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RESUMO 

O Câncer gástrico é o quarto câncer mais comum e a segunda causa de morte 

por câncer no mundo. A catepsina S (Cat S) é uma proteína expressa em algumas 

células epiteliais, que está associada à invasão local, metástase e recorrência do 

câncer. O objetivo foi analisar e comparar a expressão do biomarcador catepsina S 

entre gastrite e câncer gástrico, através de reação de imunohistoquímica. Estudo 

transversal envolvendo 92 pacientes, dos quais 42, com CG e 50 portadores de 

gastrite. Os portadores de gastrite foram subdivididos em dois grupos: com pesquisa 

positiva ou negativa para H. pylori. Os pacientes com CG, foi subdividido em dois 

grupos: precoce (estádio I) e avançado (estádio III). As biópsias dos pacientes de CG 

foram obtidas através de ressecção cirúrgica, e as amostras com gastrite através de 

múltiplas biópsias por endoscopia digestiva alta. As amostras foram enviadas para 

estudo de coloracao imunohistoquímico para avaliar a expressão de Cat S. Quando 

comparamos da expressão de Cat S entre câncer gástrico e gastrite, observou-se que 

nas gastrites, 38% apresentam expressão negativa e 48% expressão francamente 

positiva, e apenas uma minoria dos casos 14% apresentam expressão positiva. Nos 

pacientes com câncer gástrico, 33,3 % apresentam expressão fracamente positivo, 

21,4% expressão positiva e 28,6% fortemente positivo, e apenas uma minoria de 

pacientes 16,7% apresentam expressão negativa de Cat S, onde o grupo câncer 

apresenta maior expressão de Cat S com resultados estatisticamente significativos (p 

0,002). A expressao de Cat S foi significativamente maior no câncer gástrico, quando 

comparados com a gastrite; houve um aumento moderado da expressão da Cat S nos 

casos de gastrite associados à infecção por H. pylori quando comparados à gastrites 

sem infecção; não houve correlação estatisticamente significativa entre a expressão 

da Cat S com as variáveis cínico-patológicas TNM do câncer gástrico. 

 

Palavras-chave: câncer gástrico; catepsina S; helicobacter pylori; gastrite; 

biomarcador; histoquímica. 
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ABSTRACT 

Gastric cancer is the fourth most common cancer and the second leading cause 

of cancer death in the world. Cathepsin S (Cat S) is a protein expressed in some 

epithelial cells, which is associated with local invasion, metastasis and cancer 

recurrence. The purpose To analyze and compare the expression of the biomarker 

cathepsin S between Gastritis and gastric cancer, through immunohistochemistry 

reaction. Cross-sectional study involving 92 patients, of which 42, with CG and 50 with 

gastritis. Gastritis patients were subdivided into two groups: positive or negative for H. 

pylori. CG patients were subdivided into two groups: early (stage I) and advanced 

(stage III). The biopsies of the CG patients were obtained through surgical resection, 

and the samples with gastritis through multiple biopsies by upper gastrointestinal 

endoscopy. The samples were sent for immunohistochemical staining study to 

evaluate the expression of Cat S. When comparing Cat S expression between gastric 

cancer and gastritis, it was observed that in gastritis, 38% have negative expression 

and 48% frankly positive expression, and only a minority of cases 14% show positive 

expression. In gastric cancer patients, 33.3% have weak positive expression, 21.4% 

positive expression and 28.6% strongly positive, and only a minority of 16.7% patients 

have negative expression of Cat S, where the cancer group shows higher expression 

of cathepsins S with statistically significant results (p 0.002). Conclusion: Cat S 

expression was significantly higher in gastric cancer, when compared with gastritis; 

there was a moderate increase in Cat S expression in cases of gastritis associated 

with H. pylori infection when compared to gastritis without infection; there was no 

statistically significant correlation between the expression of dathepsin S with the 

cynical-pathological variables TNM of gastric cancer. 

 

Keywords: gastric cancer; cathepsin S; helicobacter pylori; gastrits; biomarkers; 

immunohistochemistry. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 APRESENTAÇÃO DO PROBLEMA 

 

O câncer gástrico (CG) é um importante problema de saúde, sendo o quarto 

câncer mais comum e a segunda causa de morte por câncer no mundo. Em 2018, 

1.033.701 casos novos de CG foram diagnosticados em todo mundo, incluindo 26.240 

casos nos Estados Unidos, e 21.230 casos no Brasil. Muitos pacientes têm doença 

inoperável no diagnóstico ou doença recorrente após ressecção com intenção 

curativa, estimando-se que cerca de 782.685 pacientes morrem de câncer gástrico 

anualmente(1-4).  

A sua incidência apresenta grande diversidade geográfica. Observa-se que 

mais de 50% dos novos incidentes ocorrem em países em desenvolvimento. As áreas 

com maior probabilidade de desenvolvimento de CG abrangem regiões como América 

Central e do Sul, Europa Oriental e Leste Asiático (China e Japão). As regiões de 

baixo risco incluem Austrália e Nova Zelândia, Sul da Ásia, Norte e Leste da África e 

América do Norte(5,6). A mortalidade é consideravelmente alta em todas as partes do 

mundo, sendo a média da taxa de sobrevida em cinco anos de 21% na Europa e de 

18% nos Estados Unidos da América (EUA), este último levando em consideração 

apenas pacientes brancos. A cidade de Osaka no Japão detém os melhores números, 

com uma taxa de sobrevida em 5 anos de 47%(2). 

O Helicobacter pylori (H. pylori) é o principal fator de risco para câncer de 

estômago esporádico, com quase 90% dos novos casos de câncer gástrico atribuídos 

a esta bactéria, e sendo descrita como um carcinógeno de classe I do 

desenvolvimento de CG pela Organização Mundial da Saúde desde 1994(7,8). A 

infecção por H. pylori afeta mais da metade da população mundial, e 

aproximadamente 1% das pessoas infectadas desenvolvem um adenocarcinoma 

gástrico(9). A maioria dos casos endêmicos de CG  podem estar relacionada à infecção 

por H. pylori. De fato, o estudo Eurogast-EPIC descobriu que 93,2% dos pacientes 

com CG eram positivos para infecção por H. pylori, enquanto no Japão <1% dos 

pacientes com CG eram negativos para infecção por H. pylori(10-12).  

                                                 
Tese formatada conforme orientação da Biblioteca Central e Biblioteca Setorial do Centro de Ciências 
da Saúde da UFPE: ABNT NBR 14724:2011. Versão do manuscrito a ser publicado na Revista Gastric 
Cancer, após correções da banca examinadora (APÊNDICE A). 
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O desenvolvimento de novas modalidades, tanto no diagnóstico, como no 

tratamento para paciente portadores de câncer gástrico, envolvendo o biomarcador 

catepsina S (Cat S), é de grande interesse para a comunidade médica, tendo em vista 

a alta incidência desse tipo de tumor, e ressaltando-se um papel importante da Cat S 

no crescimento e na progressão de tumores, destacando essa protease como um 

possível alvo para o tratamento desse tipo de  câncer, assim como em gastrite por H. 

pylori por ser considerada uma etapa inicial na tumorigênese em pacientes que 

desenvolvem câncer de estômago. A correta identificação da mecanismos de 

carcinogeneses e seleção dos pacientes que irão se beneficiar com esta terapia são 

um passo importante  para o sucesso do tratamento.  

 

1.2 JUSTIFICATIVA DO ESTUDO 

 

Neste cenário, um estudo incluindo um grande número de casos de pacientes 

com gastrite com infecção de H. pylori e câncer gástrico, com  metodologias 

adequadas para a detecção da superexpressão de Cat S, poderão fornecer 

importantes informações para a seleção mais criteriosa desses  pacientes. Existe 

também,  uma necessidade crescente de se identificar biomarcadores úteis para o 

diagnóstico precoce do câncer gástrico, e correlação da carcinogênese relacionada 

entre Cat S e infecção por H. pylori. Sendo assim, a Cat S constitui uma importante 

alvo terapêutico, além, de sua utilidade no diagnóstico precoce e prognóstico, como 

também podendo estar relacionada a carcinogênese tumoral .  

Devido à literatura escassa acerca da relação entre Cat S e CG, faz-se 

necessário o desenvolvimento de estudos futuros, com o objetivo de elucidar o real 

valor da Cat S, tanto como marcador diagnóstico e prognóstico quanto com o um alvo 

terapêutico eficaz, para, assim, darmos um grande avanço nos cuidados com os 

pacientes portadores de CG. 
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1.3 OBJETIVOS 

 

1.3.1 Objetivo geral 
 

Analisar a expressão do biomarcador catepsina S com gastrite e câncer 

gástrico, através de reação de  imunohistoquímica. 

 

1.3.2 Objetivos específicos 

 

 Correlacionar a expressão da catepsina S nas amostras de gastrite e 

câncer gástrico com infecção por H. pylori; 

 Correlacionar a expressão de catepsina S com variáveis clínico-patológicas 

em amostras de tecido com câncer gástrico. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 CÂNCER GÁSTRICO 

 

O câncer gástrico é a segunda causa de mortes relacionadas ao câncer em 

todo o mundo, especialmente nos países do Leste Asiático, como Japão e China(2,13). 

Pesquisadores apontam que a carcinogênese gástrica humana é um processo 

patológico lento, progressivo e multifatorial. O processo é composto de várias etapas 

de gastrite superficial crônica, gastrite atrófica, metaplasia intestinal (MI), displasia e 

adenocarcinoma(14). Os estágios mais comuns na progressão para adenocarcinoma 

gástrico são atrofia gástrica e metaplasia intestinal gástrica, que são coletivamente 

conhecidas como gastrite atrófica crônica. Os fatores de risco comuns de câncer 

gástrico incluem infecção pela bactéria H. pylori, tabagismo, dietas ricas em sal, 

suscetibilidade à síndrome do câncer gástrico hereditário. A identificação do H. 

pylori como fator causal do câncer gástrico e a erradicação direcionada reduziram a 

incidência de câncer gástrico em todo o mundo nos últimos 50 anos. No entanto, 

outros fatores que incluem o aumento recente de dieta não saudável e obesidade 

também podem ter influência na incidência de câncer gástrico(15,16). 

A maioria dos cânceres gástricos são do tipo adenocarcinomas, e as 

classificações, mais usadas são os esquemas Lauren e WHO(17,18). Os 

adenocarcinomas gástricos foram subdivididos por Lauren em dois subtipos: intestinal 

e difuso, e posteriormente, o tipo indeterminado foi incluído para caracterizar histologia 

infrequente. Os subtipos intestinais são mais comum em homens e em pacientes mais 

velhos, e estão associado à gastrites do corpo que levam a atrofia e metaplasia 

intestinal, displasia e posteriormente câncer. Os padrões das  metástases são  mais 

hematogênica e com disseminação para linfonodos e fígado. O subtipo difuso 

microscopicamente corresponde ao padrão de células em anel de sinete (células com 

presença de mucina intracelular em grande quantidade), e é mais frequente em 

pacientes mais jovens e em mulheres, e está mais relacionado a casos de pangastrite 

sem atrofia, e apresentam padrões de metástases para linfonodos e peritônio. 

Geralmente, são mais agressivos, oferecendo piores taxas de sobrevida global(6,17). 

A classificação da Organização Mundial da Saúde (OMS) emitida em 2010 é 

considerada a mais detalhada entre todos os sistemas de classificação. Pela 

classificação da OMS, o adenocarcinoma gástrico inclui múltiplos subgrupos, como 
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carcinoma tubular, mucinoso, papilar, mistos e pouco coesivos(18,19). Os fenótipos 

histológicos não podem orientar as decisões terapêuticas. No entanto, a presença de 

células em anel de sinete na histologia e / ou o fenótipo difuso (ou pouco diferenciado) 

tem sido clinicamente associada com resistência à terapia e mau prognóstico(20).  

O estadiamento para o câncer gástrico pode ser realizado no pré-operatório 

através de  tomografias e endoscopia, porém  o estadiamento completo é determinado 

pela análise anatomopatológica na peça cirúrgica, Conforme a classificação da 

American Joint Committee on Cancer (AJCC)21.  
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Quadro 1 – Classificação da American Joint Committee on Cancer (AJCC) 

 

Tumor primário (T) 

Tx Tumor primário não pode ser acessado T0: Sem evidência de tumor primário 

Tis 
Carcinoma in situ. Tumor epitelial sem invasão da lâmina própria T1: Tumor invade lâmina 
própria, muscular da mucosa ou submucosa 

T1a Tumor invade lâmina própria ou muscular da mucosa 

T1b Tumor invade submucosa 

T2 Tumor invade a muscular própria 

T3 
Tumor penetra no tecido conjuntivo da subserosa sem invadir peritônio visceral  ou 
estruturas adjacentes 

T4 Tumor invade a serosa (peritônio visceral) ou estruturas adjacentes 

T4a Tumor invade a serosa (peritônio visceral) 

T4b Tumor invade estruturas adjacentes 

Linfonodos regionais (N) 

Nx 
Linfonodos regionais não podem ser acessados N0: Sem metástase para linfonodos 
regionais 

N1 Metástases de 1 a 2 linfonodos regionais N2: Metástases em 3 a 6 linfonodos regionais 

N3 
Metástases em 7 ou mais linfonodos regionais N3a: Metástases em 7 a 15 linfonodos 
regionais 

N3b Metástases em 16 ou mais linfonodos regionais 

Metástases a distância (M) 

M0 Sem metástase à distância 

M1 Metástase à distância 

Grau histológico (G) 

Gx Grau histológico não pode ser determinado 

G1 Bem diferenciado 

G2 Moderadamente diferenciado 

G3 Pobremente diferenciado 

G4 Indiferenciado 
 

Tumor Primário (T), à invasão de linfonodos regionais - N, e a presença ou não de metástases à distância - M, e 
grau histológico – G 
Fonte: American Joint Committee on Cancer(21), 2018. 
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O estadiamento, ainda de acordo com a American Joint Committee of Cancer 

(AJCC) é agrupado para compor o estadiamento TNM para carcinoma gástrico da 

seguinte forma(21): 

 
Quadro 2 – Estadiamento American Joint Committee of Cancer 

 

Estádio 0 Tis N0 M0 

Estádio IA T1 N0 M0 

Estádio IB 
T2 

T1 

N0 

N1 

M0 

M0 

Estádio IIA 

T3 

T2 

T1 

N0 

N1 

N2 

M0 

M0 

M0 

Estádio IIB 

T4a 

T3 

T2 

T1 

N0 

N1 

N2 

N3 

M0 

M0 

M0 

M0 

Estádio IIIA 

T4a 

T3 

T2 

N1 

N2 

N3 

M0 

M0 

M0 

Estádio IIIB 

T4b 

T4a 

T3 

N0, N1 

N2 

N3 

M0 

M0 

M0 

Estádio IIIC 
T4a 

T4b 

N3 

N2, N3 

M0 

M0 

Estádio IV Qualquer T Qualquer N M1 

Fonte: American Joint Committee on Cancer(21), 2018. 

 

O tratamento cirúrgico é a única opção terapêutica curativa para o câncer 

gástrico, consistindo de forma geral na realização de mucosectomia, para pequenos 

tumores em estágio inicial bem diferenciados (T1a),  gastrectomia subtotal para os 

tumores localizados nos dois terços inferiores do o estômago, ou  gastrectomia  total 

para cânceres gástricos com células em anel de sinete, e aqueles localizados no corpo 

e  terço superior do estômago ou com gastrite atrófica, devendo-se ser associados a 

linfadenectomia D2 como forma de tratamento para as doenças localizadas,  e uma 
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associação variável de modalidades de tratamento,  incluindo cirurgia, radioterapia e 

quimioterapia neoadjuvantes ou adjuvantes nos casos de doença mais 

avançada(12,22,23).  

Pacientes que apresentam doença irressecável e metastáticas recebem 

tratamentos sistêmicos, e o teste de tumor HER2 é recomendado para este grupo, já 

que a terapia direcionada a HER2 está disponível(24). Apesar das melhorias nas 

modalidades de tratamento do câncer gástrico, as taxas de sobrevida global em 5 

anos permanecem insatisfatórias, em torno de 25–30%, com exceção no Japão e na 

Coreia do Sul, cuja as taxas são superiores a 50%(12,25). Embora o estágio inicial T1 

esteja associado a uma taxa de sobrevida de 5 anos em torno de 95%, o 

adenocarcinoma gástrico em estágio avançado (que não pode ser tratado 

cirurgicamente) tem uma sobrevida média de 9-10 meses(1). 

 

2.2 HELICOBACTER PYLORI E BIOMARCADORES 

 

Alguns pacientes com infecção persistente por H. pylori desenvolvem atrofia 

gástrica seguida por metaplasia intestinal, que pode evoluir para displasia e 

adenocarcinoma(23). A eficácia da erradicação do H. pylori para prevenção de lesões 

pré-cancerosas e do câncer gástrico foi comprovada em diferentes populações, e a 

erradicação foi recomendada pela Agência Internacional de Pesquisa do Câncer da 

OMS como estratégia de prevenção do CG(26). A classe econômica menos favorecida 

é um fator de risco para infecção por H. pylori, porque está associado a condições de 

vida mais aglomeradas que favorecem a transmissão intrafamiliar(27). O H. pylori está 

envolvido em diversos mecanismos de virulência para o desenvolvimento do câncer 

gástrico, como a Cag A, que interage com as células epiteliais gástricas para induzir 

inflamação crônica e múltiplas alterações na expressão gênica, além de alterações 

epigenéticas, levando a carcinogênese gástrica(28).  

Embora muitos oncogenes, genes supressores tumorais e a infecção por H. 

pylori tenham sido implicados no desenvolvimento do câncer gástrico, os mecanismos 

moleculares subjacentes relacionados a progressão e metástase, ainda permanecem 

precariamente entendidos. A malignidade do câncer não depende apenas de seu 

genótipo, mas também nas complexas interações entre as células tumorais e outros 

tipos de células presentes no microambiente tumoral. Essa comunicação célula-célula 

é amplamente alcançada por meio de um vasto espectro de substâncias secretadas, 
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incluindo as proteínas, que são essenciais para os processos de diferenciação, 

invasão, metástase e angiogênese dos cânceres(29-31). 

Alguns biomarcadores moleculares foram amplamente estudados no câncer 

gástrico, e apresentaram importância significativa no prognóstico e no direcionamento 

do tratamento da doença.  Os principais descritos no quadro 1, onde incluí-se também 

as catepsinas como possível biomarcador.  

 

Quadro 3 – Biomarcadores envolvidos no câncer gástrico. 

Biomarcador Impacto no câncer gástrico 

HER 2 

A superexpressão / amplificação de HER2 está presente 7% a 34% no câncer 

gástrico, mais comum nos tumores proximais e no tipo histológico intestinal.  

Sobrevida global mediana mais longa em pacientes com câncer gástrico HER2 

positivo em comparação com aqueles com tumores HER2-negativos.  

Direcionar a terapia com trastuzumabe para câncer gástrico metastático(32-34). 

TP53 

A mutação TP53 é identificada mais frequentemente no tipo intestinal, e apresenta 

um desfecho mais curto em pacientes com GC. 

Mutações no gene p53 ocorrem nos estágios iniciais do carcinoma gástrico e sua 

frequência aumenta em estágios avançados(35,36). 

PD1 
A expressão de PD-L1 varia em 15% a 70% dos casos de CG, e estão 

correlacionados com resultados ruins(37). 

MUC 

A alta expressão de proteínas mucinas, como MUC1, MUC2, MUC5AC e MUC6, está 

associada ao processo de carcinogênese gástrica. 

A expressão de MUC1 pode ser considerada um fator prognóstico em pacientes com 

câncer gástrico avançado(38,39). 

MSI 
Instabilidade microssatélites (IMS), ocorre em 20% de todos os pacientes com CG.  

Pacientes com IMS-alto apresentam melhor prognóstico(40). 

Catepsinas 
Os níveis séricos de Cat S aumentam significamente nos portadores de CG. 

Promove fenótipos altamente invasivos e está associado a mau prognóstico(41).  

HER2 = receptor de superfície celular do tipo tirosina quinase, proteína tumoral53 = p53, receptor de superfície 

celular morte programada-1 = PD-1 e seu ligante = PDL1, MUC= mucina, IMS= instabilidade de microssatélites. 

  



 
Análise da expressão de Catepsina S nos tumores gástricos e sua correlação com infecção por Heicobacter pylori –  

Costa AC 

 

22 

2.3 EXPRESSÃO DAS CATEPSINAS 

 

As catepsinas são enzimas lisossomais pertencentes à família da papaína, e 

compreendem uma família de 15 proteases lisossomais (A, B, C, D, E, F, G, H, K, L, 

O, S, V, W e X), amplamente distribuídas nos espaços intracelulares e extracelulares, 

das quais 5 foram repetidamente implicadas na progressão de cânceres sólidos 

(catepsinas B, H, K, L e S)(42,43).   

Essas proteases participam em várias atividades patológicas, e sua expressão 

é desregulada em uma ampla variedade de tumores, sendo sua superexpressão 

geralmente associada a fenótipos tumorais altamente agressivos. O aumento da 

atividade e a localização aberrante de proteases no microambiente tumoral têm um 

papel potente na progressão, proliferação, invasão e metástase. Um amplo dados de 

pesquisas comprovam seu envolvimento na progressão do câncer, angiogênese, 

metástase e na ocorrência de resistência a drogas(44-46).  

As catepsinas modificam o microambiente tumoral por meio da degradação da 

matriz extracelular, como também liberam moléculas de adesão célula-célula, sendo 

os macrófagos associados a tumores (TAMs), a principal fonte de catepsina nos 

tumores(43,47). As catepsinas favorecem para a invasão de tecidos e metástases.  

Portanto, representam uma importante classe de proteínas que facilitam a progressão 

e disseminação do câncer(44,48-50). Pesquisadores sugerem que as catepsinas, 

particularmente as catepsinas B, D, E, L e S, contribuem para a tumorigênese 

digestiva. Descobriu-se que as catepsinas promovem o desenvolvimento da maioria 

dos cânceres digestivos, exceto o câncer de fígado, no qual podem ter efeitos 

opostos(45,51).  

As catepsinas contribuem em pelo menos três estágios do câncer. Primeiro, 

uma das principais características das células cancerosas é sua enorme capacidade 

proliferativa, que requer a participação de várias citocinas, e as catepsinas podem 

processá-las em proteínas maduras para promover a divisão celular. Em segundo 

lugar, o crescimento das células cancerosas requer vasos sanguíneos para fornecer 

nutrientes. Nesse estágio, as catepsinas contribuem para a degradação da membrana 

basal vascular e ativam fatores de crescimento para promover a angiogênese. Além 

disso, quando secretadas na matriz pericelular, as catepsinas clivam a laminina, o 

colágeno tipo IV, a elastina, fibronectina, proteoglicanos, a caderina-E e outras 

https://www.nature.com/articles/nrc4027#Glos1
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proteínas, degradando as junções entre as células e a matriz extracelular, e assim, 

permitindo que as células cancerosas causem invasão  e metástases(52,53) (Figura 1). 

 

Fig. 1 –  Ação das catepsinas na degradação proteolítica de proteínas de adesão da matriz 

extracelular (ECM), tipo  colágenos e elastina. Como também na clivagem de E-caderinas 

(moléculas de adesão célula-célula), tornando as células cancerosas livres. 

 

 

Fonte: Olson et al.(44), 2015 

 

As catepsinas participam de uma ampla gama de atividades do organismo com 

base em seu efeito de hidrólise. Em cânceres digestivos, a expressão de catepsinas 

é regulada positivamente por fatores promotores de tumor, como C-myc, K-ras, AGR2, 

MAPK, p38 e as vias de sinalização de Hedgehog (Hh). Em células cancerosas 

digestivas, as catepsinas ativadas hidrolisam fatores de crescimento, como EGF, 

VEGF e TGFβ, para induzir sua maturação e promover a proliferação de células 

cancerosas, e muitas evidências apoiam a hipótese de que as catepsinas podem estar 

envolvidos na regulação da apoptose(45,54). Além disso, as catepsinas estão 

envolvidas na resposta à terapia anticâncer dentro do microambiente tumoral e podem 

ter papéis cruciais no desenvolvimento de fenômenos de resistência à terapêutica(46). 

Para o diagnóstico do câncer gástrico, são utilizados meios invasivos como 

endoscopia e biópsia. Existem alguns marcadores tumorais que também podem 

auxiliar no diagnóstico e acompanhamento da doença, como CEA, CA 72-4 e CA19-

9, porém apresentam o inconveniente de baixa sensibilidade e especificidade. O valor 

diagnóstico da Cat S sérica tem se mostrado interessante, com uma especificidade 

semelhante aos marcadores tradicionais (CEA, CA724 e CA19.9), porém com uma 

sensibilidade mais elevada. A associação da Cat S sérica com os marcadores 
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tradicionais citados parece ter melhores resultados, apresentando especificidade e 

sensibilidade de 91,2% e 72,6%, respectivamente(41,51). 

No momento, há uma necessidade crescente de se identificar biomarcadores 

úteis para o diagnóstico precoce não invasivo e monitoramento da progressão do 

câncer gástrico. A catepsina S tem sua expressão aumentada em diversos tipos de 

cânceres, incluindo o CG, e uma das suas principais fontes nos tumores são os 

macrófagos associados a tumores (TAMs). Sendo assim, a catepsina S pode se 

constituir não só como um alvo terapêutico, mas também como um marcador 

prognóstico da doença, estando inteiramente relacionada com a ocorrência de 

metástases(55,56).  

A expressão e a atividade das catepsinas são geralmente reguladas 

positivamente na inflamação crônica e nos cânceres. Consequentemente, eles são 

superexpressos em tumores, principalmente para Cat B e Cat S, incluindo no linfoma 

folicular, câncer gástrico, cólon, cérebro, mama e câncer pancreático(57,58). O aumento 

da expressão da catepsina geralmente se correlaciona com o grau de agressividade 

e a  mau prognóstico dos pacientes. A secreção de proteases da catepsina pelas 

células cancerosas no espaço extracelular interrompe os complexos de adesão 

intercelular, induz a angiogênese e impulsiona a invasão local pelas células tumorais. 

As proteases da catepsina têm demonstrado papéis na resistência intrínseca e 

adquirida à radioterapia e a quimioterapia. A inibição simultânea de catepsinas com 

diferentes modalidades terapêuticas melhora o resultado em modelos pré-clínicos(44). 

Devido às suas funções importantes nos tumores digestivos, as catepsinas podem ser 

alvos terapêuticos para o tratamento de cânceres digestivos(59,60).  

As catepsinas são superexpressas nas células cancerosas digestivas e, em 

particular, promovem a invasão do câncer e a metástase.  A catepsina B, que está 

aumentando para cima-regulada durante a progressão do estágio do tumor (estágios 

T, N e TNM), está associada a um mau prognóstico em pacientes e um aumento no 

tamanho do tumor. Por exemplo, em células tumorais, as catepsinas se translocam 

para a superfície celular para degradar a ECM, permitindo a invasão ou metástase de 

células tumorais(61).   

Pesquisadores relataram a superexpressão de catepsina B em pacientes 

portadores de câncer gástrico em comparação a pacientes saudáveis, e associação 

com estádios mais avançados e taxa de sobrevivência reduzida da doença. A 

catepsina E também apresenta um alto nível de expressão no carcinoma gástrico, 
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mais acentuado nos carcinomas pouco diferenciados. A Cat E foi expressa 

positivamente em 100% dos carcinomas em anel de sinete, podendo ser um marcador 

útil para esse tipo específico de CG(62,63). Em outro estudo semelhante, Konno-

Shimizu et al., analisaram a expressão de catepsina E em câncer gástricos, e 

relataram a sua super expressão no carcinoma de células de anel de sinete do 

estômago. Observaram também, que nas análises de correlação a expressão de 

catepsina E está positivamente associada ao marcador gástrico MUC5AC (p < 

0,0001), e negativamente associada ao marcador intestinal MUC2 (p  = 0,0019), e 

concluíram que a  catepsina E, como a MUC5AC, é um dos marcadores de 

diferenciação gástrica(64). 

Krueger et al., estudaram a expressão de Cat X em tecido gástrico normal, 

gastrite infectada por H. pylori e no câncer gástrico. Eles observaram uma baixa 

expressão de Cat X no tecido gástrico normal, e um aumento na expressão na mucosa 

gástrica infectada por H. pylori e no câncer gástrico, porém mais intensa no câncer 

gástrico. Observaram também que, usando oligonucleotídeos antisense, a regulação 

positiva da catepsina X foi diretamente associada com maior invasividade in vitro(65). 

Liu et al., avaliaram a dosagem sérica de catepsina S como um biomarcador 

no diagnóstico e prognóstico do câncer gástrico. Em seu estudo, avaliaram pacientes 

saudáveis, pacientes com doenças gástricas benignas e com câncer gástrico, e 

dosaram os níveis de Cat S por o ensaio imunoenzimático (ELISA). Eles observaram 

que os níveis séricos de Cat S aumentaram significativamente nos pacientes 

portadores de câncer gástrico. O valor diagnóstico de Cat S sérico apresentou uma 

sensibilidade de 60,7% e uma especificidade de 90,0%. Além disso, os níveis 

séricos de catepsina S teve correlação significativa com o tumor primário (T), 

disseminação linfonodal (N) e metástase a distância (M). Ressaltaram também, que 

os pacientes com níveis séricos elevados de catepsina S tiveram uma pior sobrevida 

global. Este estudo sugeriu que a catepsina S sérica pode ser um biomarcador 

importante para o diagnóstico e prognóstico de CG(41). 

Yang et al., quantificaram, através de espectrometria de massa, as proteínas 

secretadas por tecido gástrico normal e por células do câncer gástrico do tipo bem 

diferenciado e pouco diferenciado. Os níveis de expressão das proteínas encontrados 

foram significativamente diferente entre células normais e cancerosas. Um exame 

adicional validou a regulação positiva da expressão de catepsina S no câncer gástrico, 

e o silenciamento da expressão de CTSS suprimiu a migração e invasão de células 
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cancerosas gástricas in vitro. A análise proteômica demonstrou que a catepsina S 

medeia a migração e invasão de células cancerosas gástricas por meio de uma rede 

de proteínas associadas à metástase. O papel implicado da catepsina S na metástase 

do câncer gástrico fornece uma oportunidade para testar os compostos existentes 

contra o CTSS para terapia adjuvante e no tratamento de cânceres gástricos 

metastáticos(66). 

A FOXO3a é um importante fator de transcrição envolvido em vários cânceres 

humanos. Yu et al., relataram que a superexpressão da FOXO3a promoveu migração 

e invasão de células cancerosas gástricas por regulação positiva da catepsina L. A 

FOXO3a aumentou a expressão da catepsina L, reprimindo a expressão da E-

caderina, responsável pela adesão célula-célula, como também, através da regulação 

de proteínas envolvidas na degradação da matriz extracelular (ECM)(67). Os 

anticorpos inibitórios contra catepsina S testados em investigações pré-clínicas 

mostraram uma redução significativa do crescimento do tumor e melhoria da eficiência 

quimioterapêutica(68,69). Além disso, os níveis séricos das catepsinas podem 

representar importantes marcadores diagnósticos e prognósticos(43,70). As catepsinas 

demonstraram ser parte da resposta dinâmica à terapia anticâncer no microambiente 

tumoral e podem ter papéis cruciais no desenvolvimento da resistência 

terapêutica(71,72). 

 

 

 

 

 

 

  



 
Análise da expressão de Catepsina S nos tumores gástricos e sua correlação com infecção por Heicobacter pylori –  

Costa AC 

 

27 

3 MÉTODOS 

 

3.1  POPULAÇÃO E LOCAL DE ESTUDO 

 

Estudo transversal envolvendo 92 de pacientes com diagnóstico de câncer 

gástrico e gastrite, operados no Hospital das Clínicas da Universidade Federal de 

Pernambuco, no período de 2017 a 2020. Os dados foram coletados de prontuários 

junto ao Serviço de Arquivo Médico e Estatística (SAME) desta instituição. 

 

3.2 DESENHO DE ESTUDO 

 

O tipo de estudo transversal e observacional. 

 

3.3 CRITERIOS DE INCLUSÃO  

 

Todos os pacientes incluídos no estudo obedecerm aos seguintes critérios 

de  elegibilidade: 

 Pacientes com câncer gástrico, com histologia positiva para 

adenocarcinoma de estômago; 

 Portadores de gastrite, com exame de anatomia patológica confirmada.  

 Pesquisa de H. pylori pelo teste de urease e confirmação histopatológica 

pele coloração de Giemsa.  

 

3.4 CRITERIOS DE EXCLUSÃO  

 

Para portadores de câncer gástrico, foram considerados inelegíveis para o 

estudo os pacientes:  

 Sem indicação de ressecção cirúrgica;  

 Com estadiamento TNM IV; 

 Receberam tratamento neo-adjuvante; 
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Para portadores de gastrite, foram considerados inelegíveis para o estudo os 

pacientes:  

 Submetidos a gastroplastia prévia;  

 Que fizeram tratamento prévio para H. pylori. 

 

3.5 SELEÇÃO DA AMOSTRA  

 

Foram coletadas para comparação 92 amostras de tecido gástrico.  Foram 

estudados a expressão de catepsina S em 42 pacientes com câncer gástrico, e 

comparados  a 50 pacientes com gastrite, dos quais foram subdivididos em 25 

pacientes sem infecção de H. pylori e 25 pacientes com infecção por H. pylori. A 

pesquisa do H. pylori através do teste de urease e biópsia através de coloração de 

giemsa foi feito em todos os pacientes, incluindo os pacientes com câncer gástrico. 

Os participantes foram divididos de acordo com a presença ou ausência da infecção 

pelo H. pylori.  As amostras foram estratificadas em dois grupos:  

♦ Grupo câncer gástrico: 42 pacientes 

✓ Estádio I = 20 pacientes 

✓ Estádio III = 22 pacientes  

♦ Grupo gastrite: 50 pacientes 

✓ Gastrite com infecção por H. pylori: 25 pacientes 

✓ Gastrite sem infecção por H. pylori: 25 pacientes 

 

A amostras de gastrite do pacientes foram coletados através de múltiplas 

biópsias (seis) realizada por endoscopia digestiva alta, assim como do tecido gástrico 

de pacientes com câncer submetidos a gastrectomia. A confirmação 

anatomopatológica de câncer gástrico ou gastrite com e sem infecção por H. pylori foi 

feito através de lâminas de parafina, e a catepsina S foi detectada na mucosa gástrica 

por imunohistoquímica.  
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3.6 PROCEDIMENTOS 

 

3.6.1 Procedimentos técnicos 

As amostras dos blocos representativos do câncer gástrico selecionadas para 

este estudo foram resgatadas do arquivo do Departamento de Anatomia Patológica 

da UFPE. Novos cortes histológicos foram obtidos e corados com hematoxilina-eosina 

(HE). Através do exame de microscopia óptica, as áreas representativas do tumor 

foram identificadas e marcadas. Foram feito então a marcação do bloco de parafina 

(bloco doador) na área escolhida, com caneta permanente. Utilizando o tissue 

microarrayer (Beecher Instrument, Silver Springe, MD, USA) foram  extraídos os 

cilindros das áreas marcadas, e os mesmos transferidos para novos blocos de 

parafina (bloco receptor). Cada caso foi representado em duplicata, com a obtenção 

de dois cilindros de 1,0 mm cada, de duas áreas distintas e representativas do tumor. 

Cortes histológicos destes blocos foram obtidos e dispostos em lâminas adequadas 

para posterior realização dos estudos com Imunohistoquímica. 

  

3.6.2 Procedimentos cirúrgicos 

As biópsias dos portadores de câncer gástrico foram obtidas através de 

ressecção cirúrgica, e as amostras dos pacientes com gastrite com e sem infecção 

por H. pylori através de biópsias obtidas por endoscopia digestiva alta. A presença da 

infecção do H. pylori foi realizada pelo teste da urease e confirmada em biópsia por 

coloração de Giemsa. O grupo de  pacientes sem infecção do H. pylori, tinham 

indicações clínicas para realização de  endoscopia digestiva alta, como sintomas 

dispépticos ou doença do refluxo gastroesofágico. 

 

3.6.3 Procedimentos imunohistoquímica  

As reações de Imunohistoquímica foram realizadas utilizando-se o 

protocolo do Laboratório de Imunohistoquímica do Centro de Diagnóstico 

Anatomopatológico – (CEDAP). A coloração imunohistoquímica (IHC) foi realizada 

para  estudar a expressão de catepsina S alterada da proteína em 42 tecidos de 

câncer gástrico humano e 50 de gastrite, utilizando o anticorpo policlonal, CTSS 

Rabbit pAb da marca Tecnology Abclonal. A interpretação das reações 

imunohistoquímicas foram realizadas em microscópio óptico comum e foram 

analisadas a marcação, de acordo com o padrão específico para cada anticorpo 
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pesquisado. Foi utilizado um sistema de escore padronizado por Xu et al.(61), 

considerando a intensidade da marcação e a quantidade de células marcadas.  

 

A intensidade de marcação foi avaliada, utilizando-se a seguinte graduação(61): 

Graduação Intensidade de marcação 

0 sem  coloração detectável 

1 coloração fraca = amarelo claro 

2 coloração moderada = amarelo marrom 

3 coloração forte = marrom 

 

A porcentagem de células tumorais coradas foi pontuado da seguinte forma(61): 

Pontuação Porcentagem de células tumorais 

0 nenhuma célula  tumoral positiva 

1 1-25% de células tumorais positivas 

2 26-50% células tumorais positivas 

3 51-75% de células tumorais positivas 

4 > 75% de células tumorais positivas 

 

A pontuação de coloração foi calculada como o produto da proporção de células 

tumorais positivas e a pontuação de intensidade de coloração. A expressão nível de 

catepsina S foi definido como segue(61):   

Expressão nível de catepsina S Pontuação da coloração 

- pontuação 0, negativo 

+ pontuação 1-4, fracamente positivo 

++ pontuação 5-8, positiva 

+++ pontuação 9-12, fortemente positivo 

 
O valor de corte ideal foi estimado da seguinte forma: uma pontuação de índice 

de coloração ≥ 4 foi usado para definir tumores com alta expressão de catepsina S,  

< 4 indicando  baixa expressão de catepsina S, e 0, ausência de expressão(61). 
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 Técnica de Imunohistoquímica 

 Desparafinização e hidratação dos cortes histológicos: 3 banhos em Xilol (5 minutos cada), 4 

banhos de álcool, lavagem por 5 minutos em água corrente 

 Recuperação antigênica na Pascal (câmara de pressão) em solução de citrato pH 6,0 à 125º 

C (30 segundos após atingir 125ºC e pressão entre 20 e 25 psi). Lavagem em água corrente 

por 5 m 

 Bloqueio da peroxidase endógena: 3 banhos de 5 minutos cada com Peróxido de 

Hidrogênio10 volumes 

 Lavagem em PBS 

 Bloqueio de proteínas: 20 minutos com Bloqueador de Proteínas (DAKO) 

 Incubação dos anticorpos primários, anti catepsina S, por 2 horas à temperatura ambiente 

em câmara úmida 

 Lavagem em PBS 

 Incubação com anticorpo secundário (Advance HRP Link - DAKO) por 30 minutos (Ta) 

 Lavagem em PBS 

 Incubação com polímero (Advance HRP enzyme - DAKO) por 30 minutos (Ta); 

 Lavagem em PBS 

 Revelação da reação com cromógeno diaminobenzidina (DAB) 5 minutos (Kit Liquid DAB+ 

Substrate Chromogen System; DakoCytomation, Carpinteria, California) 

 Lavagem em água corrente 

 Contra coloração com Hematoxilina de Harris por 2 minutos; 15- Lavagem em água corrente 

por 5 minutos 

 Desidratação em álcool, Xilol, montagem em meio permanente 

 

  

Todas as análises foram  realizadas no Laboratório de Imunohistoquímica do 

Centro de Diagnóstico Anatomopatológico – (CEDAP),  por um único patologista com 

experiência em tumores (Dr. Alexandre Rolim), e as lâminas foram  revisadas para 

confirmação do diagnóstico anatomopatológico. 
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3.7 PROCEDIMENTOS DE COLETA DE DADOS 

 

A coleta de dados para os pacientes portadores de câncer gástrico foi feita 

através de pesquisa com prontuários no Serviço de Arquivo Médico Estatística 

(SAME) do Hospital das Clínicas da Universidade Federal de Pernambuco, e os dados 

foram coletados através do preenchimento do questionário específico desenvolvido 

para este estudo (APÊNDICES B e C).  

 

3.8 PROCEDIMENTOS ANALÍTICOS 

   

Para as análises estatística foram utilizados os Softwares STATA/SE 12.0 e o 

Excel 2010; Valores médios e desvios padrão foram calculados para descrever a 

população de dados. Todos os testes foram aplicados com 95% de confiança, e um 

valor p <0,05 foi considerado significativo em todos os testes. Os resultados estão 

apresentados em forma de tabela com suas respectivas frequências absoluta e 

relativa; a existência de associação foi verificada usando o teste Qui-Quadrado e o 

teste Exato de Fisher para as variáveis categóricas. O poder estatístico desta amostra 

foi de 72,7 % baseado no Odds ratio de 3,07, de acordo com a presença ou 

ausência de catepsina S nos grupos de câncer gástrico comparados com 

lesões benignas do estômago. 

 

3.9 PROCEDIMENTOS ÉTICOS 

 

A realização da presente pesquisa obedeceu aos preceitos éticos da 

Resolução 466/12 ou 510/16 do Conselho Nacional de Saúde. Este estudo de 

pesquisa foi aprovado pelo Comitê de Ética e Pesquisa do Hospital das Clínicas da 

Universidade Federal de Pernambuco CAAE: 38000620.9.000.8807, parecer no 

4.491.158, uma vez que envolve seres humanos (ANEXO A).  

Os pesquisadores assumiram também o compromisso ético com a publicação 

dos resultados deste estudo em artigos nacionais ou internacionais,  e que poderam 

ser apresentado em congressos ou fóruns científicos.  
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4 RESULTADOS  

  

4.1 COMPOSIÇÃO DA AMOSTRA   

  

 Foram selecionados  92 pacientes, dos quais 50 pacientes apresentavam 

doenças benignas do estômago, no qual foi obtido biópsias através de Endoscopia 

digestiva alta, e 42 pacientes portadores de câncer gástrico submetidos à 

gastrectomia no período de janeiro de 2018 a dezembro de  2020, sendo a pesquisa 

realizada pelo Departamento de Cirurgia abdominal da Universidade Federal de 

Pernambuco.  

Noventa e dois pacientes foram estudados, dos quais 50 pacientes 

apresentavam gastrite e 42 pacientes apresentavam câncer gástrico. Nos pacientes 

portadores de  gastrite, a idade variou de 18 a 78  anos, com mediana de 39,5 anos 

de idade. Dentre eles, 35 pacientes (70%) tinham menos que 50 anos, sendo 17 

pacientes (34%) do sexo masculino e 33 pacientes (66%) do sexo feminino. Nos 

pacientes portadores de CG, a idade variou de 37 a 85 anos, com mediana de 62,5 

anos. Dentre eles, 34 pacientes (81%) tinham mais  que 50 anos, sendo 21 pacientes 

(50%) do sexo masculino e 21 pacientes (50%) do feminino.  

  

4.2 CARACTERÍSTICAS CLÍNICO-PATOLÓGICAS DOS PACIENTES DE CG   

  

Foram analisadas as informações referentes a topografia da lesão, tipo de 

cirurgia, estadiamento TNM, tipo histológico, embolização vascular linfática, recidiva 

e estado atual dos pacientes.  

Em relação a topografia do tumor, 23 pacientes apresentavam tumores nos 

antro  (54,8%) e 19, no corpo gástrico (45,2%). A gastrectomia subtotal foi realizada 

em 20 pacientes (47,6%), e a gastrectomia total, em 22 pacientes (52,4%). Quanto ao 

estadiamento patológico, 10 pacientes foram classificados como estádio I A (23,8%), 

10 como estádio IB  (23,8%), 19 como estádio IIIB  (45,3%), e 3 pacientes como 

estádio IIIC  (7,1%). Em relação ao grau histológico, 18 tumores foram classificados 

como intestinal (42,9%), 18 como difuso (42,9%), e 6 como tumores mistos (14,2%). 

Detectou-se embolização vascular linfática de células neoplásicas em 23 casos 

(54,8,7%), estando ausente em 19 casos  (45,2%). Ocorreram recidiva em 23,8% dos 
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casos. A situação desses pacientes no final do estudo foi:  vivo sem doença (71.4%), 

vivo com doença (7,1%), óbito por outras causas (4,8%), óbito por câncer (16,7%).  A 

Tabela 1 mostra as frequências das variáveis clínicas, estadiamento, terapêuticas e 

seguimento, entre os 40 pacientes com CG deste estudo.  
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Tabela 1 – Características clínicas e patológicas dos portadores de CG do estudo. 

 

 Grupo câncer gástrico 

Variáveis n % 

Topografia   

Antro  23 54,8 

Corpo  19 45,2 

Tipo de cirurgia   

Gastrectomia subtotal 20 47,6 

Gastrectomia total 22 52,4 

Estágio patológico   

IA 10 23,8 

IB 10 23,8 

IIIB 19 45,3 

IIIC 03 7,1 

Tumor primário   

T1 10 23,8 

T2 10 23,8 

T3 19 45,3 

T4 03 7,1 

Linfonodos   

N0 20 47,6 

N3 22 52,4 

Tipo histológico   

Intestinal 18 42,9 

Difuso 18 42,9 

Misto 06 14,2 

Grau histológico                                                                 

Bem diferenciado 03 7,1 

Moderadamente 08 19,0 

Pouco diferenciado 31 73,9 

Invasão angiolinfática   

Positivo 23 54,8 

Negativo 19 45,2 

Recidiva   

Sem recidiva 32 76,2 

Com recidiva 10 23,8 

Status atual   

Vivo sem doença 30 71,4 

Vivo com doença 03 7,1 

Óbito sem câncer 02 4,8 

Óbito com câncer 07 16,7 

Óbito    

Sim  09 21,4 

Não  33 48,6 

Fonte: autor 
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4.3 INTERPRETAÇÃO DA EXPRESSÃO DE CATEPSINA S EM LESÕES 

      GÁSTRICAS BENIGNAS E NO CÂNCER GÁSTRICO  

  

 As figuras abaixo mostram reações de imuno-histoquímicas com 

expressão  positiva e negativa de catepsinas S em gastrite e em câncer gástrico.   

 

Fig. 2 – Fotomicrografia de gastrite com reação de Imunohistoquímica com expressão 

negativa para catepsina S (aumento de 200X e 400X). 

  

     
Fonte: autor 

 

  
Fig. 3 –  Fotomicrografias de gastrite com reação de Imunohistoquímica com expressão positiva  para 

catepsina S, localizada principalmente no citoplasma das células  (aumento de 200X e 400X). 

 

     
Fonte: autor 
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Fig. 4 – Fotomicrografias de câncer gástrico com reação de Imunohistoquímica com expressão 

negativa para catepsina S (aumento de 200X e 400 X). 

 

     
Fonte: autor 

  
Fig. 5 – Fotomicrografia de câncer gástrico com reação de Imunohistoquímica com expressão 

positiva  para catepsina S, localizada principalmente no citoplasma das células  

(aumento de 200X e 400 X). 

  

     
Fonte: autor 
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4.4 RESULTADOS DA EXPRESSÃO DE CATEPSINA S EM PACIENTES COM  

       GASTRITE E CÂNCER GÁSTRICO  
 

Foram realizadas análises de reação imunohistoquímica em 92 pacientes, do 

qual 50 pacientes apresentavam gastrite, e 42 pacientes com câncer gástrico. Quando 

comparamos pacientes com câncer gástrico e gastrite, podemos ver na tabela 2 do 

nosso trabalho, que a maioria dos pacientes com câncer de estômago tinha mais de 

50 anos de idade, e a maioria dos pacientes de gastrite tinha idade menos que 50 

anos (p < 0,001).  Em relação à infecção por H. pylori, a maioria dos pacientes com 

câncer gástrico eram H. pylori negativo, enquanto os pacientes com gastrite 

apresentavam frequências semelhantes entre negativos e positivos para infecção por 

H. pylori (p 0,004). 

Quando comparamos a porcentagem  da expressão de catepsinas S 

entre  câncer gástrico e gastrite, podemos observar que nas gastrite 38% não 

expressam catepsinas S, e 46% apresentam baixa expressão entre 1-25%, e apenas 

uma menor parte dos pacientes,16% dos casos, que apresentam expressão maior 

que 25%. Contudo, podemos observar que nos pacientes com câncer, 19% 

apresentam expressão entre 25-50%, 14,3 % entre 51-75%, e 26,2% apresentam 

expressão maior que 75%, e apenas uma minoria dos pacientes, 16,7% dos casos, 

não expressam a catepsinas S,  com resultados estatisticamente significativos (p < 

0,001), através destes resultados podemos observar ausência de expressão ou baixa 

expressão de catepsina S em lesões benigas e alta expressão em câncer gástrico. 

Quando comparamos a pontuação da expressão de catepsinas S entre  câncer 

gástrico e gastrite, podemos observar que nas gastrite, 38% apresentam expressão 

negativa e 48% expressão francamente positiva, enquanto apenas uma minoria dos 

casos 14% apresentam expressão positiva ou fortemente positiva. Contudo, nos 

pacientes com câncer, 33,3 % apresentam expressão fracamente positivo, 21,4% 

expressão positivo e 28,6% fortemente positivo, e apenas uma minoria de pacientes 

16,7% apresentam expressão negativa de catepsinas S, onde podemos observar, 

notavelmente, uma diferença de expressão de catepsinas S em gastrite e no câncer, 

onde o grupo câncer apresenta maior expressão de catepsinas S com resultados 

estatisticamente significativos (p 0,002). 

No que se refere ao tipo de expressão, podemos observar que, nos pacientes 

com câncer,  50% dos casos apresentam alta expressão de catepsina S, e 16% , 
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ausência de expressão,  enquanto nos pacientes portadores de lesão benigna, 

apenas 14% apresentam alta expressão, 48% apresentam baixa expressão e 38%, 

ausência de expressão, com resultados estatisticamente significativos (p 0,001), onde 

podemos concluir que existe diferença de expressão entre o grupo de lesão benigna 

e câncer, no qual o grupo câncer apresenta maior positividade e maior expressão de 

catepsina S.  

A associação da expressão da catepsina S e características clínico-patológicas 

entre pacientes com gastrite e câncer gástrico está resumida na tabela 2.  
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Tabela 2 – Características clínicas e de expressão da catepsina S dos  

pacientes envolvidos no estudo 

 

 Grupos  

 Câncer gástrico Gastrite  

Variáveis n % n % p-valor* 

Idade      

Abaixo de 50 anos 8 19,0 35 70,0 
<0,001 

Acima de 50 anos 34 81,0 15 30,0 

Sexo       

Masculino 21 50,0 17 34,0 
0,121 

Feminino 21 50,0 33 66,0 

H. pylori com Giemsa      

Positivo  8 19,0 24 48,0 
0,004 

Negativo  34 81,0 26 52,0 

Intensidade de marcação de Catepsina S      

Sem coloração detectável 7 16,7 19 38,0 

0,065 
Coloração fraca=amarelo claro 9 21,4 13 26,0 

Colocração moderada=amarelo marrom 9 21,4 5 10,0 

Coloração forte=marrom 17 40,5 13 26,0 

Porcentagem de expressão de Catepsina S      

Sem células positivas 07 16,7 19 38,0 

<0,001 

1-25% 10 23,8 23 46,0 

25-50% 08 19,0 04 8,0 

51-75% 06 14,3 02 4,0 

>75% 11 26,2 02 4,0 

Pontuação de coloração de Catepsina S      

Negativo (0) 7 16,7 19 38.0 

0,002 
Fragamente positiva (1-4) 14 33,3 24 48,0 

Positivo (5-8) 09 21,4 03 6,0 

Fortemente positivo (9-12) 12 28,6 04 8,0 

Coloração de Catepsina S      

Positivo  35 83,3 31 62,0 
0,024 

Negativo  07 16,7 19 38,0 

Tipo de expressão      

Ausência – 0 7 16,7 19 38,0 

0,001 Baixa < 4 14 33,3 24 48,0 

Alta ≥ 4 21 50,0 07 14,0 

 (*) Qui-Quadrado (**)                                                                                                                                                   Fonte: autor 
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 Observe-se, na tabela 2, que houve diferença estatisticamente significativa na 

variáveis “idade”, “H. pylori com Giemsa”, “porcentagem de expressão de catepsina S”, 

“pontuação de coloração de catepsina S” e “tipo de expressão” em relação aos grupos 

analisados. 

 

4.5 CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS  DOS PACIENTES COM LESOES GÁSTRICAS 

     BENIGNAS E CORRELAÇÃO DA EXPRESSÃO DE CATEPSINA S 

 

Foram analisadas a expressão de catepsina S em gastrite e correlacionadas 

com características clínicas patológicas. Quando comparamos a positivada  da 

expressão de catepsinas S em gastrite, podemos observar que existiu uma 

associação entre pacientes com H. pylori positivo e expressão positiva de catepsina 

S, e associação do grupo de H. pylori negativo e expressão negativa de catepsinas S, 

com  com resultados estatisticamente significativos (p <0,001), e podemos concluir 

que a infecção de H. pylori aumenta a expressão de catepsina S.  

 

Tabela 3 – Correlação da expressão de catepsina S em gastrite 

 Pontuação de coloração de Catepsina S  

 Positivo Negativo   

Variáveis n % n % p-valor* 

Idade      

Abaixo de 50 anos 22 62,9 13 37,1 
0,849 

Acima de 50 anos 09 60,0 06 40,0 

Sexo      

Masculino  11 64,7 06 35,3 
0,777 

Feminino 20 60,6 13 39,4 

H. pylori urease      

Positivo 21 87,5 03 12,5 
<0,001 

Negativo 10 38,5 16 61,5 

H. pylori com Giemsa      

Positivo 21 87,5 03 12,5 
<0,001 

Negativo 10 38,5 16 61,5 

 (*) Teste Qui-Quadrado                                                                                                                                               Fonte: autor 
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Na tabela 3 houve associação estatisticamente significante nas variáveis 

“urease” e “H. pylori” em relação a “Pontuação de coloração de catepsina S”. 

 

4.6 CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS  DOS PACIENTES COM CANCER GÁSTRICO 

      E CORRELAÇÃO DA EXPRESSÃO DE CATEPSINA S 

 

Foram analisadas a expressão de catepsina S em  câncer e correlacionadas 

com características clínicas patológicas, mas  não houve associação estatisticamente 

significante  como pode ser visto na tabela 4.  Contudo,  esse não não era o objetivo 

principal deste estudo, e o tamanho da amostra dos pacientes com câncer era 

pequena, apenas 40 pacientes, sendo necessários novos estudos com amostragem 

maior, porém o estudo atual serve como base para futuros trabalhos neste tema.  
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Tabela 4 – Correlação da  expressão de catepsina S por câncer gástrico 

 Pontuação de coloração de Catepsina S  

 Positivo Negativo   
Variáveis n % n % p-valor* 

Idade      
Abaixo de 50 anos 7 87,5 01 12,5 

1,000 
Acima de 50 anos 28 82,4 06 17,6 

Sexo      
Masculino  17 81,0 04 19,0 

1,000 
Feminino 18 85,7 03 14,3 

H. pylori com Giemsa      
Positivo 27 79,4 7 20,6 

0,312 
Negativo 08 100,0 0 0,0 

Topografia      
Antro 18 78,3 05 21,7 

0,428 
Corpo 17 89,5 02 10,5 

Tipo de cirurgia      
Gastrectomia subtotal 15 75,0 05 25,0 

0,229 
Gastrectomia total 20 90,9 02 9,1 

Estágio patológico      
IA 08 80,0 02 20,0 

0,490 
IB 07 70,0 03 30,0 
IIIB 17 89,5 02 10,5 
IIIC 03 100,0 0,0 0,0 

Tumor primário      
T1 08 80,0 02 20,0 

0,490 
T2 07 70,0 03 30,0 
T3 17 89,5 02 10,5 
T4 03 100,0 0,0 0,0 

Linfonodos      
N0 15 75,0 05 25,0 

0,229 
N3 20 90,0 02 9,1 

Tipo histológico      
Intestinal  14 77,8 04 22,2 

0,852 Difuso  16 88,9 02 11,1 
Misto  05 83,3 01 16,7 

Grau histológico      
Bem diferenciado 03 100,0 0 0,0 

0,177 Moderadamente 05 62,5 03 37,5 
Pouco diferenciado 27 87,1 04 12,9 

Invasão angiolinfática      
Positivo 20 87,0 03 13,0 

0,682 
Negativo 15 78,9 04 21,1 

Recidiva      
Sem ricidiva 26 81,3 06 18,8 

1,000 
Recidiva 09 90,0 01 10,0 

Status atual      
Vivo sem doença 24 80,0 06 20,0 

0,475 Vivo com doença 02 66,7 01 33,3 
Óbito sem câncer 02 100,0 0 0,0 
Óbito com câncer 07 100,0 0 0,0  

Óbito      
Sim  09 100,0 0 0,0 

0,314 
Não  26 78,8 07 21,2 

(*) Teste Exato de Fisher                                                                                                                         Fonte: autor 

 

 Não houve associação estatisticamente significante na tabela 4. 
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5 DISCUSSÃO 

 

Apesar da incidência do câncer gástrico ter diminuído nas últimas décadas, 

continua a ser o quarto câncer mais comum e a segunda maior causa de câncer 

associado à mortalidade em todo o mundo com uma estimativa de 1.033.701 

novos casos e 782.685 mortes ocorridas em 2018(2,3). 

Nos últimos anos, foram relatados vários biomarcadores prognósticos e 

terapêuticos para câncer gástrico, no entanto, a maioria desses biomarcadores não 

são usados rotineiramente na prática clínica porque eles não podem prever o 

resultado clínico ou eficácia terapêutica com precisão e eficácia. Dessa forma, novos 

biomarcadores tumorais são, portanto, necessários para melhorar a 

detecção precoce, o diagnóstico e o prognóstico do câncer gástrico(61).  

A expressão e a atividade das catepsinas são geralmente reguladas 

positivamente na inflamação crônica e nos cânceres. Consequentemente, eles são 

superexpressos em tumores, principalmente para Cat S e Cat B, incluindo no 

linfoma folicular, câncer gástrico, cólon, cérebro, mama e câncer pancreático(57,58). 

Alguns estudos têm mostrado que o aumento da expressão das catepsinas é 

correlacionado com cânceres invasivos e metastáticos, incluindo gliomas, câncer de 

mama, tumores de pulmão melanomas, câncer de pâncreas, câncer colorretal e 

câncer de próstata(66,73-78). Comparando esses relatos com nosso estudo, podemos 

sugerir que a catepsina S apresenta papel importante na etiologia e patogenia do 

câncer gástrico e com sua correlação no mecanismo de carcinogênese pela infecção 

pelo H. pylori.  

Xu et al., estudaram a expressão de Cat B comparando tecido gástrico normal 

e tumoral, e observaram que a expressão de Cat B foi maior no carcinoma gástrico do 

que nos tecidos normais. Em seus estudos, eles observaram que a alta expressão de 

Cat B foi detectada em 49,06% dos pacientes com CG quando comparados à lesão 

benigna(61). No presente estudo, se observou resultados semelhante, onde a 

expressão de  Cat S foi maior no carcinoma gástrico do que nos tecidos normais, 

e observamos que 50% dos pacientes portadores de CG apresentavam alta 

expressão de catepsina S,  contudo  86% dos pacientes com gastrites apresentaram 

baixa e ausência de expressão de catepsina S. Eles descreveram em seu estudo 

que um alto nível de expressão da catepsina B diminuiu a expressão da lâmina 

extracelular favorecendo a invasão das células cancerosas gástricas e metástase, 
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sendo um fator de mau prognóstico. Ebert et al.(62), também, relataram a 

superexpressão de catepsina B em pacientes portadores de câncer gástrico em 

comparação a pacientes saudáveis, e associação com estágios mais avançados e 

taxa de sobrevivência reduzida da doença.  

Atwa et al., observaram, que a catepsina E também apresenta um alto nível de 

expressão no carcinoma gástrico, mais acentuado nos carcinomas pouco 

diferenciados(63). A Cat E foi expressa positivamente em 100% dos carcinomas em 

anel de sinete, podendo ser um marcador útil para esse tipo específico de CG(61). Em 

outro estudo semelhante, Konno-Shimizu et al., analisaram a expressão de catepsina 

E em câncer gástricos, e relataram uma super expressão no carcinoma de células de 

anel de sinete do estômago(64). No estudo atual não se evidenciou diferença da 

expressão de catepsina S nos diferentes tipos histológicos, contudo mais estudos com 

amostragem maior são necessários para validar esses resultados.   

Krueger et al., recentemente identificaram o aumento da expressão da 

catepsina X na mucosa gástrica infectada por H. pylori. Pacientes com gastrite por H. 

pylori apresentaram expressão de catepsina X significativamente maior (2,5 vezes) do 

que pacientes H. pylori negativos. A catepsina X também foi regulada positivamente 

no câncer gástrico (3–12 vezes) em comparação com a mucosa não neoplásica. A 

catepsina X foi predominantemente expressa por macrófagos no estroma da mucosa 

e nas glândulas da mucosa antral. As células tumorais foram coradas para catepsina 

X em 68% pacientes com carcinoma gástrico, e a coloração foi significativamente mais 

comum e mais intensa no câncer gástrico quando comparado a mucosa não 

neoplásica(65). No estudo atual, encontrou-se resultados semelhantes, pois 

observamos um aumento da expressão de catepsina S na mucosa gástrica infectada 

por H. pylori em comparação com a mucosa não infectada. Observamos também uma 

regulação positiva para câncer gástrico (três vezes) em comparação a com a mucosa 

não neoplásica. As células tumorais foram coradas para catepsina S em 83% 

pacientes com carcinoma gástrico, e observamos também a coloração 

significativamente mais comum e mais intensa no câncer gástrico quando 

comparado a mucosa não neoplásica. Embora nenhuma correlação entre a 

expressão da catepsina S e o estágio TNM tenha sido encontrada, nosso estudo 

demonstra que a catepsina S desempenha um papel não apenas na inflamação 

crônica da mucosa gástrica, mas também na tumorigênese do câncer gástrico. 
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 Liu et al., avaliaram a dosagem dos níveis séricos de Catepsina 

S, comparando seus níveis entre pacientes saudáveis, com doença gástrica benigna 

e portadores de câncer gástrico. Observaram que os valores séricos de Cat S dos 

pacientes com câncer gástrico foram significativamente maiores do que os dos 

controles de tecido gástrico não tumoral (P < 0.001). Além disso, ressaltaram 

também, que os níveis séricos de Cat S em pacientes com doenças gástricas 

benignas foram maiores do que nos pacientes saudáveis, mas menores do que os 

dos pacientes do GC(41). Adicionalmente, observou-se neste estudo uma diminuição 

significativa nos níveis séricos de Cat S após a ressecção cirúrgica do tumor, no qual 

concluiu-se que as células gástricas tumorais superexpressam Cat S e, portanto, 

contribuíram para os níveis extremamente altos de Cat S circulante em pacientes com 

CG. No presente estudo observou-se resultados semelhantes na intensidade da 

coloração Imunohistoquímica, quando comparamos os grupos de gastrite 

e câncer gástrico, no qual observamos valores significativamente maiores da 

expressão de catepsina S em portadores de CG.  O Resultado desses estudos 

sugere fortemente que a catepsina S pode ser um potencial biomarcador importante 

para o diagnóstico de GC. 

Yang et al., estudaram a expressão das catepsinas em laboratório através 

quantificação proteicas em culturas de células normais e células de câncer 

gástrico.  Os níveis de expressão das catepsina S e B encontrados foram 

significativamente diferentes entre células normais e cancerosas. Observou-se uma 

maior expressão proteica e uma regulação positiva da catepsina S e B, em contraste, 

as catepsinas L e B foram reguladas negativamente no secretoma do câncer gástrico 

neste estudo. Um experimento adicional através da coloração Imunohistoquímica foi 

realizado para estudar e validar a regulação positiva focado especificamente na 

catepsina S nas células cancerosas gástricas, um número significativo de tipos de 

câncer gástrico intestinal, difuso e misto expressou Catepsina S em níveis mais 

elevados do que os tecidos normais (p <0,01). Não foram observadas diferenças 

estatisticamente significativas na expressão de CTSS entre os subtipos de câncer 

gástrico. Os estudos de correlação da expressão de CTSS com outros parâmetros 

clínicos, como estadiamento clínico, sobrevida geral e livre de doença, também não 

produziram resultados significativos, sendo esses resultados insatisfatórios atribuídos 

ao pequeno tamanho da amostra usado neste estudo. Um tamanho de amostra maior 

seria necessário para esclarecer a associação da expressão do CTSS com os 
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parâmetros clínicos. Contudo, os dados foram suficientes para apoiar a noção de que 

o CTSS é relevante para a etiologia dos cânceres gástricos(29). Os resultados 

verificados neste trabalho, foram semelhantes encontrado pelos autores, tanto em 

termos dos níveis de expressão de catepsina S, que comparou a gastrite, quanto os 

correlacionados com o estadiamento TNM(29).  

Pesquisadores demonstraram associações da Cat S com os tamanhos de 

tumor, estádios de linfonodais e metástases à distância nos pacientes GC; 

observando-se que estágios TNM mais avançados foram associados a níveis mais 

altos de Cat S. Observaram-se também que pacientes com alta expressão de Cat S 

exibiram uma sobrevida global inferior a pacientes com baixa expressão, sendo um 

fator prognóstico importante(41,65). No presente estudo não se observou uma 

associação estatisticamente significante da expressão de catepsina S com 

os estádios T, N e M. Contudo, esse não foi o objetivo principal e o tamanho da  

amostra de pacientes com câncer gástrico foi pequena, apenas 40 pacientes, não 

sendo possível avaliar de forma adequada essas variáveis.  

Os resultados do presente estudo demonstraram claramente que o câncer 

gástrico exibiu maior expressão de catepsina S em comparação com tecidos gástricos 

não cancerosos. Portanto, consideramos que a catepsina S é um importante marcador 

molecular de carcinoma gástrico e pode ajudar tanto no diagnóstico, como em novas 

modalidades de tratamento. No entanto, no momento, os papéis precisos do CTS S 

em cânceres humanos ainda são desconhecidos, por existirem ainda poucos 

trabalhos na literatura correlacionando a expressão de catepsina S e câncer gástrico. 

Para entender as vias de sinalização precisas do catepsina S no carcinoma gástrico 

ainda necessitamos de mais estudos.  

Neste estudo, constatou-se maior ausência da expressão de catepsina S na 

mucosa gástrica não infectada por H. pylori, e um aumento moderado da expressão 

nos casos de gastrite associados à infecção por H. pylori que apontam para uma 

função distinta desta bactéria no mecanismo de ação desta cisteína na mucosa 

gástrica cronicamente inflamada. Foi observado, também, que a maioria dos 

portadores de câncer gástrico não apresentam infecção por H. pylori, mesmo assim, 

apresenta uma alta expressão da catepsina S no câncer gástrico em comparação com 

o tecido não neoplásico. No qual pode-se concluir que a infecção por H. pylori e o 

câncer gástrico são fatores independentes que estão associados com aumento da 

expressão de catepsinas S. As limitações deste estudo incluíram seu desenho 
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transversal e observacional, período curto de seguimento e o número de paciente com 

câncer foi pequeno para avaliação da correlação da expressão da catepsina S com 

as variáveis clínicas do câncer, além de o estudo não ter tido financiamento.  

Estes resultados reforçam a discussão a cerca do papel da CTTS na evolução 

do câncer gástrico, contudo, mais estudos ainda se fazem necessário objetivando de 

fato, a relação dessa enzima no processo na carcinogênese do adenocarcinoma 

gástrico e o real entendimento com a infecção pelo H. pylori. 
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6 CONCLUSÃO 

 

Com nível de significância de 95%, concluí-se que: 

 A expressão da catepsina S foi significativamente maior no câncer gástrico, 

quando comparados com o grupo de gastrite;  

 Houve um aumento moderado da expressão da catepsinas S nos casos de 

gastrite associados à infecção por H. pylori quando comparados à gastrites 

sem infecção; 

 Não houve correlação estatisticamente significativa entre a expressão da 

catepsina S com as variáveis clínico-patológicas do câncer gástrico.    
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Mini-abstract (30): 

Introdução 

As catepsinas são enzimas que compreendem uma família de 15 proteases lisossomais, 

amplamente distribuídas nos espaços intracelulares e extracelulares, entre as quais 5 foram 

repetidamente implicadas na progressão de cânceres sólidos (catepsinas B, H, K, L e S) [1,2]. 

As catepsinas participam de uma ampla gama de atividades do organismo com base em 

seu efeito de hidrólise. Em cânceres digestivos, a expressão das catepsinas é regulada 

positivamente por fatores promotores de tumor, como C-myc, K-ras, AGR2, MAPK, p38 e as 

vias de sinalização Hedgehog (Hh). As catepsinas ativadas hidrolisam fatores de crescimento, 

como EGF, VEGF e TGFβ, promovendo a proliferação de células cancerosas e parecem 

desempenhar um papel, ainda incerto, na regulação da apoptose [3,4]. Além disso, análises da 

expressão das catepsinas em microambientes tumorais têm suscitado a discussão acerca do 

papel dessas moléculas na resposta à terapia anti-câncer e no fenômeno de resistência 

terapêutica [5]. 

Recentemente, estudos tem apontado para uma suposta relação entre o câncer gástrico e 

a expressão de catepsinas, especificamente a catepsina S (CTTS), com dados ainda incipientes 

sugerindo um potencial terapêutico, prognóstico e diagnóstico desta enzima na evolução da 

doença [6]. Estudos in vitro mostraram que expressões aumentadas de CTTS estão relacionadas 

com maior invasão tumoral e metástases, e que a sua inibição é capaz de impedir a invasão e a 

migração de células tumorais no câncer gástrico [1, 2]. Paralelamente a isso, pesquisadores 

também evidenciaram que a expressão sérica da CTTS pode servir como um grande aliado no 

diagnóstico precoce do câncer gástrico, apresentando, inclusive, uma sensibilidade superior aos 

marcadores tumorais habituais, como CEA, CA 19.9 e CA 72.4 [2]. 
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O presente estudou objetivou avaliar a expressão da CTTS em amostras de tecido gástrico 

de pacientes com adenocarcinoma gástrico e comparar com a expressão em amostras de tecido 

gástrico de pacientes sem câncer, com gastrite apenas. Além disso, buscou-se avaliar o impacto 

da infecção por H. pylori na expressão da CTTS nas amostras de tecido gástrico sem câncer.     

Métodos 

Desenho do estudo 

Estudo transversal realizado no Hospital das Clínicas da Universidade Federal de 

Pernambuco, Recife, Brasil, que buscou avaliar a expressão de CTTS em amostras de tecido 

gástrico de pacientes com diagnóstico de adenocarcinoma gástrico (n=42) e de pacientes com 

diagnóstico de gastrite apenas (n=50). O grupo de pacientes com gastrite foi subdividido em 

outros 2 subgrupos: com pesquisa positiva para H. pylori (n=25) e com pesquisa negativa para 

H. pylori (n=25). O desfecho primário foi comparar a expressão da CTTS avaliada através de 

imunohistoquímica em amostras de tecido gástrico de pacientes com adenocarcinoma e de 

pacientes com gastrite (com e sem H. pylori). This research protocol was approved by the Ethics 

Committee of our institution under the protocol CAAE 38000620.9.0000.8807. 

Seleção de pacientes 

Foram incluídos os pacientes submetidos ao tratamento cirúrgico do adenocarcinoma 

gástrico com intenção curativa em nosso centro no período de 2017 a 2019. Pacientes com 

estadiamento IV e aqueles submetidos à quimioterapia neoadjuvante foram excluídos da 

análise. Após cada procedimento cirúrgico para tratamento de adenocarcinoma gástrico, foi 

selecionado sempre o primeiro paciente a apresentar um resultado histopatológico 

confirmatório para gastrite no setor de Patologia de nossa instituição, objetivando formar o 

grupo controle com o menor risco possível de viés de seleção. Neste grupo, foram incluídos os 

pacientes submetidos à esofagogastroduodenoscopia (EGD) com biopsia das lesões 

confirmando tratar-se de gastrite. A pesquisa de H. pylori foi realizada em todos os pacientes 



 
Análise da expressão de Catepsina S nos tumores gástricos e sua correlação com infecção por Heicobacter pylori –  

Costa AC 

 

59 

através do teste da Urease e confirmada pelo histopatológico com a coloração Giemsa. 

Pacientes previamente submetidos à gastroplastia e aqueles com relato de tratamento prévio 

para H. pylori foram excluídos da análise. 

Imunohistoquímica 

A coloração imunohistoquímica (IHC) foi realizada para estudar a expressão de CTTS 

em 42 amostras de tecido de câncer gástrico humano e em 50 amostras de tecido gástrico com 

gastrite. Cortes em série foram cortados a 3 μm para imunohistoquímica e colocados em 

lâminas de vidro Superfrost Plus. A imunocoloração foi realizada com um anticorpo policlonal 

de coelho dirigido contra a catepsina X com diluição de 1:120 (CTSS distribuído pela ABclonal, 

Massachusetts, Estados Unidos) A interpretação das reações imunohistoquímicas foram 

realizadas em microscópio óptico comum e foram analisadas de acordo com o padrão específico 

para cada anticorpo pesquisado. A intensidade de marcação foi avaliada, utilizando-se a 

seguinte graduação: 

Graduação Marcação 

0 sem coloração detectável 

1 coloração fraca = amarelo claro 

2 coloração moderada = amarelo marrom 

3 coloração forte = marrom 
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A porcentagem de células tumorais coradas foi graduada da seguinte forma: 

Graduação Intensidade 

0 nenhuma célula tumoral positiva 

1 1-25% de células tumorais positivas 

2 26-50% células tumorais positivas 

3 51-75% de células tumorais positivas 

4 > 75% de células tumorais positivas 

 

A pontuação referente ao índice de coloração foi calculada como o produto da 

porcentagem de células tumorais positivas com o grau de intensidade da marcação. A expressão 

da CTTS foi definida de acordo com o índice de coloração:   

 

Expressão  Coloração 

- pontuação 0: negativo 

+ pontuação 1-4: fracamente positivo 

++ pontuação 5-8: positiva 

+++ pontuação 9-12: fortemente positivo 

 

Para fins de análise, a intensidade de expressão da CTTS foi avaliada de forma categórica: 

expressão alta ou expressão baixa. Expressão alta foi definida como uma pontuação no índice 

de coloração > 4, enquanto que a expressão baixa foi definida como uma pontuação ≤ 4. Um 

índice = 0 corresponde à expressão ausente. 

Análise estatística 

Para as análises estatística foram utilizados os Softwares STATA/SE 12.0 e o Excel 2010; 

Valores médios e desvios padrão foram calculados para descrever a população de dados. Todos 

os testes foram aplicados com 95% de confiança, e um valor p <0,05 foi considerado 
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significativo em todos os testes. Os resultados estão apresentados em forma de tabela com suas 

respectivas frequências absoluta e relativa; a existência de associação foi verificada usando o 

teste Qui-Quadrado e o teste Exato de Fisher para as variáveis categóricas. O poder estatístico 

desta amostra foi de 72,7% de acordo com a presença ou ausência de CTTS nos grupos de 

câncer gástrico comparados com lesões benignas do estômago. 

 

Resultados 

Noventa e dois pacientes foram estudados, dos quais 50 pacientes apresentavam gastrite 

e 42 pacientes apresentavam adenocarcinoma gástrico. Nos pacientes portadores de gastrite, a 

idade variou de 18 a 78  anos. Dentre eles, 35 pacientes (70%) tinham menos que 50 anos, 17 

(34%) eram do sexo masculino e 33 (66%) do sexo feminino. Nos pacientes portadores de CG, 

a idade variou de 37 a 85 anos. Dentre eles, 34 pacientes (81%) tinham mais que 50 anos, 21 

(50%) eram do sexo masculino e 21 (50%) do sexo feminino. 

Em relação à topografia do tumor, 23 pacientes apresentavam tumores no antro  (54,8%) 

e 19 no corpo gástrico (45,2%). Gastrectomia subtotal foi realizada em 20 pacientes (47,6%), e 

gastrectomia total em 22 pacientes (52,4%). Quanto ao estadiamento patológico, 10 pacientes 

foram classificados como estádio IA (23,8%), 10 como estádio IB (23,8%), 19 como estádio 

IIIB (45,3%), e 3 pacientes como estádio IIIC (7,1%). Em relação tipo histológico, 18 foram 

classificados como intestinal (42,9%), 18 como difuso (42,9%), e 6 como tumores mistos 

(14,2%). Detectou-se embolização vascular linfática de células neoplásicas em 23 casos 

(54,8,7%), estando ausente em 19 casos (45,2%). Ocorreram recidiva em 23,8% dos casos. A 

situação desses pacientes no final do estudo foi:  vivo sem doença (71.4%), vivo com doença 

(7,1%), óbito por outras causas (4,8%), óbito por câncer (16,7%).  A Tabela 1 mostra as 

frequências das variáveis clínicas, estadiamento, terapêutica e seguimento, entre os 42 pacientes 

com CG deste estudo. 
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Tabela 1 Caracterização do grupo de pacientes com câncer gástrico.  

 Grupo câncer gástrico 

Variáveis n % 

Topografia   

Antro  23 54,8 

Corpo  19 45,2 

Tipo de cirurgia   

Gastrectomia subtotal 20 47,6 

Gastrectomia total 22 52,4 

Estágio patológico   

IA 10 23,8 

IB 10 23,8 

IIIB 19 45,3 

IIIC 03 7,1 

Tumor primário   

T1 10 23,8 

T2 10 23,8 

T3 19 45,3 

T4 03 7,1 

Linfonodos   

N0 20 47,6 

N3 22 52,4 

Tipo histológico   

Intestinal 18 42,9 

Difuso 18 42,9 

Misto 06 14,2 

Grau histológico                                                                 

Bem diferenciado 03 7,1 

Moderadamente 08 19,0 

Pouco diferenciado 31 73,9 

Invasão angiolinfática   

Positivo 23 54,8 

Negativo 19 45,2 
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Recidiva   

Sem recidiva 32 76,2 

Com recidiva 10 23,8 

Status atual   

Vivo sem doença 30 71,4 

Vivo com doença 03 7,1 

Óbito sem câncer 02 4,8 

Óbito com câncer 07 16,7 

 

Ao comparar a expressão de CTTS entre os dois grupos, é possível observar que nas 

amostras de gastrite, 38% não expressaram CTTS, 46% apresentam baixa expressão (1-25%), 

e apenas 16% apresentaram expressão maior que 25%. Por outro lado, entre os pacientes com 

adenocarcinoma gástrico, 19% apresentaram expressão entre 25-50%, 14,3 % entre 51-75%, e 

26,2% apresentam expressão maior que 75%, com resultados estatisticamente significativos (p 

< 0,001). As análises envolvendo a pontuação da coloração de CTTS na IHC e a intensidade de 

expressão também apresentaram significância estatística, sendo maiores no grupo de pacientes 

com adenocarcinoma gástrico (Tabela 2). 
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Table 2 Comparação entre os grupos câncer gástrico x gastrite 

 Grupos  

 Câncer gástrico Gastrite  

Variáveis n % n % p-valor* 

Idade      

Abaixo de 50 anos 8 19,0 35 70,0 
<0,001 

Acima de 50 anos 34 81,0 15 30,0 

Sexo       

Masculino 21 50,0 17 34,0 
0,121 

Feminino 21 50,0 33 66,0 

H. pylori      

Positivo  8 19,0 24 48,0 
0,004 

Negativo  34 81,0 26 52,0 

Porcentagem de expressão de 

Catepsina S 

     

Sem células positivas 07 16,7 19 38,0 

<0,001 

1-25% 10 23,8 23 46,0 

25-50% 08 19,0 04 8,0 

51-75% 06 14,3 02 4,0 

>75% 11 26,2 02 4,0 

Expressão da Catepsina S      

Negativo (0) 7 16,7 19 38.0 

0,002 
Fragamente positiva (1-4) 14 33,3 24 48,0 

Positivo (5-8) 09 21,4 03 6,0 

Fortemente positivo (9-12) 12 28,6 04 8,0 

Intensidade de expressão      

Ausência – 0 7 16,7 19 38,0 

0,001 Baixa < 4 14 33,3 24 48,0 

Alta ≥ 4 21 50,0 07 14,0 

(*) Teste Qui-Quadrado                                                                                                                                         
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Na avaliação da expressão da CTTS no grupo de pacientes com gastrite, foi possível 

observar que a expressão da CTTS foi significativamente maior nos pacientes com pesquisa 

positiva para H. pylori, 87,5% x 38,5% (p<0,001). 

Tabela 3 Expressão da CTTS no grupo de pacientes com gastrite. 

 Expressao de Catepsina S  

 Positivo Negativo   

Variáveis n % n % p-valor* 

Idade      

Abaixo de 50 anos 22 62,9 13 37,1 

0,849 

Acima de 50 anos 09 60,0 06 40,0 

Sexo      

Masculino  11 64,7 06 35,3 

0,777 

Feminino 20 60,6 13 39,4 

H. pylori      

Positivo 21 87,5 03 12,5 

<0,001 

Negativo 10 38,5 16 61,5 

 (*) Teste Qui-Quadrado          

 

Na avaliação da expressão de CTTS no grupo de pacientes com adenocarcinoma gástrico, 

não foi possível observar nenhuma associação estatisticamente significante entre a positividade 

da expressão e as variáveis clínico-patológicos estudadas. 

Discussion 

As catepsinas que já demonstraram aumento de expressão na vigência de câncer gástrico 

foram a B, E, K, L, S, X e Z. Até o momento, existem apenas poucos estudos que buscaram 

avaliar a relação da CTTS com o câncer gástrico [1, 2, 7]. Essa enzima parece ter um papel 
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importante no processo de invasão tumoral através da degradação da matriz extracelular, 

modulação da resposta imune e regulação de diversas vias de sinalização celular, incluindo a 

ativação de receptores tirosino-quinase, especialmente o c-Met, metaloproteinases da matriz, 

IL-11, CXCL16, Integrina alpha-6-beta-4 [1, 4, 8]. Ainda, especificamente para o 

adenocarcinoma gástrico, a CTTS parece ter um efeito ativador sobre as cancer cell lines MKN7 

e MKN45 [1]. 

Liu et al., avaliaram a dosagem sérica da CTTS em pacientes portadores de câncer 

gástrico comparando os resultados com pacientes saudáveis e com lesões gástricas benignas 

[2]. Observaram que os valores séricos de CTTS dos pacientes com câncer gástrico foram 

significativamente maiores do que os dos controles de tecido gástrico não tumoral (P < 0.001). 

Ainda neste estudo, os autores investigaram o poder diagnóstico da CTTS em sua amostra com 

496 pacientes, encontrando valores de sensibilidade e especificidade de 60,7% e 90%, 

respectivamente. Adicionalmente, observou-se, neste estudo, uma diminuição significativa nos 

níveis séricos de CTTS após a ressecção cirúrgica do tumor, sugerindo uma íntima relação desta 

enzima com o microambiente tumoral. No nosso estudo, encontramos resultados similares, com 

a expressão de CTTS sendo significativamente maior no grupo de pacientes com 

adenocarcinoma gástrico em relação aos controles. Os resultados desses estudos sugerem que 

a CTTS pode ser um potencial biomarcador para o diagnóstico de câncer gástrico. 

Yang et al. estudaram a expressão das catepsinas em laboratório através quantificação 

proteicas em culturas de células normais e células de câncer gástrico.  Os níveis de expressão 

das catepsina S e B encontrados foram significativamente diferentes entre células normais e 

cancerosas [1]. Observou-se uma maior expressão proteica e uma regulação positiva da 

catepsina S e B, em contraste, as catepsinas L e B foram reguladas negativamente no secretoma 

do câncer gástrico neste estudo. Um experimento adicional através da coloração 

Imunohistoquímica foi realizado para estudar e validar a regulação positiva focado 
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especificamente na catepsina S nas células cancerosas gástricas, um número significativo de 

tipos de câncer gástrico intestinal, difuso e misto expressou catepsina S em níveis mais elevados 

do que os tecidos normais (p <0,01). Não foram observadas diferenças estatisticamente 

significativas na expressão de CTSS entre os subtipos de câncer gástrico.  

Pesquisadores demonstraram correlação entre a CTTS e as características da doença, 

como tamanho do tumor, invasão linfonodal, metástases à distância e sobrevida global; 

observando que expressões mais elevadas de CTTS estavam relacionadas estágios TNM mais 

avançados e pior sobrevida [9]. No presente estudo não se observou associação estatisticamente 

significante entre expressão de CTTS e o estadiamento do tumor ou sobrevida. Uma possível 

explicação para essa diferença observada entre os estudos é o número de pacientes incluídos, 

que foi notadamente menor em nossa análise.  

A infecção da mucosa gástrica por H. pylori é sabidamente um importante fator de risco 

para o desenvolvimento de adenocarcinoma gástrico, contudo, os mecanismos exatos de 

ativação da carcinogênese ainda não estão totalmente elucidados [10]. Um dos possíveis 

mecanismos apontados nesse processo é a resposta pró-inflamatória orquestradas pelas células 

Th17 na mucosa gástrica infectada [11, 12]. Estudos anteriores mostraram associação entre a 

infecção por H. pylori e níveis aumentados de expressão das catepsinas D e X, contudo, nenhum 

estudo até aqui foi realizado buscando determinar o comportamento da CTTS na vigência de 

infecção por H. pylori [13, 14]. No presente estudo, avaliamos a expressão da CTTS em 

amostras de mucosa gástrica infectada por H. pylori. Foi observado que 87,5% das amostras no 

grupo gastrite com H. pylori apresentaram expressão positiva para CTTS, contrastando com 

apenas 12,5% do grupo gastrite sem H. pylori. Esses resultados reforçam a hipótese de que a 

CTTS está envolvida no processo de carcinogênese do adenocarcinoma gástrico, uma vez que 

também tem sua expressão aumentada  
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O estudo apresenta algumas limitações que merecem atenção. Primeiramente, em relação 

ao tamanho da amostra que, em consequência do caráter unicêntrico do estudo, acabou sendo 

limitado, com um poder amostral de 72,7%. Como a amostra foi não probabilística, selecionada 

por conveniência, não foi realizado o cálculo do tamanho amostral uma vez que todos os 

pacientes operados no período de estudo foram incluídos na análise. Outra limitação que vale 

ser mencionada é em relação à natureza observacional e transversal deste estudo. Uma análise 

longitudinal poderia trazer informações mais acuradas acerca da relação da expressão da CTTS 

com a sobrevida dos pacientes. Contudo, para o nosso desfecho primário, a metodologia 

aplicada se mostrou adequada.  

Em contraste às limitações acima discutidas, o presente estudo traz dados importantes 

que dão robustez e autenticidade à análise apresentada. Trata-se de um dos poucos trabalhos a 

estudar a expressão da CTTS em amostras de adenocarcinoma gástrico em seres humanos e o 

primeiro a atestar uma possível relação entre a expressão desta enzima com a infecção por H. 

pylori, um importante fator de risco para o desenvolvimento do adenocarcinoma gástrico. 

 

Conclusion 

Levando-se em consideração os resultados do presente estudo, os autores podem concluir 

que a CTTS tem sua expressão aumentada em amostras de adenocarcinoma gástrico em 

comparação com amostras de tecido não tumoral. Além disso, como achado secundário, foi 

observado que pacientes com gastrite por H. pylori também apresentaram maior expressão da 

CTTS quando comparados com pacientes com gastrite com pesquisa negativa para esta 

bactéria. Esses resultados reforçam a discussão acerca do papel da CTTS na evolução do câncer 

gástrico, contudo, mais estudos ainda se fazem necessários, objetivando definir, de fato, a 

relação desta enzima no processo de carcinogênese do adenocarcinoma gástrico.  
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APÊNDICE B – REGISTRO DE CÂNCER GÁSTRICO DOS PACIENTES DO 
ESTUDO 

 

RGH Número  

Número do AP  

Idade  

Valor da Idade (0) Abaixo de 50 anos 
(1) Acima de 50 anos 

Sexo (0) Masculino 
(2) Feminino 

Topografia (0) Antro  
(1) Corpo  

Tipo de Cirurgia (0) Gastrectomia subtotal 
(1) Gastrectomia subtotal 

Data de Cirurgia       

Estádio Patológico  (0) I A  
(1) I B 
(2) II A 
(3) II B 
(4) III A 
(5) III B  
(6)  III C  

Pesquisa de H Pylori com Giemsa  (0) Negativo 
(1) Positivo  

Tumor Primário  (0) T1  
(1) T2 
(2) T3 
(3) T4    

Linfonodos  
 

(0) N0 
(1) N1 
(2) N2 
(3) N3  

Tipo Histológico  (0) Intestinal  
(1) Difuso  
(2) Misto  
(3) Indeterminado  

 
Grau histológico  

(0)  Bem diferenciado  
(1) Moderadamente  
(2) Pouco diferenciado  

Invasão angiolinfática  (0) Positivo  
(1) Negativa   

Intensidade de marcação de Catepsina S  (0) Sem coloração detectável  
(1) Coloração fraca= amarelo claro    
(2) Coloração moderada= amarelo marrom 
(3) Coloração forte= marrom        
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Porcentagem de expressão de Catepsina S  (0) Sem células positivas  
(1) 1-25 % 
(2) 25 -50% 
(3) 51-75 % 
(4) >75%  

Pontuação de coloração (0) Negativo (0) 
(1) Fracamente positivo (1-4) 
(2) Positivo (5-8) 
(3) Fortemente positivo (9-12)  

Tipo de expressão  (0) Ausência de Expressão - 0 
(1) Baixa expressão < 4  
(2) Alta expressão  >= 4 

Status atual  (0) Vivo sem doença  
(1) Vivo com doença  
(2) Óbito sem câncer  
(3) Óbito com câncer  

Data do Óbito   

Data da última informação   
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APÊNDICE  C – REGISTRO DE BIÓPSIAS ENDOSCÓPICAS DOS  

PACIENTES DO ESTUDO 

RGH      Número  

Número do AP  

Idade  

Valor da Idade (0) Abaixo de 50 anos 
(1) Acima de 50 anos 

Sexo (0) Masculino 
(2) Feminino 

Teste da Urease  (0) Negativo 
(1) Positivo  

Pesquisa de H Pylori com Giemsa  (0) Negativo 
(1) Positivo  

Data da colheita da amostra Amostra        

Intensidade de marcação  de Catepsina   S  (0) Sem coloração detectável  
(1) Coloração fraca= amarelo claro    
(2) Coloração moderada= amarelo marrom 
(3) Coloração forte= marrom      

Porcentagem  de expressão de Catepsina S  (0) Sem células positivas  
(1) 1-25 % 
(2) 25 -50% 
(3) 51-75 % 
(4) >75%  

Pontuação de coloração de catepsina S (0) Negativo (0) 
(1) Fracamente positivo (1-4) 
(2) Positivo (5-8) 
(3) Fortemente positivo (9-12)  

Tipo de expressão  (0) Ausência de Expressão - 0 
(1) Baixa expressão < 4  
(2) Alta expressão  >= 4 
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ANEXO A – APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA EM HUMANOS 
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ANEXO B – VERSÃO DO ARTIGO DE REVISÃO PUBLICADO NA REVISTA 

MOLECULAR AND CLINICAL ONCOLOGY 
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