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RESUMO

O Cancer gastrico é o quarto cancer mais comum e a segunda causa de morte
por cancer no mundo. A catepsina S (Cat S) é uma proteina expressa em algumas
células epiteliais, que esta associada a invasao local, metastase e recorréncia do
cancer. O objetivo foi analisar e comparar a expresséao do biomarcador catepsina S
entre gastrite e cancer gastrico, através de reacdo de imunohistoquimica. 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 (estadio I) e avancado (estadio Ill). As biépsias dos pacientes de CG
foram obtidas através de resseccao cirurgica, e as amostras com gastrite através de
multiplas biépsias por endoscopia digestiva alta. As amostras foram enviadas para
estudo de coloracao imunohistoquimico para avaliar a expressao de Cat S. Quando
comparamos da expresséao de Cat S entre cancer gastrico e gastrite, observou-se que
nas gastrites, 38% apresentam expressao negativa e 48% expressdo francamente
positiva, e apenas uma minoria dos casos 14% apresentam expressao positiva. Nos
pacientes com cancer gastrico, 33,3 % apresentam expressao fracamente positivo,
21,4% expressao positiva e 28,6% fortemente positivo, e apenas uma minoria de
pacientes 16,7% apresentam expressao negativa de Cat S, onde o grupo cancer
apresenta maior expressao de Cat S com resultados estatisticamente significativos (p
0,002). A expressao de Cat S foi significativamente maior no cancer gastrico, quando
comparados com a gastrite; houve um aumento moderado da expressao da Cat S nos
casos de gastrite associados a infeccéo por H. pylori quando comparados a gastrites
sem infeccéo; ndo houve correlacdo estatisticamente significativa entre a expresséo

da Cat S com as variaveis cinico-patolégicas TNM do cancer gastrico.

Palavras-chave: cancer gastrico; catepsina S; helicobacter pylori; gastrite;
biomarcador; histoquimica.



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 |) and advanced
(stage IIl). 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 INTRODUCAO*

1.1 APRESENTACAO DO PROBLEMA

O céancer gastrico (CG) é um importante problema de saude, sendo o quarto
cancer mais comum e a segunda causa de morte por cancer 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 tém doenca
inoperavel no diagndstico ou doenca recorrente apds ressec¢cdo com intengdo
curativa, estimando-se que cerca de 782.685 pacientes morrem de cancer gastrico
anualmente®4).

A sua incidéncia apresenta grande diversidade geografica. Observa-se que
mais de 50% dos novos incidentes ocorrem em paises em desenvolvimento. As areas
com maior probabilidade de desenvolvimento de CG abrangem regides como América
Central e do Sul, Europa Oriental e Leste Asiatico (China e Japao). As regides de
baixo risco incluem Austrélia e Nova Zelandia, Sul da Asia, Norte e Leste da Africa e
América do Norte®>9. 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 ultimo levando em consideragao
apenas pacientes brancos. A cidade de Osaka no Japdo detém os melhores nimeros,
com uma taxa de sobrevida em 5 anos de 47%®.

O Helicobacter pylori (H. pylori) € o principal fator de risco para cancer de
estbmago esporadico, com quase 90% dos novos casos de cancer gastrico atribuidos
a esta bactéria, e sendo descrita como um carcinbgeno de classe | do
desenvolvimento de CG pela Organizacdo Mundial da Salde desde 19948, A
infeccdo por H. pylori afeta mais da metade da populacdo mundial, e
aproximadamente 1% das pessoas infectadas desenvolvem um adenocarcinoma
gastrico®. A maioria dos casos endémicos de CG podem estar relacionada a infeccéo
por H. pylori. De fato, o estudo Eurogast-EPIC descobriu que 93,2% dos pacientes
com CG eram positivos para infecgcdo por H. pylori, enquanto no Japao <1% dos

pacientes com CG eram negativos para infeccéo por H. pylorit10-12),

*Tese formatada conforme orientacédo da Biblioteca Central e Biblioteca Setorial do Centro de Ciéncias
da Saude da UFPE: ABNT NBR 14724:2011. Versao do manuscrito a ser publicado na Revista Gastric
Cancer, apo6s correcdes da banca examinadora (APENDICE A).
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O desenvolvimento de novas modalidades, tanto no diagndstico, como no
tratamento para paciente portadores de cancer gastrico, envolvendo o biomarcador
catepsina S (Cat S), € de grande interesse para a comunidade médica, tendo em vista
a alta incidéncia desse tipo de tumor, e ressaltando-se um papel importante da Cat S
no crescimento e na progressao de tumores, destacando essa protease como um
possivel alvo para o tratamento desse tipo de cancer, assim como em gastrite por H.
pylori por ser considerada uma etapa inicial na tumorigénese em pacientes que
desenvolvem cancer de estbmago. A correta identificacdo da mecanismos de
carcinogeneses e selecdo dos pacientes que irdo se beneficiar com esta terapia sao

um passo importante para o sucesso do tratamento.

1.2 JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

Neste cenério, um estudo incluindo um grande niamero de casos de pacientes
com gastrite com infeccdo de H. pylori e cancer géastrico, com metodologias
adequadas para a deteccdo da superexpressdo de Cat S, poderdo fornecer
importantes informagfes para a selecdo mais criteriosa desses pacientes. Existe
também, uma necessidade crescente de se identificar biomarcadores Gteis para o
diagndstico precoce do cancer gastrico, e correlacdo da carcinogénese relacionada
entre Cat S e infeccdo por H. pylori. Sendo assim, a Cat S constitui uma importante
alvo terapéutico, além, de sua utilidade no diagndstico precoce e progndstico, como
também podendo estar relacionada a carcinogénese tumoral .

Devido a literatura escassa acerca da relacdo entre Cat S e CG, faz-se
necessario o desenvolvimento de estudos futuros, com o objetivo de elucidar o real
valor da Cat S, tanto como marcador diagndstico e progndstico quanto com o um alvo
terapéutico eficaz, para, assim, darmos um grande avango nos cuidados com 0s

pacientes portadores de CG.
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1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo geral

Analisar a expressdo do biomarcador catepsina S com gastrite e céancer

gastrico, através de reacdo de imunohistoquimica.

1.3.2 Objetivos especificos

+ Correlacionar a expressdo da catepsina S nas amostras de gastrite e
cancer gastrico com infecgéo por H. pylori;
+ Correlacionar a expresséao de catepsina S com variaveis clinico-patolégicas

em amostras de tecido com cancer géstrico.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CANCER GASTRICO

O céncer géstrico é a segunda causa de mortes relacionadas ao cancer em
todo o mundo, especialmente nos paises do Leste Asiatico, como Japao e China13).,
Pesquisadores apontam que a carcinogénese gastrica humana € um processo
patoldgico lento, progressivo e multifatorial. O processo € composto de varias etapas
de gastrite superficial crénica, gastrite atrofica, metaplasia intestinal (Ml), displasia e
adenocarcinoma(¥, Os estagios mais comuns na progressdo para adenocarcinoma
gastrico sdo atrofia gastrica e metaplasia intestinal gastrica, que séo coletivamente
conhecidas como gastrite atrofica crénica. Os fatores de risco comuns de cancer
gastrico incluem infeccdo pela bactéria H. pylori, tabagismo, dietas ricas em sal,
suscetibilidade a sindrome do cancer gastrico hereditario. A identificacdo do H.
pylori como fator causal do cancer géstrico e a erradicacdo direcionada reduziram a
incidéncia de cancer gastrico em todo o mundo nos ultimos 50 anos. No entanto,
outros fatores que incluem o aumento recente de dieta ndo saudavel e obesidade
também podem ter influéncia na incidéncia de cancer gastrico*>16),

A maioria dos céanceres gastricos sdo do tipo adenocarcinomas, e as
classificagdes, mais usadas sdo os esquemas Lauren e WHOW@"18) Qs
adenocarcinomas gastricos foram subdivididos por Lauren em dois subtipos: intestinal
e difuso, e posteriormente, o tipo indeterminado foi incluido para caracterizar histologia
infrequente. Os subtipos intestinais sGo mais comum em homens e em pacientes mais
velhos, e estdo associado a gastrites do corpo que levam a atrofia e metaplasia
intestinal, displasia e posteriormente cancer. Os padrbes das metastases sdo mais
hematogénica e com disseminacédo para linfonodos e figado. O subtipo difuso
microscopicamente corresponde ao padréo de células em anel de sinete (c€lulas com
presenca de mucina intracelular em grande quantidade), e é mais frequente em
pacientes mais jovens e em mulheres, e estd mais relacionado a casos de pangastrite
sem atrofia, e apresentam padrées de metastases para linfonodos e peritdnio.
Geralmente, sdo mais agressivos, oferecendo piores taxas de sobrevida global®17),

A classificagdo da Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) emitida em 2010 &
considerada a mais detalhada entre todos os sistemas de classificacdo. Pela

classificagdo da OMS, o adenocarcinoma gastrico inclui multiplos subgrupos, como
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carcinoma tubular, mucinoso, papilar, mistos e pouco coesivos®819. Os fendtipos
histologicos ndo podem orientar as decisdes terapéuticas. No entanto, a presenca de
células em anel de sinete na histologia e / ou o fenétipo difuso (ou pouco diferenciado)
tem sido clinicamente associada com resisténcia a terapia e mau prognéstico9),

O estadiamento para o cancer gastrico pode ser realizado no pré-operatorio
através de tomografias e endoscopia, porém o estadiamento completo é determinado
pela analise anatomopatologica na peca cirargica, Conforme a classificacdo da

American Joint Committee on Cancer (AJCC)%L.
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Quadro 1 — Classificagéo da American Joint Committee on Cancer (AJCC)

Tumor primario (T)
TX Tumor primario ndo pode ser acessado TO: Sem evidéncia de tumor primario

Carcinoma in situ. Tumor epitelial sem invasao da lamina prépria T1: Tumor invade lamina
prépria, muscular da mucosa ou submucosa

Tis
Tla Tumor invade lamina prépria ou muscular da mucosa
Tlb  Tumor invade submucosa

T2 Tumor invade a muscular propria

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

T3
T4 Tumor invade a serosa (peritbnio visceral) ou estruturas adjacentes
T4a  Tumor invade a serosa (periténio visceral)
T4b  Tumor invade estruturas adjacentes

Linfonodos regionais (N)

Nx Linfonodos regionais ndo podem ser acessados NO: Sem metastase para linfonodos
regionais
N1 Metéastases de 1 a 2 linfonodos regionais N2: Metastases em 3 a 6 linfonodos regionais

Metéastases em 7 ou mais linfonodos regionais N3a: Metastases em 7 a 15 linfonodos
regionais

N3
N3b Metastases em 16 ou mais linfonodos regionais
Metastases a distancia (M)
MO  Sem metéstase a distancia
M1 Metastase a distancia
Grau histolégico (G)
Gx Grau histolégico ndo pode ser determinado
G1 Bem diferenciado
G2 Moderadamente diferenciado
G3 Pobremente diferenciado
G4 Indiferenciado
Tumor Primario (T), a invasado de linfonodos regionais - N, e a presencga ou ndo de metastases a distancia - M, e

grau histolégico — G
Fonte: American Joint Committee on Cancer®Y, 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 gastrico da

seguinte forma®L):

Quadro 2 — Estadiamento American Joint Committee of Cancer

Estadio 0 Tis NO MO
Estadio IA T1 NO MO
; T2 NO MO
Estadio IB
T1 N1 MO
T3 NO MO
Estadio I1A T2 N1 MO
T1 N2 MO
T4a NO MO
T3 N1 MO
Estadio 11B
T2 N2 MO
T1 N3 MO
T4a N1 MO
Estadio IlIA T3 N2 MO
T2 N3 MO
T4b NO, N1 MO
Estadio I111B T4a N2 MO
T3 N3 MO
T4a N3 MO
Estadio I1IC
T4b N2, N3 MO
Estadio IV Qualquer T Qualquer N M1

Fonte: American Joint Committee on Cancer@b, 2018.

O tratamento cirargico é a uUnica opcao terapéutica curativa para o cancer
gastrico, consistindo de forma geral na realizagdo de mucosectomia, para pequenos
tumores em estagio inicial bem diferenciados (T1la), gastrectomia subtotal para os
tumores localizados nos dois tergos inferiores do o estdbmago, ou gastrectomia total
para canceres gastricos com células em anel de sinete, e aqueles localizados no corpo
e terco superior do estdmago ou com gastrite atrofica, devendo-se ser associados a

linfadenectomia D2 como forma de tratamento para as doencas localizadas, e uma
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associacao variavel de modalidades de tratamento, incluindo cirurgia, radioterapia e
quimioterapia neoadjuvantes ou adjuvantes nos casos de doenga mais
avancada(1222.23),

Pacientes que apresentam doenca irressecavel e metastaticas recebem
tratamentos sistémicos, e o teste de tumor HER2 é recomendado para este grupo, ja
que a terapia direcionada a HER2 esta disponivel@. Apesar das melhorias nas
modalidades de tratamento do cancer gastrico, as taxas de sobrevida global em 5
anos permanecem insatisfatorias, em torno de 25-30%, com exce¢ao no Japéao e na
Coreia do Sul, cuja as taxas sdo superiores a 50%(*22%. Embora o estagio inicial T1
esteja associado a uma taxa de sobrevida de 5 anos em torno de 95%, o
adenocarcinoma gastrico em estagio avancado (que ndo pode ser tratado

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

2.2 HELICOBACTER PYLORI E BIOMARCADORES

Alguns pacientes com infecgao persistente por H. pylori desenvolvem atrofia
gastrica seguida por metaplasia intestinal, que pode evoluir para displasia e
adenocarcinoma®@). A eficacia da erradicacédo do H. pylori para prevencéo de lesGes
pré-cancerosas e do cancer gastrico foi comprovada em diferentes populacdes, e a
erradicacao foi recomendada pela Agéncia Internacional de Pesquisa do Cancer da
OMS como estratégia de prevencéo do CG®), A classe econdmica menos favorecida
€ um fator de risco para infeccéo por H. pylori, porque esta associado a condi¢fes de
vida mais aglomeradas que favorecem a transmisséao intrafamiliar@”. O H. pylori esta
envolvido em diversos mecanismos de viruléncia para o desenvolvimento do cancer
gastrico, como a Cag A, que interage com as células epiteliais gastricas para induzir
inflamacéo crénica e multiplas alteragBes na expressdo génica, além de alteracdes
epigenéticas, levando a carcinogénese gastrica®).

Embora muitos oncogenes, genes supressores tumorais e a infeccédo por H.
pylori tenham sido implicados no desenvolvimento do cancer gastrico, 0s mecanismos
moleculares subjacentes relacionados a progresséo e metastase, ainda permanecem
precariamente entendidos. A malignidade do cancer ndo depende apenas de seu
genotipo, mas também nas complexas interacdes entre as células tumorais e outros
tipos de células presentes no microambiente tumoral. Essa comunicacgéo célula-célula

€ amplamente alcancada por meio de um vasto espectro de substancias secretadas,
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incluindo as proteinas, que sd@o essenciais para 0s processos de diferenciacgéo,
invasdo, metastase e angiogénese dos canceres(@3-31),

Alguns biomarcadores moleculares foram amplamente estudados no cancer
gastrico, e apresentaram importancia significativa no prognostico e no direcionamento
do tratamento da doenca. Os principais descritos no quadro 1, onde inclui-se também

as catepsinas como possivel biomarcador.

Quadro 3 — Biomarcadores envolvidos no cancer gastrico.

Biomarcador Impacto no cancer gastrico

A superexpressao / amplificacdo de HER2 esti presente 7% a 34% no cancer
gastrico, mais comum nos tumores proximais e no tipo histoldgico intestinal.

HER 2 Sobrevida global mediana mais longa em pacientes com cancer gastrico HER2
positivo em comparagéo com aqueles com tumores HER2-negativos.

Direcionar a terapia com trastuzumabe para cancer gastrico metastatico®2-34),

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

um desfecho mais curto em pacientes com GC.

TP53
Mutacdes no gene p53 ocorrem nos estagios iniciais do carcinoma gastrico e sua
frequéncia aumenta em estagios avangados(3°-36),

PD1 A expressdao de PD-L1 varia em 15% a 70% dos casos de CG, e estdo
correlacionados com resultados ruins@?,
A alta expresséo de proteinas mucinas, como MUC1, MUC2, MUC5AC e MUCS6, esta

MUC associada ao processo de carcinogénese gastrica.
A expressao de MUC1 pode ser considerada um fator prognéstico em pacientes com
cancer gastrico avangado(©8:39),

MSI Instabilidade microssatélites (IMS), ocorre em 20% de todos os pacientes com CG.
Pacientes com IMS-alto apresentam melhor prognéstico0).

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

Promove fenétipos altamente invasivos e esta associado a mau prognéstico®d,

HER2 = receptor de superficie celular do tipo tirosina quinase, proteina tumoral53 = p53, receptor de superficie
celular morte programada-1 = PD-1 e seu ligante = PDL1, MUC= mucina, IMS= instabilidade de microssatélites.
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2.3 EXPRESSAO DAS CATEPSINAS

As catepsinas sdo enzimas lisossomais pertencentes a familia da papaina, e
compreendem uma familia de 15 proteases lisossomais (A, B, C, D, E, F, G, H, K, L,
0, S, V, W e X), amplamente distribuidas nos espacos intracelulares e extracelulares,
das quais 5 foram repetidamente implicadas na progressdo de canceres solidos
(catepsinas B, H, K, L e S)#243),

Essas proteases participam em varias atividades patoldgicas, e sua expressao
€ desregulada em uma ampla variedade de tumores, sendo sua superexpressao
geralmente associada a fenotipos tumorais altamente agressivos. O aumento da
atividade e a localizacdo aberrante de proteases no microambiente tumoral tém um
papel potente na progresséao, proliferacao, invasado e metastase. Um amplo dados de
pesquisas comprovam seu envolvimento na progressao do cancer, angiogénese,
metastase e na ocorréncia de resisténcia a drogas®446),

As catepsinas modificam o microambiente tumoral por meio da degradacao da
matriz extracelular, como também liberam moléculas de adeséo célula-célula, sendo
0s macrofagos associados a tumores (TAMs), a principal fonte de catepsina nos
tumores®347), As catepsinas favorecem para a invasdo de tecidos e metastases.
Portanto, representam uma importante classe de proteinas que facilitam a progresséo
e disseminagdo do cancer448-50) Pesquisadores sugerem que as catepsinas,
particularmente as catepsinas B, D, E, L e S, contribuem para a tumorigénese
digestiva. Descobriu-se que as catepsinas promovem o desenvolvimento da maioria
dos céanceres digestivos, exceto o cancer de figado, no qual podem ter efeitos
opostos*>51),

As catepsinas contribuem em pelo menos trés estagios do cancer. Primeiro,
uma das principais caracteristicas das células cancerosas é sua enorme capacidade
proliferativa, que requer a participacdo de varias citocinas, e as catepsinas podem
processa-las em proteinas maduras para promover a divisdo celular. Em segundo
lugar, o crescimento das células cancerosas requer vasos sanguineos para fornecer
nutrientes. Nesse estagio, as catepsinas contribuem para a degradacédo da membrana
basal vascular e ativam fatores de crescimento para promover a angiogénese. Além
disso, quando secretadas na matriz pericelular, as catepsinas clivam a laminina, o

colageno tipo IV, a elastina, fibronectina, proteoglicanos, a caderina-E e outras
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proteinas, degradando as juncdes entre as células e a matriz extracelular, e assim,

permitindo que as células cancerosas causem invasdo e metastases®25% (Figura 1).

Fig. 1 — Acéo das catepsinas na degradagéo proteolitica de proteinas de adesao da matriz
extracelular (ECM), tipo colagenos e elastina. Como também na clivagem de E-caderinas
(moléculas de adeséao célula-célula), tornando as células cancerosas livres.

/_\ Catepsina S
macréfago

Célula tumoral livre

E-caderina

Fonte: Olson et al.44, 2015

As catepsinas participam de uma ampla gama de atividades do organismo com
base em seu efeito de hidrélise. Em canceres digestivos, a expressao de catepsinas
€ regulada positivamente por fatores promotores de tumor, como C-myc, K-ras, AGR2,
MAPK, p38 e as vias de sinalizacdo de Hedgehog (Hh). Em células cancerosas
digestivas, as catepsinas ativadas hidrolisam fatores de crescimento, como EGF,
VEGF e TGFpB, para induzir sua maturacdo e promover a proliferacdo de células
cancerosas, e muitas evidéncias apoiam a hipétese de que as catepsinas podem estar
envolvidos na regulacdo da apoptose®>¥. Além disso, as catepsinas estdo
envolvidas na resposta a terapia anticancer dentro do microambiente tumoral e podem
ter papéis cruciais no desenvolvimento de fen6menos de resisténcia a terapéutica®®,

Para o diagnoéstico do cancer gastrico, sdo utilizados meios invasivos como
endoscopia e bidpsia. Existem alguns marcadores tumorais que também podem
auxiliar no diagnéstico e acompanhamento da doenga, como CEA, CA 72-4 e CA19-
9, porém apresentam o inconveniente de baixa sensibilidade e especificidade. O valor
diagnostico 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 associacdo da Cat S sérica com 0s marcadores
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tradicionais citados parece ter melhores resultados, apresentando especificidade e
sensibilidade de 91,2% e 72,6%, respectivamente®5),

No momento, hd uma necessidade crescente de se identificar biomarcadores
Uteis para o diagndéstico precoce ndo invasivo e monitoramento da progressao do
cancer gastrico. A catepsina S tem sua expressdo aumentada em diversos tipos de
canceres, incluindo o CG, e uma das suas principais fontes nos tumores séo 0s
macrofagos associados a tumores (TAMs). Sendo assim, a catepsina S pode se
constituir ndo s6 como um alvo terapéutico, mas também como um marcador
prognéstico da doenga, estando inteiramente relacionada com a ocorréncia de
metastases®>59),

A expressdo e a atividade das catepsinas s&do geralmente reguladas
positivamente na inflamacéo crénica e nos canceres. Consequentemente, eles sao
superexpressos em tumores, principalmente para Cat B e Cat S, incluindo no linfoma
folicular, cancer gastrico, célon, cérebro, mama e cancer pancreatico®”58), O aumento
da expressao da catepsina geralmente se correlaciona com o grau de agressividade
e a mau prognostico dos pacientes. A secrecdo de proteases da catepsina pelas
células cancerosas no espacgo extracelular interrompe os complexos de adesao
intercelular, induz a angiogénese e impulsiona a invasao local pelas células tumorais.
As proteases da catepsina tém demonstrado papéis na resisténcia intrinseca e
adquirida a radioterapia e a quimioterapia. A inibicdo simultanea de catepsinas com
diferentes modalidades terapéuticas melhora o resultado em modelos pré-clinicos®4.
Devido as suas fun¢des importantes nos tumores digestivos, as catepsinas podem ser
alvos terapéuticos para o tratamento de canceres digestivos(®9:60),

As catepsinas sao superexpressas nas células cancerosas digestivas e, em
particular, promovem a invasdo do cancer e a metastase. A catepsina B, que esta
aumentando para cima-regulada durante a progressao do estagio do tumor (estagios
T, N e TNM), estéa associada a um mau progndstico em pacientes e um aumento no
tamanho do tumor. Por exemplo, em células tumorais, as catepsinas se translocam
para a superficie celular para degradar a ECM, permitindo a invasdo ou metastase de
células tumorais®b).

Pesquisadores relataram a superexpressdo de catepsina B em pacientes
portadores de cancer gastrico em comparacao a pacientes saudaveis, e associagao
com estadios mais avancados e taxa de sobrevivéncia reduzida da doenca. A

catepsina E também apresenta um alto nivel de expressdo no carcinoma gastrico,
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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
util para esse tipo especifico de CG®263), Em outro estudo semelhante, Konno-
Shimizu et al., analisaram a expressdo de catepsina E em cancer gastricos, e
relataram a sua super expressao no carcinoma de células de anel de sinete do
estbmago. Observaram também, que nas andlises de correlagdo a expressao de
catepsina E esta positivamente associada ao marcador gastrico MUC5AC (p <
0,0001), e negativamente associada ao marcador intestinal MUC2 (p = 0,0019), e
concluiram que a catepsina E, como a MUCS5AC, é um dos marcadores de
diferenciacdo gastrica®4.

Krueger et al., estudaram a expressdo de Cat X em tecido gastrico normal,
gastrite infectada por H. pylori e no cancer géastrico. Eles observaram uma baixa
expressao de Cat X no tecido gastrico normal, e um aumento na expressao na mucosa
gastrica infectada por H. pylori e no cancer gastrico, porém mais intensa no cancer
gastrico. Observaram também que, usando oligonucleotideos antisense, a regulacao
positiva da catepsina X foi diretamente associada com maior invasividade in vitro®>,

Liu et al., avaliaram a dosagem sérica de catepsina S como um biomarcador
no diagndstico e prognostico do cancer gastrico. Em seu estudo, avaliaram pacientes
saudaveis, pacientes com doencas gastricas benignas e com cancer gastrico, e
dosaram os niveis de Cat S por 0 ensaio imunoenzimatico (ELISA). Eles observaram
gue os niveis séricos de Cat S aumentaram significativamente nos pacientes
portadores de cancer gastrico. O valor diagndéstico de Cat S sérico apresentou uma
sensibilidade de 60,7% e uma especificidade de 90,0%. Além disso, 0s niveis
séricos de catepsina S teve correlacdo significativa com o tumor primario (T),
disseminacéo linfonodal (N) e metastase a distancia (M). Ressaltaram também, que
0S pacientes com niveis 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 diagnostico e prognéstico de CG®D,

Yang et al., quantificaram, através de espectrometria de massa, as proteinas
secretadas por tecido gastrico normal e por células do cancer gastrico do tipo bem
diferenciado e pouco diferenciado. Os niveis de expressao das proteinas encontrados
foram significativamente diferente entre células normais e cancerosas. Um exame
adicional validou a regulacéo positiva da expressao de catepsina S no cancer gastrico,

e o silenciamento da expressao de CTSS suprimiu a migracéo e invasao de células
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cancerosas gastricas in vitro. A analise protedmica demonstrou que a catepsina S
medeia a migracao e invasdo de células cancerosas gastricas por meio de uma rede
de proteinas associadas a metastase. O papel implicado da catepsina S na metastase
do cancer gastrico fornece uma oportunidade para testar 0s compostos existentes
contra o CTSS para terapia adjuvante e no tratamento de canceres gastricos
metastaticos(©®),

A FOXO3a € um importante fator de transcricdo envolvido em varios canceres
humanos. Yu et al., relataram que a superexpressao da FOXO3a promoveu migracao
e invasao de células cancerosas gastricas por regulacao positiva da catepsina L. A
FOXO3a aumentou a expressdo da catepsina L, reprimindo a expressao da E-
caderina, responsavel pela adeséao célula-célula, como também, através da regulacao
de proteinas envolvidas na degradagdo da matriz extracelular (ECM)®"). Os
anticorpos inibitérios contra catepsina S testados em investigacdes pré-clinicas
mostraram uma reducéo significativa do crescimento do tumor e melhoria da eficiéncia
quimioterapéutica®8®, Além disso, os niveis séricos das catepsinas podem
representar importantes marcadores diagndsticos e prognosticos®379). As catepsinas
demonstraram ser parte da resposta dinAmica a terapia anticancer no microambiente
tumoral e podem ter papéis cruciais no desenvolvimento da resisténcia

terapéutica(’*72).
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3 METODOS

3.1 POPULACAO E LOCAL DE ESTUDO

Estudo transversal envolvendo 92 de pacientes com diagndstico de cancer
gastrico e gastrite, operados no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco, no periodo de 2017 a 2020. Os dados foram coletados de prontuarios
junto ao Servigo de Arquivo Médico e Estatistica (SAME) desta instituicao.

3.2 DESENHO DE ESTUDO

O tipo de estudo transversal e observacional.

3.3 CRITERIOS DE INCLUSAO

Todos os pacientes incluidos no estudo obedecerm aos seguintes critérios
de elegibilidade:
o« Pacientes com cancer gastrico, com histologia positiva para
adenocarcinoma de estdbmago;
« Portadores de gastrite, com exame de anatomia patol6gica confirmada.
« Pesquisa de H. pylori pelo teste de urease e confirmacao histopatolégica

pele coloracdo de Giemsa.

3.4 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Para portadores de cancer gastrico, foram considerados inelegiveis para o
estudo os pacientes:

e Sem indicacao de resseccao cirargica;

¢ Com estadiamento TNM |V;

¢ Receberam tratamento neo-adjuvante;
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Para portadores de gastrite, foram considerados inelegiveis para o estudo os
pacientes:
e Submetidos a gastroplastia prévia;

e Que fizeram tratamento prévio para H. pylori.

3.5 SELECAO DA AMOSTRA

Foram coletadas para comparacdo 92 amostras de tecido gastrico. Foram
estudados a expressdo de catepsina S em 42 pacientes com cancer gastrico, e
comparados a 50 pacientes com gastrite, dos quais foram subdivididos em 25
pacientes sem infeccdo de H. pylori e 25 pacientes com infeccdo por H. pylori. A
pesquisa do H. pylori através do teste de urease e bidpsia através de coloracdo de
giemsa foi feito em todos os pacientes, incluindo os pacientes com cancer gastrico.
Os participantes foram divididos de acordo com a presenca ou auséncia da infeccao
pelo H. pylori. As amostras foram estratificadas em dois grupos:

4 Grupo cancer gastrico: 42 pacientes
v Estadio | = 20 pacientes
v Estadio Ill = 22 pacientes
¢ Grupo gastrite: 50 pacientes
v Gastrite com infecgéo por H. pylori: 25 pacientes

v Gastrite sem infec¢ao por H. pylori: 25 pacientes

A amostras de gastrite do pacientes foram coletados através de multiplas
bidpsias (seis) realizada por endoscopia digestiva alta, assim como do tecido gastrico
de pacientes com céancer submetidos a gastrectomia. A confirmacao
anatomopatologica de cancer gastrico ou gastrite com e sem infecg&o por H. pylori foi
feito através de laminas de parafina, e a catepsina S foi detectada na mucosa gastrica

por imunohistoquimica.
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3.6 PROCEDIMENTOS

3.6.1 Procedimentos técnicos

As amostras dos blocos representativos do cancer gastrico selecionadas para
este estudo foram resgatadas do arquivo do Departamento de Anatomia Patol6gica
da UFPE. Novos cortes histolégicos foram obtidos e corados com hematoxilina-eosina
(HE). Através do exame de microscopia Optica, as areas representativas do tumor
foram identificadas e marcadas. Foram feito entdo a marcacéo do bloco de parafina
(bloco doador) na éarea escolhida, com caneta permanente. Utilizando o tissue
microarrayer (Beecher Instrument, Silver Springe, MD, USA) foram extraidos o0s
cilindros das areas marcadas, e 0os mesmos transferidos para novos blocos de
parafina (bloco receptor). Cada caso foi representado em duplicata, com a obtencéo
de dois cilindros de 1,0 mm cada, de duas &reas distintas e representativas do tumor.
Cortes histoldgicos destes blocos foram obtidos e dispostos em laminas adequadas

para posterior realizacdo dos estudos com Imunohistoquimica.

3.6.2 Procedimentos cirurgicos

As biopsias dos portadores de cancer gastrico foram obtidas através de
ressecc¢ao cirargica, e as amostras dos pacientes com gastrite com e sem infeccéo
por H. pylori através de biopsias obtidas por endoscopia digestiva alta. A presenca da
infeccdo do H. pylori foi realizada pelo teste da urease e confirmada em biépsia por
coloracdo de Giemsa. O grupo de pacientes sem infec¢cdo do H. pylori, tinham
indicacdes clinicas para realizacdo de endoscopia digestiva alta, como sintomas

dispépticos ou doenca do refluxo gastroesofagico.

3.6.3 Procedimentos imunohistoquimica

As reacdes de Imunohistoquimica foram realizadas utilizando-se o
protocolo do Laboratério de Imunohistoquimica do Centro de Diagnéstico
Anatomopatolégico — (CEDAP). A coloracdo imunohistoquimica (IHC) foi realizada
para estudar a expressao de catepsina S alterada da proteina em 42 tecidos de
cancer gastrico humano e 50 de gastrite, utilizando o anticorpo policlonal, CTSS
Rabbit pAb da marca Tecnology Abclonal®. A interpretacdo das reacdes
imunohistoquimicas foram realizadas em microscépio Optico comum e foram

analisadas a marcacgdo, de acordo com o padrdo especifico para cada anticorpo
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pesquisado. Foi utilizado um sistema de escore padronizado por Xu et al.69,
considerando a intensidade da marcacao e a quantidade de células marcadas.

A intensidade de marcacéo foi avaliada, utilizando-se a seguinte graduacg&ao(®b:

Graduacéao Intensidade de marcagéo
0 sem coloracédo detectavel
1 coloracéo fraca = amarelo claro
2 coloracdo moderada = amarelo marrom
3 coloracéo forte = marrom

A porcentagem de células tumorais coradas foi pontuado da seguinte forma®b:

Pontuacgéao 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 pontuacao de coloracao foi calculada como o produto da proporc¢éo de células
tumorais positivas e a pontuacao de intensidade de coloragcdo. A expressao nivel de
catepsina S foi definido como segue(®Y:

Expressao nivel de catepsina S Pontuacéo da coloracéo

- pontuacéo 0, negativo

+ pontuacéo 1-4, fracamente positivo
++ pontuacao 5-8, positiva
+++ pontuacéo 9-12, fortemente positivo

O valor de corte ideal foi estimado da seguinte forma: uma pontuacgéo de indice
de coloracao = 4 foi usado para definir tumores com alta expressao de catepsina S,

< 4 indicando baixa expressao de catepsina S, e 0, auséncia de expressdo®,
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¢ Técnica de Imunohistoquimica

v' Desparafinizacéo e hidratagcdo dos cortes histoldgicos: 3 banhos em Xilol (5 minutos cada), 4

banhos de alcool, lavagem por 5 minutos em agua corrente

v" Recuperacao antigénica na Pascal (camara de pressao) em solucéo de citrato pH 6,0 a 125°
C (30 segundos apos atingir 125°C e presséao entre 20 e 25 psi). Lavagem em agua corrente

por 5m

v/ Bloqueio da peroxidase endégena: 3 banhos de 5 minutos cada com Peréxido de

Hidrogéniol0 volumes
v'  Lavagem em PBS
v' Bloqueio de proteinas: 20 minutos com Bloqueador de Proteinas (DAKO)

v Incubacgdo dos anticorpos primarios, anti catepsina S, por 2 horas a temperatura ambiente

em camara Umida
v Lavagem em PBS
v" Incubacado com anticorpo secundario (Advance HRP Link - DAKO) por 30 minutos (Ta)
v' Lavagem em PBS
v Incubagdo com polimero (Advance HRP enzyme - DAKO) por 30 minutos (Ta);
v' Lavagem em PBS

v' Revelagdo da reagdo com cromégeno diaminobenzidina (DAB) 5 minutos (Kit Liquid DAB+

Substrate Chromogen System; DakoCytomation, Carpinteria, California)
v/ Lavagem em agua corrente

v/ Contra coloragdo com Hematoxilina de Harris por 2 minutos; 15- Lavagem em agua corrente

por 5 minutos

v'  Desidratacdo em alcool, Xilol, montagem em meio permanente

Todas as analises foram realizadas no Laboratério de Imunohistoquimica do
Centro de Diagnostico Anatomopatoldgico — (CEDAP), por um Unico patologista com
experiéncia em tumores (Dr. Alexandre Rolim), e as laminas foram revisadas para

confirmacé&o do diagndstico anatomopatolégico.
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3.7 PROCEDIMENTOS DE COLETA DE DADOS

A coleta de dados para os pacientes portadores de cancer gastrico foi feita
através de pesquisa com prontuarios no Servico de Arquivo Médico Estatistica
(SAME) do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco, e os dados
foram coletados através do preenchimento do questionério especifico desenvolvido
para este estudo (APENDICES B e C).

3.8 PROCEDIMENTOS ANALITICOS

Para as analises estatistica foram utilizados os Softwares STATA/SE 12.0e 0
Excel 2010; Valores médios e desvios padrdao foram calculados para descrever a
populacdo de dados. Todos os testes foram aplicados com 95% de confianga, e um
valor p <0,05 foi considerado significativo em todos os testes. Os resultados estéo
apresentados em forma de tabela com suas respectivas frequéncias absoluta e
relativa; a existéncia de associacao foi verificada usando o teste Qui-Quadrado e o
teste Exato de Fisher para as variaveis categoricas. O poder estatistico desta amostra
foi de 72,7 % baseado no Odds ratio de 3,07, de acordo com a presenca ou
ausénciade catepsina S nos grupos de cancer gastrico comparados com

lesBes benignas do estbmago.

3.9 PROCEDIMENTOS ETICOS

A realizacdo da presente pesquisa obedeceu aos preceitos éticos da
Resolucdo 466/12 ou 510/16 do Conselho Nacional de Saude. Este estudo de
pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Pernambuco CAAE: 38000620.9.000.8807, parecer n°
4.491.158, uma vez que envolve seres humanos (ANEXO A).

Os pesquisadores assumiram também o compromisso ético com a publicacéo
dos resultados deste estudo em artigos nacionais ou internacionais, e que poderam

ser apresentado em congressos ou féruns cientificos.
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4 RESULTADOS

4.1 COMPOSICAO DA AMOSTRA

Foram selecionados 92 pacientes, dos quais 50 pacientes apresentavam
doencas benignas do estdmago, no qual foi obtido bidpsias através de Endoscopia
digestiva alta, e 42 pacientes portadores de cancer gastrico submetidos a
gastrectomia no periodo 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 cancer gastrico. 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 CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS DOS PACIENTES DE CG

Foram analisadas as informacdes referentes a topografia da leséo, tipo de
cirurgia, estadiamento TNM, tipo histolégico, embolizacdo vascular linfatica, recidiva
e estado atual dos pacientes.

Em relacdo a topografia do tumor, 23 pacientes apresentavam tumores nos
antro (54,8%) e 19, no corpo gastrico (45,2%). A gastrectomia subtotal foi realizada
em 20 pacientes (47,6%), e a gastrectomia total, em 22 pacientes (52,4%). Quanto ao
estadiamento patoldgico, 10 pacientes foram classificados como estadio | A (23,8%),
10 como estadio IB (23,8%), 19 como estadio IlIB (45,3%), e 3 pacientes como
estadio IlIC (7,1%). Em relacdo ao grau histoldgico, 18 tumores foram classificados
como intestinal (42,9%), 18 como difuso (42,9%), e 6 como tumores mistos (14,2%).
Detectou-se embolizacdo vascular linfatica de células neoplasicas 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 situacéo desses pacientes no final do estudo foi: vivo sem doenca (71.4%),
vivo com doenca (7,1%), Obito por outras causas (4,8%), ébito por cancer (16,7%). A
Tabela 1 mostra as frequéncias das variaveis clinicas, estadiamento, terapéuticas e

seguimento, entre os 40 pacientes com CG deste estudo.
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Tabela 1 — Caracteristicas clinicas e patolégicas dos portadores de CG do estudo.

Grupo cancer gastrico

Variaveis n %

Topografia

Antro 23 54,8

Corpo 19 45,2
Tipo de cirurgia

Gastrectomia subtotal 20 47,6

Gastrectomia total 22 52,4
Estagio patolégico

IA 10 23,8

B 10 23,8

1B 19 45,3

lnc 03 7,1
Tumor primario

T1 10 23,8

T2 10 23,8

T3 19 45,3

T4 03 7,1
Linfonodos

NO 20 47,6

N3 22 52,4
Tipo histoldgico

Intestinal 18 42,9

Difuso 18 42,9

Misto 06 14,2
Grau histolégico

Bem diferenciado 03 7,1

Moderadamente 08 19,0

Pouco diferenciado 31 73,9
Invasdo angiolinfatica

Positivo 23 54,8

Negativo 19 45,2
Recidiva

Sem recidiva 32 76,2

Com recidiva 10 23,8
Status atual

Vivo sem doenca 30 71,4

Vivo com doencga 03 7,1

Obito sem cancer 02 4.8

Obito com cancer 07 16,7
Obito

Sim 09 21,4

N&o 33 48,6

Fonte: autor
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4.3 INTERPRETAGCAO DA EXPRESSAO DE CATEPSINA S EM LESOES
GASTRICAS BENIGNAS E NO CANCER GASTRICO

As figuras abaixo mostram reacfes de imuno-histoquimicas com

expressdo positiva e negativa de catepsinas S em gastrite e em cancer gastrico.

Fig. 2 — Fotomicrografia de gastrite com reagéo de Imunohistoquimica com expressao
negativa para catepsina S (aumento de 200X e 400X).
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Fonte: autor

Fig. 3 — Fotomicrografias de gastrite com reacao de Imunohistoquimica com expresséo positiva para
catepsina S, localizada principalmente no citoplasma das células (aumento de 200X e 400X).

24

Fonte: autor
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Fig. 4 — Fotomicrografias de cancer gastrico com reacéo de Imunohistoquimica com expressao
negativa para catepsina S (aumento de 200X e 400 X).

Fig. 5 — Fotomicrografia de cancer gastrico com reagéo de Imunohistoquimica com expressao
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 EXPRESSAO DE CATEPSINA S EM PACIENTES COM
GASTRITE E CANCER GASTRICO

Foram realizadas analises de reacdo imunohistoquimica em 92 pacientes, do
qual 50 pacientes apresentavam gastrite, e 42 pacientes com cancer gastrico. Quando
comparamos pacientes com cancer gastrico e gastrite, podemos ver na tabela 2 do
nosso trabalho, que a maioria dos pacientes com céancer de estomago tinha mais de
50 anos de idade, e a maioria dos pacientes de gastrite tinha idade menos que 50
anos (p < 0,001). Em relacéo a infeccdo por H. pylori, a maioria dos pacientes com
cancer gastrico eram H. pylori negativo, enquanto 0s pacientes com gastrite
apresentavam frequéncias semelhantes entre negativos e positivos para infeccéo por
H. pylori (p 0,004).

Quando comparamos a porcentagem da expressdo de catepsinas S
entre cancer gastrico e gastrite, podemos observar que nas gastrite 38% ndao
expressam catepsinas S, e 46% apresentam baixa expressao entre 1-25%, e apenas
uma menor parte dos pacientes,16% dos casos, que apresentam expressdo maior
que 25%. Contudo, podemos observar que nos pacientes com cancer, 19%
apresentam expressao entre 25-50%, 14,3 % entre 51-75%, e 26,2% apresentam
expressdo maior que 75%, e apenas uma minoria dos pacientes, 16,7% dos casos,
nao expressam a catepsinas S, com resultados estatisticamente significativos (p <
0,001), através destes resultados podemos observar auséncia de expressao ou baixa
expressao de catepsina S em lesdes benigas e alta expressdo em cancer gastrico.

Quando comparamos a pontuacao da expresséao de catepsinas S entre cancer
gastrico e gastrite, podemos observar que nas gastrite, 38% apresentam expressao
negativa e 48% expressao francamente positiva, enquanto apenas uma minoria dos
casos 14% apresentam expressao positiva ou fortemente positiva. Contudo, nos
pacientes com cancer, 33,3 % apresentam expressao fracamente positivo, 21,4%
expressao positivo e 28,6% fortemente positivo, e apenas uma minoria de pacientes
16,7% apresentam expressdo negativa de catepsinas S, onde podemos observar,
notavelmente, uma diferenca de expresséo de catepsinas S em gastrite e no cancer,
onde 0 grupo cancer apresenta maior expressao de catepsinas S com resultados
estatisticamente significativos (p 0,002).

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

com cancer, 50% dos casos apresentam alta expressdo de catepsina S, e 16% |,
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auséncia de expressao, enquanto nos pacientes portadores de lesao benigna,
apenas 14% apresentam alta expresséo, 48% apresentam baixa expressao e 38%,
auséncia de expressao, com resultados estatisticamente significativos (p 0,001), onde
podemos concluir que existe diferenca de expressao entre o grupo de lesdo benigna
e cancer, no qual o grupo cancer apresenta maior positividade e maior expressao de
catepsina S.

A associacao da expressao da catepsina S e caracteristicas clinico-patolégicas

entre pacientes com gastrite e cancer gastrico esta resumida na tabela 2.
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Tabela 2 — Caracteristicas clinicas e de expresséo da catepsina S dos
pacientes envolvidos no estudo
Grupos
Cancer gastrico Gastrite
Variaveis n % n % p-valor*

Idade

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

Acima de 50 anos 34 81,0 15 30,0 <0.001
Sexo

Masculino 21 50,0 17 34,0

Feminino 21 50,0 33 66,0 o121
H. pylori com Giemsa

Positivo 8 19,0 24 48,0

Negativo 34 81,0 26 52,0 0.004
Intensidade de marcacgado de Catepsina S

Sem coloracéo detectavel 7 16,7 19 38,0

Coloragéo fraca=amarelo claro 9 21,4 13 26,0 0.065

Colocracdo moderada=amarelo marrom 21,4 5 10,0

Coloracgéo forte=marrom 17 40,5 13 26,0
Porcentagem de expressao de Catepsina S

Sem células positivas 07 16,7 19 38,0

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

25-50% 08 19,0 04 8,0 <0,001

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

>75% 11 26,2 02 4,0
Pontuacéo de coloracdo de Catepsina S

Negativo (0) 7 16,7 19 38.0

Fragamente positiva (1-4) 14 33,3 24 48,0 0.002

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

Fortemente positivo (9-12) 12 28,6 04 8,0
Coloracéo de Catepsina S

Positivo 35 83,3 31 62,0

Negativo 07 16,7 19 38,0 0024
Tipo de expresséo

Auséncia—0 7 16,7 19 38,0

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

Alta =4 21 50,0 07 14,0

(*) Qui-Quadrado (**)

Fonte: autor
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Observe-se, na tabela 2, que houve diferenca estatisticamente significativa na
variaveis “idade”, “H. pylori com Giemsa”, “porcentagem de expressédo de catepsina S”,
“‘pontuacao de coloracao de catepsina S” e “tipo de expressao” em relacdo aos grupos

analisados.

4.5 CARACTERISTICAS CLINICAS DOS PACIENTES COM LESOES GASTRICAS
BENIGNAS E CORRELACAO DA EXPRESSAO DE CATEPSINA S

Foram analisadas a expresséo de catepsina S em gastrite e correlacionadas
com caracteristicas clinicas patolégicas. Quando comparamos a positivada da
expressdo de catepsinas S em gastrite, podemos observar que existiu uma
associacao entre pacientes com H. pylori positivo e expresséo positiva de catepsina
S, e associacdo do grupo de H. pylori negativo e expressao negativa de catepsinas S,
com com resultados estatisticamente significativos (p <0,001), e podemos concluir

que a infeccao de H. pylori aumenta a expressao de catepsina S.

Tabela 3 — Correlagéo da expresséo de catepsina S em gastrite

Pontuacédo de coloragdo de Catepsina S

Positivo Negativo
Variaveis 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 associacdo estatisticamente significante nas variaveis

“‘urease” e “H. pylori” em relacdo a “Pontuacao de coloracéo de catepsina S”.

4.6 CARACTERISTICAS CLINICAS DOS PACIENTES COM CANCER GASTRICO
E CORRELACAO DA EXPRESSAO DE CATEPSINA S

Foram analisadas a expresséo de catepsina S em cancer e correlacionadas
com caracteristicas clinicas patoldgicas, mas nao houve associacéo estatisticamente
significante como pode ser visto na tabela 4. Contudo, esse ndo nao era o objetivo
principal deste estudo, e o tamanho da amostra dos pacientes com cancer era
pequena, apenas 40 pacientes, sendo necessarios novos estudos com amostragem

maior, porém o estudo atual serve como base para futuros trabalhos neste tema.
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Tabela 4 — Correlacdo da expressao de catepsina S por cancer gastrico
Pontuacéo de coloracao de Catepsina S
Positivo Negativo
Variaveis n % n % p-valor*

Idade

Abaixo de 50 anos 7 87,5 01 12,5 1000

Acima de 50 anos 28 82,4 06 17,6 ’
Sexo

Masculino 17 81,0 04 19,0 1000

Feminino 18 85,7 03 14,3 '
H. pylori com Giemsa

Positivo 27 79,4 7 20,6 0312

Negativo 08 100,0 0 0,0 '
Topografia

Antro 18 78,3 05 21,7

Corpo 17 89.5 02 10,5 0,428
Tipo de cirurgia

Gastrectomia subtotal 15 75,0 05 25,0 0229

Gastrectomia total 20 90,9 02 9,1 '
Estagio patolégico

1A 08 80,0 02 20,0

B 07 70,0 03 30,0

1B 17 89,5 02 10,5 0,490

][ 03 100,0 0,0 0,0
Tumor primario

T1 08 80,0 02 20,0

T2 07 70,0 03 30,0

T3 17 89.5 02 105 0,490

T4 03 100,0 0,0 0,0
Linfonodos

NO 15 75,0 05 25,0

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

Intestinal 14 77,8 04 22,2

Difuso 16 88,9 02 11,1 0,852

Misto 05 83,3 01 16,7
Grau histolégico

Bem diferenciado 03 100,0 0 0,0

Moderadamente 05 62,5 03 37,5 0,177

Pouco diferenciado 27 87,1 04 12,9
Invasdo angiolinfatica

Positivo 20 87,0 03 13,0 0682

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 doenca 24 80,0 06 20,0

Vivo com doencga 02 66,7 01 33,3 0,475

Obito sem cancer 02 100,0 0 0,0

Obito com cancer 07 100,0 0 0,0
Obito

Sim 09 100,0 0 0,0

Nao 26 78,8 07 21,2 0,314

(*) Teste Exato de Fisher Fonte: autor

N&o houve associagéo estatisticamente significante na tabela 4.
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5 DISCUSSAO

Apesar da incidéncia do cancer gastrico ter diminuido nas ultimas décadas,
continua a ser 0 quarto cancer mais comum e a segunda maior causa de cancer
associado a mortalidade em todo o mundo com uma estimativa de 1.033.701
novos casos e 782.685 mortes ocorridas em 20183,

Nos ultimos anos, foram relatados varios biomarcadores prognosticos e
terapéuticos para cancer gastrico, no entanto, a maioria desses biomarcadores nao
sdo usados rotineiramente na pratica clinica porque eles ndo podem prever o
resultado clinico ou eficacia terapéutica com preciséo e eficacia. Dessa forma, novos
biomarcadores tumorais sdo, portanto, necessarios para melhorar a
deteccéo precoce, o diagnostico e o prognéstico do cancer gastrico®d).

A expressdo e a atividade das catepsinas sao geralmente reguladas
positivamente na inflamacéo crénica e nos canceres. Consequentemente, eles séo
superexpressos em tumores, principalmente para Cat S e Cat B, incluindo no
linfoma folicular, cancer gastrico, célon, cérebro, mama e cancer pancreatico®7:58),
Alguns estudos tém mostrado que o0 aumento da expressdo das catepsinas é
correlacionado com canceres invasivos e metastaticos, incluindo gliomas, cancer de
mama, tumores de pulm&do melanomas, cancer de pancreas, cancer colorretal e
cancer de préstata®673-78 Comparando esses relatos com nosso estudo, podemos
sugerir que a catepsina S apresenta papel importante na etiologia e patogenia do
cancer gastrico e com sua correlacdo no mecanismo de carcinogénese pela infeccédo
pelo H. pylori.

Xu et al., estudaram a expressdo de Cat B comparando tecido gastrico normal
e tumoral, e observaram que a expressao de Cat B foi maior no carcinoma gastrico do
gue nos tecidos normais. Em seus estudos, eles observaram que a alta expressao de
Cat B foi detectada em 49,06% dos pacientes com CG quando comparados a leséo
benigna®b. No presente estudo, se observou resultados semelhante, onde a
expressdo de Cat S foi maior no carcinoma gastrico do que nos tecidos normais,
e observamos que 50% dos pacientes portadores de CG apresentavam alta
expressao de catepsina S, contudo 86% dos pacientes com gastrites apresentaram
baixa e auséncia de expressdo de catepsina S. Eles descreveram em seu estudo
gue um alto nivel de expressao da catepsina B diminuiu a expressao da lamina

extracelular favorecendo a invasédo das células cancerosas gastricas e metastase,
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sendo um fator de mau progndstico. Ebert et al.6?, também, relataram a
superexpressdo de catepsina B em pacientes portadores de cancer gastrico em
comparacao a pacientes saudaveis, e associacdo com estagios mais avancados e
taxa de sobrevivéncia reduzida da doenca.

Atwa et al., observaram, que a catepsina E também apresenta um alto nivel de
expressdo no carcinoma gastrico, mais acentuado nos carcinomas pouco
diferenciados(®3. A Cat E foi expressa positivamente em 100% dos carcinomas em
anel de sinete, podendo ser um marcador Util para esse tipo especifico de CG®D, Em
outro estudo semelhante, Konno-Shimizu et al., analisaram a expresséo de catepsina
E em cancer gastricos, e relataram uma super expressao no carcinoma de células de
anel de sinete do estdémago®). No estudo atual ndo se evidenciou diferenca da
expressao de catepsina S nos diferentes tipos histoldgicos, contudo mais estudos com
amostragem maior sdo necessarios para validar esses resultados.

Krueger et al.,, recentemente identificaram o aumento da expressdo da
catepsina X na mucosa gastrica infectada por H. pylori. Pacientes com gastrite por H.
pylori apresentaram expressao de catepsina X significativamente maior (2,5 vezes) do
gue pacientes H. pylori negativos. A catepsina X também foi regulada positivamente
no cancer gastrico (3—12 vezes) em comparacdo com a mucosa nao neoplasica. A
catepsina X foi predominantemente expressa por macréfagos no estroma da mucosa
e nas glandulas da mucosa antral. As células tumorais foram coradas para catepsina
X em 68% pacientes com carcinoma gastrico, e a coloracgao foi significativamente mais
comum e mais intensa no cancer gastrico quando comparado a mucosa nao
neoplasica®). No estudo atual, encontrou-se resultados semelhantes, pois
observamos um aumento da expressao de catepsina S na mucosa gastrica infectada
por H. pylori em comparacdo com a mucosa nao infectada. Observamos também uma
regulacao positiva para cancer gastrico (trés vezes) em comparacao a com a mucosa
nao neoplasica. As células tumorais foram coradas para catepsina S em 83%
pacientes com carcinoma gastrico, e observamos também a coloracéo
significativamente mais comum e mais intensa no cancer gastrico quando
comparado a mucosa nao neoplasica. Embora nenhuma correlacdo entre a
expressdo da catepsina S e o estagio TNM tenha sido encontrada, nosso estudo
demonstra que a catepsina S desempenha um papel ndo apenas na inflamacgao

cronica da mucosa gastrica, mas também na tumorigénese do cancer gastrico.
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Liu et al., avaliaram a dosagem dos niveis seéricos de Catepsina
S, comparando seus niveis entre pacientes saudaveis, com doenca gastrica benigna
e portadores de cancer gastrico. Observaram que os valores séricos de Cat S dos
pacientes com cancer gastrico foram significativamente maiores do que os dos
controles de tecido géastrico ndo tumoral (P < 0.001). Além disso, ressaltaram
também, que os niveis séricos de Cat S em pacientes com doencgas gastricas
benignas foram maiores do que nos pacientes saudaveis, mas menores do que 0s
dos pacientes do GC®Y, Adicionalmente, observou-se neste estudo uma diminuicédo
significativa nos niveis séricos de Cat S ap0s a resseccao cirurgica do tumor, no qual
concluiu-se que as células gastricas tumorais superexpressam Cat S e, portanto,
contribuiram para os niveis extremamente altos de Cat S circulante em pacientes com
CG. No presente estudo observou-se resultados semelhantes na intensidade da
coloragcdo Imunohistoquimica, quando comparamos 0S grupos de gastrite
e cancer gastrico, no qual observamos valores significativamente maiores da
expressdo 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 diagnéstico de GC.

Yang et al., estudaram a expressao das catepsinas em laboratério através
quantificacdo proteicas em culturas de células normais e células de cancer
gastrico. Os niveis de expressdo das catepsina S e B encontrados foram
significativamente diferentes entre células normais e cancerosas. Observou-se uma
maior expressao proteica e uma regulagcao positiva da catepsina S e B, em contraste,
as catepsinas L e B foram reguladas negativamente no secretoma do cancer gastrico
neste estudo. Um experimento adicional através da coloracdo Imunohistoquimica foi
realizado para estudar e validar a regulacdo positiva focado especificamente na
catepsina S nas células cancerosas gastricas, um nuamero significativo de tipos de
cancer gastrico intestinal, difuso e misto expressou Catepsina S em niveis mais
elevados do que os tecidos normais (p <0,01). Nao foram observadas diferencas
estatisticamente significativas na expressdo de CTSS entre os subtipos de céancer
gastrico. Os estudos de correlacdo da expressdo de CTSS com outros parametros
clinicos, como estadiamento clinico, sobrevida geral e livre de doenca, também néo
produziram resultados significativos, sendo esses resultados insatisfatérios atribuidos
ao pequeno tamanho da amostra usado neste estudo. Um tamanho de amostra maior

seria necessario para esclarecer a associacdo da expressao do CTSS com o0s
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parametros clinicos. Contudo, os dados foram suficientes para apoiar a no¢ao de que
o CTSS é relevante para a etiologia dos canceres gastricos®®. Os resultados
verificados neste trabalho, foram semelhantes encontrado pelos autores, tanto em
termos dos niveis de expressao de catepsina S, que comparou a gastrite, quanto os
correlacionados com o estadiamento TNM®9),

Pesquisadores demonstraram associacbes da Cat S com os tamanhos de
tumor, estadios de linfonodais e metastases a distancia nos pacientes GC;
observando-se que estagios TNM mais avancados foram associados a niveis mais
altos de Cat S. Observaram-se também que pacientes com alta expresséo de Cat S
exibiram uma sobrevida global inferior a pacientes com baixa expressao, sendo um
fator progndstico importante6%, No presente estudo ndo se observou uma
associacdo estatisticamente significante da expressdo de catepsina S com
os estadios T, N e M. Contudo, esse nao foi o objetivo principal e o tamanho da
amostra de pacientes com cancer gastrico foi pequena, apenas 40 pacientes, nao
sendo possivel avaliar de forma adequada essas variaveis.

Os resultados do presente estudo demonstraram claramente que o cancer
gastrico exibiu maior expressao de catepsina S em comparacao com tecidos gastricos
nao cancerosos. Portanto, consideramos que a catepsina S € um importante marcador
molecular de carcinoma gastrico e pode ajudar tanto no diagndstico, como em novas
modalidades de tratamento. No entanto, no momento, os papéis precisos do CTS S
em canceres humanos ainda sdo desconhecidos, por existirem ainda poucos
trabalhos na literatura correlacionando a expressao de catepsina S e cancer gastrico.
Para entender as vias de sinalizacdo precisas do catepsina S no carcinoma gastrico
ainda necessitamos de mais estudos.

Neste estudo, constatou-se maior auséncia da expressédo de catepsina S na
mucosa gastrica ndo infectada por H. pylori, e um aumento moderado da expressao
nos casos de gastrite associados a infecgédo por H. pylori que apontam para uma
funcdo distinta desta bactéria no mecanismo de agdo desta cisteina na mucosa
gastrica cronicamente inflamada. Foi observado, também, que a maioria dos
portadores de cancer gastrico ndo apresentam infec¢do por H. pylori, mesmo assim,
apresenta uma alta expressao da catepsina S no cancer gastrico em comparagao com
o tecido ndo neoplasico. No qual pode-se concluir que a infeccado por H. pylorie o
cancer gastrico sao fatores independentes que estdo associados com aumento da

expressdo de catepsinas S. As limitacdes deste estudo incluiram seu desenho
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transversal e observacional, periodo curto de seguimento e 0 numero de paciente com
cancer foi pequeno para avaliagdo da correlacdo da expressdo da catepsina S com
as variaveis clinicas do cancer, além de o estudo ndo ter tido financiamento.

Estes resultados reforcam a discussao a cerca do papel da CTTS na evolucao
do céancer gastrico, contudo, mais estudos ainda se fazem necessério objetivando de
fato, a relacdo dessa enzima no processo nha carcinogénese do adenocarcinoma

géstrico e o real entendimento com a infecgéo pelo H. pylori.
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6 CONCLUSAO

Com nivel de significancia de 95%, conclui-se que:

¢ Aexpressdo da catepsina S foi significativamente maior no cancer gastrico,
guando comparados com o grupo de gastrite;

¢ Houve um aumento moderado da expressédo da catepsinas S nos casos de
gastrite associados a infeccao por H. pylori guando comparados a gastrites
sem infeccéo;

¢ Nao houve correlagéo estatisticamente significativa entre a expresséao da

catepsina S com as variaveis clinico-patolégicas do cancer gastrico.
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Mini-abstract (30):
Introducéo

As catepsinas sdo enzimas que compreendem uma familia de 15 proteases lisossomais,
amplamente distribuidas nos espacos intracelulares e extracelulares, entre as quais 5 foram
repetidamente implicadas na progressado de canceres sélidos (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 hidrolise. Em canceres digestivos, a expressdo das catepsinas € regulada
positivamente por fatores promotores de tumor, como C-myc, K-ras, AGR2, MAPK, p38 e as
vias de sinalizacdo Hedgehog (Hh). As catepsinas ativadas hidrolisam fatores de crescimento,
como EGF, VEGF e TGFp, promovendo a proliferacdo de células cancerosas e parecem
desempenhar um papel, ainda incerto, na regulacéo da apoptose [3,4]. Além disso, analises da
expressao das catepsinas em microambientes tumorais tém suscitado a discussdo acerca do
papel dessas moléculas na resposta a terapia anti-cancer e no fendmeno de resisténcia
terapéutica [5].

Recentemente, estudos tem apontado para uma suposta relacdo entre o cancer gastrico e
a expressdo de catepsinas, especificamente a catepsina S (CTTS), com dados ainda incipientes
sugerindo um potencial terapéutico, progndéstico e diagndéstico desta enzima na evolucdo da
doenca [6]. Estudos in vitro mostraram que expressdes aumentadas de CTTS estéo relacionadas
com maior invasao tumoral e metastases, e que a sua inibigéo é capaz de impedir a invasao e a
migracdo de células tumorais no cancer gastrico [1, 2]. Paralelamente a isso, pesquisadores
também evidenciaram que a expressdo sérica da CTTS pode servir como um grande aliado no
diagnostico precoce do cancer gastrico, apresentando, inclusive, uma sensibilidade superior aos

marcadores tumorais habituais, como CEA, CA 19.9e CA 72.4 [2].
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O presente estudou objetivou avaliar a expressao da CTTS em amostras de tecido gastrico
de pacientes com adenocarcinoma gastrico e comparar com a expressdo em amostras de tecido
gastrico de pacientes sem cancer, com gastrite apenas. Além disso, buscou-se avaliar o impacto
da infeccdo por H. pylori na expressao da CTTS nas amostras de tecido gastrico sem cancer.
Meétodos
Desenho do estudo

Estudo transversal realizado no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco, Recife, Brasil, que buscou avaliar a expressdo de CTTS em amostras de tecido
gastrico de pacientes com diagndstico de adenocarcinoma gastrico (n=42) e de pacientes com
diagnostico 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 primério foi comparar a expressdo da CTTS avaliada através de
imunohistoquimica em amostras de tecido gastrico 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.

Selecgéo de pacientes

Foram incluidos os pacientes submetidos ao tratamento cirirgico do adenocarcinoma
gastrico com intengdo curativa em nosso centro no periodo de 2017 a 2019. Pacientes com
estadiamento 1V e aqueles submetidos a quimioterapia neoadjuvante foram excluidos da
analise. Apos cada procedimento cirdrgico para tratamento de adenocarcinoma gastrico, foi
selecionado sempre o primeiro paciente a apresentar um resultado histopatoldgico
confirmatorio para gastrite no setor de Patologia de nossa instituicdo, objetivando formar o
grupo controle com o menor risco possivel de viés de selecdo. Neste grupo, foram incluidos os
pacientes submetidos a esofagogastroduodenoscopia (EGD) com biopsia das lesdes

confirmando tratar-se de gastrite. A pesquisa de H. pylori foi realizada em todos o0s pacientes
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através do teste da Urease e confirmada pelo histopatolégico com a coloragdo Giemsa.
Pacientes previamente submetidos a gastroplastia e aqueles com relato de tratamento prévio
para H. pylori foram excluidos da analise.
Imunohistoquimica

A coloracao imunohistoquimica (IHC) foi realizada para estudar a expressdo de CTTS
em 42 amostras de tecido de cancer gastrico humano e em 50 amostras de tecido gastrico com
gastrite. Cortes em série foram cortados a 3 um para imunohistoquimica e colocados em
laminas de vidro Superfrost Plus. A imunocoloracdo foi realizada com um anticorpo policlonal
de coelho dirigido contra a catepsina X com dilui¢éo de 1:120 (CTSS distribuido pela ABclonal,
Massachusetts, Estados Unidos) A interpretacdo das reacGes imunohistoquimicas foram
realizadas em microscopio éptico comum e foram analisadas de acordo com o padréo especifico
para cada anticorpo pesquisado. A intensidade de marcacdo foi avaliada, utilizando-se a

seguinte graduacao:

Graduacéao Marcacao
0 sem coloracdo detectavel
1 coloracdo fraca = amarelo claro
2 coloracdo moderada = amarelo marrom

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

Graduacéao 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 pontuacdo referente ao indice de coloracdo foi calculada como o produto da
porcentagem de células tumorais positivas com o grau de intensidade da marcagdo. A expressdo

da CTTS foi definida de acordo com o indice de coloracéo:

Expressao Coloracéo

- pontuacéo 0: negativo

+ pontuacdo 1-4: fracamente positivo
++ pontuacgéo 5-8: positiva
+++ pontuacdo 9-12: fortemente positivo

Para fins de andlise, a intensidade de expressao da CTTS foi avaliada de forma categérica:
expressdo alta ou expresséo baixa. Expressdo alta foi definida como uma pontuacgdo no indice
de coloracdo > 4, enquanto que a expressdo baixa foi definida como uma pontuacéo < 4. Um
indice = 0 corresponde a expresséo ausente.

Analise estatistica

Para as analises estatistica foram utilizados os Softwares STATA/SE 12.0 e o Excel 2010;

Valores médios e desvios padréo foram calculados para descrever a populagéo de dados. Todos

os testes foram aplicados com 95% de confianca, e um valor p <0,05 foi considerado
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significativo em todos os testes. Os resultados estdo apresentados em forma de tabela com suas
respectivas frequéncias absoluta e relativa; a existéncia de associagédo foi verificada usando o
teste Qui-Quadrado e o teste Exato de Fisher para as variaveis categoéricas. O poder estatistico
desta amostra foi de 72,7% de acordo com a presenca ou auséncia de CTTS nos grupos de

cancer gastrico comparados com lesdes benignas do estdmago.

Resultados

Noventa e dois pacientes foram estudados, dos quais 50 pacientes apresentavam gastrite
e 42 pacientes apresentavam adenocarcinoma gastrico. 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 relacdo a topografia do tumor, 23 pacientes apresentavam tumores no antro (54,8%)
e 19 no corpo gastrico (45,2%). Gastrectomia subtotal foi realizada em 20 pacientes (47,6%), e
gastrectomia total em 22 pacientes (52,4%). Quanto ao estadiamento patolégico, 10 pacientes
foram classificados como estadio 1A (23,8%), 10 como estadio 1B (23,8%), 19 como estadio
I1IB (45,3%), e 3 pacientes como estadio IIC (7,1%). Em relacéo tipo histolégico, 18 foram
classificados como intestinal (42,9%), 18 como difuso (42,9%), e 6 como tumores mistos
(14,2%). Detectou-se embolizagdo vascular linfatica de células neoplésicas em 23 casos
(54,8,7%), estando ausente em 19 casos (45,2%). Ocorreram recidiva em 23,8% dos casos. A
situacdo desses pacientes no final do estudo foi: vivo sem doenga (71.4%), vivo com doenga
(7,1%), 6bito por outras causas (4,8%), 6bito por cancer (16,7%). A Tabela 1 mostra as
frequéncias das variaveis clinicas, estadiamento, terapéutica e seguimento, entre os 42 pacientes

com CG deste estudo.
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Tabela 1 Caracterizacdo do grupo de pacientes com cancer gastrico.

Grupo cancer gastrico

Variaveis n %
Topografia
Antro 23 54,8
Corpo 19 45,2
Tipo de cirurgia
Gastrectomia subtotal 20 47,6
Gastrectomia total 22 52,4

Estagio patoldgico

1A 10 23,8

IB 10 23,8

1B 19 45,3

I"nc 03 7,1
Tumor primario

T1 10 23,8

T2 10 23,8

T3 19 45,3

T4 03 7,1
Linfonodos

NO 20 47,6

N3 22 52,4
Tipo histolégico

Intestinal 18 42,9

Difuso 18 42,9

Misto 06 14,2
Grau histolégico

Bem diferenciado 03 7,1

Moderadamente 08 19,0

Pouco diferenciado 31 73,9
Invasao angiolinfatica

Positivo 23 54,8

Negativo 19 45,2
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Recidiva
Sem recidiva
Com recidiva
Status atual
Vivo sem doenga
Vivo com doenga
Obito sem céancer

Obito com cancer

32
10

30
03
02
07

Costa AC

76,2
23,8

71,4
7,1
4,8
16,7

Ao comparar a expressdo de CTTS entre os dois grupos, é possivel observar que nas

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

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

adenocarcinoma gastrico, 19% apresentaram expressdo entre 25-50%, 14,3 % entre 51-75%, e

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

< 0,001). As analises envolvendo a pontuacdo da coloracdo de CTTS na IHC e a intensidade de

expressao também apresentaram significancia estatistica, sendo maiores no grupo de pacientes

com adenocarcinoma gastrico (Tabela 2).
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Table 2 Comparacdo entre 0s grupos cancer gastrico x gastrite
Grupos
Cancer géstrico Gastrite
Variaveis n % n % p-valor*
Idade
Abaixo de 50 anos 8 19,0 35 70,0
Acima de 50 anos 34 81,0 15 30,0 <0001
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 expressdo de
Catepsina S
Sem células positivas 07 16,7 19 38,0
1-25% 10 23,8 23 46,0
25-50% 08 19,0 04 8,0 <0,001
51-75% 06 14,3 02 4,0
>75% 11 26,2 02 4,0
Expressdo da Catepsina S
Negativo (0) 7 16,7 19 38.0
Fragamente positiva (1-4) 14 33,3 24 48,0
Positivo (5-8) 09 21,4 03 6,0 0,002
Fortemente positivo (9-12) 12 28,6 04 8,0
Intensidade de expressao
Auséncia—0 7 16,7 19 38,0
Baixa < 4 14 333 24 48,0 0,001
Alta>4 21 50,0 07 14,0

(*) Teste Qui-Quadrado
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Na avaliacdo da expressdao da CTTS no grupo de pacientes com gastrite, foi possivel
observar que a expressao da CTTS foi significativamente maior nos pacientes com pesquisa

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

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

Expressao de Catepsina S

Positivo Negativo
Variaveis 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 21 875 03 12,5
<0,001
Negativo 10 38,5 16 61,5

(*) Teste Qui-Quadrado

Na avaliacédo da expressdo de CTTS no grupo de pacientes com adenocarcinoma gastrico,
néo foi possivel observar nenhuma associacao estatisticamente significante entre a positividade
da expressao e as variaveis clinico-patoldgicos estudadas.

Discussion

As catepsinas gque ja demonstraram aumento de expressdo na vigéncia de cancer gastrico

forama B, E, K, L, S, X e Z. Até 0 momento, existem apenas poucos estudos que buscaram

avaliar a relacdo da CTTS com o cancer gastrico [1, 2, 7]. Essa enzima parece ter um papel
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importante no processo de invasdo tumoral através da degradacdo da matriz extracelular,
modulacéo da resposta imune e regulacédo de diversas vias de sinalizacdo celular, incluindo a
ativacdo de receptores tirosino-quinase, especialmente o c-Met, metaloproteinases da matriz,
IL-11, CXCLI16, Integrina alpha-6-beta-4 [1, 4, 8]. Ainda, especificamente para o0
adenocarcinoma gastrico, 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 cancer
gastrico comparando os resultados com pacientes saudaveis e com lesdes gastricas benignas
[2]. Observaram que os valores séricos de CTTS dos pacientes com cancer gastrico foram
significativamente maiores do que os dos controles de tecido gastrico ndo tumoral (P < 0.001).
Ainda neste estudo, os autores investigaram o poder diagnéstico 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 diminuicéo significativa nos
niveis séricos de CTTS apds a ressecc¢do cirdrgica do tumor, sugerindo uma intima relagdo desta
enzima com o microambiente tumoral. No nosso estudo, encontramos resultados similares, com
a expressaio de CTTS sendo significativamente maior no grupo de pacientes com
adenocarcinoma gastrico em relacdo aos controles. Os resultados desses estudos sugerem que
a CTTS pode ser um potencial biomarcador para o diagnostico de cancer gastrico.

Yang et al. estudaram a expressao das catepsinas em laboratdrio através quantificacdo
proteicas em culturas de células normais e células de cancer gastrico. Os niveis de expressao
das catepsina S e B encontrados foram significativamente diferentes entre células normais e
cancerosas [1]. Observou-se uma maior expressao proteica e uma regulacdo positiva da
catepsina S e B, em contraste, as catepsinas L e B foram reguladas negativamente no secretoma
do céancer gastrico neste estudo. Um experimento adicional atraves da coloracdo

Imunohistoquimica foi realizado para estudar e validar a regulacdo positiva focado
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especificamente na catepsina S nas células cancerosas gastricas, um nimero significativo de
tipos de cancer gastrico intestinal, difuso e misto expressou catepsina S em niveis mais elevados
do que os tecidos normais (p <0,01). Ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativas na expressao de CTSS entre os subtipos de cancer gastrico.

Pesquisadores demonstraram correlacdo entre a CTTS e as caracteristicas da doenca,
como tamanho do tumor, invasdo linfonodal, metastases a distancia e sobrevida global;
observando que expressdes mais elevadas de CTTS estavam relacionadas estagios TNM mais
avancados e pior sobrevida [9]. No presente estudo ndo se observou associacao estatisticamente
significante entre expressdo de CTTS e o estadiamento do tumor ou sobrevida. Uma possivel
explicacdo para essa diferenca observada entre os estudos é o numero de pacientes incluidos,
que foi notadamente menor em nossa analise.

A infeccdo da mucosa gastrica por H. pylori € sabidamente um importante fator de risco
para 0 desenvolvimento de adenocarcinoma gastrico, contudo, 0s mecanismos exatos de
ativacdo da carcinogénese ainda ndo estdo totalmente elucidados [10]. Um dos possiveis
mecanismos apontados nesse processo € a resposta pro-inflamatdria orquestradas pelas células
Th17 na mucosa gastrica infectada [11, 12]. Estudos anteriores mostraram associacao entre a
infecgdo por H. pylori e niveis aumentados de expressdo das catepsinas D e X, contudo, nenhum
estudo até aqui foi realizado buscando determinar o comportamento da CTTS na vigéncia de
infeccdo por H. pylori [13, 14]. No presente estudo, avaliamos a expressdo da CTTS em
amostras de mucosa gastrica infectada por H. pylori. Foi observado que 87,5% das amostras no
grupo gastrite com H. pylori apresentaram expressdo positiva para CTTS, contrastando com
apenas 12,5% do grupo gastrite sem H. pylori. Esses resultados reforcam a hipotese de que a
CTTS esta envolvida no processo de carcinogénese do adenocarcinoma gastrico, uma vez que

também tem sua expressdo aumentada
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O estudo apresenta algumas limitacGes que merecem atenc¢do. Primeiramente, em relacao
ao tamanho da amostra que, em consequéncia do carater unicéntrico do estudo, acabou sendo
limitado, com um poder amostral de 72,7%. Como a amostra foi ndo probabilistica, selecionada
por conveniéncia, ndo foi realizado o calculo do tamanho amostral uma vez que todos os
pacientes operados no periodo de estudo foram incluidos na analise. Outra limitacdo que vale
ser mencionada é em relacdo a natureza observacional e transversal deste estudo. Uma anélise
longitudinal poderia trazer informacg8es mais acuradas acerca da relacdo da expressdo da CTTS
com a sobrevida dos pacientes. Contudo, para o0 nosso desfecho primério, a metodologia
aplicada se mostrou adequada.

Em contraste as limitacdes acima discutidas, o presente estudo traz dados importantes
que d&o robustez e autenticidade a analise apresentada. Trata-se de um dos poucos trabalhos a
estudar a expressdo da CTTS em amostras de adenocarcinoma gastrico em seres humanos e o
primeiro a atestar uma possivel relacdo entre a expressdo desta enzima com a infeccéo por H.

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

Conclusion

Levando-se em consideracgdo os resultados do presente estudo, os autores podem concluir
que a CTTS tem sua expressdo aumentada em amostras de adenocarcinoma gastrico em
comparacgdo com amostras de tecido nao tumoral. Além disso, como achado secundario, foi
observado que pacientes com gastrite por H. pylori também apresentaram maior expressao da
CTTS quando comparados com pacientes com gastrite com pesquisa negativa para esta
bacteria. Esses resultados reforgcam a discusséo acerca do papel da CTTS na evolugédo do cancer
gastrico, contudo, mais estudos ainda se fazem necessarios, objetivando definir, de fato, a

relacdo desta enzima no processo de carcinogénese do adenocarcinoma gastrico.
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APENDICE B — REGISTRO DE CANCER GASTRICO DOS PACIENTES DO

ESTUDO

RGH

NUmero

NUmero 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

Estadio Patolégico

) 1A
(1) 1B
@) Il A
(3)1IB
@ 1A
(5) 1l B
(6) i C

Pesquisa de H Pylori com Giemsa

(0) Negativo
(1) Positivo

Tumor Primario

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

Linfonodos

(0) NO
(1) N1
(2) N2
(3) N3

Tipo Histolégico

(0) Intestinal

(1) Difuso

(2) Misto

(3) Indeterminado

Grau histoldgico

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

Invasédo angiolinfatica

(0) Positivo
(1) Negativa

Intensidade de marcacédo de Catepsina S

(0) Sem coloragéo detectavel

(1) Coloragéo fraca= amarelo claro

(2) Coloragdo moderada= amarelo marrom
(3) Coloragéo forte= marrom
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Porcentagem de expressao de Catepsina S (0) Sem células positivas
(1) 1-25%

(2) 25 -50%

(3)51-75%

(4) >75%

Pontuacéo de coloracéo (0) Negativo (0)

(1) Fracamente positivo (1-4)
(2) Positivo (5-8)

(3) Fortemente positivo (9-12)

Tipo de expressao (0) Auséncia de Expressao - 0
(1) Baixa expressdo < 4
(2) Alta expressdo >=4

Status atual (0) Vivo sem doenca
(1) Vivo com doenca
(2) Obito sem cancer
(3) Obito com céancer

Data do Obito

Data da dltima informacéo
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APENDICE C - REGISTRO DE BIOPSIAS ENDOSCOPICAS DOS
PACIENTES DO ESTUDO

RGH

Ndmero

Nuamero 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 marcagcdo de Catepsina S

(0) Sem coloracao detectével

(1) Coloragéo fraca= amarelo claro

(2) Coloragdo moderada= amarelo marrom
(3) Coloragéo forte= marrom

Porcentagem de expresséo de Catepsina S

(0) Sem células positivas
(1) 1-25 %

(2) 25 -50%

(3)51-75%

(4) >75%

Pontuacéo de coloragéo de catepsina S

(0) Negativo (0)

(1) Fracamente positivo (1-4)
(2) Positivo (5-8)

(3) Fortemente positivo (9-12)

Tipo de expressao

(0) Auséncia de Expresséo - 0
(1) Baixa expresséao < 4
(2) Alta expresséo >=4
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Abstract, Cathepsin 5 (Cat 5) is a protein expressed in some
epithelial cells, which appears to be associated with cancer
metastasis and recurrence. The abnormal expression of Cat 5
has been reported to be associated with the progression of
certain types of pastrointestinal neoplasms, incliding pastric
cancer (GC). There iz a need to identfy novel biomarkers and
therapeutic targets associated with the prowth, invasion and
migration of GC cells, in order to develop non-imvasive diag-
nostic and prognostic procedures and design new therapeutic
approaches. The aim of the present study was to assess the
association berween Cat 5 and oncopenic processes impli-
cated in the development of GC, focusing on the diagnostic
and therapeutic potential of this molecule in GC. A search
was conducted through the Publded and Cochrane Central
Fegister of Controlled Trials electronic databases for relevant
literature publizhed berween 2003 and 2018, using the mezh
term: ‘cathepsin 5° and ‘cancer” and “pastric cancer’.
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5. Conclosion

1. Introduction

Proteases represent approximately 2.8% of the proteins
expressed by the homan genome. They are commonly
involved in degradation pathways eliminating unwanted
and defective proteins. Fesearchers have been smmdying
the effects of proteases on cancer development, aiming to
develop new anticancer therapies (1-3). Proteases are a larpe
proup of enzymes that catalyze the cleavage of peptide
bonds. Cathepsin 5 (Cat 5) is a cysteine protease found more
frequently in lysosomes of hematopodetic cells, but it may also
be seprepated in the extracellnlar enwironment (4-T).

Studies have demonstrated that the inhibition of Cat 5
results not only in attermation of angiogenesis, but also in
increased apoptosis and reduction of tumer volume and inva-
sion. These effects indicate a potential relevant role for Cat 5
in tumor growth and progression, and this moleculs may be a
possible tarpet for cancer weatment (3.4, 8).

The literature on the association between Cat 5 and
pastrointestinal neoplasms is scarce, with even fewer studies
assessing specifically its association with GC. The aim of the
present study was to review the currently available information
reparding Cat 5 and the oconrrence and progression of GC,
with the purpose of developing fuiure perspectives for using
Cat 5 as a possible therapeutic target for this malipnancy.

2, Gastric cancer

GC is the fifth most frequentdy diagnosed cancer and the third
leading cause of cancer-related mortality worldwide (9). The
incidence of GC varies according to different peopraphic
repions. Approximately 60% of pastric neoplasms ocour in
developing countries. The hiphest incidence is observed in
Eastern Asia, Eastern Europe and the Andean repion of South
America, whereas the lowest rates are encountered in MNorth
America, Morthern Europe, Southeast Asia and the majority
of African countries (10,11).
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Statistical data have been demonstrating a declining
incidence of GC, particularly in USA, England, and other
developed countries (11). However, an increasing incidence
is obzerved in patients <30 years of ape, with the possible
implication of different molecules, pathways and epigenstic
mechanizsmes (12).

The GC-related mortality rates are considerably hish
workdwide, with a mean 5-year survival rate of 21% in Europe
and 18% in the T/SA. The hiphest rates are reported in Csaka,
Japan, with a mean 5-year survival rate of 47% (10).

The majority of GCs occur sporadically due to complex
interactions between environmental and ethnic factors.
Howewer, approximately 1-3% display an inherited familial
component. Patients with germline mutations in tumor protein
p3F (Li-Franmeni syndrome), breast cancer 2 gene and
cadherin-1, in particular, are at an increazed risk of developing
GC (13).

Infection by H. pylori is considered the most Important
risk factor for the development of GC, partcularly gpastric
adenocarcinoma (14). Althowgh it is clear that H. pylori is
the most frequent predisposing agent for GC| the precise
molecular mechanisms underlying the development of this
neoplasm in reacton to H. pylori infection have not been
clearly determined. However, the increased cellalar replication
and the constant atracton of polymorphomclear leukocytes
are well known events that appear to emert carcinogenic
effectz (15.16). Amedei et al (17) reported that the secreted
peptidyl prolyl ciz, trans-isomeraze of H. pylort is able to drive
gastric Thl7 response in patents with distal GC. Therefore,
they inferred that H. pylor may be linked to GC through the
pro-inflammatory low cytotamic response, matriz depradation
and pro-angioeenic pathways (17).

Several oncopenes, fUmor suppressol gencs and metas-
tasis-related penes have been implicated in GC (18). Some
of the dysrepulated genes in GC, including p53, Kirsten rat
sarcoma 2 viral oncogenes homolop, transforming prowth
factor receptor-2 and catenin fi-1, may be implicated in
the development of a wide variety of other tumors. Other
penes, such as fibroblast growth factor receptor-2 and MET
proto-oncopens, are more specific to GC. Among the romtated
penes of those with increased expression in GC, some, such
a2z buman epidermal prowth factor receptor-2 (HER2Z/NELT),
cyclooxypenase-2 (COX2) and epidermal gprowth factor
receptor (EGFR), have been investipated as possible tarpets
for GC therapy (19,20). It has been demonstrated that trasm-
zumalby, an inhibitor of HERZ/NEU, can affect the prowith of
HERZ/NEU-overczpressing GC cells (21). GC with COX2
overexpression has been associated with lvmphatic metastasiz,
and the use of COXI-specific inhibitors, such az celecoxmib,
are under investigation as a poszible intervention for advanced
dizease (19). Regarding EGFR, it has been obzserved that
increased expression of this receptor is assoriated with worse
prognosis in GC. Is selective inhibition by pefitinib has shoen
promising results for metastatic disease (22).

A, Cathepsin 5 and carcinogenesis
Dhuring the development and proeression of tumors, one of the

most important events is local invasion, which is mediated by
the depradation of the extracellular matrix (ECK), and the

proteases invobved in this process are being increasingly iden-
afied (23). Invazive tomor cells and their microsmvironment
are enriched with a wide range of proteases (#).

Mew therapeutic strategies and biomarkers have been
identified for the treatment and diagnosiz of malipnant tumors.
Among these, a proup of proteases, the lysosomal cysteine
cathepsins (e.x., Cat 5), appear to be of cxtreme relevance.
The inhibitiom of Cat 5 nsing a selective monoclonal antibody
(Fan0303) has been shown to be beneficial, acting apainst
colorectal, prostatic and breast carcinoma invasion, and it
has also achieved attenuation of anpiopenesis in several types
of tumors (24). The in vive inhibition of Cat 5 by Fan0303
haz also achieved a significant decrease in colorectal tumor
prowth in mmrine models, not only as an isolated agent (24),
bart also in combination with chemotherapy (25,26).

The involvement of Cat 5 in carcinogenesis appears to be
related to apoptosis, autophapy, angiopenesis, and cell misra-

Apopresis. Lysosomes are essential organclles in the process
of apoptosis, and cathepzins are important executors of
lyzsosome-mediated apoptosis. Cat 5 assists with the ezsential
mediation of apoptotic sisnaling to release cathepsins to the
cytozol. Apoptosis induced by Cat 5 ocours through different
apoptotic pathways, inchiding the intrinsic pathway (mitochon-
drial death) and the extrinzic pathway (death receptor). The
former is controlled by members of the B-cell Iymphoma-2
(Bel-2) family, such as Bel-2 and Bel-2-associated death
promaoter. In the latter, death receptors on the plasma membrane
activate the tomor necrosis factor receptor 1 and Fas/CD95.
Howrever, the specific molecular mechanisms implicated in
hing cancer, GC and prostate cancer are unclear (27.28).

Antophagy. Cat 5 is associated with autophasy in cancer cells.
This may be explained by the associaton between Iysosomes
and Cat 5. Tarpeting Cat 5 may induce autophagy in cancer
cells, such as nasopharymgeal cancer, colon adenocarcinoma,
oral-epidermoid carcinoma, alveolar bazal epithelial and
human squamous carcinoma cells. Therefore, the imhibi-
ton and induction of autophagy mediated by Cat 5 iz not
cell-specific, and tarpeting Cat 5 may induce autophasy in
GC (27.249).

Angiogenecsis. It has been observed that Cat 5 plays an impor-
tant role in angiogpenesis, which is a erocial part of tumor
development and a fundamental step in the Tansidon of tumors
from a benien to a2 malisnant state (27).

In an experiment on human umbilical wein endothelial
cells (HUUWVECSE), it was observed that the vascular endothelial
growth factor (WEGF) stimulated HUVEC capillary tube
formation, whereas the addition of three specific Cat 5 inhibi-
tors supprezses the proteolytc activity of Cat 5, resulting in
significant reduction of VEGF-induced capillary-like tube
development (30).

In another experiment, supprezsed VEGF secretion and
restrained HUVEC tube formation in human bepatocel-
holar carcinoma was achieved through tarpeting Cat 5 by
small interfering BENA (28). However, the precise molecular
mechanizms throuerh which Cat 5 interferes with angiopenesis
remain ehusive (27).
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Imvasion and migration. Cat 5 is of paramount importance in
cell migration and irvasion. It has been obeserved that silencing
Cat 5 by specific siENAs leads to inhibidon of GO cell inmva-
siom (31). The same was observed for other cancer cells, such
as hepatocellular carcinoma, long adenocarcinoma, and skin
melanoma cells. Therefors, Cat 5 may be an important factor
for containing malignant cell invasion and mipration (27,28).

The expression of Cat 5 was found to be increased in
several types of cancer, inchiding GC. One of its main sources
are tumor-associated macrophages (27,32). Therefore, Cat 5
may be of value not only as a therapeutic tarpet, but also as a
prognostic marker, as it is closely associated with the ocour-
rence of metastasis (3,32).

4. Cathepsin 5 and gastric cancer

The results previously reported in the literatore reparding the
inhibition of Cat 5 in differsnt pastrointestinal neoplasms are
summarized in Table I. The data on the experimental use of
Cat 5 inhibitors and its outcomes, either in vive of in vitre, for
pastrointestinal cancer development are summarized. Of note,
only a few studies have assessed the role of this molecule in
pastrointestinal cancers, and even fewer in GC, which is the
main objectve of the present study.

Feparding the occummence of GC, Cat 5 15 associated with
one of the hallmarks of mmor development, namely local inva-
zion. This process occurs due to the fact that Cat 5 is able
to deprade the ECH, moduolate inflammation and the imnmine
response, as well as regulate other carcinogenic factors (27,.33).

Cat 5 acts az a regulator of signaling pathways inchiding:
i) Tyrosine kinase receptors, such as o-Met and AXL (33).
Cat 5 may be neceszary for the proteclytic mamration and
secretion of c-Met into the extracellnlar compartment of
GC cells; ii) pepidazes, including members of the cathepsin
family {e.o.. Cat D), mairiz metallopeptdazes and kallikrein
families (33). Cat D' and matrix metallopeptidases are associ-
ated with cancer metastazis and recurrence (33), and they have
the ability to digest the ECM that otherwise impedes cancer
cell invasion; iil) chemokines/'cytokines, such as IL-11 and
CHCLIS. CHCL16 is a moleculs ezsential for the development
of peritoneal carcinomatosis in GC (33), whereas IL-11 is
required for GC development; iv) Cytoskeletal proteins and
adhesion molecules, such as cortactin (CTTN) and imteprins,
respectively (33). CTTN and inteprin affi4 play important
roles in cell-cell and focal adbesion, thereby affecting cell
migration (33). The inhibidon of Cat 5 keads to diminished
cxpreszion of these molecules; v) proteins from HFEI4S,
MENT and MENS5 (33). When compared with normal cells,
Cat 5 expreszion is increased in the GC cells MENT and
MEN45 (33).

The members of the cysteine cathepsin family displayving
increased expression in GC are Cat B, E. K, L, 5 X and Z.
Cat 5 is the only one among the cysteine cathepsins the expres-
zion of which iz associated with antipen-presenting cells.
Therefore, as regards protein processing in the extracellnlar
microenvironment, Cat 5 is of hizher phyziological impor-
tance compared with the remaining family members (34-36).

Invazive methods, such az endoscopy and biopsy, are
used for GC diapnosis. Certain tomor markers may also
prove useful in the diapnosis and follow-up of this dizeaze,

Table [ Cathepsin 5 as an inhubitor of gastroimestinal mali gnant neoplasms.,

Author (Refs)

Raole Cell line Results of cathepsin 5 inhibitors

Testing

Tumeaor site

Wilkinson et al (T

Fanl 5030, MC38  Cyiotoxic effect {antibody-de pendent

Increased expression,

I viira

Coborectal

Busrden et af {25)

eytotoxicity) in 22% of ihe tumor cells, in

associated with tumor growih

and invasion

I vive

Burden ef al {26)

Ewaok efal (321
Small exal {30

Wang ef @l (37)

addition to the inhibition of invasion and

ANEIO EeTesls

Inhibitgon of twmaor growth and angio penesis
CTSS silencing with lentivirus-mediated

RIFl -Tag2

MHCC

Increased ex pression, associated with tumor growth

Induced apopiosiz Increased expression,
associated with growth, invasion and

metastasis

I vive, in vitm

Pamncreatic

Lee eral{38)

H

I vive

Hepaoeellular

Wang er ol (39)

RMAI can induce significant apoptosis and
chemosensitivity in MHOUOS7-H cells

I vifra

Yamg ef ai (33)

CTSS inhibitors may be able o impede

MFEN45 and

Increased ex pression, assodated with
tumeor invasion and metastasis

In vifro

Gastnic

invasion and migration of gastric cancer cells Liverali3l)

MENT

78
Costa AC
3
o
2
=
g
(7]
<
(3]
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such as carcinoembryonic antigen (CEA), carbohydrate
antigen (CA) 72-4 and CA 19-9. However, their sensitivity
is mot sufficient to enable diagnosis at the carly stapes (31).
Therefore, there iz a pressing need for biomarkers with higher
specificity and sensitivity to enable carly, non-invasive diap-
mosis, and to monitor the progression of GC (3).

The diagnostic value of serom Cat 5 has been found to
have a specificity similar to the conventonally used markers
CEA, CA T2-4 and CA 19-9, bat with a higher sensitivity. The
combination of serum Cat 5 and these traditional markers has
demonsirated the best results, with specificity and sensitivity
of 91.2 and T2.6%, mspectively (31).

£. Concluzion

Az repards the ocourrence of GC, increased expreszion of Cat 5,
which iz 3 member of a large group of extracelllar proteases,
was ohserved; in addition, the inhibition of Cat 5 was shown
to suppress migraton and invasion of gasmic neoplastic cells.
Therefore, it may be inferred that Cat 5 may hold promise az a
biomarker for the diagnosis and prognesis of GC, in additon to
being a possble therapeutic tarpet to contol disease propression.

However, due to the scarcity of the currently available
literature on the asscciation between Cat 5 and GC, more
smdies, particularly clinical trials and prospective studies,
are required to provide more solid data and elocidate the troe
walue of Cat 5, not only as a diagnostic and prognostic marker,
but alzo as an effective therapentic target, in the hope of
achieving better diseasze control and improving the life quality
and survival rate of GC patients.
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