou LSS (com e sem
displasia). A associacdo entre varidveis continuas e varidveis discretas nao binarias foi realizada

através do teste one-way ANOVA, usando o teste post-hoc de Turkey.

Dado nao existir valor de referéncia na literatura para a definicdo de sobre-expressdo de glicanos
complexos e simples, a mediana obtida para lesGes da via serreada foi usada como ponto de corte
para esta medicdo. A associacdo entre o perfil de glicosilagdo apds categorizacdo de sobre-
expressao de glicanos complexos e simples e as varidveis clinicas foi realizada através do teste de

Qui-Quadrado ou exato de Fisher (conforme apropriado).

Considerou-se um nivel de significancia de 0,05 e a andlise estatistica das variaveis foi realizada com

recurso ao programa SPSS versao 26.



Resultados

Descrigao da amostra

Foram recolhidos dados de 47 colonoscopias, correspondentes a 42 individuos. Nestes foi realizada

exérese de 57 lesdes da via serreada.

Dos 42 individuos, 22 (52,4%) eram do sexo feminino, com média de idades de 65,1+10,8 anos. Em
relacdo aos fatores de risco modificaveis, 22 (52,4%) individuos apresentavam habitos tabagicos, 8
(19,0%) apresentavam HTG e 21 (50%) apresentavam HTA. O indice de massa corporal (IMC) médio
foi de 27,3+5,2 Kg/m?: 13 (31,0%) normoponderais (IMC<25 Kg/m?), 12 (28,6%) com excesso de
peso (25<IMC<30Kg/m?), 7 (16,7%) com obesidade (IMC>30 Kg/m?). N3o foi possivel analisar
fatores de risco como consumo de alcool, carne vermelha, suplementos de vitamina D, cdlcio ou
AINE’s pela elevada quantidade de valores em falta. Quanto aos fatores de risco ndo modificaveis,
18 (42,9%) individuos apresentavam antecedente pessoal de PS, 7 (16,7%) apresentavam histéria
familiar de CCR e 2 (4,8%) apresentavam antecedentes pessoais de CCR. Nenhum individuo

apresentou histdria familiar de PS (Tabela Il).

Cada um dos individuos realizou, em média, 4,1+2,5 colonoscopias durante o seguimento. Do total,

12 (28,6%) individuos apresentavam/cumpriam critérios para SPS (Tabela II).

Das 47 colonoscopias realizadas, 45 (95,7%) obtiveram uma progressdo completa. A preparagdo
intestinal foi considerada adequada em 39 (83%) das colonoscopias. Todos os doentes foram
submetidos a colonoscopia de alta-definigdo com luz branca, complementada com NBI em 13
(27,7%) colonoscopias. Ndo foi utilizada cromoscopia convencional com corantes em nenhum
procedimento. Em média, foram visualizados 3,8+4,8 pdlipos em cada colonoscopia, dos quais
3,314,7 eram lesdes da via serreada. A presenga de AC foi observada em 13 (27,7%) colonoscopias,
com um numero médio de 0,6%1,2 adenomas (Tabela Il). Ndo foram visualizadas neoplasias
sincronas. A duragdo da colonoscopia, obtenc¢do de margens cirdrgicas e a histoquimica dos pdlipos

nao foram analisadas dado a auséncia de informacdo nos registos clinicos.

Foram excisadas 57 lesGes da via serreada, das quais 45 (78,9%) por mucosectomia e 9 (15,8%) por
polipectomia. Quanto a classificagdo dos PS, 39 (67,2%) eram LSS sem displasia, 8 (13,8%) LSS-D, 7
(12,1%) PH, 1 (1,7%) adenocarcinoma da via serreada e 2 (3,4%) LSS-D com adenocarcinoma
concomitante. A maioria dos pélipos excisados encontravam-se no célon direito (n=38;67,7%),
seguido do transverso (n=12;21,1%) e esquerdo (n=7;12,3%). A dimensao média das lesdes foi de

22,9+11,8mm, dos quais 52 (91,2%) tinham 210mm (Tabela I1).



O perfil de glicosilagdo das lesGes da via serreada foi obtido através de 34 blocos de parafina e 23
bidpsias de lesGes da via serreada (Tabela lll). Dos blocos de parafina, realizou-se RT-qPCR do gene
MGATS5 (n=33) e histoquimicas de L-PHA e GNA nas células estromais e epiteliais (n=12). Das 23
biépsias foi realizada CF para avaliar os niveis de L-PHA e GNA expresso nas células epiteliais, T
CD4*, CD8" e Treg. A médias e desvio padrdo, assim como mediana utilizada como ponto de corte

para o estabelecimento de sobre-expressado de glicanos encontram-se descritos na Tabela Ill.

Associac¢ao de Variaveis Clinicas

Sexo

Individuos do sexo masculino apresentaram, em média, pdlipos de maiores dimensdes

(27,44+13,00mm vs 19,2049,29mm, p=0,009).

Historia Familiar de Carcinoma Colorretal

Individuos com histdria familiar de CCR apresentaram, em média, pdlipos de menores dimensdes

(18,38+6,92mm vs 30,16+14,37mm, p=0,010).

Associacao das Variaveis Clinicas com o Perfil de N-glicosilagao

Sexo

Individuos do sexo feminino apresentaram, em média, uma maior expressdo de glicanos ricos em
manose nas células T CD4* nas lesdes da via serreada (195,64+172,06 vs 55,86+46,32; p=0,018), em
LSS (227,53+189,24 vs 43,81+36,77; p=0,020) e em PS (204,78+177,38 vs 55,86+46,32; p=0,021),
avaliados por CF usando a lectina GNA (Tabela IV, V e VI). Verificou-se, também, uma sobre-
expressao destes glicanos nas células T CD4* em individuos do sexo feminino nas lesdes da via
serreada (p=0,010), em LSS (p=0,015) e em PS (p=0,030). Deste modo, 75%, 77,8% e 72,7% dos
individuos do sexo feminino e 20%, 12,5% e 20% do sexo masculino apresentaram sobre-expressao
de glicanos ricos em manose em lesdes da via serreada, LSS e PS, respetivamente (Tabela VII, Vil e

1X).

Por sua vez, individuos do sexo masculino apresentaram, em média, uma maior expressdo de
glicanos ricos em manose nas células T CD8" em lesGes da via serreada (1111,21+1211,73 vs

66,54+53,55; p=0,045), em LSS (1261,43+1225,88 vs 63,36161,35; p=0,041) e em PS



(1111,21+1211,73 vs 66,54+53,55; p=0,048), avaliados por CF usando a lectina GNA (Tabela IV, V e
Vi).

Estes resultados sugerem que existe uma variacao do padrdao de N-glicosilacdo das células do
sistema imune em diferentes linhagens com o sexo do individuo, quer em LSS, PS como em toda a

via serreada.

Idade

A idade dos individuos apresentou relagdo estatisticamente significativa com os valores de L-PHA
expresso nas células epiteliais em lesGes da via serreada, avaliados por CF (p=0,014; coeficiente de
correlagdo=0,517), verificando-se uma maior expressdo de N-glicanos $1,6-GlIcNAc ramificados nas
células epiteliais com o aumento da idade (Tabela V). Além disso, observa-se uma sobre-expressao
de N-glicanos B1,6-GIcNAc ramificados na parte epitelial com o aumento da idade em lesGes da via
serreada (p=0,024) (Tabela VII) e em PS (p=0,034) (Tabela IX). Estes resultados sugerem que o
envelhecimento confere um menor reconhecimento por parte do sistema imune aos elementos da

via serreada, permitindo a sua progressao tumoral para CCR.

Tabagismo

Individuos fumadores apresentaram, em média, uma menor expressao de glicanos ricos em
manose nas células estromais das lesdes da via serreada (1,19%0,73 vs 2,67+0,58; p=0,010;
avaliacdo por histoquimica) (Tabela X). Além disso, o tabagismo conferiu uma infra-expressao de
glicanos ricos em manose nas células estromais (p=0,045). Assim, verificou-se que 77,8% dos
individuos fumadores e nenhum dos individuos ndo fumadores apresentaram valores de GNA
estromal inferiores a mediana (Tabela XI). A baixa expressdo destes glicanos indicia uma menor
ativacdo das células imunes, sugerindo que este mecanismo permite um maior crescimento das

lesdes da via serreada, permitindo a sua progressao.

Quando analisados apenas PS, verificou-se uma maior expressdo de N-glicanos B1,6-GIcNAc
ramificados em individuos fumadores, por avaliagdo por RT-gPCR do gene MGAT5 (2,50x10°
4+2,62x10™* vs 9,49x107°+9,82x10 Act value; p=0,038) (Tabela XIl). Estes resultados sugerem que o

tabagismo pode estar associado a progressdo dos PS na via serreada.



indice de Massa Corporal - IMC

Observou-se uma relacao estatisticamente significativa entre o IMC e a expressao do gene MGATS5,
avaliado por RT-gPCR, nas lesdes da via serreada (p=0,045; coeficiente de correlacdo=0,432) e em
LSS (p=0,036; coeficiente de correlacdo=0,496) (Tabela X e XllIl). Deste modo, verificou-se que
guanto maior é o IMC, maior é a expressao do gene MGATS5 e, portanto, maior é a expressao de N-
glicanos B1,6-GIcNAc ramificados. Além disso, observou-se uma sobre-expressao de N-glicanos
B1,6-GlcNAc ramificados epitelial em individuos com IMC mais elevado em leses da via serreada
(p=0,016) (Tabela XI). Assim, estes resultados sugerem que o aumento do IMC confere um fator de

risco de progressdo na via serreada, particularmente em LSS.

Hipertrigliceridemia - HTG

Individuos com HTG apresentaram, em média, valores superiores a mediana da expressao do gene
MGATS5, avaliado por RT-qPCR (p=0,044). Assim, verificou-se que 72,7% dos individuos com HTG e
35% dos individuos sem HTG apresentaram quantificagdo por RT-gPCR do gene MGATS5 superior a
mediana (Tabela XI). Estes resultados sugerem que a HTG pode estar associada a progressdo dos

PS na via serreada.

Antecedente Pessoal de Pdlipos Serreados

Individuos sem antecedente pessoal de PS apresentaram uma sobre-expressao de N-glicanos 1,6-
GIcNAc ramificados nas células epiteliais de LSS, avaliada por CF usando a lectina L-PHA (p=0,011).
Deste modo, verificou-se que 100% e 30% dos individuos sem e com antecedente pessoal de PS,
respetivamente, apresentavam sobre-expressdo de glicanos B1,6-GlcNAc ramificados (Tabela VIII).
Estes resultados sugerem que a auséncia de histdria prévia de PS confere um fator de risco para

progressao das LSS na via serreada.

Dimensdo da Lesdo

Para PS, verificou-se uma maior expressdo de N-glicanos B1,6-GIcNAc ramificados para dimensdes
>10mm, avaliados por RT-qPCR do gene MGAT5 (1,70x10%+1,68x10* vs 4,40x10°+3,96x10° Act
value; p=0,001) (Tabela XIl). Estes resultados sugerem que existe um maior risco de progressdo na

via serreada em PS com dimensdes 210mm.
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Presencga de Displasia

LesOes da via serreada com displasia apresentaram uma maior expressao de glicanos ricos em
manose nas células estromais (2,17+0,98 vs 0,96+0,33; p=0,028; avaliacdo por histoquimica da
lectina GNA) (Tabela X). Estes resultados sugerem que as células do sistema imune se encontram

mais ativas na presenca de lesdes da via serreada com displasia.

Nao foi possivel estabelecer relacdo estatistica entre a presenca de displasia e expressao de N-
glicanos 31,6-GIcNAc ramificados e glicanos ricos em manose nas células epiteliais e na maior parte
das células imunes, dado que ndao foram obtidos estes valores para lesdes com displasia. A
expressao de glicanos ricos em manose nas células T CD4* e CD8* foi obtida apenas numa lesdo com
displasia, onde se verificou que os valores isolados de glicanos ricos em manose nas células T CD4*
(0) e células T CD8* (59,10) de individuos com displasia foram muito inferiores aos valores médios
(140,56+150,67 e 559,34+988,55, respetivamente) (Tabela 1V). Estes resultados permitem inferir
que a displasia diminui a ativagdo das células T CD4* e CD8"*, permitindo a progressdo das lesGes da

via serreada por evasao ao sistema imune.

Adenomas Convencionais Sincronos

A auséncia de AC sincronos as lesdes da via serreada conferiu uma maior expressdo de glicanos
ricos em manose nas células estromais das lesdes da via serreada, obtidos por histoquimica através
da lectina GNA (1,83+0,94 vs 0,75%0,25; p=0,010) (Tabela X). Estes resultados sugerem que o
sistema imune se encontra mais ativo na auséncia de AC sincronos, com maior capacidade de
reconhecer as lesGes envolvidas na via serreada. Por sua vez, verificou-se um aumento da expressdo
de N-glicanos B1,6-GIcNAc ramificados nas células epiteliais das LSS (avaliados por CF usando a
lectina L-PHA), em individuos sem AC sincronos (1,8010,45 vs 0,68+0,76; p=0,035) (Tabela XIlI). Este
ultimo resultado sugere que existe um maior risco de progressdo de LSS na auséncia de AC

sincronos as lesdes da via serreada.

O numero de AC sincronos as lesdes da via serreada e aos PS relacionou-se com uma maior
expressdo de N-glicanos B1,6-GIcNAc ramificados nas células T CD4* (p=0,043 e coeficiente de
correlagdo=0,496; p=0,049 e coeficiente de correla¢do=0,500) e CD8* (p=0,030 e coeficiente de
correlagdo=0,682; p=0,021 e coeficiente de correlagcdo=0,744), avaliados por CF usando a lectina L-
PHA (Tabela IV e VI). Estes resultados sugerem que o nimero de AC confere uma evasdo ao sistema
imune, podendo constituir um fator de risco para progressdo nos PS e via serreada. Nas LSS,

verificou-se, também, que o nimero de AC sincronos estava associado a uma expressdao aumentada
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de N-glicanos PB1,6-GIcNAc ramificados nas células T CD8* (p=0,010; coeficiente de
correlacdo=0,875) (Tabela V). Assim, estes resultados sugerem que o niumero de AC sincronos as

LSS sdo um possivel fator de progressao destas lesées na via serreada.

Localiza¢ao das Lesdes da Via Serreada

Quanto a localizacdo das lesdes da via serreada, observou-se um aumento da expressao de glicanos
ricos em manose nas células epiteliais em lesGes localizadas no célon esquerdo, comparado ao
colon direito e transverso (2,50+0,71 vs 0,80+0,84 vs 0,40+0,22; p=0,009). Além disso, as lesdes do
colon esquerdo apresentaram uma maior expressdo de glicanos ricos em manose no estroma em
comparag¢do ao cdélon transverso (3,00+0,00 vs 1,20+0,57; p=0,039) (Tabela X). Deste modo, os
resultados sugerem que lesdes no cdlon esquerdo apresentam uma maior ativacdo do sistema

imune, impedindo a sua progressdo na via serreada.

Presenc¢a de Adenocarcinoma

Em adenocarcinomas da via serreada e LSS-D com adenocarcinoma concomitante verificou-se, em
média, por histoquimica da lectina GNA, uma maior expressdo de glicanos ricos em manose nas
células estromais (2,67+0,58 vs 1,19+0,73; p=0,010) (Tabela X). Observou-se, também, uma sobre-
expressao de glicanos ricos em manose nas células estromais em individuos com adenocarcinomas
da via serreada e LSS-D e adenocarcinoma concomitante (p=0,045). Deste modo, observou-se que
100% dos individuos com adenocarcinoma e 22,2% dos individuos sem adenocarcinoma
apresentaram uma expressao de GNA nas células estromais 21,5, por histoquimica (Tabela Xl). Estes
resultados sugerem que o sistema imune se encontra mais ativo na presenca de adenocarcinoma,

como possivel tentativa de evitar a sua progressao.

Dado a presenca de apenas 1 adenocarcinoma onde foi realizada a avaliagdo do perfil de N-
glicosilagdo nas células epiteliais e nas diferentes popula¢des de células T, ndo foi possivel
estabelecer relacdo entre a N-glicosilacdo e a presenca de adenocarcinoma ou LSS-D e
adenocarcinoma concomitante (Tabela IV e X). Contudo, verificou-se que a expressdo de N-glicanos
B1,6-GIcNAc ramificados, obtido por CF de L-PHA, nas células epiteliais em individuos com
adenocarcinoma foi substancialmente mais elevada (713) que o valor médio nos individuos sem
adenocarcinoma (210,24+117,47). Verificou-se, também, que o adenocarcinoma apresentou uma
expressao de glicanos ricos em manose, obtidos por CF pela lectina GNA, nas Treg (178), e uma

expressdo de B1,6-GIcNAc ramificados, obtidos por CF de L-PHA, nas células T CD8" (565),
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substancialmente inferiores a média na auséncia de adenocarcinoma (1222,01+2181,05 e
1444,42+1094,88, respetivamente). Ndo foi possivel estabelecer relacdo entre a expressdo de
glicanos ricos em manose nas células T CD8*, obtida por CF usando a lectina GNA, e a presenca de
adenocarcinoma, dado que esta ndo foi avaliada no Unico adenocarcinoma (Tabela IV). Os
resultados de CF sugerem que existe uma menor ativagdo/reconhecimento por parte do sistema
imune em individuos com adenocarcinoma da via serreada, com aumento da resposta

imunossupressora, contrariando os resultados da histoquimica.

Sindrome de Polipose Serreada

Em LSS, verificou-se uma infra-expressdao de N-glicanos B1,6-GIcNAc ramificados nas células
epiteliais em individuos com SPS, avaliados por CF usando a lectina L-PHA (p=0,041). Assim, 75%
dos individuos com diagndstico de SPS e 12,5% dos individuos sem SPS apresentaram uma
expressdo de glicanos complexos inferiores a mediana (Tabela VIII). Estes resultados sugerem o SPS

como eventual fator protetor de progressao nas LSS.

Outras Variaveis Clinicas

Nao foram encontradas relacGes estatisticamente significativas entre a HTA, histéria familiar de PS,
histéria pessoal de CCR e histdria familiar de CCR com a presenca de marcadores de N-glicosilagdo
sugestivos de progressdo para malignidade em lesGes da via serreada, LSS e PS (p>0,05), ndo sendo

possivel obter qualquer conclusdo (resultados ndo apresentados).
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Discussao

Variaveis Clinicas

Esta tese tinha como primeiro objetivo a caracterizacdo de uma amostra de doentes com lesdes da
via serreada quanto as suas caracteristicas endoscdpicas, anatomopatoldgicas, fatores de risco e

dados sociodemograficos.

A correta detecao dos pélipos serreados é dependente do cumprimento de critérios de qualidade
aquando da realizacdo de uma colonoscopia. A American Gastroenterological Association definiu
como critérios de qualidade a utilizacdo de colonoscopia de alta-definicdo em todos os exames
colonoscdpicos, ter uma taxa de preparacdo colonoscépica adequada e taxa de entubacdo cecal
>90%, uma taxa de detec3o de PS 27% e o tempo de retirada do colonoscépio ser 26 minutos.?®
Estes critérios devem ser cumpridos dada a dificuldade de visualizacdo dos PS pelo seu aspeto
endoscopico e localizacdo proximal, sobrando apenas a experiéncia do gastrenterologista como
fator de detecdo dos PS.” No nosso estudo, verificdimos que a taxa de preparacdo intestinal
adequada ficou abaixo do considerado como boa pratica médica. Estes resultados enfatizam a
necessidade da realizacdo de protocolos que visem a melhor a correcdo deste parametro, para
melhor detecdo de PS. Por outro lado, todas as colonoscopias realizadas foram de alta-definicdo e
a entubacdo cecal foi obtida em 290% dos casos, o que indica um bom indicador de pratica clinica.
O numero de colonoscopias com NBI parece estar subestimado, sugerindo-se que ndo foram
documentadas no registo clinico este tipo de colonoscopia. Teria sido relevante obter a duragao da
colonoscopia, dado que é um fator importante na qualidade colonoscépica e que ndo se encontrou

registado.

Quanto aos fatores de risco ndo modificdveis, esperava-se uma maior percentagem de individuos
com histdria familiar de CCR, dado a sua prevaléncia na populacao portuguesa. Deste modo, sugere-

se que o valor encontrado se encontre subestimado, por provdvel omissdo no registo clinico.

No nosso estudo, verificdmos que a localizacdo mais frequente das lesGes da via serreada foi o célon
direito, seguido do célon transverso e esquerdo. Estes achados vdo de encontro ao que é descrito
na literatura, principalmente porque as LSS foram as lesGes encontradas em maior nimero no

nosso estudo, sendo que estas sdo mais frequentes no célon direito.’

Individuos com histéria familiar de CCR apresentaram, em média, pdlipos de menores dimensdes.
Estes resultados podem ser justificados pelo rastreio de CCR nestes individuos ser realizado por

colonoscopia, ao contrario dos restantes que pode ser realizado por pesquisa de sangue oculto nas
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fezes. Deste modo, sugere-se que os polipos sdo visualizados mais precocemente, apresentando

assim menores dimensoes.

Associac¢ao das Variaveis Clinicas com o Perfil de N-glicosilagao

O segundo objetivo deste estudo prendia-se com a identificacdo de caracteristicas clinicas
sugestivas de progressao para malignidade através da associacdo das variaveis clinicas das lesdes
da via serreada com o perfil de N-glicosilacdao das células epiteliais e das células T da mucosa,
nomeadamente os niveis de glicanos complexos (N-glicanos B1,6-GIcNAc ramificados) e glicanos

simples (N-glicanos ricos em manose).

Quanto as variaveis demograficas, observou-se alteracdo do padrdao de N-glicosilacdo
relativamente ao sexo e idade dos individuos em estudo. Assim, verificou-se um aumento e sobre-
expressao de glicanos simples nas células T CD4* no sexo feminino e aumento da expressao destes
mesmos glicanos nas células T CD8* no sexo masculino nas lesdes da via serreada, LSS e PS. De facto,
Ding et al. verificaram que existe uma variacdo no padrao da N-glicosilacdo associada ao género,
mostrando a existéncia da bissecdo de glicanos GIcNAc nos homens com o incremento da idade, a
qual n3o se verificava nas mulheres.3® Contudo, nunca foi estudada a N-glicosilacdo B1,6-GIcNAc
nos diferentes sexos. Deste modo, os nossos resultados sugerem a existéncia de uma alteracdo no
padrdo de N-glicosilacdo B1,6-GIcNAc nas diferentes células do sistema imune associada ao sexo,

sugerindo a realizacdo de novos estudos que comprovem esta hipétese.

Por outro lado, mostrou-se uma sobre-expressao de glicanos complexos com o aumento da idade
em lesdes da via serreada e PS, o que sugere o aumento da idade como fator de progressao para
malignidade nestas lesdes por evasdo ao sistema imune. De facto, a literatura define a idade como
um fator de risco para o desenvolvimento de CCR,% assim como um fator de risco de progressdo
para CCR a partir de LSS.2® Além disso, a sobre-expressdo de N-glicanos B1,6-GIcNAc ramificados foi
relacionada com o processo de carcinogénese colorretal, conferindo uma menor taxa de
sobrevivéncia devido a evasdo do sistema imune.?® Assim, sugere-se que o envelhecimento confere
um menor reconhecimento tumoral por parte do sistema imune, permitindo a progressao da via
serreada. A imunossenescéncia pode justificar estes resultados, ja tendo sido relacionada com o
desenvolvimento de cancro, nomeadamente a imunossenescéncia das células T CD8* no cancro de
mama.3! Contudo, no nosso estudo, n3o se verificou a presenca de sobre-expressdo de glicanos

complexos ao nivel das células T CD8".
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Quanto aos fatores de risco para o desenvolvimento de lesGes da via serreada, observaram-se
alteracdes do padrdo de N-glicosilacdo com o tabagismo, IMC, HTG e antecedente de pdlipos

serreados.

O tabagismo é um dos fatores de risco mais estudado e validado para o desenvolvimento de PS* e
para a progress3o destes para CCR.Y No nosso estudo, verificou-se que individuos fumadores
apresentaram uma baixa expressao de glicanos simples na parte imune de lesGes da via serreada.
A baixa expressao destes glicanos indicia uma menor ativacao das células imunes, sugerindo que
este mecanismo permite um maior crescimento dos elementos da via serreada e, consequente,
progressdao para CCR. Dias et al. demostraram que a deficiéncia de N-glicanos B1,6-GIcNAc
ramificados na superficie das células T aumenta a resposta inflamatdria mediada pelas células T.%’
Por outro lado, verificou-se um aumento de expressao de glicanos complexos em PS de individuos
fumadores, por avaliagdo por RT-qPCR do gene MGAT5. Efetivamente, Silva e Fernandes et al.,
através da expressdao do gene MGATS5, demonstraram que os N-glicanos B1,6-GIcNAc ramificados
atuam como checkpoint imunitdrio pelo seu aumento ao longo das diferentes fases de
carcinogénese.?® Deste modo, sugere-se o tabagismo como um fator de risco de progressdo na via
serreada, enaltecendo a necessidade de cessacdo tabdgica como método de prevencao de lesdes

mais agressivas.

Bailie et al. concluiram, através de uma metanalise, que o excesso de peso/obesidade conferiam
fator de risco para o desenvolvimento de PS.'® No nosso estudo, verificou-se que o aumento do
IMC conferiu uma expressdao aumentada de glicanos complexos quer em LSS quer em lesdes da via
serreada, sugerindo que o aumento do IMC pode constituir um fator de risco de progressao de LSS
para adenocarcinoma. Contudo, dada o baixo espago amostral, torna-se necessario a realizagdo de

mais estudos para validar estes resultados.

Além do tabagismo e IMC, verificou-se, também, que existe uma sobre-expressao de N-glicanos
B1,6-GlcNAc ramificados na parte epitelial em lesdes da via serreada de individuos que apresentam
HTG. Macarie et al. definiram a HTG como fator de risco de desenvolvimento de LSS.*® Deste modo,
a HTG parece conferir um risco aumentado de progressdo na via serreada. Contudo, o IMC pode
ser um fator confundidor nesta andlise, dado que a amostra apresentava um IMC médio elevado.
Deste modo, sugere-se a corregao da anadlise estatistica para fatores confundidores em préximos

estudos.

Por ultimo, mostrou-se que individuos sem antecedente pessoal de PS apresentam uma sobre-
expressao de glicanos complexos em LSS, sugerindo a auséncia de antecedente de PS como um

fator de progressao de LSS na via serreada. Estes resultados vao contra o esperado, ja que se estaria
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a espera de que individuos com PS em seguimento endoscdpico anterior tivessem um maior risco
de progressao na via serreada. Contudo, podem ser justificados pelo facto de doentes sem
antecedente de PS poderem estar a realizar colonoscopia pela primeira vez, podendo-se estar a
detetar lesGes em estadio mais avancado. Deste modo, como perspetiva futura, sugere-se a

confirmacdo deste resultado por aumento do espago amostral.

No que toca as caracteristicas endoscdpicas e anatomopatoldgicas, observou-se alteracdes no
padrdao de N-glicosilacdo associado a dimensdao dos podlipos, presenca de displasia,
presenga/numero de AC sincronos as lesbes da via serreada, localizacdo das lesdes e presenca de

adenocarcinoma.

Este trabalho mostrou que PS com dimensdes 210mm apresentam um aumento da expressao de
glicanos complexos, sugerindo que, a partir destas dimensdes, existe uma possivel progressao dos
PS para CCR. Estes resultados vdo de acordo a outros estudos que propuseram que podlipos de
dimensdes 210mm tém maior risco de progressao para CCR, constituindo um fator de risco preditor
de malignidade.?® De facto, as guidelines europeias de seguimento endoscépico pds-polipectomia
utilizam 10mm como valor de decisdo para realizar seguimento endoscépico, em pélipos serreados

ndo displédsicos.3?

A presenca de displasia é fundamental para a progressdo dos PS para CCR.° Os resultados de N-
glicosilagdo obtidos por CF e histoquimica na presenca de displasia sdo discordantes, contudo
apenas se obteve relacdo estatisticamente significativa para a histoquimica. Assim, verificou-se
uma sobre-expressao de glicanos simples no estroma de individuos que apresentavam lesdes com
displasia, sugerindo que as células T estdo com um perfil mais ativado, numa tentativa de impedir

a progressdo para displasia.

No nosso estudo, verificAmos que a auséncia de AC sincronos as lesGes da via serreada esta
associada a um aumento de glicanos ricos em manose no estroma. Estes resultados sugerem que o
sistema imune se encontra mais ativo na auséncia de AC sincronos, com capacidade de reconhecer
mais eficazmente os PS e impedir a sua progressao. De facto, Li et al. verificaram que a presenca de
AC sincronos aos PS confere um risco aumentado de desenvolver CCR.% Pelo contrério, quando
analisados apenas LSS, existe um aumento de expressdo de glicanos complexos na auséncia de AC
sincronos. Vu et al. mostrou que LSS com AC sincronos apresentavam um fendtipo colorretal mais
agressivo, isto é, pélipos de maiores dimensdes e mais frequentemente associados a displasia.>?
Assim, seria expectdvel que existisse uma correspondéncia entre o fendtipo e o perfil de N-
glicosilagdo, algo que ndo se verificou no nosso estudo. Deste modo, no futuro, deve-se aumentar

o espago amostral deste estudo de modo a comprovar estes resultados.
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Além da presenca de AC sincronos as lesdes da via serreada, também observdmos uma sobre-
expressao de glicanos complexos nas células imunes com o aumento do numero de AC sincronos,
guer nas lesdes da via serreada, quer apenas em PS ou LSS. O nimero de AC sincronos nao se
encontra descrito como fator de risco de progressdo das LSS na via serreada na literatura. Deste
modo, sugerimos que o niumero de AC sincronos as lesdes da via serreada sdo um possivel fator

progressdo na via serreada.

Os nossos resultados sugerem que lesdes localizadas no colon esquerdo apresentam uma
expressao aumentada de glicanos simples quer epitelial quer no ambiente imune em comparacgdo
as restantes porgdes do célon. Assim, as lesGes no cdélon esquerdo apresentam um perfil
imunolégico mais ativo, impedindo a sua progressdo na via serreada. Contudo, apesar dos
resultados apontarem para esta hipdtese, é necessdrio aumentar o espaco amostral para a sua
validacdo. Por outro lado, estes resultados poderao sugerir que o perfil de glicosilacdo é diferente

nas diferentes regiées do célon, sendo necessario novos estudos para confirmar esta hipotese.

Nos adenocarcinomas da via serreada e LSS-D com adenocarcinoma concomitante os resultados
foram discordantes entre as diferentes varidveis de N-glicosilacdo. Assim, verificou-se um aumento
da expressado de glicanos simples estromais e uma diminui¢do glicanos complexos nas células T
CD8*, sugerindo que as células imunes se encontram mais ativas no ambiente carcinogénico. Estes
resultados ndo vdo ao encontro do esperado ja que seria expectavel que a presenca de
adenocarcinoma levasse a um ambiente de evasdo imune, com diminui¢ao da resposta imunitaria
em ambiente neopldsico, permitindo a sua progressdo. Contrariamente a estes resultados,
verificou-se uma diminui¢dao da expressao de glicanos ricos em manose nas células Treg, sugerindo
a existéncia de uma resposta imunossupressora na presenga de adenocarcinoma. O trabalho de
Silva e Fernandes et al. verificou, através da andlise das lectinas L-PHA e GNA, que existia uma
sobre-expressao de N-glicanos B1,6-GlcNAc ramificados e uma diminuicdo da expressao de N-
glicanos ricos em manose em CCR, acompanhados de um aumento da expressdo de célula Treg,*
sendo que este Ultimo suporta os resultados deste estudo. Contudo, o espaco amostral ndo
permitiu obter resultados estatisticamente significativos na maior parte das varidveis de N-
glicosilacdo, principalmente na CF em que foi analisado apenas 1 adenocarcinoma. Deste modo sdo

necessarios mais estudos com maior espago amostral para esclarecer estes resultados.

Por udltimo, em individuos com critérios de SPS, observdamos uma infra-expressdo de glicanos
complexos nas LSS. Estes resultados sugerem o SPS como eventual fator protetor nas LSS. Contudo,
sabe-se que a SPS se encontra associada a um aumento do risco de desenvolvimento de CCR,3*%

pelo que seria expectavel que este aumento do risco de desenvolvimento de CCR pela via serreada
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se repercutisse ao nivel da N-glicosilacgdo com um aumento da expressdo de glicanos complexos.
Deste modo, os nossos resultados ndo estdo de acordo com o que se encontra descrito na literatura,

sendo necessario o aumento do espaco amostral para confirmar estes resultados.
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Conclusao

A Ultima década marcou grandes avancos na tentativa de compreender a via serreada como
precursora de CCR.2 Contudo, nenhum estudo tinha associado os fatores de risco de

desenvolvimento e progressao da via serreada descritos na literatura com o perfil de N-glicosilacao.

De facto, no nosso estudo, verificdmos a presenca de um perfil de N-glicosilacdo sugestivo de
progressdao de malignidade em lesGes da via serreada com o aumento da idade, o tabagismo, o
aumento do IMC, presenca de HTG, presenca e aumento do nimero de AC sincronos. Deste modo,
concluimos que estas varidveis clinicas sdo fatores de progressao para malignidade na via serreada,
sugerindo um maior enfoque clinico em individuos que apresentem as mesmas, com
desenvolvimento de estratégias de prevencdo que visem a diminuicdo da progressdo destas lesGes
na via serreada. Em PS, mostrdmos que o tabagismo e dimensGes 210mm tém um aumento de
expressao de N-glicanos B1,6-GlcNAc ramificados, constituindo fatores de risco de progressdo na
via serreada. Por ultimo, em LSS foi evidenciado um perfil de N-glicosilagdo sugestivo de progressao

de malignidade com o aumento do IMC e com o numero de AC sincronos.

Além disso, verificaram-se perfis de N-glicosilacdo nas células T especificos com o sexo, pelo que se
sugere a realizacdo de mais estudos de modo a validar esta relagdo e quais as possiveis

repercussdes na via serreada.

Contrariamente ao que se seria expectdvel, o nosso trabalho evidenciou a presenga de antecedente
pessoal de PS e o diagndstico de SPS como fatores de protecdo de progressdo nas lesGes da via

serreada.

Por outro lado, o nosso estudo revelou a existéncia de parametros de qualidade endoscépica
deficitdrios, nomeadamente a taxa de preparagao, enfatizando a necessidade de novos protocolos

gue consigam melhorar este parametro.

Este trabalho destaca-se por ter identificado, pela primeira vez, alteragdes no padrdo N-glicosilagao
em lesGes da via serreada associado as diferentes varidveis clinicas, salientando o papel da

glicosilagdo no desenvolvimento tumoral na via serreada.

Apesar dos resultados obtidos no nosso estudo, este apresenta varias limitagGes. A primeira,
prende-se com o reduzido espago amostral a somar a quantidade de missings de varias varidveis
recolhidas. Por outro lado, a inexisténcia de estudos semelhantes a este trabalho limita as
conclusdes que podem ser retiradas. Deste modo, urge a necessidade de realizagao de novos

estudos com uma amostra maior de modo a validarem os resultados deste estudo.
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Anexos

Tabela | — Varidveis Clinicas Utilizadas no estudo

Variaveis Clinicas

Variaveis demograficas

Sexo

Idade

Peso

Altura

indice de massa corporal

Fatores de risco

Modificaveis

Tabagismo

Consumo de Carnes Vermelhas

Hipertensdo Arterial

Hipertrigliceridemia (triglicerideos >150mg/dL)

Consumo regular de AINE’s, suplementos de vitamina D ou Calcio

Fatores de Risco Nao

Modificaveis

Antecedente pessoal de PS

Histéria familiar de PS

Histéria pessoal de CCR

Histéria familiar de CCR

Dados da Colonoscopia

Ndmero total de Colonoscopias

Progressao intestinal (completa, incompleta)

Preparacdo intestinal (ma, razodvel, boa)

Duragao

Tipo de colonoscopia (colonoscopia, cromoscopia convencional e virtual)

N2 total de pdlipos

Dados das lesoes da via
serreada encontrados na

Colonoscopia

Dimensao da lesdo

Localizagdo (cdlon esquerdo, direito e transverso)

Método de Exérese (mucosectomia, polipectomia)

Obtengdo de Margens Cirurgicas

Classificagdo do pdlipo (52 edigdo de classificagdo de tumores do sistema digestivo
da OMS): Lesdo séssil serreada (com e sem displasia), Pdlipo hiperpldsico, adenoma

séssil tradicional, adenocarcinoma da via serreada

Imuno-histoquimica (KRAS, BRAF, MLH1, H-MSI, L-MSI)

N2 de adenomas convencionais

Presenga de adenomas convencionais

Presenca e localizagdo de neoplasia sincrona e metacrona

Diagnostico de Sindrome de Polipose Serreada (critérios OMS)
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Tabela Il -Descrigdo estatistica da amostra quanto as varidveis clinicas

Variavel N % Média Desvio padrdo
Sexo 42
Masculino 20 47,6
Feminino 22 56,5
Idade 65,1 10,8
Tabagismo 42
N&o 20 47,6
Sim 22 52,4
Missings 0 0
HTG 42
N&o 33 78,6
Sim 8 19,0
Missings 1 2,4
HTA 42
Nao 21 50
Sim 21 50
Missings 0 0
IMC 42 27,3 5,2
<25 13 31,0
25-30 12 28,6
>30 7 16,7
Missings 10 27,7
Ant. Pessoal PS 42
N&o 23 54,8
Sim 18 42,9
Missings 1 2,3
Historia Familiar de CCR 42
Nio 14 33,3
Sim 7 16,7
Missings 21 50,0
Ant. Pessoais de CCR 42
Nio 40 95,2
Sim 2 4,8
Missings 0 0
Historia Familiar de PS 42
Nio 8 19,0
Sim 0 0
Missings 34 81,0
SPS 42
N3o 30 71,4
Sim 12 28,6
Missings 0 0
N2 de colonoscopias 4,1 2,5
Progressdo 47
Incompleta 2 4,3
Completa 45 95,7
Missings 0 0
Preparacdo Intestinal 47
Ma 8 17
Razoavel 20 42,6
Boa 19 40,4
Missings 0 0
Tipo de Colonoscopia 57
Alta-definigdo com luz branca 57 100
Alta-definigdo com luz branca + NBI 13 27,7
Cromoscopia convencional com 0 0
corantes
Missings 0 0
N2 de lesdes 3,8 4,8
N2 LesOes da via serreada 3,3 4,7
N2 AC sincronos 0,6 1,2
Presenca AC sincronos 57
N3o 34 72,3
Sim 13 27,7
Método Exérese 57
Mucosectomia 45 78,9
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Polipectomia 9 15,8
Missings 3 5,3
Classificagao 57
LSS sem displasia 39 67,2
LSS-D 8 13,8
PH 7 12,1
Adenocarcinoma 1 1,7
Adenocarcinoma + LSS-D 2 3,4
concomitante
Localizagdo 57
Cdlon Direito 38 66,7
Cdlon Transverso 12 21,1
Cdlon Esquerdo 7 12,3
Missing 0 0
Dimensao 57 22,9 11,8
<10mm 4 7,0
>10mm 52 91,2
Missing 1 1,8
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Tabela Il - Descrigdio estatistica do perfil de glicosilagdo das lesGes da via serreada

Média e Desvio Padrao

Mediana

Minimo

Maximo

RT-qPCR do gene

MGATS (Act value)

2,6x10%+4,4x104

9,30017x10%°

1,14743x10°

2,37524 x10°3

L-PHA Epitelial 1,240,9 1,25 0 2
:g L-PHA Estromal 0,940,6 1 0 2
E‘ GNA Epitelial 0.9£0,9 0,5 0 3
% GNA Estromal 1,6+0,9 1 0,5 3
L-PHA Epitelial 233,14156,9 185 206 713
GNA Epitelial 148,4+129,9 109 25,7 551
L-PHA T CD4* 984,44805,0 838,5 134 3497
:3 GNA T CD4* 132,14146,6 67,5 0 547
T
-;-: L-PHA T CD8* 1376,8+1076,3 1049 413 4416
g GNATCDS 558,24965,8 73,2 0 2843
5 L-PHA FoxP3 T
Cb25* 1906,7+1960,7 1742,5 223 8775
GNA FoxP3 T
- 1172,3+2138,0 559 50,1 9862

24



Tabela IV - Resultados do Perfil de Glicosilagdo obtidos por Citometria de Fluxo, em Lesbes da Via Serreada

Varidvel L-PHA Epitelial GNA Epitelial L-PHAT CD4+ GNAT CD4+ L-PHAT CD8+ GNAT CD8+ L-PHA Treg GNATreg
n Média p n Média P n Média P n Média P n Média P n Média p n Média P n Média P
Sexo 0,181 0,267 0,273 0,018 0,323 0,045 0,102 0,769
Masculino 9 178,56+ 9 114,98+ 9 761,22+ 10 55,86+ 6 1044,17+ 8 1111,21% 9 1112,56% 9 1336,30+
93,70 51,41 447,98 46,32 485,58 1211,73 1183,26 3208,50
Feminino 270,85+ 173,54+ 1167,00+ 195,64+ 1661,86% 66,54+ 2556,36% 1049,29+
13 182,97 12 164,83 n 994,54 12 172,06 7 1383,75 ° 53,55 u 2269,88 12 886,34
\dade 22 (00'50117‘*) 21 0,553 20 0,361 22 0,290 13 0,835 17 0,635 20 0,476 21 0,672
)
T 0,142 0,977 0,254 0,976 0,749 0,884 0,579 0,318
Néo 9 292,67+ 3 149,43+ 8 1294,88% 9 133,26% 6 1486,67x 7 515,10+ 8 1597,50% 9 620,42+
173,92 130,73 1144,45 152,51 1468,45 802,86 1137,85 788,04
Sim 191,85+ 147,70+ 777,42+ 131,31+ 1282,57+ 588,29+ 2112,75¢ 1586,20+
13 135,78 12 135,14 12 411,00 13 148,74 7 705,21 10 1107,23 12 2387,57 12 2724,57
mc 16 0,889 15 0,146 15 0,967 16 0,095 12 0,535 11 0,605 15 0,592 15 0,201
HTG 0,427 0,666 0,883 0,847 0,491 0,089** 0,880 0,435
Nzo 246,00+ 154,59+ 996,00+ 135,06+ 1284,18+ 669,76+ 1877,71+ 1354,49+
18 171,57 17 143,92 7 849,93 18 155,77 1 1129,91 14 1035,25 17 2058,36 17 2344,66
Sim 2 175,00+ 4 122,30+ 3 918,67+ 2 118,83+ 2 1886,00+ 3 37,30% 3 2070,67+ 4 397,95+
11,49 30,70 607,57 112,86 721,25 32,54 1606,02 407,83
Ant. de PS 0,205 0,277 0,343 0,238 0,435 0,949 0,478 0,413
Nzo 9 287,84+ 9 114,12+ 8 1170,75% 9 94,72+ 6 1645,00+ 6 579,48+ 8 2236,50+ 9 1681,31+
218,26 51,80 975,86 58,52 1404,99 858,68 2832,80 3175,65
Sim 196,62t 176,47+ 800,09+ 166,23+ 1108,67+ 546,52+ 1555,36¢ 854,34+
12 90,56 1 172,31 1 686,01 12 188,84 6 795,89 1 1059,82 1 1146,31 1 782,59
Dimenséo - - - - - - - -
<10mm
0 - 0 - [ - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
210mm 210,24+ 151,11+ 983,47+ 133,87+ 1444,42+ 558,15+ 1967,37+ 1222,01+
2 117,47 20 132,71 9 827,02 2 150,02 12 1049,88 v 965,76 9 1995,02 20 2181,05
Displasia - - - - - - - -
Ndo 210,24+ 151,11+ 983,47+ 140,56+ 1444,42+ 589,34+ 1967,37+ 1222,01+
A 117,47 0 132,71 9 827,02 20 150,67 12 1094,88 16 988,55 9 1995,02 20 2181,05
sim- - 0 - 0 - 1 0 0 - 1 59,10 0 - 0 -
Presenca de AC sincronos 0,643 0,328 0,505 0,364 0,498 0,455 0,548 0,320
Néo 224,38+ 164,35+ 873,80+ 147,89+ 1154,10+ 624,60+ 2064,20+ 1438,13+
1 121,11 16 144,18 5 569,12 17 162,88 10 624,36 15 1012,78 15 2129,39 16 2398,67
Sim 5 262,72+ 5 97,54+ 5 1316,20% 5 78,42+ 3 2119,00+ 2 59,80+ 5 1434,00+ 5 321,04+
263,10 46,91 1326,95 45,91 2030,17 0,14 1420,68 300,36
N2 AC Sincronos 0,043 0,030
19 0,970 18 0,403 17 (0,496%) 19 0,206 10 (0,682%) 14 0,703 17 0,671 18 0,208
Localizagdo da Lesdo
22 0,751 21 0,756 20 - 22 0,239 13 - 17 0,433 20 - 21 0,894
Direito 248,50+ 142,61+ 715,13+ 100,46+ 1007,82+ 760,89+ 1712,93% 1200,51+
16 180,52 5 120,11 15 404,09 16 129,45 1 461,20 12 1096,70 15 2193,24 15 2488,15
Transverso 203,00+ 188,38+ 2008,0+ 235,70+ 101,97+ 2395,50+ 1403,13+
4 65,37 4 203,10 4 1257,51 4 193,95 1 4416,00 3 61,89 4 1045,14 4 1040,10
Esquerdo 170,00+ 106,10+ 178,05+ 26,00+ 499,05+
2 16,97 2 39.46 1 929,00 2 155,49 1 2396,00 2 36,77 1 2857,00 2 609,46
Adenocarcinoma - - - - - - - -
Néo 210,24+ 151,11 983,47+ 133,87+ 1444,42% 558,15+ 1967,37% 1222,01%
A 117,47 0 132,71 19 827,02 = 150,02 12 1094,88 17 965,76 9 1995,02 0 2181,05
Si
m 1 713,00 1 95,10 1 1002,00 1 95,10 1 565,00 0 - 1 753,00 1 178,00
SPS 0,168 0,982 0,877 0,378 0,944 0,716 0,616 0,530
Nzo 271,97+ 147,87+ 1008,17+ 104,03+ 1391,78+ 463,46+ 2092,92+ 1434,96+
13 189,20 12 117,78 12 866,50 12 80,01 ° 1193,05 8 757,52 12 2315,25 12 2771,18
Sim 176,93+ 149,21+ 948,75+ 10 165,79+ 1343,00% 9 642,32+ 8 1627,25% 822,08+
70,43 152,08 759,30 200,09 914,07 1160,32 1364,76 791,78

*Coeficiente de correlagdo **teste de Mann-Whitney U
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Tabela V - Resultados do Perfil de Glicosilagdo obtidos por Citometria de Fluxo, em LesGes Serreadas Sésseis

L-PHA Epitelial GNA Epitelial L-PHAT D4+ GNAT CDa+ L-PHAT CD8+ GNAT CD8+ L-PHA Treg GNATreg
Variavel
n Média P n Média P n Média P n Média P n Média P n Média P n Média P n Média P
Sexo 0,475 0,248 0,223 0,020 0,148 0,041 0,089 0,638
Masculino ; 201205 8337 ; 13'2? ; 725,00+ s 43,81¢ 5 977,80+ , 1261,43¢ ; 946,14+ , 1597,00¢
/208 83, g 356,56 36,77 511,56 1225,88 1016,41 3651,26
Feminino 243,67¢ o 20126t S 136671t o 22753 5 207980 , 63,36¢ S 300586 o 108339
133,53 184,11 1219,66 189,24 1451,40 61,35 2759,88 918,62
Idade 16 0551 16 0191 14 0385 17 0296 10 0902 14 0,869 14 038 16 0,867
Tabagismo 0,897 0,980 0,214 0,388 0,726 0,825 0,643 0,379
Nao 220,71¢ S 15 o W7en S 0 s l67,00¢ . 587,25+ o le3267 7 681,11%
60,71 146,16 1283,42 172,54 1562,23 854,27 1260,24 889,40
sim 228,49t 5 16781 R 722,00¢ o 13609 5 138660t s 718,75+ s 223350 o 7o
145,38 149,47 365,65 169,86 797,59 1216,12 2867,80 312533
mMc 12 0175 12 0204 11 0937 13 0145 9 0,526 10 0,812 11 0504 12 0,311
HTG 0,404 0,491 0,502 0,979 - 0,119** 0,782 0,540
Nao 236,88+ 179,32+ 1117,25¢ 141,58+ 1432,44¢ 832,87¢ 2048,67+ 1494,341
3 122,96 B 15665 12 977,35 ¥ 17660 ° 1207,97 o 2 230006 B 661,50
Sim 174,00¢ 113,40¢ 617,50+ 138,73+ 37,30t 1540,00¢ 501,03+
3 13,86 3 30,63 2 440,53 3 129,33 ! 396,00 3 32,54 2 1862,52 3 430,9
Ant. de PS 0,081 0,429 0,285 0,157 0,405 0,709 0,292 0,507
NBo 288,50¢ o 13648t s 130 . 78,40t 5 18600 . 836,00% 5 286360t ¢ 202830¢
143,33 43,76 1171,34 64,78 1455,19 982,68 3463,57 3917,32
sim 187,042 185,25¢ 841,67+ 175,26t 1196,60¢ 502,95+ 148,89+ 875,97+
w© 74,63 0 0 ° 757,52 o iesm ° 856,63 110520 ° 1256,78 © 821,45
Dimensdo - - - - - - - -
<domm- - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
210mm 225,09¢ 166,96+ 1045,86+ 141,08+ 1528,80+ 662,39+ 1976,00¢ 1309,09¢
e 112,97 305 “ 925,27 Y e 0 17804 104000 M 26595 1 241908
Displasia - - - - - - - -
Nao 225,09¢ 166,96+ 1045,86+ 149,89+ 1528,80+ 708,80+ 1976,00¢ 1308,09¢
® 112,97 ® 305 “ 925,27 1 16688 0 17804 B 106727 ¥ 26595 1 241008
sim- g - 0 - 0 - 1 0 0 - 1 59,10 0 - 0 -
Presenga de AC sincronos 0,759 0,558 0,644 0,397 - - 0,769 0,543
Nao 228,53t 175,25¢ 903,25+ 153,96¢ 1208,00¢ 708,74+ 2053,08+ 1453,57¢
“ 120,70 ¥ 5153 12 627,41 B e ° 627,08 B 067,32 2 239163 % 561,80
sim 201,00+ 108,95+ 1901,50¢ 44,45+ 1513,50¢ 289,75+
2 26,87 2 26,94 2 2256,38 2 22,13 ! 416,00 ! 5990 2 1825,04 2 304,41
e
N# ACSincronos 13 0759 13 0485 11 0001 14 0316 7 (00'307150') 1 0,763 1 0710 13 0,479
Localizagdo 0,785 0,695 - 0,305 - 0,437 - 0,881
Direito 234,13t 163,01¢ 672,30t 103,12¢ 1059,50+ 898,88+ 1778,80+ 1485,81%
1 133,88 1 ime w© 376,18 2 1956 8 486,86 0 11589 0 26256 1 288069
Transverso 228,67¢ 222,03+ 2330,00¢ 268,27+ 116,35+ 2339,67+ 1195,83¢
3 49,57 3 234,69 3 1322,83 3 223,75 t 416,00 2 80,12 3 1272,70 3 1168,29
Esquerdo 170,00¢ 106,10+ 178,05+ 26,00% 499,05¢
2 1697 2 3046 1 929 2 155,62 1 2396,00 2 3677 1 2857,00 2 609,46
5PS 0,144 0,790 0,673 0,481 0,709 0,842 0,448 0,309
Nao 266,88+ s 1769t ;115629 g 10980 6 1es267t . 594,30+ , 2essan g loaast
124,56 133,42 1074,95 96,10 1398,03 849,20 2928,40 3336,22
sim o 183,30+ g 15694 ; 935,43t o  lesss: . 134300 s 713,46+ , s . 617,71¢
72,47 160,68 819,12 211,98 914,07 1219,28 1416,41 695,64

*Coeficiente de correlagdo **teste de Mann-Whitney U
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Tabela VI - Resultados do Perfil de Glicosilagdo obtidos por Citometria de Fluxo, em Pdlipos Serreados

L-PHA Epitelial GNA Epitelial L-PHAT CD4+ GNAT CD4+ L-PHAT CD8+ GNAT CD8+ L-PHA Treg GNATreg
Variavel
n Média ] n Média P n Média P n Média P n Média P n Média P n Média P n Média P
Sexo 0,296 0,249 0,270 0,021 0,221 0,048 0,075 0,839
Masculino 9 178,56+ 9 114,98+ 9 761,22+ 10 55,86+ 6 1844,67+ 8 1111,21% 9 1112,56% 9 1336,30+
93,70 51,41 447,98 46,32 1420,21 1211,73 1183,26 3208,50
Feminino 234,00+ 180,67+ 1183,50+ 204,78+ 1044,17+ 66,54+ 2736,70+ 1128,50+
12 131,41 u 170,92 10 1046,75 u 177,38 6 485,58 9 53,55 10 2308,10 u 883,94
Idade 21 0,055 20 0,625 19 0,346 21 0,315 12 0,929 17 0,635 19 0,332 20 0,777
Tabagismo 0,374 0,893 0,283 0,924 0,570 0,884 0,690 0,375
Néo 8 240,13+ 8 156,23+ 7 1336,71% 8 138,03+ 5 1671,00+ 7 515,10+ 7 1718,14+ 8 675,73+
78,57 138,04 1229,52 162,32 1562,23 802,86 1172,46 823,57
Sim 191,85+ 147,70+ 777,42+ 131,31 1282,57+ 588,29+ 2113,75¢ 1586,20+
13 135,78 12 135,14 12 411,00 13 148,74 7 705,21 10 1107,23 12 2387,57 12 2724,57
McC 15 0,443 14 0,174 14 0,962 15 0,108 11 0,548 11 0,605 14 0,655 14 0,242
HTG 0,519 0,640 0,887 0,830 0,558 0,089** 0,925 0,413
Nao 218,43+ 158,31+ 995,63+ 137,41+ 1356,10% 669,76+ 1948,00+ 1428,03+
17 129,78 ® 158,31 % 877,80 1 160,23 0 1164,19 1 1035,25 16 2104,68 16 2401,23
Sim 4 175,00+ 4 122,30 3 918,67+ 4 118,83+ 2 1886,00+ 3 37,30+ 3 2070,67+ 4 397,95+
11,49 30,70 607,57 112,86 721,25 32,54 1606,02 407,83
Ant. de PS 0,503 0,300 0,347 0318 0,303 0,946 0379 0,340
Néo 8 234,70+ 8 116,50 7 1194,86+ 8 94,68+ 5 1861,00+ 6 579,48+ 7 2448,43+ 8 1869,23+
159,34 54,85 1051,48 62,56 1455,19 858,68 2990,49 3341,00
Sim 196,62+ 176,47+ 800,09+ 166,23+ 1108,67+ 546,52+ 1555,36% 854,34+
12 90,56 1 172,31 1 686,01 12 188,84 6 795,89 1 1059,82 1 1146,31 1 782,59
Dimensdo - - - - - - - -
<10mm
0 - 0 - [ - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
210mm 210,24+ 151,11 983,47+ 133,87+ 1444,42+ 558,15+ 1967,37+ 1222,01
2 117,47 0 132,71 19 827,02 = 150,02 12 1094,88 1 965,76 9 1995,02 0 2181,05
Displasia - - - - - - - -
Ndo 210,24+ 151,11+ 983,47+ 140,56+ 1444,42+ 589,34+ 1967,27+ 1222,05+
= 117,47 0 132,71 19 827,02 0 150,67 12 1094,88 16 988,55 9 1995,02 20 2181,05
simo - 0 - 0 - 1 0 0 - 1 59,10 0 - 0 0
Presenca de AC sincronos 0,266 0,387 0,275 0,391 0,455 0,455 0,694 0,389
Néo 224,38+ 164,35+ 873,80+ 147,89+ 1154,10+ 624,60+ 2064,20+ 1438,31+
v 121,12 % 144,18 15 569,12 1 162,88 0 624,36 5 1012,78 5 2129,39 16 2398,67
Sim 4 150,15+ 4 98,15+ 2 1394,75% 4 74,25+ 2 2896,00 2 59,80+ 4 1604,25+ 4 356,80+
88,42 54,14 1518,75 51,91 2149,60 0,14 1580,47 334,31
N2 AC Sincronos 0,049 0,021
18 0,542 17 0,446 16 (0,500) 18 0,232 9 (0,744) 14 0,703 16 0,739 17 0,320
Localizagdo 0,870 0,776 - 0,433 - 0,433 - 0,891
Direito 217,53+ 146,89+ 694,64+ 100,82+ 1052,10% 760,89+ 1781,50% 1273,54+
15 135,92 “ 123,87 1 411,18 1’ 133,98 0 460,84 12 1096,70 14 2259,28 14 2565,33
Transverso 203,00+ 188,38+ 2008,00+ 235,70+ 101,97+ 2395,50+ 1403,13+
4 65,37 4 203,10 4 1257,51 4 193,95 ! 416,00 3 61,89 4 1045,14 4 1040,10
Esquerdo 170,00+ 106,10+ 178,05+ 26,00+ 499,05+
2 16,97 2 39,46 1 929,00 2 155,49 1 2396,00 2 36,77 1 2857,00 2 609,46
SPS 0,271 0,956 0,878 0,389 0,833 0,716 0,542 0,473
Néo 235,22+ 152,66+ 1008,73% 104,85+ 1495,13% 463,46% 2214,73+ 1549,23+
12 141,05 1 122,30 1 908,79 1 83,86 8 1231,61 ° 757,52 1 2387,58 1 2876,63
Sim 176,93+ 149,21+ 948,75+ 10 165,79+ 1343,00+ 1 642,32+ 1627,25+ 822,08+
70,43 152,08 759,30 200,09 914,07 1160,32 1364,76 791,78

*Coeficiente de correlagdo **teste de Mann-Whitney U
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Tabela ViI - Resultados do Perfil de Glicosilagdo obtidos por Citometria de Fluxo agrupada pela mediana, em Lesdes da Via Serreada

L-PHA Epitelial GNA Epitelial L-PHA T CD4+ GNAT CD4+ L-PHAT CD8+ GNAT CD8+ L-PHA Treg GNA Treg
Variavel N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
<185 >185 P <109 2109 P <838,5 28385 P <67,5 267,5 P <1049 21049 P <732 73,2 P <17425 217425 P <559 2559 P
Sexo 1 0,387 0,370 0,010 1 0,637 0,370 0,198
Masculino 3 6 3 5 6
5(556)  4(444) (333) 66.7] 4(364)  7(636) 3(25) 9(75) 3(50) 3(50) (37.5) 6251 6(667)  3(333) (667) 3(333)
Feminino 7 5 4 5 4 4
6(462)  7(538) (583) @ 6(667)  3(333) 8(80) 2(20) 3(42,9) 57.) (556) (444) 4(364)  7(636) (333) 8(66,7)
Idade 11 11 0,024 10 11 0,973 10 10 0,857 11 11 0,232 6 7 0,736 8 9 0,994 10 10 0,456 10 1 0,242
Tabagi 0,080’ 0,670 0,650’ 1 1 1 1 0,670
N3o 5 4 3 4 6
2(22,2) 7(77,8) (55,6) (a4,8) 3(37,5) 5(62,5) 5(55,6) 4(44,4) 3(50) 3(50) 42,9) (57.1) 4(50) 4(50) (55,6) 4 (44,8)
Sim 5 7 4 5
9(692)  4(30,8) ) (58,3) 7(583)  5(41,7) 6(46,2) 7(53,8) 3(42,0) 57.) 5(50) 5(50) 6(50) 6(50) ) 7(58,3)
mc 7 9 0,415 7 8 0,113 8 7 0,811 1 5 0,600 6 6 0,630 5 6 0,651 8 7 0,195 9 6 0,720
HTG 0,09 0,586 v 1 0,462 0,082 1 0,311
Nao 1 9 8 5 5 9 7 10
7(38,9) (611) 529 (@1 9(529)  8(47,1) 9(50) 9(50) 66545 (4os) 357 (643) 9(529)  8(47,1) (41,2) (58,8)
Sim 4 (100) 0(0) 1(25) 3(75) 1(333)  2(667) 2(50) 2(50) 0(0) 2(100) 3(100) 0(0) 1(333) 2(66,7) 3(75) 1(25)
Ant. de PS 0,080 1 0,370 1 0,567 0,620 1 0,653
Nio 4 5 4 2 4 5
2(222)  7(77.8) (44.4) (5561 3375 5(62,5) 4(44,4) 5(55,6) 2(333) 567) (3331 567} 4(50) 4(50) (556) 4 (a4,8)
sim 6 5 2 6 5 4
8(667)  4(333) (545) (455) 7(636)  4(364) 6(50) 6 (50) 4(66,7) (35.3) (545) 455) 6(545)  5(455) (36.4) 7(63,6)
Dimensdo - - - - - - -
<10mm 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
210mm 11 10 10 11 10 7 8 9
(52,4) (47,6) 9 (45) 11 (55) (52,6) 9(47,4) (52,4) (47,6) 5(41,7) (58,3) (47,1) (52,9) 9(47,4) 10 (52,6) 9 (45) 11 (55)
Displasia - - - 1 - 0,471 -
Ndo 11 10 10 7 7 9
(52,4) (a7,6) 9(45) 11(55) (52,6) 9474 10 (50) 10 (50) 5(41,7) (58,3) 43,8) (56.3) 9(47,4)  10(526) 9 (45) 11(55)
sim 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 1(100) 0(0) 0(0) 0(0) 1(100) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Presenga de AC 1 0,635 1 1 1 0,206 1 0,149
sincronos
Nio 7 9 6 10
8(47,1)  9(529) “3.8) 56.3) 8(533)  7(467) 8(47,1) 9(52,9) 5(50) 5(50) 6 (40) 9(60) 7(467)  8(533) (37.5) (62,50
Sim 3(60) 2 (40) 3(60) 2 (40) 2 (40) 3(60) 3(60) 2 (40) 1(33,3) i S: - 2(100) 0(0) 3(60) 2 (40) 4(80) 1(20)
Ne AC sincronos 10 9 0,898 9 9 0,807 9 8 0,380 8 1 0,168 5 5 0,284 8 6 0,197 7 10 0,884 8 10 0,073
L i A - - - - - - -
Direito 10 10 10 6 6 5
7(438  9(563) 6 (40) 9(60) (667) 5(33,3) (667) 5(333) (62.5) 25) (545) (45s) 5(41,7)  7(583) 9(60) 6 (40)
Transverso 5 (s0) 2(50) 3(75) 1(25) 0(0) 4(100) 0(0) 4(100) 1(25) 3(75) 0(0) 1(100) 1333  2(667) 1(25) 3(75)
Esquerdo 5 (109) 0(0) 1(50) 1(50) 0(0) 1(100) 0(0) 1(100) 0(0) 2 (100) 0(0) 1(100) 2 (100) 0(0) 0(0) 1(100)
Adenocarcinoma v 0,476 1 1 0,462 - 1 0,476
Nio 11 10 10 11 10 7 8 9
(5241 761 9 (45) 11 (55) (52.6) 9(47,4) (5241 “76) 5(41,7) (583) @) (52.9) 9(47,4)  10(526) 9 (45) 11 (55)
Sim 0(0) 1(100) 1(100) 0(0) 0(0) 1(100) 0(0) 1(100) 1(100) 0(0) 0(0) 0(0) 1(100) 0(0) 1(100) 0(0)
sPs 0,080 0,670 1 1 1 0,637 1 1
Ndo 5 7 5 3 5
4(308)  9(692) ) (58.3) 6(50) 6 (50) 6(50) 6(50) 4(44,) (s5.6) (32.5) (625) 6(50) 6(50) 6(50) 6(50)
Sim 5 4 5 4 4
7(77,8) 2(22,2) (55.6) (444 4(50) 4(50) 5(50) 5(50) 2(50) 2(50) 556) (444) 4(50) 4(50) (4441 5(55,6)

*Coeficiente de correlagdo **Teste de Mann-Whitney U
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Tabela Vil - Resultados do Perfil de Glicosilagdo obtidos por Citometria de Fluxo agrupada por mediana, em LesGes Serreadas Sésseis

L-PHA Epitelial GNA Epitelial L-PHA T CD4+ GNAT CD4+ L-PHAT CD8+ GNAT CD8+ L-PHA Treg GNA Treg
Varidvel N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
<185 >185 <109 109 P <8385 28385 P <67,5 267,5 P <1049 21049 P <732 73,2 P <17425 217425 P <559 2559 P
Sexo 1 0,633 0,286 0,015 0,524 0,286 0,286 0,315
Masculino 3 459)  4(57,1) 2(286)  5(714) 5(714)  2(286) 2(222)  7(778) 3(60)  2(40) 2(286)  6(714) 2(286)  6(714) 514 20288)
Feminino 1 a 5(s5,6) 4(44,4)  5(556) 2(286)  5(71,4) 7(87,5)  1(12,5) 1(20) 4(80) 5(71,4)  2(286) 5(71,4)  2(286) 3(333)  6(667)
Idade 7 9 0,307 6 10 0,603 7 7 0,960 9 8 0,529 4 6 0,852 7 7 0,802 7 7 0,215 8 8 0,740
T: 0,358 1 0,592 1 1 1 1 1
Nao 5286  5(714) 3429  4(57,1) 2(333)  4(667) 4(57,1)  3(429) 2 (40) 3(60) 3(50) 3(50) 3(50) 3(50) 4(57,1)  3(42,9)
Sim  5(ss6)  4(444) 3(333) 6(667) 5(625)  3(37,5) 5(50) 5(50) 2 (40) 3(60) 4(50) 4(50) 4(50) 4(50) 4(44,4)  5(556)
mc 5 7 0212 5 7 0,144 6 5 0,548 9 4 0,691 4 5 0,402 5 5 0,353 6 5 0,523 7 5 0,653
HTG 0,063 1 1 0,576 1 0,192 1 1
Ndo 4308  9(692) 5(385)  8(615) 6 (50) 6(50) 8(57,1)  6(429) 4(44,4)  5(55,6) 4(364)  7(636) 6(50) 6(50) 6(462)  7(53,8)
Sim 3 (100) 0(0) 1(333)  2(66,7) 1(50) 1(50) 1(333) 2(66,7) 0(0) 1(100) 3(100) 0(0) 1(50) 1(50) 2(667)  1(333)
Ant. de PS 0,011 0,307 1 0,620 0,524 0,559 1 0,608
Néo 0(0) 6(100) 1(167)  5(833) 2 (40) 3(60) 4(667)  2(333) 1(20) 4(80) 1(25) 3(75) 2 (40) 3(60) 4(66,7)  2(333)
Sim - 7(70) 3(30) 5(50) 5(50) 5(556)  4(d4,4) 5(455)  6(54,5) 3(60) 2 (40) 6 (60) 4(40) 5(556)  4(44,4) 4 (40) 6 (60)
Dimensdo -
<lomm () 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) () 0(0) 0(0)
210mm ;438 9(s6,3) 6(37,5)  10(62,5) 7(50) 7(50) 9(529)  8(47,1) 4(40) 6 (60) 7(50) 7(50) 7(50) 7(50) 8(50) 8(50)
Displasia - - 1 1
N&o 738  9(563) 6(37,5)  10(62,5) 7(50) 7(50) 8(50) 8(50) 4 (40) 6(60) 6(462)  7(53,8) 7(50) 7(50) 8(50) 8(50)
Sim 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 1(100) 0(0) 0(0) 0(0) 1(100) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Presenca de AC sincronos 1 1 1 0,471 1 1 1 0,467
N&o g9  8(571) 5(357)  9(643) 6 (50) 6(50) 7(46,7)  8(533) 4(44,4)  5(556) 6(462)  7(53,8) 6(50) 6(50) 6(429)  8(57,1)
Sim 4 (s0) 1(50) 1(50) 1(50) 1(50) 1(50) 2(100) 0(0) 0(0) 1(100) 1(100) 0(0) 1(50) 1(50) 2(100) 0(0)
Ne AC Sincronos 6 7 0,867 5 3 0,546 6 5 0,693 6 8 0,185 3 4 0,437 7 4 0,479 4 7 0,919 6 7 0,195
Localizagdo da Lesdo - - -
Direito 4 (36.4)  7(63,6) 3273 8(727) 7000 3(30) 8(667)  4(333) 4(50)  4(50) 4(40)  6(60) 6(60) 4(40) 6545 5(455)
Transverso  1(333)  2(66,7) 2(667)  1(333) 0(0) 3(100) 1(333)  2(667) 0(0) 1(100) 1(50) 1(50) 1333 2(667) 1B333)  2(667)
Esquerdo 5 (100) 0(0) 1(50) 1(50) 0(0) 1(100) 0(0) 2 (100) 0(0) 1(100) 2(100) 0(0) 0(0) 1(100) 1(50) 1(50)
sPS 0,041 0,608 1 1 1 0,592 1 1
N&o (125  7(875) 2(25) 6(75) 3(429)  4(57,1) 4(50) 4(50) 2(333)  4(66,7) 2(333)  4(66,7) 3(429)  4/57,1) 4(50) 4(50)
Sim - g(75) 2(25) 4(50) 4(50) 4(57,1)  3(42,9) 5(556)  4(44,4) 2(50) 2(50) 5(625)  3(37,5) 4(570)  3(429) 4(50) 4(50)

*Coeficiente de correlagdo **Teste de Mann-Whitney U

29



Tabela IX - Resultados do Perfil de GlicosilagdGo obtidos por Citometria de Fluxo agrupada por mediana, em Pdlipos Serreados

L-PHA Epitelial GNA Epitelial L-PHA T CD4+ GNAT CD4+ L-PHAT CD8+ GNAT CD8+ L-PHA Treg GNA Treg
Varidvel N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
<185 2185 P <109 2109 P <838,5 2838,5 P <67,5 267,5 P <1049 21049 P <732 2732 P 17425 217425 P <559 2559 P
Sexo 1 0,406 0,370 0,030 1 0,637 0,179 0,175
Masculino oo o) 4(44,4) 3(333)  6(667) 6(667)  3(333) 8(80) 2(20) 3(50) 3(50) 3(375)  5(625) 6(667)  3(333) 6(66,7)  3(333)
Feminino 6 6
(50) (50) 6(545)  5(455) 4(40) 6 (60) 3(27,3) 8(72,7) 2(333)  4(66,7) 5(556)  4(44,4) 3(30) 7(70) 3(273)  8(72,7)
\dade 1 10 0,034 9 11 0,700 10 9 0,865 11 10 0,101 5 7 0,044 8 9 0,094 9 10 0,240 9 1 0,380
T: 0,080 1 0,650 0,659 1 1 1 1
Néo 2(25) 6(75) 4(50) 4(50) 3(429)  4(570) 5(625  3(37,5 2 (40) 3(60) 3(429)  4(57,1) 3(429)  4(57,0) 4(50) 4(50)
Sm 9692 4(308) 5(418)  7(583) 7(s83)  5(41,7) 6(462)  7(538) 3(42,9)  4(57,1) 5(50) 5(50) 6(50) 6(50) 5(41,7)  7(s83)
mc 7 8 0,340 6 f 0,151 8 6 0,696 1 4 0,403 5 6 0,761 5 6 0,651 7 7 0,156 8 6 0,809
HTG 0,090 0,591 0,582 1 0,470 0,082 1 0,285
Ndo  7(41,2)  10(588) 8 (50) 8 (50) 9(563)  7(4338) 9(52,9)  8(47,) 5 (50) 5 (50) 5(37,5  9(643) 8(50) 8(50) 6(37,5  10(62,5)
Sim 4 (100) 0(0) 1(25) 3(75) 1(333)  2(667) 2(50) 2(50) 0(0) 2 (100) 3(100) 0(0) 1(333)  2(66,7) 3(75) 1(25)
Ant. de PS 0,170 0,650 0,630 1 0,242 0,620 1 0,658
Nao 2(25) 6(75) 3375 5(625) 3(429)  4(57,1) 4(50) 4(50) 1(20) 4(80) 2(333)  4(66,7) 3429  4(571) 4(50) 4(50)
Sm ge67)  4(333) 6(545)  5(455) 7(636)  4(364) 6(50) 6(50) 4(667)  2(333) 6(545)  5(455) 6(545  5(455) 4(364)  7(636)
Dimensdo
<10mm
0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
210mm  11(52,4) 10 (47,6) 9 (45) 11 (55) 10(52,6)  9(47,4) 11(52,4)  10(47,6) 5(41,7)  7(583) 8(47,1)  9(52,9) 9(47,4)  10(52,6) 9 (45) 11 (55)
Displasia 1 0,471
Ndo  11(54)  10(47,6) 9(4s)  11(s5) 10(526  9(474) 10 (50) 10 (50) 5(417)  7(583) 7(438)  9(563) 9(47,4)  10(526) 9(45) 11(55)
Sim 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 1(100) 0(0) 0(0) 0(0) 1(100) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Presenca de AC sincronos 0,586 1 1 0,586 0,470 0,206 1 0,285
Néo 571 9(529) 7(438)  9(563) 8(533)  7(467) 8(471)  9(529) 5(50) 5 (50) 6 (40) 9(60) 7(467)  8(533) 6(37,5  10(625)
sim 3(75) 1(25) 2(50) 2(20) 2(50) 2(50) 3(75) 1(25) 0(0) 2 (100) 2 (100) 0(0) 2(50) 2(50) 3(75) 1(25)
NeAC sincronos 10 8 0,125 8 9 0,908 9 7 0,453 8 10 0,126 4 5 0,189 8 6 0,197 6 10 1 7 10 0,117
Localizagdo ~ ~ ~
Direito 7467)  8(s33) 5(s57)  9(643) 10(71,4)  4(28,6) 10(667)  5(333) 5(50) 5(50) 5(41,7)  7(583) 8(57,1)  6(42,9) 7(50) 7(50)
Transverso 2(50) 2(50) 3(75) 1(25) 0(0) 4(100) 1(25) 3(75) 0(0) 1(100) 1(333)  2(667) 1(25) 3(75) 1(25) 3(75)
Esquerdo 2 (100) 0(0) 1(50) 1(50) 0(0) 1(100) 0(0) 2 (100) 0(0) 1(100) 2 (100) 0(0) 0(0) 1(100) 1(50) 1(50)
sps 0,080 0,653 1 1 1 0,637 1 1
N&o 4333  8(667) 4(364)  7(636) 6(545  5(455) 6(544)  5(455) 3(37,5  5(625) 3375 5(625) 5(455  6(54,5) 5(455)  6(54,5)
Sim o 7778 2(222) 5(556)  4(44,4) 4(50) 4(50) 5(50) 5(50) 2(50) 2(50) 5(556)  4(44,4) 4(50) 4(50) 4(444)  5(556)

*Coeficiente de correlagdo **teste de Mann-Whitney U

30



Tabela X - Resultados do Perfil de Glicosilagdo obtidos por RT-qPCR e Histoquimica, em Lesées da Via Serreada

RT-qPCR Gene MGAT5 L-PHA Epitelial GNA epitelial L-PHA Estromal GNA estromal
Variavel
n Média P n Média P n Média P n Média P n Média P
Sexo 0,124 0,338 0,387 0,628 0,943
Masculino 16 3,83x10°45,97x10* 6 0,9240,92 6 1,1741,13 6 0,830,52 6 1,54¢1,14
Feminino 17 1,35x10°41,31x10° 6 1,4240,80 6 0,67:0,75 6 1,00:0,63 6 1,58:0,80
Idade 33 0,440 12 0,263 12 0,650 12 0,412 12 0,901
Tabagi 0,878 0,265 0,106** 0,780 0,010
Néo 15 2,68x1045,95x10™ 3 0,6741,15 3 1,84+1,26 3 1,00£0,00 3 2,6740,58
sim 18 2,45x10+2,62x10* 9 1,330,75 9 0,610,65 9 0,89£0,65 9 1,19:0,73
McC 0,045
z (0,432%) 8 0,254 8 0,516 8 0,786 8 0,445
HTG 0,118 0,658 0,074 0,385 0,558
Nao 20 1,72x10*+2,45x10* 4 1,000,82 4 0,38£0,25 4 1,130,63 4 1,38£0,48
Sim 11 4,37x10*£6,65x10* 8 1,25£0,93 8 1,1941,07 8 0,810,53 8 1,66+1,13
Ant. de Pélipos Serreados 0,544 0,529 0,568 0,323 0,207
Nao 17 3,01x1045,84x10* 6 1,000,89 6 1,08+1,16 6 1,08£0,49 6 1,9240,92
Sim 16 2,07x10+1,97x10* 6 1,33:0,88 6 0,75:0,76 6 0,75£0,61 6 1,21£0,90
Dimensdo do Pdlipo 0,427 - - - -
<10mm 3 4,40x10°43,96x10° 0 0 - 0 - 0 -
210mm 29 2,52x10+4,40x10°* 12 1,170,86 12 0,92+0,95 12 0,9240,56 12 1,56£0,94
Displasia 0,084 0,755 0,241 1 0,028
Nao 24 1,75x10+2,38x10°* 6 1,08:0,80 6 0,58:0,38 6 0,92£0,80 6 0,96:0,33
Sim 9 4,70x10£7,28x10* 6 1,25£0,99 6 1,25£1,26 6 0,9240,20 6 2,17:0,98
Presenca de AC sincronos 0,646 0,265 0,406 0,780 0,010
Nao 23 2,79x10°*45,15x10°* 9 1,330,87 9 1,06+1,04 9 0,94£0,53 9 1,8340,94
sim 10 2,02x10+1,60x10* 3 0,67+0,76 3 0,500,50 3 0,83:0,76 3 0,75:0,25
Ne AC Sincronos 27 0,713 10 0,387 10 0,621 10 0,099 10 0,140
Localizagdo da Lesdo 33 0,332 12 0,567 12 0,009 12 0,855 12 0,039
Direito 20 1,90x10+2,29x10* 5 1,50+0,87 5 0,800,84 5 1,000,35 5 1,35:0,93
Transverso 7 2,35x10+2,42x10°* 5 0,90£0,74 5 0,40£0,22 5 0,80£0,84 5 1,2040,57
Esquerdo 6 4,96x10°£9,31x10* 2 1,0041,41 2 2,50£0,71 2 1,00£0,00 2 3,00£0,00
Adenocarcinoma 0,388 0,265 0,106** 0,780 0,010
Néo 30 1,85x10*42,22x10* 9 1,33:0,75 9 0,61:0,65 9 0,89£0,65 9 1,19:0,73
sim 3 9,63x10°+1,23x10° 3 0,67+1,15 3 1,83£1,26 3 1,00£0,00 3 2,6740,58
SPS 0,401 0,755 0,568 1 0,721
Néo 20 3,08x10°45,47x10* 6 1,08:0,80 6 1,08+1,16 6 0,920,66 6 1,67+1,08
Sim 13 1,75x10+1,56x10°* 6 1,250,99 6 0,75:0,76 6 0,92:0,49 6 1,46£0,87

*Coeficiente de correlagdo **Teste de Mann-Whitney U
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Tabela XI - Resultados do Perfil de Glicosilagdo obtidos por RT-qPCR e Histoquimica agrupada pela mediana, em Lesbes da Via Serreada

RT-qPCR Gene MGAT5 L-PHA Epitelial GNA epitelial L-PHA Estromal GNA estromal
Varidvel N (%) N (%) N (%) N (%)
p p p p p
<9,30017x10° 29,30017x10° <15 21,5 <1,5 21,5 <15 21,5 <15 21,5
Sexo 0,387 0,567 1 1 1
Masculino 7438 9(56,3) 4(66,7) 2(333) 4(66,7) 2(33,3) 5(16,7) 1(16,7) 4(66,7) 2(333)
Feminino 10 (58,8) 7(41,2) 2(33,3) 4(66,7) 5(83,3) 1(16,7) 5(83,3) 1(16,7) 3(50) 3(50)
Idade 17 16 0,501 6 6 0,342 9 3 0,613 10 2 0,413 7 5 0,899
Tabagismo 0,373 1 0,127 1 0,045
Nao 9 (60) 6(40) 2(66,7) 1(33,3) 1(333) 2(66,7) 3(100) 0(0) 0(0) 3 (100)
Sim 8 (44,4) 10 (55,6) 4 (44,4) 5/55,6) 8(88,9) 1(11,1) 7(77,8) 2(16,7) 7(77,8) 2(22,2)
IMC 11 11 0,238 6 2 0,016 6 2 0,243 6 2 0,384 4 4 0,967
HTG 0,044 0,545 0,491 1 1
Nao 13 (65) 7(35) 3(75) 1(25) 4(100) 0(0) 3(75) 1(25) 2(50) 2(50)
sim 3(27,3) 8(72,7) 3(37,5) 5/62,5) 5(62,5) 3(37,5) 7(87,5) 1(12,5) 5(62,5) 3(37,5)
Antecedentes de Pélipos 0,866 0567 1 1 0242
Serreados 4 " 3
Nao 9(52,9) 8(47,1) 4(66,7) 2(333) 4(66,7) 2(333) 5(83,3) 1(16,7) 2(333) 4(66,7)
Sim 8(50) 8(50) 2(333) 4(66,7) 5(83,3) 1(16,7) 5(83,3) 1(16,7) 5(83,3) 1(16,7)
Dimenséo do Pélipo 0,229 - - -
<10mm 3(100) 0(0) 6 (50) 6 (50) 9(75) 3(25) 10(83,3) 2(16,7) 7(58,3) 5(41,7)
210mm 14 (48,3) 15 (51,7) 6 (50) 6 (50) 9(75) 3(25) 10(83,3) 2(16,7) 7(583) 5(41,7)
Displasia 0,057 0,567 0,182 0,455 0,242
Nao 15 (62,5) 9(37,5) 4(66,7) 2(333) 6 (100) 0(0) 4(66,7) 2(333) 5(83,3) 1(16,7)
Sim 2(22,2) 7(77,8) 2(333) 4(66,7) 3(50) 3(50) 6 (100) 0(0) 2(333) 4(66,7)
Presenca de AC sincronos 0,383 1 0,509 0,455 0,205
Nao 13 (56,5) 10 (43,5) 4(44,4) 5 (55,6) 6(66,7) 3(333) 8(88,9) 1(11,2) 4(44,5) 5(55,6)
sim 4(40) 6 (60) 2(66,7) 1(33,3) 3(100) 0(0) 2(66,7) 1(33,3) 3(100) 0(0)
Ne AC Sincronos 13 14 0,319 6 4 0,412 8 2 0,489 8 2 0,940 6 4 0,245
L lizagdo da Lesdo - - - - -
Direito 10 (50) 10 (50) 1(20) 4(80) 4(80) 1(20) 4(80) 1(20) 4(80) 1(20)
Transverso 3(42,9) 4(57,1) 4(80) 1(20) 5 (100) 0(0) 4(80) 1(20) 3(60) 2 (40)
Esquerdo 2(66,7) 2(333) 1(50) 1(50) 0(0) 2(100) 2(100) 0(0) 0(0) 2 (100)
Adenocarcinoma 0,103’ 1 0,127 1 0,045
Néo 17(56,7) 13 (43,3) 4(44,4) 5(55,6) 8(88,9) 1(11,1) 7(77,8) 2(22,2) 7(77,8) 2(22,2)
sim 0(0) 3(100) 2(66,7) 1(33,3) 1(33,3) 2(66,7) 3(100) 0(0) 0(0) 3 (100)
SPS 0,619 0,567 1 1 1
Néo 11(55) 9 (45) 4(66,7) 2(333) 4(66,7) 2(333) 5(83,3) 1(16,7) 3(50) 3(50)
Sim 6(46,2) 7(53,8) 2(33,3) 4(66,7) 5(83,3) 1(16,7) 5(83,3) 1(16,7) 4(66,7) 2(333)

*Coeficiente de correlagdo **Teste de Mann-Whitney U
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Tabela Xl - Resultados do Perfil de Glicosilagdo obtidos por RT-qPCR e Histoquimica, em Pdlipos Serreados

RT-qPCR Gene MGAT5 L-PHA Epitelial GNA epitelial L-PHA Estromal GNA estromal
Variavel
n Média P Média P Média P Média P Média P
Sexo 0,240 0,102 0,677 0,601 0,172
Masculino 14 1,37x10+1,35x10* 0,88:0,85 0,50£0,41 0,75£0,65 0,81£0,24
Feminino 16 2,39x10*+2,88x10* 1,70£0,45 0,70:0,84 1,00£0,71 1,50£0,87
Idade 30 0,930 0,219 0,310 0,387 0,192
Tabagismo 0,038 - - - -
Nao 12 9,49x10°£9,82x10° - - - -
Sim 18 2,50x10*£2,62x10°* 1,33£0,75 0,6140,65 0,8940,65 1,1940,73
IMC 19 0,068 0,320 0,178 0,853 0,959
HTG 0,597 1 0,401 0,401 0,942
Nao 19 1,76x10%+2,51x10* 1,33£0,58 0,33:0,29 1,1740,76 1,17£0,29
Sim 9 2,25x10+1,81x10* 1,33:0,88 0,75£0,76 0,75:0,61 1,21£0,90
Antecedentes de Pélipos
Serrendos 1 0,401 0,401 0,942
Nao 14 1,59x10+2,53x10°* 1,33£0,58 0,33:0,29 1,1740,76 1,17£0,29
Sim 16 2,07x10+1,97x10* 1,33:0,88 0,75£0,76 0,75:0,61 1,21£0,90
Dimens&o 0,001 - - - .
<10mm 3 4,40x10°43,96x10° - - - -
210mm 26 1,70x10°£1,68x10* 1,33£0,75 0,61£0,65 0,890,65 1,1940,73
Displasia 0,637 0,170 0,913 0,870 0,800
Nao 24 1,75x10+2,38x10°* 1,08£0,80 0,58+0,38 0,920,80 0,960,33
Sim 6 2,24x10+1,51x10* 1,83£0,29 0,67+1,15 0,83£0,29 1,67£1,15
Presenca de AC sincronos 0,778 0,208** 0,743 0,870 0,214
Nao 20 1,76x1042,51x10* 1,67£0,52 0,670,75 0,92+0,66 1,42+0,80
sim 10 2,01x10+1,60x10* 0,670,76 0,50£0,50 0,83:0,76 0,75£0,25
Ne AC Sincronos 25 0,861 0,110 0,770 0,141 0,227
L lizagdo da Lesdo 0,362 - - - -
Direito 20 1,90x10*+2,29x10™* 1,50£0,87 0,80£0,84 1,00£0,35 1,35£0,93
Transverso 6 2,55x10*+2,50x10°* 1,13:0,63 0,38£0,25 0,75£0,96 1,00£0,41
Esquerdo 4 4,95%10°44,61x10° - - - -
SPS 0,926 0,493 0,364 0,959 0,510
Néo 18 1,88x10+2,50x10°* 1,1340,63 0,38£0,25 0,88:0,85 1,00£0,41
Sim 12 1,80x10*£1,62x10* 1,50£0,87 0,80:0,84 0,90:0,55 1,35£0,93

*Coeficiente de correlagdo **Teste de Mann-Whitney U
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Tabela XllI - Resultados do Perfil de Glicosilagdo obtidos por RT-qPCR e Histoquimica, em LesGes Serreadas Sésseis

RT-qPCR Gene MGAT5 L-PHA Epitelial GNA epitelial L-PHA Estromal GNA estromal
Variavel
n Média P Média P Média P Média P Média P
Sexo 0,273 0,143 0,725 0,553 0,205
Masculino 14 1,43x1041,37x10* 0,83£1,04 0,500,50 0,67+0,76 0,75£0,25
Feminino 15 2,39x10*+2,88x10* 1,70£0,45 0,70:0,84 1,00£0,71 1,50£0,87
Idade 29 0,933 0,262 0,354 0,418 0,233
Tabagismo 0,053%* - - - ~
Nao 1 9,99x10°41,01x10* - - - -
Sim 18 2,45x10°42,62x10° 1,38£0,79 0,630,69 0,8840,69 1,2240,77
MC 0,036
18 (0,496%) 0,302 0,236 0,846 0,995
H1G 0,660 0,818 0,420 0,420 0,953
Nao 18 1,83x10+2,56x10°* 1,50£0,71 0,25:0,35 1,25£1,06 1,25£0,35
Sim 9 2,26x10°41,81x10° 1,33:0,88 0,7540,76 0,7540,61 1,210,90
Antecedentes de Pélipos 0,492 0,818 0,420 0,420 0,953
Serreados ' 3 3 ’ '
Nao 14 1,59x10*42,53x10* 1,50£0,71 0,25:0,25 1,25£1,06 1,2540,35
Sim 15 2,18x10*+1,98x10° 1,33:0,88 0,75+0,76 0,75+0,61 1,210,90
Dimensao do Pélipo 0,316 ~ ~ ~ _
<10mm 2 4,61x10°+2,26x10° - - - -
210mm 2 1,70x10*+1,68x10* 1,380,79 0,630,69 0,88+0,69 1,2240,77
Displasia 0,683 0,229
Nao 23 1,81x10*42,42x10* 1,10£0,89 0,60+0,42 0,90+0,89 0,95+0,37
sim 6 2,24x10"£1,51x10* 1,8340,29 0,68+1,15 0,83:0,29 1,6741,15
Presenca de AC sincronos 0,845 0,035 0,725 0,907 0,205
Nao 19 1,84x10*42,56x10* 1,80£0,45 0,70:0,84 0,90:0,74 1,50£0,87
sim 10 2,01x10*£1,60x10* 0,68:0,76 0,50+0,50 0,83:0,76 0,75+0,25
N2 AC Sincronos 25 0,861 0,108 0,742 0,170 0,230
Localizagdo da Lesdo 0,362 - - _ .
Direito 19 1,98x10°2,32x10* 1,5040,87 0,800,384 1,00£0,35 1,3540,93
Transverso 6 2,55x10*+2,50x10°* 1,170,76 0,33£0,29 0,67+1,15 1,000,50
Esquerdo 4 4,50x10°44,61x10° - - - -
SPS 0,848 0,604 0,399 0,907 0,576
Nio 17 1,97x10*42,64x10" 1,1740,76 0,33:0,29 0,83+1,04 1,00£0,50
Sim 12 1,80x10*£1,62x10* 1,50£0,87 0,80:0,84 0,90:0,55 1,35£0,93

*Coeficiente de correlagdo **Teste de Mann-Whitney U
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Tabela XIV - Resultados do Perfil de Glicosilagdo obtidos por RT-gPCR e Histoquimica agrupada por mediana, em LesGes Serreadas Sésseis

RT-qPCR Gene MGAT5 L-PHA Epitelial GNA epitelial L-PHA Estromal GNA estromal
Varidvel N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
p p p p p
<9,30017x10° 29,30017x10° <15 21,5 <1,5 21,5 <15 21,5 <15 21,5
Sexo 0,588 0,464 1 1 0,464
Masculino 7(50) 7(50) 2(66,7) 1(33,3) 2(66,7) 1(33,3) 3 (100) 0(0) 3(60) 2 (40)
Feminino 9(60) 6 (40) 1(20) 4(80) 4(80) 1(20) 4(80) 1(20) 3(100) 0(0)
Idade 16 13 0,358 3 5 0,341 7 1 - 6 2 0,659 6 2 0,463
Tabagismo 0,135 - -
Néo 8(72,7) 3(27,3) 3(37,5) 5(62,5) 6(75) 2(25) 7(87,5) 1(12,5) 6(75) 2(25)
Sim 8(44,4) 10 (55,6) 3(37,5) 5(62,5 6(75) 2(25) 7(87,5) 1(12,5) 6(75) 2(25)
mc 10 8 0211 3 1 - 4 0 - 2 2 - 3 1
H1G 0,100 1 0,464 1 0,464
Néo 12 (66,7) 6(33,3) 1(50) 1(50) 1(50) 1(50) 2(100) 0(0) 1(50) 1(50)
sim 3(33,3) 6(66,7) 2(33,3) 4(66,7) 5(83,3) 1(16,7) 5(83,3) 1(16,7) 5(83,3) 1(16,7)
Antecedentes de Pélipos 0,340 1 0,464 1 0,464
Serreados . . g
Néo 9(64,3) 5(35,7) 1(50) 1(50) 1(50) 1(50) 2(100) 0(0) 1(50) 1(50)
Sim 7(46,7) 8(53,3) 3(33,3) 4(66,7) 5(83,3) 1(16,7) 5(83,3) 1(16,7) 5(83,3) 1(16,7)
Dimenséo do Pélipo 0,492 - - -
<10mm 2(100) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 00
210mm 14(53,8) 12 (46,2) 3(37,5) 5(62,5) 6(75) 2(25) 7(87,5) 1(12,5) 6(75) 2(25)
Displasia 0,364 0,196 0, 464 0,375 1
Néo 14(60,9) 9(39,1) 3 (60) 2 (40) 3 (60) 2 (40) 5 (100) 0(0) 4(80) 1(20)
Sim 2(33,3) 4(66,7) 0(0) 3(100) 0(0) 3(100) 2(66,7) 1(333) 2(66,7) 1(333)
Presenca de AC sincronos 0,233 0,464 1 1 0,464
Nao 12(63,2) 7(36,8) 1(20) 4(80) 4(80) 1(20) 4(80) 1(20) 3(60) 2 (40)
sim 4(40) 6 (60) 2(66,7) 1(33,3) 2(66,7) 1(333) 3(100) 0(0) 3(100) 0(0)
Ne AC Sincronos 13 12 0,220 3 4 0,303 6 1 - 5 2 0,851 5 2 0,378
Localizagdo da Lesdo - -
Direito 9(47,4) 10 (52,6) 1(20) 4(80) 4(80) 1(20) 4(80) 1(20) 4(80) 1(20)
Transverso 3(50) 3(50) 2(66,7) 1(33,3) 2 (66,7) 1(333) 3 (100) 0(0) 2(66,7) 1(333)
Esquerdo 4(100) 0(0) 0(0) 0(0) 080) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
SPS 0,638 0,464 1 1 1
Nio 10 (58,8) 7(41,2) 2 (66,7) 1(33,3) 2 (66,7) 1(33,3) 3 (100) 0(0) 2(66,7) 1(333)
Sim 6(50) 6(50) 1(20) 4(80) 4(80) 1(20) 4(80) 1(20) 4(80) 1(20)

*Coeficiente de correlagdo **Teste de Mann-Whitney U



Tabela XV - Resultados do Perfil de Glicosilagdo obtidos por RT-gPCR e Histoquimica agrupada por mediana, em Pdlipos Serreados

RT-qPCR Gene MGAT5 L-PHA Epitelial GNA epitelial L-PHA Estromal GNA estromal
Varidvel N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
p p P p p
<9,30017x10° 29,30017x10° <15 215 <15 21,5 <15 21,5 <15 21,5
Sexo 0,491 0,206 1 1 0,444
Masculino 7 (50) 7(50) 3(75) 1(25) 4(100) 0(0) 3(75) 1(25) 4(100) 0(0)
Feminino 10 (62,5) 6(37,5) 1(20) 4(80) 4(80) 1(20) 4(80) 1(20) 3(60) 2(40)
Idade 17 13 0,387 4 5 0,310 8 1 - 7 2 0,616 7 2 0,415
Tabagismo 0,098 - ~
Nao 9(75) 3(25) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Sim 8 (44,4) 10 (55,6) 4(44,4) 5 (55,6) 8(88,9) 1(13,1) 7(77,8) 2(22,2) 7(77,8) 2(22,2)
mc 1 8 0,333 4 1 5 0 - 3 2 0,551 4 1
H1G 0,114 0,524 1 1 1
Nao 13 (68,4) 6(31,6) 2(66,7) 1(333) 3(100) 0(0) 2(66,7) 1(333) 2(66,7) 1(33.3)
sim 3(33,3) 6(66,7) 2(333) 4(66,7) 5(83,3) 1(16,7) 5(83,3) 1(16,7) 5(83,3) 1(16,7)
Antecedentes de Pélipos 0,431 0,524 1 1 1
Serreados ' 3
Néo 9(64,3) 5(35,7) 2(66,7) 1(333) 3(100) 0(0) 2(66,7) 1(333) 2(66,7) 1(333)
sim 8 (50) 8(50) 2(333) 4(66,7) 5(83,3) 1(16,7) 5(83,3) 1(16,7) 5(83,3) 1(16,7)
Dimenséo do Pélipo 0,246 ~ - ~
<10mm 3(100) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
210mm 14(53,8) 12 (46,2) 4(44,9) 5(55,6) 8(88,9) 1(11,1) 7(77,8) 2(22,2) 7(77,8) 2(22,2)
Displasia 0,360 0,167 0,333 0,500 1
Nao 15 (62,5) 9(37,5) 4(66,7) 2(33,3) 6 (100) 0(0) 4(66,7) 2(333) 5(83,3) 1(16,7)
Sim 2(33,3) 4(66,7) 0(0) 3(100) 2(66,7) 1(33,3) 3(100) 0(0) 2(66,7) 1(33.3)
Presenca de AC sincronos 0,255 0,524 1 1 0,500
Nao 13 (65) 7(35) 2(333) 4(66,7) 5(83,3) 1(16,7) 5(83,3) 1(16,7) 4(66,7) 2(33,3)
sim 4 (40) 6 (60) 2(66,7) 1(333) 3(100) 0(0) 2(66,7) 1(33,3) 3(100) 0(0)
Ne ACSincronos 13 12 0,220 4 4 0,269 7 1 - 6 2 0,931 6 2 0,424
Localizagdo da Lesdo . .
Direito 10 (50) 10 (50) 1(20) 4(80) 4(80) 1(20) 4(80) 1(20) 4(80) 1(20)
Transverso 3(50) 3(50) 3(75) 1(25) 3(75) 1(25) 4(100) 0(0) 3(75) 1(25)
Esquerdo 4(50) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
SPS 0,547 0,206 1 1 1
Nao 11(61,1) 7(38,9) 3(75) 1(25) 3(75) 1(25) 4(100) 0(0) 3(75) 1(25)
Sim 6 (50) 6(50) 1(20) 4(80) 4(80) 1(20) 4(80) 1(20) 4(80) 1(20)

*Coeficiente de correlagdo **Teste de Mann-Whitney U
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