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RESUMO

O cancer gastrico ¢ a quarta causa mais comum de morte relacionada ao cancer
mundialmente. O desenvolvimento tumoral ¢ relacionado aos héabitos de vida, a infeccdo por
Helicobater pylori e a inflamac¢do, mas atualmente também tem sido relacionado com o
processo de transicdo epitelial-mesenquimal. Neste contexto, alguns genes de receptores
tirosina quinase parecem estar associados com o cancer gastrico e vias moleculares no epitélio
gastrico. O receptor hepatocelular produtor de eritropoietina 2 (EPHA2) estd envolvido em
diversos processos biologicos como proliferagdo celular, diferenciacdo, e transi¢ao epitelial-
mesenquimal no cancer. Em paralelo, a efrina A-4 (EFNA4) ¢ um dos ligantes dos receptores
EPHA, e vem sendo observada em diversos tipos de neoplasias. O ligante de quimiocina de
motivo CXC 12 (CXCL12), ja vem sendo correlacionado com a angiogénese € invasao no
cancer e transi¢do epitelial-mesenquimal. Este estudo teve como objetivo caracterizar a
expressao dos genes EPHA2 e seu ligante EFNA4, além do gene CXCL12, envolvidos no
processo de transicao epitelial-mesenquimal no cancer gastrico e correlacionar com os dados
clinicos do paciente. A expressdo relativa dos genes EPHA2, EFNA4 ¢ CXCL2 foi avaliada
por PCR em tempo real, a partir do RNA total obtido de amostras de bidpsia do tecido
gastrico de pacientes com adenocarcinoma gastrico (n=12) e sadios (n=5). A analise
estatistica dos resultados foi feita pelo software GraphPad Prism 8.0. A expressao relativa de
EPHA2 demonstrou diferenga significativa entre os pacientes com histologia negativa e
positiva para Helicobacter pylori (p= 0,0444). Todos os pacientes do sexo masculino,
Helicobacter pylori positivos expressaram EFNA4, enquanto nenhuma das 2 mulheres do
grupo avaliado expressou esse gene. A alta expressao relativa de EPHA2 em pacientes
Helicobacter pylori negativos, ndo condiz com o que had descrito na literatura. A expressao
relativa de EFNA4 ndo foi significante em relacdo aos fatores de risco e as caracteristicas
clinicas observadas neste estudo e as amostras incluidas na andlise de CXCL12 nio
expressaram o gene. Estudos adicionais sdo necessarios para compreender melhor esses
resultados e para elucidar se ha associagdes significativas entre as caracteristicas clinicas, os
habitos de vida dos pacientes e a expressao relativa desses genes, uma vez que o potencial
carcinogénico desses habitos pode desregular as vias moleculares desses genes na EMT e sua

expressao nas fases iniciais do cancer.

Palavras-chave: Cancer géstrico; receptores tirosina quinase; transi¢ao epitelial-mesenquimal



ABSTRACT

Gastric cancer is the fourth most common cause of cancer-related death worldwide. Tumor
development is related to lifestyle habits, Helicobacter pylori infection and inflammation, but
currently it has also been related to the epithelial-mesenchymal transition process. In this
context, some tyrosine kinase receptors genes seem to be associated with gastric cancer and
molecular pathways in the gastric epithelium. Hepatocellular erythropoietin-producing
receptor 2 (EPHAZ2) participates in several biological processes such as cell proliferation,
differentiation, and epithelial-mesenchymal transition in cancer. In parallel, ephrin A-4
(EFNA4) is one of the ligands of EPHA receptors and has been observed in various types of
neoplasms. The CXC motif chemokine ligand 12 (CXCL12), has already been correlated with
angiogenesis and invasion in cancer and epithelial-mesenchymal transition. This study aimed
to characterize the expression of EPHA2 genes and its ligand EFNA4, as well as the CXCL12
gene, involved in the epithelial-mesenchymal transition process in gastric cancer and correlate
it with the patient's clinical data. The relative expression of EPHA2, EFNA4 and CXCL2
genes was evaluated by real-time PCR from total RNA obtained from gastric tissue biopsy
samples of patients with gastric adenocarcinoma (n=12) and healthy patients (n=5). Statistical
analysis of the results was performed by GraphPad Prism 8.0 software. The relative
expression of EPHA2 showed significant difference between patients with negative and
positive histology for Helicobacter pylori (p= 0.0444). All male Helicobacter pylori positive
patients expressed EFNA4, while none of the 2 women in the evaluated group expressed this
gene. The high relative expression of EPHA2 in Helicobacter pylori negative patients is not
consistent with what has been described in the literature. The relative expression of EFNA4
was not significant in relation to the risk factors and clinical characteristics observed in this
study, and the samples included in the CXCL12 analysis did not express the gene. Additional
studies are needed to better understand these results and to elucidate whether there are
significant associations between clinical characteristics, lifestyle habits, and the relative
expression of these genes, since the carcinogenic potential of these habits may downregulate
the molecular pathways of these genes in EMT and their expression in the early stages of

cancer.

Keywords: Gastric cancer; tyrosine kinase receptor; epithelial-mesenchymal transition
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1 INTRODUCAO

O cancer de estdmago (CG) ¢ a quinta neoplasia mais comum no mundo, com uma
estimativa de mais de um milhdo de novos casos anualmente. Este cancer ¢ a quarta causa
mais comum de morte relacionada ao cancer mundialmente. No Brasil, o cancer gastrico ¢ o
terceiro tipo mais frequente entre homens e o quinto entre as mulheres (INCA, 2021).

Em varios tipos de cancer, os receptores tirosina quinase (RTKs) quando ativados
desempenham fung¢des importantes no controle de processos fundamentais para o
metabolismo da célula como crescimento, diferenciagdo, adesdo, migragdo e apoptose
(ROBINSON; WU, Y.-M.; LIN, 2000). No cancer gastrico, estudos relatam a superexpressao
de RTKs, como ERBB2, c-Met, FGFR2, VEGFR, PDGFR, EGFR e HER-2(LEMMON;
SCHLESSINGER, 2011; MORISHITA; GONG, J.; MASAKI, 2014). A cascata de
sinalizacdo intracelular destes receptores, podem convergir para a ativacdo de fatores de
transcri¢do que desencadeiam o processo de transi¢do epitelial-mesenquimal (EMT).

O processo de EMT ¢ de extrema importdncia no microambiente tumoral, na
regulacdo da proliferacdo celular, progressdo e metastase de células tumorais (RIBATTI;
TAMMA; ANNESE, 2020). Os eventos que ocorrem durante a EMT incluem a perda das
juncdes aderentes das células e inibi¢do da expressdo de E-caderina, que ¢ um marcador
epitelial especifico, o aumento de marcadores mesenquimais, como fibronectina, N-caderina e
vimentina, a aquisicdo de um fendtipo invasivo fibroblastdide, e a resisténcia a apoptose
(RIBATTI; TAMMA; ANNESE, 2020).

A carcinogénese no estomago, tem estreita relagdo com a EMT. Além disso, foi
demonstrado que no tecido gastrico de pacientes com cancer, a expressao de E-caderina ¢
significativamente menor do que nos tecidos normais adjacentes, estando associada com o
grau de malignidade (LIU, A. N. et al., 2012). O receptor hepatocelular produtor de
eritropoietina 2 (EPHA2) esta envolvido em diversos processos bioldgicos como proliferagao
celular, diferenciacdo, e transicdo epitelial-mesenquimal no cancer (HUANG et al., 2014).
Em paralelo, a efrina A-4 (EFNA4) ¢ um dos ligantes dos receptores EPHA, e vem sendo
observada em diversos tipos de neoplasias (LIN, J. ef al., 2021). O ligante de quimiocina de
motivo CXC 12 (CXCL12), ja vem sendo correlacionado com a angiogénese e invasao no
cancer e transi¢ado epitelial-mesenquimal (TEICHER; FRICKER, 2010).

Um dos desafios no combate do CG, ¢ que ele pode ser assintomatico, at¢ mesmo na
sua fase mais avancada, j& com metdstase e ¢ uma doenca que ndo tem sintomas
patognomonicos, o que dificulta o diagndstico precoce ja que a endoscopia digestiva alta so ¢
indicada para pacientes com sintomas. Por isso ¢ comum que a doenca seja identificada ja em

estado avancado. Uma alternativa que poderia auxiliar no diagnéstico precoce, ¢ a dosagem
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de Clique ou toque aqui para inserir o texto.marcadores no sangue, que ¢ um método simples,

menos invasivo do que a endoscopia. Porém, os biomarcadores utilizados atualmente tém
baixa sensibilidade e especificidade para a deteccdo precoce de CG (BRASIL, 2018).

De acordo com a Organizagdo Mundial da Satde (OMS), para que seja feita a
identificagdo precoce de céanceres agressivos ¢ necessaria uma melhor sensibilidade e
implementagdo de biomarcadores representativos da heterogeneidade do tumor, ou seja,
moléculas que possam ser quantificadas e que indiquem a presenga do tumor ainda no inicio
do seu desenvolvimento (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020).

J& se sabe que em pacientes com cancer gastrico existe uma associacao entre os RTKs
com expressao génica desregulada e a EMT, e que estes receptores possuem um potencial
para funcionarem como biomarcadores de deteccao precoce do cancer, invasdao e metastase
(KANG, E. et al., 2021). Assim, um grande esfor¢o tem sido dedicado a exploracdo de novas
moléculas para detectar os primeiros sinais da doenga e os indicios de metéastase. Além do
diagnostico precoce, a identificagdo de novos biomarcadores ¢ importante para a compreensao
da relacdo entre os processos bioldgicos mensuraveis e os resultados clinicos, que sao
essenciais para iniciar o tratamento adequado para o cancer gastrico o mais cedo possivel.

No cancer géstrico, a superexpressdo do gene EPHA2, um receptor do tipo tirosina
quinase, tem sido associada a EMT, metéstase ¢ ao aumento de marcadores mesenquimais
(YUAN, Weijie et al., 2009) O gene EFNA4 codifica uma proteina ligante do receptor
EPHA2, molécula que possui um papel importante na regulacdo da carcinogénese,
angiogénese, agressividade do tumor, metédstase e prognostico (IEGUCHI; MARU, 2021;
LEITE et al., 2020). Em vérios tipos de cancer, CXCL12 ¢ um gene que codifica uma
quimiocina com o0 mesmo nome, que desempenha o papel recrutamento de células que
expressam o gene CXCR4, cuja sinalizacdo favorece o surgimento de novos vasos
sanguineos, aumenta o aporte de nutrientes e contruibui para o crescimento do tumor (PETIT;
JIN, D.; RAFII, 2007).

Sendo assim, o objetivo deste trabalho € caracterizar a expressao dos genes EPHA2,
EFNA4 ¢ CXCL12 em amostras de tecido gastrico de pacientes com cancer e correlacionar
com as caracteristicas clinicas dos pacientes, com intuito de investigar o potencial desses

genes como biomarcadores do cancer gastrico em seu estagio inicial e/ou metastase.
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1.1 Objetivos

1.1.1 Geral

Caracterizar a expressao dos genes EPHA2 e seu ligante EFNA4, além do gene
CXCL12, envolvidos no processo de transi¢do epitelial-mesenquimal no cancer gastrico e

correlacionar com os dados clinicos do paciente.

1.1.2 Especificos

» Selecionar os receptores do tipo tirosina quinase envolvidos no cancer gastrico € no

processo de transi¢do epitelial-mesenquimal, descritos na literatura;

* Determinar a expressao dos genes no tecido gastrico de pacientes com CG e

voluntarios saudaveis;

» Avaliar a correlacdo da expressao destes genes com caracteristicas clinicas dos

pacientes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O Cancer Gastrico

O cancer gastrico (CG) ¢ uma doenga relevante a nivel mundial, sendo a quinta
neoplasia mais comum no mundo, com uma estimativa de mais de um milhdo de novos casos
anualmente. No Brasil, o cancer géstrico ¢ o terceiro tipo mais frequente entre homens e o
quinto entre as mulheres (INCA, 2022). Este cancer ¢ duas vezes mais incidente em homens
do que em mulheres (SMYTH et al., 2020), e o diagnostico ¢ feito frequentemente em
estagios avancgados. Devido a isso, o cancer gastrico ¢ a quarta causa mais comum de morte
relacionada a cancer mundialmente, com uma estimativa de 768.000 mortes em 2020 ao redor
do mundo (SUNG et al., 2021).

As taxas de incidéncia de novos casos e de mortalidade para cancer gastrico sdo mais
criticas na Asia Oriental, Europa Oriental e América do Sul (FERLAY et al., 2020). Houve
uma diminui¢do das taxas de incidéncia em muitos paises devido a melhoria das condigdes
associadas ao desenvolvimento econdmico. Porém, com o envelhecimento da populagdo ¢
possivel que o nimero de casos de cancer gastrico aumente no futuro (SMYTH et al., 2020).

O tipo histologico mais comum do cancer gastrico, ¢ o adenocarcinoma, que
corresponde a 95% dos casos de neoplasia maligna do estdmago, e o restante correspondem a
linfomas, sarcomas e tumores de outros padrdes histologicos (INCA, 2022). O presente estudo
se restringird ao tipo histoldgico adenocarcinoma géstrico, utilizando “céncer gastrico” como

sindnimo.

2.2 Fisiopatologia e histologia

Em 1992, Correa propds um modelo de cascata que mostra que a carcinogénese
gastrica ¢ um processo que envolve uma sequéncia de alteragdes histologicas que resultam no
adenocarcinoma de estomago do tipo intestinal. Esse processo se inicia com gastrite cronica,
depois, atrofia, metaplasia intestinal, podendo ou ndo levar a uma displasia, e
consequentemente o cancer. Esse processo tem como gatilho inicial a gastrite atrofica causada
pela infeccdo por Helicobacter pylori (Figura 1a) (BAJ et al., 2020).

O adenocarcinoma gastrico também pode se desenvolver sem que haja uma infecg¢ao
por Helicobacter pylori precedente, porém esse tipo de lesdo possui caracteristicas
histologicas diferentes, como por exemplo, um niimero maior de células pouco diferenciadas
e por isso ¢ denominado adenocarcinoma gastrico do tipo difuso (Figura 1b) (BAJ et al.,

2020).



Figura la. Cascata de Correa para adenocarcinoma do tipo intestinal
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Fonte: Adaptado pelo autor. (BAJ et al., 2020)

Figura 1b. Cascata de Correa para adenocarcinoma do tipo difuso

Mucosa gastrica
normal

Adenocarcinoma
tipo difuso

Fonte: Adaptado pelo autor. (BAJ et al., 2020)

No cancer gastrico em seu estagio inicial, a aparéncia macroscopica ¢

dividida em protusa (tipo 1), superficial (tipo II), e escavada (tipo III). As lesdes superficiais

sdo subdivididas em elevada, plana ou deprimida (MURAKAMI, 1971). Ja para o cancer

gastrico avancado, temos a classificagdo de Borrmann (Figura 2) que divide a lesdo em 4

tipos: Tipo 1 — Carcinoma Polipoide. Esta lesao ¢ bem demarcada com areas de tecido normal

em toda a sua volta. Sobrevida média em cinco anos de 40%; tipo 2 — Carcinoma Ulcerado

com margens bem demarcadas e nenhuma infiltragdo. Esta lesdo ¢ mais dificil de ser

diferenciada da tulcera gastrica benigna somente pelo aspecto endoscopico. Sobrevida média

em cinco anos de 35%.; tipo 3 — Carcinoma ulcera infiltrativo com margens rasas € pouco

definidas; geralmente ha infiltracdo da submucosa, muscular propria e serosa. Esta ¢ a

apresentacdo mais comum do cancer gastrico no momento do diagnostico. Sobrevida média

em cinco anos de 20%; tipo 4 — Carcinoma infiltrativo difuso. Lesdo dificil de ser definida.
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Ela se estende por todas as camadas do estdbmago e em todas as dire¢des. A extensdo do tumor

ultrapassa significativamente as lesoes visiveis. (BORRMANN, 1926)

Figura 2. Classificagdo macroscéopica de Borrmann

Tipo 1

Tipo 2 -/w

Legenda: A classificacdo macroscopica de Borrmann descreve o epitélio géstrico em quatro tipos: (1)
Carcinoma polipoide; (2) Carcinoma ulcerado; (3) Carcinoma ulcera infiltrativo e (4) Carcinoma
infiltrativo difuso. Fonte: Adaptado pelo autor. TOWNSAND et al., 2017)

2.2.1 Classificacao Histologica de Laurén

O cancer gastrico também ¢ uma doenga heterogénea quando se trata de suas
caracteristicas histologicas. Com base na classificacio de Laurén, os adenocarcinomas de
estdbmago podem ser classificados em trés subtipos histologicos: I- tipo intestinal, com um
padrao glandular bem definido; II- tipo difuso, infiltrativo e caracterizado pela coesao celular;
e III- tipo misto, que apresenta caracteristicas intermediarias entres os dois grupos (Tabela 2)
(FUCHS et al., 1995).

O subtipo intestinal ¢ o mais comum no Brasil, localizado tipicamente no estdbmago
distal, com ulceragdes, e costuma ser precedido por lesdes pré-malignas. E um tumor bem
diferenciado, com formagdo de estruturas glandulares parecidas com as estruturas do
adenocarcinoma de cdlon, por isso a nomenclatura “intestinal”. Esse subtipo histologico ¢é
frequentemente associado com as caracteristicas genéticas do subtipo molecular instabilidade
microssatélite (MSI) (TOWNSAND et al., 2017).

Em contraste, o subtipo difuso afeta mais o estdmago proximal (cardia) e tem o pior
prognoéstico com uma maior probabilidade de metastases, e ¢ frequentemente associado com a
perda da expressdo da proteina E-caderina, que ¢ codificada pelo gene CDHI, caracteristica

em comum com o subtipo molecular genomicamente estavel (GS) (CRISTESCU et al., 2015).
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Esse subtipo ¢ um tumor indiferenciado sem formagdes glandulares, e pode apresentar

células em anel de sinete, que ¢ quando hd o acimulo de muco no citoplasma deslocando o

nucleo para a periferia.

Tabela 1. Classificagdo Histoldgica de Laurén

INTESTINAL DIFUSO
Fatores ambientais Familiar
Atrofia gastrica, metaplasia intestinal Sangue tipo A

Mulheres > homens

Homes > mulheres

Aumento da incidéncia com a idade

Grupo etarios mais jovem

Formacao de glandulas

C¢lulas pouco diferenciadas, anel de sinete

Disseminac¢ao hematogénica

Disseminacao linfatica, transmural

Instabilidade de microssatélite (MSI)

Diminuicao de E-caderina

Inativagdo p53, p16 e mutacdes no gene APC

Inativagdo p53, pl6

Adaptado pelo autor. (TOWNSAND et al., 2017).

2.3 Fatores de Risco

2.3.1 Idade

O cancer de estomago afeta, na maioria, homens entre 60 e 70 anos. No Brasil, cerca

de 65% dos pacientes t€ém mais de 50 anos (INCA, 2022).

2.3.2 Género

O risco de desenvolver cancer de estdbmago ao longo da vida ¢ maior em homens

(cerca de 1 em 96) do que em mulheres (cerca de 1 em 152). No Brasil, o cancer de estomago

€ o terceiro tipo mais frequente entre homens e o quinto entre as mulheres (INCA, 2022).

2.3.3 Obesidade

O excesso de gordura corporal e a inflamagdo cronica que caracterizam a obesidade

podem promover o desenvolvimento do cancer, devido ao aumento da producdo de fatores
pro-inflamatérios como TNF-a, IL-6 e proteina reativa C. Além disso a obesidade também
aumenta os niveis de produ¢dao de hormodnios como leptina e insulina, hormdnios esteroides
sexuais que podem promover o crescimento de células neoplédsicas pelo aumento da

proliferacdo celular e inibi¢do da apoptose (KARIMI et al., 2014).
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2.3.4 Infeccao por Helicobacter pylori

Helicobacter pylori ¢ uma bactéria extracelular gram-negativa, classificada como
carcindgeno classe I e ¢ um fator etiologico de adenocarcinomas géstricos. Essa bactéria ndo ¢
eliminada pelo sistema imunologico do hospedeiro e estabelece uma infec¢do cronica que
além de inflamacdo também pode levar a uma gastrite atrofica que resulta em condigao
chamada acloridria, caracterizada pela auséncia de produgao de acido cloridrico (HCI) pelo
estomago. Tal condicdo favorece o crescimento bacteriano e a conversdo de nitratos
(provenientes da alimentagdo) em nitritos. Os nitritos combinados com fatores genéticos
induzem um aumento na proliferacao celular e mutagdes genéticas, podendo resultar em
cancer (KARIMI et al., 2014). A interacdo de longo prazo entre Helicobacter pylori € o
epitélio gastrico humano estimula continuamente vias de sinalizagdo associadas aos

receptores tirosina quinases (RTKs) (NAUMANN et al., 2017) .

2.3.5 Consumo excessivo de sal

A ingestao de sal (cloreto de sddio) superior a 6 gramas por dia (equivalente a 2,4g de
sodio) de todas as fontes alimentares pode causar danos e promover a inflamacao e a atrofia
na mucosa gastrica. Por consequéncia, podem aumentar a colonizagao por Helicobacter pylori
nos individuos que ja sdo portadores dessa bactéria, que ¢ um fator de risco para cancer

(KARIMI et al., 2014).

2.3.6 Consumo de bebidas alcodlicas

Quando ingerido, o alcool (etanol) ¢ convertido no organismo em um metabolito
chamado acetaldeido. Tanto o etanol quanto o acetaldeido sdo agentes carcinogéneos
desencadeiam a producdo de prostaglandinas, a peroxidagdo lipidica e a producao de radicais
livres. Além disso, o etanol age como solvente podendo facilitar a entrada de outras

substancias carcinogéneas nas células (KARIMI et al., 2014).

2.3.7 Tabagismo

O cigarro além de conter nicotina e alcatrdo, concentra 60 substancias cancerigenas,
tais como arsénio, niquel, benzopireno, cadmio, chumbo, e at¢ mesmo substancias radioativas
e residuos de agrotoxicos. O tabagismo esta associado a diversas doencas, inclusive ulcera

gastrointestinal e cancer de estdmago (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020)
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2.4 Diagnostico

Para o controle do cancer, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomenda agdes
de prevencdo, por meio de habitos saudaveis, e deteccdo precoce. A primeira estratégia de
deteccdo ¢ o rastreamento, que tem como populagdo-alvo pessoas que ndo apresentam sinais e
sintomas sugestivos € o objetivo ¢ detectar o cancer pré-clinico ou as lesdes pré-cancerigenas,
através de exames de rotina. A segunda estratégia ¢ o diagndstico precoce, que tem como
objetivo identificar o cancer em estagio inicial em pessoas que apresentam sinais e sintomas

suspeitos da doenga (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020).

2.4.1 Diagnostico Clinico e Ciruargico

O rastreamento do cancer de estobmago ¢ uma medida adotada pelo Japao e pela Coreia
do Sul, paises onde o CG ¢ mais incidente, e pode ser feito por endoscopia digestiva alta ou
por radiografia (HAMASHIMA, 2018). No Brasil, de acordo com as Diretrizes da Associagdo
Brasileira de Cancer Gastrico (ABCG), a endoscopia digestiva alta com bidpsia de lesdes
suspeitas ¢ recomendada para pacientes com sintomas de CG (pirose, regurgitacdo, perda de
peso e apetite, dispepsia, disfagia, epigastralgia e massa em abdomen superior) com o
objetivo de realizar um diagndstico precoce € ndo como um exame de rotina para rastreio
(BARCHI et al., 2020; INCA, 2022).

Porém, o CG pode ser assintomatico, até mesmo na sua fase mais avancada, ja com
metastase ¢ ¢ uma doenga que nao tem sintomas patognomodnicos, o que dificulta o
diagnostico precoce. Por isso € comum que a doenca seja identificada ja em estado avangado

(BRASIL, 2018).

2.4.2 Diagnostico por Imagem

Apo6s o diagnoéstico histopatologico, deve ser realizada a tomografia computadorizada
do torax e do abdomen, com contraste oral e venoso para definir o estadiamento e direcionar o
tratamento. A ultrassonografia endoscopica (também chamada de ecoendoscopia) também

pode ser feita auxiliar na avaliagdo da extensdo da doenca (BRASIL, 2018).

2.4.2.1 Estadiamento
A classificagao clinica de estadiamento para o adenocarcinoma gastrico mais aceita ¢ a

da American Joint Committee on Cancer (AJCC), que utiliza o sistema TNM. Esse sistema
desenvolvido e publicado pela Unido Internacional Contra o Cancer (UICC), baseia-se na
extensdo anatomica da doenga, levando em conta as caracteristicas do tumor primario (T)
(Figura 3), as caracteristicas dos linfonodos das cadeias de drenagem linfatica do 6rgdo em

que o tumor se localiza (N), e a presenca ou auséncia de metéstases a distancia (M). Os
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parametros TNM recebem graduacdes que expressam o nivel de evolucdo do tumor e dos

linfonodos comprometidos. As combinagdes dos parametros se distribuem em estadios que
variam de I a IV, que sao subclassificados em A, B e C para expressar o nivel de evolucao da

doenca (Tabela 1) (BRASIL, 2018; INCA, 2021).

Figura 3. Classifica¢do do Tumor Primario

—

Tumor

T4

Estomago

Musculo —

Camada — ===

Tumor
externa (Serosa)

Legenda: A figura ilustra a classificacdo dos estagios do tumor primario de acordo com o grau de
comprometimento das camadas de tecido do estdmago. TO-Sem evidéncia do tumor primario; T1-
Tumor invade a camada mucosa e/ou submucosa; T2- Tumor invade a camada muscular propria; T3-
Tumor invade a camada subserosa ¢ T4- Tumor perfura a serosa e/ou invade estruturas adjacentes.

Fonte: Adaptado de National Cancer Institute.



Tabela 2. Estadiamento do cancer gastrico conforme AJCC 8 edigdo

Resumo da classificacio clinica TNM
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Os linfonodos
Tk O tumor ndo pode ser avaliado. NX regionais nao podem
ser avaliados.
— Sem i do linfati
T0 Sem evidéncia de tumor primario. NO i e
regional.
T in situ/displasia de alto grau: .
. umo‘r’m .51 w/displasia de alto grau 1 a2 linfonodos
Tis tumor intraepitelial sem invasédo da NI I .
S o regionais acometidos.
lamina propria.
Otu invade a lami Opri .
mor invade a ldmina prépria ou R —
T1 muscular da mucosa (T1a) ou N2 o S .
regionais acometidos.
submucosa (T1b).
. - 7 is linfonod
T2 O tumor invade a muscular propria. N3 e
regionais acometidos.
. 7 a 15 linfonod
T3 O tumor invade a subserosa. N3a 2 70 amionodos
regionais acometidos.
O tumor perfura a serosa (T4a) ou 16 ou mais linfonodos
T4 ] . N3b o .
invade estruturas adjacentes (T4b). regionais acometidos.

MO Sem metistase a distincia

M1 Metastase a distancia

Grupamento por estadios patolégicos

ECO Tis NO MO
ECIA Tl NO MO
T2 NO MO

e T1 N1 MO
T3 NO MO

ECIIA T2 N1 MO
Ml N2 MO

T4a NO MO

T3 NI MO

FCTE T2 N2 MO
T1 N3a MO

T4a N1 MO

T4a N2 MO

EC IITA T3 N2 MO
T2 N3a MO

T4b NO MO

T4b N1-N2 MO

T4a N3a MO

ECIIB T3 N3a MO
T2 N3b MO

T1 N3b MO

T4a N3b MO

T4b N3a MO

s T4b N3b MO
T3 N3b MO

ECIV Qualquer T Qualquer N M1

Fonte: Diretrizes Diagnosticas e Terapéuticas do Adenocarcinoma de Estomago (Brasil,

2018).

2.4.3 Diagnéstico Laboratorial

Além dos exames laboratoriais realizados para avaliar as condigdes clinicas do
paciente, também podem ser medidos os niveis dos marcadores tumorais: antigeno
carcinoembrionario (CEA), antigeno cancerigeno (CA) 19-9, e CA 72-4. A dosagem desses
marcadores no sangue ¢ um método simples, menos invasivo do que a endoscopia e a

elevacao dos niveis séricos desses biomarcadores sao indicativos de doenga extensa e de pior
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prognostico. Porém, esses exames so sdo feitos apos o paciente se queixar de sintomas e esses

marcadores nao se encontram elevados apenas no cancer de estomago (BRASIL, 2018).

O nivel de CEA pode estar aumentado nos carcinomas de colorretal, pancreatico,
pulmonar, géstrico e mamario. O CA 19-9 ¢ mais usado para cancer de pancreas, e pode estar
presente em no cancer de colorretal, cancer gastrico e cancer de bexiga. Mas também pode
estar aumentado em outras doengas benignas como pancreatite e colelitiase. CA 72-4 além de
estar presente no cancer gastrico também pode estar presente nos canceres de mama, de
colorretal e de pancreas (ZHENG, 2018).

No estudo realizado por Yu e colaboradores, foi demonstrado que esses marcadores
tém baixa sensibilidade e especificidade. Além disso, quanto mais avangado o estadiamento,
maior os niveis séricos desses biomarcadores, no entanto, a taxa de positividade do teste
diminui quando o estadiamento TNM ¢é menos avangado (YU, J.; ZHENG, 2018).

De acordo com a Organizagdo Mundial da Satide (OMS), para que seja feita a
identificacdo precoce de canceres agressivos ¢ necessaria uma melhor sensibilidade e
implementagdo de biomarcadores representativos da heterogeneidade do tumor, ou seja,
moléculas que possam ser quantificadas e que indiquem a presenca do tumor ainda no inicio
do seu desenvolvimento (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020).

Assim, um grande esfor¢o tem sido dedicado a exploragao de novas moléculas para
detectar os primeiros sinais da doenga e os indicios de metéastase. Além do diagndstico
precoce, a identificagdo de novos biomarcadores ¢ importante para a compreensao da relagdo
entre os processos biologicos mensuraveis e os resultados clinicos, que sdo essenciais para

iniciar o tratamento adequado para o cancer gastrico o mais cedo possivel.

2.5 Tratamento

Um dos desafios no combate ao cancer gastrico, ¢ que apesar do crescente progresso
no desenvolvimento de medicamentos, o CG tem um prognostico ruim decorrente da
heterogeneidade molecular, que dificulta a escolha da melhor alternativa terapéutica
(BONELLI et al., 2019).

De forma geral, o tratamento se da por ressec¢do cirurgica, as vezes combinada com
quimioterapia e/ou radioterapia, depende do estadiamento do paciente. A cirurgia consiste na
remocao de grande parte ou de todo o estdmago e talvez dos linfonodos regionais (< 50% dos
pacientes), se estiverem acometidos. A quimioterapia adjuvante ou a combinacdo de quimio e
radioterapia depois da cirurgia podem ser benéficas, se o tumor for ressecavel.

Metastase ou envolvimento nodal extenso inviabiliza a cirurgia curativa e, resta

apenas a opc¢ao de cuidados paliativos. A cirurgia paliativa, diferente da curativa, consiste em



25
gastroenterostomia para que o transito seja mantido e deve ser realizada somente se isso for

beneficiar a qualidade de vida do paciente.

Em pacientes ndo submetidos a cirurgia, tratamento com quimioterapéuticos
combinados  (5-fluorouracila, capecitabina, doxorrubicina, mitomicina, cisplatina,
oxaliplatina, irinotecano, paclitaxel, docetaxel ou leucovorina em varias combinagdes) podem
produzir resposta temporaria, mas pouca melhora na sobrevida em 5 anos. Recentemente, tem
sido utilizado um tratamento direcionado com trastuzumabe para tumores com uma expressao
do receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano (tumores HER2+) aumentada e
ramucirumabe (inibidor do fator de crescimento endotelial vascular VEGF) junto com a
quimioterapia no cancer avancado (National Comprehensive Cancer Network, [s.d.]).

A 1munoterapia como com pembrolizumabe foi aprovada para uso em pacientes com
cancer gastrico avangado ou metastatico que apresentam uma expressao do ligante 1 da morte
celular programada (PD-L1). Inibidores do receptor de morte celular programada 1 (p. ex.,
nivolumabe) estdo aprovados para uso fora dos EUA para pacientes com cancer gastrico

avangado (National Comprehensive Cancer Network, [s.d.]).

2.6 Classificacao molecular do Cancer Gastrico

Os sistemas de classificagdo molecular de referéncia publicados pelo The Cancer Genome
Atlas (TCGA) e o Asian Cancer Research Group (ACRG) estabeleceram varios subtipos de
CG associados a caracteristicas clinicas e moleculares distintas. Esses sistemas de
classificacdo propdem uma estrutura de subtipagem molecular que permite o desenvolvimento
e a aplicagdo de terapias direcionadas para o perfil molecular de cada paciente (CANCER
GENOME ATLAS RESEARCH NETWORK, 2014; CRISTESCU et al., 2015).

A classificagdo do TCGA dividiu o cancer gastrico em 4 subtipos moleculares:
Epstein-Barr virus positivo (EBV+), instabilidade microssatélite (MSI), genomicamente
estavel (GS) e instabilidade cromossomica (CIN), sendo esses dois ultimos grupos
diferenciados pelo grau de aneuploidia (Figura 4).

Os tumores EBV+ apresentaram mutacdes no gene PIK3CA e frequentemente uma
amplificacao nos genes JAK2 e ERBB2, e foram encontrados em maior parte no fundo e no
corpo do estomago. Também foi observado um aumento da expressdao de PD-L1 e PD-L2, e
uma sinaliza¢do mediada por IL-12 que sugere uma atuacdo da imunidade celular.

O subtipo MSI no cancer gastrico, ndo consta com mutagdes no gene BRAF V600E,
ao contrario do que ¢ frequentemente observado no cancer de colorretal MSI, mas apresentou

mutagdes nos genes PIK3CA, ERBB2, ERBB3 ¢ EGFR. Também foi observado que este
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subtipo tem hipermetilagdo na regido promotora do gene MLH1, o que leva ao silenciamento

desse gene.

Os tumores do subtipo GS foram associados ao subtipo histolégico difuso, mutagcdes
no gene RHOA que modula a morte celular programada, e a presenca da fusdo dos genes
CLDNI18-ARHGAP6 envolvidos na estrutura das jungdes intercelulares oclusivas. Essas
alteracdes podem contribuir para a auséncia de coesdo celular, para o crescimento disperso e
resisténcia a morte celular programada. Ja o subtipo CIN, apresentou uma alta frequéncia de
mutagdes TP53 e de amplificagdo de genes de receptores do tipo tirosina quinase (RTKs),
como por exemplo VEGFR2 e outros receptores que ja sdo alvos de terapias atuais ou em
desenvolvimento (CANCER GENOME ATLAS RESEARCH NETWORK, 2014b). Além
disso, esse subtipo foi mais frequente na juncao gastresofdgica (GE) e associando a uma

histologia do tipo intestinal.

Figura 4. Distribui¢dao dos subtipos moleculares de cancer gastrico e suas caracteristicas, em

relagdo as partes do estomago.
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Fonte: Adaptado pelo autor (CANCER GENOME ATLAS RESEARCH NETWORK, 2014).

2.7 Transicao Epitelial Mesenquimal (EMT)

EMT ¢ o termo usado para o processo em que as células epiteliais adquirem um
fenotipo mesenquimal, principalmente pela perda de adesdo intracelular e capacidade de
proliferagao (Figura 5) (SANNINO et al., 2017).

Durante o processo, varias reagdes bioquimicas levam a alteragdes na morfologia das

células epiteliais, principalmente a perda de polaridade celular (BURE; NEMTSOVA;
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ZALETAEV, 2019; THUAULT et al., 2006). O citoesqueleto passa por uma reorganizagao, e

a célula que antes era colunar adquire um formato fusiforme (REVENU; GILMOUR, 2009;
YANG, J.; WEINBERG, 2008). Também ocorre uma mudanca no padrao dos marcadores
expressos pelas células.

A expressao de E-caderina diminui, em fun¢do do aumento da expressdo da caderina
neural (N-caderina), o que altera as estruturas de ligacdo intercelulares, incluindo
desmossomas. Outros marcadores epiteliais também tém sua expressao significativamente
reduzida, como citoqueratina, laminina-1, desmoplacina ou zona oclusiva 1 (ZO-1). Em
contrapartida, aumenta a expressdo de marcadores mesenquimais como vimentina,
fibronectina, e dos fatores de transcrigdo TWIST, SLUG, SNAIL e a-SMA (FUCHS et al.,
2019; PENG et al., 2014; RAJA et al., 2017, REPETTO et al., 2014).

Figura 5. O processo de transcrigao epitelial-mesenquimal e seus marcadores fenotipicos
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Fonte: Adaptado pelo autor (BAJ et al., 2020).

A EMT pode ocorrer em trés cenarios: I- durante o desenvolvimento embrionarios, 11I-
associado com a regeneracao do tecido adulto e III- na progressao do cancer. O processo
fisiologico que ocorre durante o desenvolvimento embriondrio ¢ bem regulado, enquanto a
EMT que ocorre durante a progressdo do cancer ¢ altamente desregulada. Esse fendmeno tem
sido observado durante a carcinogénese do cancer de mama, cancer de tireoide, carcinoma de
pulmao de células ndo pequenas, cancer de colorretal e cancer de estomago (BAJ et al., 2020;
FEDELE; CERCHIA; CHIAPPETTA, 2017; GASPAROVIC et al., 2019; PEGORARO et
al.,2013; PENG et al., 2014).



28
Entre os fatores de transcri¢do envolvidos no processo, TWIST, ZEB1 E ZEB2 estao

envolvidos principalmente na aquisicdo do fendtipo mesenquimal invasivo (RIBATTI;

TAMMA; ANNESE, 2020).

2.7.1 EMT e Cancer

O processo de transicdo epitelial-mesenquimal (EMT) ¢ de extrema importancia no
microambiente tumoral, na regulacdo da proliferagdo celular, progressdo e metastase de
células tumorais. Varias vias de transdug¢do de sinalizagdo em resposta a sinais do
microambiente, como hipoxia, estresse oxidativo, privacdo de nutrientes e principalmente
inflamagdo, sdo responsaveis por induzir e sustentar o fendtipo mesenquimal da célula
tumoral (RIBATTI; TAMMA; ANNESE, 2020).

A desregulacdo da EMT, induz nas células cancerigenas a capacidade de expressao de
genes relacionados a quimio-resisténcia, o que resulta em um tumor resistente a varias drogas
utilizadas para o tratamento do cancer. Além disso, as células adquirem propriedades
migratorias e invasivas. Por essa razdo, a EMT ¢ considerada um processo importante na
infiltracdo local do tumor e metastase a distancia (CRAENE; BERX, 2013; XU, J.;
LAMOUILLE; DERYNCK, 2009).

A carcinogénese no estdmago, tem estreita relagdo com a EMT. Os niveis do fator de
crescimento beta tipo 1 (TGF-B1, sigla derivada do termo em inglés, transforming growth
factor beta 1), do marcador mesenquimal vimentina e dos fatores de transcrigdo TWIST,
SNAIL, SLUG apresentam-se regulados positivamente em pacientes com displasia ou cancer
gastrico em estagio inicial, enquanto o nivel de E-caderina estd diminuido nesses pacientes
(CHOL, Y. J. et al., 2015). Além disso, foi demonstrado que no tecido gastrico de pacientes
com cancer, a expressao de E-caderina ¢ significativamente menor do que nos tecidos normais
adjacentes, estando associada com o grau de malignidade (LIU, A. N. ef al., 2012).

A expressao reduzida do TWIST esta associada ao aumento da E-caderina, enquanto a
expressao de ZEB-1 esta significativamente correlacionada com o fendtipo mesenquimal no
cancer gastrico. A expressao da vimentina, marcador mesenquimal, estd diretamente ligada
com o crescimento tumoral, invasdo e prognéstico ruim e € expressa em altos niveis em varios
tumores epiteliais, como cancer de mama, cancer de prostata, melanoma e cancer de pulmao

(SANNINO et al., 2017b).

2.8 Receptores do Tipo Tirosina Quinase no Cancer

Em varios tipos de cancer, o aumento da expressdo e da ativagdo de receptores tirosina

quinase (RTKs) foram relatadas como sendo associadas a diversas vias de sinalizagdo que sao
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ativadas por meio da dimerizagdo desses receptores. Os RTKs sdo proteinas que possuem

dominios extracelulares de ligacdo aos ligantes, um dominio transmembrana e um motivo
tirosina quinase que quando ativados desempenham fungdes importantes no controle de
processos fundamentais para o metabolismo da célula como crescimento, diferenciagdo,
adesdo, migracdo e apoptose (ROBINSON; WU, Y.-M.; LIN, S.-F., 2000).

No cancer gastrico, estudos relatam a superexpressao de RTKs, como ERBB2, c-Met,
FGFR2, VEGFR, PDGFR, EGFR e¢ HER-2. Num estudo realizado por Deng e colaboradores
o status de amplificacdo de RTKs mostrou ser um marcador independente de mau prognostico
em pacientes com cancer gastrico, independente da instabilidade cromossomica (DENG, N. et
al.,2012; LEMMON; SCHLESSINGER, 2011).

A cascata de sinalizacdo intracelular destes receptores, podem convergir para a
ativacdo de fatores de transcricdo que desencadeiam o processo de transicdo epitelial-
mesenquimal. Por exemplo, o crosstalk de sinaliza¢do entre EGFR e TGF-B1 via Wnt pode
induzir a diminui¢do da expressao de E-caderina e ao aumento da expressao de marcadores
mesenquimais (SLUG, a-SMA, N-caderina e vimentina), regulando positivamente a EMT

(Figura 6) (KANNAN et al., 2014).

Figura 6. Vias de sinalizagdo de TGF-f e EGFR e a transicao epitelial-mesenquimal
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Legenda: As vias de sinalizacdo de EGFR e TGF-B1 via Wnt, ja conhecidas da EMT. Suas intera¢des
coordenadas ligam-se a regides promotoras do DNA levando a expressio de EMT-Fts (fatores de

transcricdo da EMT) que desempenham um papel fundamental na regulacdo da expressdo de seus
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genes-alvo relacionados a EMT e metastases de cancer. Fonte: Adaptado pelo autor (KANG, E. et al.,
2021)

Considerando o protagonismo dos receptores do tipo tirosina quinase no
desenvolvimento das células tumorais e a importancia do processo de transi¢do epitelial-
mesenquimal no aparecimento e na metastase do cancer. Ja se sabe que em pacientes com
cancer gastrico existe uma associacao entre os RTKs com expressdao génica desregulada e a
EMT, e que estes receptores possuem um potencial para funcionarem como biomarcadores de

detecgdo precoce do cancer, invasdo e metastase (KANG, E. et al., 2021).

2.8.1 EPHA2 EFNA44

O EPHAZ2 (receptor hepatocelular produtor de eritropoietina 2) faz parte de uma das
maiores familia de RTKs em humanos, que ¢ formada por catorze receptores divididos em
receptores de classe A (EPHA1 — EPHAS, e EPHA10), e os receptores de classe B (EPHB1 —
EPHB4 e EPHB6). Diferente de outros RTKs, tanto os receptores quanto os ligantes dessa
familia s3o ancorados na membrana, o que permite uma sinalizagdo bidirecional em cé¢lulas
que expressam EPH e efirinas (EFNs) apo6s contato célula-célula (KULLANDER; KLEIN,
2002).

O EPHA2 e os demais receptores da mesma familia, se ligam aos ligantes
correspondentes e ativam a tirosina quinase na porcao citoplasmatica do receptor alterando a
conforma¢do do EPH e ativando a fosforilacdo do receptor e da sinalizagdo a jusante. Os
ligantes sdo divididos em dois tipos Efrina A (EFNA1 — EFNAS) e Efrina B (EFNBI —
EFNB3), de acordo com as diferencas de homologia, dominio estrutural e afinidade de
sequéncia génica. As efrinas t€ém sido investigadas nos ultimos anos, pelos seus papéis na
regulagdo da carcinogénese, angiogénese, agressividade do tumor, metastase e prognostico
(IEGUCHI; MARU, 2021; LEITE et al., 2020).

O EFNA4 ¢ um ligante quando superexpresso, afeta a via PIK3R2/GSK3[/B-catenina
que promove a proliferacdo e a migracao no carcinoma hepatocelular (Figura 7) (LIN, J. et
al., 2021). Essa mesma via de sinalizagdo também estd envolvida com a EMT no cancer
gastrico (HUANG; XIAO; LI, G.; MA, J.; CHEN, P.; YUAN, W.; et al., 2014). Sendo assim
¢ possivel que haja a inducdo de EMT pela ligacdo de EFNA4 ¢ EPHA2 em pacientes com

cancer gastrico.
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Figura 7. Sinaliza¢ao da via EFNA4/EPHA2 no carcinoma hepatocelular.
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Legenda: A superexpressdo de EFNA4 ativaria EPHA?2 por fosforilagdo. Além disso, PIK3R2 interage
com EPHA? e promove a fosforilagdo de GSK3, acelerando assim o transporte de f-catenina para o
nucleo e ativando CTCF, o que leva a um aumento de PIK3R2, alimentando o feedback positivo da
via. Fonte: Adaptado pelo autor. (LIN, J. et al., 2021)

Os receptores EPH sdo expressos na maioria dos tecidos durante a embriogénese
(SUGIMURA, 2010). O eixo de sinalizagdo EPH/ EFN est4 envolvido em diversos processos
biologicos como brotamento capilar, proliferacdo celular, diferenciacdo, morfogénese,
neurogénese, adesdo, migragdo e morte (HONG et al., 2018; STROZEN et al., 2021; YIN et
al., 2020).

Virios estudos sugerem que o EPHA2 ¢ superexpresso em varios tipos de tumores
solidos, tanto em linhagens celulares quanto em amostras de tumores primarios. No cancer
gastrico, a superexpressdo de EPHA2 tem sido associada a EMT, metastase e prognostico
ruim (YUAN, Weijie et al., 2009).Um estudo realizado por Huang e colaboradores,
evidenciou que a superexpressao de EPHA2 resulta no aumento da expressao de N-caderina e
SNAIL, via Wnt/B-catenina e se correlaciona com a perda de marcadores epiteliais (HUANG;
XIAO; LI G.; MA, J.; CHEN, P.; YUAN, W_; et al., 2014). Esses achados corroboraram com
um estudo anterior, que demonstrou que em pacientes com adenocarcinoma gastrico, a
expressao de E-caderina estava diminuida, enquanto a expressao de EPHA2 estava aumentada
nos tecidos tumorais em comparagao com a mucosa normal do estomago (YUAN, Weijie et

al., 2009).
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2.8.2 CXCL12 e receptores

CXCLI12 ¢ uma quimiocina homeostatica, e sua principal fungdo € regular o trafego de
células hematopoiéticas e a arquitetura do tecido linfoide secundario. A secre¢do dessa
quimiocina estd associada a danos nos tecidos. O gradiente de concentragdo de CXCL12 atrai
por quimiotaxia, cé€lulas que expressam CXCR4, como células endoteliais. No cancer,
CXCLI12 desempenha o papel recrutamento de células que expressam CXCR4 para os nichos
neoangiogénicos para favorecer a revascularizagdo do tecido isquémico e o crescimento do
tumor (PETIT; JIN, D.; RAFII, 2007).

O CXCR4 ¢ um receptor de quimiocina que pertence a superfamilia de receptores
acoplados a proteina G, que se liga seletivamente ao fator 1 derivado da célula do estroma
(SDF-1), também conhecido como CXCL12 para promover a metastase do cancer. Algumas
vias de sinaliza¢do, como Wnt/B-catenina e PI3K-AKT, foram relatadas como contribuindo
para a invasao mediada por CXCR4/CXCL12 e angiogénese em canceres (BURGER; KIPPS,
20006).

A interacdo entre CXCL12 e CXCR4 inicia vias de sinalizagdes diferentes, e pode
gerar uma variedade de respostas como quimiotaxia, sobrevivéncia e/ou proliferacao celular,
aumento do célcio intracelular e transcri¢ao génica. O mecanismo de ativacao do receptor ¢
mediado pelo acoplamento a uma proteina G intracelular heterotrimérica associada a parte
interna da membrana plasmatica. O heterotrimero ¢ composto pelas subunidades Ga, G e Gy,
que em seu estado basal se liga ao nucleotideo guanina GDP. Apds a ativagdo, o GDP ¢
liberado e substituido pelo GTP, o que leva a dissociacdo da subunidade em um dimero By e
no monomero o ao qual o GTP estd ligado. O GTP ¢ rapidamente hidrolisado em GDP
resultando na reassociagdo do receptor e do complexo trimérico da proteina G. A subunidade
Ga s estimula a adenil ciclase enquanto Ga ; inibe a adenil ciclase. A familia Ga 4 atua via
PLC, como PLCP, para ativar fosfolipases especificas de fosfatidilinositol, que hidrolisam
PIP2 para gerar dois segundos mensageiros, IP3 ¢ DAG. IP3 ¢ DAG aumentam as
concentragdes intracelulares de Ca ** livre e ativam varias proteinas quinases, incluindo
PKC. Ga 4 ativa o fator de transcricdo NFxB através de PYK2. Ambos os receptores
acoplados Ga i - e Ga ¢ estimulam a ativacdo da proteina quinase ativada por mitdogeno
(MAPK), que medeia a quimiotaxia. Go 12estd associada a proteinas G de baixo peso
molecular, como Rho e Ras, que medeiam a sobrevivéncia. A sinalizagdo através de Ga i foi
associada a transcricdo e expressdo através do eixo PI3K-AKT-NF-kB, e via MEK1/2 e Erk
1/2. A PI3K pode levar a ativagao da serina-treonina quinase AKT, que desempenha um papel
fundamental na sobrevivéncia das células tumorais. Ambos p38 e Erk1/2 foram implicados

na sobrevivéncia de células tumorais. Além disso, ERK pode se translocar para o nucleo e
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fosforilar e/ou ativar fatores de transcri¢do, inclusive os envolvidos na EMT, levando a

alteracoes na expressdao génica e progressao do ciclo celular (Figura 8) (TEICHER;

FRICKER, 2010).

Figura 8. Via de sinalizacdo CXCL12/CXCR4
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Fonte: Adaptado pelo autor (TEICHER; FRICKER, 2010).

Estudos mostraram que a superexpressdo de CXCR4 exacerba a carcinogénese
induzida por inflamacao no colon (YU, X. et al., 2019). Considerando o envolvimento de
CXCR4 e CXCLI12 na indugao da transicao epitelial-mesenquimal em reposta a inflamacao, e
a correlacdo desse processo com a carcinogénese, ¢ possivel que haja uma correlacdo entre a
expressdo desses genes e os fatores de risco para CG.

Em outros tipos de neoplasia, como por exemplo, gliobastoma e tumores
neuroenddcrinos, foi evidenciado o envolvimento do receptor 4 de quimiocina (CXCR4) na
regulagdo positiva do fator de transcricdo TWIST, via PI3K/AKT e ERK, induzindo o
processo de EMT (YAO et al., 2016). Enquanto no cancer géstrico CXCR4 foi associado a
invasao e metastase (IZUMI et al., 2016; YING et al., 2012).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Populacio de Estudo
Ao total, foram recrutados aleatoriamente 43 individuos cadastrados no Servigo de

Endoscopia do Hospital das Clinicas — UFPE (HC) para a realizacdo do estudo de coorte
transversal.

Os critérios de inclusdao foram: aceitar voluntariamente contribuir ao estudo; ter idade
minima de 18 anos; ser diagnosticado com cancer de estomago de acordo com os critérios
preliminares da Federagdo Brasileira de Gastroenterologia (FBG). Para o grupo controle, os
critérios de inclusdo foram: ter no minimo 18 anos de idade; nao ter sido diagnosticado com
neoplasia maligna no estomago. Os critérios de exclusdo foram: pacientes diagnosticados com
cancer no eso6fago e pacientes diagnosticados com cancer de colorretal.

Apos esclarecimentos sobre a pesquisa, aqueles que aceitaram participar do projeto,
assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido e responderam um questionario
socioepidemiologico. No questionario, foram obtidas informagdes sobre os héabitos de vida,
como etilismo, tabagismo e alto consumo de sal na dieta. Foi realizada a endoscopia digestiva
alta com bidpsia, em que foram coletados fragmentos do tecido gastrico para analise
histopatologica e analise de expressao génica.

O critério de qualidade adotado para as amostras foi a expressao do gene de referéncia
endoégeno GAPDH, que ¢ um gene que tende a apresentar uma expressdao constante em todos
os tecidos e estdgios do desenvolvimento e que nao sofrem interferéncia de condigdes
experimentais. A expressao de um gene ¢ representada pelo Ct (Cycle Threshold), que
corresponde ao numero de ciclos de PCR necessarios para o inicio da amplifica¢do, € o
momento que a fluorescéncia ultrapassa o ponto de corte da fluorescéncia de ruido da reagdo.
O Ct ¢ inversamente proporcional a quantidade do gene sendo amplificado. Dessa forma,
valores de Ct menores do que 28,00 para o gene de referéncia GAPDH, indicam uma boa
qualidade da amostra. De acordo com esse critério, selecionamos 17 individuos, dos quais 12
foram diagnosticados com cancer gastrico, e 5 pacientes controle (4 pacientes com

diagnosticados com lesdo benigna e 1 paciente sadio) (Figura 9).
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Figura 9. Populacdo de estudo
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Os dados clinicos de prontudrio dos pacientes também foram coletados para
determinagdo do perfil epidemioldgico dos pacientes. O protocolo de estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Satde da Universidade Federal de

Pernambuco - Plataforma Brasil (Ministério da Satde) CAAE: 31575414.5.0000.5208.

3.2 Analise Histopatologica
Apo6s a biopsia, parte dos espécimes de tecido géstrico foram encaminhados para o

Servico de Anatomia Patoldgica do Hospital das Clinicas — UFPE para andlise histopatologica

e pesquisa histologica para Helicobacter pylori.

3.3 Processamento das Amostras
As amostras de tecido gastrico destinadas a andlise de expressdo génica, foram

encaminhadas para o Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA-UFPE) e ficaram
imersas em 0,5 ml de solugdo RNAlater para a conservacdo do material genético em micro

tubos de 1,5 ml devidamente identificados e armazenados em ultra freezer (-80°C).

3.4 Extracao do RNA
A extragdo de RNA total dos fragmentos do estdbmago obtidos por bidpsia foi realizada

conforme o protocolo de extragdo do RNeasy Mini Kit (Qiagen). O kit fornece os reagentes,

os micro tubos e as colunas necessarias para o protocolo de extracao. Posteriormente, foi feita
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uma quantificacdo do material obtido, pelo NanoDrop One® (Thermo Scientific), um aparelho

de espectrofotometria, onde 1 pL de 4gua livre de RNAse foi usada como controle negativo, e
1 uL de cada amostra de RNA para uma andlise comparativa. Os parametros utilizados para a
quantificagcdo foram as razoes 260/280 com valores proximos de 2,0 e 260/230 com resultados

entre 2,0-2,2, que indicam baixo grau de contaminagdo por sais e proteinas.

3.5 Analise de Expressdao Génica
A andlise por PCR em tempo real foi realizada no equipamento StepOne PlusTM

(Applied Biosystems). Os primers utilizados foram fabricados e fornecidos pela IDT
(Integrated DNA  Technologies) foram CXCL12 (Hs.PT.58.27881121), EPHA2
(Hs.PT.58.4873218), EFNA4 (Hs.PT.58.26634799). Os primers do gene de referéncia
GAPDH foram sintetizados pela IDT, a partir das sequéncias fornecidas (Fw: 5°’-TGT AGT
TGA GGT CAA TGA AGG G’ e Rv: 5’-ACA TCG CTC AGA CAC CAT G -3’). Para a
reacdo de qPCR dos genes alvo foi utilizado o kit SyBr® Green Master Mix (Promega, USA)
com volume final da reacao de 10uL, contendo: Sul. de SYBR, 0,1uL do primer, 0,1uL de
CXR (Carboxy-X-Rhodamine), 3,8ul de agua e 1uL de cDNA (100ng). Para a anélise do
gene de referéncia GAPDH, foi utilizado o volume final da reagao de 10uL: SuL de SYBR,
0,1uL do primer forward e 0,1uL. do primer reverse, 0,1uL de CXR, 3,7uL de agua e 1uL de
cDNA (100ng). As condi¢des de ciclagem foram: desnaturacdo inicial 95 °C por 2 min,
seguida por 45 ciclos de 95°C por 3 segundos, 60°C por 30 segundos. A curva de melting foi
realizada no final da reagdo em um estagio de 60-95°C. As curvas de dissociagdo foram
geradas para garantir que apenas um produto foi amplificado (melting curve) (Figura 10). A
expressdo génica foi analisada através dos valores de ACt (Ctalvo — CtGAPDH), no qual
valores mais altos indicam menor expressao génica.

Figura 10. Melting Curve
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3.6 Analise Estatistica

As andlises foram realizadas utilizando o GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software
Inc., San Diego, CA, EUA). O teste exato de Fisher foi utilizado para dados categdricos e,
Mann-Whitney foi utilizado para dados numéricos. O nivel de significancia de todos os testes

foi definido em p<0,05.

4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacao dos pacientes

Dentre os 17 individuos seleiconados para a pesquisa observou-se que, em relagdo ao
sexo, 23,52% (n=4) sao mulheres e 76,47% (n=13) sdo homens. Os pacientes foram
estratificados em dois grupos < 60 anos e > 60 anos. Destes, 4 pacientes (23,52%) tinham
menos de 60 anos, enquanto 13 pacientes (76,47%) apresentavam 60 anos ou mais. A
mediana da idade para o diagndstico do cancer géstrico foi de 68,17 anos, sendo a idade
minima de 49 anos, ¢ a maxima de 85 anos.

Um total de 23,52% (n=4) dos individuos apresentavam histologia positiva para
Helicobacter pylori, e 23,52% (n=4) ja tinham o diagnostico de gastrite. Em relacdo a
obesidade, 5,88% (n=1) dos individuos eram considerados obesos. Quanto aos habitos, 5,88%
(n=1) se declararam tabagistas, 29,41% (n=5) eram etilistas e 17,64% (n=3) afirmaram um
alto consumo de sal na dieta.

Em relagdo ao grau de diferenciagdo dos adenocarcinomas observado nas biopsias, os
tipos bem diferenciado e moderadamente diferenciado, foram observados em 25% (n=3)
pacientes ndo sendo os mesmos. O tipo pouco diferenciado foi o mais observado, em 33,33 %
(n=4) pacientes. No entanto, para 16,66% (n=2) dos pacientes a biopsia foi inconclusiva para

o grau de diferenciacdo da lesdo. (Tabela 3).

Tabela 3. Caracterizacao dos pacientes com cancer gastrico envolvidos no estudo

Variaveis Casos (%) Controle (%)

Idade

<60 4(23,52) -

> 60 8 (47,05) 5(29.41)

ND - -
Sexo

Feminino 2 (11,76) 2 (11,76)

Masculino 10 (58,82) 3(17,64)

ND - -
Etilista
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Sim 3(17,64) 2 (11,76)
Nao 8 (47,05) 3(17,64)
ND 1(5,88) -
Laudo da Biopsia**
Bem Diferenciado 3 (25 -
Moderadamente Diferenciado 3(25) -
Pouco Diferenciado 4 (33,33) -
Inconclusivo 2 (16,66) -
Obesidade
Sim - 1(5,88)
Nao 11 (64,47) 4 (23,52)
ND 1 (5,88) -
Alta Ingestao de Sal
Sim 2 (11,76) 1(5,88)
Nao 9 (52,94) 4 (23,52)
ND 1(5,88) -
Tabagismo
Sim 1 (5,88) -
Nao 10 (58,82) 5(29,41)
ND 1(5,88) -
Diagnostico Gastrite
Sim 3(17,64) 2 (11,76)
Nao 8 (47,05) 3(17,64)
ND 1(5,88) -
Histologia Positiva para H. pylori
Sim 3(17,64) 1 (5,88)
Nao 8 (47,05) 4 (47,05)
ND 1 (5,88) -
*Nao Disponivel (ND)
** Dos pacientes com cancer (n=12)
Fonte: Dados da pesquisa

4.2 Analise de expressao do gene EPHA2 em pacientes com cancer gastrico

Um total de 17 pacientes foram caracterizados para o gene EPHA?2, correlacionando a
expressao relativa do gene e com as caracteristicas clinicas. Dos pacientes analisados, 58,82%
(n=10) expressaram o gene EPHA?2.

Em relagdo a idade, ndo foi observada diferenga significativa da expressao de EPHA2
(p=0,6095) entre os grupos de pacientes menor de 60 anos (n= 4) e maiores de 60 anos (n= 6)

(Figura 11).
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Figura 11. Expressao relativa de EPHA2 em relagdo a idade em pacientes com céancer géstrico.
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Quanto ao sexo, nao houve diferenca significativa da expressdo relativa do gene

EPHA?2 (p=0,3273) entre o grupo feminino (N= 2) e o grupo masculino (N=9) (Figura 12).

Figura 12. Expressdo relativa do gene EPHA2 em relagdo ao sexo em pacientes com cancer gastrico
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O grupo dos pacientes com histologia positiva para Helicobacter pylori que
expressaram o gene EPHA2 (N= 2), apresentou diferenca significativa (p= 0,0444) quando
comparado aos pacientes com histologia negativa (N=8). Porém o numero reduzido do grupo
de pacientes positivos para Helicobacter pylori compromete a precisdo da andlise (Figura

13).
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Figura 13. Expressao relativa de EPHA2 em relacdo a Helicobacter pylori em pacientes com cancer gastrico
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Em relagdo ao etilismo, ndo houve significancia estatistica na expressdo relativa de

EPHA2 (p=0,6667) entre os pacientes etilistas (N=3) e ndo etilistas (N=7) (Figura 14).

Figura 14. Expressao relativa de EPHA2 em relagdo etilismo em pacientes com cancer gastrico.
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De acordo com o grau de diferenciagdo dos adenocarcinomas, os pacientes foram
divididos em trés grupos: bem diferenciado (+++; N=2), moderadamente diferenciado (++;

N=2) e pouco diferenciado (+; N=3). Nao houve diferenca estatistica da expressao relativa de
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EPHA?2 entre os grupos (Figura 15). A informac¢do do grau de diferenciacdo do tumor foi

inconclusiva para 2 pacientes com cancer gastrico.

Figura 11. Expressao relativa de EPHA2 em relagdo ao grau de diferenciagdo do tumor em pacientes com cancer gastrico.
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4.3 Analise de expressao do gene EFNA4 em pacientes com cancer gastrico

Ao todo 41,66% (n=5) pacientes com cancer gastrico expressaram EFNA4. Com
relacdo a idade, apenas 1 paciente com idade menor que 60 anos expressou EFNA4, junto
com outros 4 pacientes com idade maior ou igual a 60 anos que também expressaram o gene

(Figura 16).

Figura 12. Expressdo de EFNA4 em relagdo a idade dos pacientes com cancer gastrico
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Todos os pacientes do sexo masculino expressaram EFNA4, enquanto nenhuma das 2

mulheres do grupo avaliado apresentou expressdao desse gene. Por outro lado, nenhum dos
pacientes que expressaram EFNA4 tinham histologia positiva para a bactéria Helicobacter
pylori.

Quanto ao etilismo, observou-se que os dois pacientes que se declararam etilistas
apresentaram uma expressao génica relativa discrepante entre si. Quando comparadas a
expressao relativa do gene do grupo etilista com o grupo de ndo etilistas (N=3), ndo foi

observada uma diferenca com significancia estatistica (Figura 17).

Figura 13. Expressdo relativa de EFNA4 em relagdo ao estilismo em paciente com cancer gastrico
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Com relagdo aos habitos, apenas 1 paciente relatou etilismo e alto consumo de sal, ndo
sendo 0 mesmo paciente.

Quanto ao grau de diferenciagdo do adenocarcinoma, apenas 3 pacientes com cancer
gastrico que expressaram EFNA4 tinham a informacao disponivel, sendo cada um deles
pertencente a cada um dos grupos de grau de diferenciacdo do tumor: bem diferenciado,

moderadamente diferenciado, e pouco diferenciado.

4.4 Analise de expressdo do gene CXCL12 em pacientes com ciancer gastrico

Dos 17 pacientes analisados, 6 pacientes expressaram o gene CXCL12. Porém, foram
excluidos das analises porque todos apresentaram um Ct maior do que o gene enddgeno. Nao

foram encontrados dados de expressao de CXCL12 dos 11 pacientes.
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5 DISCUSSAO

De acordo com o Instituto Nacional do Céncer, a incidéncia de cancer gastrico ¢ maior
em pacientes com idade entre 60 e 70 anos, corroborando assim com o nosso estudo (INCA,
2022). Quanto ao sexo, 58,82% dos pacientes sdo do sexo masculino, o que também condiz a
epidemiologia mundial do cancer gastrico, que ¢ mais incidente em homens do que em
mulheres (KARIMI et al., 2014).

O consumo exagerado de alcool e o tabagismo sdo fatores de risco independentes para
cancer gastrico (MOY et al., 2010). No presente estudo, 17,64% dos pacientes com cancer se
declararam etilistas. Sobre o consumo de alcool, hd varios mecanismos possiveis, porém nao
ha um consenso exato de como o alcool pode causar o CG. Tanto o etanol quanto o
acetaldeido, que ¢ um metabolito intermedidrio do etanol, sdo agentes carcinogéneos
desencadeiam a producdo de prostaglandinas, a peroxidagdo lipidica e a producdo de radicais
livres. Além disso, o etanol age como solvente podendo facilitar a entrada de outras
substancias carcinogéneas nas células (KARIMI et al., 2014). No estudo realizado por Myo e
colaboradores, foi observado que o risco de CG aumentou em 60% em pacientes que eram
tabagistas e etilistas. Além disso, o alto nivel de acetoaldeido no sangue foi associado com o
aumento do risco de CG na populagao japonesa (SEITZ; MEIER, 2007).

Os carcinogénicos contidos nos cigarros, principalmente nitrosaminas e outros
compostos nitrosos, sdo capazes de formar ligagcdes covalentes com o DNA, e alterar a fungao
normal do DNA, e isso pode levar ao cancer gastrico (DYKE et al., 1992). Porém ainda ndo
se sabe 0 mecanismo exato de como o tabaco aumenta o risco de CG, mas ha algumas
explicagdes possiveis. Foi demostrado que fumar cigarro estd relacionado ao aumento da
frequéncia da transi¢do de mucosa gastrica normal para lesdo pré-cancerosa, como foi
demonstrado no modelo de carcinogénese postulado por Correa (FONTHAM et al., 1986).
Apenas 5,88% dos pacientes afirmaram ser tabagistas.

O consumo excessivo de sal ¢ considerado um fator de risco para o CG, devido ao
efeito de atrofia da mucosa gastrica e favorecimento da proliferagao de Helicobacter pylori no
estobmago. Ademais, diversos estudos investigam o impacto da alta ingestdo de sal no
processo de transicdo epitelial-mesenquimal, e sua relacio com a patogénese de diversas
doencas, uma vez que a EMT também ¢ um processo fisiologico importante na embriogénese
e na regeneragao tecidual. Um estudo realizado por Gao e colaboradores, demonstrou que a
alta exposi¢do ao sal, gera uma grande quantidade de espécies reativas de oxigénio (ROS), e
altera a expressdo do marcador epitelial E-caderina, e levar a ma formacdo de tubos do
coragdo (GAO, L. et al., 2018). Outro estudo realizado em ratos alimentados com uma dieta

rica em sal, observou que a ingestdo de sal na dieta por si s6 induziu a EMT de células da
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membrana peritoneal. Isso foi evidenciado pela identificagdo do marcador mesenquimal o-

SMA e pelo aumento da expressdao de mRNA de TGF-f 1 e IL-6 peritoneal (PLETINCK et
al., 2010).

Apesar dos resultados desse estudo nao apresentarem uma relagdo significativa entre o
alto consumo de sal, etilismo, tabagismo e a expressao dos genes analisados, ¢ importante nao
descartar essa possivel relacdo entre os fatores de risco, a EMT e o cancer, sendo necessaria
uma analise com um niimero amostral maior.

O EFNAA4 tem sido relatado, junto com a via de sinalizagdo do receptor EPHA2, em
processos neopldsicos, como por exemplo, leucemia linfoide cronica (LLC) e carcinoma
hepatocelular, bem como a escassez de pesquisas que abordam EFNA4 e cancer gastrico
(LIN, J. et al., 2021; TRINIDAD et al., 2009). No entanto, o ligante EFNA1 pode atuar junto
com o receptor EPHA2 de forma mais especifica, e poderia ser um alvo a ser estudado
(SUGIMURA, 2010). Um estudo realizado por Rongrong e colaboradores, demonstrou que a
expressdo de EFNA1, EFNA3, EFNA4 E EFNAS foi elevada em pacientes com cancer, numa
andlise pan-cancer. Quando analisado o cancer géstrico, a expressdo de EFNA3 e EFNA4 foi
relacionada a uma melhor sobrevida global e sobrevida livre de doenga. Os mecanismos de
interacao das efrinas A, principalmente a EFNA4, com o EPHA2 no cancer géstrico, ainda
ndo foram bem elucidados (XIE; YUAN, M.; JIANG, Y., 2022). A expressdo relativa de
EFNA4 nao foi significante em relagdo aos fatores de risco e as caracteristicas clinicas
observadas neste estudo.

A interacdo cronica entre a bactéria Helicobacter pylori e o epitélio do estomago
humano estimula vias de sinalizacdo do hospedeiro, inclusive vias associadas aos receptores
tirosina quinases (RTKs), como c-MET/ HGF e EGFR (NAUMANN et al., 2017). Um estudo
realizado em linhagens de células epiteliais gastricas mostrou que a Helicobacter pylori tem
como alvo o receptor EPHA2, e que apo6s um periodo longo de infec¢do permanente, a
bactéria induz a regulacdo negativa do receptor através da degradacdo pela via lisossomal,
independente de fatores de fatores de viruléncia (LEITE et al., 2020). No mesmo estudo, foi
demonstrado que existe a possibilidade de que a ativagdo de EPHA2, seguida pela sua
degradacao, induzida pela bactéria também envolva um crosstalk com outros RTKs que
também sdo encontrados em células do epitélio gastrico e conhecidos por serem ativados por
Helicobacter pylori (LEITE et al., 2020). Os efeitos desse fendmeno no cancer se devem ao

fato de que EPHA?2 induz a adesao célula-célula, medeia as interagdes célula-coldgeno tipo I

através da integrina a2f1 e atua na supressdo da invasdo celular, como foi demonstrado in

vitro (CHEN, Zhongwen ef al., 2018).
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O EPHA2 também pode induzir neovascularizacdo em resposta a infeccdo por

Helicobacter pylori nas células gastricas, por meio da secrecao de fatores que estimulam a
angiogénese ¢ através das interagoes célula tumoral-endotélio. As implicacdes na
carcinogénese gastrica, sdo caracteristicas de EMT, como a perda de adesdo célula-célula,
aumento da invasdo e angiogénese. Além disso, a angiogénese promove o fornecimento de
nutrientes, entdo isso também pode favorecer a colonizacdo e a persisténcia da infecgao
(BRANTLEY-SIEDERS; CHEN, lJin, 2004). No presente trabalho, houve uma relagdo
significante entre a expressdo relativa de EPHA2 e a histologia negativa para Helicobacter
pylori. Os pacientes que ndo apresentaram histologia positiva para essa bactéria tiveram uma
expressao relativa de EPHA2 maior, quando comparado aos pacientes sem infec¢do, sendo
um resultado discordante do que diz a literatura.

A expressdo de CXCLI12 pode ter um papel no crescimento e na progressao de
malignidades. Estudos mostram que em na expressdao de CXCL12 em biopsias gastricas de
pacientes com cancer gastrico, foi maior em pacientes com infeccao por Helicobacter pylori
(JAFARZADEH, A.; NEMATI; JAFARZADEH, S., 2019). Considerando as propriedades
quimiotaticas dessa quimiocina, a expressao de CXCL12 estimulada pela infeccdo cronica
Helicobacter pylori pode atrair células células-tronco mesenquimais que expressam CXCR4
para o tecido gastrico, e assim promover o inicio do desenvolvimento de adenocarcinoma
gastrico (JALILI et al., 2014). Um estudo in vivo em camundongos, demonstrou que CXCL12
combinada a infeccdo por Helicobacter pylori pode contribuir no desenvolvimento do CG
através do recrutamento de fibroblastos associados ao cancer (CAFs) e da expansdo das
células progenitoras epiteliais gastricas (SHIBATA et al., 2013). O eixo CXCL12/CXCR4
além de angiogénese, também pode desencadear a transicao epitelial-mesenquimal e aumentar
a migragao das células cancerigenas gastricas, juntamente com c-MET (CHENG et al., 2018).
Além disso, as vias de sinalizacdo do eixo CXCL12/CXCR4 em combinagdo com as vias de
outros mediadores inflamatérios, como IL-1P, podem promover o desenvolvimento de
malignidades (SAKITANI et al., 2017). Entretanto, as amostras incluidas na andlise de
CXCLI12 nao expressaram o gene, o que impossibilitou demonstrar se ha associagdes
significativas entre as variaveis clinico-patoldgicas dos pacientes incluidos e a expressdao

relativa do gene.

6 CONCLUSAO

Tendo em vista os dados apresentados, houve uma relagdo significante entre a
expressao relativa de EPHA?2 e a histologia negativa para a bactéria Helicobacter pylori. Os

pacientes que nao apresentaram infeccdo por Helicobacter pylori tiveram uma expressao
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relativa de EPHA2 maior, quando comparado aos pacientes sem infec¢do, sendo um resultado

¢ discordante do que diz a literatura. A expressao relativa de EFNA4 nao foi significante em
relacdo aos fatores de risco e as caracteristicas clinicas observadas neste estudo. Esses
achados precisam ser melhor investigados em pesquisas futuras, uma vez que a literatura
relata um envolvimento relevante do eixo EPHA2/EFNA4 na EMT e no cancer.

As amostras incluidas na analise de CXCLI12 ndo expressaram o gene, estudos
adicionais sao necessarios para compreender melhor este resultado e para elucidar se ha
associacdes significativas entre as variaveis clinico-patologicas dos pacientes e a expressao
relativa desse gene, frente 8 EMT.

Apesar dos resultados desse estudo nao apresentarem uma relagdo significativa entre o
alto consumo de sal, etilismo, tabagismo e a expressao dos genes analisados, ¢ importante nao
descartar essa possivel relacdo entre os fatores de risco e a expressdo dos genes EPHA2,
EFNA4 E CXCL12 na EMT e no cancer, uma vez que o potencial carcinogénico desses
habitos pode desregular as vias moleculares desses genes na EMT e sua expressao nas fases

iniciais do céancer.
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Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
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Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Indicada no relatorio inicial.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Indicado no relatono inicial.

Recomendagies:

Recomends-se gue o pesguisador inclua na metodologia do projeto o nomero da amostra, bem comao a
justificativa;

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Aprovado com recomendsgio.
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ANEXO B

HOSPITAL DAS CLINICAS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO — HC/UFPE
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PACIENTES

(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS - Resolugdo 466/12)

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntario (a) da pesquisa Biomarcadores e neoplasia maligna trato
gastrointestinal, doenga inflamatdriaintestinal e eséfago de Barret , que estd sob a responsabilidade do pesquisador LUIZ
ALBERTO REIS MATTOS JUNIOR, enderego Av. Prof. Moraes Rego, 1235 — Cidade Universitéria, Recife — PE — CEP: 50670-901
telefone (81) 2126.3744 (ambulatério de oncologia/quimioterapia, terceiro andar do Hospital das Clinicas da UFPE), email
Iuiz.mattos@ufpe.br (inclusive ligagdes a cobrar) e estd sob a orientagdo do Prof. José Luiz de Lima Filho, telefones

para contato (081) 2126.8484, e-mail: joseluiz60@gmail.com.

Este Termo de Consentimento pode conter alguns topicos que o/a senhor/a ndo entenda. Caso haja alguma
duvida, pergunte a pessoa a quem esta lhe entrevistando, para que o/a senhor/a esteja bem esclarecido (a) sobre tudo que
esta respondendo. Apods ser esclarecido (a) sobre as informagdes a seguir, caso aceite em fazer parte do estudo, rubrique as
folhas e assine ao final deste documento, que estd em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador responsavel
Em caso de recusa o (a) Sr. (a) ndo serd penalizado (a) de forma alguma. Também garantimos que o (a) Senhor (a) tem o
direito de retirar o consentimento da sua participagdo em qualquer fase da pesquisa, sem qualquer penalidade. Ressaltamos
ainda que as amostras sanguineas ndo serdo utilizadas para realizagdo de qualquer agente viral como por exemplo os virus
das hepatites, nem do virus da imunodeficiéncia adquirida.

INFORMAGOES SOBRE A PESQUISA:

- Descrigdo da pesquisa: os objetivos dessa pesquisa sera o de detectar a presenga e nivel de concentragdo de algumas
substancias no sangue em pacientes que possuem suspeita de neoplasia maligna do aparelho digestivo (es6fago, estdmago
duodeno, intestino delgado, intestino grosso, reto), ou suspeita de doenga inflamatéria intestinal (retocolite , Chron, outros
todos diagnosticados por endoscopia digestiva alta ou colonoscopia. Além disso, o pesquisadores iram avaliar se a presenga
ou auséncias dessas substdncias de alguma forma tém associagdo com determinadas caracteristicas da doenga
(agressividade, por exemplo) ou como os pacientes portadores dessas patologias respondem ou ndo aos tratamentos
administrados. Apds a realizagdo de endoscopia digestiva alta ou colonoscopia, vocé tera uma amostra de sangue coletada
em veia periférica com uma rigorosa assepsia (higiene) da regido além do uso de material descartavel. Essa amostra sera
entdo encaminhadas para andlise no Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami localizado no campus da Universidade
Federal de Pernambuco. Apds a coleta da amostra sanguinea vocé sera tratado pelo médico que indicou a endoscopia
digestiva alta ou colonoscopia. Os pesquisadores fardo ainda uma andlise de dados constantes em seu prontuario como
data de nascimento, género (masculino/feminino), local de residéncia, presenca ou auséncia de outras doengas, tratamentos
realizados previamente.

- Periodo de participagdo do sujeito na pesquisa, inicio e término. Vocé estara participando da pesquisa a partir do momento
eu concordar em assinar esse termo. Se em algum momento ndo desejar mais participar do estudo, sera permitida sua saida
sem qualquer forma de constrangimento. O periodo de coleta de amostra serd de um ano, no entanto vocé sé terd uma
amostra sanguinea coletada.

- Riscos diretos para o participante: riscos praticamente se resumem aqueles relacionado a picada de agulha em veia
periférica para coleta de amostras sanguineas, quais sejam: hematoma local e flebite (inflamag&o da veia onde se coletou a
amostra sanguinea). Como forma de amenizar os riscos, procederemos a uma rigorosa assepsia da regido além do uso de
material descartavel. Apesar de raros, caso acontegam o senhor/a devera comunicar tal evento ao pesquisador responsave
para que as medidas necessdrias sejam prontamente executadas para resolugdo do caso. Os riscos decorrentes da realizagdo
da endoscopia digestiva alta ndo tera relagdo com o presente estudo, uma vez que vocé sé participard da pesquisa apds a
realizagdo da endoscopia solicitada pelo seu/sua médico/a.

- Beneficios diretos e indiretos decorrentes da participagdo na pesquisa: Os beneficios diretos e indiretos de sua participagdo
na pesquisa serdo de permitir que os pesquisadores realizem a detecgdo de determinadas substdncias no seu sangue que
podem de alguma forma participar do processo de iniciagdo ou propagagdo das patologias acima mencionadas. Dessa forma
eles poderdo conhecer melhor a doenga.

As informagdes desta pesquisa serdo confidencias e serdo divulgadas apenas em eventos ou publicagdes cientificas
ndo havendo identificagdo dos voluntérios, a ndo ser entre os responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a
sua participagdo. Os dados coletados nesta pesquisa através de andlise de prontudrio e o resultado das dosagens das
substancias pesquisadas no sangue, ficardo armazenados em computador de uso pessoal sob a responsabilidade do
pesquisador e do Orientador, no enderego (acima informado), pelo periodo de (5 anos).

O (a) senhor (a) ndo pagard nada para participar desta pesquisa. Se houver necessidade, as despesas para a sua
participagdo serdo assumidos pelos pesquisadores (ressarcimento de transporte e alimentagdo). Fica também garantida
indenizagdo em casos de danos, comprovadamente decorrentes da participagdo na pesquisa, conforme decisdo judicial ou
extra-judicial.

Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera consultar o Comité de Etica em

Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereco: (Avenida da Engenharia s/n — 12 Andar, sala 4 - Cidade
Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 - e-mail: cepccs@ufpe.br)
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