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MTOR = do inglés Mechanistic target of rapamycin

MUTYH = do inglés mutY DNA glycosylase

MYC = do inglés v-myc avian myelocytomatosis viral oncegene homolog

NKs = do inglés Natural Killers

N-Ras = do inglés Neoroblastoma RAS viral oncogene homolog

OMS = Organizacdo Mundial de Saude

OX = Oxaliplatina

P53 = proteina 53

PAF = Polipose Adenomatosa Familiar

PC = Pericitos

PDGF = Fator de crescimento derivado de plaquetas

PDL-1 = do inglés Programmed cell death 1 (Morte celular programada 1)

PI3K = do inglés Phosphonositine 3-quinase (Fosfoinositina 3-quinase)

PMS2 = do inglés PMS1 homolog 2, mismatch repair system componente

RAF = do inglés Proto-oncogene, serine/threonine kinase

RAS = Proto-oncogene, da familia das GTPase. Do inglés RAt Sarcoma virus (virus
do sarcoma de rato)

RNA = do inglés Ribonucleic Acid (Acido ribonucleico)

RNAseq = Sequenciamento de &cido ribonucleico

SCNA = do inglés Somatic copy number alterations (Alteragcdes no niumero de copias
somaticas)

SCNA-high = do inglés Somatic copy number alterations high (Altera¢cdes no nimero
de cépias somaticas alta)

SCNA-low = do inglés Somatic copy number alterations (Altera¢cdes no niumero de

copias somaticas baixa)
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STAT3 = do inglés Signal Transducer And Activator Of Transcription 3
TCGA = The Cancer Genome Atlas

TGF-B = do inglés Transforming growth fator beta (Fator de crescimento
transformador beta)

TMAs = Tissue microarrays

TNM = Tumor, Linfonodo, Metastase

TP53 = Tumor proteine p53 (Proteina Tumoral p53)

TSP-1 = Trombo-espondina-1

VEGF = Fator de crescimento endotelial

VEGF-A = Fator de crescimento endotelial vascular - A

VEGF-C = Fator de crescimento endotelial vascular - C

VEGF-D = Fator de crescimento endotelial vascular - D

VEGFR-3 = Receptor de fator de crescimento endotelial vascular 3
VERGR-2 = Receptor de fator de crescimento endotelial vascular 2

VSMCs = do inglés Vascular smooth muscle cells (Células musculares lisas
vasculares)

WNT = do inglés Wingless-related integration site (Site de integracdo relacionado ao

Wingless)
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Abstract

Colorectal cancer (CRC) is the second most frequent cancer in men and women
in Brazil, with an incidence peak around 70 years old and a 5-year survival rate around
50% to 65%. Studies indicate the gene EGFL7 as important in controlling angiogenesis
and cancer growth, including in CCR. However, studies combining chemotherapy and
bevacizumab (anti-VEGF) + parsatuzumab (anti-EGFL7) in CRC have not shown
promising results. Therefore, the role of EGFL7 in the carcinogenesis should be better
investigated to allow the development of more effective treatment protocols. Thus, this
project aimed to evaluate the potential prognostic value of EGFL7 in CRC, characterize
its expression in cell lines and evaluate which signaling pathways are influenced by
the expression of EGFL7, providing the basis for future functional studies. EGFL7
protein expression was evaluated through immunohistochemistry in 487 patients
diagnosed with CRC, and the labeling pattern was correlated with clinicopathological
data. Finally, in silico analyzes were performed with CRC data from The Cancer
Genome Atlas (TCGA) by performing differential expression analysis of patients with
high and low expression of EGFL7 in analysis of gene ontology (biological processes)
and pathways of KEGG. We found a total of 77.8% of patients with low expression of
EGFL7, and this was related to higher lymph node spread (p = 0.020), higher invasion
of lymphatic vessels (p = 0.033) and recurrence (p = 0.028). Finally, we found in silico
that the expression of EGFL7 may be related to processes associated with
carcinogenesis, such as inflammation, cell growth, cell adhesion, angiogenesis, and
important pathways such as proteoglycans in cancer, VEGF, Ras, Rap-1, MAPK and
PI3K/Akt. Our results show that the expression of EGFL7 may be associated with
important pathways mainly related to carcinogenesis and angiogenesis that can alter

functions related to tumor invasive processes, leading to higher recurrence.

Keywords: In silico analysis, Colorectal cancer, EGFL7, Immunohistochemistry.
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Resumo

O cancer colorretal (CCR) é o segundo tipo de cancer mais frequente em
homens e mulheres no Brasil, com pico de incidéncia em torno dos 70 anos de idade
e sobrevida em 5 anos variando entre 50% e 65%. Estudos apontam o gene EGFL7
como importante mediador no controle da angiogénese e crescimento de neoplasias,
incluindo no CCR. No entanto, estudos combinando quimioterapia e bevacizumabe
(anti-VEGF) + parsatuzumabe (anti-EGFL7) em CCR, ndo mostraram resultados
promissores. Portanto, o papel do gene EGFL7 na carcinogénese deve ser melhor
estudado para que sejam propostos protocolos mais eficazes de tratamento. Para
melhor compreender o papel do gene EGFL7 em CCR, este projeto objetivou avaliar
0 potencial prognostico de EGFL7 em CCR e avaliar potenciais vias de sinalizacao
influenciadas pela expressdo de EGFL7 gerando base para futuros estudos
funcionais. A expressao proteica foi avaliada através de imunohistoquimica em 487
pacientes diagnosticados com CCR, e o padrdo de marcacéo foi associado a dados
clinicopatologicos. Por fim, foram realizadas analises in silico com os dados de CCR
do The Cancer Genome Atlas (TCGA) através da anélise de expressao diferencial dos
pacientes com alta e baixa expressdo de EGFL7 e analise de ontologia génica
(processos bioldgicos) e vias do KEGG. Encontramos o total de 77,8% dos pacientes
com baixa expressdo de EGFL7, e esta estava relacionada com maior
comprometimento linfonodal (p = 0,020), maior invasao de vasos linfaticos (p = 0,033)
e recidiva (p = 0,028). Por fim, a analise in silico revelou que a expressao de EGFL7
pode estar relacionada com processos carcinogénicos, tais como inflamacao,
crescimento celular, adesdo celular, angiogénese e vias importantes, como
proteoglicanos no cancer, VEGF, Ras, Rap-1, MAPK e PI3K/Akt. Nossos dados
apontam que a expressao de EGFL7 estd relacionada com vias importantes
principalmente relacionadas a carcinogénese e angiogénese e que estas devem
alterar substancialmente funcbes relacionadas aos processos invasivos que

consequentemente estéo relacionados a maior recidiva.

Palavras-chave: Analise in silico, Cancer colorretal, EGFL7, Imunohistoquimica.
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Introducéo

Cancer € um conjunto de doencas que tém em comum O crescimento
desordenado de células, que desfrutam de certo grau de autonomia e tendem a
aumentar de tamanho, apresentando mecanismos de infiltracédo, invaséo, destruicdo
e penetracdo do tecido circundante (2, 5). Sua incidéncia e mortalidade estdo
crescendo rapidamente em todo o mundo, em parte pelo envelhecimento da
populacdo, mas também pela mudanca na distribuicdo e na prevaléncia dos fatores
de risco, como sedentarismo, alimentacdo inadequada, entre outros (2, 6). Em 2020
houve uma estimativa de 19,3 milh6es de novos casos (18,1 milhGes sem contar 0s
casos de cancer de pele ndo-melanoma) e 10 milhdes de 6bitos por cancer no mundo
(9,9 milhdes excluindo os canceres de pele ndo-melanoma) estando entre as quatro
principais causas de mortes prematuras (antes dos 70 anos de idade) na maioria dos
paises (6). No Brasil a estimativa para cada ano do triénio 2020-2022 aponta que
ocorrerdo 625 mil novos casos de cancer (450 mil, excluindo os casos de cancer de
pele ndo-melanoma). Estima-se que o cancer de pele ndo-melanoma serd o mais
incidente (177 mil), seguido pelos canceres de mama e prostata (66 mil cada), célon
e reto (41 mil), pulmao (30 mil) e estdbmago (21 mil) (2).

Trata-se de uma desordem causada por alteracdes no DNA gue podem ser
herdadas geneticamente, adquiridas espontaneamente ou induzidas por agressées
ambientais, e geralmente apresentam alteracbes epigenéticas. Essas alteracdes
genéticas e epigenéticas alteram a expressdo ou funcédo de genes que regulam os
processos celulares fundamentais, como proliferacdo, sobrevida celular e
senescéncia (5). O acumulo de alteracBes da origem a uma série de propriedades
chamadas caracteristicas fundamentais do céancer (7) (Figura 1). Essas

caracteristicas sao:

1. capacidade de sustentar a proliferagdo crbnica, pela qual as células neoplésicas
apresentam autossuficiéncia nos sinais de crescimento através da ativacdo de

oncogenes e supressao de genes supressores tumorais;

2. capacidade de contornar programas poderosos que regulam negativamente a
proliferagcéao celular; por exemplo, as a¢des de genes supressores de tumor como as

proteinas RB (retinoblastoma) e p53 (conhecido como “guardido do genoma”);
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3. evasao da morte celular, as células tumorais desenvolvem uma variedade de
estratégias para limitar ou contornar a apoptose, 0 mais comum € a perda da funcao
supressora tumoral do gene TP53, que elimina esse sensor de dano critico do circuito

de inducéo de apoptose;

4. evasao de mecanismos de senescéncia celular como a catastrofe mitética, através
de reativacdo de teldomeros, protelando a catastrofe mitética e alcancando a

imortalidade;

5. estimulo da angiogénese para sustentar o crescimento das células neoplasicas, ou

acesso a vasculatura ja existente;
6. capacidade de invadir tecidos locais e disseminar-se para locais distantes;

7. reprogramacdo das vias metabdlicas — especificamente, alteracédo para a glicélise

aerdbica, mesmo quando h& abundante oxigénio;

8. capacidade de escape do sistema imune, no desenvolvimento do cancer o acumulo
de alteracdes genéticas e epigenéticas, rearranjos cromossdmicos e sintese anormal
de proteinas em células cancerigenas, podem levar ao surgimento de novos
antigenos, que podem ser especificos das células cancerigenas ou antigenos
associados ao cancer, além disso, 0s canceres apresentam varios mecanismos para
inibir a resposta imunoldgica antitumoral, esses mecanismos incluem, supressao de
receptores inibitorios, recrutamento de células imunossupressoras, como células T
reguladoras (Tregs) e células supressoras derivadas de mieloide (MDSC), producéo
de mediadores imunossupressores por células tumorais e estromais, fibrogénese
aumentada, funcdo endotelial aberrante, alteracdes na apresentacdo de antigenos

tumorais e resisténcia as vias efetoras imunoldgicas;

9. instabilidade genbémica onde a progressao tumoral, em varias etapas, pode ser
retratada como uma sucessdo de expansdes clonais, cada uma das quais é

desencadeada pela aquisi¢cdo ao acaso de um gendtipo mutante habilitador;

10. microbioma polimorfico, onde uma série de microrganismos (virus, bactérias...)
desempenham papel protetivo ou deletérios no desenvolvimento do cancer,

progressdo maligna e até resposta a terapia;
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11. aquisicdo de plasticidade fenotipica, onde as células malignas adquirem a
capacidade de evadir ou escapar do estado de diferenciacéo celular terminal, o que
permite que as células malignas originarias de uma célula normal que alcangou um
estado totalmente diferenciado, podem reverter seu curso de volta para estados
celulares semelhantes aos progenitores ou em estados celulares progenitoras

parcialmente diferenciadas;

12. reprogramacdo epigenética ndo mutacional que envolve alteragbes puramente

epigenéticas no desenvolvimento do cancer;

13. a senescéncia celular por muito tempo tem sido descrita como uma medida
protetiva contra o desenvolvimento de cancer, no entanto recentemente estudos tem
apontado para células senescentes como potenciais estimuladoras de

desenvolvimento de tumores e a progressao maligna;

14. e por fim, todas as lesbes neoplasicas contém células imunoldgicas presentes em
densidades que variam de infiltracBes sutis detectaveis apenas com anticorpos
especificos do tipo de célula, a inflamacdes grosseiras que sdo aparentes mesmo por
técnicas de coloracdo histoquimica padrao. Estas células podem exercer atividade
promotora de tumor por produzir fatores de crescimento e infligir dano adicional ao
DNA. As alteracbes genéticas e/ou epigenéticas que dao origem a essas
caracteristicas dos canceres séo sustentadas e permitidas pelo desenvolvimento de
instabilidade gendmica. Conclui-se, entdo, que cada lesdo neoplasica deve resultar

do acumulo de mdltiplas alteracdes (4, 5, 7).
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Figura 1: Caracteristicas fundamentais do cancer. Imagem retirada e adaptada de Hanahan (4)

O Cancer Colorretal (CCR) esta entre os quatro tipos de cancer mais letais no
mundo, sendo responsavel por aproximadamente 10% de todos os diagndsticos e
mortes relacionadas ao cancer anualmente (6). Prevé-se que a incidéncia de CCR em
todo o mundo aumente para 2,5 milhdes de novos casos em 2035 (3). Em alguns
paises, como Espanha e muitos outros paises do leste Europeu e Asiatico, eram
considerados ha pouco tempo de baixo risco para desenvolvimento desta neoplasia,
no entanto nos ultimos anos houve um aumento significativo em sua incidéncia,
estudos demonstraram que este aumento ocorreu em grande parte devido a
mudancgas em padrdes de dieta e outros fatores para um chamado “padrao de vida
ocidental” (8). Por outro lado, varios paises desenvolvidos (como por exemplo os
Estados Unidos) vem apresentando uma estabilizac&o ou até diminuicao na incidéncia
de CCR, provavelmente pelo aumento da utilizacdo de testes de rastreamento na
rotina clinica, como sigmoidoscopia e colonoscopia com polipectomia (9, 10). A
sobrevida dos pacientes diagnosticados com CCR em 5 anos varia de 50% em paises
em desenvolvimento até 65% em paises desenvolvidos (11, 12). No Brasil, o CCR é
o segundo mais frequente em homens e mulheres, com 20.520 novos casos em
homens e 20.470 em mulheres estimados para 2020 (Figura 2) (2). Em estudos

epidemioldgicos, o sexo masculino e o0 aumento da idade tém mostrado
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consistentemente fortes associacdes com a incidéncia da doenca (3). Sua incidéncia
€ baixa em pacientes abaixo dos 50 anos de idade, mas aumenta consideravelmente
a partir desta idade, com a idade média de surgimento em torno de 70 anos de idade
em paises desenvolvidos (13).

Distribui¢do proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2020 por

sexo, exceto pele nio melanoma*

Prastata 65.840 29.2% Homens Mulheres Mama feminina 66.280 29,7%
Colon e reto 20.520 9,1% Colon € reto 20.470 9,2%
Traqueia, bronguio e pulmao 17.760 7.9% Colo do (tero 16.5090 7.4%
Estdmago 13.360 5,9% Traqueia,bronquio e pulmao 12.440 5,6%
Cavidade oral 11.180 5,0% Glandula tireoide 11.950 h4%
Esdfago 8.600 3,9% Estdmago 7.870 3,5%
Bexiga 7.590 3.4% Ovario 6.650 3,0%
Linforna ndo Hodgkin 6.580 2.9% Corpo do ttero 6.540 2.9%
Laringe 6.470 2.9% Linfoma nao Hodgkin 5.450 2.4%
Leucemias 5.920 2,6% Sistema nervoso central 5.220 2,3%

*Numeros arredondados para multiplos de 10.

Figura 2: Incidéncia de casos para 2020 dos principais tipos de cancer segundo INCA (2).

CCR abriga todas as neoplasias localizadas no intestino grosso e reto, sendo
os adenocarcinomas o tipo histolégico mais frequente (14). Fatores genéticos e
ambientais desempenham um papel importante na etiologia do CCR, sendo a maioria
de origem esporadica, embora a histéria familiar positiva pareca ter uma participacéo
em aproximadamente 10-20% de todos os pacientes com CCR. O risco de
desenvolvimento de CCR em individuos com historico familiar € variavel, dependendo
do numero e grau de parentes afetados, bem como a idade do diagndéstico destes
tumores, com estimativas de herdabilidade do cancer colorretal variando entre 12% e
35% (1, 3). Além disso, os pacientes com doenca inflamatéria intestinal cronica e
aqueles com histéria prévia de CCR ou adenomas tém um risco aumentado de

desenvolvimento de CCR e requerem vigilancia adequada (15) (Figura 3).
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Figura 3: Principais fatores risco para CCR. Imagem retirada e adaptada de Dekker et. al. (3).

A maioria dos fatores hereditarios para CCR ainda sdo pouco descritos e
sujeitos a estudos adicionais. Entretanto, um subgrupo de aproximadamente 5 a 7%
de pacientes com CCR é afetado por sindromes hereditarias bem definidas (1, 3). As
sindromes de cancer colorretal hereditario podem ser subdivididas em néo polipose
(Sindrome de Lynch) e sindromes de polipose (13). As sindromes de polipose sdo
mais facilmente reconhecidas devido ao niumero de pélipos e o tipo de pdlipos que
podem levar diretamente ao diagndstico apropriado (3). A sindrome polipose mais
comum € a Polipose Adenomatosa Familiar (PAF), uma doenca autossdmica
dominante de alta penetrancia, definida por numerosos poélipos adenomatosos na
mucosa gastrointestinal e um conjunto distinto de lesdes extra intestinais envolvendo
varios 6rgéos (16). E causada por mutacées hereditarias no gene APC, que controla
a atividade da via de sinalizacdo WNT (17). A maioria dos pacientes com PAF
desenvolve um grande numero de adenomas colorretais e subsequente cancer

colorretal em idade jovem (1).

A sindrome de Lynch, entretanto, € a mais comum considerando os casos de

CCR hereditarios, e a mais dificilmente diagnosticada, pois esses pacientes tém
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poucos adenomas e a morfologia desses adenomas assemelha-se a lesbes
esporadicas. Portanto, uma analise molecular sistemética do tecido tumoral em
pacientes de qualquer idade ou um subgrupo de pessoas com menos de 70 anos €
fortemente recomendada para melhorar o diagndstico dessa sindrome genética (3).
Esta sindrome é causada por alteracGes hereditarias que acarretam a uma disfuncao
do sistema de reparo de mau pareamento do DNA (mismatch repair system - MMR),
essas alteracdes sdo principalmente variantes heterozigéticas germinativas nos
quatro principais genes (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) ou epi mutagcdes em EPCAM.
Essas alteracbes sdo caracterizadas pela insercdo ou delecdo de regides de
microssatélites no tumor em comparacdo com o tecido saudavel, chamada de
instabilidade de microssatélites (MSI, do inglés microsatellite instability) e encontrada
na analise molecular e imunohistoquimica (18, 19). Os pacientes com Sindrome de
Lynch desenvolvem CCR em uma idade média de 45 anos em comparacdo com 67
anos na populacdo em geral, além de estarem mais suscetiveis ao surgimento de
outros tipos de tumores, como tumores endometriais (18). Outras sindromes
hereditarias de cancer colorretal incluem polipose associada a muta¢cdes no gene
mutY DNA glicosilase (MUTYH), sindrome de Peutz-Jeghers, polipose serrilhada e

polipose juvenil (1).

Entre os fatores ambientais associados ao desenvolvimento de CCR
esporadico, estdo tabagismo, ingestdo de alcool, consumo de carne vermelha e
consumo de carne processada (12). Ha indicios de que o indice de massa corporal
(IMC) alto aumente o risco de CCR entre os homens, enquanto a maior razao cintura-
quadril (RCQ) esteja relacionado ao aumento de risco de CCR entre as mulheres (20).
Os pacientes com diabetes mellitus tipo 2 também apresentam um risco aumentado
de CCR (1). Por outro lado, o consumo de leite, gréos inteiros, frutas e vegetais
frescos, bem como a ingestao de calcio, fibra, multivitaminas e vitamina D, diminuem
o risco de CCR (1, 3). A atividade fisica diaria por 30 minutos tem magnitude e efeito
semelhante. A aspirina em baixas doses também foi associada a diminui¢céo do risco
de CCR (1, 15) (Figura 3).

Os tumores se desenvolvem a partir de lesbes precursoras originarias na
mucosa normal, que podem seguir duas vias principais: via tradicional adenoma-
carcinoma e via das lesbes serrilhadas (Figura 4) (3). A via tradicional adenoma-
carcinoma € a mais bem caracterizada, sendo responsavel por 70-90% dos CCRs. O
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mecanismo molecular de desenvolvimento geralmente se inicia com mutacdes no
gene APC (21) seguida por mutacées no oncogene KRAS e inativacdo do gene
supressor tumoral TP53 (22), muitas vezes acompanhada por instabilidade
cromossbmica (19, 23). Por outro lado, a via da neoplasia serrilhada esta associada a
mutacOes em KRAS e BRAF, além de instabilidade epigenética, caracterizada pelo
fendtipo de metilacdo da ilha CpG, levando a céanceres microssatélites estaveis e
instaveis (3).

j P 5 -
APC. ® H NRAS g 2Rk
5 g KRAS SMAD4 5 n 5 TP53
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Figura 4: Esquema simplificado do desenvolvimento do CCR. Imagem retirada e adaptada de Kuipers et. al. (1)

Essas caracteristicas moleculares levam a formacdo de tumores
molecularmente distintos e em alguns casos bem caracterizados, possibilitando a
divisdo de alguns subtipos de CCR de acordo com suas alteracfes mais frequentes.
Recentemente, um consoércio de subtipos moleculares de céncer colorretal
estabeleceu, baseado em dados moleculares, quatro subtipos moleculares de CCR,
denominados grupos CMSs (Consensus Molecular Subtypes), sendo eles: CMS1,
caracterizado por apresentar instabilidade de microssatélite, hipermutacdo e
hipermetilagdo de regides ricas em CG, além de frequentemente apresentarem
mutacdes no gene BRAF, infiltracdo e ativacéo imunoldgica e pior sobrevida em casos
de recidiva; CMS2, caracterizado pela alta frequéncia de instabilidade cromossdmica
(CIN) e ativacdo das vias WNT e MYC; CMS3 que est4 associado a baixa frequéncia
de instabilidade cromossémica, baixa hipermetilagdo de regides ricas em CG,

desregulacdo metabolica e alta frequéncia de mutacdes no gene KRAS; e por fim,
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CMS4 que apresenta alta frequéncia de instabilidade cromossémica, infiltragéo

estromal, ativacdo de TGF-B, angiogénese e pior sobrevida global (24) (Figura 5).

CMS2 CMS4
Canénico Mesenquimal

14% 37% 13% 23%

MSI, CIMP high, . Frequéncia de MSI variavel, ,
Mutagao em BRAF Mutagdo em KRAS

i - . I ~ Infiltracdo estromal
Infiltracdo e ativagéo Ativagdo de WNT Desregulagao o2 '
imunologica e MYC metabdlica atlvggaf) de TGF- B,

angiogénese

Pior sobrevida apds Pior sobrevida global e
recidiva livre de doenca

Figura 5: Altera¢gBes mais frequentes em cada subtipo de CCR. Imagem retirada e adaptada de Guinney et. al.
(24)

Apesar de todas as neoplasias localizadas no intestino grosso e reto serem
categorizadas como CCR, had uma grande diferenca embrionaria, anatdmica, biolégica
e molecular entre as neoplasias localizadas no célon direito (c6lon proximal), colon
esquerdo (célon distal) e reto (3, 25). A divisdo entre o cancer de célon proximal e
distal ndo € uniforme, porém a definicdo mais comum € de acordo com a origem
embrionaria (26). O colon proximal tem origem embrionaria no intestino médio e
corresponde ao ceco, célon ascendente, flexura hepética e célon transverso até a
flexura esplénica (2/3 do intestino grosso), enquanto o célon distal, que corresponde
a flexura esplénica, colon descendente, sigmoide, retossigmoide (1/3 do intestino
grosso), tem origem no intestino posterior, assim como o reto (25, 27). Os tumores
localizados na regido proximal frequentemente apresentam histologia mucinosa,
indiferenciados ou de células de anel de sinete, além de serem mais frequentes em
mulheres e estarem associados a idade mais avancada (26, 28). Ha diferencas
contundentes quando as vias moleculares da oncogénese em tumores que surgem
no colon proximal (26, 29, 30). Os tumores localizados no célon proximal, surgem
frequentemente a partir de lesbes serrilhadas (via serrilhada) que apresentam fenétipo
de hipermetilacdo em ilhas CpG (CIMP), que esta associado com inativacédo
epigenéticas dos genes relacionados ao MMR e consequente MSI (25). A via

serrilhada esta associada a tumores esporadicos e frequentemente apresentam
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mutacdo em BRAF (sendo BRAF V600E a mutacdo mais frequente), enquanto
tumores relacionados a sindrome de Lynch, os quais também apresentam maior
frequéncia de MSI, estdo associadas a via de sinalizacdo do receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR) (25, 26, 28, 29). Os tumores localizados no célon
distal surgem frequentemente a partir de adenomas (via classica adenoma-carcinoma
— 80% dos CCR) e comumente apresentam maior CIN caracterizada por mutacdes
ativantes no oncogene KRAS seguida de perda supressores tumorais APC, TP53 (25,
26, 28, 29). Os subtipos de CCR mais frequentes no colon proximal sdo CMS1 e
CMS3, enquanto que os subtipos mais frequentes no colon distal sdo CMS2 e CMS4
(26, 31). Em uma meta-analise recente (29), Petrelli e colaboradores observaram que
pacientes com tumores localizados no célon distal, apresentam melhor sobrevida,
independentemente do estagio, raca, quimioterapia adjuvante (29). Porém, quando
levado em consideracdo os casos com alta instabilidade de microssatélite (MSI-
positivos) em estagios iniciais (Il e 1ll) da doenca, os pacientes com tumores
localizados no célon proximal apresentam melhor sobrevida (26, 29). Além de todas
as diferencas ja citadas, ha diferencas distintas quanto a imunologia da mucosa do
célon, que pode ser resultado de diferencas na microbiota entre o célon proximal e
distal (31). Por exemplo, tumores MSI, mais comuns no célon proximal, apresentam
linfécitos infiltrantes de tumor (TILS) como uma de suas caracteristicas, além de
apresentarem células imunoldgicas mais ativas, promovendo maior imunogenicidade
(25) (Figura 6).
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Figura 6: Esquema simplificado com as principais caracteristicas dos tumores localizados no c6lon proximal/direito
e distal/esquerdo. Imagem retirada e adaptada de Dekker et. al. (3)

O sistema imunoldgico desempenha um papel importante no controle do
desenvolvimento de canceres, reconhecendo e destruindo as células neoplasicas,
esse conceito é conhecido como “imunovigilancia do cancer” (5, 32). O acumulo de
alteracdes genéticas e epigenéticas, rearranjos cromossdmicos e sintese anormal de
proteinas em células cancerigenas, podem levar ao surgimento de novos antigenos,
gue podem ser especificos das células cancerigenas ou antigenos associados ao
cancer (2). Porém, o sistema imunoldgico pode atuar inibindo o desenvolvimento de
canceres, ou ainda em beneficio do proprio dependendo da circunstancia (33). De
modo geral, apos a lise de células tumorais por células imunoldgicas inatas, como
células NKs, células NKTs e macréfagos, as células apresentadoras de antigeno,
como células dendriticas, capturam, processam e apresentam antigenos tumorais
para linfécitos T CD4+ através da classe de histocompatibilidade Il (MHC — Il) ou para
linfécitos T CD8+ atravées de MHC — | (34). Em CCR o sistema imunoldgico pode
desempenhar um papel na prevencao da ocorréncia, crescimento e metastase (34).
A infiltragdo de células imunoldgicas inatas como natural killer (NK), natural killer T
(NKT) e linfécitos T yd foi relatado na literatura como um bom prognostico em CCR
(34, 35). Além disso, pacientes com infiltragdo aumentada de células imunolégicas
podem se beneficiar mais da quimioterapia (35). Possivelmente a ativacao de células
T helper Thl (T CD4+) e de memodria citotoxica (T CD8+) desempenham um papel

importante na prevencdo de recorréncia e/ou metastase em CCR (36). Os linfocitos

31



infiltrantes de tumores (TILs) MSI-H CCR sao geralmente enriquecidos por linfocitos
com funcdes antitumorais, entre eles, células CD4+/CD8+ de memodria e efetoras,
células T yd, Th1, Th2 Treg, células T auxiliares foliculares, células B imaturas e de
memo©ria e células NKT (36). Enquanto CCR com estabilidade de microssatélite (MSS)
sao caracterizados por niveis mais baixos de memoria efetora e células CD4+ e CD8+
de memodria (36). Entre os subtipos de CCR, o subtipo CMSL1 € descrito na literatura
como sendo os mais imunogénicos, sendo rico em células T CD8+, células B e
macrofagos, porém pobre em assinaturas de células mieloides e endoteliais e na
expressao de genes indutores de angiogénese. Além disso, CMS1 apresenta maiores
expressdes génicas PD-1 e HLA classe |, sugerindo um possivel mecanismo de
evasdo do sistema imunoldgico (36). Portanto ha uma forte relacdo entre as
caracteristicas genéticas, transcricionais, imunolégicas e o prognostico do CCR
primario, por exemplo, células T Th1l/CD8+ enriquecidas no microambiente tumoral
estdo associadas a uma menor incidéncia de recorréncia e/ou metastase, enquanto
um microambiente tumoral enriquecido em fibroblastos associados ao cancer (CAF)
no CCR priméario esta associado a um pior prognostico em estagios iniciais (36).

O tratamento padrdo do CCR inclui cirurgia, radioterapia e/ou quimioterapia (37,
38). Em geral, o tratamento do CCR depende do estagio da doenca, caracteristicas
patolégicas, estado de instabilidade de microssatélites, alteragdes genbmicas,
possiveis efeitos adversos do tratamento, idade do paciente, estado de desempenho,
comorbidades e preferéncia do paciente. Para cancer colorretal localizado, o
tratamento geralmente € curativo com resseccao cirurgica e pode incluir quimioterapia
adjuvante. Para cancer colorretal metastatico (MCRC), o tratamento € influenciado por
varios fatores, incluindo caracteristicas do tumor primario, nimero de 6rgaos
envolvidos, estado de instabilidade de microssatélites e resultados de testes
gendmicos para alteracdes principalmente em KRAS, NRAS, BRAF e Her2. O
tratamento sistémico para mCRC geralmente inclui o uso de quimioterapia com
regimes de oxaliplatina (OX), 5-fluorouracil (5FU) e leucovorina (Lv) (FOLFOX) e
irinotecano, 5FU e Lv (FOLFIRI), juntamente com terapias biologicas, incluindo
antiangiogénicos, como Bevacizumab frequentemente utilizado no tratamento de CCR
(39, 40). A escolha do tratamento pode ser apoiada pelo estagio TNM (Tumor,
Linfonodo, Metastase), sendo a categoria N (nimero de linfonodos positivos — LN+)

um dos fatores mais importantes, uma vez que os pacientes LN+ sdo considerados
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para quimioterapia adjuvante (41). Para estes, estudos mostram que as
caracteristicas moleculares do tumor devem ser consideradas para a escolha do
regime a ser utilizado, como a presenca de instabilidade de microssatélites ou
mutacdo no gene KRAS (42, 43). Pacientes wild type para KRAS (KRASwt) seriam
mais beneficiados com terapias anti-EGFR do que os pacientes com mutacdo nesse
gene (42). Esses dados sdo importantes uma vez que aproximadamente 50% dos
tumores corretais sdo conhecidos por apresentarem mutacdo em KRAS (44). Além
disso, nestes pacientes, existem outros genes que podem estar ativando
constitutivamente a via das MAP quinases (MAPK) e/ou contribuindo para outros
fatores importantes no desenvolvimento desta neoplasia e suas implicacdes

biolégicas, tais como angiogénese e formacdo de metastases.

Assim como em outras neoplasias, a formacédo de metastases é um agravante
em pacientes com CCR. Por essa razao é importante entender melhor o processo de
invasdo e metastase que envolve uma série de etapas sequenciais chamadas de
cascata de invasdo-metastase (5, 7). Essas etapas consistem em 1) invaséao local, 2)
intravasamento nos vasos sanguineos e vasos linfaticos, 3) transito na vasculatura, 4)
saida dos vasos, 5) formacdo de micrometastases e 6) crescimento de
micrometastases em tumores macroscoépicos (45). Previsivelmente, essa sequéncia
de etapas pode ser interrompida em qualquer estadio, por fatores relacionados ao
hospedeiro ou ao tumor, pois a metastase € um equilibrio das interacfes celulares
hospedeiro-tumor que podem variar entre os pacientes e os diferentes tipos tumorais
(46). A taxa de sobrevivéncia das células tumorais circulantes é de cerca de 0,2%, e
essas células tumorais circulantes sdo entdo capazes de metastatizar para 6rgaos-
alvo (45). Além disso, as caracteristicas do fluxo sanguineo e a estrutura do sistema
vascular também podem regular os padrées de disseminacdo metastatica (46). O
resultado da metastase depende de mdltiplas interages de células metastaticas com
mecanismos homeostaticos, de modo que a terapia de metastases pode ter como alvo
nao apenas as células cancerosas, mas também os fatores homeostaticos que
promovem o crescimento de células tumorais, sobrevivéncia, angiogénese, invasao e

metastase (46).

Aproximadamente 35% dos pacientes com CCR apresentam doenca
metastatica no diagndstico e até 50% dos pacientes que apresentam cancer colorretal
nao metastatico no diagnaostico, progridem com doenca metastatica (47). Mais de 70%
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das mortes relacionadas ao CCR sdo causadas por metastases no figado (48).
Avancos recentes na terapia e cuidados multidisciplinares levaram a melhorias
significativas na sobrevida de pacientes com CCR, mas a cura ndo é possivel para a
maioria dos pacientes com CCR metastatico (mMCCR), contudo, a presenca de certos
marcadores moleculares ajuda a orientar o tratamento em mCCR. Como observado,
os pacientes com CCR mutante RAS e BRAF sdo menos provaveis de se beneficiarem
da terapia anti-EGFR (44).

Além de possibilitar a metastase tumoral, os vasos sanguineos e linfaticos séo
importantes para a o transporte eficiente de gases, liquidos, nutrientes, moléculas de
sinalizacao e células circulantes entre tecidos e 6rgdos em circunstancias normais, ou
até mesmo no contexto do cancer, sendo assim importante para a manutencao
tumoral (49, 50). Assim angiogénese e linfangiogénese sao fatores importante a ser

considerado na carcinogénese.

A angiogénese é o processo responsavel pelo surgimento de novos vasos
sanguineos a partir de outros preexistentes (51). E importante para a invaséo e
metastase das células tumorais, pois o crescimento de uma lesdo metastética requer
gue ela desenvolva uma rede vascular, evite a resposta imune do hospedeiro e
responda a fatores especificos do érgdo que influenciam o crescimento (46). Assim
uma lesdo metastatica é o resultado de uma ou varias células adquirindo a capacidade
de contornar uma série de obstaculos moleculares e biofisicos, correspondendo aos
processos que envolvem a disseminacdo das células cancerosas de uma lesao

primaria para os 6rgaos distais sendo a principal causa da letalidade do cancer (52).

Em condi¢des normais, durante a embriogénese, a vasculatura se forma a partir
de células mesodérmicas que se diferenciam em células precursoras endoteliais
(CPEs) e formam agregados, conhecidos como ilhotas sanguineas. Essas ilhotas
levam a formacdo vasculogénica de plexos capilares priméarios e ap0s a circulacao
sanguinea ser estabelecida os plexos primarios sdo remodelados em uma rede de
arteriolas, artérias, capilares, vénulas e veias. As células musculares lisas vasculares
(VSMCs) estao associadas a artérias e veias, enquanto os capilares sdo cobertos por
pericitos. As primeiras células endoteliais linfaticas (CELs) brotam das veias

embrionarias, depois migram e formam sacos linfaticos. Outras etapas do crescimento
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linfangiogénico envolvem brotamento, ramificacdo, proliferacdo, diferenciacdo e

processos de remodelacéo (Figura 7).
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Figura 7: Esquema simplificado da montagem da vasculatura. Imagem retirada e adaptada de Adams et.al. (49)

Existem trés tipos de angiogénese: angiogénese germinativa; intussuscepgao
ou angiogénese dividida, onde uma nova parede cresce dentro de um vaso existente,
eventualmente se dividindo em dois vasos; e angiogénese em loop, onde as al¢cas dos
vasos sdo mecanicamente arrastadas para o tecido (Figura 8) (53). A angiogénese
germinativa é a mais comum e o processo de formacéo de brotos envolve uma série
de etapas: (a) Selecdo de células de ponta onde uma célula do vaso-mée torna-se a
célula lider migratoria e bloqueia suas células vizinhas de adotar um destino de célula
de ponta por um processo de inibicao lateral; (b) Extensdo do broto onde a célula da
ponta migra ao longo do caminho quimiotatico, seguida por células do caule a direita
e (c) formacao do lumen onde ocorre a conexado do espaco luminal do broto com o
vaso-mée. O broto em desenvolvimento se conecta a outros vasos por meio de um
processo chamado anastomose (Figura 9) (54). Em condicbes normais, a
angiogénese ocorre apenas durante o desenvolvimento embrionario, ciclo reprodutivo

feminino e reparo de feridas (51).
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Durante a progressdo tumoral, a angiogénese é quase sempre ativada

permanentemente, fazendo com que a vasculatura normalmente quiescente brote
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continuamente novos vasos que auxiliam na sustentacdo do crescimento neoplasico
em expansdo e, em alguns casos, as ceélulas neoplasicas podem estimular a
vasculogénese, na qual as células endoteliais sdo recrutadas da medula 6ssea (5, 7).
No entanto, a vasculatura tumoral € aberrante, a neovasculatura do tumor € marcada
por brotamento capilar precoce, ramificacdo convoluta e excessiva dos vasos, vasos
distorcidos e aumentados, fluxo sanguineo erratico, micro hemorragia, vazamento e
niveis anormais de proliferacdo de células endoteliais e apoptose (Figura 10) (55).
Esses vasos sanguineos tumorais anormalmente organizados e com vazamento
contribuem para a angiogénese tumoral, infiltracdo de células inflamatorias,
metastases e o0 desenvolvimento de resisténcia a agentes quimioterapicos em

tumores de origem diversa (56).
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Figura 10: Esquema simplificado da morfologia dos vasos sanguineos tumorais. Imagem
retirada e adaptada de Lugano et. al. (54)
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Os fatores envolvidos na angiogénese podem ser categorizados em fatores
ambientais como hipoxia ou aumento das quantidades de Oxido nitrico produzido
pelas células endoteliais, mecanicos e principalmente quimicos (53). O processo de
angiogénese é governado por fatores indutores ou inibidores, os prototipos mais
conhecidos sado o fator de crescimento endotelial vascular - A (VEGF-A) e a trombo-

espondina-1 (TSP-1), respectivamente (7, 57).

Os vasos linfaticos sdo essenciais para o desempenho de funcdes
imunolégicas, servindo como um canal para leucOcitos extravasados e células
apresentadoras de antigenos ativadas, além de funcées como homeostase dos fluidos
dos tecidos e absor¢éo de gordura dietética (49, 50, 58). A vasculatura linfatica forma
uma rede unidirecional de capilares cegos consistindo de uma Unica camada de
endotélio com uma membrana basal descontinua nao revestida por pericitos, esses
vasos coletam o fluido rico em proteinas que exsuda dos vasos sanguineos e, em
seguida, drenam através de um sistema de ductos de vasos coletores, nddulos

linfaticos e troncos linfaticos para a circulagao venosa (49, 50, 58).

Semelhante a angiogénese, a linfangiogénese requer uma série de eventos
celulares complexos, incluindo proliferacao, brotamento, migracdo e formacéao de tubo
(58). A sobrevivéncia, proliferacdo e migracdo de células endoteliais linfaticas
depende do receptor de fator de crescimento endotelial vascular 2 (VEGFR2) e da
sinalizacao do receptor de fator de crescimento endotelial vascular 3 (VEGFR3) que
€ ativado por seu ligante VEGFC ou VEGFD, que pode estimular a ativacao
dependente da proteina quinase C do ERK1 ou cascata de sinalizacdo ERK2 e das
vias PISK/AKT (50, 58, 59). Além disso, as vias de sinalizacdo que séo ativadas em
resposta a VEGFC e VEGFD sé&o moduladas pelo co-receptor VEGFR3 neuropilina 2
(NRP2) (58). VEGFR-3 pode formar heterodimetos com VEGFR-2 mediante ligacdo
das formas maduras, proteoliticamente processadas de VEGFC e VEGFD, que
podem levar a sinais combinatérios Unicos pelos dominios intracelulares dos dois
receptores (50). Outra via de sinalizacédo de fator de crescimento importante para a
linfangiogénese é a sinalizacdo FGF. Dos quatro FGFRs que se ligam a varios
membros da familia FGF, o FGFR1 é o receptor de FGF mais proeminente em células
endoteliais linfaticas e é necessario para proliferacdo, migracéo e formagéo de tubo
de células endoteliais linfaticas induzida por FGF2. Além disso, h& indicios de que a
supressdo da sinalizacdo de FGF devido a delecdo de FGFR1 desencadeia a
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transicdo endotelial-mesenquimal (EMT) por meio da ativacdo da via de fator de
crescimento transformador (TGFB) (59). Membros da familia do fator de crescimento
derivado de plaguetas (PDGF) também exibem propriedades linfangiogénicas, sendo
o PDGF-BB o0 mais potente (60).

Em pacientes com cancer, os vasos linfaticos, podem ser influenciados por
fatores de crescimento derivados do tumor, como VEGFC e VEGFD, levando a
linfangiogénese, remodelamento linfatico e a modulagdo da fungcdo imunoldgica,
podendo assim, levar a um aumento da disseminacdo metastatica para nodulos
linfaticos e potencialmente para 6rgaos distantes (58). Os eixos VEGFC — VEGFR3 e
VEGFD — VEGFR3 séo considerados os principais condutores de linfangiogénese. O
VEGFC e o VEGFD sao frequentemente expressos em tumores humanos primarios
ou ao estroma associado, podendo ser secretados por células tumorais células

imunes e fibroblastos associados a tumores (58).

Em CCR a extenséo (estagio) do tumor no momento do diagndstico, € um fator
progndstico importante, uma vez que o tratamento € determinado a partir desse fator.
Um prognéstico consideravelmente ruim € observado em pacientes com canceres
com comprometimento de linfonodos, em comparacdo com aqueles confinados na
parede intestinal (60, 61). Em geral, pacientes com metastases em linfonodos

apresentam uma sobrevida reduzida (60, 61).

No CCR, os vasos linfaticos intratumorais sao raros e observados apenas em
espacos linfaticos estreitos ou colapsados. A maioria dos vasos linfaticos estédo
localizados em é&reas peritumorais préximas as margens de invasao. Estes vasos
provavelmente representam vasos pré-existentes comprimidos pela massa tumoral
em expansao, que através do processo de surgimento de vasos e dilatacdo que com
0 estimulo de VEGF-C, facilita o acesso das ceélulas tumorais ao lumen. Portanto,
vasos linfaticos funcionais na margem do tumor, conforme observado no CRC, podem
provavelmente ser suficientes para a disseminacdo do tumor linfangiogénico. Em
comparacdo com tecidos normais, alguns estudos mostraram um aumento na
proliferacdo celular e densidades de vasos linfaticos em CRCs (60). Em modelos
animais a superexpressao de VEGFC em tumores aumenta fortemente a formacgao
intra e/ou peritumoral de vasos linfaticos, além de promover metastases em linfonodos

e metastases de orgaos e linfonodos regionais para distais (58, 60).
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Além dos processos de angiogénese e linfangiogénese, as células
cancerigenas podem estimular a vasculogénese (Figura 8 e Figura 7), que envolve a
formacdo de novos vasos sanguineos por células progenitoras endoteliais (CPES),
que podem ser recrutadas da medula 6ssea ou residirem nas paredes vasculares (5,
7). Ha outros mecanismos de recrutamento vascular como, a cooptacdo, onde as
células cancerigenas apresentam a capacidade de cooptar a vasculatura existente.
Ha também processos onde as células cancerigenas sao incorporadas as paredes

dos vasos, conhecido como mimetismo vascular (62).

Estudos tem apontado para outros fatores de crescimento criticos para o
desenvolvimento angiogénico tumoral, entre eles estda o gene EGFL7 (também
conhecido como VE-estatina), um membro da familia de fator de crescimento
epidermal (EGF)-like, e um regulador importante da patogénese do cancer (63).

EGFL7 é um fator pro-angiogénico, amplamente restrito ao endotélio, que esta
associado a matriz extracelular (64) e desempenha um papel especifico na
tubulogénese vascular e regulacéo da angiogénese (65). Em condi¢cdes normais, esta
proteina é altamente expressa em tecidos bem vascularizados como pulméo, coracao,
cérebro e retina, possui expressdo moderada em tireoide, pancreas, baco, ureter,
bexiga, prostata, testiculo, masculo, veia porta e artéria aorta e baixa expressdo em

tecidos do sistema digestorio, como figado, estbmago, duodeno, intestino e célon (66).

Em humanos, a regido do gene EGFL7 consiste em 11 éxons e um miRNA
(miR-126) embutido na regi&o intronica localizada entre os exons 7 e 8. Este gene
localiza-se no cromossomo 9 (9g34.3) e codifica uma proteina, de mesmo nome, de
29,6 kDa (273 aminoécidos) (63, 67). A estrutura molecular da proteina EGFL7 inclui
dois dominios do tipo EGF (68). Um deles compreende uma regido semelhante a
Delta-Serrate-LAG-2 uma sequéncia que é conservada em ligantes que se ligam a
Notch (67), enquanto o outro pertence a um subdominio de ligacdo de calcio (68)
(Figura 11).
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Figura 11: Esquema simplificado da estrutura genica e proteica de EGFL7. Imagem retirada e adaptada de
Stankovi¢ et. al. (69)

EGFL7 possui um papel vital no controle da angiogénese durante a
embriogénese e organogénese (70), mediando algumas vias principais de sinalizacao,
como Notch, integrina e MAPK (63). O desenvolvimento vascular é regulado por véarias
vias de sinalizacdo, uma delas é a via NOTCH, uma via altamente conservada,
responsavel por controlar uma diversidade de processos de crescimento e
diferenciacdo que nos vasos sanguineos em crescimento regula a formacdo e
brotacdo de células da ponta endotelial na angiogénese (71, 72). O mecanismo de
sinalizacdo de NOTCH se da principalmente pela ligagéo do ligante NOTCH tipo Delta-
like4 (Dll4) que suprime a formagédo de células endoteliais. Essa ligagdo pode ser
antagonizada por outros ligantes como Jagged 1, que é um fator pré-angiogénico e
funciona como uma regulacdo negativa da sinalizacdo de DLL4-Notch (71, 72). O
EGFL7 modula a angiogénese ao interagir com os receptores endoteliais e seu ligante
Dll4 levando a inibicdo da sinalizacdo de NOTCH bloqueando assim a interacéo de
ligante/receptor (63, 67, 73, 74). Outro mecanismo principal de sinalizacdo da

angiogénese mediada por EGFL7 é através da interagdo com integrinas da superficie
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celular. Ha evidéncias de que o EGFL7 promove a angiogénese através de ligacao
com integrinas, principalmente a integrina avp. EGFL7 medeia as cascatas de
sinalizacdo das integrinas levando a ativacdo da adesado cinase focal (FAK) e
subsequentes vias de sinalizagéo a jusante, como MAPK / ERK, PI3K / Akt e Janus
quinase (JAK) / STAT3 (63, 75, 76). E por fim, EGFL7 interage diretamente com EGFR
ativando assim as vias de sinalizacdo a jusante, como as vias PI3K / Akt e MAPK /
ERK, promovendo a desregulacdo celular. Essa interagdo desempenha um papel
fundamental na angiogénese intratumoral, metastase tumoral e invaséo tecidual (63)
(Figura 12).
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Figura 12: Esquema simplificado das principais vias que regulam a angiogénese através da acdo de
EGFL7. Imagem retirada e adaptada de Hong et al. (63)

miR-126 € expresso em células endoteliais, incluindo capilares e vasos
sanguineos maiores, e opera sobre diversos transcritos a fim de controlar a
angiogénese (77). Em vasos embrionarios, miR-126 desempenha um papel pro-
angiogénico, no entanto, em vasos maduros este miRNA atua com fungédo oposta,
regulando negativamente a angiogénese (78). H& indicios de que miR-126 atue
diretamente regulando negativamente a expressao da proteina EGFL7, levando a
reducdo da angiogénese e da migracdo celular (78). Estudos sugerem que a
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expressdo de miR-126 pode ser regulada independentemente da proteina EGFL7, o
gue sugere a existéncia de um promotor separado que conduz a expressao de miR-
126 (77, 78). Além disso, 0 miR-126 pode ter como alvo outros fatores como, mTOR
e VEGF-A, inibindo vias de sinalizagédo importantes facilitando a supresséo do cancer
colorretal (78, 79). Em CCR, o miR-126 tem sido descrito como um possivel supressor
tumoral e sua baixa expressao esta relacionada ao crescimento tumoral, proliferacéo
de células cancerigenas, metastase e pode estar associado até a resisténcia as
drogas quimioterapicas (77, 79-81).

Estudos mostram a alta expressédo de EGFL7 relacionada a eventos de pior
progndéstico em diferentes tipos tumorais, como laringe (82), ovario (83), gliomas (84-
86), gastrico (87) e CCR (66). EGFL7/EGFR est4 diretamente relacionado ao
desenvolvimento e crescimento de varios tipos tumorais, quando desregulados
patologicamente, como gliomas (88), cancer gastrico (89), cancer hepatocelular (90)

e cancer renal (91) entre outros.

Sabendo que a angiogénese é um fator importante para o desenvolvimento
tumoral e metastase, terapias a base de antiangiogénicos tem sido alvo de estudos
recentes. Um dos agentes antiangiogénicos amplamente utilizado para tratamento de
tumores solidos € o bevacizumabe, um anticorpo monoclonal que bloqueia a atividade
do VEGF (anti-VEGF) (40, 92). O bevacizumabe foi o primeiro anticorpo aprovado
para mMCCR apresentando resultados promissores aos pacientes com esse tipo
tumoral (3). Posteriormente, a adicdo de bevacizumabe a outras bases da
quimioterapia demonstrou melhor sobrevida livre de progressdo, mas nao
necessariamente sobrevida global (3). A utilizacdo de bevacizumabe combinado a
quimioterapia em pacientes com CCR, apresentaram resultados promissores onde
observaram uma diminuicdo de EGFL7 circulante, além da inibicdo de VEGF-A,
nesses pacientes (40, 93). Em 2013, um grupo de pesquisa propds a utilizagdo de um
agente anti-EGFL7, o parsatuzumabe, para tratamento de tumores solidos, a fim de
fornecer uma alternativa para pacientes com cancer (92). No entanto, estudos
realizados com esse agente antiangiogénico em pacientes com CCR e cancer de
pulmdo n&o-pequenas células ndo apresentaram resultados favoraveis ou
significantes (94, 95) (Figura 13).
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Figura 13: Esquema simplificado da ac&o das drogas Bevacizumabe e Parsatuzumabe nas células endoteliais.
Fonte: Imagens retiradas e adaptadas de: https://www.creativebiolabs.net/bevacizumab-overview.htm (acesso:
15/03/2022) e https://www.creativebiolabs.net/parsatuzumab-overview.htm (acesso: 15/03/2022)

Portanto, com base nas evidéncias que relacionam a alta expressédo de EGFL7
a eventos de pior progndstico em varios tipos tumorais e no fato de que os estudos
utilizando parsatuzumabe, uma droga especifica para o bloqueio ou inibicdo dessa
proteina, ndo obtiveram resultados promissores, a contribuicdo de EGFL7 na génese
do CCR, bem como o mecanismo de acdo que leva a maior angiogénese e
metastizacao deve ser melhor estudados, para que sejam propostos protocolos mais

eficazes de tratamento.
Objetivos

O presente trabalho tem como objetivo avaliar o potencial progndstico da
proteina EGFL7 em uma série de cancer colorretal e avaliar in silico possiveis vias de
sinalizacdo e processos biologicos alterados. Especificamente, os objetivos deste
trabalho séo:

e Avaliar através de imunohistoquimica a expressao de EGFL7 em uma casuistica
bem caracterizada de cancer colorretal humano e associar com caracteristicas

clinicopatologicas e moleculares;

e Avaliar in silico a expressdo de EGFL7 em uma grande série de cancer colorretal

da base de dados do TCGA (The Cancer Genome Atlas) e associar a sobrevida,

¢ Relacionar in silico a expressao de EGFL7 e de outros genes importantes na
génese do cancer colorretal, bem como realizar a analise de genes
diferencialmente expressos em pacientes com alta expressédo de EGFL7 vs.
expressao normal e baixa expressao vs. expressao normal, analisando processos

biolégicos e vias de sinalizacdo relacionadas a este gene.
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Materiais e Métodos

Fluxograma:
[ Para avaliar a expressao da proteina EGFL7 em uma casuistica bem caracterizada de CCR ]
487 de paci I com CCR
(18 TMAs)
Anti-EGFL7
Marcacdo
Imunohistoquimica 0 a2 + = Baixa expressdo
3+ = Alta expressdo
Andlise estatistica
[ Softwares SPSS v20 e R (p = 0,05) ]
Curvas de Kaplan-Meier Testes de chi-quadrado ou exato de Fisher
Anaie e Soevida Correlagao com dados clinicqpatolouicos
e moleculares dos pacientes
Marcadores de angiogénese
(VEGFA, VEGFC, VEGFR2 e VEGFR3)
Para avaliar in silico a expressdo de EGFL7
L J
RTCGAToolbox
l Software R —> '+ s Abiolinks
Dados de adenocarcinoma de colon (COAD) do TCGA (The Cancer Genome
Atlas)
RNASeq (lllumina HiSeq)
) M (o | [ Correlacionar a expressdo de EGFLT e de outros
Lc"' Com E Amalise e e | "l genes importantes na génese do CCR
Z-score para EGFL7
Z-score < -2,0 baixa expressao
Z-score entre -2,0 e 2,0 expresso normal
Z-score = 2,0 alta expressdo. A 4
Andlise de genes diferencialmente expressos
(16.941 genes)
Software R —» Pacote LIMMA =
eBayes
{(Empirical Bayes Statistics for Differential Expression)
False Discovery Rate (FDR) < 0,05
Fold Change 22,0| v
Alta expressdo de EGFLY7 vs. expressao normal
l L Baixa expressao de EGFL7 vs. expressdo normal
Adicionalmente
0 N \ .
| Andlise de Enriquecimento de Ontologia Génica Portal DAVID Vias de sinalizacdo na base KEGG
“Fast Gene Set Enrichment Analysis™ (Enriched Gene Ontology) p<005 (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) )

Software R —» Pacote “igsea”

r
Categorias “H: Hallmark gene sets”

'—l FDR=0,25 Iﬁ
‘ Colon esquerdo J ( Célon direito | .| Estimativa de infiltrados | J Algoritmos
i

n=158 n=97 | 'L imunolbgicos [ TIMER, CIBERSORT, quanTlseq, xCell, MCP-counter e EPIC
\
[ | TIMER2.0
(Tumor Immune Estimation Resource) Teste t de Student
| p=0,05 , |
na expressao de EGFL7 Alta expressdo de EGFL7 | Expressédo normal
| p=005 J (n=6) (n=91)

Figura 14: Fluxograma dos materiais e métodos realizados nesse estudo.
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Amostragem

Foram avaliados 487 pacientes com o diagnostico de CCR atendidos no
Hospital de Braga, Portugal, entre 1 de janeiro de 2005 e 1 de janeiro de 2010 por
meio de tissue microarrays (TMAS) (96, 97). (96, 97)Blocos de parafina dos tumores
primarios de pacientes com o diagnostico de CCR foram recuperados do
Departamento de Patologia do Hospital de Braga de Portugal. Um patologista
experiente do Hospital de Braga realizou a revisédo histologica, de acordo com 0s
critérios descritos pela Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) (13). Em seguida, areas
representativas foram delimitadas, e as amostras foram colocadas em blocos de
parafina recipientes utilizando um arrayer com spots de 0,06 mm (Beecher
Instruments, Silver, Spring, MD). Secg¢des de 4 um foram feitas dos arrays e, no intuito
de representar diferentes padrbes eventualmente encontrados dentro da mesma
amostra, foram feitas de 2 a 3 amostragens para 0 mesmo paciente, sendo amostras
tumorais e amostras normais de tecido adjacente. Cortes de rim normais foram
utilizados como controles internos, uma vez que o tecido renal é bem vascularizado,
além disso o proprio endotélio tumoral foi utilizado como controle. Como os spots do
TMA eram de pequeno tamanho, o endotélio foi utilizado apenas como controle interno
da reacao de imunohistoquimica; portanto, ndo foi possivel realizar qualquer analise

mais aprofundada.

Trata-se de uma série muito bem documentada e caracterizada, as mesmas ja
analisadas no projeto intitulado “Expressdo de Marcadores de Metabolismo e de
Angiolinfangiogenese no Cancro Colorectal — associacdo com caracteristicas
clinicopatologicas e impacto no progndstico”, dados ja publicados em Martins et al.
2016 - doi 10.1186/s12885-016-2566-9 “Significance of glycolytic metabolism-related
protein expression in colorectal cancer, lymph node and hepatic metastasis”. No
entanto, o presente estudo utilizou apenas as 487 amostras de tumores primarios dos
pacientes, ndo analisando as amostras de linfonodos e metastases hepaticas, que

poderdo ser usadas em estudos futuros.
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Imunohistoquimica

A reacdo de imunohistoquimica para EGFL7 foi realizada de acordo com a
padronizacdo do Centro de Pesquisa em Oncologia Molecular (CPOM) do Hospital de
Cancer de Barretos, utilizando o anticorpo primario anti-EGFL7 (ab115786 — Abcam,
Cambridge, MA, USA) (Figura 15).

Figura 15. Reacéo de imunohistoquimica para a proteina EGFL7 em tissue microarray de tecidos normais (20x).
A) parénquima cerebral; B) célon; C) rim; D) tibulos seminiferos

Laminas com secc¢bes de 4 um foram desparafinizadas em estufa a 80°C,
seguidamente por banhos de xilol e subsequente hidratacdo. Em seguida, foi realizada
a recuperacao antigénica em tampéao tris-EDTA pH 9,0 por 20 minutos a 98°C (banho-
maria), seguido de 20 minutos em temperatura ambiente para arrefecimento. Apés
lavagens com TBS (2 lavagens de 5 minutos entre cada etapa da reacao de IHC), foi
realizado o bloqueio das peroxidases endégenas e bloqueio de proteinas
inespecificas com o kit de imunohistoquimica Novolink Polymer Detection System
(Leica Biosystems, UK). O anticorpo anti-EGFL7 (ab115786 — Abcam, Cambridge,
MA, USA) foi aplicado na diluicdo 1:100 sobre a lamina, onde ficaram em camara
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umida por 90 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, foram aplicados sobre a
lamina anticorpo pos primario (30 minutos), polimero que reconhece o anticorpo
secundério e amplifica o sinal (30 minutos), com lavagens com TBS entre cada etapa.
Foi realizada a coloragdo com DAB por 5 minutos. Por fim, a lamina foi contra corada

com hematoxilina, desidratada, montada e armazenada em caixa escura.

Todas as reagOes foram avaliadas cegamente por 2 pesquisadores e a
intensidade da imunorreacdo para EGFL7 nas células tumorais foi classificada por
meio de cruzes (0 a 3 cruzes), onde as amostras que apresentavam coloracao
negativa eram classificadas como 0, as amostras que apresentavam marcacao
positiva, porém com intensidade fraca foram classificadas com 1 cruz, as amostras
com marcacao positiva com intensidade média foram classificadas com 2 cruzes e por
fim, amostras com intensidade forte eram classificadas com 3 cruzes. Em geral, toda
a extensdo tumoral das amostras positivas apresentou imunorreacao, por essa razao
a classificacdo foi realizada apenas quanto a intensidade da imunorreacao.
Posteriormente, os pacientes que apresentaram entre 0 e 2 cruzes foram classificados
como “baixa expressdo”, enquanto aqueles com 3 cruzes foram classificados como
“alta expressao”. A classificacdo de marcacdo das amostras foi relacionada com
dados clinico patologicos (idade, género, historia clinica e pessoal de CCR,
apresentacao clinica, tempo de sintomas, localizagdo, CEA, presenca de metastase,
tamanho tumoral, tipo histolégico, diferenciacdo, invasdo de linfonodos, invasao
vascular e linfatica, estadiamento clinico e recidiva, seguimento e status) dos
pacientes e moleculares (marcacdo imunohistoquimica para VEGFA, VEGFC,
VEGFR2 e VEGFRS3 — dados prévios do grupo de pesquisa, retirados de (97)).

Andalise estatistica

As analises foram realizadas utilizando os softwares SPSS v20 e R, com
significAncia estatistica quando P<0,05. A sobrevida dos pacientes foi analisada
independentemente da localizagdo tumoral e separando por localiza¢ao (célon direito,
colon esquerdo e reto). Foram realizadas curvas de Kaplan Meier, considerando

diferenca estatistica quando log rank e valor de p menor ou igual a 0,05.

Foi realizada, entdo, a associacdo entre os dados de imunohistoquimica para
EGFL7 com marcadores de angiogénese (VEGFA, VEGFC, VEGFR2 e VEGFR3) (97)
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Andlises in silico

As analises in silico foram realizadas no software R, utilizando os pacotes
RTCGAToolbox (98) e TCGAbiolinks (99) para obtencdo dos dados de
adenocarcinoma de célon (COAD) do The Cancer Genome Atlas (TCGA) (100). Para
as anadlises de expressdo, foram obtidos dados de RNASeq (lllumina HiSeq)
normalizados de COAD (n = 298). Foi calculado o Z-score para EGFL7 para cada
paciente. Aqueles que apresentaram Z-score < -2,0 foram considerados com baixa
expressdo de EGFL7, aqueles com o valor entre -2,0 e 2,0 foram considerados com
expressdo normal e aqueles com Z-score > 2,0 foram considerados com alta

expressao.

Foi realizada a andlise de genes diferencialmente expressos considerando
como contraste os grupos de pacientes com alta expressédo de EGFL7 vs. expressao
normal ou baixa expressdo de EGFL7 vs. expressdo normal utilizando o pacote
LIMMA (101): primeiramente, os dados de expressao de todos 0s genes sequenciados
(20.501 genes) foram obtidos em adenocarcinoma de c6lon. Em seguida, os pacientes
com amostras duplicadas e 0s genes com numero muito baixo de reads foram
retirados das analises, obtendo-se o total de 16.941 genes e 271 pacientes. Em
seguida, foi utilizado o teste eBayes (Empirical Bayes Statistics for Differential
Expression), implementado o pacote LIMMA em R. Os genes com valor de False
Discovery Rate (FDR) < 0,05 e Fold Change > |2,0] foram considerados
diferencialmente expressos para cada uma das analises. Em seguida, as listas de
genes foram submetidas para analise de Enriquecimento de Ontologia Génica
(Enriched Gene Ontology - GO) de processos bioldgicos e de vias de sinalizagéo na
base KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) no portal DAVID (102) e os
termos foram considerados estatisticamente significantes quando P < 0,05. Para
reducdo do numero de termos do GO, foi utilizada a ferramenta REVIGO (103), que

agrupa os termos por semelhanca semantica e processo bioldgico.

Adicionalmente, foi realizada a andlise de Fast Gene Set Enrichment Analysis

utilizando o pacote “fgsea” em R (104). Os genes diferencialmente expressos foram
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analisados na categoria “H: Hallmark gene sets”, considerando como estatisticamente

significantes as assinaturas com FDR<0,25.

Os pacientes foram entéo distribuidos de acordo com o local de acometimento
do tumor (direito — que corresponde ao ceco, colon ascendente, flexura hepatica e
transverso e esquerdo — que corresponde a flexura esplénica, colon descendente,
sigmoide e juncdo retossigmoide). Foi realizada a analise de sobrevida destes
pacientes baseada na expressdo de EGFL7, considerando P<0,05 como

estatisticamente significante em andlise de log rank.

A estimativa de infiltrados imunes nos pacientes com adenocarcinoma de colén
acometendo o lado direito (n=97) foi realizada utilizando TIMER2.0 (Tumor Immune

Estimation Resource (http://timer.cistrome.org) (105-107). Foram realizadas

estimativas pelos algoritmos TIMER, CIBERSORT, quanTlseq, xCell, MCP-counter e
EPIC nos pacientes com alta expressao de EGFL7 (n=6) e expressdo normal (n=91).
Para cada estimativa, os grupos “alta expressao” e “expressdo normal” foram
comparados e foi realizado teste t de Student. Os resultados foram considerados

estatisticamente significantes quando P<0,05.
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Resultados
Andlise de imunohistoquimica

Foram analisadas por meio de imunohistoquimica amostras de 487 pacientes
com o diagnostico de CCR atendidos no Hospital de Braga, Portugal. As amostras
foram coletadas e montadas em tissue microarrays (TMAS), armazenadas e enviadas
para o nosso grupo de pesquisa. Devido a vasta utilizacdo do bloco de parafina e a
propria técnica de imunohistoquimica, foram perdidas amostras de 24 pacientes,
reduzindo a amostragem para um total de 463 pacientes. Do total, encontramos 360
(77,8%) pacientes com baixa expressao de EGFL7 e 103 (22,2%) com alta expressao.

A marcacéao foi essencialmente citoplasmatica (Figura 16).

Figura 16: Reacgdo de Imunohistoquimica para a proteina EGFL7 em tissue microarray dos 487 pacientes
(400x): A) Tecido tumoral de célon com baixa expresséo; B) Tecido tumoral de célon com alta expresséo; C)
Tecido normal do célon com baixa expresséo; D) Tecido normal do célon com alta expresséo.

N&o foram encontradas associac¢des entre a expressao de EGFL7 e os dados
clinicos dos pacientes (Tabela 1).
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Tabela 1: Associacdo entre os principais dados clinicos dos 463 pacientes
diagnosticados com CCR e a analise da marcacao imunohistoquimica para expressao
de EGFL?7.

Marcacéao
Dados clinicos Baixa expressao Alta expresséo valor de p
n (%) n (%)
360 (77,8%) 103 (22,2%)

Masculino 227 (78,5%) 62 (21,5%) 0,597
Género

Feminino 133 (76,4%) 41 (23,6%)

<=45 16 (72,7%) 6 (27,3%) 0,36
Idade

>45 344 (78,0%) 97 (22,0%)

Sem 348 (77,3%) 102 (22,7%) 0,175
Histéria pessoal de CCR

Com 12 (92,3%) 1 (7,7%)

Sem 301 (78,0%) 85 (22,0%) 0,134
Historia familiar

Com 27 (67,5%) 13 (32,5%)

Assintomatico 65 (78,3%) 18 (21,7%) 0,892
Apresentacéo

Sintomatico 295 (77,6%) 85 (22,4%)

< 6 meses 246 (77,8%) 70 (22,2%) 0,822
Tempo de sintomas

> 6 meses 49 (76,6%) 15 (23,4%)

Célon direito 90 (81,8%) 20 (18,2%) 0,502
Localizagao Célon esquerdo 176 (76,5%) 54 (23,5%)

Reto 94 (76,4%) 29 (23,6%)

<=10 ng/mL 243 (76,2%) 76 (23,8%) 0,207
CEA

> 10 ng/mL 59 (83,1%) 12 (16,9%)

A analise dos dados patoldgicos dos pacientes ressalta a baixa expressao de
EGFL7 em células tumorais associada com maior comprometimento linfonodal (83%
dos pacientes com comprometimento linfonodal apresentaram baixa expresséao
enquanto apenas 73,7% nao tiveram comprometimento dos linfonodos, P=0,020),
invasdo de vasos linfaticos (82,1% dos pacientes com invasao de vasos linfaticos
apresentaram baixa expressdo enquanto apenas 73,6% nao tiveram espalhamento
linfonodal, P=0,033) e recidiva (88,1% dos pacientes com recidiva apresentaram baixa
expressdo de EGFL7 enquanto apenas 76% nao apresentaram recidiva, P=0,028)
(Tabela 2).
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Tabela 2: Associacdo entre os principais dados patolégicos dos 463 pacientes

diagnosticados com CCR e a analise da marcacéo Imunohistoquimica para expressao

de EGFL7.
Marcacédo
Dados patolégicos Baixa expressao Alta expresséo valor de p
n (%) n (%)
360 (77,8%) 103 (22,2%)
Polipoide 181 (76,7%) 55 (23,3%)
Ulcerado 84 (77,1%) 25 (22,9%)
Tipo macroscépico de —
. Infiltrativo 33 (84,6%) 6 (15,4%) 0,714
cancer
Exofitico 29 (78,4%) 8 (21,6%)
Viloso 1 (50,0%) 1 (50,0%)
Né&o 286 (77,5%) 83 (22,5%)
Diagnéstico de metastase 0,800
Sim 74 (78,7%) 20 (21,3%)
<=4.5cm 207 (76,7%) 63 (23,3%)
Tamanho do tumor 0,398
>4.5cm 133 (80,1%) 33 (19,9%)
Adenocarcinoma 320 (77,1%) 95 (22,9%) 0,061
Adenocarcinoma o 0
Tipo histolégico mucinoso 39 (86,7%) 6 (13,3%)
Anel de sinete e
) 1 (33,3%) 2 (66,7%)
mucinoso
Bem 151 (75,1%) 50 (24,9%)
Moderadamente 157 (78,5%) 43 (21,5%)
Diferenciagéo 0,398
Pouco 38 (86,4%) 6 (13,6%)
Indiferenciado 2 (66,7%) 1(33,3%)
Comprometimento dos Sem 193 (73,7%) 69 (26,3%) 0.020
linfonodos com 156 (83,0%) 32 (17,0%)
Sem 197 (79,1%) 52 (20,9%)
Invasé&o de vasos venosos 0,579
Com 150 (76,9%) 45 (23,1%)
Invaséo de vasos Sem 142 (73,6%) 51 (26,4%)
el 0,033
linfaticos Com 197 (82,1%) 43 (17,9%)
1 55 (70,5%) 23 (29,5%)
2 134 (77,0%) 40 (23,0%)
Estagio 0,218
3 116 (79,5%) 30 (20,5%)
4 55 (84,6%) 10 (15,4%)
Continua.
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Continuagéo Tabela 2.

Marcacéo
Dados patolégicos Valor de p
Baixa expresséo Alta expresséo
Sem 301 (76,0%) 95 (24,0%)
Recidiva 0,028
Com 59 (88,1%) 8 (11,9%)

N&o encontramos associacdo entre a expressao de EGFL7 e VEGFA, VEGFC
e VGFR3. No entanto, encontramos maior porcentagem de tumores com baixa
expressdo de EGFL7 com alta expressdo de VEGFR2 (78,2% vs. 53,8% com baixa
expressao, P<0,05, Tabela 3).

Tabela 3: Associacao entre expressao de EGFL7 e marcadores de angiogénese.

Expresséo de EGFL7

Marcadores moleculares* Valor de p
Baixa expresséo Alta expresséo

Negativo 8 (88,9%) 1(11,1%)

Expresséo de VEGFA 0,691
Positivo 346 (77,4%) 101 (22,6%)
Negativo 31 (86,1%) 5 (13,9%)

Expresséo de VEGFC 0,210
Positivo 326 (77,1%) 97 (22,9%)
Negativo 7 (53,8%) 6 (46,2%)

Expressédo de VEGFR2 0,049
Positivo 344 (78,2%) 96 (21,8%)
Negativo 271 (79,0%) 72 (21,0%)

Expresséo de VEGFR3 0,219
Positivo 83 (73,5%) 30 (26,5%)

*Dados retirados de (97)

N&o foram encontradas diferencas significativas na sobrevida global e livre da
doenca considerando a expressao global nos pacientes com CCR (em geral) ou com

a localizacao do tumor (cdélon direito, colon esquerdo e reto) (Figura 17).
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Figura 17: Sobrevida livre de doenga e global dos pacientes diagnosticados com CCR considerando a expressdo de EGFL7. (A) Sobrevida livre de doenca dos 463 pacientes com
CCR. (B) Sobrevida global dos 463 pacientes com CCR. (C e D) Sobrevida livre de doenca e global dos pacientes com adenocarcinoma de célon localizados no célon direito. (E e F) Sobrevida

livre de doenga e global dos pacientes com adenocarcinoma de c6lon localizados no célon esquerdo. (G e H) Sobrevida livre de doenca e global dos pacientes com adenocarcinoma de reto.
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Andlises in silico

Uma vez caracterizada a expressdao de EGFL7 em tumores de pacientes
através de imunohistoquimica, realizamos uma analise in silico com os dados do The
Cancer Genome Atlas (TCGA) para caracterizar a expressao diferencial de genes, no
intuito de descrever processos bioldgicos e vias que estdo relacionadas com a

expressédo deste gene.

Para a anélise de expressdo génica foram extraidos dados do TCGA de 298
pacientes diagnosticados com cancer de célon e 98 pacientes diagnosticados com
cancer de reto. Na andlise de expressado génica de EGFL7 nos pacientes com cancer
de célon encontramos um total de 12 pacientes que apresentaram alta expressao de
EGFL7, 280 pacientes que apresentaram expressdo normal e 6 pacientes que
apresentaram baixa expressao. A analise dos pacientes diagnosticados com cancer
de reto mostrou que 3 pacientes apresentaram alta expressdo de EGFL7, 94

apresentaram expressao normal e 1 paciente apresentou baixa expressao (Tabela 4).

Tabela 4: Expressdo génica em pacientes diagnosticados com cancer de colon e

cancer reto.

Expressao Génica

Total de pacientes Alta expresséo Expressao normal Baixa expressao
Cancer de célon 298 12 280 6
Cancer de reto 98 3 94 1

Observamos na andlise de sobrevida global dos pacientes com
adenocarcinoma de colon (p = 0,002), que a alta expressédo de EGFL7 foi associada

a menor sobrevida global (Figura 18).
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Figura 18: Sobrevida global dos pacientes do The Cancer Genome Atlas (TCGA) diagnosticados com cancer de
célon baseado na expresséo de EGFL7 analisada por sequenciamento de RNA.

Devido a pequena amostragem de pacientes com céancer de reto que
apresentaram diferenca da expressédo de EGFL7, decidimos cessar as analises in
silico nesse grupo tumoral, prosseguindo as analises de genes diferencialmente
expressos, Ontologia Génica (Gene Ontology — GO) e de vias enriquecidas no KEGG

apenas com os pacientes diagnosticados com cancer de célon.

Na analise de genes diferencialmente expressos nos pacientes diagnosticados
com cancer de cdllon com alta expressdo de EGFL7, encontramos um total de 397
genes com expressao diferencial, sendo 356 genes com alta expresséo e 41 genes

com baixa expressao (Tabela 5, Tabela suplementar 1). Os pacientes com baixa
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expressdo de EGFL7 apresentaram um total de 428 genes com expressao diferencial,
sendo 4 genes com alta expressao e 424 genes com baixa expresséao (Tabela 5,

Tabela suplementar 2).

Tabela 5: Numero de genes diferencialmente expressos considerando como
contrastes os pacientes com alta expressao de EGFL7 vs. expressao normal e baixa

expressdo de EGFL7 vs. expressdo normal nos casos do The Cancer Genome Atlas.

NUmero de genes diferencialmente expressos

Grupos de contraste Alta expresséo Baixa expressao
Alta expresséo de EGFL7 vs. expressdo normal 356 41
Baixa expressédo de EGFL7 vs. expressdo normal 4 424

Com base nesses dados, comparamos as listas de genes diferencialmente
expressos nos 2 contrastes (alta expressao vs. expressao normal e baixa expressao
vs. expressdao normal). Observamos que 88 genes diferencialmente expressos
estavam presentes em ambos os contrastes, sendo assim genes diferencialmente
expressos tanto em pacientes com alta quanto em baixa expressdo de EGFL7. O
comportamento de expressao (alta ou baixa expressdo) de todos os 88 genes foi 0

oposto nos 2 contrastes (Tabela suplementar 3).

A analise de ontologia génica (Gene Ontology — GO) com 0s genes
diferencialmente expressos nos pacientes diagnosticados com cancer de célon que
apresentaram alta expressdo de EGFL7 mostrou um total de 74 termos enriquecidos
principalmente relacionados a angiogénese, adesao celular, sinalizacdo mediada por
integrina e cascata ERK1/ERK2 e diversos termos relacionados a resposta
imunoldgica (Figura 19 e Tabela suplementar 4).
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Figura 19: Principais termos enriquecidos na andlise de ontologia génica realizada a partir dos genes
diferencialmente expressos encontrados nos pacientes diagnosticados com cancer de c6lon com alta expressao
de EGFL7

As analises de GO com os genes diferencialmente expressos nos pacientes
com baixa expressdo de EGFL7 revelou um total de 136 termos enriquecidos
relacionados basicamente com os mesmos termos encontrados na andlise realizada
nos pacientes com alta expressao de EGFL7, como angiogénese, adesado celular,
sinalizacdo mediada por integrinas e cascata ERK1/ERK2 (Figura 20 e Tabela

suplementar 5).
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Figura 20: Principais termos enriquecidos na andlise de ontologia génica realizada a partir dos genes
diferencialmente expressos encontrados nos pacientes diagnosticados com cancer de célon com baixa
expressao de EGFL7.

Realizamos uma analise de GO com os 88 genes diferencialmente expressos

encontrados tanto nos pacientes com alta expressao quanto nos pacientes com baixa

expressdo de EGFL7, encontramos um total de 43 termos enriquecidos (Figura 21 e

Tabela suplementar 6).
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Figura 21: Principais termos enriquecidos na analise de ontologia génica realizada a partir dos genes
diferencialmente expressos em comum nos pacientes diagnosticados com cancer de c6lon com alta e baixa
expressao de EGFL7.

A analise de vias no KEGG com os genes diferencialmente expressos
encontrados nos pacientes com cancer de célon com alta expressdo de EGFL7

revelou um total de 29 vias enriquecidas (Figura 22 , Tabela suplementar 7).
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Figura 22: Principais vias enriquecidas na analise no KEGG realizada a partir dos genes diferencialmente expressos
nos pacientes diagnosticados com adenocarcinoma de colon com alta expressao de EGFL7 vs expressdo normal e
baixa expressdo de EGFL7 vs expressédo normal.

Dentre as vias enriquecidas, ressaltamos algumas (e 0s genes
diferencialmente expressos em nossa analise) que sao de grande importante na

carcinogénese:

Via de sinalizagdo Rap-1 (n=15): PRKCG, ITGAM, FLT4, ITGB2, ITGA2B,
ADCY4, VEGFC, PIK3CD, MAPK12, MAPK11, TIAM1, PLCB4, RACS3, PLCBZ,
FGF11.
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Moléculas de adeséo celular (CAM) (n=12): CD86, NTNG2, HLA-DMA, NLGN2,
ITGAM, ITGB2, PECAM1, ITGB8, NRCAM, ESAM, PDCD1LG2, LRRCA4C.

Via de adeséao focal (n=11): PRKCG, PARVG, FLT4, ITGA2B, SPP1, ITGBS,
VEGFC, RAC3, PIK3CD, ITGAS5, ITGB6.

Via de sinalizagéo VEGF (n=5): PRKCG, MAPK11, RAC3, PIK3CD, MAPK12.

A analise de vias no KEGG com os genes diferencialmente expressos
encontrados nos pacientes com adenocarcinoma de célon com baixa expresséo de
EGFL7 revelou um total de 24 vias enriquecidas (Figura 22, Tabela suplementar 8).
Dentre as vias enriquecidas, ressaltamos algumas (e os genes diferencialmente

expressos em nossa analise) que sdo de grande importante na carcinogénese:

Via de sinalizagao PI3K/Akt (n=20): PDGFRB, NGFR, CSF3R, LAMA2, FLT4,
PDGFB, FN1, VEGFC, GNG11, FGF7, COL6A2, AKT3, SPP1, GNB4, ITGA7, TEK,
GNBS5, ITGA5, FGFR1, TLR2.

Via de sinalizacdo Ras (n=16): TGFB1, LUM, SDC2, RDX, TWIST2, HSPB2,
FN1, MSN, DCN, MAPK11, MRAS, AKT3, PLCG2, ITGAS5, FGFR1, TLR2.

Via de sinalizacdo Rap-1 (n= 15): PDGFRB, NGFR, ITGAM, FLT4, PDGFB,
VEGFC, RASGRP2, RASGRP3, MAPK11, FGF7, MRAS, ADORA2A, AKT3, TEK,
FGFR1.

Vias no cancer (n=18): PDGFRB, TGFB1, CSF3R, LAMA2, PDGFB, FN1,
VEGFC, RASGRP2, GNG11, GLI3, GLI2, RASGRP3, FGF7, AKT3, GNB4, PLCGZ2,
GNB5, FGFR1.

Adesao focal (n=12): PDGFRB, LAMA2, FLT4, COL6A2, AKT3, PDGFB, SPP1,
FN1, VEGFC, ITGA7, ITGAS, MYLO.

Interessantemente, a comparagdo das vias enriqguecidas em ambos os
contrastes aponta para vias e termos correlatos, em sua maioria relacionados a

cancer, carcinogénese, ou resposta imunoldgica (Figura 22).

A analise de fGSEA aponta para um enriquecimento dos genes

diferencialmente expressos no grupo com alta expressdo de EGFL7 em relacédo ao
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grupo com expressao normal. Considerando as assinaturas “H: Hallmark gene sets”,
encontramos 0 enriquecimento de rejeicdo a alografos, transicdo epitélio-

mesénquima, resposta inflamatéria e sinalizacdo para KRAS (UP) (Tabela 6).

Tabela 6: Hallmarks enriquecidos no grupo com alta expressao de EGFL7 em relacéo

ao grupo com expressao normal

Hallmarks FDR* ES** NES*** Genes
o FCGR2B, PRKCG, BCAT1, ITGB2, FGR, CD86,
Rejeicdo de
0,01688092 0,5014685 1,839493 LY86, SRGN, SPI1, HLA-DMA, CRTAM, TLR2,
aloenxerto
TGFB1, TIMP1
SPP1, ADAM12, FAP, BGN, LGALS1,
Transicao epitelial FSTL3, NNMT, LOXL1, VEGFC,
. 0,01688092 0,4596262 1,837683
para mesenquimal BASP1, HTRAL, VIM, ITGA5, TGFB1,
PTX3, TIMP1, EMP3, GJAl
GPC3, MSR1, C5AR1, P2RX7, CD14, ITGAS5,
Resposta
) ) 0,223071 0,342619 1,282354 APLNR, TLR2, TIMP1, PTGIR, EMP3, CCL7,
inflamatéria

SLC31A2, SCARF1

SPP1, CD37, ADAM8, HSD11B1, ITGB2,
0,18122217 0,3421472 1,390977 PDCD1LG2, LAPTMS5, LY96, MAFB, FCERI1G,

GYPC, FLT4, NRP1, PECAM1

Alta sinalizagao de
KRAS

*False Discovery ratio, **Enrichment score ***Normalized enrichment score

Dos 461 pacientes do dataset de adenocarcinoma de célon do TCGA, 124
foram alocados no grupo com a neoplasia no célon direito e 231 no colon esquerdo.
Os 106 restantes ndo estavam especificados no TCGA e foram retirados das anélises
subsequentes. Dos pacientes diagnosticados com adenocarcinoma no coélon direito, 6
apresentaram alta expressdo de EGFL7, 1 apresentou baixa expressdo e 85
apresentaram expressao normal. Daqueles diagnosticados com adenocarcinoma no
cOlon esquerdo, 4 apresentaram alta expressdo de EGFL7, 5 apresentaram baixa
expressdo e 149 apresentaram expressao normal. Observamos na analise de
sobrevida que os pacientes com tumores localizados no célon direito com alta
expressao de EGFL7 apresentaram pior sobrevida do que os outros pacientes (62,5%
dos pacientes com alta expressdo de EGFL7 sobreviveram 12 meses apos o
diagnéstico vs. 88,9% dos pacientes com expressao normal, P=0,025) (Figura 23).
Nao foram encontradas diferencas estatisticas na sobrevida global dos pacientes
diagnosticados com adenocarcinoma de colon localizado no lado esquerdo. Por este
motivo, decidimos continuar as analises de bioinformatica apenas com 0s pacientes

diagnosticados do lado direito.
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Figura 23: Graficos de sobrevida global considerando a expressdo de EGFL7 em pacientes com
adenocarcinoma de célon. A) Sobrevida global dos pacientes com adenocarcinoma de colon localizados no
lado esquerdo. B) Sobrevida global dos pacientes com adenocarcinoma de célon localizados no lado direito.

Encontramos na andlise de estimativa de

infiltrados

imunes nas

lesdes

acometidas do lado direito que nos pacientes com alta expressdo de EGFL7 ha uma

estimativa de reducéo de células NK inativas e mastécitos ativados (encontrados pelo
algoritmo CIBERSORT), células B e mastdcitos ativados (encontrados pelo algoritmo
CIBERSORT-ABS) e eosindfilos e neutrofilos (encontrados pelo algoritmo XCELL)

(Tabela suplementar 9), apontando para uma reducdo nas células de imunidade

inata nos tumores com maior expressao de EGFL7.
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Discussao

O presente estudo objetivou caracterizar a expressao de EGFL7 em pacientes
diagnosticados com CCR e propor processos biolégicos e vias possivelmente
alteradas pela expresséo diferencial deste gene. Encontramos que a baixa expressao
de EGFL7 em células neoplasicas estd associada a maior comprometimento
linfonodal, invasdo de vasos linfaticos e recidiva, possivelmente devido a
desregulacdo de processos relacionados a carcinogénese, encontrados em nossa
andlise in silico, tais como inflamacdo, crescimento celular, adesdo celular,
angiogénese, e vias importantes como proteoglicanos no cancer, VEGF, Ras, Rap-1,
MAPK e PI3K/Akt. Além disso, encontramos que a baixa expressao de EGFL7 esta
associada a alta expressdo de VEGFR2, um receptor de fator de crescimento
endotelial vascular que desempenha papel importante na linfangiogénese e

angiogénese.

Através de aCGH, nosso grupo de pesquisa descreveu anteriormente alteracéo
no numero de cépias na regido chr9q34.3 em astrocitoma pilocitico (108) composta
por 8 genes. Destes, 0 gene EGFL7 se mostrou um promissor objeto de estudo, uma
vez que codifica para um fator pré-angiogénico, restrito ao endotélio, que esta
associado a matriz extracelular (64) e desempenha um papel especifico na
tubulogénese vascular e regulacdo da angiogénese (65). Sendo assim, a
desregulacéo da expressao deste gene parece estar relacionada a carcinogénese.

De fato, existem diversos estudos que associam a desregulacdo da expressao
de EGFL7 em diferentes tipos tumorais. A alta expressdo deste gene mostrou-se
como um marcador de pior prognéstico em tumores géstricos (87), laringeos (82),
ovarianos (83), gliomas difusos (84-86) e CCR (66), aléem de que a relacdo do EGFL7
com a via do EGFR estéa diretamente relacionada ao desenvolvimento e crescimento
de varios tipos tumorais, quando desregulados patologicamente, como gliomas (88),
cancer gastrico (89), cancer hepatocelular (90) e cancer renal (91) entre outros. Nosso
grupo de pesquisa observou que a alta expressao de EGFL7 foi associada com pior
evolucgéao clinica em pacientes diagnosticados com astrocitoma pilocitico (109) e uma
pior sobrevida e Karnofsky Performance Score (KPS) mais baixo em glioblastoma
(dados em publicacéo).
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Hansen e colaboradores (110) descreveram a expressao citoplasmatica de
EGFL7 em mCCR (cancer colorretal metastatico), e encontraram associacao entre
mutacdo de KRAS e maior area de vasos, estimada através da expressdao EGFL7
(111). Apesar de 0 mecanismo ainda ser pouco caracterizado, é possivel que o
aumento da via MAPK (através da mutacdo de KRAS) possa regular positivamente a
expressdo de EGFL7, levando a aumento na angiogénese e agressividade tumoral.
Posteriormente, 0 mesmo grupo de pesquisa descreveu que a expressao intratumoral
endotelial desta proteina é maior em tumores primarios de pacientes diagnosticados
com CCR estagios Il ou Il que apresentaram recorréncia em relacédo aqueles que nao
apresentaram recorréncia (112). Por fim, este grupo avaliou a quantidade de EGFL7
circulante (cir-EGFL7) durante o tratamento de pacientes diagnosticados com mCCR
com quimioterapia (capecitabia e oxaliplatina) + bevacizumabe. O grupo encontrou
uma reducéo de cir-EGFL7 apds o tratamento. Além disso, foi encontrado um pior
prognéstico (menor sobrevida livre de doenca e sobrevida total dos pacientes)
naqueles que possuiam altas quantidades de cir-EGFL7 basal antes do tratamento
(93). Em pacientes com metéstases hepéaticas que foram submetidos a quimioterapia
baseada em bevacizumabe seguida por resseccéo cirdrgica, foi encontrada baixa
expressado intratumoral de mMRNA de EGFL7 em metastases associada com maior
sobrevida livre de doenca (113). Somando-se a estes dados animadores, o estudo de
Hansen e colaboradores (112) sugere um valor preditivo importante de area vascular
EGFL7 positiva em relacdo a quimioterapia de primeira linha e bevacizumabe para
CCR e sugere a utilizacdo de um mecanismo de blogueio duplo do VEGFA e EGFLY7.
Em contraste, os dados encontrados no nosso estudo sugerem gue a expressao de
EGFL7 em células tumorais do tecido de pacientes ndo esta relacionado com
diferencas na sobrevida global e, além disso, a baixa expresséo esta relacionada com
aumento de comprometimento linfonodal, invasdo de vasos linfaticos e recidiva de
cancer colorretal metastatico. Portanto, sugerimos que os dados da literatura
encontrados analisando-se apenas a expressdo de EGFL7 nos vasos (93, 110-112)
podem estar mais relacionados a angiogénese do que aos efeitos da expressao de
EGFL7 em si.

Esta evidéncia pode ser indiretamente corroborada nos estudos em
continuidade, como Garcia-Carbonero e colaboradores (114), em um ensaio clinico

randomizado de fase Il, que mostraram que o tratamento com parsatuzumabe
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(anticorpo anti-EGFL7 que bloqueia seletivamente a interacdo entre EGFL7 e as
células endoteliais) falhou na melhora da eficacia da combinacdo de FOLFOX +
bevacizumabe em pacientes com mCCR. De maneira semelhante, outro ensaio clinico
randomizado de fase Il (95) mostrou que a administracdo de parsatuzumabe em
pacientes com cancer de pulmao nao-pequenas células ndo melhorou a eficacia do
tratamento (bevacizumabe + carboplatina/placlitaxel); inclusive os pacientes que
receberam parsatuzumabe apresentaram menor sobrevida livre de progressao
(P=0,0466, Hazard ratio = 1,686) do que o braco placebo. Ou seja, o efeito do bloqueio
da expressdo de EGFL7 pelo parsatuzumabe levou a resultados irrisorios perto do
bloqueio de VEGF, sugerindo que o principal efeito desta combinacéo de tratamento
estava relacionado com a angiogénese e ndo com a expressao de EGFL7. Nossos
dados in silico de sobrevida (alta expressdo de EGFL7 associada a pior sobrevida)
também podem ter sofrido este mesmo viés, ja que a alta expressdo de EGFL7
detectada pode ser refletida indiretamente pelo aumento da angiogénese, e ndo pela
maior expressao desta proteina nas células neoplasicas, por causa da utilizacado do
material tumoral como um todo (e néo sé as células neoplasicas) na realizagdo do
sequenciamento de RNA. A confirmacéo desta hipétese poderia ocorrer apos estudos
in vitro e/ou realizando o0 sequenciamento de nova geracdo apenas das células

neoplasicas.

Um estudo molecular forneceu fortes evidéncias de que o EGFL7 esta
altamente envolvido na invaséo celular e resisténcia ao anoikis, um tipo de morte
celular programada induzida pela perda de adesdo da matriz extracelular (115).
Anoikis € um mecanismo de prevencao do crescimento de células independentes em
locais inadequados, inibindo assim a colonizacdo de 6rgéos distantes e a metastase
(115, 116). Por essa razéo, anoikis tem sido alvo de estudos na carcinogénese, uma
vez que a resisténcia a este processo leva a sobrevivéncia das células tumorais
durante a circulagdo sanguinea, promovendo a colonizagdo de Orgéos distantes da
lesdo primaria. Alguns mecanismos de resisténcia ao anoikis sdo crescimento
independente de ancoragem e transicao epitelial-mesenquimal, dois mecanismos que
favorecem a metastase (116). Mostram ainda que a oposi¢ao ao anoikis mediado por
EGFL7 se d& por meio das vias de sinalizagdo PI3K / AKT (115).

Nossos dados in silico mostram processos bioldgicos enriquecidos
relacionados a apoptose, regulacdo da cascata ERK1 e ERK2, atividade das cascatas
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da MAPK e PI3K fortalecendo, portanto, o potencial mecanismo molecular do EGFL7
na mediacdo do CCR (117). Essas vias e processos encontrados enriquecidos em
nossa analise in silico desempenham um papel importante em condi¢cdes normais nas
células e na carcinogénese quando desregulados. Proteinas quinases ativadas por
mitégenos (MAPK), por exemplo, formam as principais vias de sinalizacdo de
proliferacéo celular da superficie celular para o nucleo. A via MAPK/ERK é uma das
mais importantes para a proliferacéo celular, varios fatores de crescimento e proto-
oncogenes, além de estar relacionada a migracdo, apoptose, senescéncia e
diferenciacéo celular (118, 119). Dos elementos principais desta via, estdo descritos
3 genes Ras humanos que codificam 4 proteinas distintas: H-Ras, N-Ras e duas
variantes de splice de K-Ras - K-Ras4A e K-Ras4B (120-122). A familia Ras de
GTPases realiza a transducéo de sinais de varios receptores para modular multiplas
vias de sinalizacao que levam a proliferacéo celular, sobrevivéncia e expressao génica
(120). Mutacdes nas proteinas Ras desempenham papéis essenciais no
desenvolvimento e manutencao de tumores, além de ser um dos oncogenes mutados
mais frequentes no cancer humano, sendo muitas vezes o principal driver para o
desenvolvimento de diversas neoplasias, incluindo cancer colorretal, sendo K-Ras a

isoforma mais mutada em canceres pancreaticos, colorretais e pulmonares (120, 121).

A ativacdo da via PI3K/AKT junto com mTOR pode regular varios processos
biolégicos importantes para o crescimento, metabolismo, autofagia e angiogénese
(123). A ativacdo desta via em células tumorais pode regular a angiogénese pelo
aumento da secrecdo de VEGF, modulacdo da expressdo de oOxido nitrico e
angiopoietinas (123, 124). Portanto, a ligacdo do VEGF a receptores nas células
endoteliais estimula a ativacdo dessa via, que € essencial para migracao de células
endoteliais, sendo assim fundamental para o desenvolvimento de vasos sanguineos,
principalmente durante a embriogénese (124). O maior comprometimento linfonodal e
invasdo de vasos linfaticos nos pacientes com baixa expressdo de EGFL7
encontrados em nosso estudo pode ser explicada pela alta expressdo de VEGFR2,
um receptor de fator de crescimento endotelial que desempenha um papel importante
na angiogénese e linfangiogénese. VEGFR2 tem como ligantes classicos o VEGFA,
importante no processo angiogénico e linfangiogénico, além da forma processada dos
ligantes VEGFC e VEGFD, fatores importantes no processo linfangiogénico (125). A
ativacao canonica e ndo canodnica de VEGFR?2 ativa vias de sinalizagdo como MAPK,
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PISK/AKT/mTOR, via das GTPases e cascata de sinalizacdo ERK1 e ERK2, vias
encontradas alteradas na nossa analise in silico, tanto nos pacientes com alta
expressdo de EGFL7, quanto nos pacientes com baixa expressao dessa proteina.
(125). Podemos inferir que a redugcdo na linfangiogénese esta indiretamente
relacionada ao menor comprometimento linfonodal e a reducédo na recidiva, ja que a
via linfatica € a principal via de espalhamento de células neoplasicas em CCR (60).
Em CCR, estes sao fatores importantes a se considerar na determinacdo do
tratamento (60, 61).

Além da desregulacdo das vias amplamente estudadas na carcinogénese,
como por exemplo MAPK/RAS/ERK e PI3K/AKT/mTOR citadas acima, nossa andlise
in silico ainda encontrou outras vias e processos biolégicos menos estudados, como
avia Rap-1. RAP-1 é uma pequena GTPase que pertence a familia Ras das GTPases
com potencial para regular e mediar as funcfes de Ras, além de estar relacionada a
muitas das caracteristicas do cancer (120, 121), atuando como um regulador central
da adesdo, motilidade celular, polaridade celular e migragéo (121). Além disso, RAP-
1 promove a ativagdo do receptor 2 do fator de crescimento endotelial vascular
(VEGFR2) e angiogénese através das integrinas. Assim, RAP-1 desempenha um
papel importante na invasdo e metastase devido a sua regulacao da adeséao celular e
remodelacdo do citoesqueleto através da sinalizacdo de ERK/MAPK e ativacdo das
integrinas (126). Ha evidéncias de que a ativacdo de RAP-1 promova a tumorigénese
em varios sistemas (121). Em cancer de colén, por exemplo, a ativacdo de RAP-1
resulta no comprometimento da adesao celular e aumento da adesao célula-matriz,
induzindo a disseminacao das células neoplasicas. Entdo, ativacdo e RAP-1 esta
relacionada a varios processos biolégicos como metabolismo celular, remodelacdo do
citoesqueleto, proliferacdo celular, migracdo e metastase por meio da regulacédo de
vias a jusante como, sinalizagdo ERK, AKT, FAK e Wnt (121, 126).

O presente estudo ndo leva em consideracédo a expressao do miR-126, contido
no lécus do gene EGFL7 e expresso em células endoteliais. A expressdo desse
microRNA pode ser regulada independentemente da expresséo da proteina EGFL7,
além disso, ha indicios de que miR-126 atue sobre a expressao da proteina EGFL7,

além de ser descrito na literatura como um supressor tumoral em CCR.
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Assim, existe uma gama de resultados contrastantes relacionando o efeito da
expressdo de EGFL7 em CCR, e possivelmente estes contrastes estao relacionados
as diferentes abordagens metodoldgicas: (a) varios estudos avaliaram a expressao
desta proteina no endotélio vascular (110-112), uma vez que esta proteina € descrita
amplamente restrita ao endotélio (64). No entanto, estes estudos acabaram por avaliar
indiretamente a angiogénese, e 0 bloqueio da angiogénese por bevacizumabe
(blogueando a expressao de VEGF) (40) foi mais importante na resposta do paciente
do que o blogueio de EGFL7 por parsatuzumabe; (b) nossa andlise in silico apontou
para o valor prognostico de EGFL7 (analisado por sequenciamento de RNA) em CCR,
sendo a alta expressao relacionada com pior sobrevida dos pacientes. Possivelmente
este resultado esta relacionado com a técnica em si, que analisa o tumor como um
todo (parénquima e estroma), e os resultados podem estar enviesados por possivel
aumento de area vascular tumoral (e consequentemente maior expressao de EGFL7
endotelial); (c) nossos dados avaliando a expresséo de EGFL7 por imunohistoquimica
apenas em células tumorais de pacientes diagnosticados com CCR encontrou baixa
expressdo de EGFL7 associada a maior comprometimento linfonodal, maior invasao
de vasos linfaticos e maior recidiva. Isto pode estar relacionado a maior
linfangiogénese, uma vez que encontramos em nossas analises uma associagao entre

a baixa expresséo de EGFL7 e expresséao positiva de VEGFR2.

Concluimos, portanto, que a baixa expressédo de EGFL7 nas células tumorais
dos pacientes diagnosticados com CCR possa estar relacionada com a alta expresséo
de VEGF2 levando assim a um aumento da invasao linfatica e maior linfangiogénese,
0 que também pode indiretamente levar ao aumento na recidiva. Além disso nossa
analise in silico aponta que a expressado de EGFL7 esta associada a vias importantes
relacionadas a carcinogénese e angiogénese. Estas vias podem estar envolvidas em
alteracOes de fungdes envolvidas em processos invasivos que consequentemente
estdo relacionados a maior recidiva. Por fim, mais estudos sdo necessarios para
aprofundar a associacdo destes achados clinicopatolégicos com os dados
moleculares e in silico para elucidar o mecanismo de EGFL7 na génese do CCR, a
fim de serem propostas diferentes abordagens de tratamento para o cancer colorretal

utilizando o EGFL7 como possivel biomarcador.
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Anexos

Tabela Suplementar 1. Genes diferencialmente expressos nos pacientes diagnosticados com adenocarcinoma de colén com alta

expressdo de EGFL7.

Gene Valor de p FDR Fold change
TNNT1 0,000137 0,011702 7,04547572
EGFL7 2,44E-20 4,13E-16 5,70389048
SPP1 0,001287 0,035835 5,69263288
IGFL2 6,38E-05 0,00756 5,36055532
NXPH4 0,000183 0,013308 5,34784465
MT1A 2,44E-05 0,004549 4,82441292
GPC3 1,87E-05 0,003998 4,78024062
PRAME 0,001037 0,0318 4,76965429
HOXC6 0,000156 0,012621 4,75841428
TRIM7 0,000687 0,025972 4,22162846
APOE 0,00019 0,01357 4,15627371
FCGR2B 8,48E-05 0,009393 4,00530532
TNFSF12-TNFSF13 0,000291 0,017167 3,99921566
PLEKHG4B 5,48E-10 4,64E-06 3,98424561
HOXC11 0,001959 0,044658 3,88735298
KIF26A 0,000455 0,021536 3,8633205
MT1L 2,40E-06 0,001287 3,86214692
CDH16 0,000872 0,029013 3,83118607
PRKCG 0,001361 0,036499 3,64644857
UNC5A 5,40E-06 0,002178 3,63304113
HYAL1 0,00145 0,037837 3,60940559
FAP 0,002239 0,048342 3,60714343
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Continua.

Continuagédo da tabela suplementar 1.

Gene Valor de p FDR Fold change
HOXC10 1,32E-05 0,003725 3,5782687
SIX2 0,000926 0,030143 3,52213939
ALOX15B 0,000512 0,02257 3,50356559
PPP1R1A 0,000282 0,016896 3,47367386
TRNP1 0,000599 0,02434 3,46646959
RPL39L 0,000765 0,02722 3,43414374
APOC1 0,000556 0,023319 3,36022183
ABCA3 0,001673 0,040699 3,35507751
HOXC4 1,15E-05 0,003432 3,32650553
TREM2 0,000319 0,017925 3,32207758
SPTBN4 2,28E-07 0,000215 3,31497439
AGAP2 0,00017 0,013095 3,28586694
VMO1 8,03E-08 0,000136 3,2470752
CHRFAM7A 0,000638 0,024906 3,21934861
FCGR1A 0,00018 0,013192 3,20354205
MATK 0,000143 0,011914 3,1904543
NRCAM 0,000543 0,0231 3,17032933
GALNT14 0,000227 0,015016 3,15175302
FCGR3A 0,001469 0,038294 3,14502767
SLAIN1 0,00118 0,034009 3,14438066
PNMAZ2 0,00157 0,039836 3,13678284
C5orf46 3,13E-05 0,005193 3,11772757
C8G 0,00043 0,020903 3,10487007
CPT1C 1,44E-06 0,000939 3,09267001
FAM20A 0,000194 0,013785 3,07247377
CRIP1 0,000187 0,013435 3,05726043
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Continua.

Continuagédo da tabela suplementar 1.

Gene Valor de p FDR Fold change
MEOX2 0,000846 0,028611 3,05147222
EMX1 0,001395 0,036875 3,05046508
FCGR1B 3,85E-05 0,005819 3,04706385
CPXM2 0,002368 0,049191 3,0433382
SLC11A1 0,000572 0,023673 3,0246017
MSR1 0,001616 0,040184 3,01320118
ITGAM 0,001472 0,038296 3,00681101
ATP6V1B1 3,84E-07 0,00034 3,00293631
CD72 2,34E-06 0,001287 2,9844462
BCAT1 0,00013 0,011428 2,98077025
NFATC1 5,09E-05 0,006881 2,97841045
BHMT 5,94E-06 0,002246 2,96442071
PDE1B 8,09E-05 0,009141 2,95608337
SLC2A5 0,000533 0,022867 2,94505371
CETP 5,83E-07 0,000429 2,92206089
BAI2 3,42E-05 0,005419 2,91241667
FCGR2C 0,000487 0,022041 2,8995037
GPX3 0,00039 0,020061 2,898226
HOMER2 0,00076 0,027146 2,8878392
HOXC8 0,000123 0,011158 2,87079781
SLC6A17 7,93E-08 0,000136 2,85623109
TDO2 0,002321 0,048884 2,85516494
MAPK11 1,45E-07 0,000174 2,81825572
NAT8 0,0003 0,017425 2,81144155
ST6GALNACS 0,001223 0,034815 2,80892363
S100A8 0,002157 0,047458 2,80731579
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Continua.

Continuagédo da tabela suplementar 1.

Gene Valor de p FDR Fold change
CD37 0,000886 0,0293 2,80169809
Clorf162 1,89E-05 0,003998 2,78938335
TBX15 6,05E-05 0,007317 2,78857244
GAMT 5,95E-06 0,002246 2,78802867
ZNF467 1,18E-07 0,000167 2,78070967
LILRB3 0,000317 0,017925 2,78037766
BGN 0,002359 0,049191 2,7659899
HOTAIR 0,002277 0,048679 2,74873906
ITGAX 0,000737 0,026974 2,74222522
ADAMS 0,000224 0,014944 2,74188065
PRRX2 0,000421 0,020817 2,7367943
DPEP2 0,000161 0,012713 2,70616122
HCST 0,000127 0,011286 2,70521692
FBXL16 0,002268 0,048643 2,70363419
UST 0,001537 0,039404 2,70329377
CERCAM 0,000146 0,012104 2,70284898
TMEMA45A 0,000213 0,01464 2,68954151
C5AR1 0,000259 0,016285 2,68830996
MCHR1 1,04E-07 0,00016 2,68735351
MSMB 2,11E-05 0,004237 2,68640022
ITGB2 0,001783 0,04224 2,68381253
KCNJ5 0,000255 0,016247 2,68289818
C140rf115 0,000241 0,015767 2,67445541
SNCG 0,000254 0,016247 2,67342386
HOXC5 4,15E-05 0,005914 2,67166474
FPR3 0,002053 0,045761 2,66576206
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Continua.

Continuagédo da tabela suplementar 1.

Gene Valor de p FDR Fold change
MAPK12 4,74E-05 0,006585 2,64839616
VAX2 1,49E-08 6,32E-05 2,64416739
OBSCN 0,000169 0,01307 2,64342035
LY6H 2,07E-05 0,004237 2,63863921
SSPO 5,97E-06 0,002246 2,63396401
HAMP 1,54E-05 0,003725 2,6305089
ITGA2B 3,84E-08 0,00013 2,62909768
DFNA5 0,00082 0,028305 2,6262095
TIAM1 0,001322 0,036169 2,61427997
FCGR1C 3,91E-05 0,005819 2,61033819
MEGF6 0,001934 0,044468 2,609053
ZNF883 0,000485 0,022041 2,6074482
APCDDI1L 0,000392 0,020082 2,59623055
GPIHBP1 0,000317 0,017925 2,5694452
XAGE1D 1,24E-06 0,000843 2,56850635
ABCC9 0,001627 0,040184 2,56799698
LILRB2 0,001909 0,044063 2,56567255
C2CD4C 0,000156 0,012621 2,55640032
PILRA 0,000929 0,030143 2,5495184
SPOCD1 0,001232 0,034952 2,5460117
ICAM5 3,59E-05 0,005526 2,54042677
FGR 0,000749 0,026974 2,53832155
SLITRK4 2,78E-06 0,001347 2,53729026
SNCA 0,001011 0,031262 2,53572009
ZNF385D 1,11E-05 0,003368 2,53546745
CD86 0,001169 0,033806 2,52467628
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Continua.

Continuagédo da tabela suplementar 1.

Gene Valor de p FDR Fold change
NDUFA4L2 0,001674 0,040699 2,51693745
LAIR1 0,001084 0,032397 2,51654542
RBP7 9,56E-05 0,009673 2,51060929
EBF3 0,000129 0,011413 2,51030639
GTSF1 0,001578 0,039903 2,5095503
CYTH4 0,000735 0,026974 2,50445811
C1QA 0,001482 0,038448 2,50315009
ALPK2 0,000496 0,022176 2,49950188
SIX1 0,000903 0,029712 2,49494559
PHLDB2 0,001049 0,031902 2,49448539
P2RX7 0,001006 0,031235 2,49237325
FOLH1 9,60E-05 0,009673 2,48940083
TMEM90B 0,002171 0,047651 2,4857107
HRASLS 2,86E-05 0,00489 2,48512493
GGTAl 0,001991 0,044975 2,47993293
PDCD1LG2 0,002006 0,045188 2,47985407
FGF11 4,86E-06 0,002057 2,47167111
LAPTM5 0,000465 0,021866 2,46808677
LY86 0,000404 0,020382 2,46223332
TNFRSF8 3,28E-05 0,005344 2,46167565
LILRAS 0,000813 0,028235 2,45948563
SDS 0,000954 0,030441 2,45895107
TLE6 0,000455 0,021536 2,45639573
CHST1 5,63E-05 0,007048 2,45096488
BCL2A1 0,001742 0,041737 2,44793454
PARVG 0,000357 0,01896 2,44764717
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Continua.

Continuagédo da tabela suplementar 1.

Gene Valor de p FDR Fold change
DPY19L2 5,20E-06 0,002147 2,44609434
PIK3R6 9,04E-05 0,009508 2,44089993
HS3ST2 0,002225 0,04821 2,43594199
COPZ2 0,000323 0,017925 2,43333287
TYROBP 0,000683 0,025956 2,4306742
GLTPD2 5,34E-05 0,006992 2,42981659
CD300A 0,000667 0,025577 2,42837455
CECR6 5,02E-07 0,000403 2,42732283
COL15A1 0,000839 0,028485 2,42431727
FNDC4 4,42E-05 0,006186 2,42167089
KCNJ8 0,000171 0,013095 2,41956986
SLN 8,38E-05 0,009393 2,41910303
LGALS1 8,71E-06 0,002783 2,41610212
CAPN14 0,000287 0,017104 2,41505339
ERMN 0,000267 0,016452 2,41187243
LY96 0,000389 0,020061 2,41009573
PLCXD3 0,001631 0,040184 2,40291176
SEMAGB 2,61E-05 0,004703 2,40177273
KCNH3 6,99E-05 0,008225 2,39807576
FSTL3 0,000476 0,022001 2,3879421
CYTL1 0,000111 0,010409 2,3862593
SIGLEC7 0,001493 0,038593 2,38415126
CD14 0,000336 0,018281 2,3841307
EN1 7,39E-06 0,002544 2,381399
PLA2G5 0,001086 0,032397 2,38128374
N4BP3 6,30E-06 0,002272 2,38054654
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Continuagédo da tabela suplementar 1.

Gene Valor de p FDR Fold change
HOXC9 0,001295 0,035836 2,38003465
CCDCB88A 0,000392 0,020082 2,37070704
HAVCR2 0,001814 0,042631 2,36867898
MAFB 0,00207 0,046018 2,36588877
NNMT 0,00157 0,039836 2,36490524
TNFSF13B 0,002397 0,04946 2,36280858
IL411 0,000658 0,025339 2,36020657
SLC2A6 1,63E-05 0,00381 2,35688389
PACSIN1 5,53E-05 0,006992 2,35094369
SYT5 0,000157 0,012621 2,35025674
OSCAR 0,000602 0,024356 2,35016573
SLAMF9 0,00042 0,020817 2,34804858
C120rf59 1,44E-05 0,003725 2,34761098
NLRP1 0,001037 0,0318 2,34385366
IQCA1 1,78E-05 0,00397 2,3435622
KCND2 0,001394 0,036875 2,32971405
CTSL1 4,15E-05 0,005914 2,3267209
CHST11 0,000706 0,026344 2,32566856
SERPINF1 0,001347 0,03646 2,32232548
NPR1 0,001565 0,039836 2,32191672
CTSF 0,000834 0,028411 2,32089599
SRGN 0,001793 0,042309 2,3195557
LOC339535 1,64E-05 0,00381 2,31887163
ARHGAP30 0,002442 0,049854 2,31876036
PRAM1 0,001356 0,036499 2,31190778
PTHIR 0,000325 0,017925 2,3063434

85



Continua.

Continuagédo da tabela suplementar 1.

Gene Valor de p FDR Fold change
EPHX3 0,000487 0,022041 2,30200633
KMO 0,000166 0,012958 2,29758064
ADAP2 2,13E-05 0,004237 2,29317503
DOK5 0,001093 0,032505 2,29297828
FCER1G 0,001379 0,03667 2,29172179
PIK3CD 0,001632 0,040184 2,29019089
LOXL1 0,000415 0,020817 2,29005459
PLEKHO1 5,53E-05 0,006992 2,28443135
SLC9A5 3,44E-06 0,001533 2,28089065
KLRG1 4,43E-06 0,001923 2,28000064
LRRC25 0,001494 0,038593 2,27221631
TRPV4 0,001984 0,044868 2,26398699
DOK2 0,002127 0,046906 2,2614154
AVPR1A 0,000173 0,013124 2,25967165
CCDC40 4,30E-05 0,006066 2,25762014
UBE2E2 0,000544 0,023118 2,25526729
TMEM151A 0,002384 0,049317 2,25317633
VEGFC 0,000654 0,025271 2,24343501
AlF1 0,000764 0,02722 2,24232402
B3GNT4 0,000963 0,030603 2,24210239
TNFSF8 0,001008 0,031235 2,24059842
KLRC1 9,18E-05 0,009544 2,24037519
ZNF385A 0,000521 0,02276 2,2403549
MRO 0,000175 0,013124 2,23789337
CCDC102B 2,89E-05 0,004893 2,23617838
PAX4 0,000588 0,024046 2,23617327
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Continua.

Continuagédo da tabela suplementar 1.

Gene Valor de p FDR Fold change
GIMAP1 0,000791 0,02768 2,23539943
LRRC4C 0,001362 0,036499 2,23441991
HAR1B 0,001176 0,03393 2,23356125
RAC3 0,00057 0,023673 2,23335914
SPI1 0,001949 0,044507 2,23326374
IGFL3 3,68E-05 0,005609 2,23219976
Cliorf20 0,001338 0,036331 2,22881387
BASP1 0,001711 0,041305 2,22771483
HLA-DMA 0,001945 0,044472 2,22711726
RAB3B 0,002418 0,049702 2,22684421
SLFN11 0,002364 0,049191 2,2234829
FHAD1 9,50E-05 0,009673 2,22274108
CD33 0,001896 0,043947 2,22140355
HTRA1 0,000617 0,024602 2,21892805
FCGR2A 0,001358 0,036499 2,2177328
BLVRA 0,000374 0,019623 2,21574896
VIM 0,000324 0,017925 2,21461732
NATSL 0,000403 0,020382 2,21107431
MYOL1F 0,00075 0,026974 2,20803315
MS4A14 0,000107 0,010231 2,20742519
CRTAM 0,001845 0,043112 2,20666981
TYMP 0,002201 0,048018 2,2060841
PLEKHO2 3,12E-05 0,005193 2,20552561
APLNR 0,00132 0,036169 2,19980987
TMEM132E 3,50E-05 0,005441 2,19799079
ITGAS 0,001577 0,039903 2,19710604
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Continua.

Continuagédo da tabela suplementar 1.

Gene Valor de p FDR Fold change
NRGN 1,29E-05 0,003725 2,19654065
ALPL 0,000952 0,030426 2,19639186
IRAK3 0,002175 0,047656 2,19198532
TCF15 7,36E-08 0,000136 2,19185858
NTNG2 0,000137 0,011702 2,190411
ADAMTS10 0,002449 0,049932 2,1896998
LRFN1 0,001596 0,040117 2,18882247
GYPC 0,000744 0,026974 2,18692537
KIAA0495 0,001669 0,040687 2,18510073
EHD3 0,000372 0,019573 2,18200062
LEPREL2 0,00121 0,03463 2,1805368
HRH2 0,000396 0,020221 2,17944135
SOHLH2 0,000562 0,023411 2,17906085
FBLN7 0,000176 0,013124 2,17669733
LOC400043 0,000431 0,020903 2,17660452
MGC45800 0,002455 0,049993 2,17647808
ZMYND15 0,00016 0,012688 2,17534382
TNFAIP8L2 0,000434 0,020936 2,17099559
IGLONS 0,000558 0,023319 2,16929086
HSD17B14 0,00067 0,025611 2,16753037
SIX3 0,000637 0,024906 2,16703536
OPRL1 0,0003 0,017425 2,16593903
IFI30 0,000558 0,023319 2,16481096
JAKMIP2 0,000965 0,030603 2,16480109
KIFC3 0,000551 0,023319 2,16478094
ADD2 0,001603 0,040174 2,16240012
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Continua.

Continuagédo da tabela suplementar 1.

Gene Valor de p FDR Fold change
POU2F2 0,002208 0,048018 2,16230357
ROBO3 0,001324 0,036169 2,15254354
CHSY3 0,000937 0,030223 2,15200289
POMC 2,30E-05 0,004425 2,1484886
ALOX12B 0,000723 0,026787 2,14431294
CHRNE 1,38E-05 0,003725 2,14060978
CRIP2 3,16E-05 0,005193 2,13544695
ZMYND10 1,92E-05 0,004008 2,13402237
CAll 0,000981 0,031015 2,13346458
STK32B 0,0002 0,014072 2,13225752
NLGN2 0,000818 0,028271 2,12388356
TIE1 0,000742 0,026974 2,12346997
HAPLN4 5,16E-05 0,006881 2,12260394
SLC30A3 1,74E-06 0,00105 2,12217091
HHEX 0,000376 0,019648 2,12009677
PTRF 0,000428 0,020903 2,11881401
GMFG 0,000184 0,013308 2,11807294
TLR2 0,00099 0,031165 2,10813909
IGSF21 0,00122 0,034798 2,10546889
TRPV2 0,00079 0,02768 2,10473025
GIMAP4 0,00166 0,040589 2,10379886
RIMBP3 0,00133 0,036221 2,10374053
BCL6B 0,000324 0,017925 2,10001935
ARHGEF15 0,000295 0,017219 2,09698751
NHLH2 4,06E-05 0,005872 2,09680335
PANX2 0,001289 0,035835 2,09652792
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Continua.

Continuagédo da tabela suplementar 1.

Gene Valor de p FDR Fold change
SOX18 3,41E-05 0,005419 2,09344103
GPR85 1,36E-05 0,003725 2,09287337
GJA5 0,001097 0,032548 2,08899392
C170rf60 0,000198 0,014011 2,08814055
ESAM 2,53E-06 0,001287 2,08642381
SH2D3C 0,000107 0,010231 2,08638606
FLT4 0,001212 0,034635 2,08350674
FCN3 0,000232 0,01523 2,08130285
FAM78A 0,001353 0,03649 2,07765328
Clorf54 6,31E-05 0,007533 2,07713494
EVL 0,000854 0,028657 2,07382729
LYL1 2,80E-05 0,004888 2,07068038
GDF6 0,002296 0,048847 2,06699919
HMSD 4,02E-05 0,005872 2,061067
SOX17 0,000321 0,017925 2,05765298
FAM69B 2,50E-05 0,004549 2,05677742
RAB42 0,000772 0,027376 2,05591521
ST3GAL6 0,000823 0,028326 2,04869105
TGFB1 0,000989 0,031165 2,04843448
EBF2 5,87E-05 0,00724 2,04651646
ADCY4 0,000293 0,017215 2,04607396
ECSCR 0,00038 0,019765 2,0448224
CLEC1A 0,000217 0,014792 2,04451935
RCN3 0,001008 0,031235 2,04411165
HSPA12B 0,000726 0,026799 2,04398379
PTX3 0,000973 0,030798 2,04281299
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Continua.

Continuagédo da tabela suplementar 1.

Gene Valor de p FDR Fold change
NOVA2 1,64E-05 0,00381 2,04265964
C190rf38 0,001906 0,044057 2,04006002
TIMP1 0,000609 0,02444 2,03516746
TMEM91 7,61E-06 0,002544 2,0314999
GNB4 0,002442 0,049854 2,0286452
KLHDC8B 9,60E-05 0,009673 2,02756194
NTRK1 5,66E-05 0,007048 2,02677563
PDE6B 0,000288 0,017118 2,02594895
PECAM1 7,81E-05 0,008883 2,02209124
ODF3B 0,001508 0,038881 2,02110793
CXorf36 0,000488 0,022041 2,02032773
KCND1 0,000271 0,016478 2,01910846
HVCN1 0,001105 0,032718 2,01769656
NRP1 0,002264 0,048619 2,01351742
LOXHD1 1,06E-08 6,00E-05 2,01223275
VSIG10L 0,001051 0,031902 2,01037643
LIMS3-LOC440895 0,00038 0,019765 2,01004718
ANKRD6 0,002204 0,048018 2,00787947
SHANK1 4,95E-05 0,006764 2,00413557
SSTR2 0,002408 0,04962 2,00244599
PLCB2 0,001618 0,040184 2,00156538
Cl40rf139 0,001415 0,037157 2,00004439
MGST1 0,000533 0,022867 -2,0118095
GPR39 8,62E-05 0,009425 -2,0454241
GPR160 0,000928 0,030143 -2,0528708
CXADR 0,0001 0,009897 -2,0594549
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Continua.

Continuagédo da tabela suplementar 1.

Gene Valor de p FDR Fold change
HOXA10 0,002215 0,048104 -2,0787334
LOC100216001 0,001837 0,042984 -2,1162621
ITGB8 0,00048 0,022041 -2,1288382
WNK2 0,000746 0,026974 -2,1676324
CDX1 0,001327 0,036202 -2,1844311
HNF1B 0,000175 0,013124 -2,2213406
SLC5A1 0,000476 0,022001 -2,2343786
GIPC2 0,000163 0,012865 -2,3313132
ITGB6 5,24E-07 0,000403 -2,3367232
BCL11A 0,001128 0,032937 -2,3368474
RNF43 0,001614 0,040184 -2,3625084
DAPK2 0,000133 0,011516 -2,3647934
ZBTB10 0,000489 0,022041 -2,3818869
TSPANG6 5,17E-05 0,006881 -2,4246985
SLC22A3 0,000912 0,029935 -2,4344344
ATP9A 4,85E-05 0,006683 -2,4518377
HOXA3 0,000527 0,02282 -2,4522959
NAALADL2 0,000532 0,022867 -2,4799886
CHRM3 0,001997 0,045049 -2,5412709
NSUN7 2,39E-05 0,004549 -2,5591634
SLC2A12 0,00132 0,036169 -2,5789294
AK3L1 0,000767 0,027241 -2,6443343
HOXA11AS 0,001972 0,044772 -2,6660115
CHN2 0,000205 0,014265 -2,7112786
HOXA9 0,002073 0,046018 -2,7918007

RASSF10 0,002363 0,049191 -2,9122308




Continua.

Continuagédo da tabela suplementar 1.

Gene Valor de p FDR Fold change
TFCP2L1 0,00083 0,028391 -3,0706303
BMP5 0,001288 0,035835 -3,1655774
TMPRSS13 0,002015 0,045275 -3,56107816
PLCB4 0,000577 0,023835 -3,5841092
SOSTDC1 0,001366 0,036535 -4,344683
OXGR1 7,08E-05 0,008276 -4,997522
ISX 0,000641 0,024906 -5,1930102
FLJ32063 0,002039 0,045684 -5,5249904
CXCL14 0,000251 0,016233 -5,9145088
CFTR 7,02E-07 0,000496 -6,4868827
LEFTY1 1,81E-05 0,003975 -15,572293
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Tabela Suplementar 2: Genes diferencialmente expressos nos pacientes diagnosticados com adenocarcinoma de colén com baixa

expressdo de EGFL7.

Genes Valor de p FDR Fold change
CYP1A1 0,000729 0,036659 3,756245
UTS2R 2,25E-05 0,008224 2,840991
FXYD4 0,001198 0,047617 2,544075
LOC729467 0,000275 0,021597 2,471167
TMEM91 0,000988 0,042597 -2,00069
TBXA2R 0,000688 0,035763 -2,03115
KANK3 0,000861 0,039724 -2,03608
TUBB6 0,000515 0,031068 -2,07227
ST3GAL2 0,000141 0,016232 -2,0752
CHST12 1,13E-06 0,002995 -2,11973
TMEM149 0,000571 0,033204 -2,12184
RBM38 0,000627 0,034511 -2,12882
ARMC9 0,000111 0,016155 -2,14302
FAM176B 0,000255 0,021246 -2,15258
NUMBL 0,000107 0,016155 -2,16272
NPR2 0,000739 0,037014 -2,17114
LCA5 0,001175 0,047269 -2,18805
NOVA2 0,000199 0,018822 -2,27803
JAZF1 0,00121 0,047914 -2,27893
YPEL4 0,001123 0,046162 -2,28416
GIPC3 0,000465 0,029136 -2,2934
FMNL3 0,000532 0,031737 -2,29855
GPR146 0,000313 0,02303 -2,30537
HIP1 0,00096 0,042367 -2,30995
Continua.
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Continuagéo da tabela suplementar 2.

Genes Valor de p FDR Fold change
C3orf54 1,86E-06 0,00393 -2,31893
ADORA2A 0,000966 0,042416 -2,3251
FAM167B 2,22E-05 0,008224 -2,33285
OTOA 8,22E-05 0,014811 -2,35075
MCAM 0,000426 0,027978 -2,35933
CCDC102A 0,000111 0,016155 -2,36253
MAPK11 0,000906 0,040936 -2,3708
ROBO4 0,000345 0,024971 -2,37994
LOXL3 0,000201 0,018822 -2,38179
NOTCH4 0,000198 0,018822 -2,4054
CLEC1A 0,000687 0,035763 -2,40725
LIMD2 0,001117 0,046137 -2,41513
REM1 0,000884 0,040459 -2,41836
UBTD1 9,17E-05 0,015683 -2,41984
CYGB 0,000765 0,037445 -2,42377
GRASP 0,000199 0,018822 -2,42386
SLC31A2 0,000209 0,019047 -2,42717
ESAM 1,96E-05 0,008224 -2,43861
KIF17 0,000307 0,022811 -2,44238
PDEGB 0,000603 0,034286 -2,44627
PBX3 3,49E-05 0,00967 -2,4594
FOXS1 0,001119 0,046137 -2,47193
GRRP1 0,000149 0,016456 -2,47693
GMFG 0,000716 0,036475 -2,48001
DOK3 0,001236 0,048412 -2,49042
GPR162 0,000239 0,020593 -2,49574

Continua.



Continuagéo da tabela suplementar 2.

Genes Valor de p FDR Fold change
LOC646762 0,000102 0,016155 -2,50606
GABRD 0,000637 0,034787 -2,51415
PLEKHG2 9,08E-05 0,015683 -2,52306
CSRP2 0,000133 0,016232 -2,52941
KLHDC8B 0,000122 0,016155 -2,54298
DIP2C 0,000924 0,041391 -2,55278
GPR116 0,000618 0,034339 -2,55596
DENND5A 9,42E-05 0,015799 -2,55872
USHBP1 0,000137 0,016232 -2,55898
LBH 0,000625 0,034511 -2,55991
NTNG2 0,000587 0,033579 -2,57459
SOX17 0,000419 0,027858 -2,58125
GNB5 3,71E-05 0,00967 -2,58171
STARDS8 0,001167 0,047235 -2,58179
IGFBP7 0,000541 0,03191 -2,58286
TAL1 0,000657 0,035188 -2,58607
PLEKHF1 6,38E-05 0,012707 -2,59149
RAMP3 3,46E-05 0,00967 -2,59371
C200rf160 0,000118 0,016155 -2,59385
LOC728392 0,001111 0,046035 -2,60061
ZNF671 0,001182 0,047331 -2,60354
MMRN2 0,000879 0,040358 -2,60474
TMEMB86A 3,38E-05 0,00967 -2,60671
PLEKHO1 0,000441 0,028263 -2,61728
PKD2 0,000158 0,017121 -2,61768
RASIP1 4,09E-05 0,010334 -2,62526
Continua.
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Continuagéo da tabela suplementar 2.

Genes Valor de p FDR Fold change
SOX7 0,000346 0,024971 -2,63229
FHL3 0,000228 0,019965 -2,63727
CNRIP1 0,000774 0,037804 -2,64132
BENDS 0,00118 0,047331 -2,64275
CALHM2 0,000262 0,021246 -2,6484
MYCT1 0,000122 0,016155 -2,6493
AFAP1L1 0,000432 0,02814 -2,66326
MSN 0,000298 0,022422 -2,67135
TGFB1I1 0,000181 0,018449 -2,67434
TMOD1 0,000667 0,035414 -2,67567
HSD17B14 0,001221 0,048101 -2,67851
CYYR1 0,000122 0,016155 -2,68059
CHST7 1,78E-05 0,007735 -2,68356
CYP27C1 0,000414 0,027692 -2,68495
QKI 0,001191 0,047582 -2,68624
CD34 4,25E-05 0,010342 -2,68805
ARHGEF17 0,000658 0,035188 -2,69221
TRPC6 0,000263 0,021246 -2,69885
VAMP5 0,000255 0,021246 -2,70609
SOX18 2,93E-05 0,00919 -2,71655
MFGES8 0,000423 0,0279 -2,72017
PECAM1 2,89E-05 0,00919 -2,72232
CMTM3 0,000393 0,02707 -2,72433
NLRP3 0,001146 0,046792 -2,72471
GNAZ 0,000593 0,0338 -2,73263
PRR16 0,001011 0,043241 -2,74067
Continua.
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Continuagéo da tabela suplementar 2.

Genes Valor de p FDR Fold change
NRP1 0,001038 0,044061 -2,74479
ITPRIPL1 0,00114 0,04675 -2,74543
CRIP2 3,58E-05 0,00967 -2,74604
TGFB1 0,000546 0,032112 -2,74682
SSTR2 0,000976 0,042597 -2,75491
HLX 3,70E-05 0,00967 -2,76108
WASF1 0,001168 0,047235 -2,76454
MYO1F 0,001237 0,048412 -2,76517
IRFS 1,76E-05 0,007735 -2,7818
GAMT 0,000679 0,035702 -2,7822
FAM126A 0,000988 0,042597 -2,78441
LHX6 0,001281 0,049427 -2,78644
ERG 0,000493 0,030287 -2,79623
IRF8 0,000275 0,021597 -2,81662
FSTL1 0,000686 0,035763 -2,81992
EROI1LB 0,000107 0,016155 -2,82894
FAM171B 0,000461 0,029136 -2,82976
SDC2 0,000525 0,031443 -2,83667
P2RY6 0,000442 0,028263 -2,83914
LGALS1 8,18E-05 0,014811 -2,83981
ARHGEF15 0,000141 0,016232 -2,84452
PCDH12 4,51E-05 0,010406 -2,84975
IFI30 0,000485 0,030077 -2,85027
NDRG4 0,000919 0,041382 -2,85249
SYDE1 0,000198 0,018822 -2,85961
GNB4 0,000807 0,038382 -2,86007
Continua.
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Continuagéo da tabela suplementar 2.

Genes Valor de p FDR Fold change
PDGFB 2,52E-05 0,008698 -2,86325
WIPF1 0,000521 0,031271 -2,8651
TRPC1 0,000801 0,038232 -2,87216
GPR161 0,000287 0,021984 -2,87444
TLR2 0,000501 0,030557 -2,88084
COL18A1 0,000408 0,027692 -2,88457
TCEAL3 0,000134 0,016232 -2,88988
RAMP2 5,96E-06 0,006444 -2,89155
ZNF467 3,14E-05 0,00967 -2,90731
ALPL 0,000832 0,039029 -2,90799
PLXDC1 0,000142 0,016232 -2,91705
CFL2 6,67E-05 0,012985 -2,93356
TNFRSF18 0,000839 0,039029 -2,93684
GJA4 2,08E-05 0,008224 -2,93853
TWIST2 0,00028 0,021707 -2,94678
HTRA1 0,000534 0,031772 -2,94846
FLI1 0,000615 0,034339 -2,95762
RFTN1 0,000166 0,017683 -2,96062
DzIP1L 0,000279 0,021707 -2,966
COL13A1 0,001024 0,043599 -2,96774
ELTD1 3,27E-05 0,00967 -2,97252
S1PR1 0,000219 0,019653 -2,97388
PCDH17 0,000376 0,026311 -2,97568
TRPV2 0,000247 0,020987 -2,98092
CHN1 0,00026 0,021246 -2,98105
GNG11 1,19E-05 0,006979 -2,98421

Continua.



Continuagéo da tabela suplementar 2.

Genes Valor de p FDR Fold change
MAGEH1 0,000179 0,018449 -2,99196
EBF4 0,000801 0,038232 -3,00682
SRRM3 0,000966 0,042416 -3,01217
TIMP2 0,001249 0,048761 -3,01545
HVCN1 0,000129 0,016232 -3,03137
GLIS2 0,000661 0,035188 -3,03263
RGS19 5,07E-05 0,011235 -3,03822
PDGFRB 0,001173 0,047269 -3,03865
A4GALT 0,000933 0,041724 -3,04707
CLEC14A 9,57E-06 0,006613 -3,05927
FAM124A 0,000201 0,018822 -3,06528
TNFRSF4 3,70E-05 0,00967 -3,07534
SH2D3C 1,11E-05 0,006695 -3,07568
WTIP 6,47E-05 0,012742 -3,08306
TMEM22 5,81E-05 0,01172 -3,08906
RGAG4 0,00072 0,036475 -3,08956
CNTLN 0,000614 0,034339 -3,09432
CALCRL 0,000194 0,018822 -3,09704
KCNJ8 0,000323 0,023684 -3,1033
LST1 0,000501 0,030557 -3,1215
CHST1 0,000133 0,016232 -3,12319
FBXL7 0,000289 0,022031 -3,13496
TCEA2 0,000301 0,022555 -3,13586
SMARCA1 0,001227 0,048229 -3,13964
LHFP 0,000118 0,016155 -3,14656
LYL1 9,51E-07 0,002995 -3,15528
Continua.
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Continuagéo da tabela suplementar 2.

Genes Valor de p FDR Fold change
SGCE 0,000987 0,042597 -3,15605
MEIS3 0,000465 0,029136 -3,15988
CAP2 0,000617 0,034339 -3,16585
HSPB2 9,05E-05 0,015683 -3,16907
SAMD11 0,001289 0,049541 -3,17127
EMCN 8,89E-05 0,015683 -3,17445
ECSCR 2,00E-05 0,008224 -3,18167
ACTA2 0,00098 0,042597 -3,19146
MFRP 0,00018 0,018449 -3,19274
Clorf162 0,000281 0,021707 -3,1984
FAM110B 0,000413 0,027692 -3,20254
ITGA7 0,000782 0,037965 -3,20414
RAB34 0,000115 0,016155 -3,20725
HSPA12B 4,30E-05 0,010342 -3,21003
SLC16A2 0,00108 0,045301 -3,21429
PTRF 4,55E-05 0,010406 -3,22353
MRAS 0,000577 0,033272 -3,24371
MEF2C 0,000221 0,019677 -3,26122
DNAJB5 0,000215 0,019485 -3,26489
TPST1 0,000148 0,016456 -3,2752
TSPAN4 1,05E-05 0,006613 -3,2841
AKT3 0,000715 0,036475 -3,28712
EBF1 0,000106 0,016155 -3,29151
CTSL1 1,49E-05 0,007735 -3,3147
EFHD1 0,000171 0,018086 -3,31524
PRKCDBP 7,41E-05 0,013826 -3,31875
Continua.
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Continuagéo da tabela suplementar 2.

Genes Valor de p FDR Fold change
RDX 0,000506 0,030733 -3,31925
VIM 5,17E-05 0,011237 -3,33438
CXorf36 9,65E-06 0,006613 -3,33662
DPEP2 0,000627 0,034511 -3,3426
PTGIR 1,30E-05 0,007323 -3,3454
APBB1 0,000491 0,030233 -3,35105
FAM26E 0,00064 0,034867 -3,36009
IRAK3 0,000429 0,02809 -3,3617
EMP3 9,20E-06 0,006613 -3,36881
EFEMP2 5,11E-05 0,011235 -3,37237
CNTNAP1 0,001083 0,04532 -3,37535
MXRAS8 0,000616 0,034339 -3,38292
FGFR1 0,000421 0,027858 -3,38846
CCDCB88A 0,000189 0,018822 -3,38935
TMEM200B 0,000878 0,040358 -3,39241
MDGA1 0,001253 0,048783 -3,39425
GLIPR2 2,75E-05 0,009043 -3,39872
ARL4C 0,000269 0,02131 -3,40056
ROBO3 0,000139 0,016232 -3,40318
SPARC 0,000605 0,034286 -3,41298
SCHIP1 9,79E-06 0,006613 -3,42331
CD248 0,000177 0,018449 -3,42464
RASGRP3 9,11E-06 0,006613 -3,42562
CLEC2B 0,000103 0,016155 -3,42754
LOC644538 0,000155 0,016922 -3,43157
ITGAS 0,000229 0,019965 -3,43882
Continua.
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Continuagéo da tabela suplementar 2.

Genes Valor de p FDR Fold change
PCOLCE 0,000228 0,019965 -3,4393
RNF217 0,001215 0,047981 -3,44036
LY96 0,000202 0,018822 -3,44624
TYROBP 0,000417 0,027813 -3,45139
KRBA1 0,000797 0,038232 -3,46348
RASGRP2 0,0013 0,04984 -3,47615
PTGFR 0,001016 0,043361 -3,4841
GUCY1B3 0,000142 0,016232 -3,49606
SCARF2 0,000642 0,034867 -3,51953
RAI14 4,20E-07 0,00237 -3,5256
HHEX 9,88E-06 0,006613 -3,52715
RCN3 1,67E-05 0,007735 -3,54078
SEPT4 8,26E-07 0,002995 -3,55112
RHOJ 2,51E-05 0,008698 -3,55744
ZEB2 0,000326 0,023776 -3,56056
CHST10 0,000207 0,019033 -3,5645
GLI2 0,000729 0,036659 -3,5649
AKR1B1 0,000265 0,021246 -3,56587
ANGPTL2 0,000748 0,037179 -3,57449
RUNX2 1,77E-05 0,007735 -3,57675
ARMCX2 0,000166 0,017683 -3,57733
CAll 3,94E-05 0,010102 -3,57793
THY1 0,000184 0,018569 -3,59405
BCL6B 4,45E-06 0,006085 -3,59578
SCRN1 0,000462 0,029136 -3,60238
TEK 0,000209 0,019047 -3,60435
Continua.
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Continuagéo da tabela suplementar 2.

Genes Valor de p FDR Fold change
VCAM1 0,000369 0,026123 -3,60674
CYBRD1 0,001064 0,044823 -3,61184
PTHLH 0,000136 0,016232 -3,61592
FLT4 2,70E-05 0,009043 -3,61625
TMOD2 7,43E-05 0,013826 -3,61817
SOAT1 7,39E-06 0,006613 -3,63324
RAB3IL1 3,34E-05 0,00967 -3,63385
ALPK2 0,000257 0,021246 -3,63612
EHD2 7,09E-05 0,013499 -3,64219
COX7A1 9,54E-06 0,006613 -3,65782
DACT3 0,000759 0,03738 -3,66297
ZFPM2 0,00056 0,032721 -3,6647
COLG6A2 0,000218 0,019648 -3,67604
STON1 0,001092 0,04556 -3,67846
GULP1 0,000466 0,029136 -3,68077
DFNAS5 0,000755 0,037313 -3,68351
CFH 0,000659 0,035188 -3,69975
AMOTL1 0,0012 0,047617 -3,70381
ABCC9 0,001105 0,045896 -3,70728
LPHN2 0,000119 0,016155 -3,72776
NDN 0,000136 0,016232 -3,74454
HERCS5 0,000693 0,035772 -3,74553
GGT5 0,00011 0,016155 -3,76727
PPP1R3C 0,001104 0,045896 -3,7747
Céorf174 0,000809 0,038388 -3,78526
CCL3 0,000982 0,042597 -3,78809
Continua.
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Continuagéo da tabela suplementar 2.

Genes Valor de p FDR Fold change
FAM65B 0,000653 0,035188 -3,79334
SPHK1 0,000837 0,039029 -3,79445
SERPING1 0,000514 0,031068 -3,80648
ADAMTS10 0,000123 0,016155 -3,81613
LAYN 8,17E-05 0,014811 -3,8235
PLCG2 0,00058 0,03331 -3,82589
PALM 0,001161 0,047235 -3,83406
DPYSL3 0,001003 0,043045 -3,84449
TPM2 9,92E-05 0,016155 -3,84639
ARSI 0,000671 0,035414 -3,84714
GYPC 1,64E-05 0,007735 -3,85607
ELMO1 4,15E-05 0,010334 -3,86317
CERCAM 0,000115 0,016155 -3,87483
TSPAN2 0,000645 0,034928 -3,90117
PRRX2 0,000377 0,026311 -3,90237
FGF7 0,000952 0,0422 -3,90604
MRGPRF 0,00098 0,042597 -3,94202
RAB31 0,000306 0,022807 -3,94783
COL15A1 0,000116 0,016155 -3,95596
LOC728264 0,000899 0,040936 -3,95777
MAP7D3 0,000232 0,020121 -3,99121
RERG 0,00094 0,041901 -4,00262
CMAH 0,000392 0,02707 -4,03795
KIAA1383 0,000671 0,035414 -4,06731
MYL9 0,000395 0,027104 -4,06853
TMEM200A 0,000748 0,037179 -4,06905
Continua.
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Continuagéo da tabela suplementar 2.

Genes Valor de p FDR Fold change
LILRAG6 0,000763 0,037445 -4,07687
FBXL2 0,00015 0,016456 -4,08746
GUCY1A3 0,000741 0,037014 -4,08884
GEFT 0,000117 0,016155 -4,14048
GJAS 3,27E-06 0,005536 -4,14894
MEIS1 0,000227 0,019965 -4,15579
SPARCL1 0,000197 0,018822 -4,18092
ST6GALNACS 0,000843 0,039139 -4,18211
UBE2E2 6,09E-06 0,006444 -4,21286
AEBP1 0,001257 0,048835 -4,22723
SYNC 0,000836 0,039029 -4,23079
LGI2 0,000179 0,018449 -4,26162
LOC399959 0,000613 0,034339 -4,26582
VGLL3 0,000632 0,034655 -4,27796
SIRPB1 0,000126 0,01622 -4,2864
CD200 1,05E-05 0,006613 -4,29196
CLDN5 0,000127 0,01622 -4,30783
NPR1 4,53E-05 0,010406 -4,33195
LUM 0,000572 0,033204 -4,33985
KIAA0802 0,000576 0,033272 -4,35094
FLRT2 0,000754 0,037313 -4,3515
EGFL7 1,01E-09 1,71E-05 -4,36474
TNS1 0,000945 0,042008 -4,36596
MSRB3 0,000384 0,026694 -4,37562
JPH2 0,00129 0,049541 -4,38903
C200rf46 0,000801 0,038232 -4,40208
Continua.
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Continuagéo da tabela suplementar 2.

Genes Valor de p FDR Fold change
SRPX 0,00019 0,018822 -4,41279
PTPLA 4,31E-06 0,006085 -4,4409
STEAP4 0,000261 0,021246 -4,4431
HK3 0,001165 0,047235 -4,46671
AQP1 2,28E-05 0,008224 -4,48139
STMN3 0,000251 0,021221 -4,52375
OLFML2B 0,000118 0,016155 -4,5435
NOX4 0,001004 0,043045 -4,54668
S100A8 0,000696 0,035831 -4,63326
FAM20A 0,000147 0,016451 -4,63753
PHLDB2 4,33E-05 0,010342 -4,65604
BAG2 7,03E-05 0,013499 -4,67627
APLNR 3,04E-06 0,005536 -4,72667
DCN 0,000489 0,030207 -4,74517
EFEMP1 0,001263 0,048971 -4,74969
VEGFC 1,24E-06 0,002995 -4,75498
FCGR2B 0,000906 0,040936 -4,78085
LASS4 0,00035 0,025097 -4,8139
MATK 0,00012 0,016155 -4,8237
BASP1 5,03E-06 0,006085 -4,85083
APOC1 0,000784 0,037965 -4,85622
GLI3 0,000292 0,022057 -4,86512
SIRPA 1,62E-05 0,007735 -4,87177
FGR 2,13E-05 0,008224 -4,88011
MEOX2 0,000409 0,027692 -4,88642
JAM2 0,000131 0,016232 -4,9263
Continua.
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Continuagéo da tabela suplementar 2.

Genes Valor de p FDR Fold change
CCL2 1,72E-05 0,007735 -4,93094
AOX1 0,000718 0,036475 -4,93223
CRABP2 0,001044 0,044109 -4,9361
CCL14 0,000437 0,02818 -4,94204
AKAP12 0,000816 0,038623 -4,95161
TNFAIP6 0,000266 0,021269 -5,05753
TIE1 9,10E-08 0,000771 -5,08211
ITGAX 5,39E-05 0,011284 -5,08317
CSF3R 0,000434 0,02814 -5,18303
KCNMB4 0,000201 0,018822 -5,21454
KCNMB1 0,000402 0,027435 -5,28777
TAGLN 9,75E-05 0,016044 -5,29839
ADAMTS2 0,000833 0,039029 -5,36078
LMOD1 0,001194 0,047599 -5,38486
MGP 0,000483 0,030075 -5,41355
SLC11A1 8,82E-05 0,015683 -5,44647
MSR1 0,000311 0,023 -5,45545
TREM2 0,000133 0,016232 -5,53676
P115 0,000262 0,021246 -5,5854
PDLIM3 2,78E-05 0,009043 -5,61449
BGN 0,000127 0,01622 -5,62983
FCN1 0,000435 0,028143 -5,64323
PILRA 4,74E-06 0,006085 -5,75937
RSPO3 0,000241 0,020604 -5,76252
SLIT3 0,000184 0,018569 -5,76421
GFPT2 0,000458 0,029136 -5,76618
Continua.
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Continuagéo da tabela suplementar 2.

Genes Valor de p FDR Fold change
PYGL 3,34E-05 0,00967 -5,7702
HOPX 5,63E-05 0,011488 -5,77481
AOC3 9,26E-05 0,015683 -5,88348
PLN 0,00069 0,035763 -5,97928
ITGAM 0,000125 0,01622 -5,98222
NTM 0,000143 0,016272 -5,98908
SPEG 0,001041 0,044103 -6,05811
SSC5D 0,000239 0,020593 -6,13222
NXPH3 0,000194 0,018822 -6,15689
CCDC80 0,000206 0,019033 -6,18764
LAMAZ2 0,000103 0,016155 -6,18818
APOC2 5,42E-05 0,011284 -6,22638
PRODH 0,001146 0,046792 -6,23338
AQP9 0,001268 0,049051 -6,28067
GPNMB 0,000192 0,018822 -6,34622
HAND2 0,000831 0,039029 -6,41694
FCGR3A 0,000122 0,016155 -6,44881
UCHL1 0,000328 0,023857 -6,47169
NINL 0,000257 0,021246 -6,5337
RGMA 0,000285 0,021941 -6,54079
POSTN 0,000263 0,021246 -6,58047
ASPN 0,000377 0,026311 -6,64258
PRRX1 2,22E-05 0,008224 -6,69451
HSPB7 0,000558 0,032693 -7,09927
FN1 0,000362 0,025793 -7,13696
DARC 0,000787 0,037974 -7,28877
Continua.
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Continuagéo da tabela suplementar 2.

Genes Valor de p FDR Fold change
NGFR 0,000105 0,016155 -7,35793
CNN1 0,000412 0,027692 -7,51846
FNDC1 0,000539 0,031898 -7,71009
APOE 5,46E-05 0,011284 -7,92534
PRELP 0,000373 0,026311 -9,07524
MFAP5 0,000159 0,017121 -9,36616
SPOCK1 9,61E-05 0,015958 -9,53008
GAS1 4,67E-05 0,010553 -9,63392
GREM1 5,41E-05 0,011284 -10,2126
FBLN2 7,05E-06 0,006613 -10,3909
SPP1 0,000954 0,0422 -10,9696
CCL18 0,000137 0,016232 -12,5118
CCL21 1,42E-05 0,007735 -17,7636
SFRP2 0,000104 0,016155 -25,7454
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Tabela Suplementar 3: Comparacao entre as 0s genes diferencialmente expressos encontrados nos pacientes diagnosticados

com adenocarcinoma de colén com alta e baixa expressao de EGFL7.

Genes Fold Change High Fold Change Low
ABCC9 2,567996976 -3,707278227
ADAMTS10 2,189699799 -3,816131946
ALPK2 2,499501883 -3,636118428
ALPL 2,196391864 -2,907988214
APLNR 2,199809868 -4,726672017
APOC1 3,360221829 -4,856219961
APOE 4,15627371 -7,925335894
ARHGEF15 2,096987512 -2,84452286
BASP1 2,227714833 -4,850832701
BCL6B 2,10001935 -3,5695779037
BGN 2,765989897 -5,629833107
Clorf162 2,789383348 -3,198403509
CA11 2,133464582 -3,577928592
CCDC88A 2,370707036 -3,389345639
CERCAM 2,70284898 -3,874834439
CHST1 2,450964879 -3,123192631
CLEC1A 2,044519352 -2,407250008
COL15A1 2,424317268 -3,955964114
CRIP2 2,135446948 -2,74603506
CTSL1 2,326720902 -3,314695122
CXorf36 2,020327732 -3,336617871
DFNA5 2,626209498 -3,683509071
Continua.
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Continuagéo da tabela suplementar 3

Genes Fold Change High Fold Change Low
DPEP2 2,706161223 -3,342603905
ECSCR 2,044822398 -3,181671375
EGFL7 5,703890477 -4,364738807
ESAM 2,086423813 -2,438609798
FAM20A 3,072473773 -4,637528973
FCGR2B 4,00530532 -4,780851117
FCGR3A 3,145027666 -6,448810083
FGR 2,538321551 -4,880114049
FLT4 2,083506735 -3,616250623
GAMT 2,788028674 -2,782195248
GJAS 2,088993917 -4,148938086
GMFG 2,118072937 -2,480008785
GNB4 2,028645195 -2,860074066
GYPC 2,186925366 -3,856067972
HHEX 2,120096765 -3,527147217
HSD17B14 2,167530372 -2,678508348
HSPA12B 2,043983793 -3,21002847
HTRA1 2,218928053 -2,948455058
HVCN1 2,017696557 -3,031365977
IFI30 2,164810957 -2,850271954
IRAK3 2,191985318 -3,361697427
ITGAS 2,197106038 -3,438823284
ITGAM 3,006811005 -5,982218514
ITGAX 2,742225218 -5,083169188

Continua.



Continuagéo da tabela suplementar 3

Genes Fold Change High Fold Change Low
KCNJ8 2,419569862 -3,10329623
KLHDC8B 2,027561935 -2,542980931
LGALS1 2,416102119 -2,839807084
LY96 2,410095732 -3,446244963
LYL1 2,070680376 -3,155278909
MAPK11 2,818255719 -2,370800008
MATK 3,190454299 -4,823700432
MEOX2 3,051472222 -4,886424506
MSR1 3,013201179 -5,455454012
MYO1F 2,208033147 -2,765173466
NOVA2 2,042659641 -2,278033715
NPR1 2,321916721 -4,331950734
NRP1 2,013517424 -2,744793318
NTNG2 2,190411002 -2,574587123
PDE6B 2,025948953 -2,44627002
PECAM1 2,022091244 -2,722321138
PHLDB2 2,494485394 -4,656042118
PILRA 2,5495184 -5,759374426
PLEKHO1 2,284431349 -2,617275873
PRRX2 2,736794295 -3,902373739
PTRF 2,118814009 -3,223534606
RCN3 2,044111648 -3,540778599
ROBO3 2,152543544 -3,403184568
S100A8 2,807315792 -4,63326124
Continua.
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Continuagéo da tabela suplementar 3

Genes Fold Change High Fold Change Low
SH2D3C 2,086386061 -3,075676214
SLC11A1 3,024601701 -5,446471824
SOX17 2,057652982 -2,581251239
SOX18 2,093441033 -2,71654604
SPP1 5,692632876 -10,969635
SSTR2 2,002445989 -2,754914459
ST6GALNACS 2,808923626 -4,18211368
TGFB1 2,048434482 -2,746821328
TIE1 2,123469974 -5,082111756
TLR2 2,108139086 -2,880842959
TMEM91 2,031499902 -2,000690571
TREM2 3,322077576 -5,536759563
TRPV2 2,104730249 -2,980918692
TYROBP 2,430674203 -3,451386174
UBEZ2E2 2,25526729 -4,21286086
VEGFC 2,243435014 -4,754977129
VIM 2,214617321 -3,334383431
ZNF467 2,780709668 -2,907311261
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Tabela Suplementar 4: Principais termos enriquecidos na analise de ontologia génica realizada a partir dos genes diferencialmente

expressos encontrados nos pacientes diagnosticados com adenocarcinoma de célon com alta expressao de EGFL7.

n°de
Cédigo GO Processo Biolégico Genes Valor de p FDR
Genes 'D.E
NRP1, COL15A1, EGFL7, TIE1, ECSCR, VEGFC, MEOX2, PIK3R6, TYMP, SOX17, FAP, SOX18,
G0:0001525 Angiogénese 19 3,79E-07 2,42E-04
GJA5, HOXA3, PECAM1, NRCAM, ADAMS8, TNFSF12-TNFSF13, ITGAS
Especificagdo de padrao HOXA10, HOXA9, HHEX, HOXA3, HOXC5, HOXC4, HNF1B, HOXC9, HOXC8, HOXC11, HOXC10,
G0:0009952 ) ) 12 3,96E-07 2,42E-04
anterior / posterior HOXC6
Regulacdo da resposta CXADR, CD300A, ITGB2, CRTAM, TREM2, ICAM5, LILRB2, OSCAR, FCGR3A, TYROBP, KLRC1,
GO0:0050776 17 4,00E-07 2,42E-04
imunolégica FCGRI1A, FCGR2B, HCST, SIGLEC7, CD33, LAIR1
Via de sinalizagdo mediada ITGAM, FCERIG, ITGB2, ITGA2B, ADAMTS10, PRAM1, FGR, TYROBP, ITGAX, ITGB8, ADAMS,
G0:0007229 13 4,78E-07 2,42E-04
por integrinas ITGB6, ITGAS
. L TGFB1, SLC11A1, ITGB2, C5AR1, LY86, PIK3CD, LY96, FPR3, AIF1, P2RX7, HYAL1, SPP1,
G0:0006954 Resposta inflamatéria 23 5,19E-06 0,00210421

TNFRSF8, CHST1, ADAMS, PTX3, CD14, NLRP1, ITGB6, S100A8, HAVCR2, KLRG1, TLR2

CHRMS3, NRP1, COL15A1, PDE1B, C5AR1, GPR85, PIK3CD, FPR3, CXCL14, NRGN, TNFSF13B,
LGALS1, RASSF10, CHN2, CHRNE, TNFRSF8, CYTL1, PDE6B, TNFSF12-TNFSF13, FCGRI1A,
G0:0007165 Transdugao de sinais 46 CD33, CD72, UNC5A, BCL11A, CD300A, TIE1, VEGFC, ABCC9, PILRA, LILRB2, MAPK12, POMC, 6,85E-06 0,0023132
MAPK11, PLCXD3, DOK2, TYROBP, ARHGAP30, PPP1R1A, GNB4, PECAM1, CHRFAMT7A,
TNFSF8, FCGR2B, FCGR2C, FGF11, TLR2

Resposta a KCNJ8, SLC11A1, C5AR1, MGST1, LY96, IRAKS, LOXL1, P2RX7, TNFRSF8, ALPL, S100A8, TLR2,
G0:0032496 . . . 13 8,79E-05 0,02463924
lipopolissacarideos SNCA
FBLN7, COL15A1, EGFL7, ITGAM, CD72, CD300A, ITGB2, ITGA2B, ICAM5, HAPLN4, PARVG, FAP,
GO0:0007155  Adeséo celular 23 9,73E-05 0,02463924
ITGAX, SPP1, CERCAM, PECAM1, SSPO, ITGBS, ITGB6, ITGA5, CDH16, SIGLEC7, CD33
G0:0050900 Migragao de leucdcitos 11 DOK2, ITGAM, CXADR, FCER1G, C5AR1, ITGB2, PECAM1, ITGAX, FPR3, ESAM, ITGA5 1,34E-04 0,03010501
CD86, SLC11A1, C5AR1, LILRB2, PDCD1LG2, CXCL14, CRIP1, TNFSF13B, HLA-DMA, FCGR3A,
GO0:0006955 Resposta imunoldgica 20 HRH2, TNFRSF8, TNFSF8, TNFSF12-TNFSF13, FCGR1A, FCGR2B, FCGR1B, FCGR2C, HAMP, 5,91E-04 0,11328338
TLR2
G0:0010043 Resposta ao ion zinco 6 P2RX7, SLC30A3, HVCN1, CRIP1, HAMP, S100A8 6,15E-04 0,11328338
Continua. (*D.E: Diferencialmente expressos)

115



Continuacgéo da tabela suplementar 4

n°de
Cédigo GO Processo Bioldgico Genes Valor de p FDR
Genes 'D.E

Adeséo célula-célula

GO0:0034113 . 5 ITGB2, ITGAX, NRCAM, LILRB2, ITGA5 7,74E-04 0,13062303
heterotipica
Via de sinalizacdo do

. NPR1, LY96, LILRB2, PTHI1R, LILRB3, MCHR1, P2RX7, DOK2, CLEC1A, TSPANG, EVL, CD37,
G0O:0007166 receptor da superficie 15 9,73E-04 0,14880486
CD14, KLRC1, KLRG1

celular
Formacéo de padrédo

G0:0009954 ) . 5 HOXA10, HOXA9, EN1, HOXC11, HOXC10 0,00109004 0,14880486
proximal / distal
Regulag&o negativa do

G0:0043524 processo apoptético do 10 NTRK1, PRKCG, NRP1, C5AR1, AGAP2, EN1, SIX1, ADAM8, APOE, SNCA 0,00110171 0,14880486
neurdnio
Organizacao da matriz

G0:0030198 ) il 12 ITGAM, ITGB2, ITGA2B, PECAM1, ITGAX, SPP1, BGN, ITGBS, ITGA5, ITGB6, ICAM5, LOXL1 0,00159747 0,20227994
extracelular

G0:0009887 Morfogénese de 6rgaos 8 GAMT, NRP1, CDX1, PAX4, ITGAX, VEGFC, EVL, LY6H 0,00208444 0,24841616
Desenvolvimento

GO0:0035050  embrionario do tubo do 4 HHEX, SOX17, SOX18, GJA5 0,00277381 0,31220764
coragéo

GO0:0001570  Vasculogénese 6 EGFL7, HHEX, TGFB1, SOX17, SOX18, TIE1 0,00454615 0,45969992
Resposta imunolégica C1QA, FCERI1G, LY86, MATK, PIK3CD, LY96, TREM2, LILRA5, FGR, TYROBP, PTX3, CD14,

G0:0045087 . 18 0,00456511 0,45969992
inata TNFAIP8L2, NLRP1, S100A8, HAVCR2, KLRG1, TLR2
Via de sinalizacao do

G0:0034142 receptor 4 semelhante a 4 ITGAM, ITGB2, LY96, CD14 0,00476491 0,45969992
toll

GO0:0007568 Envelhecimento 10 NTRK1, CD86, TGFB1, BCL2A1, SERPINF1, ITGB2, PTH1R, TIMP1, HAMP, SNCA 0,00499696 0,46017416
Transporte transmembrana

G0:1904659 ] 4 SLC2A12, SLC5A1, SLC2A5, SLC2A6 0,00557785 0,4606754
de glicose
Regulagéo negativa do

G0:0045926 ) 4 MT1A, MT1L, GPC3, ALOX15B 0,00557785 0,4606754
crescimento

Continua. 1D.E: Diferencialmente expressos)
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Cédigo GO Processo Biolégico Genes Valor de p FDR
Genes 'D.E
Desenvolvimento de
GO0:0051216 6 HYAL1, HOXA3, ITGB8, HOXC4, TIMP1, BMP5 0,00568454 0,4606754

cartilagem

CD86, NTRK1, EMX1, TGFB1, NNMT, ABCA3, MGST1, PAX4, VEGFC, HNF1B, P2RX7, NATS,
G0:0042493 Resposta a drogas 14 LGALSL SNCA 0,00665682 0,51872025

Regulagéo positiva da
GO0:0045766 o 8 NTRK1, HYAL1, C5AR1, ITGB2, VEGFC, CHRFAM7A, TNFSF12-TNFSF13, PIK3R6 0,00715792 0,53710944
angiogénese

UNCS5A, PDE1B, DAPK2, ITGB2, C5AR1, LY86, ECSCR, SIX1, GDF6, ALOX15B, TIAM1, LGALS1,

G0:0006915 Processo apoptético 21 0,00763595 0,55251572
PRAME, TNFSF8, CD14, NLRP1, TNFSF12-TNFSF13, S100A8, ZNF385A, TLR2, SNCA
GO0:0030593  Quimiotaxia de neutréfilos 6 CXADR, FCER1G, C5AR1, ITGB2, PIK3CD, S100A8 0,00909525 0,63541324
Resposta ao estimulo
G0:0051602 létri 4 NTRK1, P2RX7, CD14, AlIF1 0,01084777 0,71936592
elétrico

Via de sinalizagdo da

proteina tirosina quinase
GO0:0007169 d ; 7 NTRK1, FGR, DOK2, DOKS5, FLT4, MATK, PILRA 0,01100708 0,71936592
0 receptor

transmembrana
Resposta celular ao acido

GO0:0071223 . o 3 TREMZ2, CD14, TLR2 0,0123609 0,78259964
lipoteicdico

GO0:0006909 Fagocitose 5 SLC11A1, ITGB2, PECAM1, CD14, ICAM5 0,0138758 0,85189016
Regulagédo positiva da SPI1, AGAP2, SIX1, MEOX2, HOXC11, FSTL3, HOXA10, NHLH2, HHEX, SOX17, SOX18, SIX2,

G0:0045944 transcrigdo do promotor da 30 SOHLH2, SIX3, CYTL1, TGFB1, CDX1, BCL11A, SLC11A1, EBF2, EN1, HNF1B, NFATC1, EBF3, 0,01603809 0,95568156
RNA polimerase Il POU2F2, BMP5, POMC, MAFB, TNFSF8, TLR2

Desenvolvimento do
GO0:0001501 . ” 8 HOXA10, GJA5, EN1, ALPL, PTH1R, HAPLN4, HOXC10, BMP5 0,01758457 0,99508841
sistema esquelético

migracdo de células
G0:0043542 doteliai 4 FAP, ITGB2, PECAM1, TNFSF12-TNFSF13 0,01824081 0,99508841
endoteliais

Continua. (*D.E: Diferencialmente expressos)
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Cédigo GO Processo Bioldgico Genes Valor de p FDR
Genes 'D.E
Migracao de leucdcitos
G0:0002523 envolvida na resposta 3 ITGB2, ADAMS8, S100A8 0,0184077 0,99508841

inflamatoria

Regulagéo positiva da
G0:0070374 9 NTRK1, NRP1, TGFB1, FLT4, TRPV4, C5AR1, TREM2, PLA2G5, HAVCR2 0,021143 0,99508841
cascata ERK1 e ERK2

Ativagao de células da
GO0:0001774 icrbal 3 AIF1, TLR2, SNCA 0,02180916 0,99508841
micréglia

Via de sinalizagdo mediada
GO0:0031663 ] ] ) 4 TGFB1, LY96, CD14, TLR2 0,02373132 0,99508841
por lipopolissacarideos

Resposta de defesa a
G0:0050830 L » 6 P2RX7, FGR, C5AR1, TNFSF8, HAVCR2, TLR2 0,02485311 0,99508841
bactérias Gram-positivas

Resposta imunolégica
G0:0002250 daptati 8 CD86, CRTAM, PIK3CD, LILRB2, LILRB3, FCGR1B, LAIR1, HAVCR2 0,02558462 0,99508841
adaptativa

Via de sinalizagao do

GO0:0002755  receptor toll-like 4 LY96, IRAK3, CD14, TLR2 0,02573845 0,99508841
dependente de MyD88

G0:0001822 Desenvolvimento dos rins 6 KCNJ8, SIX2, SERPINF1, SIX1, HNF1B, FSTL3 0,02598292 0,99508841

GO0:0007267 Sinalizagéo célula-célula 11 POMC, CD86, C1QA, NRP1, ITGB2, TNFSFS, LILRB2, SSTR2, CXCL14, FGF11, CD33 0,02701557 0,99508841
Regulacéo positiva de

GO0:0050679  proliferagao de células 5 TGFB1, HYAL1, C5AR1, HTRAL, BMP5 0,02906116 0,99508841
endoteliais

G0:0042102 Regulagdo positiva de 5 LILRB2, PDCD1LG2, AlIF1, TNFSF13B, HAVCR2 0,02906116 0,99508841
proliferagdo de células T

GO0:0006911 Fagocitose, envolvimento 4 FCER1G, TREM2, FCGRI1A, AlIF1 0,03001738 0,99508841

GO0:0007160  Adeséo célula-matriz 6 TIAM1, PARVG, ITGB2, ITGA2B, ITGBS, ITGB6 0,03082811 0,99508841

G0:0006968 Resp. de defesa celular 5 TYROBP, C5AR1, LY96, LILRB2, KLRG1 0,03227083 0,99508841

Continua. (*D.E: Diferencialmente expressos)
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Regulagdo negativa da
G0:0016525 o 5 HHEX, NPR1, TIE1, SERPINF1, ECSCR 0,03227083 0,99508841
angiogénese

Transdug&o de sinal de
G0:0060395 5 LEFTY1, TGFB1, VIM, GDF6, BMP5 0,03227083 0,99508841
proteina SMAD

Regulag&o positiva de
G0:0010628 . ) 11 P2RX7, MAPK11, TGFB1, NAT8, SLC11A1, TRPV4, ITGBS, PIK3CD, ALOX12B, VIM, TLR2 0,03241068 0,99508841
expresséo genica

Remodelagéo de particulas

G0:0034375 de lipoproteina de alta 3 CETP, APOC1, APOE 0,03339753 0,99508841
densidade
Transmisséo sinaptica,

GO0:0007271 4 CHRM3, CHRNE, CHRFAM7A, APOE 0,034647 0,99508841

colinérgico

Regulacdo negativa da
GO0:0032720  producéo do fator de 4 POMC, CHRFAM7A, IRAK3, HAVCR2 0,03709214 0,99508841
necrose tumoral

G0:0030301 Transporte de colesterol 3 MSR1, CETP, CFTR 0,03768786 0,99508841
Endocitose de vesicula

G0:0048488 ot 3 SYT5, PACSIN1, SNCA 0,03768786 0,99508841
sindptica

Processamento de
antigeno e apresentagédo

G0:0042590  de antigeno peptidico 2 FCER1G, IFI30 0,03845224 0,99508841
exogeno via MHC de

classe |

Diferenciacao de
GO0:0061017 2 HHEX, HNF1B 0,03845224 0,99508841
hepatoblastos

Regulagéo negativa de
G0:1904479 . . 2 HAMP, ISX 0,03845224 0,99508841
absor¢éo intestinal

Continua. (*D.E: Diferencialmente expressos)
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Especificagéo do destino
G0:0048866 2 SOX17, SOX18 0,03845224 0,99508841
das células-tronco

Diferenciacéo de
G0:0002062 ) 4 TGFB1, SIX2, CYTL1, PTH1R 0,03962336 0,99508841
condrécitos

G0:0007409 Axonogénese 6 SPTBN4, NTNG2, LRFN1, SLITRK4, NRCAM, VAX2 0,0421264 0,99508841

Especificagdo do eixo
G0:0009948 ] 3 CDX1, SIX2, GPC3 0,04217583 0,99508841
Antero / posterior

Transcricdo de mRNA do

G0:0042789 promotor de RNA 3 SOX17, SOX18, C5AR1 0,04217583 0,99508841
polimerase I
Desenvolvimento do

G0:0021537 | 3 SIX3, AVPR1A, NRGN 0,04217583 0,99508841
telencéfalo

Desenvolvimento do
G0:0048839 o 4 TGFB1, SIX1, CYTL1, CXCL14 0,04494117 0,99508841
ouvido interno

Regulacéo positiva de
G0:0001938 proliferacéo de células 5 NRP1, EGFL7, FLT4, VEGFC, TNFSF12-TNFSF13 0,04508114 0,99508841

endoteliais

Regulag&o positiva da
G0:0051092 atividade do fator de 7 NTRK1, TGFB1, ITGB2, ADAM8, IRAK3, S100A8, TLR2 0,04533371 0,99508841
transcricdo NF-kappaB

Regulacéo positiva da

G0:0007204 concentracéo de ion calcio 7 TRPV4, C5AR1, OPRL1, FPR3, PTH1R, AVPR1A, MCHR1 0,04672033 0,99508841
citosélico
Regulagéo positiva da

G0:0045807 ) 3 GPC3, CD14, SNCA 0,04685219 0,99508841
endocitose

G0:0033280 Resposta a vitamina D 3 TGFB1, SPP1, ALPL 0,04685219 0,99508841

Continua. (*D.E: Diferencialmente expressos)
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Via de sinalizagao
G0:0097190 . 5 P2RX7, LY96, TNFRSF8, CD14, TNFSF12-TNFSF13 0,04919286 0,99508841
apoptética
G0:0002576 Degranulacéo de plaquetas 6 SRGN, TGFB1, ITGA2B, PECAM1, VEGFC, TIMP1 0,05030335 0,99508841

Via de sinalizagéo do
receptor do fator de

GO0:0048010 ) _ 5 MAPK11, NRP1, FLT4, VEGFC, MAPK12 0,05132372 0,99508841
crescimento endotelial

vascular
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Tabela Suplementar 5: Principais termos enriquecidos na analise de ontologia génica realizada a partir dos genes diferencialmente

expressos encontrados nos pacientes diagnosticados com adenocarcinoma de colon com baixa expressédo de EGFLY7.

N° de
Cdédigo GO Processo Biolégico Genes Valor de p FDR
Genes 'D.E

COL18A1, NRP1, ROBO4, RAMP2, COL15A1, CALCRL, ECSCR, THY1, MEOX2, RASIP1, SOX17,
G0:0001525 Angiogénese 32 SOX18, GJAS, S1PR1, CCL2, EGFL7, MCAM, TIE1, FN1, VEGFC, PLXDC1, FMNL3, MEIS1, EMCN, 1,09E-16 2,29E-13
TAL1, HAND2, MMRN2, PECAM1, ITGAS5, TEK, MFGES8, FGFR1

COL18A1, SRPX, COL15A1, CNTNAP1, CSF3R, ITGAM, LAMA2, TNFAIP6, TGFB1I1, NTM, THY1,

GO0:0007155 Adeséo Celular 34 PCDH17, GPNMB, CHST10, ITGAX, SPP1, S1PR1, CCL2, SIRPA, SPOCK1, IGFBP7, CD34, AOC3, 1,48E-09 1,13E-06
POSTN, EGFL7, VCAM1, MCAM, FN1, COL6A2, CERCAM, PECAM1, ITGA7, ITGA5, MFGES
Organizacéo da Matriz COL18A1, POSTN, ITGAM, OLFML2B, VCAM1, SPARC, LAMA2, COL13A1, LUM, PDGFB, BGN, FN1,
G0:0030198 22 1,62E-09 1,13E-06
Extracelular DCN, MFAP5, CCDC80, COL6A2, ITGAX, SPP1, PECAM1, ITGAY7, ITGA5, JAM2
CCL14, PTGFR, TNFAIP6, LY96, TBXA2R, CCL3, SPP1, CCL2, NLRP3, AOX1, TSPAN2, CCL18,
GO0:0006954 Resposta inflamatéria 28 TNFRSF4, AOC3, GGT5, NGFR, PTGIR, TGFB1, CCL21, TNFRSF18, SLC11A1, SPHK1, TPST1, 5,85E-08 3,06E-05
ADORA2A, NOX4, CHST1, S100A8, TLR2
Regulag&o positiva da PDGFRB, CCL14, NRP1, NDRG4, TGFB1, CCL21, FLT4, PDGFB, TREM2, GPNMB, GLIPR2, HAND2,
G0:0070374 18 2,49E-07 1,04E-04
cascata ERK1 e ERK2 CCL3, PRKCDBP, CCL2, NOX4, TEK, CCL18
Resposta a NGFR, PTGFR, PTGIR, VCAM1, SPARC, KCNJ8, TNFRSF18, SLC11A1, LY96, IRAK3, DCN,
G0:0032496 ) ) ) 17 5,31E-07 1,85E-04
lipopolissacarideos CYP1A1, PLCG2, ALPL, TNFRSF4, S100A8, TLR2
GO0:0001570 Vasculogénese 10 RAMP2, EGFL7, HHEX, TGFB1, SOX17, SOX18, TIE1, ZFPM2, QKI, RASIP1 2,82E-06 8,43E-04

Resposta celular ao
GO0:0071407 ) ) 10 MSR1, P2RY6, TGFB1, LGALS1, RGS19, CYP1A1, CCL3, ALPL, CCL2, GLI2 4,42E-06 0,00115518
composto organico ciclico

NRP1, COL15A1, CNTNAP1, SPARC, CSF3R, TNFAIP6, CRABP2, RASGRP2, RASIP1, SIRPB1,
SYDEL, FGF7, LGALS1, AKT3, CHN1, CCL2, SPOCK1, NLRP3, PDE6B, APBB1, CCL18, GABRD,
G0:0007165 Transdug&o de sinal 48 GRASP, CD34, CAP2, PDGFRB, UTS2R, TNFRSF18, STARDS, TIE1l, SPHK1, VEGFC, ABCC9, 2,24E-05 0,00519512
PILRA, GNG11, FAM126A, GULP1, GREM1, MAPK11, TYROBP, GNB4, PECAM1, SPARCL1, ERG,
TEK, GNB5, FCGR2B, TLR2

Desenvolvimento do MEF2C, RAMP2, TGFB1, SPARC, CALCRL, KCNJ8, PDGFB, PKD2, HOPX, GLI3, GLI2, PDLIM3,
G0:0007507 15 4,42E-05 0,00802804
coragéo HAND2, APLNR, TEK
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N° de
Cadigo GO Processo Biolégico Genes Valor de p FDR
Genes 'D.E

G0:0008015 Circulagdo sanguinea 8 GUCY1AS, UTS2R, GUCY1B3, PLN, ADORA2A, SERPING1, MEOX2, FLI1 4,58E-05 0,00802804
Regulacdo da forma

G0:0008360 ul 13 WIPF1, LST1, RDX, FN1, MSN, FMNL3, FGR, RHOJ, PALM, CCL3, CCL2, ITGA7, PLEKHO1 5,15E-05 0,00802804
celular
Regulac&o negativa de RBM38, COL18A1, TGFB1, TGFB1l1, VEGFC, EMP3, SSTR2, PKD2, RERG, PTHLH, GLI3, SFRP2,

G0:0008285 . 23 5,21E-05 0,00802804
proliferagao celular ADORAZ2A, GPNMB, TIMP2, NOX4, SPEG, NDN, IGFBP7, SLIT3, SOX7, DFNA5, TLR2
Regulag&o positiva da

G0:0014911 migragao de células 6 PDGFRB, NRP1, POSTN, P2RY6, PDGFB, NOX4 5,38E-05 0,00802804
musculares lisas
Desenvolvimento de 6rgéo

GO0:0007517 | 10 SGCE, MEF2C, TAGLN, MRAS, LAMA2, SPEG, FHL3, ITGA7, AEBP1, VAMP5 1,27E-04 0,01767239
muscular
Regulacéo positiva de PTGFR, MEF2C, RAMP2, TGFB1, SLC11Al, RDX, PDGFB, FN1, MSN, QKI, ACTA2, MAPK11,

G0:0010628 . 17 1,89E-04 0,02446054
expresséo genica HAND2, CCL3, VIM, CD34, TLR2
Regulagéo positiva do

G0:0030819 processo Biosintética de 7 AKAP12, RAMP2, PTGIR, CALCRL, ADORA2A, GPR161, PTHLH 1,99E-04 0,02446054
cAMP
Desenvolvimento

G0:0035050 embrionério de tubo 5 NDRG4, HHEX, SOX17, SOX18, GJA5 2,40E-04 0,02788981
cardiaco

G0:0050900 Migracéo de leucdcitos 11 ITGAM, PECAM1, ITGAX, FN1, SIRPA, MSN, ESAM, TEK, ITGA5, CD34, JAM2 3,11E-04 0,02991013

G0:0060216 Hematopoiese definitiva 5 MFAPS5, LYL1, MEIS1, TAL1, TEK 3,15E-04 0,02991013
Regulag&o positiva da

G0:0090280 importacéo de ions de 5 PDGFRB, TRPV2, PDGFB, CCL3, CCL2 3,15E-04 0,02991013
célcio
Processo Biosintética de

G0:0006182 GMP 5 GUCY1A3, GUCY1B3, NPR1, NPR2, AQP1 3,15E-04 0,02991013
c
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Cadigo GO Processo Biolégico Genes Valor de p FDR
Genes D.E
Regulag&o negativa da
G0:0016525 o 8 HHEX, SPARC, NPR1, TIE1, ECSCR, CCL2, TEK, DCN 3,62E-04 0,03293776
angiogénese
G0O:0009611 Resposta a ferida 8 NRP1, FGF7, HHEX, TGFB1, PDGFB, CYP1A1, FN1, CCL2 4,00E-04 0,03486384

Regulagéo positiva da
GO0:0043552 atividade de 6 PDGFRB, FGR, TGFB1, CCL21, PDGFB, TEK 4,85E-04 0,04054979

fosfatidilinositol 3-quinase

» CCL14, RGS19, PDGFB, THY1, RASGRP2, RASGRP3, FGF7, TBXA2R, CHN1, CCL3, S1PR1, CCL2,
Regulag&o positiva da

G0:0043547 o 26 DENND5A, CCL18, PDGFRB, PTGIR, PLEKHG2, ARHGEF15, STARD8, ARHGEF17, SH2D3C, 5,77E-04 0,04636406

atividade GTPase
RAB3IL1, ELMO1, TEK, GNB5, FGFR1

Regulacéo positiva de PDGFRB, COL18A1, TGFB1, TNFAIP6, MCAM, SPHK1, RDX, PDGFB, FGR, GPNMB, CCL3, S1PR1,

G0:0030335 ] 13 6,63E-04 0,05133187
migragéo celular ITGAS
Organizacéo do

G0:0007010 . 12 FMNL3, TUBB6, CNTNAP1, HIP1, PALM, CCL3, CCL2, MSN, APOE, THY1, WTIP, CAP2 7,50E-04 0,05601517
citoesqueleto

G0:0009887 Morfogénese de 6rgéos 9 GAMT, COL18A1, NRP1, ITGAX, VEGFC, CCL2, SLIT3, DCN, FLI1 8,32E-04 0,05822346
Regulacéo positiva de

G0:0045766 ) 10 GREM1, UTS2R, RAMP2, SFRP2, TBXA2R, SPHK1, VEGFC, TEK, CD34, AQP1 8,61E-04 0,05822346
angiogénese

G0:0050918 Quimiotaxia positiva 6 NRP1, FGF7, GPNMB, PDGFB, CCL3, VEGFC 8,64E-04 0,05822346

Regulag&o positiva de
G0:0048146 ] ) 7 PDGFRB, UTS2R, TGFB1, SPHK1, PDGFB, FN1, AQP1 0,001039466 0,06789011
proliferagdo de fibroblastos

Transporte de ions de

G0:0006816 fici 8 RAMP2, PLN, CALCRL, RAMP3, TRPC1, GJA4, CCL3, PKD2 0,001246186 0,07695546
calcio

G0:0001666 Resposta a hipoxia 12 POSTN, RAMP2, TGFB1, VCAM1, CYP1A1l, VEGFC, CCL2, NOX4, TEK, WTIP, CYGB, TLR2 0,001288728 0,07695546

G0:0016477 Migrag&o celular 12 FMNL3, PDGFRB, FGR, CCDC88A, TGFB1, SDC2, MATK, ELMO1, S1PR1, CD248, ERG, FGFR1 0,001288728 0,07695546

Resposta celular ao
estimulo do fator de

G0:0035924 ) . 5 NRP1, RAMP2, VCAM1, FLT4, GAS1 0,001359725 0,07893957
crescimento endotelial

vascular

Continua. (*D.E: Diferencialmente expressos)
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Cadigo GO Processo Biolégico Genes Valor de p FDR
Genes 'D.E
G0:0042060 Cicatrizagdo de feridas 8 PDGFRB, SPARC, SLC11A1, PECAM1, FN1, GLI3, DCN, S100A8 0,001682999 0,09506672
G0:0002040 Brotamento angiogénico 5 NRP1, RAMP2, FLT4, RSPO3, TEK 0,001877643 0,10136032
Regulagéo positiva de
G0:0050921 o . 4 PDGFRB, TGFB1, CCL21, PDGFB 0,001891413 0,10136032
quimiotaxia
G0:0002548 Quimiotaxia de mondcitos 6 CCL14, CCL21, PDGFB, CCL3, CCL2, CCL18 0,002000891 0,10454655
G0:0001958 Ossificagéo endocondral 5 MEF2C, COL13A1, ALPL, TEK, RUNX2 0,002181735 0,11121527
G0:0060326 Quimiotaxia celular 7 CCL14, PDGFRB, VCAM1, CCL21, PDGFB, CCL3, CCL2 0,002727814 0,1357412
G0:0048247 Quimiotaxia de linfocitos 5 CCL14, CCL21, CCL3, CCL2, CCL18 0,002888537 0,14039634
Morfogénese do trato de
G0:0003151 fd 6 CLDN5, MEF2C, SFRP2, SOX17, SOX18, GJA5 0,003005852 0,14277798
saida
Regulacéo positiva de
G0:0001938 proliferagéo de células 7 NRP1, EGFL7, FLT4, PDGFB, VEGFC, CCL2, TEK 0,00368507 0,17115103
endoteliais
Via de sinalizacao do
receptor acoplado a
G0:0007189 . 6 PTGFR, PTGIR, CALCRL, ADORA2A, TBXA2R, PTHLH 0,00433215 0,19683029
proteina G de ativacao da
adenilato ciclase
Regulag&o negativa do
G0:0030308 . 9 GREM1, TGFB1, SFRP2, SOX17, NPR1, DACTS3, SLIT3, APBB1, RERG 0,0047043 0,20224493
crescimento celular
Desenvolvimento de tecido
GO0:0007519 6 MEF2C, HLX, CFL2, MEOX2, VAMP5, DCN 0,004719871 0,20224493
muscular esquelético
Via de sinalizagao
GO0:0031663 mediada por 5 TGFB1, CCL3, LY96, CCL2, TLR2 0,004741628 0,20224493
lipopolissacarideos
Continua. (*D.E: Diferencialmente expressos)
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N° de
Cadigo GO Processo Biolégico Genes Valor de p FDR
Genes D.E
Regulac&o negativa de
G0:0032331 diferenciagdo de 4 GREM1, EFEMP1, PTHLH, GLI2 0,005397324 0,22560816

condrocitos

) . RBM38, ROBO4, NDRG4, COL15A1, RGS19, HIP1, COL13A1, TGFB1I1, NOTCH4, TWIST2, ECSCR,
G0:0030154 Diferenciagéo celular 20 0,005560288 0,22786278
MATK, FLI1, FGR, HHEX, CSRP2, HLX, MGP, ERG, VAMP5

Conjunto de jungéo célula-
GO0:0007044 bstrat 3 FN1, ITGA5, TNS1 0,006564236 0,24944098
substrato

Depuracéo de

G0:0034382 remanescentes de 3 APOC2, APOC1, APOE 0,006564236 0,24944098
quilomicrons
Desenvolvimento

G0:0003158 dotelial 3 GJA5, GJA4, CD34 0,006564236 0,24944098
endotelial

Morfogénese da
G0:0061299 vasculatura da retina em 3 NRP1, ARHGEF15, RHOJ 0,006564236 0,24944098
olho tipo caAmera

Regulacéo da condugéo
GO0:1903779 i 6 PLN, FXYD4, NPR1, NPR2, TRPC1, ABCC9 0,007034221 0,26252718
cardiaca

G0:0048469 Maturagao celular 5 CCL21, SOX18, LHX6, RUNX2, FGFR1 0,007261134 0,26332682

Regulacéo positiva da

migracédo de células
G0:0043536 o 4 TGFB1, PDGFB, VEGFC, AMOTL1 0,007450231 0,26332682
endoteliais dos vasos

sanguineos
Via de sinalizagao

G0:0019221 ] o 9 NUMBL, CSF3R, FLRT2, BGN, CCL2, IRAKS, IRF5, DCN, ASPN 0,007524903 0,26332682
mediada por citocinas
Regulacéo positiva da MEOX2, PKD2, GLI3, GLI2, GLIS2, HHEX, SOX17, SOX18, S1PR1, NDN, NLRP3, APBB1, MEF2C,

G0:0045944 transcricdo do promotor da 34 TGFB1, PRRX1, LUM, SLC11A1, EBF1, PBX3, EBF4, MEIS3, FLI1, DCN, RGMA, GREM1, ZEB2, 0,007559622 0,26332682
RNA polimerase Il MEIS1, SFRP2, TAL1, HAND2, TCEA2, IRF5, ZFPM2, TLR2

Continua. (*D.E: Diferencialmente expressos)
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N° de
Cadigo GO Processo Biolégico Genes Valor de p FDR
Genes 'D.E

Regulagéo positiva da

GO0:0050731 fosforilagéo de peptideo- 7 NRP1, FGF7, TGFB1, PDGFB, VEGFC, TREM2, ITGA5 0,00853463 0,28732272
tirosina
Regulagéo positiva da

G0:0043406 o . 6 PDGFRB, MEF2C, TGFB1, PDGFB, NOX4, FGFR1 0,008750523 0,28732272
atividade da MAP quinase

G0:0030097 Hematopoiese 6 TAL1, NOTCH4, PDGFB, CRIP2, CD34, RUNX2 0,008750523 0,28732272
Desenvolvimento de vasos

GO0:0001568 3 5 MEF2C, FOXS1, EGFL7, SPHK1, GJA4 0,008798399 0,28732272
sanguineos
Capeamento de filamento

GO0:0051694 de actina com extremidade 3 TMOD1, TMOD2, LMOD1 0,009059502 0,29129782
pontiaguda

o NRP1, PTGIR, TNFAIP6, CCL21, SSTR2, PTHLH, GREM1, SFRP2, ADORA2A, GJA4, CCL3, TEK,
GO0:0007267 Sinalizagédo célula-célula 13 0,009289791 0,29417671
CCL18

Regulag&o positiva da

G0:0051897 sinalizacao da proteina 7 TGFB1, HIP1, CCL21, CCL3, NOX4, TEK, MEIS3 0,00956102 0,2963123
quinase B
Diferenciacéo de

G0:0002062 . 5 MEF2C, TGFB1, RUNX2, GLI2, FGFR1 0,009640783 0,2963123
condrdcitos

GO0:0048844 Morfogénese arterial 4 NRP1, PRRX1, GJA5, APOE 0,009906155 0,29986514

G0:0001947 Aceleramento cardiaco 6 MEF2C, NDRG4, SOX17, SOX18, HAND2, PKD2 0,01004333 0,29986514
Processo metabdlico de

G0:0009308 . 3 AOC3, VCAM1, CYP1A1 0,011908207 0,34093359
amina
Regulac&o positiva do

G0:0030828 processo Biosintética de 3 GUCY1A3, NPR1, APOE 0,011908207 0,34093359
cGMP

Continua. (*D.E: Diferencialmente expressos)
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Cadigo GO Processo Biolégico Genes Valor de p FDR
Genes 'D.E

Desenvolvimento do

G0:0072075 . . 3 PDGFRB, BASP1, PKD2 0,011908207 0,34093359
mesénqguima metanéfrico
Regulag&o positiva de PDGFRB, CCL14, PTGFR, COL18A1, TGFB1, FLT4, PDGFB, MATK, FN1, VEGFC, CRIP2, PTHLH,

G0:0008284 . 19 0,012665811 0,35772359
proliferagéo celular RUNX2, GREM1, FGF7, SFRP2, HLX, CD248, FGFR1
Regulagéo da pressao

G0:0008217 erial 6 GUCY1A3, ACTA2, RAMP2, NPR1, NPR2, CD34 0,013010047 0,35777629
arterial
Regulag&o positiva da

G0:0014068 sinalizacéo de 6 PDGFRB, FGR, PDGFB, TEK, DCN, FGFR1 0,013010047 0,35777629
fosfatidilinositol 3-quinase

G0:0030593 Quimiotaxia de neutréfilos 6 CCL14, CSF3R, CCL3, CCL2, CCL18, S100A8 0,013834865 0,37551776
Regulag&o negativa do

G0:0010977 desenvolvimento da 5 NGFR, LGALS1, DPYSL3, SPOCK1, VIM 0,014633983 0,3921157
projecao neuronal
Adeséo célula-célula de

G0:0007159 . 4 VCAM1, CERCAM, MSN, ITGA5 0,016080179 0,41490832
leucécitos

G0:0033344 Efluxo de colesterol 4 SOAT1, APOC2, APOC1, APOE 0,016080179 0,41490832
Processo Biosintética de

G0:0030206 . 4 CHST7, CHST12, BGN, DCN 0,016080179 0,41490832
sulfato de condroitina

G0:0042552 Mielinizagédo 5 CLDN5, TGFB1, TSPAN2, FAM126A, QKI 0,017013772 0,42841907
Desenvolvimento de

G0:0048666 ) 5 MEF2C, DPYSL3, PBX3, NDN, GLI2 0,017013772 0,42841907
neurdnios
Fosforilagdo de peptideo-

G0:0018108 o 9 PDGFRB, FGR, FGF7, EFEMP1, TIE1, FLT4, PDGFB, TEK, FGFR1 0,017984046 0,44746018
tirosina
Regulagéo positiva de

GO0:0051781 o 5 FGF7, TGFB1, TAL1, PDGFB, VEGFC 0,018288977 0,44969366
diviséo celular
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Cadigo GO Processo Biolégico Genes Valor de p FDR
Genes 'D.E

Regulagéo positiva da

G0:2000727 diferenciacao celular do 3 GREM1, MEF2C, TGFB1 0,018601222 0,45205295
musculo cardiaco
Via de sinalizacao do
receptor do fator de

G0:0048010 . . 6 MAPK11, NRP1, FLT4, ELMO1, VEGFC, CCL2 0,019527316 0,46602263
crescimento endotelial
vascular

G0:0006909 Fagocitose 5 ADORA2A, SLC11A1, ELMO1, PECAM1, IRF8 0,019622005 0,46602263
Via de sinalizagao

G0:0007229 ) ) ) 7 FGR, ITGAM, TYROBP, ITGAX, ITGA7, ITGA5, ADAMTS10 0,020205534 0,4692174
mediada por integrinas
Regulag&o negativa da

G0:0006469 atividade da proteina 7 ADORAZ2A, FLRT2, GMFG, BGN, THY1, DCN, ASPN 0,020205534 0,4692174
quinase
Regulacéo positiva de

G0:0050729 . . 6 CCL14, CCL3, CCL2, CCL18, S100A8, TLR2 0,020604944 0,47323444
resposta inflamatéria
Regulacdo de migragdo

G0:0030334 ul 6 ROBO4, TGFB1, LAMA2, DPYSL3, PECAM1, THY1 0,0217207 0,49049558
celular
Processo Biosintética de

G0:0018146 4 LUM, CHST1, PRELP, ST3GAL2 0,021846039 0,49049558
queratam sulfato
Adeséo célula-célula de

G0:0016337 . ) 7 VCAM1, EMCN, COL13A1, ESAM, THY1, CD34, JAM2 0,022060567 0,49049558
um Unico organismo
Morfogénese de células

G0:0001886 3 COL18A1, NOTCH4, PECAM1 0,022414497 0,49311894
endoteliais
Degranulacéo de

G0:0002576 | ; 7 TGFB1, SPARC, PDGFB, PECAM1, FN1, VEGFC, SERPING1 0,024027205 0,51858594
plaquetas
Desenvolvimento de

G0:0060021 6 CLDN5, MEF2C, PRRX1, HAND2, MEOX2, GLI3 0,024068343 0,51858594
plaquetas
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N° de
Cadigo GO Processo Biolégico Genes Valor de p FDR
Genes 'D.E

Diferenciacao de

G0:0001649 7 MEF2C, GPNMB, SPP1, CCL3, ALPL, RUNX2, GLI2 0,025053162 0,53429702
osteoblastos
Transporte de ion

G0:0006828 3 TRPCG6, TRPC1, SLC11A1 0,026519114 0,55424949
manganés
Processo Biosintética de

G0:0030208 3 CHST12, BGN, DCN 0,026519114 0,55424949
dermatan sulfato

GO0:0007568 Envelhecimento 9 TGFB1, VCAM1, TRPC6, KCNMB1, TIMP2, CYP1Al, SERPING1, CCL2, DCN 0,026816226 0,55491002
Regulac&o negativa de

GO0:0050728 . ) 6 CALCRL, ADORA2A, TNFAIP6, NLRP3, TEK, APOE 0,027886163 0,57139294
resposta inflamatéria

GO0:0006936 Contrag&o muscular 7 GAMT, TMOD1, ACTA2, TPM2, TMODZ2, LMOD1, MYL9 0,028305114 0,57434649
Desenvolvimento do

G0:0001501 . - 8 POSTN, GJA5, ALPL, PRELP, AEBP1, PTHLH, GLI2, FGFR1 0,029049862 0,57823058
sistema esquelético
Regulag&o negativa de

G0:0010629 . . 8 MEF2C, TGFB1, SFRP2, HAND2, PDGFB, CCL3, SLIT3, CD34 0,029049862 0,57823058
expressédo genica
Regulag&o positiva da

G0:0043410 6 NGFR, FLT4, PDGFB, TIMP2, TNFRSF4, FGFR1 0,03063314 0,58488138
cascata MAPK
Regulag&o positiva da

) MEF2C, TGFB1, TGFB1I1, NOTCH4, PDGFB, SMARCAL, GLI3, RUNX2, GLI2, GLIS2, LYL1, FGF7,
G0:0045893 transcrigdo, modelada por 19 0,030846542 0,58488138
LBH, SOX17, TAL1, SOX18, HAND2, APBB1, SOX7

DNA
Regulagéo positiva do

G0:2000573 processo Biosintética do 3 PDGFRB, PDGFB, NOX4 0,030900812 0,58488138
DNA

G0:0030239 Conjunto de miofibrilas 3 TMOD1, TMOD2, LMOD1 0,030900812 0,58488138

GO0:0046677 Resposta ao antibiético 4 AOC3, CYP1A1, ALPL, CCL2 0,031063078 0,58488138
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N° de
Cadigo GO Processo Biolégico Genes Valor de p FDR
Genes D.E
Regulacéo da
G0:0051480 concentragdo de ion célcio 4 PLN, TRPC6, TRPC1, PDE6B 0,031063078 0,58488138

citosélico

Resposta celular ao fator
G0:0071356 7 CCL14, POSTN, VCAM1, CCL21, CCL3, CCL2, CCL18 0,031823895 0,5931181
de necrose tumoral

Transporte de ions
G0:0006813 thssi 6 KCNJ8, KCNMB1, GJA5, KCNMB4, ABCC9, AQP1 0,032068108 0,5931181
potassio

Regulagéo positiva da via

G0:2001244 de sinalizacéo apoptética 4 PLEKHF1, SEPT4, S100A8, DFNA5 0,033638843 0,61671212
intrinseca
Resposta celular a

G0:0071346 ) 5 CCL14, CCL21, CCL3, CCL2, CCL18 0,034309691 0,6210977
interferon-gama
Desenvolvimento de TNFRSF18, NOTCH4, PRRX2, TWIST2, EBF1, SSC5D, PCOLCE, EBF4, MEOX2, MFRP, LBH,

GO0:0007275 . . 19 0,034472408 0,6210977
organismo multicelular SFRP2, MRAS, CSRP2, HLX, GPR161, ANGPTL2, ERG, TNFRSF4

G0:0033700 Efluxo de fosfolipidios 3 APOC2, APOC1, APOE 0,035545805 0,62429187

GO0:0042311 Vasodilatagao 3 KCNJ8, ADORA2A, APOE 0,035545805 0,62429187

Regulagéo positiva do
G0:2000353 processo apoptético das 3 COL18A1, ECSCR, CD248 0,035545805 0,62429187

células endoteliais

Movimento da célula ou
G0:0006928 6 PALM, ELMO1, CERCAM, MSN, VIM, WASF1 0,038223981 0,66573433
componente subcelular

G0:0006911 Fagocitose, envolvimento 4 ELMO1, TREM2, MFGES8, GULP1 0,039111883 0,67556888

Regulagéo positiva da
G0:0048661 proliferagdo de células 5 PDGFRB, CALCRL, PDGFB, S1PR1, AKR1B1 0,040309103 0,69054119

musculares lisas
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Cadigo GO Processo Biolégico Genes Valor de p FDR
Genes 'D.E

Transdug&o de sinal

G0O:0007264 mediada por GTPase 11 ARL4C, REM1, RAB31, MRAS, RGS19, RAB34, RHOJ, SH2D3C, RASGRP2, RERG, RASGRP3 0,041220794 0,69103312
pequena
Regulagéo positiva da

GO0:0050714 4 TGFB1, ADORA2A, VEGFC, APBB1 0,042007405 0,69103312
secrecao de proteinas

G0:0010043 Resposta & ions zinco 4 VCAML1, PLN, HVCN1, S100A8 0,042007405 0,69103312
Especifica¢&o do destino

G0:0048866 3 2 SOX17, SOX18 0,042652283 0,69103312
das células-tronco
Morfogénese de artérias

GO0:0061441 . 2 NRP1, PKD2 0,042652283 0,69103312
renais
Adesdao célula-matriz

GO0:0035759 . 2 CCL21, CD34 0,042652283 0,69103312
mesangial
Processo metabdlico de

GO0:0005976 . . 2 CHST7, CHST1 0,042652283 0,69103312
polissacarideo
Regulacdo negativa da

. TGFB1, RAMP3, PDGFB, TWIST2, LOXL3, GLI3, RUNX2, GLIS2, GREM1, FOXS1, HHEX, SFRP2,
G0:0045892 transcri¢cdo, modelada por 18 0,042992257 0,69118321
SOX18, BASP1, ZFPM2, SOX7, TNFRSF4, BEND5

DNA

GO0:0007160 Adesdao célula-matriz 6 SGCE, OTOA, VCAM1, COL13A1, ITGA7, CD34 0,04505523 0,71080032
Desenvolvimento de

G0:0014002 . 3 TSPAN2, VIM, S100A8 0,045572843 0,71080032
astrocidos
Desenvolvimento de

G0:0035855 o 3 MEIS1, TAL1, FLI1 0,045572843 0,71080032
megacariocitos
Estabelecimento de

G0:0061028 . . 3 SOX18, RDX, MSN 0,045572843 0,71080032
barreira endotelial
Localizag&o da proteina na

GO0:0072659 5 EHD2, RAMP2, PLEKHF1, RAMP3, RAB34 0,046866962 0,72557
membrana plasmatica
Processo catabdlico de

GO0:0030574 5 COL18A1, ADAMTS2, COL15A1, COL13A1, COL6A2 0,049176819 0,755732

colageno
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Tabela Suplementar 6: Principais termos enriquecidos na analise de ontologia génica realizada a partir dos genes diferencialmente
expressos encontrados em comum nos pacientes diagnosticados com adenocarcinoma de colon com alta e baixa expressdo de
EGFL7.

o o N° de genes
Cédigo GO Processo Biolégico ipE Genes Valor de p FDR
. NRP1, COL15A1, EGFL7, SOX17, SOX18, TIE1l, GJA5, PECAM1, ECSCR, VEGFC, ITGA5,
GO0:0001525  Angiogénese 12 7,25E-09 6,47E-06
MEOX2
GO0:0001570  Vasculogénese 6 EGFL7, HHEX, TGFB1, SOX17, SOX18, TIE1 6,42E-06 0,00286615

Desenvolvimento do tubo
G0:0035050 3 . 4 HHEX, SOX17, SOX18, GJAS 4,38E-05 0,01303222
cardiaco embrionario

Via de sinalizagdo mediada por

G0:0007229 . . 6 FGR, ITGAM, TYROBP, ITGAX, ITGA5, ADAMTS10 1,03E-04 0,02182067
integrinas

G0:0032496 Resposta a lipopolissacarideos 7 KCNJ8, SLC11A1, ALPL, LY96, IRAK3, S100A8, TLR2 1,22E-04 0,02182067
Regulag&o positiva da

G0:0050731  fosforilagdo de peptideo- 5 NRP1, TGFB1, VEGFC, TREM2, ITGA5 6,01E-04 0,08942849
tirosina

Organizacao da matriz
G0:0030198 wracelul 6 ITGAM, PECAML, ITGAX, SPP1, BGN, ITGA5 0,00230726 0,23696345
extracelular

G0:0050900 Migrag&o de leucdcitos 5 ITGAM, PECAML, ITGAX, ESAM, ITGAS 0,00261871 0,23696345

Resposta celular ao composto
GO0:0071407 ) . 4 MSR1, TGFB1, LGALS1, ALPL 0,00269584 0,23696345
ciclico orgéanico

. NRP1, COL15A1, TIE1, VEGFC, ABCC9, PILRA, MAPK11, TYROBP, LGALS1, GNB4, PECAM1,
G0:0007165 Sinal de transdugé&o 14 0,00283273 0,23696345
PDEG6B, FCGR2B, TLR2

Regulagéo negativa da

G0:0016525 o 4 HHEX, NPR1, TIE1, ECSCR 0,00310476 0,23696345
angiogénese

G0:0033280 Resposta a vitamina D 3 TGFB1, SPP1, ALPL 0,00318428 0,23696345
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Regulag&o positiva de

G0:0001938 proliferagdo de células 4 NRP1, EGFL7, FLT4, VEGFC 0,00420116 0,27624607
endoteliais

G0:0048844  Morfogénese arterial 3 NRP1, GJA5, APOE 0,00433085 0,27624607
Via de sinaliza¢ao do receptor

GO0:0048010  do fator de crescimento 4 MAPK11, NRP1, FLT4, VEGFC 0,00473423 0,2818446
endotelial vascular

GO0:0007155 Adeséo celular 8 COL15A1, EGFL7, ITGAM, PECAM1, ITGAX, SPP1, CERCAM, ITGAS 0,0058095 0,32424257

G0:0006954 Resposta inflamatério 7 TGFB1, SLC11A1, SPP1, CHST1, LY96, S100A8, TLR2 0,00885807 0,42617912

G0:0009887 Morfogénese de 6rgéos 4 GAMT, NRP1, ITGAX, VEGFC 0,00932245 0,42617912

Especificagéo do destino das
G0:0048866 2 SOX17, SOX18 0,00938739 0,42617912
células-tronco

Via de sinalizagdo mediada por
G0:0031663 . ) ) 3 TGFBL1, LY96, TLR2 0,00989298 0,42617912
lipopolissacarideos

Via de sinalizagao da proteina
G0:0007169 tirosina quinase do receptor 4 FGR, FLT4, MATK, PILRA 0,01046585 0,42617912

transmembrana

Via de sinalizagao do receptor
G0:0002755 ) 3 LY96, IRAK3, TLR2 0,01049937 0,42617912
toll-like dependente de MyD88

Regulacéo da remodelagao
GO0:0060312 ; 2 TGFB1, FLT4 0,0140484 0,50180885
dos vasos sanguineos

Desenvolvimento da vesicula
G0:0061010 bil 2 HHEX, SOX17 0,0140484 0,50180885
iliar

Depuracéo de particulas de

G0:0034447  lipoproteina de densidade 2 APOC1, APOE 0,0140484 0,50180885
muito baixa

G0:0045087 Resposta imunoldgica inata 7 FGR, TYROBP, MATK, LY96, TREM2, S100A8, TLR2 0,01574093 0,54064052

Continua. (*D.E: Diferencialmente expressos)
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G0:0060214  Formagéao de endocardio 2 SOX17, SOX18 0,01868776 0,59600599
Detecgéo de

G0:0032497 2 LY96, TREM2 0,01868776 0,59600599
lipopolissacarideos

GO0:0003151  Morfogénese do trato de saida 3 SOX17, SOX18, GJA5 0,01978803 0,6070737

G0:0006468 Fosforilagdo de proteinas 7 FGR, TGFB1, NPR1, GMFG, MATK, IRAKS, ALPK2 0,02039441 0,6070737
Regulac&o negativa da

G0:0010936 producéo de citocinas de 2 TGFB1, IRAK3 0,02330556 0,65037079
macroéfagos
Diferenciacao de células

G0:0060956 e 2 SOX17, SOX18 0,02330556 0,65037079
endocéardicas
Regulag&o positiva da

G0:0051092 atividade do fator de 4 TGFB1, IRAK3, S100A8, TLR2 0,02482373 0,67174521
transcricdo NF-kappaB
Depuracéo de remanescentes

G0:0034382 . 2 APOC1, APOE 0,02790191 0,71189721
de quilomicrons
Morfogénese da vasculatura da

G0:0061299 . . 2 NRP1, ARHGEF15 0,02790191 0,71189721
retina em olho tipo camera
Regulac&o positiva de

G0:0010628 5 ) 5 MAPK11, TGFB1, SLC11A1, VIM, TLR2 0,03502992 0,8479063
expressao genica

G0:0009611 Resposta ao ferimento 3 NRP1, HHEX, TGFB1 0,03547851 0,8479063
Regulac&o positiva do

G0:0030828 2 NPR1, APOE 0,03703062 0,8479063
processo Biosintética de cGMP
Regulacéo da proliferacéo de

GO0:0072091 ) 2 SOX17, SOX18 0,03703062 0,8479063
células-tronco
Regulacéo positiva da

G0:0010873 n 2 APOC1, APOE 0,04156319 0,90526651
esterificagéo do colesterol
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Cadigo GO Processo Bioldgico ipE Genes Valor de p FDR

Resposta celular ao acido

G0:0071223 . o 2 TREM2, TLR2 0,04156319 0,90526651
lipoteicoico

G0:0016477 Migracao celular 4 FGR, CCDCB88A, TGFB1, MATK 0,04744919 0,99776536
Regulagéo positiva da cascata

GO0:0070374 4 NRP1, TGFB1, FLT4, TREM2 0,04950027 0,99776536
ERK1 e ERK2

G0:0001946 Linfangiogénese 2 SOX18, FLT4 0,05056522 0,99776536
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Tabela Suplementar 7: Principais vias enriquecidos na analise no KEEG realizada a partir dos genes diferencialmente expressos

encontrados em comum nos pacientes diagnosticados com adenocarcinoma de colon com alta expressao de EGFL7.

Cdédigo do ) N° de genes
Vias Genes Valor de p FDR
KEEG D.E
Diferenciagdo de SPI1, TGFB1, PIK3CD, TREM2, NFATC1, LILRB2, LILRB3, MAPK12, LILRA5, OSCAR, MAPK11,
hsa04380: 17 5,20E-08 1,00E-05
osteoclastos FCGR3A, FCGR2A, TYROBP, FCGR1A, FCGR2B, FCGR2C
Infecgdo por
hsa05150: 11 C1QA, HLA-DMA, FCGR3A, ITGAM, FCGR2A, C5AR1, ITGB2, FPR3, FCGR1A, FCGR2B, FCGR2C 3,68E-07 3,565E-05
Staphylococcus aureus
hsa05140: Leishmaniose 11 MAPK11, HLA-DMA, FCGR3A, TGFB1, ITGAM, FCGR2A, ITGB2, FCGR1A, FCGR2C, MAPK12, TLR2 5,04E-06 3,24E-04
TGFB1, ITGAM, FCER1G, ITGB2, MAPK12, MAPK11, HLA-DMA, FCGR3A, FCGR2A, ITGAX, CD14,
hsa05152: Tuberculose 15 6,20E-05 0,00299363

FCGR1A, FCGR2B, FCGR2C, TLR2

MSR1, ITGAM, ITGB2, HLA-DMA, FCGR3A, FCGR2A, CD14, ITGA5, FCGR1A, FCGR2B, FCGR2C,
hsa04145: Fagossomo 13 1,90E-04 0,00731826
ATP6V1B1, TLR2

) o PRKCG, ITGAM, FLT4, ITGB2, ITGA2B, ADCY4, VEGFC, PIK3CD, MAPK12, MAPK11, TIAM1, PLCB4,
hsa04015: Via de sinalizacdo RAP-1 15 3,79E-04 0,01121533
RAC3, PLCB2, FGF11

Regulacéo do mediador

hsa04750: inflamatorio dos canais 10 NTRK1, PRKCG, MAPK11, PLCB4, TRPV4, ADCY4, TRPV2, PIK3CD, PLCB2, MAPK12 4,47E-04 0,01121533
TRP
Moléculas de adesé&o CD86, NTNG2, HLA-DMA, NLGN2, ITGAM, ITGB2, PECAM1, ITGB8, NRCAM, ESAM, PDCD1LG2,
hsa04514: 12 4,65E-04 0,01121533
celular (CAMs) LRRC4C
hsa05146: Amebiase 10 PRKCG, TGFB1, ITGAM, PLCB4, C8G, ITGB2, PIK3CD, CD14, PLCB2, TLR2 7,95E-04 0,01704345
hsa04971: Secrecgéo de acido gastrico 8 PRKCG, CHRM3, PLCB4, HRH2, ADCY4, SSTR2, PLCB2, CFTR 0,001504667 0,02904007
hsa05133: Coqueluche 8 MAPK11, C1QA, ITGAM, ITGB2, LY96, CD14, ITGA5, MAPK12 0,001762866 0,03093028

Desregulacao
hsa05202: guiag 11 NTRK1, HOXA10, CD86, LYL1, HHEX, SPI1, ITGAM, BCL2A1, SIX1, CD14, FCGR1A 0,005641943 0,09074125
transcricional em cancer

Citotoxicidade mediada por
hsa04650: 9 PRKCG, FCGR3A, TYROBP, FCERI1G, ITGB2, RAC3, PIK3CD, NFATC1, HCST 0,007627477 0,11323869
células assassinas naturais

Continua. (*D.E: Diferencialmente expressos)
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Continuagéo da tabela suplementar 7.

Cdédigo do ) N° de genes
Vias Genes Valor de p FDR
KEEG D.E
Sinalizagao
hsa04723: endocanabindide 8 PRKCG, MAPK11, KCNJ5, PLCB4, ADCY4, GNB4, PLCB2, MAPK12 0,009222927 0,12492033
retrograda

Regulagéo do
hsa04810: . gulac . 12 TIAM1, CHRMS3, ITGAM, ITGB2, ITGA2B, ITGAX, ITGB8, RAC3, PIK3CD, ITGAS5, ITGB6, FGF11 0,010040097 0,12492033
citoesqueleto de actina

Doenca de chagas

hsa05142: (American 8 MAPK11, C1QA, TGFB1, PLCB4, PIK3CD, PLCB2, MAPK12, TLR2 0,010749967 0,12492033
trypanosomiasis)
hsa04611: Ativacao de plaguetas 9 MAPK11, FCGR2A, PLCB4, FCERI1G, ITGA2B, ADCY4, PIK3CD, PLCB2, MAPK12 0,011003345 0,12492033

Via de sinalizagao do
hsa04620: . 8 CD86, MAPK11, SPP1, LY96, PIK3CD, CD14, MAPK12, TLR2 0,011865293 0,12722231
receptor Toll-like

hsa04726: Sinapse serotonérgica 8 PRKCG, KCNJ5, PLCB4, KCND2, GNB4, ALOX12B, PLCB2, ALOX15B 0,015016954 0,15254064

Linhagem de células
hsa04640: o 7 ITGAM, ITGA2B, CD37, CD14, ITGA5, FCGR1A, CD33 0,015910531 0,15353663
hematopoiéticas

hsa05323: Artrite reumatoide 7 CD86, HLA-DMA, TGFB1, ITGB2, TNFSF13B, TLR2, ATP6V1B1 0,016754316 0,15398014

Migracao transendotelial
hsa04670: de | it 8 PRKCG, MAPK11, ITGAM, ITGB2, PECAM1, PIK3CD, ESAM, MAPK12 0,017936995 0,15735636
e leucdcitos

hsa04972: Secrecéo

hsa04972: » 7 PRKCG, CHRM3, PLCB4, ADCY4, PLA2G5, PLCB2, CFTR 0,021438844 0,1728764
pancreética
Via de sinalizagao
hsa04071: ) o 8 PRKCG, MAPK11, PLCB4, FCER1G, RAC3, PIK3CD, PLCB2, MAPK12 0,022123278 0,1728764
esfingolipidica
hsa04510: Adeséo focal 11 PRKCG, PARVG, FLT4, ITGA2B, SPP1, ITGB8, VEGFC, RAC3, PIK3CD, ITGAS5, ITGB6 0,022393316 0,1728764
hsa05144: Malaria 5 TGFB1, GYPC, ITGB2, PECAM1, TLR2 0,02708161 0,20102887
hsa05416: Miocardite viral 5 CD86, HLA-DMA, CXADR, ITGB2, RAC3 0,043799343 0,30924064
hsa04725: Sinapse colinérgica 7 PRKCG, CHRM3, PLCB4, ADCY4, GNB4, PIK3CD, PLCB2 0,045393185 0,30924064
hsa05414: Cardiomiopatia dilatada 6 TGFB1, ITGA2B, ADCY4, ITGBS8, ITGAS, ITGB6 0,046466211 0,30924064
Continua. (*D.E: Diferencialmente expressos)
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Continuagéo da tabela suplementar 7.

Cdédigo do ) N° de genes
Vias Genes Valor de p FDR
KEEG D.E
hsa04724 Sinapse glutamatérgica 7 PRKCG, PLCB4, HOMER2, ADCY4, GNB4, PLCB2, SHANK1 0,050548096 0,32519275
hsa04370: Via de sinalizagéo VEGF 5 PRKCG, MAPK11, RAC3, PIK3CD, MAPK12 0,053914626 0,33566203
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Tabela Suplementar 8: Principais vias enriquecidos na analise no KEEG realizada a partir dos genes diferencialmente expressos

encontrados em comum nos pacientes diagnosticados com adenocarcinoma de colon com baixa expressao de EGFL7.

Cdédigo do ) N° de genes
Vias Genes Valor de p FDR
KEEG D.E
Contragao do musculo liso GUCY1A3, GUCY1B3, PTGIR, RAMP2, CALCRL, RAMP3, NPR1, NPR2, ACTA2, ADORA2A, KCNMBL1,
hsa04270: 13 2,37E-05 0,00439092
vascular KCNMB4, MYL9
) TGFB1, LUM, SDC2, RDX, TWIST2, HSPB2, FN1, MSN, DCN, MAPK11, MRAS, AKT3, PLCG2, ITGA5,
hsa05205: Proteoglicanos em cancer 16 9,48E-05 0,00876992
FGFR1, TLR2
) o PDGFRB, NGFR, FLT4, PDGFB, VEGFC, RASGRP2, GNG11, RASGRP3, FGF7, MRAS, AKT3, GNB4,
hsa04014: Via de sinalizagdo Ras 16 3,65E-04 0,01695906

PLCG2, TEK, GNB5, FGFR1

Migracao transendotelial de

hsa04670: | Scit 11 MAPK11, CLDN5, VCAM1, ITGAM, PECAM1, PLCG2, MSN, ESAM, THY1, MYL9, JAM2 4,51E-04 0,01695906
eucdcitos
Regulag&o do citoesqueleto PDGFRB, ITGAM, RDX, PDGFB, FN1, MSN, FGF7, MRAS, CFL2, ITGAX, ITGA7, ITGA5, WASF1, MYL9,
hsa04810: ) 15 5,50E-04 0,01695906
de actina FGFR1
. o PDGFRB, NGFR, ITGAM, FLT4, PDGFB, VEGFC, RASGRP2, RASGRP3, MAPK11, FGF7, MRAS, ADORAZ2A,
hsa04015: Via de sinalizagdo RAP-1 15 5,50E-04 0,01695906

AKT3, TEK, FGFR1

. o PDGFRB, NGFR, CSF3R, LAMA2, FLT4, PDGFB, FN1, VEGFC, GNG11, FGF7, COL6A2, AKT3, SPP1, GNB4,
hsa04151: Via de sinalizagao PI3K/AKT 20 6,54E-04 0,01727619
ITGA7, TEK, GNB5, ITGA5, FGFR1, TLR2

hsa05144: Maléria 7 TGFB1, VCAM1, GYPC, SDC2, PECAM1, CCL2, TLR2 0,00110186 0,02548043

Diferenciacdo de
hsa04380: ‘ | tg 11 LILRAG, MAPK11, FCGR3A, TGFB1, TYROBP, AKT3, PLCG2, SIRPA, TREM2, FCGR2B, SIRPB1 0,0012498 0,02569029
osteoclastos

Via de sinalizagao cGMP-

hsa04022: PKG 12 GUCY1A3, GUCY1B3, MEF2C, PLN, TRPC6, KCNJ8, NPR1, NPR2, KCNMB1, AKT3, KCNMB4, MYL9 0,00153024 0,02830944

hsa05133: Coqueluche 8 MAPK11, ITGAM, CFL2, IRF8, NLRP3, SERPING1, LY96, ITGAS5 0,00217272 0,03654111
Via de sinalizacao de

hsa04062: L 12 CCL14, FGR, CCL21, AKT3, GNB4, ELMO1, CCL3, CCL2, GNB5, CCL18, RASGRP2, GNG11 0,00542857 0,08369049
quimiocinas
Moléculas de Adesao celular

hsa04514: (CAMS) 10 CLDN5, NTNG2, CNTNAP1, VCAM1, ITGAM, SDC2, PECAM1, ESAM, CD34, JAM2 0,00747915 0,10643404

S
hsa04510: Adeséo focal 12 PDGFRB, LAMA2, FLT4, COL6A2, AKT3, PDGFB, SPP1, FN1, VEGFC, ITGA7, ITGA5, MYL9 0,01135644 0,1500672
Continua. (*D.E: Diferencialmente expressos)
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Continuacgéo da tabela suplementar 8.

Cdédigo do ) N° de genes
Vias Genes Valor de p FDR
KEEG D.E

PDGFRB, TGFB1, CSF3R, LAMA2, PDGFB, FN1, VEGFC, RASGRP2, GNG11, GLI3, GLI2, RASGRP3, FGF7,
hsa05200: Vias no cancer 18 0,01431938 0,17660566
AKT3, GNB4, PLCG2, GNB5, FGFR1

Desregulagéo transcricional
hsa05202: N 10 LYL1, NGFR, MEF2C, MEIS1, HHEX, ITGAM, PBX3, ERG, FLI1, RUNX2 0,02008123 0,23218922
em cancer

hsa04611: Ativacéo plaquetaria 8 GUCY1A3, MAPK11, GUCY1B3, PTGIR, TBXA2R, AKT3, PLCG2, RASGRP2 0,03841919 0,41809119

Via de sinalizagéo do
hsa04620: . 7 MAPK11, AKT3, SPP1, CCL3, LY96, IRF5, TLR2 0,04364392 0,44856252
receptor Toll-like
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Tabela Suplementar 9: Estimativa de infiltrados imunes nas lesdes acometidas no lado direito nos pacientes com alta expressao

de EGFL7 vs. expressao normal.

Alta expressao de EGFL7

Expressado normal de EGFL7

Algoritmo Tipo celular Valor de p
Média Desvio padréo Média Desvio padréo
TIMER Células B 0,10037906 0,02318071 0,10289122 0,069268918 0,871
TIMER Células T CD4+ 0,11719079 0,04586787 0,11679153 0,09940584 0,718
TIMER Células T CD8+ 0,19512475 0,01399585 0,20907134 0,084659992 0,775
TIMER Neutréfilos 0,1050159 0,00378037 0,11438031 0,060074301 0,957
TIMER Macréfagos 0,06076962 0,0591691 0,08096859 0,108920814 0,224
TIMER Célula dendritica mieloide 0,47316607 0,07668069 0,4680617 0,172936321 0,278
CIBERSORT Células B naive 0,04729401 0,01318632 0,05356314 0,043269794 0,859
CIBERSORT Células B de meméria 0,00584939 0,01432801 0,00648052 0,016795438 0,992
CIBERSORT Células B de plasma 0,01401621 0,03331401 0,04671513 0,060185827 0,175
CIBERSORT Células T CD8+ 0,05373373 0,03761397 0,05727973 0,0617034 0,942
CIBERSORT Células T CD4+ naive 0,00116904 0,00286356 0,00080556 0,007521218 0,969
CIBERSORT Células T CD4+ de memaria em 0,16494079 0,04773408 0,18291668 0,081699154 0,161
repouso
CIBERSORT CéIUIaS T CDar de memoria 0,01320667 0,02476906 0,01124672 0,026659487 0,558
ativas
CIBERSORT Células T helper folicular 0,04850685 0,03806992 0,06808765 0,048339407 0,779
Continua **pP>0.05
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Continuacgéo da tabela suplementar 9.

Algoritmo Tipo celular Alta expresséo de EGFL7 Expresséo normal de EGFL7 Valor de p
Média Desvio padréo Média Desvio padréo
CIBERSORT Células NK em repouso 0,05223132 0,01800005 0,05945306 0,033250446 0,006**
CIBERSORT Células NK ativas 0,00496996 0,00557809 0,00699559 0,014478921 0,742
CIBERSORT Mondcitos 0,00951167 0,01025595 0,01291003 0,018581717 0,54
CIBERSORT Macréfagos MO 0,24204821 0,11771746 0,16835772 0,123780971 0,12
CIBERSORT Macréfagos M1 0,07953988 0,06148427 0,05244591 0,0446256 0,324
CIBERSORT Macréfagos M2 0,17731952 0,06377143 0,15199797 0,094849587 0,583
CIBERSORT Células dendritica. mieloide em 0,00077297 0,00119949 0,00189465 0,003891883 0,44
repouso

CIBERSORT Célula dendritica mieloide ativas 0,00440083 0,01038907 0,0075853 0,01373565 0,942
CIBERSORT Mondcitos ativos 0,00450213 0,01076447 0,02082709 0,034106736 0,043**
CIBERSORT Mondcitos em repouso 0,02508859 0,0315392 0,03658972 0,047550784 0,632
CIBERSORT Eosindfilos 0 0 0,00083432 0,003294463 0,525
CIBERSORT Neutréfilos 0,01014992 0,01584797 0,00641752 0,017497925 0,25
CIBERSORT-ABS Células B naive 0,01263806 0,01323577 0,01545054 0,020765795 0,752
CIBERSORT-ABS  Células B de memoéria 0,00471907 0,01155931 0,00348021 0,012155811 0,544
CIBERSORT-ABS  Células B de plasma 0,00115793 0,00264709 0,0126546 0,020975186 0,000021**
Continua **pP>0.05
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Continuacgéo da tabela suplementar 9.

Alta expresséo de EGFL7

Expressao normal de EGFL7

Algoritmo Tipo celular Valor de p
Média Desvio padréo Média Desvio padréo
CIBERSORT-ABS Células T CD8+ 0,01565059 0,01735071 0,01866183 0,029081909 0,852
CIBERSORT-ABS Células T CD4+ naive 9,3408E-05 0,0002288 0,0005115 0,004998526 0,822
CIBERSORT-ABS Células T CD4+ de memoéria em
0,04987956 0,05065977 0,04685523 0,032029924 0,971
repouso
CIBERSORT-ABS Células T CD4+ de memoria
. 0,00524308 0,00886677 0,0028926 0,007037555 0,74
ativas
CIBERSORT-ABS Células T helper folicular 0,02063553 0,02907645 0,01997238 0,023984158 0,556
CIBERSORT-ABS Células T reguladoras (Tregs) 0,01031971 0,00887076 0,01231049 0,011474004 0,381
CIBERSORT-ABS Células NK em repouso 0,01556339 0,01560361 0,01600882 0,015815063 0,498
CIBERSORT-ABS Células NK ativas 0,00078994 0,0009623 0,00149156 0,002844867 0,415
CIBERSORT-ABS Mondcitos 0,00452048 0,0085835 0,00369378 0,006626345 0,54
CIBERSORT-ABS  Macro6fagos MO 0,05248239 0,03408897 0,04127171 0,042730662 0,175
CIBERSORT-ABS Macro6fagos M1 0,02670925 0,02685484 0,01761541 0,023803396 0,114
CIBERSORT-ABS Macro6fagos M2 0,05563548 0,06470504 0,05046946 0,051682843 0,395
CIBERSORT-ABS Célula dendritica mieloide em
0,00020245 0,00034792 0,00050318 0,00123115 0,494
repouso
CIBERSORT-ABS Célula dendritica mieloide ativas 0,00035401 0,00082913 0,00155698 0,003330744 0,58
Continua *P>0.05
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Continuacgéo da tabela suplementar 9.

Alta expresséo de EGFL7

Expresséo normal de EGFL7

Algoritmo Tipo celular Valor de p
Média Desvio padréo Média Desvio padréo

CIBERSORT-ABS  Mondcitos ativos 0,00090448 0,00200885 0,0083021 0,013891527 0,001**
CIBERSORT-ABS  Mondcitos em repouso 0,00294534 0,00399033 0,00628314 0,008142428 0,444
CIBERSORT-ABS  Eosindfilos 0 0 0,00012058 0,000454146 0,505
CIBERSORT-ABS  Neutroéfilos 0,00089162 0,0013813 0,00174168 0,004786838 0,913
QUANTISEQ Células B 0,01582911 0,02347702 0,01591834 0,013008606 0,986
QUANTISEQ Macréfagos M1 0,07150859 0,02987316 0,05627447 0,028527475 0,178
QUANTISEQ Macréfagos M2 0,05479556 0,01843864 0,04208675 0,055750794 0,567
QUANTISEQ Neutréfilos 0,10064808 0,01624632 0,11378895 0,06113669 0,589
QUANTISEQ Células NK 0,02949304 0,01554101 0,02470411 0,011581373 0,298
QUANTISEQ Células T CD4+ (Néo

requiadoras) 0,00855467 0,01322401 0,02088079 0,032089866 0,334
QUANTISEQ Células T CD8+ 0,01135836 0,01562299 0,00793422 0,017626943 0,626
QUANTISEQ Células T reguladoras (Tregs) 0,0490867 0,05751649 0,03765012 0,028277745 0,627
QUANTISEQ Células dendriticas mieloides 0,00056937 0,00139467 0,0015114 0,006831049 0,729
QUANTISEQ Célula ndo caracterizada 0,65815652 0,12083341 0,67925085 0,145020408 0,715
XCELL Células dendriticas - mieloides 0,10552121 0,11721147 0,11119463 0,107022122 0,116

ativas
Continua *»*P>0.05
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Continuacgéo da tabela suplementar 9.

Alta expresséo de EGFL7 Expressao normal de EGFL7
Algoritmo Tipo celular Valor de p
Média Desvio padréo Média Desvio padréo
XCELL Células B 0,03142724 0,04900132 0,02906011 0,059875274 0,878
XCELL Células T CD4+ de meméria 0,0004903 0,00120098 0,00036321 0,001539432 0,587
XCELL Células T CD4+ naive 0,0170319 0,04171946 0,00715123 0,019296671 0,554
XCELL Células T CD4+ (Néo
0,0015637 0,00188702 0,00060836 0,001787966 0,392
reguladoras
XCELL Células T CD4+ de memobria
0,00122042 0,0029894 0,00116315 0,00426485 0,624
central
XCELL Células T CD4+ de memoria
8,4761E-19 1,4306E-18 0,00121297 0,003862825 0,43
efetora
XCELL Células T CD8+ naive 0,00028424 0,00045298 0,00243614 0,003006718 0,161
XCELL Células T CD8+ 0,01775274 0,02410678 0,01470537 0,025017807 0,776
XCELL Células T CD8+ de memobria
0,01557628 0,01746929 0,008908 0,019859299 0,488
central
XCELL Células T CD8+ de memobria
0,00727147 0,01194032 0,00247986 0,010333096 0,509
efetora
XCELL Células B de memoria comutada
0,01523507 0,02578424 0,01702655 0,024270552 0,908
por classe
XCELL Progenitor linfoide comum 0,0265622 0,01876977 0,02342823 0,017384952 0,89
Continua *P>0.05
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Continuacgéo da tabela suplementar 9.

Alta expresséao de EGFL7

Expresséo normal de EGFL7

Algoritmo Tipo celular Valor de p
Média Desvio padréo Média Desvio padréo

XCELL Progenitor mieloide comum 1,4128E-18 2,0583E-18 0,0001873 0,001095599 0,668
XCELL Células dendriticas mieloides 0,00545298 0,00920254 0,00597493 0,009006159 0,515
XCELL Células endoteliais 0,01234786 0,02817101 0,0246625 0,027646764 0,793
XCELL Eosindfilo 1,2052E-05 2,9521E-05 0,00172945 0,004249854 0,000117**
XCELL FiAbrobIastos associados a0 0,06945013 0,10322793 0,05519022 0,087504143 0,874

cancer
XCELL Progenitor ~ de  granulécito-

monbcito 1,6703E-18 1,6932E-18 0,00118451 0,005335859 0,577
XCELL Célula-tronco hematopoiética 0,05357285 0,09121231 0,0810038 0,070066567 0,771
XCELL Macréfagos 0,01744476 0,02983122 0,01391958 0,02036312 0,26
XCELL Macréfagos M1 0,01185928 0,01631074 0,0174252 0,020533348 0,382
XCELL Macréfagos M2 0,01268156 0,01856987 0,00638619 0,010940073 0,127
XCELL Mastécito 0,00054777 0,00134176 0,00317213 0,003638474 0,451
XCELL Células B de memoria 0,00175911 0,00351419 0,00602508 0,018827411 0,483
XCELL Mondcitos 0,00632825 0,01396519 0,00396996 0,010990229 0,31
XCELL Células B naive 0,00250799 0,00316497 0,00272087 0,007662844 0,556
XCELL Neutréfilos 2,2424E-19 2,7429E-19 0,0020947 0,004151235 0,001**
Continua *»*P>0.05
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Continuacgéo da tabela suplementar 9.

Alta expresséo de EGFL7

Expresséo normal de EGFL7

Algoritmo Tipo celular Valor de p
Média Desvio padréo Média Desvio padréo
XCELL Células NK 0,00175389 0,00429614 0,0003419 0,002128176 0,313
XCELL Células T NK 0,00983719 0,01089593 0,02027716 0,020873476 0,996
XCELL Célula dendritica plasmo citoide 0,00376799 0,00922964 0,00641817 0,012277415 0,74
XCELL Células B de plasma 0,00238182 0,00165645 0,01878075 0,010232536 0,897
XCELL Células T gama-delta 0 0 0,0009194 0,002799671 0,409
XCELL Células T CD4+ Thl 0,13355859 0,07787699 0,08526117 0,058053085 0,081
XCELL Células T CD4+ Th2 0,04836536 0,03232916 0,05987603 0,05105131 0,099
XCELL Células T reguladoras (Tregs) 8,5975E-19 1,2911E-18 0,00030703 0,001547926 0,618
XCELL Score imunolégico 0,0548556 0,07600307 0,05038433 0,071955884 0,358
XCELL Score de estroma 0,05896784 0,10893697 0,04360189 0,064012945 0,666
XCELL Score de microambiente 0,11382344 0,17198274 0,09398621 0,107388814 0,575
EPIC Células B 0,00267563 0,00231938 0,0063744 0,008639963 0,249
EPIC FiAbrobIastos associados a0 0,25097744 0,25805944 0,17450052 0,191594679 0,314
cancer
EPIC Células T CD4+ 0,05839389 0,03068985 0,06390907 0,026323334 0,592
EPIC Células T CD8+ 0,0108133 0,00815671 0,01736523 0,011813476 0,187
Continua **pP>0.05
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Continuacgéo da tabela suplementar 9.

Alta expresséao de EGFL7

Expresséo normal de EGFL7

Algoritmo Tipo celular Valor de p
Média Desvio padréo Média Desvio padréo
EPIC Células endoteliais 0,07043792 0,08157538 0,06601005 0,046534448 0,888
EPIC Macréfagos 0,00981897 0,00943435 0,00511562 0,004987045 0,25
EPIC Células NK 1,8446E-07 2,7457E-07 6,005E-05 0,000367677 0,683
EPIC Células néo caracterizadas 0,59688266 0,30552801 0,66666505 0,196047881 0,368
MCPCOUNTER Células T 93,8295476 87,2350723 74,093366 51,55952596 0,583
MCPCOUNTER Células T CD8+ 82,8087833 79,6331236 80,4156505 106,3570944 0,943
MCPCOUNTER Score citotéxico 79,7851738 66,2918691 60,6646898 80,52818203 0,551
MCPCOUNTER Células NK 29,4097417 37,3274326 18,4982661 30,46095235 0,368
MCPCOUNTER Células B 100,065138 210,41085 101,539115 168,8681208 0,983
MCPCOUNTER Mondcitos 493,958743 538,90715 304,742563 272,3268067 0,403
MCPCOUNTER Macréfagos/Mondécitos 493,958743 538,90715 304,742563 272,3268067 0,403
MCPCOUNTER Células dendriticas mieloides 53,54324 74,7800619 51,4533866 52,59903809 0,921
MCPCOUNTER Neutréfilos 213,595613 73,4634802 318,062668 267,4246159 0,326
MCPCOUNTER Células endoteliais 382,806842 378,56862 366,318993 199,7345287 0,914
MCPCOUNTER FiAbrobIastos associados 18223,5594 17721,7596 15035,5726 18841,05667 0,671
cancer
*P>0.05
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Parecer do Comité de Etica

Os experimentos aqui descritos foram aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) do Hospital de Cancer de Barretos sob o numero CAAE:
33719420.3.0000.5437, protocolo 1955/2020.
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagdo da expressdo de EGFL7 em cancer colorretal
Pesquisador: Lucas Tadeu Bidinotto

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 33719420.3.0000.5437

Instituicao Proponente: SISTEMA MED SERVICOS EDUCACIONAIS S.A.
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.864.362

Apresentacao do Projeto:

As informagdes elencadas nos campos denominados "apresentagdo do projeto”, "objetivos" e "avaliagéo dos
riscos e beneficios” foram retiradas do documento intitulado
“PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_PROJETO_1190428.pdf" (submetido na Plataforma Brasil em
21/07/2021).

Resumo:

O cancer colorretal (CCR) é o terceiro mais frequente em homens e o segundo em mulheres no Brasil, com
pico incidéncia em torno dos 70 anos de idade e sobrevida em 5 anos variando entre 50% a 65%. Seu
mecanismo molecular esta bem estabelecido, com alteragdes mais comuns nos genes APC, KRAS e TP53.
Estudos apontam o gene EGFL7 como importante no controle da angiogénese e crescimento de neoplasias,
incluindo o CCR. No entanto, a utilizacdo de parsatuzumab (anti-EGFL7) n&do mostrou resultados
animadores em ensaio clinico randomizado de fase |l em CCR. Portanto, o mecanismo do gene EGFL7
deve ser melhor estudado para que sejam propostos protocolos mais eficazes. Este projeto tem como
objetivo avaliar o potencial prognostico de EGFL7 em CCR, bem como caracterizar sua expresséo em
linhagens celulares deste tipo tumoral, gerando base para futuros estudos funcionais. Seréo realizadas
analises in silico com os dados de CCR do The Cancer Genome Atlas (TCGA), onde sera correlacionado o
padr&o de metilagdo, numeros de copias e expressao de EGFL7 em uma analise integrada. Adicionalmente,
a
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expresséao deste gene sera correlacionada com a expressao dos outros genes avaliados em RNASeq do
TCGA, com objetivo de encontrar genes coexpressos. A expressao proteica sera avaliada através de
imunohistoguimica em tissue microarray de CCR, com 487 pacientes, e o padrao de marcagéo sera
correlacionado com dados clinicopatologicos e moleculares dos pacientes do Hospital de Braga de Portugal.
Por fim, a expressao de EGFL7 sera caracterizada em 11 linhagens celulares comerciais de CCR através de
western blot e qRT-PCR.

Hipotese:
A hipotese do presente projeto € que a expressao de EGFL7 possui um potencial prognostico em CCR e
que este gene atua através da via das MAP -quinases, podendo ser alvo de estudos futuros.

Metodologia Proposta:

Trata-se de um estudo de coorte, com tamanho amostral por conveniéncia. Para as analises in silico, sera
feito o download de dados de expressdo, aCGH e metilagéo publicados e disponiveis pelo TCGA (Tha
Cancer Genome Atlas — estima-se aproximadamente 1300 amostras). Considerando os pacientes do
Hospital de Braga de Portugal, ser&o utilizados os tissue microarrays (TMAs) ja cortados e sob posse do
pesquisador principal (Lucas Tadeu Bidinotto), estimando-se o total de aproximadamente 487 pacientes com
diagnostico de Cancer Colorretal. Nas analises in silico, os pacientes que tiverem o valor de expresséao de
EGFL7 pelo menos 20% acima da mediana serdo considerados positivos, e os que tiverem o valor pelo
menos 20% abaixo da mediana serdo considerados negativos. Os dados clinicopatolégicos seréao utilizados
para a separagdo dos pacientes por tipo tumoral e para construcdo de curvas de sobrevivéncia. Nas
analises de imunohistoquimica de EGFL7 em pacientes do Hospital de Braga de Portugal, a positividade
para a express&o dos genes sera avaliada atraves de scores de intensidade e extenséo da reag&o. A
extens&o sera medida com escores 0 (negativo), 1 (25% de células positivas), 2 (25-50% de células
positivas) ou 3 (mais de 50% de células positivas). A intensidade, por sua vez, sera avaliada como 0
(negativo), 1 (fraca), 2 (moderada) e 3 (forte). A soma destes parametros resultara em scores entre 0 e 6: 0s
pacientes com escores entre 0 e 3 seréo considerados como "expresséo fraca" e os com scores entre 4 e 6
serdo considerados como "expresséao forte". Os dados clinicopatologicos dos pacientes (idade, género,
apresentacédo clinica, localizagdo do tumor, aparéncia macroscopica, CEA, tamanho tumoral, tipo
histolégico, diferenciagdo, TNM, tratamento, seguimento e status do paciente) e moleculares (mutagéo em
BRAF e KRAS - através de sequenciamento direto - SANGER -, e instabilidade de microssatélites - MSI)
os dados ja foram
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coletados no Hospital de Braga, e estéo sob custodia da investigadora principal de Portugal (Sandra
Martins), que realizara a anélise estatistica. Por fim, para a caracterizacdo da expressdo de EGFL7 em
linhagens celulares comerciais de céancer colorretal, as linhagens celulares (SW620, SW480, CO115,
HCT15, HT29, SK-CO-10, Caco-2, DLD1, LOVO, DIFI, COLO 320HSR) ser&o cultivadas em meio de cultura
adequado e incubadas em atmosfera Umida contendo 5% de COZ2, a 37°C até as células crescerem e se
tornarem aderentes e confluentes, quando seréo tripsinizadas e repicadas na proporcéo 1:4. Apds expanséo
das linhagens (3 ciclos de repique), serdo extraidos proteina e RNA total, de acordo com protocolo padréao
do Centro de Pesquisa em Oncologia Molecular (3 réplicas técnicas e 3 réplicas experimentais). Para
extracéo de proteina, as células serdo raspadas e coletadas em tampé&o de lise, e um coquetel inibidor de
protease. O lisado celular sera mantido em gelo por 1 hora e centrifugado a 13000 rpm por 15 minutos a
40C, e o total de proteinas serd quantificado utilizando o método de Bradford. Em seguida, as proteinas
seréo semi-quantificadas utilizando a técnica de Western blot, de acordo com o protocolo ja descrito por nés
em (40). Para extracdo de RNA total, utilizaremos o método de Trizol, com modificagbes padrdo do Centro
de Pesquisa em Oncologia Molecular. 500ng de RNA total de alta qualidade sera utilizado para sintese de
cDNA utilizando Superscript Il reverse transcriptase kit (Thermo Scientific), de acordo com o protocolo do
fabricante. A expressdo do mRNA de cada gene sera avaliada através de qRT-PCR, utilizando SYBR Green
Master Mix kit (Thermo Scientific). Sera utilizado, como housekeeping gene o HPRT1.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primério:

O presente projeto tem como objetivo avaliar o potencial prognéstico da proteina EGFL7 em uma série de
cancer colorretal, bem como caracterizar a expressao desta proteina em linhagens celulares deste tipo
tumoral.

Objetivo Secundario:

» Avaliar in silico o padréo de metilagdo e de nimeros de copias do gene EGFL7 na base de dados do
TCGA e correlacionar com a expresséo; = Avaliar in silico a express&do de EGFL7 em uma grande série de
cancer colorretal da base de dados do TCGA (The Cancer Genome Atlas) e correlacionar com sobrevida;

« Correlacionar in silico a expressdo de EGFL7 e de outros genes importantes na génese do cancer

colorretal;
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« Avaliar através de imunohistoquimica a expressdo de EGFL7 em uma casuistica de cancer colorretal
humano e correlacionar com suas caracteristicas clinicopatolégicas e moleculares;

» Caracterizar a expresséo de EGFL7 em linhagens de cancer colorretal, a fim de gerar base para futuros
estudos funcionais.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
De acordo com os pesquisadores:

Riscos:

Considerando que o presente projeto visa utilizar amostras que ja foram coletadas no projeto intutulado
“Expresséo de Marcadores de Metabolismo e de Angiolinfangiogenese no Cancro Colorectal — associacéo
com caracteristicas clinicopatolégicas e impacto no prognéstico” e aprovado pelo Comité de Etica do
Hospital de Braga de Portugal (série ja publicada em Martins et al. 2016 - doi 10.1186/s12885-016-2566-9),
nao entraremos em contato novamente com os pacientes. Porém o estudo apresenta o risco minimo de
guebra acidental de sigilo dos dados clinicopatoldgicos dos mesmos. Para evitar ao maximo, o banco de
dados ficaréd apenas na posse da pesquisadora Sandra Martins, que realizara todas as analises estatisticas.

Beneficios:
Apesar dos pacientes deste estudo provavelmente ndo serem beneficiados com este projeto de pesquisa,
seus resultados podem levar a avangos no entendimento das bases moleculares do céncer colorretal, que

pode beneficiar pacientes futuros.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
RESPOSTAS REFERENTES AS PENDENCIAS EMITIDAS NO PARECER N° 4.352.854, submetidos pelo
CEP em 21 de Outubro de 2020.

PENDENCIA 1: No documento "PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_1190428.pdf", pagina 5 de
7, o pesquisador propde dispensa de TCLE, com a seguinte justificativa: "O presente projeto visa utilizar
amostras de trabalho ja realizado, publicado em BMC Cancer. 2016 Jul 26;16:535. doi: 10.1186/512885-016
-2566-9, intitulado "Significance of glycolytic metabolismrelated protein expression in colorectal cancer,
lymph node and hepatic metastasis", cuja aprovagéo pelo Comité de Etica ja ocorreu. Todos os pacientes
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.”
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Entretanto, na referida publicacdo, pagina 2 de 15, |1é-se: "Tissue samples and data from 487 patients
treated in Hospital de Braga, Portugal, between 1st January of 2005 and 1st January of 2010 with CRC
diagnosis were collected prospectively." Solicitam-se esclarecimentos sobre a origem das amostras, se do
Hospital de Cancer de Barretos ou do Hospital de Braga. |. Caso a origem das amostras seja do Hospital de
Cancer de Barretos, o pesquisador deve incluir na Plataforma Brasil Parecer Consubstanciado de aprovagéo
pelo Sistema CEP/CONEP do protocolo de pesquisa referente a coleta do material especificado, bem como
TCLE aplicado, comprovando a anuéncia do participante para que os dados coletados possam ser utilizados
em outras pesquisas. ll. Caso a origem das amostras seja do Hospital de Braga, apresentar documento de
aprovagéo para a realizac&o do presente projeto, pelo Comité de Etica da instituicdo de origem, ou seja,
Hospital de Braga, Portugal. A dispensa da aplicacdo do TCLE também deve ser solicitada a instituic&o em
que as amostras foram coletadas e o termo de consentimento aplicado. - RESPOSTA PESQUISADOR:
Segue em anexo a aprovagéo do Comité de Etica do Hospital de Braga (protocolo 32/2013) (documento
“Comissao_de Etica de Braga.pdf). - ANALISE CEP: PENDENCIA NAO ATENDIDA. (O documento
apresentado ndo contém as informacdes solicitadas, ou seja: “Caso a origem das amostras seja do Hospital
de Braga, apresentar documento de aprovacédo PARA A REALIZAQAO DO PRESENTE PROJETOQ pelo
Comité de Etica da instituigdo de origem, ou seja, Hospital de Braga, Portugal. A DISPENSA DA
APLICACAO DO TCLE também deve ser solicitada & instituico em que as amostras foram coletadas e o
termo de consentimento aplicado”. O documento apresentado refere-se a parecer institucional para a
realizacéo de projeto intitulado: “Express&o de marcadores de metabolism e de angiolinfagiogenese no
cancro colorectal — associagdo com as caracteristicas clinicopatolégicas e impacto no prognéstico” o qual
néo contempla o projeto submetido para a apreciacéo.)

RESPOSTA PESQUISADOR: O racional do presente projeto de pesquisa esta dentro do “guarda-chuva” do
projeto anteriormente aprovado pelo CEP do Hospital de Braga, pois visa o estudo de marcador de
angiogénese (EGFL7) em cancer colorretal. Em adigé&o & aprovagdo do Comité de Etica do Hospital de
Braga (protocolo 32/2013) (documento “Comissao_de Etica_de Braga.pdf), segue carta do Prof. Dr.
Adhemar Longatto Filho, da instituicdo origem das amostras, declarando a assinatura de todos pacientes do
projeto em questdo, explicando a impossibilidade de novo consentimento, e se responsabilizando pelo
projeto e pela dispensa do TCLE, o que € normal de se fazer nas instituicdes portuguesas (documento
“Declaracao_Adhemar.pdf”).
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ANALISE CEP: PENDENCIA ATENDIDA

PENDENCIA 4: De acordo com os documentos apresentados, diferentes instituices séo referenciadas: no
documento “ProjetoDetalhado.pdf’, ha a indicagéo de que o projeto foi apresentado ao Programa de Pds-
Graduacéo em Patologia Geral e Aplicada da Faculdade de Medicina de Botucatu (UNESP); no documento
“Folharosto.pdf” ha a indicacdo do Sistema Med de Servigos Educacionais (FACISB); ja no documento
“ProjetoDetalhado.pdf’ descreve a participacéo do Hospital de Cancer de Barretos e Hospital de Portugal,
neste sentido solicitamse esclarecimentos sobre qual a contribuicdo de cada uma das instituicdes
envolvidas, além da indicacéo das instituicdes na Plataforma Brasil - RESPOSTA PESQUISADOR: A aluna
(Cristiane de Oliveira) é discente do Programa de PésGraduacgdo em Patologia da Universidade Estadual
Paulista Julio de Mesquita Filho (UNESP), campus de Botucatu, o qual o pesquisador principal (Lucas
Tadeu Bidinotto) é docente e orientador. Ademais, o pesquisador principal é celetista pelo Sistema Med de
Servigos Educacionais (FACISB), instituico vinculada & solicitagdo de bolsa de Mestrado para a Fundacéo
de Amparo em Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP) para a aluna. Por fim, o pesquisador principal é
Pesquisador Voluntario da Fundacé&o Pio Xll, onde os experimentos de imunohistoquimica e cultura celular.
ocorrerdo. A participagéo do Hospital de Braga sera cedendo as amostras (laminas de tissue microarrays) e
o banco de dados. - ANALISE CEP: PENDENCIA NAO ATENDIDA. (O pesquisador apresenta justificativas
para a indicacdo das instituicbes descritas no projeto, entretanto, ndo houve a inclusédo das instituicbes na
plataforma Brasil. Neste sentido, solicita-se adequac&o.)

RESPOSTA PESQUISADOR: O presente projeto de pesquisa sera executado apenas na Fundacgéo Pio XI|
(cadastrada como co-participante no estudo) e o orientador é celetista pela FACISB (Faculdade de Ciéncias
da Saude de Barretos Dr. Paulo Prata - Sistema Med Servicos Educacionais, cadastrada como instituicdo
proponente). N&o ocorrera qualquer intervengdo ou experimento que envolva a Universidade Estadual
Paulista Julio de Mesquita Filho (UNESP), e a bolsa de Mestrado solicitada a FAPESP foi indeferida.
Portanto, a unica instituicdo co-participante do estudo é a Fundacé&o Pio Xll, onde atualmente estéo as
amostras, que foi devidamente incluida na Plataforma Brasil.

ANALISE CEP: PENDENCIA ATENDIDA

PENDENCIA 6: No documento "PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_1190428.pdf", no
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desenho, resumo e corpo de texto do projeto aparecem as frases: “Considerando os pacientes do Hospital
de Céancer de Barretos (HCB) e parceiros, serdo utilizados os tissue microarrays (TMAS) ja cortados,
estimando-se o total de aproximadamente 450 pacientes”; “Nas analises de imunohistoquimica de EGFL7
em pacientes do Hospital de Amor e parceiros” e “Nas analises de imunohistoquimica de EGFL7 em
pacientes do Hospital de Amor e parceiros”. Entretanto, no tépico RISCOS (destaque nosso) do mesmo
documento, o pesquisador descreve “Considerando que o presente projeto visa utilizar amostras que ja
foram coletadas em outro projeto e aprovado pelo Comite de Etica do Hospital de Braga (Portugal - serie ja
publicada em Martins et al. 2016 - doi 10.1186/s12885-016-2566-9.), ndo entraremos em contato novamente
com os pacientes”. Solicitam-se esclarecimentos sobre a real procedéncia das amostras e a adequacéo do
texto apresentado. - RESPOSTA PESQUISADOR: De fato, houve um erro nas informagdes contidas no
documento. Os dados ja foram coletados no Hospital de Braga, e laminas dos TMAs estdo sob posse do
pesquisador principal (Lucas Tadeu Bidinotto). Nao entraremos novamente em contato com os pacientes. O
texto foi adequado. (corre¢des podem ser encontradas no documento “ProjetoPesquisa_pendencia.pdf’ na
pagina 7, em highlight amarelo, além do documento
“TERMO_DE_TRANSFERENCIA_DE_MATERIAL_BIOLOGICO.pdf). - ANALISE CEP: PENDENCIA NAO
ATENDIDA. (O pesquisador fez a alteragcbes referente a procedéncia das amostras, entretanto, n&o
apresentou documento de dispensa do TCLE emitido pela instituicdo de origem das amostras. Neste
sentido, solicita-se esclarecimentos. Além disso, o pesquisador alterou o nimero de amostras solicitadas no
projeto inicial, passando de 450 para 487 amostras. Neste sentido, solicita-se esclarecimentos e o envio de
justificativa para a inclusdo das novas amostras.).

RESPOSTA PESQUISADOR: Em adig¢éo & aprovagéo do Comité de Etica do Hospital de Braga (protocolo
32/2013) (documento “Comissao_de_Etica_de_Braga.pdf), segue carta do Prof. Dr. Adhemar Longatto
Filho, da instituicdo origem das amostras, declarando a assinatura de todos pacientes do projeto em
guestéo, explicando a impossibilidade de novo consentimento, e se responsabilizando pelo projeto e pela
dispensa do TCLE, o que é normal de se fazer nas instituicbes portuguesas (documento
“Declaracac_Adhemar.pdf”’). No texto inicial, a estimativa do nimero de pacientes era 450; no entanto, ap6s
as informagdes mais acuradas que no banco de dados havia 487 dos pacientes, fizemos a adequacdo no
texto. Considerando que o projeto anteriormente enviado (que propunha “aproximadamente 450 pacientes”)
ainda n&o foi aprovado pelo CEP, decidimos por alterar o numero para aprovacéo inicial, para néo
necessitar o envio de um adendo.
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ANALISE CEP: PENDENCIA ATENDIDA.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacgao obrigatoria:
Todos os termos foram adequadamente apresentados.

Recomendacgdes:
Sem recomendagdes.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:
Sem obices éticos.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

O Comité de Etica em Pesquisa da Fundacéo Pio XIlI — Hospital do Amor de Barretos de acordo com as
atribuigbes definidas na Resolugédo CNS 466/2012 e na Norma Operacional N° 001/2013 do CNS, manifesta
-se pela APROVAGAO do projeto de pesquisa proposto.

Solicitamos que sejam encaminhados ao CEP:

1. Relatérios semestrais, sendo o primeiro previsto para 23/01/2022.

2. Comunicar toda e qualquer alteracio do Projeto e Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Nestas
circunstancias a incluséo de participantes deve ser temporariamente interrompida até a aprovacédo do
Comité de Etica em Pesquisa.

3. Comunicar imediatamente ao Comité qualquer Evento Adverso Grave ocorrido durante o desenvolvimento
do estudo.

4. Para projetos que utilizam amostras criopreservadas, procurar o BIOBANCO para inicio do
processamento.

5. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos,
apo6s conclusdo da pesquisa, para possivel auditoria dos 6rgdos competentes.

6. Este projeto esta cadastrado no CEP-HCB sob o numero 1955/2020.

OBSERVACAO: Devido a Lei da Biodiversidade (Lei 13.123/15) tornou-se obrigatério o cadastro de todas as
pesquisas que de alguma forma tiveram acesso ao patrimdnio genético brasileiro e/ou conhecimento
tradicional associado, na plataforma do Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado - SisGen (https://sisgen.gov.br/paginas/login.aspx).

Enderego: Rua Antenor Duarte Vilela, 1331
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Quais atividades deverao ser cadastradas?

| - acesso a patrimdnio genético brasileiro ou conhecimento tradicional associado dentro do pais realizado
por pessoa natural ou juridica nacional, publica ou privada;

Il - acesso a patrimdnio genético brasileiro ou conhecimento tradicional associado por pessoa juridica
sediada no exterior associada a instituicdo nacional de pesquisa cientifica e tecnolégica, publica ou privada;
Ill - acesso a patrimdnio genético brasileiro ou conhecimento tradicional associado realizado no exterior por
pessoa natural ou juridica nacional, publica ou privada;

IV - remessa de amostra de patriménio genético brasileiro para o exterior com a finalidade de acesso, nas
hipéteses Il e llI;

V - envio de amostra que contenha patrimdnio genético brasileiro por pessoa juridica nacional, publica ou
privada, para prestacéo de servigos no exterior como parte de pesquisa ou desenvolvimento tecnolégico.

Ressalta-se que cabe ao pesquisador responsavel encaminhar os relatérios parciais e final da pesquisa, por

meio da Plataforma Brasil, via notificac&o do tipo “relatério” para que sejam devidamente apreciados no
CEP, conforme Norma Operacional n°001/13, item XI.2.d.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informacdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 21/07/2021 Aceito
do Projeto ROJETO 1190428.pdf 08:46:48
Folha de Rosto 2021 _rosto.pdf 21/07/2021 |Lucas Tadeu Aceito
08:46:18 | Bidinotto

Outros Declaracao_Adhemar.pdf 20/07/2021 |Lucas Tadeu Aceito
09:54:08 | Bidinotto

Projeto Detalhado / [20210720_Projeto.pdf 20/07/2021 |Lucas Tadeu Aceito

Brochura 09:53:45 |Bidinotto

Investigador

Qutros 2021CartaResposta Pendencia.pdf 20/07/2021 |Lucas Tadeu Aceito
09:51:45 | Bidinotto

QOutros Comissao_de Etica _de Braga.pdf 28/07/2020 |CRISTIANE DE Aceito
18:33:00 |OLIVEIRA

Outros TERMO_DE_TRANSFERENCIA_DE_M| 28/07/2020 |CRISTIANE DE Aceito

ATERIAL BIOLOGICO.pdf 18:32:34 |OLIVEIRA
Declaragéo de dec_cienc_lucasbidinotto.pdf 28/05/2020 |Lucas Tadeu Aceito
Instituicéo e 14:23:35 | Bidinotto
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Qe

Infraestrutura dec_cienc_lucasbidinotto.pdf 28/05/2020 |Lucas Tadeu Aceitc
14:23:35 | Bidinotto
Declaracéo de Responsabilidade.pdf 14/05/2020 |Lucas Tadeu Aceitc
Pesquisadores 12:14:14 | Bidinotto
Declaracéo do Financiamento.pdf 14/05/2020 (Lucas Tadeu Aceitc
Patrocinador 12:13:35 | Bidinotto
Situacao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagao da CONEP:
Néao
BARRETOS, 23 de Julho de 2021
Assinado por:
Thiago Buosi Silva
(Coordenador(a))
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