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RESUMO

O céancer gastrico (CG) € uma doenga complexa e heterogénea de dificil diagnostico e mau
prognostico. Os biomarcadores utilizados na pratica clinica ndo apresentam sensibilidade e
especificidade para serem totalmente confiaveis. Como a glicosilacdo alterada das proteinas é
uma caracteristica das células neoplasicas, algumas enzimas que fazem parte deste processo
apresentam-se como uma fonte promissora para novos biomarcadores. A enzima UDP glicose
4-epimerase (GALE) é uma glicosiltransferase que desempenha uma tarefa importante na
manutencdo dos padrdes de polissacarideos da superficie de células com crescimento acelerado.
Jaap-1,4-galactosiltransferase 111 (B4GALT3) desempenha papéis importantes na proliferagéo,
invasdo e metastase. Nesse contexto, o presente estudo visou investigar a expressdo tecidual de
GALE e BAGALT3 e avaliar suas possiveis associacfes com parametros clinico-patoldgicos e
de desfecho no cancer gastrico. Do arquivo do Servico de Patologia do Hospital do Céancer de
Pernambuco — HCP foram selecionados 71 casos de adenocarcinoma gastrico, diagnosticados
entre o periodo de 2013 a 2016. A expressédo tecidual de GALE e BAGALT3 foi avaliada por
imuno-histoquimica através dos kits comerciais Easylink On, ImmPRESS™ ¢ DAKO
EnVision™, Para as analises de associacdo foi utilizado o teste exato de Fisher; p< 0,05 foi
considerado significativo. Para analise de desfecho foram utilizadas curvas de sobrevida pelo
método de Kaplan-Meyer com Log-Rank. Setenta e um casos foram passiveis de analises para
GALE dos quais 48 (67,6%) foram positivos e 23 (32,4%) negativos. A marcacao tecidual de
GALE foi associada ao grau histolégico tumoral bem e modernamente diferenciado (p<0,0001).
Ja para BAGALT3 70 casos estavam passiveis para analise, desses, 48 (68,6%) foram positivos
e 22 (31,4%) negativos. A marcacdo tecidual de BAGALT3 também foi associada com o grau
histolégico tumoral bem e moderadamente diferenciado (p= 0,0002) e com os estadios (Il e
IV) (p=0,0010). Ambas nédo apresentaram associagdes com os parametros de desfecho. Apesar
do numero amostral ter sido um fator limitante, os resultados obtidos sugerem uma possivel
utilizacdo dessas enzimas como biomarcadores, uma vez que, tanto GALE quanto BAGALT3
apresentaram-se associados com padrdes clinico-patoldgicos. De forma inédita, esse € o
primeiro estudo que avaliou a expressdo tecidual dessas glicomoléculas em associagdo aos

parametros clinico-patoldgicos e de desfecho em pacientes com adenocarcinoma gastrico.

Palavras-chave: Céncer gastrico. Glicosiltransferases. Biomarcadores.
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ABSTRACT

Gastric cancer (GC) is a complex and heterogeneous disease of difficult diagnosis and poor
prognosis. The biomarkers used in clinical practice do not have sensitivity and specificity to be
totally reliable. As altered glycosylation of proteins is a characteristic of neoplastic cells, some
enzymes that are part of this process are a promising source for new biomarkers. The enzyme
UDP glucose-4-epimerase (GALE) is a glycosyltransferase that plays an important role in
maintaining the polysaccharide patterns of the surface cells with accelerated growth. B-1,4-
galactosyltransferase 111 (B4GALT3) plays important roles in proliferation, invasion and
metastasis. In this context, the present study aimed to investigate the tissue expression of GALE
and BAGALTS3 and to evaluate its possible associations with clinical-pathological parameters
and outcome in gastric cancer. From the file of the Service of Pathology of the Pernambuco
Cancer Hospital - HCP 71 cases of gastric adenocarcinoma, diagnosed between the period of
2013 to 2016, were selected. Tissue expression of GALE and BAGALT3 was assessed by
immunohistochemistry using commercial Easylink On, InmPRESS ™ and DAKO EnVision
™ kits. Fisher's exact test was used for association analysis; p <0.05 was considered significant.
Survival curves were used for the analysis of the outcome using the Kaplan-Meyer method with
Log-Rank. Seventy-one cases were susceptible to GALE analysis, of which 48 (67.6%) were
positive and 23 (32.4%) were negative. The tissue marking of GALE was associated with a
good and modernly differentiated tumor histological grade (p <0.0001). For BAGALTS3, 70
cases were susceptible to analysis, of which 48 (68.6%) were positive and 22 (31.4%) were
negative. The tissue marking of BAGALT3 was also associated with well and moderately
differentiated tumor histological grade (p = 0.0002) and with stages (I11 and 1V) (p = 0.0010).
Both had no associations with the outcome parameters. Although the sample number was a
limiting factor, the results suggest a possible use of these enzymes as biomarkers, since both
GALE and BAGALT3 were associated with clinical-pathological patterns. In an unprecedented
way, this is the first study to evaluate the tissue expression of these glycomolecules in
association with clinical-pathological parameters and outcome in patients with gastric

adenocarcinoma.

Keywords: Gastric cancer. Glycosyltransferases. Biomarkers.
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1 INTRODUCAO

O cancer gastrico (CG) é uma doenca complexa e heterogénea caracterizada por
alteragGes multifatoriais. A cada ano, quase um milh&o de novos casos sdo diagnosticados e
setecentos mil pacientes morrem em todo o mundo, estabelecendo essa doenca como a terceira
principal causa de morte associada ao cancer (LEAL et al., 2016; SONG et al., 2016;
TARAZONA et al., 2016). No Brasil, estimam-se 21.290 novos casos de cancer gastrico para
cada ano do biénio 2018-2019. No Nordeste, 0 CG é o segundo tumor mais frequente em
homens (11,17/100 mil) e o sexto mais frequente em mulheres (7,16/100 mil), excluindo-se 0s
casos de tumores de pele ndo-melanoma. Para Pernambuco estimam-se 930 novos casos para
2018 (INCA,2018).

Numerosas classificacbes patologicas sdo propostas para avaliacdo do comportamento
do tumor gastrico. (ACCESS, 2016; BERLTH et al., 2014; HU et al., 2012a). Atualmente, as
duas classificacdes mais utilizadas sdo as com base nos critérios da World Health Organization
(WHO) e nos critérios de Lauren (HU et al., 2012b;KATONA; RUSTGI, 2017).

A classificagdo da WHO (2010) classifica o cancer gastrico em quatro padrdes
histoldgicos: tubular, papilar, mucinoso e pouco coeso, além de variaveis histoldgicas incomuns
(HSU etal., 2016; HU et al., 2012b). Ja a classificacdo com base nos critérios de Lauren (1965)
descrita com mais Util e aplicavel ao CG, classifica esses tumores em intestinal e difuso (CHEN
et al., 2016). O tipo mais frequente € o intestinal que possui maior prevaléncia em pacientes
idosos do sexo masculino, afeta o antro gastrico e apresenta um melhor prognostico. Em
contrapartida, o tipo difuso acomete frequentemente pacientes mais jovens do sexo feminino,
geralmente afeta o corpo do estdmago, apresentando um comportamento tumoral mais
agressivo que resulta em um pior progndstico (CHEN et al., 2016; MA et al., 2016).

Em suma, os dois subtipos histoldgicos propostos por essa classificacdo apresentam
uma série de caracteristicas clinicas e moleculares distintas, incluindo histogénese,
diferenciacdo celular, epidemiologia, etiologia e progndéstico. Por outro lado, o valor dessa
classificacdo tem sido questionado, a existéncia de dois subtipos em porg¢des variaveis de um
mesmo tumor tem incentivado o surgimento de classificacdes alternativas (KANEKO;
YOUHIMURA, 2001;CHEN et al., 2015b; MA et al., 2016).

Um estudo da THE CANCER GENOME ATLAS RESEARCH NETWORK (TCGA)
propds uma nova classificacdo para o tumor gastrico através de analises de polimorfismo de

nucleotideo Unico, anélises de niUmero e copia somatica, sequenciamento do exoma, de mMRNA
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e miRNA, metilacdo do DNA e atividade proteica; resultando em quatro novos subtipos:
tumores positivos para o virus Epstein-Barr (EBV), tumores instveis que apresentem
microssatélites, tumores genomicamente estaveis e tumores com instabilidade cromossémica.
No entanto, sua aplicacdo na prética clinica ¢ inviabilizada pela quantidade de técnicas de ponta
e de alto custo (THE CANCER GENOME ATLAS RESEARCH NETWORK¥*, 2014).

O tratamento do céncer gastrico € o mesmo h& aproximadamente 50 anos e envolve
estratégias terapéuticas como cirurgias, quimioterapia e radioterapia. Porém, essas estratégias
ndo tém se mostrado tdo promissoras, ja que a sobrevida livre de doenca em 5 anos dessa
neoplasia é de apenas 29%. Além disso, os biomarcadores para diagnéstico e segmento
utilizados na pratica clinica muitas vezes ndo apresentam sensibilidade e especificidade para
serem totalmente confiaveis. Assim, torna-se cada vez mais essencial a busca por novas
estratégias terapéuticas e de biomarcadores para o cancer gastrico ( CONNELLY et al.,
2016;SUTTER; FECHNER, 2006; ZALIl; REZAEI-TAVIRANI; AZODI, 2011).

Estudos sobre as alteragdes moleculares no cancer gastrico ainda sdo incipientes,
principalmente no tocante aos aspectos glicobiologicos (EL-RIFAI; POWELL, 2002).
Alteracdes nos perfis de glicosilacdo celular estdo associadas ao comportamento de algumas
transformacgdes malignas (GHAZARIAN; IDONI; OPPENHEIMER, 2011; ROSETE, 2008).

A glicosilacdo é um evento pods-traducional e vital, comum a vérias proteinas
(SPIR0O,2004). Os glicoconjugados caracterizam-se pela ligacdo de diversos tipos de
carboidratos a proteinas ou lipidios, que conferem a essas moléculas diferentes propriedades
funcionais e estruturais. Nessa classe de biomoléculas estdo incluidas, por exemplo, as
glicoproteinas, proteoglicanos e glicoesfingolipidios, que podem conferir as células tumorais a
capacidade de migracdo, invasdo e metastase (REIS et al., 2010; DALL'OLIO,
2000;ANDERGASSEN et al.,2015).

A biossintese dos glicoconjugados € catalisada pelas glicosiltransferases (GTs), uma
familia de mais de 100 enzimas que sdo responsaveis por transferir um residuo de agucar para
um carboidrato, aminoacido ou lipidio. As alteracdes de glicosilacdo nas células tumorais sao
relacionadas a alteracOes na expressdo das glicosiltransferases, que podem contribuir para
oncogénese e progressdo tumoral. Ademais, a expressdo de glicosiltransferases podem ser
marcadores importantes no diagnostico e prognostico do cancer (REIS et al., 2010;
DALL'OLIO, 2000;ANDERGASSEN et al.,2015).

A enzima UDP glicose 4-epimerase (GALE) é uma importante glicosiltransferase que
possui funcdo catalitica e biossintética. Atua catalisando a conversdo de UDP-galactose (UDP-

Gal) em UDP-glicose (UDP-GIc) e na interconversdao de UDP-N-acetilgalactosamina (UDP-
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GalNAc) e UDP-N-acetilglicosamina (UDP-GIcNAc) (DAENZER et al., 2012; WENA et al.,
2014). A nivel celular atua como precursora para sintese das unidades de oligossacarideos de
glicoproteinas e glicolipidios, assim como, desempenha uma tarefa importante na manutencao
dos padrdes de polissacarideos da superficie de células com crescimento celular acelerado
(ROBINSON; KALCKAR; HOSPITAL, 1966; ZINSSER et al., 2015).

A B-1,4-galactosiltransferase 111 (BAGALT3) é uma glicosiltransferase que pertence a
familia das B-1,4-galactosiltransferases (B4GALTS). Esse grupo de enzimas atua catalisando a
biossintese de poli-N-acetilactosamina ao transferir a galactose (GAL) da uridina difosfato
galactose para oligossacarideos N-acetilglicosamina (GICNAc). Unidades repetidas de N-
acetilgalactonasamina se repetem para formar poli-N-acetilactosamina, presente nos
glicolipios, glicosaminoglicanos, O-glicanos e/ou N-glicanos (CHEN et al., 2014). Estudos
recentes sugerem que B4GALT3 desempenha papéis importantes na proliferacdo, invasao e
metastase em alguns tipos de canceres como o cancer colorretal, cancer cervical e
neuroblastoma (CHANG et al., 2013; CHEN et al., 2014; SUN et al., 2016a).

Diante desse contexto, o presente estudo visou investigar a expresséao tecidual de GALE
e BAGALTS3 e avaliar suas possiveis associacdes com parametros clinico-patolégicos e de

desfecho no céancer géstrico.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Analisar a expressdo das glicosiltransferases UDP glicose 4-epimerase e [-1,4-

galactosiltransferase 111 no cancer gastrico.

1.1.2 Objetivos Especificos

Investigar a expresséo tecidual de GALE e BAGALT3 em amostras de adenocarcinoma gastrico
por imuno-histoquimica;
e Correlacionar a expressdo tecidual das glicosiltransferases aos parametros clinico-
patoldgicos da doenca;
e Avaliar os marcadores utilizados com os parametros de desfecho (Sobrevida Global e

Sobrevida Livre da Doenca).
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 ESTATISTICA DO CANCER: UM BREVE RELATO

A palavra “cancer” denomina um grupo de doencas cronicas de relevancia global,
caracterizada por alteracdes genéticas e multifatoriais (LUO; SOLIMINI; ELLEDGE, 2009).
A doenca é caracterizada pelo crescimento desordenado das células que fogem ao controle do
organismo e tendem a autonomia e a perpetuacgéo, culminando em efeitos agressivos ao homem.
A doenca pode surgir eventualmente em qualquer parte do corpo humano e, embora
compartilhem algumas caracteristicas em comum, apresentam fatores epidemioldgicos,
etioldgicos e bioldgicos distintos (MINISTERIO DA SAUDE;INCA, 2011).

O céancer é tido como um problema de saude publica em todo o mundo, dada a sua
relevancia epidemioldgica, social e econdmica (INCA,2016). A incidéncia e a sobrevida da
doenca estdo associadas a padrdes diversificados quanto a exposicdo aos fatores de riscos, aos
habitos de vida, além das disponibilidades as estratégias de prevencdo, deteccdo precoce e
tratamento (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2018).

Os dados estatisticos relacionados a incidéncia, prevaléncia, morbidade e mortalidade
do céncer, sdo a cada dia mais alarmantes. O nimero de novos casos a cada ano devera aumentar
em cerca de 70% até 2030, decorrentes principalmente a mudancas demogréficas. Esta
estatistica estara voltada, sobretudo, para os paises em desenvolvimento em decorréncia ao
processo de transicdo epidemiolégica (FRANCESCHI; WILD, 2013; KANAVOS, 2006).

Paralelamente, o0s paises mais desenvolvidos apresentam avangos estatisticos
relacionados a incidéncia e sobrevivéncia do cancer. Nos EUA por exemplo, mais de 15,5
milhdes de pessoas com diagndstico de cancer estavam vivos em 2016, devido a melhorias no
diagndstico e na terapéutica. No entanto, as porcentagens de pacientes que alcancam 5 anos
livres da doenca também variam conforme ao acometimento do cancer e sua evolucdo. Por
exemplo, os canceres de prostata (99%), tireoide (98%), testiculo (95%) e mama (89%)
apresentaram melhoras substancialmente quanto a sobrevida relativa em 5 anos, ao contrario
dos tumores do trato gastrointestinal como estdmago (29%), vesicula biliar (18%) e pancreas
(7%) (Figura 1) (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2016; MILLER et al., 2016).
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Figura 1- Estimativas para o cancer nos Estados Unidos em 2016. Distribui¢do por idade de novos casos (%),
idade média no diagndstico, nimero estimado de novos casos e sobrevivéncia relativa de 5 anos por tipo de cancer.
A distribui¢do da idade foi demonstrada com base nos dados 2011-2012 da Associacdo Norte-Americana de
Registos Centrais de Cancer e exclui os dados de incidéncia do Arkansas e Nevada. A idade média no diagndstico
e a sobrevivéncia relativa de 5 anos sdo baseadas em casos diagnosticados durante 2008-2012 e 2005-2011,

respectivamente.
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Fonte: (Adaptado do AMERICAN CANCER SOCIETY, 2016).

Nos Estados Unidos da América, espera-se que cerca de 1,7 milhGes de novos casos de
cancer sejam diagnosticados em 2018. Estima-se também que cerca de 609.640 americanos
morreram em decorréncia de cancer, o que se traduz em cerca de 1.670 mortes por dia. Estes
dados estabelecem o cancer como a segunda causa mais comum da morte nos EUA, superado
apenas pelas doencas cardiacas (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2018). Quanto a
estimativa do perfil de incidéncia por sexo nos EUA, os tipos mais frequentes de cancer em
homens serdo prostata (19%), pulmao (14%), coldn e reto (9%) e bexiga (7%). Nas mulheres,
os canceres de mama (30%), pulmao (12 %), coldn e reto (8 %) e corpo uterino (7%) figurardo
uns dos principais (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2017).
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Jé a diversificacdo do continente Asiatico, quanto aos aspectos étnicos, socioculturais,
socioecondmico, estilo de vida e hébitos alimentares, refletem na diversificacdo dos padrdes de
canceres nas diferentes regides desse continente. Estima-se que em 2030 cerca de 10,7 milhGes
de casos serdo diagnosticados com ocorréncia de 7,5 milhdes de mortes, esse aumento sera
significativo principalmente nos paises de baixo e meédio recursos. Quanto ao perfil de
distribuicdo nas diferentes regiGes do continente Asiatico, os tipos mais frequentes de cancer
em homens serdo pulméo, estdbmago, figado, colorretal, es6fago e prostata. Nas mulheres, 0s
canceres de mama, pulmao, colo do utero, estbmago, colorretal e figado representam alguns
dos principais (SANKARANARAYANAN; RAMADAS: QIAO, 2014).

No Brasil, as estimativas disponibilizadas pelo Instituto Nacional de Céancer José
Alencar Gomes da Silva (INCA) para o biénio 2018-2019, aponta a ocorréncia de cerca de 600
mil casos novos de cancer, excluindo-se os casos de cancer de pele ndo melanoma
(aproximadamente 170 mil casos novos). A distribuicdo da incidéncia por sexo aponta que 0S
tipos mais frequentes de cancer em homens serédo proéstata (31,7%), pulmao (8,7%), colon e reto
(8,1%), estdbmago (6,3%) e cavidade oral (5,2%). Nas mulheres, os canceres de mama (29,5%),
colon e reto (9,4%), colo do Gtero (8,1%), pulmédo (6,2%), tireoide (4,0) e estdmago (3,8%)
figurardo entre os principais (Figura 2) (INCA, 2018).

Figura 2 - Distribuicdo por sexo dos dez tipos de cAncer mais incidentes, exceto os casos de cancer de pele ndo
melanoma, estimados para o biénio 2018-2019 no Brasil segundo o INCA.

Prostata 68.220  31,7% Homens Mulheres  Mama Feminina 59.700 29,5%

Traqueia, Bronquio e Pulméo 18.740 8,7% Colon e Reto 18.980 9.4%
ColoneReto  17.380  8,1% Colo do Utero 16370  8,1%

Estomago 13.540 6,3% Traqueia, Bronquio e Pumdo 12,530 6,2%

Cavidade Oral 11.200 5,2% Glandula Tireoide 8.040 4.0%

Es6fago 8.240 3,8% Estomago 7.750 3,8%

Bexiga 6690  31% Corpo do Utero 6.600 3.3%

Laringe 6.390 3,0% Ovério 6.150 3,0%

Leucemias 5.940 2,8% Sistema Nervoso Central 5510 2,7%

Sistema Nervoso Central 5.810 2.7% Leucemias 4.860 24%

Fonte: (INCA,2018).
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2.2 CANCER GASTRICO

O céancer gastrico, também denominado cancer de estdmago, € uma das doencas
malignas mais comuns do aparelho digestivo. A patologia é caracterizada pelo crescimento
desordenado das células que compbem o 6rgdo, podendo acometer qualquer parte da sua
extensdo. A iniciacdo ou progressao da carcinogénese desta doenca esta associada a multiplos
fatores genéticos e ambientais. Com caracteristicas heterogéneas, esse tipo de neoplasia
apresenta diferentes comportamentos bioldgicos, além de variagbes quanto a resposta
terapéutica e ao curso clinico (CHEN et al., 2015%; DOUGLAS E. GUGGENHEIM, MD AND
MANISH A. SHAH, 2012; TANG et al., 2018).

2.3 EPIDEMIOLOGIA

A incidéncia das neoplasias gastricas € mais comum nos paises em desenvolvimento
com médio ou baixo indice de desenvolvimento humano (IDH). Além disso, a taxa de
incidéncia é mais alta no sexo masculino do que no feminino. Em ambos 0s sexos, a incidéncia
aumenta a partir dos 50 anos de vida (TSAI et al., 2017; INCA,2018).

Ademais, a incidéncia também € varidvel conforme a regido geogréfica e os fatores
socioecondémicos, que sdo associados a variacOes na dieta. As regides de alta incidéncia
incluem, entre outros, o Leste da Asia, Europa Oriental, América Central e do Sul e Japdo
enquanto as que apresentam taxas de baixa incidéncia incluem, o Sul da Asia, Norte e Africa
Oriental e América do Norte (MA et al., 2016).

No Brasil, para o biénio 2018 -2019 s&o estimados cerca de 21.290 novos casos de
cancer de estdbmago, dos quais serdo 13.540 em homens e 7.750 mulheres. Excluindo-se os
casos de cancer de pele ndo melanoma, esses tumores aparecem em quarto lugar na incidéncia
entre homens e em sexto, entre as mulheres. Nas Regides Norte (12,35/100 mil) e Nordeste
(11,17100 mil) é o segundo mais frequente. Nas Regides Sul (17,12/100 mil) e Centro-Oeste
(11,52/ 100 mil) é o quarto mais frequente. Ja na Regido Sudeste (13,46/100 mil), ocupa a
quinta posicdo. Quanto a incidéncia em mulheres, nas Regides Sul (8,95/100 mil), Centro-Oeste
(6,52/100) e Norte (5,34/100 mil) ocupa a quinta posi¢do. Nas Regides, Nordeste (7,16/100)
ocupa a sexta posicao e Sudeste ocupa a sétima posicéo (7,41/100 mil) (INCA,2018).

Ao longo das décadas tem sido observado em todo o mundo, um declinio na incidéncia
e nas taxas de mortalidade. Apesar disso, os tumores gastricos causam mais do que 723.000
mortes anualmente (RYU etal., 2017; MINISTERIO DA SAUDE,2018). Na maioria dos casos,
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esse tipo de tumor ndo possui um bom progndstico. A taxa de sobrevivéncia em 5 anos é
estimada em cerca de 25% -30% e ligeiramente maior para alguma experiéncia asiatica. No
Brasil, por exemplo, a sobrevida em cinco anos diminuiu entre os periodos de 1995 a 1999 e
2005 a 2009 (de 33% para 25%) (GARATTINI et al., 2017; INCA,2016).

2.4 ASPECTOS CLINICOS, PATOLOGICOS E ETIOLOGICOS DO TUMOR GASTRICO

O estdbmago € um segmento dilatado do trato gastrointestinal (TGI), cuja fungéo
principal ¢é a liquefacdo do bolo alimentar (quimo) e a digestdo de alguns alimentos por meio
da atividade muscular e quimica. Localiza-se na cavidade abdominal entre o es6fago e o
intestino delgado (JUNQUEIRA, L. C.; CARNEIRO. J, 2013).

Anatomicamente, o estdmago é dividido em cinco areas principais: fundo, corpo, antro
piloro e cardia. A parede desse 6rgdo € constituida pelas seguintes camadas: mucosa, camada
de revestimento composta por glandulas; a submucosa, camada de suporte; a muscular propria
e por ultimo a camada subserosa e serosa que revestem o 6rgdo (Figura 3). (JNQUEIRA, L.C;
CARNEIRO. J, 2013; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2018).

Figura 3 - Composicéo da parede do estdmago. A parede do estdbmago é constituida por camadas: Mucosa,
submucosa, muscular propria, subserosa e serosa.
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Fonte: (Adaptado do AMERICAN CANCER SOCIETY, 2018).
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Histologicamente, a parede do 6rgdo é revestida por um epitélio colunar simples
produtor de muco. O epitélio sofre invaginacbes formando as fossetas gastricas, onde s&o
encontradas as glandulas. A parte muscular do estdmago é composta por células musculares
lisas. Ja a camada subserosa & formado por tecido conjuntivo moderadamente denso,
apresentando vasos sanguineos e linfaticos (JUNQUEIRA, L. C.; CARNEIRO. J, 2013).

Os tumores que acometem o estdmago podem ser benignos, malignos ou de
comportamento ndo especifico, podendo ter origem tanto em tecidos epiteliais quanto nédo
epiteliais (Quadro 1) (HAMILTON; AALTONEN, 2001). Dessa forma, existem varios tipos de
tumores decorrentes do estbmago, como por exemplo, os carcinomas, linfomas, sarcomas, entre
outros tipos histolégicos que possuem padrbes evolutivos e tratamentos diferentes. O tipo
histolégico mais comum do céancer gastrico é o adenocarcinoma que corresponde a
aproximadamente 95% dos casos. Esse tipo de tumor surge nas glandulas da camada mais
superficial ou da mucosa do estomago (AJANI et al., 2017; KARIMI PARISA, ISLAMI
FARHAD, SHARMILA ANANDASABAPATHY, NEAL D. FREEDMAN et al., 2014;
MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

Quadro 1 - Classificacdo histoldgica do WHO para tumores gastricos. A classificacdo é modificada a partir da
classificacdo histoldgica para tumores do WHO (2016). J& para as neoplasias enddcrinas, é baseada pela
classificacdo clinico-patolégica da WHO (1784). 2 Codigo de morfologia da Classificacdo Internacional de
Doencas para Oncologia (CID-O) (542) e a Nomenclatura Sistematizada de Medicina (http://snomed.org). O
comportamento esta codificado como 0 para tumores benignos, 3 para tumores malignos e 1 para comportamento
ndo especificado, limitrofe ou incerto. A neoplasia intra-epitelial ndo possui um cédigo genérico na CID-O. Os
cddigos CID-O estdo disponiveis apenas para lesdes classificadas para neoplasia glandular intravenosa grau il
(8148/2) e adenocarcinoma in situ (8140/2).

TUMORES EPITELIAIS TUMORES NAO EPITELIAIS
Neoplasia intra-epitelial — Adenoma 8140/0? Leiomioma 8890/0
Carcinoma Sarcoma 9560/0
Adenocarcinoma 8140/3 Tumor de células grandulares 9580/0
tipo intestinal 8144/3 Tumor de glomus 8711/0
tipo difuso 8145/3 Leiomiosarcoma 8890/3
Adenocarcinoma papilar 8260/3 Tumor estromal GIST 8936/1
Adenocarcinoma tubular 8211/3 benigno 8936/0
Adenocarcinoma mucoso 8480/3 potencial maligno incerto 8936/1
8490/3 maligno 8936/3
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Carcinoma de células em anel de
sinete
Carcinoma adenosquamico
Carcinoma de células escamosas
Carcinoma de células pequenas
Carcinoma indiferenciado
Outros
Carcinoide (neoplasia endécrina

bem diferenciada)

8560/3
8070/3
8041/3
8020/3

8240/3

Sarcoma de kaposi

QOutros

Linfomas malignos

Linfoma de células B de zona
marginal (MALT)

Linfoma de células manto

Linfoma difuso de células B
grandes

Qutros

Tumores secundarios

9140/3

9699/3

9673/3
9680/3

Fonte: (Adaptado de HAMILTON; AALTONEN, 2001).

O cancer gastrico € um tipo de neoplasia maligna que possui uma biologia molecular

complexa e heterogénea que varia de acordo com o local de origem no estbmago e a histologia.

Além disso, a doenca possui um perfil etiolégico multifatorial, relacionados a fatores genéticos
e ambientais (Figura 4) (CHENG; LIN; TU, 2016).
As caracteristicas clinicas do CG sdo inespecificas, fato que corrobora ao tardio

diagnostico.

Muitos dos sintomas apresentados sdo comuns a outras desordens gastricas

(inchaco, gases e sensacdo de plenitude) e que geralmente s6 aparecem em um estado mais

avancado. De modo geral, os pacientes com CG podem cursar com perda de apetite, azia,

dificuldades em engolir, nduseas e vémitos, dores abdominais, perda de peso, vomitos com ou

sem sangue, cansaco devido a anemia, entre outros (SHANG; PENA, 2005).
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Figura 4 - Fatores conhecidos que aumentam o risco do desenvolvimento do cancer gastrico. A figura também
representa as cinco areas principais do estbmago: cardia, fundo, corpo, antro e piloro.

Fatores genéticos

Etilismo
Infecgoes por
2 Helicobacter pylori
[ Tabagismo ] e Epstein-baar
Céancer

Gastrico

Anemia perniciosa

[ Pdlipos ]

Alimentos em conserva

Fonte: (Disponivel em: < https://www.homenaturalcures.com/stomach-cancer/ > Acesso em: 15/02/2018.,
adaptado).

Alguns dos fatores conhecidos que aumentam o risco de cancer gastrico incluem os
fatores genéticos, esporadicos e hereditarios (ZALI; REZAEI-TAVIRANI; AZODI, 2011).

A associacdo dietética também esta diretamente relacionada a esse tipo tumor.
Alimentos salgados aumentam fortemente o risco de tumores gastricos. Também existem
evidéncias que alimentos em conservas como carnes, alimentos defumados e grelhados sdo
causas da doenca. Por outro lado, uma adequada ingestdo de frutas e alimentos frescos
diminuem o risco de desenvolvimento da doenca pelo alto poder antioxidantes destes alimentos
(CATALANO et al., 2009; GIORDANO; CITO; FOUN-, 2012).

Além disso, infec¢bes por Helicobacter pylori e Epstein-Baar (EBV) desempenham um
papel critico na carcinogénese do tumor gastrico. Acredita-se que a infec¢do por H. pylori causa
efeitos oncogénicos que podem ocorrer atraves de varios mecanismos, incluindo os efeitos
inflamatdrios na mucosa gastrica que podem progredir para os seguintes estagios: atrofia da
mucosa, metaplasia intestinal e displasia que pode resultar em um processo neoplasico
(FUKAYAMA; USHIKU, 2011; ISHAQ; NUNN, 2015; SHANG; PENA, 2005).

Paises com alta incidéncia de cancer gastrico apresentam alta prevaléncia de infecgdo

por H. pylori, em contrapartida, os paises desenvolvidos que apresentam baixa prevaléncia da
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infeccdo apresentam uma incidéncia menor de cancer gastrico. Ja a infecgdo por Epstein-Baar
(EBV), acredita-se causar anormalidades moleculares decorrentes ao processo de metilagcdo em
regibes de genes promotores e supressores tumorais. Esse tipo de infeccdo associa-se a
aproximadamente 10% dos casos de CG. Sendo relatada por apresentar um prognostico
favoravel, embora, estes dados ainda sejam controversos (CATALANO et al., 2009; CHO;
KANG; KIM, 2016; FUKAYAMA,; USHIKU, 2011).

Além dos fatores mencionados, o historico de tabagismo, etilismo, anemia perniciosa,
polipos estomacais e gastrite cronica atrofica também séo tidos como condi¢bes importantes
para o desenvolvimento do cancer gastrico (ZALI; REZAEI-TAVIRANI; AZODI, 2011).

O CG é categoricamente heterogéneo. Acredita-se que esse tipo de tumor representa
clones totalmente diferentes que surgem no mesmo 6rgdo, apresentando comportamentos
bioldgicos distintos (SHAH et al., 2011). Partindo-se desse pressuposto, muitas tentativas foram
feitas para tentar reclassificar esse tipo de tumor, objetivando-se agrupar novos subgrupos que
poderiam ter diferentes prognosticos. Foram desenvolvidas classificacdes anatdmicas como,
por exemplo, a classificacdo de Borrmann e classificacdo Siewert e Stein, assim como
classificacOes histopatoldgicas (GARATTINI et al., 2017).

As duas classificacOes histopatoldgicas mais utilizadas sdo as com base nos critérios da
WHO e nos de Lauren. A classificacdo da WHO categoriza o cancer gastrico em quatro subtipos
histoldgicos: tubular, papilar, mucinoso, pouco coeso (inclui o carcinoma de células do anel de
sinete) e outras variaveis histologicas incomuns (HSU et al., 2016; HU et al., 2012b; LUU et
al., 2017). Ja a classificacdo de Lauren, que € amplamente utilizada na prética clinica, categoriza
0 tumor gastrico em dois subtipos principais: intestinal e difuso, que exibem diferencas
patoldgicas, epidemioldgica e etioldgica (MA et al., 2016; RIBEIRO et al., 1981).

O subtipo intestinal geralmente ocorre em pacientes idosos do sexo masculino e afeta
frequentemente a regido anatdmica do antro gastrico. As células tumorais sdo caracterizadas
por exibirem adesdo e metaplasia intestinal, estando assim, dispostas em formagdes tubulares
ou glandulares. Esse subtipo cursa com melhor prognostico. Em contrapartida, o subtipo difuso
ocorre mais frequentemente em pacientes mais jovens, sendo mais prevalente no sexo feminino,
acometendo frequentemente a regido anatbmica do corpo gastrico. As células tumorais nédo
exibem um padrdo de adesdo, e infiltram o estroma como ceélulas isoladas ou pequenos
subgrupos tumorais dispersos e ndo coesivos. Uma caracteristica patognomonica desse subtipo
sdo as células em anel de sinete. Formadas quando o muco intracelular empurra o ndcleo da
célula para o lado exterior da mesma. Esse subtipo € mais agressivo e cursa com pior
prognostico (Figura5) (DICKEN et al., 2005; MA et al., 2016).
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A patogénese desses dois subtipos esta associada a alteracfes genéticas e epigenéticas,
como a metilacdo do DNA, modifica¢Bes nas histonas e recombinacdo cromossémica. Também
compartilham fatores de risco alimentares e ambientais em comum. Contudo, o subtipo
intestinal estd mais associado a fatores ambientais, como, por exemplo, a infeccdo por

Helicobacter pylori e o subtipo difuso a fatores genético (MA et al., 2016).

Figura 5 - Fotomicrografias de adenocarcinoma géstrico, classificagdo de Lauren. A: Subtipo intestinal: células
tumorais dispostas de forma coesa, formando estruturas glandulares (HE, 200x). B: Subtipo difuso: infiltracdo de

células tumorais Unicas no estroma, evidenciando células em anel de sinete (HE, 400x).

Fonte: (Adaptado de CORREA; PIAZUELO, 2011).

H& alguns anos, um estudo propés uma nova classificagdo com base em critérios
moleculares, na qual, o CG foi dividido em quatro subtipos: tumores positivos para 0 virus
Epstein-Barr, que apresentam mutagdes PIK3CA, hipermetilagdo de DNA e amplificagdo de
JAK2, CD274 e PDCDI1LG2; tumores instaveis que apresentem microssatélites; tumores
genomicamente estaveis; e tumores com instabilidade cromossémica. A classificacdo foi
realizada por meio da analise de polimorfismos de nucleotideo Unico, analises de nimero e
copia somética, sequenciamento do exoma, de MRNA e miRNA, metilagdo do DNA e atividade
protéica. Logo, sua aplica¢do na prética clinica é inviabilizada pela quantidade de técnicas de
alto custo (THE CANCER GENOME ATLAS RESEARCH NETWORK?*, 2014).

Nenhuma dessas classificacdes é clinicamente (til, pois suas capacidades progndsticas
e preditivas ndo sdo eficientes em orientar adequadamente o gerenciamento dos pacientes.
Partindo-se dessa premissa, novas classificagdes sdo necessarias para que se fornecam
informacdes mais detalhadas sobre a patogénese da doenca, junto a isso, a identificacdo de
novos biomarcadores para o diagndstico dos pacientes acometidos. Assim como outros



33

neoplasias malignas, o diagndstico e tratamento precoce auxiliam a uma melhor sobrevivéncia
(KIM et al., 2017).

2.5 DIAGNOSTICO

O diagnostico do cancer gastrico é inicialmente guiado pela anamnese, principalmente
pelos relatos dos sintomas constitucionais (perda de peso, anorexia e astenia). Quando
indicativo, o paciente é submetido a uma endoscopia digestiva alta, na qual sera realizada
biopsia das lesdes suspeitas para confirmacdo histoldgica, bem como serdo descritos a
localizago e o grau de disseminac&o no 6rgao (MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

Ap0s o diagnostico histopatoldgico, a tomografia computadorizada do abdémen e do
torax, com ou sem contraste, deve ser realizada para detec¢do de metastases e para determinar
as opc¢oes de tratamento. No entanto, a tomografia computadorizada ndao permite a avaliacdo da
disseminacédo do tumor na linfa nem a determinacéo da profundidade da invasdo tumoral, além
de ndo ser efetivo em detectar metastases menores que 5 mm de didametro. Dessa forma, a
ultrassonografia endoscépica (UES) é uma modalidade que permite a determinacdo mais
precisa do estadiamento (LAYKE; LOPEZ, 2004).

A laparoscopia também pode ser solicitada nos casos em que as investigacGes de
imagens sdo negativas para detectar tumores pequenos. Ademais, a laparoscopia também
permite andlise citolégica por meio de bidpsias obtidas de lesbes suspeitas e deve ser realizada
antes do tratamento definitivo (THRUMURTHY et al., 2013).

Na pratica clinica, a dosagem dos antigenos tumorais utilizada principalmente para
segmento (CEA, CA19.9, CA72.4, CA50) ndo tem se mostrado util, devido a baixa
especificidade, o que limita a sua recomendacdo. Logo, a busca por marcadores biol6gicos que
permitam a deteccdo precoce e rastreamento do cancer gastrico estdo sendo integrados a
pesquisa em patologia molecular (CATALANO et al., 2009).

O estadiamento do CG mais aceito é o da American Joint Committee on Cancer (AJCC)
e 0 da Unido Internacional Contra o Cancer (UICC) que utilizam o sistema TNM para o
estadiamento do céncer gastrico. O codigo do sistema corresponde a extensdo do tumor
priméario (T), numero de nodulos linfaticos (N) e metastases distantes (M). Estes parametros
recebem graduacdes numéricas, geralmente TO a T4, NO a N3 e de M0 a M1 e graduacéo
alfabética (A, B, C) ambas expressam o grau de evolugéo do tumor e dos linfonodos acometidos
(Quadro 2) (EDGE; COMPTON, 2010; MINISTERIO DA SAUDE, 2018).
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Quadro 2 - Estadiamento do cancer gastrico conforme AJCC 82 edicéo.

CLASSIFICACAO CLINICA TNM

TUMOR

TX O tumor ndo pode ser avaliado.

TO Sem evidéncia de tumor primario.
Tumor in situ/ displasia de alto grau: tumor intraepitelial sem

Tis invasdo da lamina propria.

Tl O tumor invade a lamina propria ou muscular da mucosa
(T1a) ou submucosa (T1b).

T2 O tumor invade a muscular propria.

T3 O tumor invade a subserosa.

T4 O tumor perfura a serosa (T4a) ou invade estruturas

adjacentes (T4b).

NODULOS LINFATICOS

NX Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados.

NO Sem invasdo linfatica regional.

N1 1 a 2 linfonodos regionais acometidos.

N2 3 a 6 linfonodos regionais acometidos.

N3 7 ou mais linfonodos regionais acometidos.

N3a 7 a 15 linfonodos regionais acometidos.

N3b 16 ou mais linfonodos regionais acometidos.
METASTASE

MO Sem metastase a distancia.

M1 Metastase a distancia.

Fonte: (Adaptado do MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

Os cadigos da classificagdo TNM sdo utilizados em conjunto para expressar o grau de

evolucgdo do cancer gastrico, ou seja, 0 estadio patologico (Quadro 3). Por isso, o sistema é

atualizado periodicamente para permanecer relevante na préatica clinica mediante aos avangos
no progndstico do cancer gastrico (EDGE; COMPTON, 2010).



Quadro 3 - Estadios patoldgicos do cancer gastrico conforme a AJCC 82 edicao.

GRUPAMENTO POR ESTADIO

ESTADIOS T N M
ESTADIO 0 Tis NO MO
ESTADIO IA T1 NO MO
T2 NO MO

ESTADIO IB T1 N1 MO
T3 NO MO

ESTADIO IIA T2 N1 MO
T1 N2 MO

T4a NO MO

T3 N1 MO

ESTADIO 1IB T2 N2 MO
T1 N3a MO

T4a N1 MO

T4a N2 MO

ESTADIO IlIA T3 N2 MO
T2 N3a MO

T4b NO MO

T4b N1-N2 MO

T4a N3a MO

ESTADIO I1IB T3 N3a MO
T2 N3b MO

T1 N3b MO

T4a N3b MO

T4b N3a MO

ESTADIO llIC T4b N3b MO
T3 N3b MO

ESTADIO IV Qualquer T Qualquer N M1

Fonte: (MINISTERIO DA SAUDE, 2018).
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2.6 OPCOES TERAPEUTICAS

O tratamento do cancer gastrico envolve varias estratégias como cirurgias,
quimioterapia e radioterapia que dependem basicamente de fatores como o local e extenséo do
tumor (Figura 6) (ZALI; REZAEI-TAVIRANI; AZODI, 2011).

Figura 6 - Fluxograma com as estratégias terapéuticas para o cancer gastrico.
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Fonte: (Adaptado de SMYTH et al., 2016).

Os tumores com estadio inicial que acometem apenas a camada interna do estdmago,
podem ser tratados apenas por resseccdo endoscopica. Ja os tumores com estadio maiores que
T1NO possuem como primeira estratégia terapéutica a gastrectomia. Que consiste na resseccao
cirdrgica do estdbmago, podendo ser total ou subtotal. Sendo estabelecida mediante a algumas
condigdes como tamanho do tumor, localizacéo, extenséo e capacidade de alcance as margens
livres da doenca. Nesse tipo de cirurgia os ganglios linfaticos proximais também sao removidos
(DICKEN et al., 2005;AMERICAN CANCER SOCIETY, 2018).
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A linfadenectomia consiste na dissecacdo dos ganglios linfaticos que associado a
gastrectomia tem finalidade curativa. A extensdo desse procedimento é dependente da
propagacdo nodal que geralmente varia com a gravidade da doenca. Estudos sugerem que a
proporcéo de linfonodos metastaticos para o nimero de ganglios linfaticos dissecados é um dos
principais fatores prognosticos para os pacientes com cancer gastrico (ALATENGBAOLIDE
etal., 2013; DEGIULI et al., 2016).

A linfadenectomia é classificada pela letra D e varia numericamente conforme sua
extensdo. Em suma, a linfadenectomia D1 corresponde a resseccdo dos linfonodos do nivel 1
da cadeia linfatica gastrica. A D2 inclui a resseccdo dos linfonodos do primeiro e segundo nivel
do grande epiplon e da bolsa omental. Ja a D3 consiste ressec¢do dos linfonodos do primeiro e
segundo nivel mais os linfonodos do ligamento hépato-duodenal e da raiz do mesentério
(COLA etal., 2005; TONETO, 2012).

Outra estratégia terapéutica € a quimioterapia neoadjuvante indicada para pacientes com
cancer gastrico avangado de alto risco, sendo administrada antes do tratamento principal com o
objetivo de reduzir o tamanho e extensdo do tumor para tornar mais facil sua remocdo. O
tratamento neoadjuvante pode consistir em quimioterapia, radioterapia e imunoterapia. Esse
tipo de terapia pode resultar em uma melhor taxa de sobrevivéncia para esses pacientes
(CATALANO et al., 2009).

A ressecc¢do cirtrgica do cancer gastrico em estagios iniciais é potencialmente curativa.
No entanto, um numero consideravel de pacientes apresentam recaidas apos esse tipo de
tratamento (SMYTH et al., 2016). Quando submetidos ao tratamento cirlrgico sem outras
combinac@es terapéuticas 0s pacientes com cancer gastrico apresentem taxas de sobrevivéncia
de 5 anos que se aproximam de 75%. No entanto, pacientes que apresentam disseminagdo nos
linfonodos as taxas de sobrevivéncia diminuem consideravelmente para 10% a 30%. A extensdo
de acometimento linfonodal e metastases ap6s o procedimento cirdrgico estimulou a adi¢do de
terapias adjuvantes para melhores resultados (DICKEN et al., 2005).

Nos casos de estagios mais avancados, onde a neoplasia se disseminou para 6rgédos
distantes, as chances de cura sdo minimas. No entanto, algumas estratégias terapéuticas podem
aliviar os sintomas e ajudar a manter o tumor sob controle, é o que se convencionou chamar de
terapia paliativa (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2018).

Para esses pacientes sdo indicados dois esquemas quimioterapicos de primeira linha, um
deles com fluoropirimidina (fluorouracila ou capecitabina) e o outro com um quimioterapico
derivado da platina. Outra estratégia terapéutica consiste nos quimioterapicos de segunda linha,

um deles com um taxano (docetaxel, paclitaxel) e outro com irinotecan, ou ramucirumab como
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agente Ginico ou em combinacio com paclitaxel (MINISTERIO DA SAUDE, 2018;SMYTH et
al., 2016; TAKAHARI, 2017).

A inclusdo de quimioterdpicos-alvos como o trastuzumab é recomendado em conjunto
com quimioterapia a base de cisplatina e 5-fluorouracilo (CF) ou cisplatina e capecitabina (CX)
para pacientes com cancer gastrico avancado que superexpressam o receptor HER2 (SMYTH
et al., 2016). Alguns estudos demonstraram um beneficio na sobrevida global com o uso desse
agente bioldgico que em combinagdo com a quimioterapia configuram o tratamento de primeira
linha. Porém, alguns pacientes com HER2 positivo ndo respondem ou adquirem resisténcia a
este agente biolégico (KELLY; JANJIGIAN, 2016; MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

As estratégias terapéuticas para outros tipos de tumores como pulmdo, mama e
melanoma evoluiram consideravelmente com base em alvos moleculares e com os anticorpos
monoclonais, fato que ndo se aplica ao cancer gastrico. Além disso, a terapia convencional para
0 CG ndo tem se mostrado eficiente. Logo, existe uma necessidade pela busca de novas
estratégias terapéuticas potencialmente eficazes ao CG (SUTTER; FECHNER, 2006).

2.7 GLICOSILACAO NO CANCER

A glicosilacdo é um evento bioquimico pos-traducional e/ou co-traducional comum as
proteinas. Trata-se de um mecanismo celular que regula muitos processos bioldgicos. Os
glicoconjugados caracterizam-se pela ligacdo covalente de diversos tipos de carboidratos a
proteinas, lipidios, carboidratos ou outros compostos organicos. Essa reacdo é catalisada pelas
glicosiltransferases (GTs), que utilizam substratos com doadores de agucar especificos (REIS
etal., 2010).

As glicosiltransferases fazem parte de uma grande familia de proteinas com cerca de
200 a 300 enzimas envolvidas na biossintese de oligossacarideos, polissacarideos e
glicoconjugados (WASSLER, 2013). Sdo moléculas que possuem uma enorme diversidade
tanto estrutural quanto funcional. As mais frequentes sdo aquelas que transferem um residuo de
acucar de um nucleotideo difosfato (por exemplo, UDP Gal,GDP Man) para moléculas
aceitadoras especificas, por meio de ligagdes glicosidicas (BRETON et al., 2006; LAIRSON et
al., 2008).

Existem dois tipos principais de glicosilagdo, a N-glicosilagdo e a O-glicosilagdo que
sdo altamente dindmicas e medeiam varias vias de sinalizacdo. Ambas podem estar presentes
na mesma proteina de uma mesma célula. A N-glicosilacdo é caracterizada pela unido do agucar

ao grupamento amina de um residuo de asparagina. J& a O-glicosilacdo consiste na unido do
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acucar a uma hidroxila de um residuo de serina ou treonina (Figura 7) (OHTSUBO; MARTH,
2006; REIS et al., 2010; WANG, 2004).

Figura 7 - Representacdo de O-glicosilacdo e N-glicosilacdo em proteinas.
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Fonte: (Adaptado de MUNKLEY, MILLS; ELLIOTT,2016).

Os N-glicanos tém um papel funcional no processo de sinalizacdo e adesao celular e,
guando estdo presentes aberrantes ou truncadas nas células cancerigenas, séo associados com a
invasdo e metéstases. A mucina € um tipo de glicoproteina mais frequentemente O-glicosilada
que estdo superexpressas em carcinomas, fato que corrobora a substancial parte dos
biomarcadores glicosilados no cancer. Além disso, os O-glicanos desempenham papéis
importantes na invasao e sobrevivéncias das células tumorais na corrente sanguinea. Muitas
moléculas com padrdo de glicosilacdo alterado podem ser qualitativamente ou
quantitativamente alteradas podendo assumir uma forma truncada em células cancerigenas
(BROCKHAUSEN, 1999; REIS et al., 2010; ZHAO et al., 2008).

As células tumorais apresentam inUmeras alteragdes no perfil de glicosilagdo quando
comparadas a células de tecidos normais. Essas alteracbes podem ser causadas, por exemplo,
por alteracdes na expresséo das glicosiltranferases. Alem disso, a progressédo do cancer pode

resultar na secrecéo dessas glicomoléculas que podem refletir o padréo de glicosilagéo alterada
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nas células cancerigenas, e, portanto, podem ser potenciais candidatos a biomarcadores
(MUNKLEY; MILLS; ELLIOTT, 2016).

2.7.1 UDP glicose 4-epimerase

A galactose é um componente das células dos mamiferos. Sua epimerizacdo em glicose
ocorre no figado e envolve varios substratos que atuam na via Leloir do metabolismo da
galactose. Inicialmente a enzima galactoquinase fosforila a galactose para galactose 1-fosfato,
gue na sequéncia é convertida para UDP-galactose pela enzima galactose-1-fosfato uridil-
transferase. Posteriormente, a UDP-galactose é isomerada a UDP-glicose pela enzima UDP
galactose 4-epimerase que pode entrar novamente no ciclo (Figura 8). As atividades dessas
enzimas sdo de grande importancia para manutencdo dos padrdes de polissacarideos da
superficie celular em células com crescimento acelerado (EKLUND, 2007; ROBINSON;
KALCKAR; HOSPITAL, 1966).

Figura 8 - Metabolismo da galactose (Via de Leloir). A enzima UDP galactose 4-epimerase, atua no terceiro passo
da via catalisando de forma reversivel a conversao de UDP-galactose em UDP-glucose. Também atua convertendo
UDP-N-acetilgalactosamina (UDP-galNAc) em UDP-Nacetilglucosamina (UDP-glcNAC).
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Fonte: (Adaptado de DAENZER et al., 2012).

A enzima UDP-glicose 4-epimerase, também denominada UDP-galactose 4-epimerase
(GALE; EC.5.1.3.2) é um membro da superfamilia desidrogenase/redutase de cadeia curta. As
enzimas pertencentes a esta superfamilia atuam em inumeras reagdes bioquimicas. A UDP-

glicose 4-epimerase pode ser frequentemente encontrada em células de mamiferos, células
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bacterianas, fungicas e de vegetais. A enzima humana é uma epimerase homodimérica com
cada subunidade contendo 348 residuos de aminoacidos, apresentando dois sitios ativos e dois
cofatores NAD™ que estdo fortemente unidos. A cadeia polipeptidica da molécula dobra-se em
duas regides: o dominio N-terminal e pelo dominio C-terminal (Figura 9) (SHIN et al., 2015;
THODEN et al., 2001; TIMSON, 2005; ZINSSER et al., 2015).

Figura 9 - Representacdo da subunidade da estrutura de UDP-galactose 4-epimerase humana. Os limites de
UDP-glucose e NADH séo exibidos em representacdes ovais e em fivelas. O dominio N-terminal, é mostrado em
azul, e o dominio C-terminal, é exibido em verde.

N-terminal

Fonte: (Adaptado de THODEN et al., 2001).

Funcionalmente a UDP glicose 4-epimerase atua catalisando a conversdo reversivel de
UDP-galactose (UDP-Gal) em UDP-glucose (UDP-GIc) no terceiro passo da via Leloir no
metabolismo da galactose. Além desse papel catabdlico, a enzima também possui papéis
biossintéticos, atuando também na interconvencdo de UDP-N-acetilgalactosamina (UDP-
GalNAc) e UDP-N-acetilglucosamina (UDP-GIcNAc). Logo, possui uma importante acao
metabdlica em células humanas, influenciando a biossintese de glicoproteinas e glicolipidos
(DAENZER et al., 2012; SCHULZ et al., 2004; WENA et al., 2014).

E sabido que no cancer o crescimento celular ocorre em ritmo muito acelerado quando
comparado as células normais. Logo, a biossintese de glicoproteinas e glicolipidios aumenta
substancialmente para suprir esta demanda. Esse fato remete a atividade da UDP-galactose
para a biossintese dessas glicomoléculas que possuem um papel importante para as celulas
tumorais, atuando no reconhecimento celular, na sinalizacdo e no processo de metastase
(TANG; ETOKIDEM,; LA, 2016).
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2.7.2 Beta 1,4 galactosiltransferase 3

As galactosiltransferases fazem parte de uma extensa familia que sdo classificadas em
subfamilias denominadas com os prefixos p1,4-, B1,3-, a 1,3-, a 1,4- € a 1,6. As B-1,4-
galactosiltransferases (B4GalTs). S8o0 proteinas de membrana do tipo Il que possuem a
especificidade para transferir uma UDP-galactose ativa em uma ligacdo B1,4 a agucares
aceitantes tais como N-acetilglicosamina (GIcNACc), Glicose (Glc), Galactose (Gal) e até Xilose
(Xil) (RAMAKRISHNAN et al., 2004; WASSLER, 2013).

Alguns dos membros da subfamilia B-1,4-galactosilransferase (BAGALT) ja foram
caracterizados (Gal T1 a Gal T7) e compartilham semelhancas quanto a sequéncia, mas
possuem diferentes distribuicGes de tecidos, especificidade do substrato aceitante e funcdes
bioldgicas diferentes. Estruturalmente, as BAGALT compartilham uma sequéncia de sinal
hidrofébico N-terminal que direciona a proteina para o complexo de Golgi que, em seguida,
permanece sem clivagem para funcionar como uma ancora transmembranar (Figura 10) (AL-
OBAIDE et al., 2015; WASSLER, 2013).

Figura 10 - llustracdo estrutural dos membros da subfamilia BAGALT que compartilham semelhangas quanto &
sequéncia. A figura demonstra o isdmero de uma B4GALT catalisando a transferéncia de UDP-galactose (circulo

vermelho) para um residuo terminal de N-acetilglicosamina (GICNAc) em uma glicoproteina recém-sintetizada no
limen do complexo de Golgi.

COOH
-------- >
GicNac”
paGal-T @-UOP %2@\6“"“‘
SR
g T
NH,

Fonte: (Adaptado de WASSLER, 2013).

A B-1,4-galactosiltransferase 111 (BAGALT3) catalisa a formagdo de ligagdes de N-
acetilactosamina na matriz extracelular transferindo a galactose ligada a UDP-Gal da uridina

difosfato para oligossacarideos N-acetilglicosaminas (GICNAc) para formar N-
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acetilgalactosamina. Repeti¢do das unidades de N-acetilgalactonasaminas se prolongam para
formar poli-N-acetillactosamina nas cadeias de N-glicanos, O-glicanos, glicolipidos ou
glicosaminoglicanos (CHEN et al., 2014). Alguns estudos relatam que BAGALT3 desempenha
papéis importantes no processo carcinogénico, atuando na proliferacdo, invasdo e metastase
(CHEN et al., 2014; LIAO et al., 2015; SUN et al., 2016).

CHANG e colaboradores (2013) observaram em seu estudo que B4GALT3 esta
associado a um progndstico desfavoravel para pacientes com neuroblastoma, podendo regular
os fendtipos invasivos através da modulacdo da glicosilacdo, degradacao e sinalizacdo da b1-
integrina (CHANG et al., 2013). Contudo, os dados sobre a BAGALT3 diferem em relagéo ao
tipo de cancer. Por exemplo, em céncer colorretal esta enzima est4 negativamente associada a
metastase (CHEN et al., 2014). J& em cancer cervical, a BAGALT3 tem sua expressao
aumentada quando comparado aos tecidos adjacentes normais. Além disso, a baixa expressdo
dessa enzima suprimi a migracdo e invasao de células cancer cervical HeLa e C33A (SUN et
al., 2016). No entanto, a literatura ndo apresenta dados sobre o papel BAGALT3 em células de
cancer gastrico.

Portanto, como o0s biomarcadores utilizados na préatica clinica ndo apresentam
sensibilidade e especificidade para serem completamente confiaveis, e como a glicosilagédo
alterada das proteinas é uma caracteristica das células neoplasicas, estes apresentam-se como
uma fonte promissora para novos biomarcadores (CONNELLY et al., 2016).
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3 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

3.1 AMOSTRAS CLINICAS

Trata-se de um estudo transversal, analitico e de caréater retrospectivo. Do arquivo do
Servico de Patologia do Hospital do Cancer de Pernambuco- HCP foram selecionados setenta
e um pacientes com cancer gastrico primario do tipo adenocarcinoma, diagnosticados entre o
periodo de 2013 a 2016. Dos prontuérios medicos foram obtidas as seguintes variaveis: idade,
sexo, tipo do tumor, localizacdo, estadiamento patoldgico, tipo tratamento, nimero e local de
linfonodos, linfonodos positivos, recidiva, metastase e 6bito. Os espécimes clinicos foram
previamente fixados em formalina tamponada e emblocadas em parafina. As amostras clinicas
obtidas para o estudo tiveram aprovacgdo pelo Certificado de Apresentacdo para Apreciagdo
Etica- CAAE (CAAE: 39976214.90000.5205).

3.2 IMUNO-HISTOQUIMICA

Os blocos de parafina de tumores priméarios (N= 71) foram cortados em micrétomo em
4 um de espessura, montados em laminas silanizadas, desparafinizados em xilol e reidratados
em concentracdes decrescentes em alcool etilico (100%, 95%, 80% e 70%). Em seguida foi
feita a recuperacdo antigénica com tampao citrato 100 mM, pH 6.0 em micro-ondas 300 W por
15 min. Apos o resfriamento, as laminas foram incubadas com bloqueador de peroxidase
enddgena (peroxido de hidrogénio) 3% (p/v) por 30 min a temperatura ambiente e
posteriormente foi feito o bloqueio das ligacGes inespecificas com o bloqueador proteico
tampdo fosfato-salino-albumina de soro bovino (PBS-BSA) 1% (p/v) por 30 min a temperatura
ambiente. Os cortes histologicos foram incubados com os anticorpos primério B-1,4-
galactosiltransferase 111 (CUSABIO) e UDP glicose 4-epimerase (CUSABIO) 1:200 em PBS-
BSA 1% (p/v) por 18 ha 4 °C ou 2 h a 37 °C. O excesso do anticorpo foi retirado com duas
lavagens com tampdo PBS. Em seguida, foi aplicado o sistema de amplificagdo utilizando kits
comerciais Easylink On, InmPRESS™ ¢ DAKO EnVision™ por 30 a 50 min de acordo com
as recomendag0es do fabricante a temperatura ambiente. Por fim, as amostras foram reveladas
com DAB-H>0- e contracoradas com hematoxilina. Os controles positivos foram utilizados
segundo indicacdo do fabricante dos anticorpos e os controles negativos foram estabelecidos

através da substituicdo do anticorpo primario por anticorpo anti-lgG humana (DAKO).
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3.3 ANALISE DE IMAGENS

A anélise histomorfoldgica foi realizada com um sistema integrado de analises de
imagens utilizando microscopio BIOPTICA B20 acoplado a uma cdmera CMOS (resolucédo de
2584 x 1936 pixels) com o software de captura de imagem ISCapture. Os casos que
apresentaram marcac0es enzimatica em mais de 10% das células neoplésicas nos diferentes
graus de intensidade foram considerados positivos e 0s que ndo apresentaram foram
caracterizados como negativos. A localizagdo celular enzimatica: combinac@es citoplasmaticas,
membranar, perinuclear e nuclear foram associadas aos parametros clinico-patolégicos e aos

parametros de desfecho.
3.4 ANALISE ESTATISTICA

Todas as analises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism versédo
6.00. Para as analises de associacdo foi utilizado o teste exato de Fisher. As diferencas foram
consideradas estatisticamente significantes para p < 0,05. Para analise dos parametros de
desfecho foram utilizadas curvas de sobrevida segundo o método de Kaplan-Meyer com Log-
Rank.
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4 ANALISE DOS RESULTADOS

4.1 EXPRESSAO TECIDUAL DE UDP GLICOSE 4-EPIMERASE EM AMOSTRAS DE
ADENOCARCINOMA GASTRICO

Os 71 pacientes do com adenocarcinoma gastrico incluidos no estudo, tinham idade
média de aproximadamente 59,4 + 12,9 (range = 30-89) anos. Dos quais, 47 (66,1 %) eram do
sexo masculino e 24 (33,9 %) do sexo feminino. As analises por imuno-histoquimica revelaram
que 48 (67,6%) amostras foram positivas e 23 (32,4%) negativas para GALE. Os tipos
histolégicos de CG encontrados nas andlises corresponderam aos tipos tubular, papilar,

mucinoso e mal diferenciado (Figura 11 A-D).

Figura 11 - Fotomicrografias dos tipos histologicos evidenciados pela imuno-histoquimica de GALE. Regido
tubular (A), regido papilar (B), regido pouco diferenciada (C) e regido de mucina delimitada (D) no aumento de
100x.
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Fonte: (Do autor, 2018).
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Todas as amostras que apresentaram lesdes tubulares foram positivas para GALE, com
predominio da marcacdo citoplasmatica, enquanto que as lesGes desdiferenciadas foram
negativas para a enzima. A marcacao celular por GALE foi citoplasmatica em 24 amostras
(33,8%), nuclear em 3 (4,2%) e 44 (61,9%) mostraram combina¢cBes com marcacao

citoplasmatica, nuclear, perinuclear e de membrana (Figura 12 A-C).

Figura 12 - Fotomicrografias de adenocarcinoma gastrico evidenciando os tipos de localizagéo celular marcados
pela enzima GALE. Citoplasmatica e perinuclear (A) nuclear (B) e membranar (C) no aumento de 400x.

Além disso, 35 amostras (49,3%) das 71 investigadas apresentaram areas
correspondentes ao tecido normal adjacente, em que 29 (82,9%) foram positivos para GALE e
6 (17,1%) negativos. Ademais, a reatividade por GALE foi observada na camada basal dos
ductos e nas células produtoras das glandulas géastricas, com predominancia de marcagéo no

citoplasma e na membrana das células epiteliais.
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4.2 AVALIACAO DA EXPRESSAO TECIDUAL DE UDP GLICOSE 4-EPIMERASE
EM RELACAO AOS PARAMETROS CLINICO-PATOLOGICOS E DE
DESFECHO DO CG

A marcacdo de GALE foi investigada em relagéo aos parametros clinico-patoldgicos da
doenca. Houve associacdo significativa com o grau histolégica bem e moderadamente

diferenciado (p <0,0001) quando comparada a tecido pouco diferenciado (Tabela 1).

Tabela 1 - Associacdo entre a expressdo da enzima UDP glicose 4-epimerase com as principais
caracteristicas clinico-patoldgicas classificadas pela imuno-histoquimica em amostras de adenocarcinoma
géstrico.

Caracteristicas UD_P glicose 4- UD.P glicose 4- 0
clinico-patoldgicas epimerase (+) epimerase (-) Value
n (%) n (%)
Idade (anos)
<60 22 (30.9) 13 (18.3)
>60 26 (36.6) 10 (14.1) 0.4537
Sexo
Feminino 14 (19.7) 10 (14.1) 0.0873
Masculino 34 (47.9) 13 (18.3) ’
Cirurgia
Gastro total 27 (38.02) 12 (16.9) 0.8023
Gastro parcial 21 (29.5) 11 (15.5) '
Tratamento
Inicial
I 43 (60.6) 23 (32.3) 0.1667
11 5(7.0) 0 (0)
Estadiamento
Cirargico (TNM) 10 (14.1) 9 (12.7) 0.1515
lell 38 (53.5) 14 (19.7) '
e lV
Acometimento
Linfonodal
SIM 32 (45.0) 12(16.9)
NAO 16 (22.5) 11 (15.5) 0.2992
Status
'\L%dg' 19 (26.8) 7(9.8) 0.5999
’ 29 (40.8) 16 (22.5)

<0,3
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Grau Histologico

GIG+I I?” 32 (45.0) 3(4.2) <0.0001
16 (22.5) 20 (28.2)
Quimioterapia
SIM 28 (39.4) 11 (15.5)
NAO 20 (28.2) 12 (16.9) 0.4522
Radioterapia
7(9.8)
SIM 15(21.1)
N 35 (465 16(22.5) 1.0000
Recidiva
SIM 8 (11.3) 7(9.8)
NAO 40 (56.3) 16 (22.5) 0.2207

Fonte: (Do autor, 2018).

Anédlises adicionais referentes a idade, sexo, tipo de cirurgia, tratamento inicial,
estadiamento cirargico, comprometimento linfonodal, status nodal, quimioterapia, radioterapia
e recidiva ndo foram significativas.

AssociacGes com os parametros de desfecho ndo foram significativas. As analises
estatisticas relacionas a sobrevida global revelaram que as amostras com marcag&o positiva para
GALE apresentaram sobrevida média de 334,5 dias, enquanto as amostras negativas uma
sobrevida média de 514,0 dias (p = 0,6658). Em relacdo a sobrevida livre da doenca, as amostras
com marcacao positiva e as amostras com marcacao negativa tiveram uma sobrevida média de,
respectivamente 11,50 e 19,00 meses (p= 0,2289) (Graficos 1A e 1B).

Ademais, associacOes entre a localizacdo da marcacdo celular e os parametros clinico-
patoldgicos também ndo foram estatisticamente significantes, assim como, as associa¢cdes com

parametros de desfecho (sobrevida global e sobrevida livre de doenca) (p> 0,05).
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Graéfico 1 - AssociacGes com os parametros de desfecho. Sobrevida global (p= 0,6658) (A) e sobrevida livre da

doenca (p= 0,2289) (B).

A B
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-— LUDP glucose 4-epimerase +

- UDP glucose 4-epimerase -

T T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500
Dias decoridos

Fonte: (Do autor, 2018).
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4.3 EXPRESSAO TECIDUAL DE BETA 1,4 GALACTOSILTRANSFERASE 3 EM
AMOSTRAS DE ADENOCARCINOMA GASTRICO

Os 70 pacientes com adenocarcinoma gastrico incluidos no estudo, tinham idade média

de aproximadamente 58,9+12,7 (range = 30-89) anos. Dos quais, 45 (64,2%) eram do sexo

masculino e 25 (35,7%) do sexo feminino. As analises por imuno-histoquimica revelaram que

das 70 amostras 48 (68,6%) foram positivas e 22 (31,4%) negativas para B4AGALT3. Os tipos

histolégicos encontrados nas analises corresponderam aos tipos tubular, papilar, mucinoso e

mal diferenciado (Figura 13 A-D).
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Figura 13 - Fotomicrografias dos tipos histoldgicos evidenciados pela imuno-histoquimica de BAGALT3. Regido
tubular (A), regido papilar (B), regido mal diferenciada (C) e regido de Mucina delimitada (D) no aumento de
100x.

A

Fonte: (Do autor, 2018).

Todas as amostras que apresentaram lesdes diferenciadas com células em anel de sinete
foram negativas para B4GALTS3, enquanto todas as amostras com lesbes papilares foram
positivas. A localizagdo celular da marcacdo de BAGALT3 mostrou-se predominantemente
citoplasmatica 45 (100%) em todos os subtipos histolégicos encontrados, apenas 2 (4,4%)
apresentaram marcagGes combinadas citoplasmaética e nuclear e 1 (2,2%) apresentou marcacao
citoplasmatica e membranar (Figura 2 A-B).
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Figure 14 - Fotomicrografias de adenocarcinoma gastrico evidenciando os tipos de localizacdo celular
marcados pela enzima BAGALT3. Nuclear (A), citoplasmatica e membranar (B) no aumento de 400x.

Fonte: (Do autor, 2018).

Além disso, 16 amostras das investigadas apresentaram areas correspondentes ao tecido
normal adjacente, dessas, 15 (93,7%) foram positivas para BAGALT3 e 1 (6,2%) negativa. Por
meio de analises pareadas, observamos que 7 amostras com neoplasia positiva para BAGALT3
apresentaram tecido normal adjacente também positivo para a enzima, enquanto 8 amostras
com neoplasia negativa apresentaram marcagdo positiva na contrapartida normal, e, apenas 1
amostra com neoplasia negativa para a enzima apresentou marcagdo das células normais.

Ademais, as marcac6es foram evidenciadas em sua maior parte nas células produtoras normais.

4.4 AVALIACAO DA EXPRESSAO TECIDUAL DE 1,4 GALACTOSILTRANSFERASE 3
EM RELACAO AOS PARAMETROS CLINICO-PATOLOGICOS E DE DESFECHO
DO CG

A marcacdo tecidual de BAGALT3 foi investigada em relacdo aos parametros clinico-
patologicos da doenca. Houve associacdo significativa com o grau histolégico bem e
moderadamente diferenciado (p<0,0002) e com os estadiamentos (Il e IV) (p<0,0010).
Analises adicionais referentes a idade, sexo, tipo de cirurgia, tratamento inicial, acometimento
linfonodal, status nodal, quimioterapia, radioterapia e recidiva ndo foram significativas (p >
0,05) (Tabela 2).
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Tabela 2 - Associagao entre a expressao da enzima Beta 1,4galactosyltransferase 3com as principais caracteristicas

clinico-patoldgicas classificadas pela imuno-histoquimica em amostras de adenocarcinoma gastrico.

Beta Beta
Caracteristicas  1,4galactosyl 1,4galactosyltrans P
clinico- transferase 3 ferase 3 Value
patoldgicas (+) ()
n (%) n (%)
Idade (anos)
<60 21 (30) 15 (21.4) 0.0739
>60 27 (38.5) 7 (10)
Sexo
Feminino 14 (20) 11 (15.7) 0.1117
Masculino 34 (48.5) 11 (15.7)
Cirurgia
Gastro total 27 (38.6) 10 (14.3) 0.4475
Gastro parcial 21 (30) 12 (17.1)
Tratamento
Inicial
I 45 (64.2) 21 (30) 1.0000
1l 3(4.2) 1(1.4)
Estadiamento
Cirargico (TNM)
lell 7 (10) 12 (17.1) 0.0010
lelv 41 (58.5) 10 (14.2)
Acometimento
Linfonodal
NAO 14 (20) 11 (15.7) 0.1117
SIM 34 (48.6) 11 (15.7)
Status
Nodal
>0,3 19 (27.1) 5(7.1) 0.1888
<0,3 29 (41.4) 17 (24.2)
Grau Histologico
Gl +Gll 30 (42.8) 3(4.2) 0.0002
Glll 18 (25.7) 19 (21.1)
Quimioterapia
SIM 25 (35.7) 13 (18.6) 0.6157
NAO 23 (32,8) 9 (12,8)
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Radioterapia

SI~M 14 (20) 8 (11.4) 0.5868
NAO 34 (48.5) 14 (20)

Recidiva
SI~M 10 (14.2) 5(7.1) 1.0000
NAO 38 (54.2) 17 (24.2)

Fonte: (Do autor, 2018).

Associacbes com os parametros de desfecho ndo foram significativas. As analises
estatisticas relacionadas a sobrevida global revelaram que as amostras com marcacdo positiva
para BAGALTS3 apresentaram sobrevida média de 327,0 dias, enquanto as amostras negativas
uma sobrevida media de 496,0 dias (p= 0,5703). Em relacdo a sobrevida livre da doenca, as
amostras com marcacao positiva e as amostras com marca¢do negativa tiveram uma sobrevida

média de, respectivamente, 15.00 e 17,00 meses (p=0,6619) (Gréficos 2A e 2B).

Gréfico 2 - Associa¢fes com os pardmetros de desfecho. Sobrevida global (p= 0,5703) (A) e sobrevida livre da
doenga (p=0,6619) (B).
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-] g
Ea
g8 8%
ﬂ T T T T 1 G T T T I
0 500 1000 1500 2000 2500 0 20 40 &0 80
Dias decorridos Meses decorridos

Fonte: (Do autor, 2018).
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5 DISCUSSAO

Neste estudo, foi demonstrado que a expressao da GALE estd associada ao
adenocarcinoma gastrico com graus histologicos bem e moderadamente diferenciados. A
marcacgao por GALE foi predominantemente citoplasmica nas lesdes tubulares, também houve
marcagdo membranar, perinuclear e nuclear a esse e a outros padrdes histologicos. Estes
incluem papilar, mucinoso e pouco diferenciado. Além disso, a analise de segmentos normais
revelou positividade para GALE nas glandulas gastricas com perfil de marcacéo citoplasmatica
e membranar.

A UDP-galactose é um intermediario no metabolismo da D-galactose, a via Leloir, uma
via metabolica anfibolica conhecida, que é conservada da Escherichia coli para os seres
humanos. Alteracdes na atividade da GALE podem levar ao acimulo de UDP-galactose,
causando estresse, impedindo o crescimento celular e a lise celular em meio complexo (LEE et
al., 2009; PETRY; REICHARDT, 1998).

Em seu estudo, Lee e colaboradores (2009) propdem o mecanismo pelo qual a auséncia
do GALE causa o fim do crescimento celular. Este autor fez uso de cepas negativas de
Escherichia coli da GALE, e observou que a bacteriostase na presenca de D-galactose provém
diretamente da deficiéncia de pirimidina ou de um pool de nucleotideos desequilibrado. Isso
pode ser porque uma quantidade suficiente de uridina e citidina é importada da midia para
apoiar a sintese de RNA, mas ndo é suficiente para produzir intermediarios de UDP, como a
UDP-glicose para a sintese de peptidoglicano (LEE et al., 2009).

Em nosso estudo, a expressdo de GALE em adenocarcinomas gastricos bem e
moderadamente diferenciados pode estar relacionada a um perfil celular menos agressivo. No
entanto, Mitteldorf et al. (2010) observaram que a expresséo do mRNA do GALE foi
significativamente diferente nas amostras benignas e malignas da tireoide, sendo superexpressa
no carcinoma papilifero da tireoide (MITTELDORF et al., 2010). Vale ressaltar que os estudos
aqui comparados estudam tumores e alvos distintos em diferentes niveis moleculares. No
entanto, o carcinoma papilifero da tiredide é um tumor bem diferenciado e isso esta de acordo
com nossos resultados.

Além disso, encontramos amostras positivas para GALE em areas adjacentes ao tumor
que correspondem ao tecido normal. De acordo com a sua atividade normal, a enzima é um
componente dessas células atuando no metabolismo da galactose e influenciando a biossintese
de glicoproteinas e glicolipidios (SCHULZ et al., 2004).

Com relacdo a BAGALTS3, as amostras de adenocarcinoma gastrico apresentaram uma
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maior expressdo tecidual da enzima associando-se ao grau tumoral bem e moderadamente
diferenciado. Ou seja, a expressao da glicosiltransferase foi detectada quando as células
neoplasicas ainda se assimilavam histologicamente as células normais. Em analogia a este dado,
no cancer colorretal a expressdo tecidual da enzima foi associada a histologia bem e
moderadamente diferenciada, enquanto uma baixa expressdo de B4GALT3 foi associada a
histologia mal diferenciada, fases avancadas e a metastase. Nesse tipo de neoplasia, a marcacéo
por BAGALT3 foi demonstrada na regido supranuclear do aparelho de Golgi (CHEN et al.,
2014). Observamos que BAGALT3 esta associada ao estadiamento (I11 e 1V). Demonstrando
que sua expressdo tecidual também pode estar relacionada a estagios mais avangados da doenca.

Os dados sobre a BAGALTS5 diferem quanto aos tipos de cancer. CHANG e
colaboradores (2013) observaram através de analises por imuno-histoquimica de 101
pacientes com neuroblastoma que B4GALT3 esta associada a um prognostico desfavoravel,
sendo correlacionada a estagios clinicos avangados, histologia desfavoravel, assim como, auma
menor taxa de sobrevivéncia. O mesmo estudo observou que essa glicosiltransferase pode
regular os fendtipos invasivos através da modulacdo da glicosilacao, degradacédo e sinalizacdo
da B1-integrina (CHANG et al., 2013).

Em seu estudo, Liao e colaboradores (2015) demonstraram que a expressao de
B4GALT3 também regula a invasdo de trofoblastos através da modificagcdo da glicosilacdo da
B1-integrina durante a gravidez. Esses dados podem ser atribuidos ao fato de que, erroneamente,
o cancer codifica informacBes genéticas semelhantes as observadas durante as fases
embrionarias (LIAO et al., 2015).

No cancer cervical, SUN e colaboradores (2016) observaram através de analises da
expressdo génica, que BAGALT3 tem sua expressdo aumentada quando comparado a tecidos
normais. Além disso, observaram que o silenciamento de BAGALT3 suprime a migracéo e
invasdo de células das linhagens de cancer cervical HeLa e C33A (SUN et al., 2016a).

Nossos dados apontam uma predominancia no tipo de localizacdo da marcagéo
citoplasmatica. O que é justificado pelo fato de BAGALT3 ser membro da familia 1,4
galactosiltransferase, caracterizadas por serem proteinas de membrana tipo Il que compartilham
uma sequéncia de sinal hidrofébico N-terminal direcionando a proteina para 0 complexo de
Golgi, funcionando como uma ancora transmembranar (WASSLER, 2013). Embora os estudos
relatados abordem aspectos tumorais diferentes ao do cancer gastrico, a expressao da enzima

foi igualmente associada a caracteristicas clinico-patologicas.
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Dessa forma, sugerimos que alteragfes no perfil de glicosilacdo, caracteristico das
células neoplésicas, resultam principalmente da expresséo de glicosiltransferases como a GALE
e a BAGALT3.
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6 CONCLUSAO

e Nossos dados demonstraram que pacientes com adenocarcinoma gastrico apresentam

um aumento na expressédo tecidual das enzimas GALE e BAGALTS3;

e Além disso, os resultados obtidos sugerem uma possivel utilizacdo da enzima como
biomarcador de prognostico, uma vez que tanto GALE quanto B4GALT3 estdo

associadas a parametros clinico-patolégicos;

e No entanto, ambas ndo apresentaram associacfes aos parametros de desfecho
(Sobrevida Global e Sobrevida Livre da Doenga);
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APENDICE A - QUESTIONARIO DE PESQUISA

QUESTIONARIO DE PESQUISA - MESTRADO EM ONCOLOGIA -
Mestranda: Maria de Fatima Deodato de Souza

CANCER GASTRICO FICHA DE REGISTRO N°: G

Nome do Paciente:
Sexo Masc[] |Fem [] Data de Entrada:

Naturalidade: DD

Residéncia (cidade e estado): Data da Cirurgia:

Data de Nascimento:

Escolaridade

COR: Branca [ ] Parda [] Negra []

TRABALHO: empregado [ ] desempregado [ | licenca de satde [ ]
aposentado [ ] trabalho doméstico [ ] outros [ ]

Analfabet{ ] |Basico [] Meédio [] Superior] ] | Completo[ ] Incompleto [7]
Tabagism
0 Sim ]| Néo [] Ex [] Tipo/Dose:
Etilismo |Sim [ ]|Néo [ ] Ex [] Tipo/Dose:
IMC
INFORMAGCAO SOBRE A DOENCA E TRATAMENTO
Outros Tumores | Sim [] Néo [ ] Qual:

Outras Informacdes — Comorbidades
Diabetes— S /N

Hipertensdo — S /N

Doengas Auto-imunes—S/N
Infeccdes Cronicas—S /N

Uso de medicagbes — S/ N : quais:

Passado cirurgico— S /N
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Descricédo da Leséo: CTNM:
cEstadio:
Localizagéio FUND( ] CORPO[_] |ANTRO [] PILORO []
LINFONODOS[_]|OUTROS [] Qual:
Tratamento Inicial Tratamento Adjuvante (Ps) Data do
tratamento

inicial:

INFORMACOES SOBRE PACIENTES COM INDICACAO DE CIRURGIA

TNM-
Tipo de Cirurgia ESTADIAMENTO:
L ,
] Sim NUmero de
Margens Livres Nao Linfadenectomia | Linfonodos | Numero de linfonodos:
[] Sim
Tratamento
. L
adjuvante Nao

RESPOSTA TERAPEUTICA — Para pacientes com adenocarcinomas metastético

Recidiva

Resposta estavel ]
Parcial ] completa ] Progressao [l

HISTOPATOLOGIA

N° Cirurgia:

OUTRAS INFORMACOES




