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 RESUMO 

 

O câncer gástrico é o quinto tipo de câncer mais frequente no mundo e representa a 

segunda causa de morte por neoplasias levando a óbito milhares de pessoas por ano.  No Brasil 

surgiram, aproximadamente, 21.290 casos em 2019 no Brasil. Alterações no processo de 

glicosilação de proteínas contribuem para a progressão do câncer e antígenos glicanos 

sorológicos, CA-19-9, CEA, CA72-4 e CA-50, os quais são ou foram utilizados para monitorar 

os pacientes com Neoplasias do trato gastrointestinal em tratamento ou em recorrência. 

Entretanto, estes marcadores não possuem sensibilidade e especificidade adequada na prática 

clínica. O presente estudo analisou a marcação de cinco proteínas relacionadas a aspectos 

glicobiológicos tumorais: NEU3, uma enzima removedora de ácido siálico; ST3GAL3, uma 

enzima que catalisa a transferência de ácido siálico; SIGLEC-15, uma lectina que se liga ao 

ácido siálico, o TSTA3, um catalisador envolvido no processo de fucosilação durante a 

glicosilação das proteínas e a FUCA2, uma enzima envolvida na manutenção da homeostase 

no metabolismo da fucose. Dada a necessidade novos biomarcadores, esse estudo buscou 

encontrar novas moléculas que possam ser indicadoras de prognostico e desfecho em pacientes 

com câncer gástrico. Foram realizados ensaios de imuno-histoquímica foram realizados em 71 

casos de adenocarcinoma gástricos oriundos do Hospital de Câncer de Pernambuco. E os 

resultados foram associados com parâmetros clínico-patológicos dos pacientes através de 

análise univariada e multivariada. Foram realizadas análises in silico em três coortes de 

validação, obtidas no banco de dados cBioPortal.org. A enzima NEU3 apresentou uma relação 

significativa com metaplasia e neoplasia em comparação com os tecidos normais encontrados 

nas amostras. Não houve associação significativa da expressão de NEU3 com dados clínicos e 

patológicos na coorte estudada. A marcação com ST3GAL3 e TSTA3 foi significativamente 

maior nas amostras de pacientes com o tipo intestinal da classificação de Lauren e valor de p 

mais evidente nas amostras de menor grau histológico. Para SIGLEC-15 houve associação 

significativa com estadiamento cirúrgico mais avançado, com graus histológicos bem e 

moderadamente diferenciado e com a presença de invasão angiolinfática. A FUCA2 foi 

significativamente relacionada com estadiamento cirúrgico avançado em graus histológicos G1 

e G2. Este estudo observou que estas proteínas têm expressão significante quando comparadas 

com algumas condições clínicas no câncer gástrico, sugerindo que elas podem ser utilizadas 

como biomarcadores de prognóstico, porém não de desfecho. 

Palavras-chave: Biomarcadores; Imuno-histoquímica; Câncer gástrico; Genes glicanos. 



ABSTRACT 

 

Gastric cancer is the fifth most common type of cancer in the world and represents the 

second leading cause of death from neoplasms leading to the death of thousands of people per 

year. In Brazil, approximately 21,290 cases emerged in 2019 in Brazil. Changes in the protein 

glycosylation process contribute to cancer progression and serological glycan antigens, CA-19-

9, CEA, CA72-4 and CA-50, are or have been used to monitor patients with Neoplasms of the 

gastrointestinal tract being treated or in recurrence. However, these markers do not have 

adequate sensitivity and specificity in clinical practice. The present study analyzed the labeling 

of five proteins related to tumor glycobiological aspects: NEU3, a sialic acid removing enzyme; 

ST3GAL3, an enzyme that catalyzes the transfer of sialic acid; SIGLEC-15, a lectin that binds 

to sialic acid, TSTA3, a catalyst involved in the fucosylation process during protein 

glycosylation and FUCA2, an enzyme involved in maintaining homeostasis in fucose 

metabolism. Given the need for new biomarkers, this study sought to find new molecules that 

could be indicative of prognosis and outcome in patients with gastric cancer. For this, 

immunohistochemistry assays were performed in 71 cases of gastric adenocarcinoma from the 

Hospital de Cancer de Pernambuco. And the results were associated with patients' clinical-

pathological parameters through univariate and multivariate analysis. In silico analyzes were 

performed in three validation cohorts, obtained from the cBioPortal.org database. The NEU3 

enzyme showed a significant relationship with metaplasia and neoplasia compared to the 

normal tissues found in the samples. There was no significant association between NEU3 

expression and clinical and pathological data in the studied cohort. The marking with ST3GAL3 

and TSTA3 was significantly higher in samples from patients with the intestinal type of 

Lauren's classification and more evident in samples of lesser histological grade. For SIGLEC-

15 there was a significant association with more advanced surgical staging, with well and 

moderately differentiated histological grades and the presence of angiolymphatic invasion. 

FUCA2 was significantly related to advanced surgical staging at histological grades G1 and 

G2. This study observed that these proteins have significant expression when compared to some 

clinical conditions in gastric cancer, suggesting that they can be used as prognostic biomarkers 

but not as outcome. 

 

Keywords: Biomarkers; Immunohistochemistry; Gastric cancer; Glycan genes. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O câncer gástrico (CG) é o quinto tipo de tumor mais comum no mundo e representa a 

segunda maior taxa de mortalidade quando comparado com outras neoplasias. Anualmente, 

morrem cerca de 7 milhões de pessoas por GC, o que representa 17% das mortes por câncer 

que ocorrem globalmente (BRAY et al., 2018). 

A gênese do CG está intimamente ligada a alguns fatores de risco específicos, como 

hábitos alimentares ricos em sal e produtos defumados, além do tabagismo e etilismo. Porém, 

o maior agente influenciador das alterações neoplásicas no epitélio gástrico é a bactéria 

Helicobacter pylori que consegue vencer a proteção natural formada pelo suco gástrico e 

mucinas e induz o processo inflamatório crônico (TSUDA et al., 2017). 

O diagnóstico do CG é comumente tardio e a endoscopia digestiva é o padrão ouro na 

prática clínica. Histologicamente, a classificação de Lauren proposta em 1965, divide o câncer 

gástrico em intestinal e difuso. O tipo intestinal está mais relacionado a gastrite crônica e a 

metaplasia intestinal e possui prognóstico mais favorável enquanto o tipo difuso representa 

pequenos grupos celulares que infiltram no estroma sem formar uma massa tumoral. Nessa 

classificação, o melhor indicativo de prognóstico é a profundidade, a extensão do envolvimento 

nodal e a presença ou ausência de metástases(LAUREN, 1965; PRIYADHARSHINI et al., 

2017). Alguns antígenos glicosilados (CA-19-9, CEA, CA72-4 e CA-50) podem ser utilizados 

para monitorar pacientes em tratamento ou em recorrência. Entretanto, a limitação constituída 

pela falta de sensibilidade e especificidade adequada não os tornam tão efetivos quando são 

utilizados durante o diagnóstico precoce(MEREITER et al., 2016). 

Diante das limitações encontradas nos biomarcadores estabelecidos na clínica, é 

necessário encontrar biomoléculas que sejam ferramentas de prognóstico, diagnóstico e 

monitoramento de neoplasias. Nesse contexto, as glicomoléculas podem ser utilizados como 

biomarcadores pois estão envolvidos em funções biológicas importantes: adesão celular, 

migração, sinalização e reconhecimento pelo sistema imune. Estes glicoconjugados estão 

alterados no câncer e são um marco nas transformações malignas. Existem duas classes 

principais de glicanos presentes em glicoproteínas: os O-glicanos e N-glicanos. Essas 

glicoproteínas podem ser modificadas terminalmente por fucosilação e sialilação. A 

glicosilação não obedece a modelos pré-estabelecidos, pois é regulada por diferentes fatores e 

pode variar de acordo com as mudanças fisiológicas e/ou patológicas (PINHO; REIS, 2015).  

Particularmente existe um consenso de que no câncer gástrico, ocorre expressão de O-glicanos 
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truncados, sialilados e fucosilados e que essas estruturas contribuem para a progressão tumoral 

e metástase (MEREITER et al., 2016). 

Algumas glicomoléculas participam da biossíntese de glicanos, este estudo se propôs a 

avaliar a expressão de cinco proteínas (NEU3, SIGLEC-15, ST3GAL3, TSTA3 e FUCA2) que 

participam de processos importantes, relacionados a sialilação e fucosilação de glicoproteínas. 

A NEU 3 remove o ácido siálico dos glicosfingolípidos e sua atividade anormal tem sido 

associada a uma variedade de doenças, incluindo distúrbios de armazenamento lisossômico, 

doenças cardiovasculares e câncer(TAKAHASHI et al., 2015); O SIGLEC-15 é uma lectina do 

tipo imunoglobulina que atua como um aglutinante de ácido siálico e pode ser superexpressa 

em muitos cânceres humanos e é um alvo candidato à imunoterapia contra o câncer (WANG et 

al., 2019); O ST3GAL3 age catalisando a transferência de ácido siálico para o ácido CMP-

siálico para substratos contendo galactose, sua expressão aumentada já foi identificada em 

câncer de mama e hepático (HEBBAR et al., 1999; USLUPEHLIVAN; ŞENER; İZZETOĞLU, 

2019); O TSTA3, é uma proteína de ligação ao NADP(H) que catalisa reações de epimerase e 

redutase, no metabolismo de GDP-D manose, convertendo GDP-4-ceto-6-D-desoximanose 

para GDP-L-fucose. E a FUCA2 que desempenha um papel oposto ao TSTA3, é uma enzima 

lisossômica essencial no processo de degradação da alfa-1-fucose dos substratos (ANGATA et 

al., 2007; KIZUKA et al., 2017a). Ela está relacionada à transformação oncogênica, invasão 

linfática e vascular, e sua expressão também está associada ao escape e a tolerância 

imunológica. Esse estudo teve o objetivo de investigar a possível utilização dessas proteínas 

como marcadores prognostico e de desfecho no câncer gástrico. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 O CÂNCER GÁSTRICO 

 

O câncer é resultado de alterações multifatoriais envolvendo mudanças genéticas e influências 

ambientais. As células que sofreram o processo de transformação maligna (carcinogênese) 

podem modular funções biológicas ao seu favor. Geralmente, essas células ou grupos de células 

formam tecidos de massa tumoral (sólidos) com capacidade, muitas vezes, de se destacar 

(migração) e invadir tecidos adjacentes ou mesmo distantes do sítio primário do tumor 

(ROESCH-DIETLEN et al., 2018a).  

As metástases, por sua vez, representam a principal causa de morte por câncer 

(ARTHMAR et al., 2013), pois estão associadas ao alto grau de agressividade do tumor e 

sinalizam o diagnóstico tardio ou progressão da doença, aumentando o tempo de tratamento 

bem como as manobras terapêuticas e reduzindo as chances de cura (KUO; LE, 2014). 

Em 2018, foi responsável por mais de 1.000.000 de novos casos. O CG apresenta a 

terceira maior taxa de mortalidade por câncer entre todos os tipos de câncer existentes sendo 

duas vezes mais alta nos homens do que nas mulheres(BRAY et al., 2018). A incidência 

geográfica é muito variada, mas cerca da metade dos casos ocorrem na Ásia, especialmente em 

países da Ásia oriental, na China, Coréia, Mongólia e Japão, seguidos pela América latina, 

Europa central e oriental, enquanto que América do Norte e Europa ocidental o número de casos 

é menor (BRAY et al., 2018; COSTA; GIL DA COSTA; MEDEIROS, 2018; PAN et al., 2017). 

Nos últimos 50 anos ocorreu uma redução da taxa de incidência global do CG. Em 2012 

foram estimados cerca de 952 mil casos e 723 mil mortes em todo o mundo. No ano de 2015, 

foram diagnosticados 1.113.000 casos, representando 7,5% de todos os cânceres naquele ano. 

No Brasil, em 2015, ocorreram 9.132 óbitos de homens e 5.132 de mulheres (INSTITUTO 

NACIONAL DO CÂNCER, 2017; MAY, 2014). 

Para o Brasil, estima-se que surgiram 21.290 casos entre 2018 e 2019, 13,540 casos 

entre homens e 7.750 em mulheres. Para o trênio 2020-2022, estima-se um total de 13.360 casos 

novos para homens e 7.870 para mulheres (INCA,2020). 

 

É o quarto tipo de tumor mais incidente entre os homens e o sétimo entre mulheres. É o 

segundo mais frequente nas Regiões Norte (12,35/100 mil) e Nordeste (11,17/100 mil), sem 
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considerar os tumores de pele não melanoma. Em Pernambuco é quarto mais comum em 

homens e o oitavo entre as mulheres (Figura 1). 

 

Figura 1- Taxa bruta de incidência estimadas para 2018 em Pernambuco e Recife, de acordo 

com o sexo. 

 

Fonte: (INSTITUTO NACIONAL DO CÂNCER, 2017). 

 

 A origem do CG é resultado da interação de fatores genéticos e ambientais, doenças 

crônicas e/ou como fruto a uma resposta inflamatória contínua. Muitas vezes essas inflamação 

é provocada por infecções microbianas que tem grande impacto no início da doença como 

também na progressão do tumor e na resposta ao tratamento (COSTA; GIL DA COSTA; 

MEDEIROS, 2018). Fatores de risco específicos aumentam a probabilidade de 

desenvolvimento de tumor gástrico: dieta rica em sal e alimentos contaminados com 

agrotóxicos e fertilizantes. Porém o maior agente influenciador das alterações neoplásicas no 

epitélio gástrico, é a bactéria Helicobacter pylori que consegue vencer a proteção natural 

formada pelo suco gástrico e mucinas e induzir processo inflamatório crônico (PLUMMER et 

al., 2015). 

Esses microrganismos expressam lipopolissacarídeos que carregam determinantes do 

grupo sanguíneo de Lewis, mimetizando os padrões sanguíneos, escapando da resposta imune, 

mantendo dessa forma a colonização assintomática. H. pylori também expressa adesinas que 

reconhecem receptores de glicanos, expressos no epitélio gástrico, gerando gastrite, atrofia, 
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metaplasia e úlceras. Uma sequência que potencialmente culmina no câncer gástrico, por isso, 

é a principal via de desenvolvimento deste tumor (PINHO et al., 2013). 

 H. pilory também produz insuficiência nutricional por competir pelos micronutrientes 

essenciais, além de provocar uma resposta inflamatória crônica que reduz a liberação de ácido 

clorídrico e enzimas, dessa forma impedem a solubilização dos sais minerais e 

consequentemente dificultam sua absorção (HU et al., 2018a).As infecções crônicas provocadas 

pelo agente Helicobacter pylori também são responsáveis pelo surgimento do linfoma gástrico 

primário, o linfoma mais frequente nessa localização que representa cerca de 5% das neoplasias 

gástricas primárias (JANSSEN, 2009; LEE et al., 2016).Outros agentes microbianos também 

podem desencadear o surgimento da doença como pela infecção com o vírus de Epstein barr 

que entra em contato com a célula epitelial gástrica através do contato com o linfócito infectado 

com o vírus. No CG o Epstein barr está associado a um subtipo específico denominado 

carcinoma gástrico com estroma linfoide(NISHIKAWA et al., 2018).  

A deficiência em ferro também pode ser um fator predisponente ao câncer gástrico, pois 

pode aumentar o estresse oxidativo e o dano ao DNA(PRA et al., 2009). Alguns estudos também 

mostram que existe uma relação de incidência e mortalidade do câncer gástrico com a exposição 

aos metais tóxicos como, chumbo, arsênico, mercúrio e cádmio (HU et al., 2018a; YUAN; 

YANG; LI, 2016). 

Dos subtipos histológicos, o adenocarcinoma gástrico é o mais comum, representando 

mais de 95% de todas neoplasias ligadas ao estômago. Alguns estudos também apresentam o 

HPV como um agente indutor de câncer de estômago, sendo responsável por etapas tardias da 

doença, entretanto ainda é necessário que sejam realizados estudos específicos que esclareçam 

seu papel nessa carcinogênese (COSTA; GIL DA COSTA; MEDEIROS, 2018; DE LIMA et 

al., 2012).  

O TCGA (The Cancer Genome Atlas) fez a classificação molecular do câncer gástrico 

a partir análises de sequenciamento do DNA, RNA e matrizes de proteínas. Atuamente essa 

classificação divide o câncer gástrico em quatro subtipos de acordo com as alterações genéticas 

identificadas que são importantes para elucidar os processos relacionados a carcinogênese de 

cada subtipo, são eles(RIQUELME et al., 2015): 

1-Subtipo positivo para o vírus Epstein barr (EBV), que compreende 9 a 10% dos 

adenocarcinomas gástricos e tem uma tendência menor de metástases linfonodais e menor 

mortalidade em diferentes populações. Nesse subtipo em cerca de 80% dos casos são 

encontradas mutações PIK3CA, que é o segundo gene mutante mais comum em muitos tipos 



21 
 

 
 

de câncer. Além disso são encontradas amplificações de JAK2, CD274, PDCD1LG2 e ERBB2 

e deleções em PTEN, SMAD4, CDKN2A e ARID1A. 

2- Subtipo de instabilidade de microssatélites (MSI), O MSI é um dos principais 

fenótipos da instabilidade genômica e tem sido associado a pacientes do sexo feminino em 

idades avançadas. Pacientes com esse subtipo geralmente são caracterizados pelo acúmulo de 

mutações em PIK3CA, ERBB3, ERBB2 e EGFR além de mutações presentes em sítios de 

'hotspot'. A principal causa de MSI no CG envolve hipermetilação do promotor MLH1, um dos 

genes envolvidos no reparo e incompatibilidade de DNA. O nível de MSI no câncer gástrico 

pode ser classificado em alto e baixo (MSI-H e MSI-L, respectivamente), o MSI-H é geralmente 

associado ao adenocarcinoma do tipo intestinal, de melhor prognóstico do que o MSI-L e que 

os tumores MSS, sem instabilidade de microssatélites. 

3- Subtipo genomicamente estável (GS), esse subtipo foi mais relacionado ao 

adenocarcinoma do tipo difuso. Está relacionado ao diagnóstico em pacientes mais jovens, 

baixa mutação no TP53 e em baixo grau de aneuploidia. Também foram encontradas mutações 

nos genes CDH1 e RHOA. Mutações em CDH1 estão associadas ao CG do tipo difuso 

hereditário, fenótipo pouco diferenciado e mau resultado clínico e mutações em RHOA está 

associado a alterações morfológicas e migração celular. As mutações nesse subtipo estão mais 

relacionadas a adesão celular. 

4- Subtipo cromossômico instável (NIC), cerca de 50% dos CGs estão associados a NIC 

e 71% desses apresentam mutações no gene TP53, e nos genes ARID1A, KRAS, PIK3CA, 

RNF43, ERBB2 e APC. Também ocorre fosforilação do receptor do fator de crescimento 

epidérmico (EGFR) e amplificação do gene que codifica o VEGFA e de mediadores do ciclo 

celular (CCNE1, CCND1 e CDK6), além disso são encontradas amplificações genômicas de 

genes que codificam receptores de tirosina quinases (RTKs), importantes para o crescimento 

celular descontrolado. 

No que se refere a diagnóstico uma grande barreira é a falta de sintomas claros da 

doença, em sua maioria os casos são diagnosticados em estados avançados, onde a taxa de 

sobrevivência gira em torno de 15 a 30% em 5 anos, uma porcentagem considerada baixa, 

especialmente por causa do diagnóstico tardio (LISTINSKY; SIEGAL; LISTINSKY, 2011).  

O diagnóstico do CG inicia com o histórico clínico do paciente, através da avaliação de 

sinais, sintomas e histórico familiar. O estadiamento clínico é de suma importância para um 

tratamento adequado. Fazem parte dos exames de estadiamento: exames de laboratório, 

endoscopia digestiva alta, incluindo biópsia das lesões, tomografia de abdome, tórax com 
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contraste oral e venoso, e ressonância magnética.  A classificação TNM (Tabela 1) que indica 

qual o estágio histopatológico do tumor, é o principal determinante do plano de tratamento, pois 

é um forte preditor de sobrevida e recorrência da doença (LUDWIG et al., 2018; SHEN, 2013). 

O tratamento do câncer ainda é um desafio, apesar das diferentes formas de tratamento 

existentes, que incluem procedimentos cirúrgicos, além de quimioterapia, radioterapia, terapia 

hormonal e terapia alvo molecular (XIE et al., 2016). Embora seja o tratamento mais utilizado, 

a quimioterapia não apresenta especificidade, ou seja, células tumorais e normais são atingidas, 

promovendo diversos efeitos colaterais. Os agentes quimioterápicos existentes são pouco 

solúveis, possuem um curto índice terapêutico, fraca farmacocinética e muitos têm sua atividade 

limitada pela resistência das células neoplásicas (RWEI; WANG; KOHANE, 2015; SUN et al., 

2017).  

A ressecção endoscópica cirúrgica com linfadenectomia regional e a gastrectomia total 

representam o tratamento padrão caso não haja metástases detectadas, para os pacientes que 

não podem passar por esse tratamento, a alternativa é a quimioterapia 

(HUANG et al., 2018). O paciente pode fazer também radioterapia e quimioterapia 

neoadjuvante.  
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Tabela 1- Estadiamento TNM segundo American Joint Committee on Cancer (AJCC). 

 

Fonte: (Adaptado de COUTINO, 2013) 

 

2.2 BIOMARCADORES NO CÂNCER 

 

Biomarcador é uma característica que pode ser medida e avaliada como indicadores de 

processos biológicos normais ou patogênicos, ou uma resposta farmacológica a intervenção 

terapêutica. Eles podem ser usados clinicamente para diagnóstico, prognóstico, progressão que 

inclui estadiamento e a extensão da doença e na resposta terapêutica à intervenção(SHELBY 

D. MELTON, ROBERT M. GENTA, 2011). 

 Selecionar e validar uma molécula como biomarcador são etapas importantes que 

avaliam especificidade e sensibilidade, observando os efeitos decorrentes à exposição inicial. 

ESTÁDIO SOBREVIDA EM 5 ANOS (%)

TUMOR PRIMÁRIO (T)

TX TUMOR PRIMÁRIO NÃO ACESSÍVEL 

TO SEM EVIDÊNCIAS DE TUMOR PRIMÁRIO

Tis CARCINOMA IN SITU: TUMOR INTRAEPITELIAL SEM INVASÃO DE LÂMINA PRÓPRIA 

T1 TUMOR INVADE LÂMINA PRÓPRIA, MUSCULAR DA MUCOSA OU SUBMUCOSA

T1a TUMOR INVADE LÂMINA PRÓPRIA OU MUSCULAR DA MUCOSA

T1b TUMOR INVADE SUBMUCOSA

T2 TUMOR INVADE MUSCULAR PRÓPRIA

T3 TUMOR PENETRA TECIDO CONECTIVO DA SUBSEROSA SEM INVASÃO DE PERITÔNEO VISCERAL OU ESTRUTURAS ADJACENTES

.T4 TUMOR INVADE SEROSA (PERITÔNEO VISCERAL) OU ESTRUTURAS ADJACENTES 

T4a TUMOR INVADE SEROSA

T4b TUMOR INVADE ESTRUTURAS ADJACENTES 

LINFONODOS REGIONAIS  (N)

NX LINFONODOS REGIONAIS NÃO ACESSÍVEIS

N0 AUSÊNCIA DE METÁSTASES EM LINFONODOS

N1 METÁSTASES EM 1-2 LINFONODOS REGIONAIS

N2 METÁSTASES EM 3-6 LINFONODOS REGIONAIS

N3 METÁSTASES EM  ≥ 7 LINFONODOS REGIONAIS

N3a METÁSTASES EM 7-15 LINFONODOS REGIONAIS

N3b METÁSTASES EM ≥ 16 LINFONODOS REGIONAIS 

METÁSTASES À DISTÂNCIA (M)

M0 AUSÊNCIA DE METÁSTASES À DISTÂNCIA

M1 METÁSTASES À DISTÂNCIA

ESTÁDIO T N M

ESTÁDIO 0 Tis N0 M0

ESTÁDIO I a T1 N0 M0

T2 N0 M0

T1 N0 M0

T3 N0 M0

T2 N1 M0

T1 N2 M0

T4a N0 M0

T3 N1 M0

T2 N2 M0

T1 N3 M0

T4a N1 M0

T3 N2 M0

T2 N3 M0

T4b N0 M0

T4b N1 M0

T4a N2 M0

T3 N3 M0

T4b N2 M0

T4b N3 M0

T4a N3 M0

ESTÁDIO IV QUALQUER T QUALQUER N M1

ESTÁDIO III b

ESTÁDIO III c 

ESTÁDIO I b

ESTÁDIO II a

ESTÁDIO II b

ESTÁDIO III a 
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Sendo assim, para eleger um novo indicador biológico, algumas características devem ser 

observadas: a quantificação do biomarcador deve refletir a interação do sistema biológico com 

a substância química com sensibilidade e especificidade conhecidas; estar contido no meio 

biológico tornando-se acessível para análise e ter conhecimento dos valores normais do 

indicador em população não exposta aos agentes (YOCCOZ; NICHOLS; BOULINIER, 2003). 

Algumas das alterações mais importantes provocadas por agentes infecciosos são 

evidenciadas no curso da infecção por Helicobacter pylori (VIANNA; ALMEIDA DA SILVA; 

BASTOS RAMIS, 2016). O H. pylori, coloniza o muco e adere-se ao epitélio gástrico por meio 

de adesinas que reconhecem receptores superficiais. Essas interações favorecem a adaptação 

do parasita e progressão da infecção, que está associada à patogênese de gastrite, doença péptica 

e câncer gástrico. 

A pesquisa acerca de novos biomarcadores que sejam indicadores efetivos da presença 

do CG tem avançado consideravelmente, especialmente no que tange a estudos sobre as 

alterações genéticas no desenvolvimento e progressão deste tumor, o que é de suma importância 

no prognóstico. Alguns estudos têm se dedicado a analisar as alterações que ocorrem nas 

mucinas. Outros estudos se dedicam a analisar vias específicas que podem influenciar no 

crescimento celular (FERREIRA et al., 2017; HÄUSELMANN; BORSIG, 2014).  

Mesmo com todos os avanços na pesquisa, ainda não existe exames séricos específicos 

para o câncer gástrico, sendo a endoscopia o padrão-ouro na prática clínica. Os antígenos 

glicanos sorológicos CA-19-9, CEA, CA72-4 e CA-50 são utilizados para monitorar pacientes 

com neoplasias do trato gastrointestinal em tratamento ou em recorrência. Entretanto eles não 

possuem sensibilidade e especificidade adequada na prática clínica, por isso não são efetivos 

quando usados na tentativa de um diagnóstico precoce(MEREITER et al., 2016). 

Outra classe de biomarcadores que vem ganhando atenção são os RNA não 

codificadores, os IncRNA (do inglês: Long non-coding RNA) e miRNA (small non-coding 

RNA), são exemplos: a possível utilização do IncRNA- IncUECG1 no diagnóstico do ECG 

(Early gastric câncer), (LIN et al., 2018). Outro estudo sugere o miRNA-146b rs1536309 como 

um biomarcador associado a uma maior taxa de sobrevida(HU et al., 2018b)(WANG et al., 

2018), IncRNA HOTAIR (do inglês, Hox Transcript Antisense Intergenic RNA) no plasma 

com mais de 80% de sensibilidade e especificidade para CG não invasivo, demonstrando ser 

um potencial biomarcador não invasivo(ELSAYED et al., 2018).  

São outros exemplos de possíveis biomarcadores, a expressão de aquaporina e seus 

diferentes transcritos podem ser indicadores de uma maior/menor sobrevida global (THAPA et 
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al., 2018). A superexpressão de NEK3 e BCAT1 como indicadores de mau prognóstic(CAO et 

al., 2016; XU et al., 2018). Como também a utilização da Troponina L2 como biomarcador 

específico para previsão de metástase peritoneal (SAWAKI et al., 2018). Em outro estudo 

Yamanoi. et al., 2018, discute se os níveis reduzidos de glicosilação αGlcNAc na MUC6 

estariam ligados ao potencial maligno e a progressão do CG(YAMANOI; NAKAYAMA, 

2018). 

Estes são apenas alguns dos estudos atuais que mostram como os cientistas estão em 

uma busca constante de novas moléculas com grande potencial de serem biomarcadores de 

prognóstico ou diagnóstico precoce, do CG. 

A pesquisa em torno desses biomarcadores contempla as modificações de 

glicoconjugados (glicolipídeos, glicoproteínas) que representa um marco no contexto geral do 

câncer. Quando o processo de glicosilação de proteínas é interrompido ocorrem expressões 

incorretas de cadeias curtas de carboidratos truncados (imaturos) que são conhecidos como 

antígenos carboidratos associados ao tumor (TACAS- do inglês tumour-associated 

carbohydrates antigens), que podem ser N-glicosilados: antígeno Lewis x, Lewes A, sialil-Lewis 

x, sialil-Lewis A ; O-glicosilados: ThonsenFriedenreich, antígenos T, Tn e suas formas sialiladas 

sT e sTn.  Esses antígenos são encontrados na superfície celular em diferentes carcinomas ou 

expressos em proteínas circulantes. (CAMPOS et al., 2015). 

Diversas enzimas participam dos eventos biológicos envolvidos na biossíntese dessas 

estruturas, tais como sialidases; catalizadores que produzem substrato para fucosiltransferases 

envolvidas na expressão de muitos glicanos, além de lectinas tipo imunoglobulinas que atuam 

como ligantes de ácidos siálicos (Siglecs). O estômago é um órgão rico em enzimas 

processadoras de glicano que por sua vez constituem um conjunto de potenciais biomarcadores 

(FERREIRA et al., 2017; REIS et al., 2010). 

 

2.3 GLICOBIOLOGIA DO CÂNCER GÁSTRICO 

 

A glicobiologia é o estudo da estrutura, biossíntese, degradação e evolução dos 

sacarídeos, que são amplamente distribuídos na natureza. É um dos campos com maior 

crescimento na área das ciências naturais com grande relevância na pesquisa básica, 

biotecnologia e biomedicina. Atualmente tem recebido a devida importância na pesquisa do 

câncer, graças ao seu papel na explicação dos vários mecanismos que ocorrem na carcinogênese 

como também ocorre em outas doenças humanas. Os avanços nas pesquisas glicobiológicas 
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vêm fornecendo um conjunto variado de ferramentas importantes no diagnóstico e na 

formulação de estratégias terapêuticas(SHARMA et al., 2018). 

 A glicosilação funciona como um mecanismo regulador enzimático que produz ligações 

glicosídicas entre sacarídeos, proteínas e lipídios, que atuam em variados processos fisiológicos 

e patológicos. A glicosilação é responsável por modificações pós-traducionais complexas em 

diversas proteínas. Essas modificações garantem o enovelamento, tráfico e a estabilidade de 

mais de 50% das proteínas. A glicosilação per si ocorrem no retículo endoplasmático e 

complexo de golgi e são orquestrados por transportadores, glicosiltransferases e glicosidases 

que conferem às proteínas propriedades importantes e permitem que suas funções sejam 

realizadas corretamente. As funções biológicas fundamentais dos glicoconjugados 

compreendem: adesão celular, migração, sinalização e reconhecimento imune, comunicação 

célula-célula e célula matriz (HIRSCHBERG, 2018). 

Existem dez monossacarídeos mais comuns nos humanos que compõem a estrutura dos 

glicanos, são eles: N-acetilglicosamina (GlcNAc), N-acetilgalactosamina (GalNAc), ácido 5-

N-acetilneuramínico (Neu5Ac ou ácido siálico), fucose (Fuc), galactose (Gal), glicose (Glc), 

ácido glicurônico (GlcA); ácido idurônico (IdoA); manose (Man) e xilose (Xyl) (Figura 2), as 

ligações dos glicanos às proteínas podem ser ramificadas com outros monossacarídeos por 

ligação a cadeias laterais. 

 

Figura 2- Representação dos dez monossacarídeos mais comuns na estrutura dos glicanos. 

 

Fonte: (Adaptado de WANG et al., 2015). 
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Para serem ativados como doadores para formação dos glicanos, são necessários 

nucleosídeos, como NDP-nucleosídeo difosfato, NTP-nucleosídeo trifosfato, UTP-uridina 

trifosfato e GTP-trifosfato de guanosina, e um glicosil-1-P, (um monossacarídeo com um 

fosfato no carbono anomérico), que funcionam como fonte de energia no processo de ativação 

(Figura 3). 

 

Figura 3-- Monossacarídeos ativados nas células animais. 

Monossacarídeo                               Forma ativada 

Glc 

Gal 

GlcNAc                                  UDP-Monossacarídeo 

GalNAc 

GlcA 

IdoA 

Xyl 

 

Man                                          GDP-Monossacarídeo                   

Fuc 

 

Neu5Ac                                           CMP-Neu5Ac      

 

Fonte: O autor (2020). 

 

Para ser doador glicosil o monossacarídeo deve assumir uma forma altamente 

energética, a partir da reação entre o nucleosídeo trifosfato (NTP) e o glicosil monofosfato. A 

ativação dos monossacarídeos pode ocorrer de três formas (Figura 4) por intermédio de uma 

quinase (Reação 1), por epimerização direta (Reação 2) ou por reação de troca de nucleotídeos 

(Reação 3(FREEZE, 2013). 
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Figura 4-- Reações de ativação dos monossacarídeos 

 

Fonte: (Adaptado de FREEZE, 2013) 

 

Os monossacarídeos ativados são classificados de acordo como o tipo de nucleosídeo 

que formam, Difosfato de uridina- (UDP- Glc, UDP-Gal, etc), Difosfato de guanidina (GDP-

Man, GDP-Fuc) e Monofosfato de citosina (CMP-Neu5Ac), o ácido siálico é o único 

monossacarídeo presente nos animais que são ativados como monofosfato de nucleotídeos e 

não difosfatos (Figura 6) (VARKI, 2017; WANG et al., 2015).  

Os monossacarídeos glicose e frutose são a principal fonte de carbono e energia para 

todos os organismos. O metabolismo celular está intimamente ligado ao processo de ativação 

dos monossacarídeos. Um exemplo, é a conversão de glicose em piruvato, durante a glicólise. 

Na glicólise ocorre formação de frutose-6-fosfato, que por sua vez é importante para formação 

de UDPGlcNAc (Uridina difosfato-N-acetil-D-glicosamina) e UDP-GAlNAc (Uridina 

difosfato-N-acetil-D-galactosamina), que tem efeito direto sobre os precursores do ácido siálico 

(como, CMP-Neu5Ac), (FIGURA 5). Além disso o UDP-GlcNAc é substrato da enzima 

GlcNAc transferase, que catalisa a ramificação dos glicanos complexos (BURLEIGH et al., 

2011).  

A biossíntese das glicoproteínas tem seu início na via secretória que compreende o 

retículo endoplasmático e o complexo Golgi. A biossíntese produz glicoproteínas que serão 

secretadas ou que fazem parte da membrana plasmática. As glicoproteínas carregam em sua 

cadeia de polipeptídios um ou mais glicanos ligados de forma covalente à sua estrutura. Duas 

classes principais de glicanos são encontrados ligados às proteínas: O- glicanos, cujo principal 

representante tem seu início no complexo de golgi através da ligação de um resíduo GalNac aos 

grupos hidroxila dos aminoácidos serina (Ser) ou treonina (Thr), formando a O-glicosilação, 

GalNac α-Ser/Thr;  os N-glicanos, cuja biossíntese ocorre a partir da ligação de uma cadeia de 

oligossacarídeos ao nitrogênio da asparagina seguindo a sequência peptídica Asp-X-Ser/Thr 

onde X pode ser qualquer aminoácido com exceção da prolina. Dessa forma os glicoconjugados 
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podem ser conhecidas de acordo com o tipo de ligação que o glicano faz com o nitrogênio, (N-

glicanos) ou o oxigênio (O-glicano) (FIGURA 5). As cadeias de glicanos também podem ser 

ramificadas ou alongadas, apresentando em sua estrutura ácidos siálicos, fucose, N-

acetilgalactosamina relacionados com os grupos sanguíneos de Lewis e sistema ABO (H) 

(VARKI, 2017). 

 

Figura 5- Diversidade dos Glicoconjugados. 

 

Fonte: (Adaptado de PINHO; REIS, 2015) 

 

As alterações na glicosilação já foram descritas em algumas doenças, como artrite 

reumatoide, distúrbios congênitos e câncer (VARKI, 2017). No câncer a glicosilação alterada 

foi inicialmente descrita há mais de 40 anos por MEEZAN et al., 1969, e é comumente 

conhecida como “aberrante”; possui papel fundamental nos principais processos que envolvem 

a carcinogênese e progressão do câncer, pois ocorrem mudanças no padrão de glicosilação de 

proteínas de membrana e das glicoproteínas que são secretadas. No câncer, os glicanos alterados 

participam de eventos centrais como, sinalização, dissociação, invasão, interação célula-matriz, 

angiogênese, metástase e modulação imunológica. MUNKLEY; ELLIOTT, 2016, discute como 

a glicosilação aberrante, mesmo estando ausente nos dez hallmarks do câncer, não é, por si só, 

uma característica do câncer, e traz o conceito mecanicista de que os glicanos desempenham 

um papel em todas as características que levam ao desenvolvimento e progressão do câncer, 

reconhecidas por HANAHAN; WEINBERG, 2011, (FIGURA 6). 
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Figura 6- Modelo representativo que faz uma associação dos processos de glicosilação 

aberrante que estão envolvidos no surgimento dos dez HALMARKS do câncer, propostos 

HANNAHAN em 2011. 

 

Fonte: (Adaptado de MUNKLEY; ELLIOTT, 2016. 

 

A glicosilação no câncer é muito importante não só por atuar em todos processos 

reconhecidos e citados anteriormente, como também pelo fato de que a maioria dos 

biomarcadores tumorais existentes e aprovados pelo FDA serem glicoproteínas ou antígenos 

glicanos (BADR et al., 2014). 

 A glicosilação alterada produz cadeias aberrantes de carboidratos, essas alterações são 

importantes para o microambiente tumoral e para progressão do câncer. As alterações mais 

amplamente associadas ao câncer são sialilação e fucosilação aumentadas, O-glicanos 

truncados e N-glicanos ramificados (FIGURA 7). Essas alterações afetam a adesão, sinalização, 

metabolismo, angiogênese e modulação imunológica que estão associadas à progressão tumoral 

e metástase (BLANAS et al., 2018; CHRISTIANSEN et al., 2014).  
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Figura 7- Mudanças comuns no processo de glicosilação de proteínas durante a progressão do 

câncer. 

 

Fonte: (Adaptado de WANG et al., 2015) 

 

No câncer gástrico a principal alteração estudada é a parada no alongamento da cadeia 

do O-GalNAc, que são glicanos que podem ser sialilados e fucosilados. Eles são  tidos como 

mucinas simples, pois esse tipo de glicosilação é abundante em mucinas, mas podem ser 

encontradas em qualquer proteína existente na membrana que apresente sítios de O-

glicosilação. A literatura mostra que existe uma densidade aumentada de O-glicanos nos 

tumores gástricos em comparação com células normais do mesmo tecido, isso ocorre devido ao 

aumento significativo na expressão de GalNAc transferases em relação ao que ocorre em 

células normais. Essas transferases catalisam a transferência de UDP-N-acetil galactosaminas 

para o grupo de Ser ou Thr, formando o antígeno Tn (FIGURA 7) (CAMPOS et al., 2015; 

PINHO et al., 2013). 

 A expressão de antígenos glicoproteicos é comum em muitos tipos de câncer e estão 

associados com o prognóstico da doença. A exemplo, a expressão de antígenos como sialil-

LewisX (SLeX), antígeno Thomsen-nouvelle (Tn) e sialil-Tn (STn), foram detectadas em quase 

todos os tipos de câncer (FIGURA 9). Portanto, antígenos carboidratos podem ser potenciais 

biomarcadores para diagnóstico e prognóstico do câncer. Além da glicosilação aberrante e da 
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formação de antígenos truncados dois processos são centrais na glicobiologia tumoral, a 

fucosilação e a sialilação(CAMPOS et al., 2015; HÄUSELMANN; BORSIG, 2014).  

 

2.4 O ÁCIDO SIÁLICO 

 

A sialilação é um processo de adição do ácido siálico nos glicoconjugados. Os ácidos 

siálicos formam uma grande família de monossacarídeos α-cetoácido com nove carbonos. Esses 

açúcares ácidos tem estrutura variada e estão distribuídos em diversos organismos na natureza. 

Os ácidos siálicos são as estruturas terminais do glicanos e desempenham um papel importante 

no reconhecimento molecular e celular. Este monossacarídeo é o principal produto da hidrólise 

dos glicolipídeos do cérebro ou das mucinas salivares. Os principais representantes dos ácidos 

siálicos são o Neu5Ac (FIGURA 8) e o Neu5Gl(ANGATA, 2020). 

 

Figura 8- Estrutura do Ácido N-acetilneuramínico (Neu5Ac) 

 

Fonte: (Adaptado de National Center for Biotechnology Information, acessado em julho de 2018) 

 

Eles foram descobertos inicialmente no ano de 1936 por Gunnar Blix, que deu o nome 

de “Ácido siálico”, pois a substância foi isolada em mucinas salivares, em referência a palavra 

grega para saliva. Entretanto, em 1941 Ernest Klenk isolou a mesma substância em glicolipídios 

cerebrais e atribuiu o nome de “ácido neuramínico”. Anos depois quando os nomes estavam 

estabelecidos, descobriram que as duas substâncias tinham relação(VARKI, 2017). 

Os ácidos siálicos são removidos dos glicoconjugados pelas sialidases, que também são 

conhecidas como neuraminidases. Normalmente o termo sialidase é mais utilizado, embora as 

sialidases virais sejam conhecidas como neuraminidases, como é o caso do vírus H1N1, onde 
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o N1 refere-se à sua neuraminidase (sialidase). Nos organismos eucariontes as sialidases são 

codificadas por NEUgenes, nos mamíferos são conhecidos quatro neuraminidases que são 

produtos desses genes. A NEU1 e NEU4 atuam no meio intracelular, nos endossomos ou 

lisossomos, reciclando sialoglicanos. O NEU1 também pode atuar na superfície celular 

regulando a sialilação e modulando a sinalização por meio de receptores. A NEU2 atua no 

citosol, reciclando sialoglicanos provenientes de autofagia ou fagocitose.  A NEU3 atua 

principalmente na superfície celular e tem preferência por gangliosídeos. Gangliosídeos são 

estruturas polares formadas por unidades de oligossacarídeos carregados negativamente, que 

possuem uma ou mais unidades de ácidos siálicos na sua estrutura A síntese do ácido siálico 

ocorre no citoplasma na forma livre Neu5Ac que é transportada para o núcleo onde é ativado 

pela hidrólise da citidina trifosfato, formando o CMP-ácido siálico. Em seguida é transportado 

para o complexo de golgi onde atua como um doador glicosídeo no alongamento das cadeias 

dos oligossacarídeos de glicoproteínas e glicolipídeos por ação de enzimas sialiltransferases 

(PEARCE; LÄUBLI, 2015). 

O aumento da sialilação devido a expressão alterada de glicosiltransferases está muito 

associado ao câncer. Os antígenos SLex e SLea (FIGURA 11) são importantes antígenos 

silalidados que estão intimamente relacionados ao câncer. Os níveis de expressão do Slex têm 

sido correlacionados a má sobrevida de pacientes com câncer (PINHO et al., 2013). 

 

Figura 9- Estrutura do SLex e do seu isômero SLea. 

 

Fonte: (Adaptado de NATONI; MACAULEY; O’DWYER, 2016) 
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As alterações e a regulação dos ácidos siálicos são uma característica comum no câncer 

onde o aumento da expressão do ácido siálico na superfície celular, reduz a ligação das células 

tumorais a matriz extracelular, aumentando sua plasticidade e facilitando a metástase além de 

impedir o reconhecimento pelo sistema imune através da via alternativa de ativação do 

complemento. No câncer, a sialilação aumentada também inclui a expressão do ácido 

polissiálico que está associado a vários tipos de câncer e expresso em tumores de alto grau 

(ADAMS et al., 2018).                            

 Um subgrupo de lectinas tipo 1, conhecidos como Siglecs reconhecem características 

estruturais dos ácidos siálicos e são encontradas nas células da imunidade inata. A sialilação 

alterada afeta as interações com os Siglecs, essas interações por sua vez, permitem que as 

células neoplásicas não sejam reconhecidas, como se enviassem um sinal inibitório para 

imunidade inata (BEATSON et al., 2016).  

  

2.5 SIGLEC (Sialic acid-binding immunoglobulin-like lectins) 

 

As SIGLECS são lectinas do tipo imuglobulinas que se ligam ao ácido siálico; são 

receptores transmembrana de superfície celular, com dois a dezessete domínios extracelulares, 

incluindo o domínio V-set e Ig-like que são sítios de ligação ao ácido siálico. Existem catorze 

dessas lectinas em humanos. Essas lectinas podem ser divididas em dois grupos, as comuns e 

as que variam entre os mamíferos. Em sua maioria são expressos em células do sistema imune, 

como linfócitos B e macrófagos, com excessão do siglec 4 que é expresso apenas no sistema 

nervoso (MACAULEY; CROCKER; PAULSON, 2014). 

Padrões distintos de expressão de glicosilação na superfície das células tumorais são 

associados ao escape do sistema imunológico e contribuem para progressão do câncer. As 

SIGLECS pertencem à segunda classe de auto receptores de reconhecimento de padrões (do 

inglês, self-PRRs), esses receptores reconhecem ácidos siálicos como próprios e enviam sinais 

inibitórios através da sua porção citosólica. Tem-se sugerido que os ácidos siálicos associados 

aos glicanos atuam como “padrões moleculares auto associados” SAMPs (do inglês, self-

associated molecular patterns), e a hipersialilação que é comum no câncer permite que as 

células neoplásicas “sejam mascaradas” e não reconhecidas pelo sistema imune (KAJANDER 

et al., 2011; VARKI, 2011). 

A SIGLEC-15 é uma proteína transmembrana tipo 1, que consiste em dois domínios do 

tipo imunoglobulina, um domínio transmembranar contendo lisina e um domínio citosólico 
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curto. Em humanos, a SIGLEC-15 é fisiologicamente expressa nos macrófagos, células 

dendríticas do baço, nódulos linfáticos, nos osteoclastos, onde são importantes no processo de 

diferenciação.  Durante o processo de evolução sua presença foi conservada nos vertebrados, 

especialmente por sua função essencial em reconhecer ligantes endógenos como o antígeno 

silail Tn (sTn) frequentemente expresso no câncer (de estomago, pâncreas, mama, 

etc.),(ANGATA et al., 2007).  

A SIGLEC-15 não é necessariamente expressa pelas células neoplásicas, mas sua 

expressão é acentuada nos macrófagos associados ao tumor tipo M2, TAMs (do inglês, 

macrophages assosieted tumor). A expressão do SIGLEC-15 já foi identificada em TAMs de 

adenocarcinomas retal, de fígado e pulmão. As células neoplásicas secretam M-CSF, um fator 

estimulador de formação de colônias de macrófagos tipo M2 (do inglês, macrophage colony-

stimulating fator), em consequência também ocorre o aumento na expressão de SIGLEC-15. 

Os TAMs são ativados através da via de transdução de sinal DAP12-syk, por ligação do 

SIGLEC-15 ao antígeno sTn das células neoplásicas, essa ligação por sua vez promove o 

aumento na secreção de TGF-β que está relacionado à progressão tumoral e metástase 

(FIGURA 10). Suas funções promotoras permitem a migração, invasão, transição epitélio-

mesênquima e supressão da imunidade antitumoral, de forma que os TAMs atuam regulando o 

microambiente tumoral através da interação entre os antígenos sTn e o SIGLEC-15 

(TAKAMIYA et al., 2013). 

 

Figura 10- Modulação do microambiente tumoral através da ligação do SIGLEC-15 ao 

antígeno sTn. 

 

Fonte: (Adaptado de TAKAMIYA et al., 2013) 
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2.6 NEU3 (Neuraminidase-3) 

 

O conteúdo do ácido neuramínico é controlado por sialtransferases e neuraminidases 

(Sialidases, como também são conhecidas ou simplesmente NEU). Foram identificadas quatro 

dessas isoenzimas em humanos, a NEU1, NEU2, NEU3 e NEU4. A atividade anormal dessas 

enzimas tem sido associada a diversas doenças incluindo distúrbios do armazenamento 

lisossomal, doenças cardiovasculares, diabetes e câncer (MIYAGI; YAMAGUCHI, 2012)GUO 

et al., 2018). 

A NEU 3 remove o ácido siálico preferencialmente do gangliosídeo GM3. O GM3 é um 

componente abundante que forma complexos com moléculas de sinalização celular, e é 

importante na modulação da adesão celular, crescimento e mobilidade. Eles alteram a 

organização e a ativação de moléculas envolvidas na patogênese do câncer nos microdomínios 

de glicosinapse (HAKOMORI; HANDA, 2015; MIYAGI; YAMAGUCHI, 2012). Alguns 

estudos mostram que NEU 1 e NEU3 hidrolisam a ligação do ácido siálico em biomoléculas e 

estão associadas a diversas respostas imunológicas, estando presentes em células Th1 e Th2 

(KATOH et al., 2011). No estudo de KAMINUMA et al., 2018, eles puderam observar em 

camundongos BALB/c, através de um estudo de expressão lentiviral em células T CD4+, que a 

isoenzima NEU3 estava relacionada com a diferenciação de células T regulatórias induzidas 

(iTreg) importantes no equilíbrio anti-inflamatório, através da regulação positiva de FoxP3. 

Nesse estudo também se verificou que a NEU3 também protege os miócitos da morte celular 

induzida por hipóxia.  

No câncer de pulmão a regulação positiva de NEU3 influencia a ativação do EGFR. 

Nessa condição o NEU3 foi regulado positivamente em diferentes linhagens de 

adenocarcinoma de pulmão de células não pequenas. A superexpressão de NEU3 induz um 

aumento na cascata de sinalização de EGFR, ativando as vias de sinalização por sobrevivência, 

relacionando esses efeitos ao aumento da resistência celular à hipóxia e opondo-se à morte 

celular pela via apoptótica (FORCELLA et al., 2018).  

 

2.7 ST3GAL3 (Β-galactosídeo α2,3-sialyltransferase) 

 

O processo de carcinogênese evidencia alterações importantes, dentre elas, a expressão 

alterada de oligossacarídeos que compõem glicoproteínas e glicolipídeos na superfície celular. 
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Nesse contexto, glicoconjugados sialilados mostram-se alterados durante o desenvolvimento 

do tumor, diferenciação e transformação oncogênica (QI et al., 2020).  

O ácido siálico (ácido N-acetil neuramínico) frequentemente ocupa a posição terminal 

da membrana de glicoproteínas. Além disso, seus derivados desempenham uma variedade de 

funções biológicas: comunicação célula-célula, interação célula-matriz extracelular e adesão 

celular. Ácido siálico liga-se à galactose subterminal através da ligação α2,3 ou α2,6 ou a outro 

ácido siálico por meio da ligação α2,8 catalisado por uma enzima específica, formando o ácido 

polisiálico (ZHANG; WUHRER; HOLST, 2018). 

Sililtransferases (ST) são enzimas que transferem ácido siálico formando 

oligossacarídeos. Trata-se de proteínas catalisadoras que possuem substratos específicos. Dessa 

forma, as STs adicionam ácido siálico à porção terminal de glicolipídeos sialilados 

(gangliosídeos) ou na porção N- ou O-ligados de glicoproteínas. Existem várias 

sialiltransferases e são classificadas de acordo com as ligações que exercem (ST3GAL, 

ST6GAL, etc) (PEARCE; LÄUBLI, 2015). 

Β-galactosídeo α2,3-sialiltransferase (ST3GAL3) são enzimas que catalisam a 

transferência de ácido siálico α2,3-ligados aos resíduos terminais de Gal encontrados em 

glicoproteínas ou glicolipídeos. Trata-se de uma das mais importantes famílias de enzimas e 

estão divididas em seis subfamílias conhecidas como ST3GAL I, ST3GAL II, ST3GAL III que 

é alvo desse estudo, ST3 GAL IV, ST3GAL V e ST3GAL VI (USLUPEHLIVAN; ŞENER; 

İZZETOĞLU, 2019). Nesse contexto, a ST3GAL III adiciona o ácido neuramínico aos resíduos 

terminais do dissacarídeo Galβ1-3/4GlcNAc e representa o candidato in vivo mais provável na 

biossíntese de sLea (KITAGAWA; PAULSON, 1993). 

A expressão aberrante de sialiltransferases tem papel fundamental em diversas funções 

biológicas, sendo relacionada à diferenciação celular, adesão, motilidade, migração celular e 

patológicas como a transformação neoplásica, progressão de diversos tipos de tumores e 

metástases (ZHANG et al., 2019).  

 

2.8 FUCOSILAÇÃO 

 

A fucosilação é um processo amplamente observado em animais, plantas, bactérias e 

fungos. Nele ocorre a transferência de um resíduo de GDP-fucose, para cadeias de 
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oligossacarídeos dos glicoconjugados. Um dos papéis característicos da fucosilação é a 

participação no processo de inflamação; na adesão endotelial dos leucócitos, que é dependente 

do reconhecimento por selectinas e na fucosilação de TGF-β1. A maioria dos receptores na 

superfície celular também são fucosilados, incluindo o receptor EGFR, o receptor PDGF,  o 

receptor do fator de crescimento transformante β (TGFβR,  do inglês Transforming Growth 

Factor Beta Receptor), a E-caderina e as integrinas (LI et al., 2018).  

A fucosilação é um processo regulado por diversas proteínas (sintetizadores de GDP-

fucose, transportadores de GDP-fucose e fucosiltransferases- FUTs e fucosidases). A depender 

do local onde a fucose é adicionada ao oligossacarídeo ela pode ocorrer de duas formas: 

fucosilação do núcleo de carboidrato e fucosilação terminal da proteína.  São exemplos: A α-

fetoproteína com fucosilação nuclear, comum no carcinoma hepatocelular e os antígenos Lewis 

tipo I e II onde ocorre a fucosilação terminal. O núcleo de fucose está presente nos N-glicanos 

e como terminal não redutor em O-glicanos, glicolipídeos e antígenos de Lewis. Enzimas 

fucosiltransferases regulam positivamente a expressão de antígenos fucosilados, do tipo I (H1, 

Lewis a, Lewis b e siallyl lewisa) e do tipo II (H2, Lewis x, Lewis y e Siallyl lewis x), na superfície 

celular (LLOYD, 2000; SHANG et al., 2017).  

A fucose precisa ser ativada, e esta ativação se dá pela síntese de GDP-fucose que ocorre 

por duas vias: síntese de novo e de salvamento no citosol. Entretanto a via de Novo corresponde 

a mais que noventa por cento da produção de GDP-fucose. Duas enzimas são essenciais nesse 

processo GDP-manose-4,6-desidratase (GMDS) e GDP-4-ceto-6-desoximanose-3,5-

epimerase-4-redutase, que também é conhecido como FX, P53B, GDP-L-Fuc sintase ou 

TSTA3, essas enzimas são essenciais na produção de GDP-fucose (MORIWAKI; MIYOSHI, 

2010). 

Os resíduos de fucose exercem função fundamental em muitas glicoproteínas. A 

fucosilação influencia a flexibilidade do oligossacarídeo N-ligado e a estabilidade das 

glicoproteínas, como resultado, regulam vários eventos fisiológicos, incluindo crescimento 

celular, interação e comunicação célula-célula, migração, transição epitélio-mesênquima, 

embriogênese e invasão tumoral (BLANAS et al., 2018). A expressão aberrante ou redução de 

glicanos fucosilados também é responsável por eventos patológicos, e está envolvida no 

surgimento do câncer e de outras doenças.  No câncer a fucosilação aumentada já foi relatada 

em carcinoma hepatocelular, adenocarcinoma de ovário, e carcinoma papilífero da tireóide. 

Portanto, mudanças na fucosilação podem ser úteis no desenvolvimento de novos 
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biomarcadores de diagnóstico e prognóstico(MIYOSHI et al., 2012; TANICHI; KOREKANE, 

2011). 

 

2.9 TSTA3 (Tissue-specific transplantation antigen 3) 

 

TSTA3 participa do metabolismo enzimático e afeta os processos de glicosilação, 

contribuindo para alteração maligna das células. O antígeno de transplante específico de tecido 

TSTA3 (P53B), é uma proteína de ligação ao NADP(H) que catalisa reações de epimerase e 

redutase, no metabolismo de GDP-D manose, convertendo GDP-4-ceto-6-D-desoximanose 

para GDP-L-fucose. Por sua vez, as GDP-L-fucose é transportada para o complexo de Golgi 

pela GDP-L-Fuc Tr (do inglês, GDP-L-Fuc transporter) onde é substrato doador de várias 

fucosiltransferases, que estão envolvidas na expressão de muitos glicoconjugados, em 

antígenos sanguíneos ABH e antígenos de adesão (KIZUKA et al., 2017b).  

A atividade de TSTA3 durante a glicosilação na superfície celular, também afeta o 

fenótipo e a capacidade de invasão das células tumorais. Sua expressão anormal pode afetar a 

sua atividade enzimática na oncogênese, contribuindo diretamente nesse processo (SUN et al., 

2015). O aumento da expressão de TSTA3 e de GDP-L-fucose já foi relatado em carcinoma 

hepatocelular o que contribuiu para o aumento da fucosilação nesse tipo de tumor(NORTON; 

MEHTA, 2019). Um outro estudo mostra que a alta expressão de TSTA3 tem correlação 

significativa com a expressão de fucosiltransferases (FUTs) no câncer colorretal, o que sugere 

que o TSTA3 possui papel importante na progressão do tumor(VILLAR-PORTELA et al., 

2013). 

 

2.10 FUCA2 (Alfa-L-fucosidase-2) 

 

A Alfa-L-fucosidase (FUCA) é um componente de glicanos na superfície celular. Trata-

se de uma enzima que catalisa a remoção de resíduos α-L-fucose de glicoproteínas e a 

superexpressão de FUCA está relacionada com a carcinogênese. Os genes FUCA1 e FUCA2 

constituem os dois genes da α-L-fucosidase tecidual (tFuc) e plasmática (pFuc), 

respectivamente (ISHIDA et al., 2019).  

Mutações no gene FUCA1 desencadeiam a fucosidose: doença de armazenamento 

lisossômico caracterizada pelo acúmulo de glicoesfingolipídeos e glicoproteínas fucosiladas no 

sistema nervoso central e periférico (SOBKOWICZ et al., 2014). Enquanto FUCA2 é o gene 
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codificante da α-L-fucosidase 2, enzima secretada por células do carcinoma gástrico após 

infecção por Helictobacter pylori (LIU et al., 2009). 

A enzima α-L-fucosidase possui funções imunorregulatórias, promovendo 

extravasamento de leucócitos no estágio final da inflamação, sendo regulado pelas quimiocinas 

CCL3 e CCL5, o que remove a fucose das moléculas de adesão (ALI et al., 2008). Os resultados 

e discussões sobre a atividade enzimática de α-L-fucosidase 2 são insuficientes na literatura. 

Sendo assim, não fica claro a participação exclusiva dessa enzima nos processos biológicos ou 

quando atua em combinação com α-L-fucosidase 1 (SOBKOWICZ et al., 2014). 
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3  OBJETIVO GERAL 

 

Analisar a expressão diferencial de proteínas processadoras e ligadoras de Fucose e 

Ácido Siálico em adenocarcinoma gástrico, e suas possíveis utilizações como marcadores de 

prognostico e desfecho. 

 

3.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Caracterizar a nível histológico a imunomarcação de NEU3, ST3GAL3, SIGLEC-15, 

TSTA3 e FUCA2 em amostras de câncer gástrico; 

• Associar o padrão de expressão tecidual de cada proteína com os dados clínicos e 

histopatológicos dos pacientes e com cortes de validação; 

• Correlacionar a expressão da proteína com os parâmetros de Sobrevivência (Sobrevida 

Global, Sobrevida Livre da Doença e sobrevida livre de metástases) do câncer gástrico. 
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4  METODOLOGIA 

  

4.1 Tipo e local do estudo 

 

Esse é um estudo experimental e transversal de coorte retrospectiva. Foram selecionadas 

para a coorte retrospectiva, setenta e uma amostras fixadas em formalina e emblocadas em 

parafina de adenocarcinoma gástrico, diagnosticados no período de 2013 a 2016, fornecidas 

pelo Serviço de Patologia do Hospital do Câncer de Pernambuco- HCP. O estudo experimental 

foi realizado no Laboratório de Imunomodulação e Novas Abordagens Terapêutica da UFPE. 

 

4.2 Amostras Clínicas  

 

As amostras clínicas obtidas foram previamente fixadas em formalina tamponada e 

embebidas em parafina.  A partir dos prontuários médicos foram obtidas as seguintes 

informações: sexo, idade, tamanho do tumor no momento do diagnóstico, número e localização 

dos linfonodos retirados e sua positividade para a doença, estadiamento patológico, recorrência, 

óbito, tratamento cirúrgico, grau histológico, necessidade de quimioterapia/radioterapia, 

invasão angiolinfática, recidiva, metástase e óbito. O projeto possui aprovação pelo Comitê de 

ética em Pesquisa do Hospital do Câncer (Anexo I) - CAAE (CAAE: 39976214.90000.5205).  

 

4.3  Critérios de inclusão e exclusão das amostras 

 

  Inclusão: Amostras de pacientes com diagnóstico histopatológico confirmados de 

adenocarcinoma gástrico.    

Exclusão: As amostras dos pacientes, que não correspondiam a adenocarcinoma gástrico 

e que estavam sem área tumoral representativa ou com problemas de fixação evidenciado pelo 

alto índice de autólise.  

 

4.4  Imuno-histoquímica   

 

As amostras foram cortadas (4m) e fixadas em lâminas silanizadas e desparafinizadas 

em xilol. Posteriormente foram reidratados em concentrações decrescentes de etanol (100, 95, 

80, e 75%). Em seguida, foi realizada a recuperação antigênica em tampão citrato 100mM, pH 
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6.0 em micro-ondas 300W por 15 minutos. Após, as lâminas esfriaram e foi adicionado o 

bloqueador de peroxidase endógena (peroxidase a 3%) por 30 minutos à temperatura ambiente. 

Depois, foi efetuado o bloqueio das ligações inespecíficas com uma solução de PBS/BSA 1%, 

por 30 minutos a temperatura ambiente, 25°C (TA). Os cortes histológicos foram então 

incubados com os anticorpos primários: NEU3, SIGLEC-15, ST3GAL3, TSTA3 e FUCA2 

(CUSABIO) cada anticorpo foi diluído na concentração de 1:100 em PBS-BSA 5% (p/v) e 

incubado a 37ºC por 2 horas. Após esse período foi utilizado um sistema revelador a base de 

polímero livre de biotina (DAKO) por 1 hora a TA, e revelado com DAB- H2O2 (Sigma). Como 

controle positivo, foi utilizado o câncer de cólon para NEU3 e FUCA2, carcinoma de mama 

para SIGLEC-15 e TSTA3, e adenocarcinoma de próstata para FUCA2. Selecionados conforme 

indicação do fabricante dos anticorpos primários e a partir de informações do site The human 

protein atlas (Human Protein Atlas disponível em www.proteinatlas.org). Como controle 

negativo da técnica foi realizada a substituição do anticorpo primário por uma solução de 

PBS/BSA 1%. 

 

4.5  Análise das Amostras 

 

A análise histomorfológica foi realizada com o scanner de lâminas digital automático 

Pannoramic MIDI II (3DHISTECH, Ltd., Budapeste, Hungria). Se mais de 10% das células 

tumorais foram coradas em diferentes graus de intensidade, a expressão foi considerada 

positiva. Coloração abaixo de 10% foi denotada como negativa. As amostras que apresentaram 

contrapartida de tecido normal foram descritas para a caracterização, foram avaliadas as áreas 

de crista e células produtoras. O local de coloração enzimática, citoplasmático, de membrana e 

perinuclear e nuclear, também foram analisados. Combinações de parâmetros clínico-

patológicos associados e parâmetros de resultado foram feitas com a coloração enzimática e o 

local da coloração. 

 

4.6 Análise Estatística 

 

  As análises estatísticas foram realizadas no software Graphpad Prism versão 7.04. Para 

as avaliações de associação foi utilizado o teste de Fisher e as diferenças foram consideradas 

estatisticamente significantes para p < 0,05. Para a análise dos parâmetros de sobrevivência, 

foram utilizadas curvas de sobrevida segundo o método de kaplan-meyer com log-rank. A 
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análise de regressão logística multivariada foi realizada usando STATA9.1, com stepwise 

forward selection. 

 

4.7 Análise in silico de coortes de validação 

 

As coortes de validação analisadas neste estudo foram extraídas da genômica cBioPortal 

PC (http://www.cbioportal.org). Foram utilizados dados da expressão do mRNA no 

adenocarcinoma de estômago (TCGA Provisional, TCGA Nature, TCGA Pancancer), 

compreendendo 415, 265 e 412 pacientes, respectivamente. O valor da expressão de mRNA de 

NEU3, ST3GAL3,SIGLEC-15,TSTA3 e FUCA2 foram comparados com dados clínico-

patológicos (idade, sexo, envolvimento, linfonodal, grau histológico, classificação de Lauren, 

status nodal, infecção por H. Pylori, estadiamento cirúrgico, radioterapia e recidiva) com 

parâmetros de desfecho (sobrevida global e sobrevida livre de doença). A associação estatística 

foi realizada usando o teste exato de Fisher e as curvas de kaplan-meyer com log-rank usando 

o GraphPad Prism versão 7.0. 
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5  RESULTADOS 

 

5.1 Características clínico-demográficas 

Este estudo incluiu 71 casos de pacientes com adenocarcinoma gástrico. A maioria dos 

pacientes era do sexo masculino, 47 pacientes (66,1%) e 24 pacientes (33,9%) do sexo 

feminino, com média de idade de 59,16 ± 12,95 (variação = 30-89 anos) anos (Tabela 1) 
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Tabela 2- Características clínico-patológicas dos pacientes com adenocarcinoma gástrico. 

Características clínico-patológicas Nº de pacientes 

 

total n=71 

Idade (Anos) 

≥60 

<60 

 

36(50.70) 

35(50.69) 

 

 

Sexo 

Feminino 

Masculino 

47(66.19) 

24(33.80) 

 

 

Cirurgia 

Gastrectomia Total 

Gastrectomia Parcial 

 

32(54.79) 

39(49.29) 

 

 

Treatmento Neoadjuvanto 

I 

III 

 

66(92.95) 

5(7.04) 

 

 

Estadiamento cirúrgico (TNM) 

(I e II) 

(III e IV) 

 

19(26.76) 

52(73.23) 

 

 

Envolvimento linfonodal 

SIM 

NÃO 

46(64.78) 

25(35.21) 

 

 

Grau Histológico 

GI + GII 

GIII 

 

35(49,29) 

36(50.71) 

 

 

Quimioterapia 

SIM 

NÃO 

 

39(54.92) 

32(45.07) 

 

 

Radioterapia 

SIM 

NÃO 

 

22(30.98) 

49(69.01) 

 

 

Recidiva 

SIM 

 

16(22.53) 
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5.2 Resultados Neu3 

A imunomarcação de NEU3 em células neoplásicas foi observada em 66 (92,95%) 

amostras. Dessas, 34 amostras (47,88%) foram positivas na região citoplasmática e outras 32 

amostras (49,23%) apresentaram diferentes combinações de coloração, coloração membranosa, 

citoplasmática, perinuclear e nuclear (Figura 1B). Além disso, 35 amostras apresentaram áreas 

correspondentes a tecido normal, das quais 23 foram negativas e 13 apresentaram coloração 

NEU3.  

Todas as áreas normais positivas para NEU3 estavam em amostras com contrapartida 

neoplásica positiva, o contrário não aconteceu. Foram encontradas quinze áreas de metaplasia, 

em todas elas o tecido neoplásico também era positivo para NEU3 (Figura 1A). Em 3 das 15 

áreas de metaplasia não houve coloração para NEU3. A associação que mais se aproximou da 

significância foi com o grau histológico p = 0,0536. Encontramos diferença significativa na 

expressão de NEU3 entre os tecidos neoplásicos, metaplásicos e mucosos normais, com mucosa 

normal menos positiva para NEU3, p <0,0001 (Tabela 3). 

NÃO 55(77.46) 

Classificação de Lauren 

INTESTINAL 

DIFUSO 

 

33(48.52) 

35(51.47) 

 

 

Invasão Angiolinfática 

DETECTEDO 

NÃO DETECTEDO 

 

29(43.28) 

38(56.71) 

 

 

Infecção por H. Pylori 

SIM 

NÃO 

 

9(13.63) 

57(86.36) 

 

 

Classification          Angiolymphatic            H. Pylori Infection N-66 

of Lauren N-68        Invasion N-67                   



48 
 

 
 

 

Figura 11- Imuno-histoquímica de Neu3 em amostras de GC (A) coloração citoplasmática de metaplasia, 

(B) coloração nuclear (seta azul, a) coloração da membrana (seta azul, b), coloração perinuclear (seta 

azul, c) e coloração citoplasmática (azul seta, d), 50 μm. 

Tabela 3- Comparação pareada da coloração de Neu3 em células neoplásicas, não transformadas e 

tecido gástrico adjacente com metaplasia. 

 Normal Neoplasia Metaplasia Valor P  

NEU3 (+) 

 

NEU3 (-) 

10 

 

20 

66 

 

5 

20 

 

0 

 

<0,0001 

 

5.3 Associação entre expressão de Neu3 e sobrevida livre de doença e sobrevida geral 

Nenhuma associação foi encontrada entre a coloração de Neu3 e a sobrevida global. A 

sobrevida média em dias para casos marcados positivamente foi de 357,5 dias, em comparação 

com 447 dias para casos não marcados (p> 0,05). A sobrevivência mínima e máxima em dias 

foi de 2 e 2352, respectivamente. Também não houve significância na sobrevida livre de 

doença. A mediana de 16 meses para os casos positivos e 18 meses para os negativos (p> 0,05); 

a sobrevida mínima e máxima em meses foi de 2 e 78, respectivamente. 

5.4 Análise de regressão logística univariada e multivariada 

Não houve diferença significativa nas análises multivariadas para a expressão NEU3 

(dados não mostrados). 

5.5 Resultados ST3GAL3 

A coloração de ST3GAL3 foi positiva em 18 pacientes da coorte (25,35%). A coloração 

do tecido de ST3GAL3 foi observada principalmente na região citoplasmática 17 amostras 

(94,44%) e membrana em 1 (5,56%), na neoplasia e na parte normal (Figura 2.2B). Em 35 
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amostras (49,29%) das amostras foram encontradas áreas correspondentes a tecido normal. 

Destes, 8 (22,87%) foram positivos para ST3GAL3, em 2 deles a neoplasia também foi positiva. 

A coloração da parte normal estava presente nos dutos e células produtoras (faveolares) Áreas 

de metaplasia também foram encontradas em 20 (28,16% A) amostras, sendo que 7 (9,86%) 

delas apresentaram coloração citoplasmática (Figura 2.2A). 

 

Figura 12- Imuno-histoquímica de ST3GAL3 em amostras de GC (A) Coloração citoplasmática de 

metaplasia, (B) coloração citoplasmática de neoplasia (seta azul, d), Barra de escala: 50 μm. 

Nenhuma diferença significativa na positividade de ST3GAL3 entre tecidos tumorais, 

metaplásicos e mucosa normal de pacientes com câncer foi encontrada (Tabela Suplementar 3). 

Porém, também houve associação positiva de ST3GAL3 com o tipo de classificação difusa de 

Lauren (p = <0,0001), e maior expressão nos casos de invasão nodal positiva, p = 0,0486. 

ST3GAL3 também foi mais evidente nas quantidades no maior grau histológico (G3), (p = 

<0,0001), (Tabela 2). 

Nenhuma diferença expressiva na positividade de ST3GAL3 entre tecidos tumorais, 

metaplásicos e mucosa normal de pacientes com câncer encontrado (Tabela Suplementar 3). 

Porém, também houve associação positiva de ST3GAL3 com o tipo de classificação difusa de 

Lauren (p = <0,0001), e maior expressão nos casos de invasão nodal positiva, p = 0,0486. 

ST3GAL3 também foi mais evidente nas quantidades no maior grau histológico (G3), (p = 

<0,0001), (Tabela 4). 
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Tabela 4- Análise de associação da expressão de ST3GAL3 com características clínico-patológicas de 

pacientes com câncer gástrico. 

 
Características clínico-patológicas ST3GAL3(+) 

n (%) 

ST3GAL3(-) 

n (%) 

Valor de 

p 

Idade (Anos) 

≥60 

<60 

11 (15.49) 

7 (9.86) 

25 (35.21) 

28 (39.44) 

 

0,4148 

Sexo 

Feminino 

Masculino 

4 (5.63) 

14 (28.17) 

20 (19.72) 

33 (46.48) 

 

0,2647 

Cirurgia 

Gastrectomia Total 

Gastrectomia Parcial 

 

8 (11.27) 

10 (14.08) 

 

24 (33.80) 

29 (40.85) 

>0,9999 

Treatmento Neoadjuvante 

I 

III 

 

17 (23.94) 

1 (1.41) 

 

49 (69.01) 

4 (5.63) 

 

>0,9999 

Estadiamento cirúrgico (TNM) 

(I e II) 

(III e IV) 

 

2 (2.82) 

16 (22.54) 

 

16 (22.54) 

37(52.11) 

 

0,1297 

Envolvimento linfonodal 

SIM 

NÃO 

 

13 (18.31) 

5 (7.04) 

 

33 (46.48) 

20 (28.17) 

 

0,5719 

Grau Histológico 

GI + GII 

GIII 

 

14 (19.72) 

4 (5.63) 

 

21 (29.58) 

32 (45.07) 

 

0,0066 

Quimioterapia 

SIM 

NÃO 

 

10 (14.08) 

8 (11.27) 

 

28 (39.44) 

25 (35.21) 

 

>0,9999 

Radioterapia 

SIM 

NÃO 

 

8 (11.27) 

10 (14.08) 

 

13 (18.31) 

40 (56.34) 

 

0,1389 
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5.6 Associação entre expressão de ST3GAL3 e sobrevida livre de doença e sobrevida global 

Nenhuma associação foi encontrada entre a coloração ST3GAL3 e geral. A 

sobrevivência mínima e máxima em dias foi de 2 e 2352, respectivamente. A sobrevida média 

em dias para os casos marcados positivamente foi de 271 dias, em comparação com 418 dias 

para os casos não marcados (p> 0,05). Também não houve significância na sobrevida livre de 

doença, a sobrevida mínima e máxima em meses foram 2 e 78, respectivamente, com mediana 

de 17 meses para os casos positivos e 16 meses para os casos negativos (p> 0,05). 

5.7 Análise in silico da coorte de validação 

Analisamos três coortes de validação compostas por 265, 412, 415 pacientes com 

adenocarcinoma gástrico extraído do Portal cBio Cancer Genomics. A expressão do mRNA de 

ST3GAL3 foi associada com idade, invasão nodal, tipo intestinal, classificação de Lauren e 

grau histológico. MRNA de ST3GAL3; invasão nodal, onde foi menos expressa em pacientes 

com linfonodos cancerígenos; tipo intestinal classificação de Lauren e grau histológico, 

ST3GAL3 teve sua expressão reduzida nas amostras com graus mais elevados, G3. A coloração 

ST3GAL3 foi significativamente maior em amostras de pacientes com mais de 60 anos, TCGA 

NATUREZA: p = 0,0045, TCGA PANCANCER P = 0,0003, TCGA PROVISIONAL P 

<0,0001. 

Recidiva 

SIM 

NÃO 

 

3 (4.23) 

13 (12.31) 

 

15 (21.13) 

40 (56.34) 

 

0,7450 

Classificação de Lauren 

INTESTINAL 

DIFUSO 

 

14(20.59%) 

3(4.41%) 

 

20(29.41%) 

31(45.59% 

 

0,0042 

Invasão Angiolinfática 

DETECTEDO 

NÃO DETECTEDO 

 

9(13.64%) 

8(12.12%) 

 

20(29.85) 

30(44.78%) 

 

 

0,0002 

Infecção por H. Pylori 

SIM 

NÃO 

 

1(1.56%) 

15(23.44%) 

 

7(10.49%) 

41(64.06%) 

 

0,6673 

Teste exato de Fisher’s.    
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Outras análises envolvendo parâmetros clínicos e patológicos (sexo, quimioterapia, 

radioterapia, recorrência, infecção por H. pylori, invasão angiolinfática) e sobrevida global e 

sobrevida livre de doença não foram estatisticamente significativas (p> 0,05). 

5.8 Análise de regressão logística univariada e multivariada 

Também foi observado que ST3GAL3 foi capaz de prever a classificação de Lauren. A 

positividade de ST3GAL3 foi uma variável importante para a classificação de Lauren e manteve 

as análises multivariadas (Tabela 5). 

Tabela 5- Análise de regressão univariada e multivariada da Classificação de Lauren em paciente GC. 

 Univariada Multivariada 

Variável OR 95% CI Valor de  

p 

OR 95% CI Valor de  

p 

ST3GAL                                                          

Estadiamento cirúrgico 

Idade 

Gênero  

7.23 

1.00 

1.25 

0.46 

1.84 

0.34 

0.49 

0.16 

28.4 

2.92 

3.21 

1.26 

0.005 

1.000 

0.633 

0.134 

0.14 

1.08 

1.14 

0.57 

  0.03 

  0.61 

  0.40 

  0.19 

 0.57  

1.91 

3.23  

1.73    

0.006 

0.777 

0.804 

0.328 

 

5.9 Caracterização de coloração TSTA3 

A coloração com o anticorpo TSTA3 foi evidenciada em 58 (81,69%) amostras em 

diferentes compartimentos celulares. Das amostras positivas, 41 eram de pacientes do sexo 

masculino e 17 do feminino. A região citoplasmática foi reconhecida isoladamente em 35 

amostras (60,35%), outras 23 amostras (39,65%) apresentaram combinações de coloração 

(membrana, perinuclear, nuclear e citoplasmática (Figura 2.3.A). Além disso, 37 amostras 

apresentaram áreas de tecido normal adjacentes ao tecido. Destes, 13 foram negativos e 24 

positivos para TSTA3. Dos 14 que coraram, em 12 a contraparte neoplásica foi positiva. Áreas 

de metaplasia foram detectadas em 17 amostras, 14 foram positivos e 3 negativos. A coloração 

de TSTA3 foi evidenciada nos casos que estavam nos estágios I e II (p <0,001), grau histológico 

G1 e G2 (p = 0,0120), e classificação do tipo intestinal de Lauren (p = 0,0120) e foi no limite 

da significância com pacientes do sexo masculino (p = 0,0507). 
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Figura 13- Imuno-histoquímica de TSTA3 e FUCA2 em amostras de GC. (A, TSTA3) a coloração 

citoplasmática, (b coloração da membrana, c) coloração perinuclear, d) coloração nuclear. (B, FUCA2) 

e), coloração da membrana, f), coloração citoplasmática, g), coloração perinuclear, h) coloração nuclear. 

Barra de escala: 50 μm. 

5.10 Associação entre a expressão de TSTA3 e os resultados 

Nenhuma associação foi encontrada entre a coloração TSTA3 e a sobrevida global. A 

sobrevivência mínima e máxima em dias foi de 2 e 2352, respectivamente. A sobrevida média 

em dias para casos positivos foi de 366 dias, em comparação com 364 dias para casos não 

marcados (p> 0,05). Também não houve significância na sobrevida livre de doença, a sobrevida 

mínima e máxima em meses foram 2 e 78, respectivamente, com mediana máxima de 17 meses 

para casos positivos e mínimo de 13,5 meses para casos negativos (p> 0,05). 

5.11 Análise in silico 

Por meio da análise em uma coorte de validação composta por 415 pacientes com 

adenocarcinoma gástrico extraído do Portal cBio Cancer Genomics. A expressão do mRNA de 

TSTA3 foi associada ao grau histológico (p = 0,0186) bem e moderadamente diferenciado. 

Outras análises envolvendo parâmetros clínicos e patológicos (idade, sexo, estadiamento, 

radioterapia, invasão nodal) e sobrevida global e sobrevida livre de doença não foram 

estatisticamente significativas (p> 0,05). 

5.12 Análise de regressão logística univariada e multivariada 

Observou-se também que o TSTA3 foi capaz de predizer a classificação de Lauren 

(Tabela 6). Esse efeito foi mantido no modelo de análise multivariada, considerando a idade e 

o sexo dos pacientes. 
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Tabela 6- Análise de regressão univariada e multivariada da Classificação de Lauren em pacientes 

com GC. 

 Univariada Multivariada 

Variável OR 95% CI 
Valor de  

p 
OR 95% CI 

Valor de  

p  

TSTA3 7.10 1.43 35.1 0.016 7.18  1.37  37.5      0.020 

Idade 1.25 0.49 3.21 0.633 1.77  0.63     4.98 0.277 

Gênero 0.46 0.16 1.26 0.134 0.67  0.22      2.02 0.483 

             

 

5.13 Caracterização de coloração FUCA2 

A coloração com FUCA2 foi evidente em 56 pacientes. Houve coloração citoplasmática 

em 37 amostras, membrana em 2. Em 18 amostras houve uma combinação de coloração 

citoplasmática / membrana / perinuclear e nuclear (Figura 2.3.B). Além disso, também 

encontramos 32 amostras com áreas de tecido normal adjacentes ao tecido tumoral. Dentre eles, 

17 eram positivos e 15 negativos para FUCA2. Áreas de metaplasia foram detectadas em 14 

amostras; todos foram marcados por FUCA2. Foi possível observar que o número de casos 

positivos para FUCA2 foi maior na metaplasia e neoplasia, quando comparado ao tecido normal 

(Tabela 7). A coloração de FUCA2 foi significativamente associada ao estadiamento cirúrgico 

(p = 0,0417), a coloração foi acentuada em tumor avançado e de forma semelhante em tumor 

de grau histológico inicial e avançado (p = 0,0125). 

Tabela 7- Comparação emparelhada da coloração de FUCA2 em células neoplásicas, tecido gástrico 

adjacente não transformado e metaplasia. 

 Normal Neoplasia Metaplasia Valor de p  

FUCA2(+) 

 

FUCA2(-) 

17 

 

15 

56 

 

7 

14 

 

0 

 

<0,0001 
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5.14 Análise in silico 

 Analisamos uma coorte de validação composta por 265 pacientes com adenocarcinoma 

gástrico extraído do Portal cBio Cancer Genomics. A expressão do mRNA de FUCA2 foi 

associada à classificação de Lauren do tipo intestinal (p = 0,0034). E nos casos que 

apresentaram invasão nodal, p = 0,0105, em uma coorte de 357 pacientes. Outras análises 

envolvendo parâmetros clínicos e patológicos (idade, sexo) e sobrevida global e sobrevida livre 

de doença não foram estatisticamente significativas (p> 0,05). 

5.15 Associação entre a expressão de FUCA2 e sobrevida livre de doença e sobrevida global 

Nenhuma associação foi encontrada entre a coloração FUCA2 e no geral. A sobrevida 

média em dias (Máx. e Min.) foi 2.352 e 2, respectivamente. A sobrevida média em dias para 

casos marcados positivamente foi de 359 dias, em comparação com 432 dias para casos não 

marcados (p> 0,05). Também não houve significância na sobrevida livre de doença, sobrevida 

mínima e máxima em meses foram 2 e 78, respectivamente, com mediana de 14,5 meses para 

casos positivos e 20 meses para casos negativos (p> 0,05). 

5.16 Análise de regressão logística univariada e multivariada 

Não houve diferença significativa nas análises multivariadas para a expressão de 

FUCA2 (dados não mostrados). 

5.17 Expressão de Siglec-15 em câncer gástrico 

Siglec-15 foi marcado positivamente em 53 pacientes (74,64%), 17 pacientes do sexo 

feminino (23,94%) e 36 (50,70%) do sexo masculino. Nas lesões neoplásicas, o SIGLEC-15 

foi observado no citoplasma em 14 amostras (26,41%), perinuclear em 4 (7,54%) e nuclear em 

apenas 1 amostra (1,88%). Por outro lado, combinações de coloração citoplasmática, nuclear e 

perinuclear foram observadas em 34 amostras (61,9%) (Figura 4B). Em 40 amostras (59,70%) 

dos 71 pacientes analisados apresentavam tecido normal adjacente, sendo 17 (42,5%) positivos 

para SIGLEC-15, principalmente nos ductos e células de produção das glândulas gástricas. 

Além disso, Siglec-15 foi detectado em 40,9% (9/22) da lesão pré-neoplásica Metaplasia 

intestinal (IM) e foi encontrada associação significativa entre a expressão de Siglec-15 no 

câncer gástrico em comparação com tecido gástrico adjacente normal não transformado e IM 

(IM) (Tabela 8). A análise de IHQ detectou Siglec-15 não apenas em células de câncer gástrico, 

mas em macrófagos infiltrantes de tumor (Figura 4A). 



56 
 

 
 

Tabela 8- Comparação emparelhada da coloração SIGLEC15 em células neoplásicas, tecido gástrico 

adjacente não transformado e metaplasia. 

 Normal Neoplasia Metaplasia Valor de p  

SIGLEC15 (+) 

 

SIGLEC15 (-) 

17 

 

40 

53 

 

18 

9 

 

13 

 

<0,0001 

 

 

Figura 14-Imuno-histoquímica de SIGLEC15 em amostras de GC (A) coloração da membrana, (B) 

coloração citoplasmática e nuclear, C) metaplasia positiva D) células mieloides no microambiente, Barra 

de escala: 50 μm. 

Em relação ao Siglec-15 e sua associação com parâmetros clínico-patológicos, sua 

expressão esteve significativamente associada à classificação histológica (p = 0,0022) e invasão 

angiolinfática (p = 0,041), (Tabela 9). Curiosamente, a coloração de localização celular Siglec-

15 também foi associada ao estágio tumor-nódulo-metástase (TNM) (p = 0,01). Pacientes com 

alto TNM (III + IV; 66,04%) apresentaram coloração Siglec-15 no citoplasma e múltiplos 

compartimentos celulares em comparação com pacientes com baixo estágio de TNM (I + II; 

7,55%). 

A análise adicional, incluindo idade, sexo, tipo de cirurgia, tratamento inicial, estado 

nodal, radioterapia, quimioterapia, linfonodo, infecção H.Pylory e classificação de Lauren não 

foram significativas. Em relação à sobrevida global, para Siglec-15 positivo foram 337 dias e 
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501 dias para o grupo negativo (p = 0,2692); para a sobrevida livre de doença, os grupos 

negativo e positivo tiveram sobrevida média de 18 e 14,5 meses, respectivamente (p = 0,3929) 

e não foram estatisticamente significantes. 

O Siglec-15 também foi confirmado como preditor do grau histológico no GC pela 

análise multivariada, assim como pela Classificação de Lauren. 
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Tabela 9- Análise de associação da expressão de SIGLEC15 com características clínico-patológicas de pacientes 

com câncer gástrico. 

Características clínico-

patológicas 

SIGLEC15 (+) 

n (%) 

SIGLEC153 (-) 

n (%) 

Valor de p  

Idade (Anos) 

≥60 

<60 

 

30 (42.25%) 

23 (32.39%) 

 

6(8.45%) 

12(16.90%) 

 

0,1073 

Sexo 

Feminino 

Masculino 

 

17(23.94%) 

36(50.70%) 

 

7(9.86%) 

11(15.49%) 

 

>0,9999 

Cirurgia 

Gastrectomia Total 

Gastrectomia Parcial 

 

24(33.80%) 

29(40.85%) 

 

8(11.27%) 

10(14.08%) 

 

>0,9999 

Treatmento Neoadjuvante 

I 

III 

 

49(69.01%) 

4(5.63%) 

 

17(23.94%) 

1(1.41%) 

 

 

>0,9999 

Estadiamento cirúrgico 

(TNM) 

(I e II) 

(III e IV) 

 

 

10(14.08%) 

43(60.56%) 

 

 

8(11.27%) 

10(14.08%) 

 

 

0,0566 

Estadiamento cirúrgico 

(TNM) 

(II) 

(III) 

 

 

5(7.94%)                               

42(66.67%) 

 

 

7(11.11%) 

9(14.29%) 

 

 

0,0075 

Envolvimento linfonodal 

SIM 

NÃO 

 

36(50.70%) 

17(23.94%) 

 

10(14.08%) 

8(11.27%) 

 

 

0,3979 

Grau Histológico 

GI + GII 

GIII 

 

32(45.07%) 

21(29.58%) 

 

3(4.23%) 

15(21.13%) 

 

0,0022 
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Quimioterapia 

SIM 

NÃO 

 

28(39.44%) 

25(35.21%) 

 

10(14.93%) 

8(11.27%) 

 

>0,9999 

Radioterapia 

SIM 

NÃO 

 

15(21.13%) 

38(53.52%) 

 

6(8.45%) 

12(16.90%) 

 

0,7676 

Recidiva 

SIM 

NÃO 

 

15(20.29%) 

38(53.52%) 

 

1(1.41%) 

17(23.94%) 

 

0,0546 

Classificação de Lauren 

INTESTINAL 

DIFUSO 

 

28(41.18%)   

22(32.35%)                                         

 

6(8.82%) 

12(17.65%) 

 

0,1684 

Invasão Angiolinfática 

DETECTEDO 

NÃO DETECTEDO 

 

25(37.88%)                      

25 (37.88%)                    

 

3(4.55%) 

13 (19.70%) 

 

0,0412 

Infecção por H. Pylori 

SIM 

NÃO 

 

7(11.29%)                        

1(1.61%) 

 

38(61.29%)                     

16(25.81%) 

 

0,4267 

  Teste exato de Fisher’s. 
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6 DISCUSSÃO GERAL 

 

Este estudo detectou que a coloração tecidual de NEU3 se destacou em diferentes 

regiões da célula, incluindo apenas citoplasmáticas (50,77%), enquanto que 49,23% 

apresentavam combinações de marcação, membranar, citoplasmáticas, nuclear e perinuclear. A 

NEU 3 remove o ácido siálico, de preferência do gangliosídeo GM3. GM3 é um componente 

abundante que forma complexos com moléculas de sinalização celular e é importante na 

modulação da adesão, crescimento e mobilidade das células. A NEU3 altera a organização e a 

ativação de moléculas envolvidas na patogênese do câncer nos microdomínios de glicosinapse 

(AKITA et al., 1997; KIZUKA et al., 2017a). Atualmente, é conhecido na literatura que a 

expressão de sialidases, como NEU1, NEU2 e NEU3, ocorre na membrana do lisossomo, no 

citosol e no plasma. No entanto, outras observações mostram que a localização subcelular da 

NEU3 pode variar com diferentes estímulos celulares. A expressão dessa enzima depende da 

localização acessível de seu substrato natural; há evidências de que a NEU3 também pode ser 

expressa no interior da membrana nuclear (WADA et al., 2007; WANG et al., 2009). Esses 

estudos justificam nossos achados em relação à localização de NEU3.  

Dos pacientes positivos para NEU3, invasão angiolinfática foi encontrada em 50,00% 

das amostras; curiosamente, entre os pacientes negativos para NEU3, não foi encontrada 

nenhuma com invasão angiolinfática, essa associação pode estar relacionada ao fato desta 

enzima ter um papel importante na regulação da sinalização transmembranar e da superfície 

celular, através da modulação de gangliosídeos. Um estudo descobriu que a expressão aberrante 

de NEU3 está associada à invasão, motilidade e sobrevivência em cepas de câncer de mama e 

cólon (WADA et al., 2007). Além disso, encontramos uma associação significativa da 

expressão de NEU3 entre tecidos tumorais e metaplásicos.  Isso sugere que esta enzima pode 

ter um papel importante no processo tumorigênese e metástase no CG. Níveis aumentados de 

expressão de NEU3 também já foram relatados na literatura em alguns tipos de câncer, como 

cólon, ovário, rim e próstata(FORCELLA et al., 2017). 

Existe uma estreita relação entre a expressão de NEU3 e a via wnt / β-catenina, que é 

uma importante via de sinalização para a ativação da NEU3 e para a carcinogênese das 

neoplasias de TGI, como câncer de cólon. Essa via regula processos importantes, como 

migração e diferenciação celular. Quando o silenciamento de NEU3 foi promovido, resultou 

em menor clonogenicidade de cepas de adenocarcinoma do cólon, e crescimento 
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significativamente menor do câncer in vivo em camundongos nude ( TAKAHASHI et al., 

2015). Esses estudos demonstram que a NEU3 atua como um regulador positivo na promoção 

e progressão do câncer. 

No presente estudo, não houve nenhuma associação de NEU3 com outros desfechos, 

progressão livre de doença e sobrevida global. Um estudo que incluiu imuno-histoquímica para 

analisar a expressão de Neu3 em 71 pacientes com adenocarcinoma de células claras do ovário 

também não apresentou diferença significativa nas curvas de sobrevida(NOMURA et al., 

2006). O número de casos negativos para Neu3 foi um fator limitante durante a associação com 

dados clínicos, possivelmente um N mais alto pode ser capaz de produzir resultados 

significativos. Por meio de análises in silico, realizadas a partir dos dados de expressão do 

mRNA do cBioportal, não foi possível encontrar associação significativa entre o transcrito de 

NEU3 com os dados clínicos e de desfecho dos pacientes.  

No câncer de pulmão de células não pequenas já foi descrito que a NEU3 regula as vias 

ERK e Akt através do EGFR. A expressão de NEU3 foi reduzida ou abolida quando o gefitinib, 

um inibidor da tirosina quinase do receptor de EGFR, foi usado(FORCELLA et al., 2017). O 

mesmo estudo avaliou a expressão do mRNA da NEU3 em alguns tipos de câncer e encontrou 

aumento da expressão no câncer de ovário (68,75%), próstata (55,56%) e colorretal (52,38%).  

Este estudo também avaliou o mRNA da NEU3 em 17 amostras de câncer gástrico e constatou 

que a expressão da NEU3 era alta, porém sem associação clínica. 

No presente estudo, foi demonstrado pela primeira vez que a expressão de SIGLEC-15 

foi positiva na maior parte dos casos CG. A expressão de SIGLEC-15 foi encontrada nas células 

neoplásicas, metaplásicas e normais, em todos compartimentos celulares. A associação de 

receptores SIGLECs com o câncer têm sido relatadas na literatura, principalmente em 

neoplasias onco-hematológicas. Os SIGLECs têm papel de distinguir o próprio do não próprio, 

esse é um papel relevante diante das alterações na glicosilação que ocorrem no câncer. Um 

exemplo é o aumento da sialilação das glicoproteínas, um processo que mascara as células 

neoplásicas durante a carcinogênese. Esse processo por sua vez pode impedir os SIGLECs de 

cumprirem sua função fisiologica (FUSTER; ESKO, 2005). 

 Neste estudo foi possível avaliar que a expressão de SIGLEC-15 foi significativamente 

maior nas áreas de metaplasia e de neoplasia em comparação às áreas de tecido normal, isso 

mostra que essa lectina pode ter um papel relevante no processo de transformação maligna no 
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CG. No câncer, a produção de mucinas solúveis pode regular negativamente a resposta imune, 

através da ligação com receptores SIGLECs em células Natural Killers, células dendríticas e 

em monócitos(JASON E. HUDAK1,4, STEPHEN M. CANHAM1,4, 2014). Dessa maneira a 

alta expressão de SIGLECs reduz a resposta da imunidade inata contra as células cancerígenas 

por regulação negativa da resposta imune a antígenos sialilados. Uma meta-análise baseada no 

banco de dados TCGA revelou que o SIGLEC-15 é regulado positivamente em muitos tipos de 

tumores humanos em comparação ao tecido normal, incluindo bexiga, cólon, endometrióide, 

rim, fígado, tireoide e pulmão(WANG et al., 2019). 

 Wang J e colaboradores (2019) avaliaram o SIGLEC-15 em 241 amostras de câncer de 

pulmão de células não pequenas por imunofluorescência quantitativa e descobriram que esta 

proteína estava presente tanto nas células tumorais como em células estromais associadas a 

tumores (Células de origem mieloide- como macrófagos). No presente estudo, também foi 

detectado SIGLEC-15 em células do microambiente tumoral (TME), como macrófagos, 

corroborando o papel potencial dessa proteína na modulação do sistema imunológico. A lectina 

15 do tipo imunoglobulina de ligação ao ácido siálico (SIGLEC-15) é um membro de uma 

família de proteínas de reconhecimento de ácido siálico envolvidas nas respostas imunes, 

reconhecendo ligantes e modulando a transdução de sinal intracelular(CROCKER; PAULSON; 

VARKI, 2007). Curiosamente, o SIGLEC-15 também está envolvido na diferenciação dos 

osteoclastos e infecções microbianas, expandindo seu papel em várias patologias, tornando essa 

proteína um alvo importante para futuras investigações em diversos campos da ciência 

(ANGATA, 2020). 

Glicanos sialilados podem ser reconhecidos pelas SIGLEC7 e SIGLEC9, que são os 

membros conhecidamente imunossupressores da família dos SIGLECs, que tem sua expressão 

relatada de forma aberrante, em leucemias e linfomas(ANGATA et al., 2007; MIYAZAKI et 

al., 2004). Outro estudo mostra que o SIGLEC9 possui papel imunossupressor, através da 

interação com as mucinas secretadas por células em câncer colorretal, impedindo a produção 

de interleucina 12, que é relacionada com a ativação da resposta Th1 e produção de IFN-λ 

(OHTA et al., 2010).  

Estudos recentes identificaram o SIGLEC-15 como um novo alvo potencial para 

imunoterapia por seu papel supressor imunológico no TME(REN, 2019; WANG et al., 2019. 

Estes trabalhos mostram que o SIGLEC-15 é regulado positivamente nas células neoplásicas e 

superexpresso em macrófagos e células supressoras derivadas da linhagem mieloide, enquanto 
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poucas células mieloides normais expressam SIGLEC-15. Em contraste com PDL-1, a 

expressão de SIGLEC-15 em macrófagos é induzida pelo fator estimulador de colônias de 

macrófagos (M-CSF), enquanto o IFN-γ inibe sua expressão. Ademais, o PD-L1 estava 

predominantemente localizado no citoplasma das células cancerígenas gástricas(ETO et al., 

2016), enquanto no nosso estudo o SIGLEC-15 está nas regiões membranar, citoplasmáticas, 

perinucleares e nucleares das células tumorais. SIGLEC-15 também foi mais encontrada em 

pacientes com estadiamento mais avançado, sugerindo que essas proteínas supressoras 

imunológicas podem ter diferentes papéis (ou impactos) em diferentes estágios do câncer que 

devem ser mais investigados. 

No presente estudo, foi demonstrado que a alta expressão de SIGLEC-15 estava 

intimamente relacionada ao grau histológico mais diferenciado, mantido na análise 

multivariada. Até o momento, não existem estudos que avaliaram a expressão de SIGLEC-15 

de acordo com o grau de diferenciação dos tumores como cólon, tireoide, bexiga rim, pulmão. 

A alta expressão de SIGLEC-15 nessas amostras de tumores gástricos mais diferenciados pode 

implicar um papel anterior dessa proteína na modulação do microambiente tumoral. O 

SIGLEC-15 também foi positivo em maior proporção, quando o estadiamento TNM esteve em 

grau mais avançado (III). Houve marcação de SIGLEC-15 em quase todos os pacientes que 

apresentaram invasão angiolinfática. Essa relação de SIGLEC-15 com grau histológico bem e 

moderadamente diferenciados, com estadiamentos mais avançados e invasão angiolinfática 

sugere que essa lectina pode exerce uma função importante na tumorigênese e na progressão 

do câncer gástrico. TAKAMIYA et al., 2013, demonstraram que o SIGLEC-15 é expresso em 

um subconjunto de macrófagos associados ao tumor, em um modelo de co-cultura com células 

THP-1 (macrófagos derivados de leucemia monocítica humana) e H157 (carcinoma de pulmão 

humano). Os macrófagos associados a tumores (TAMs) reconhecem especificamente antígenos 

do grupo sialil-Tn, em vários tumores humanos, e em resposta às células positivas para sTn, os 

macrófagos secretam o fator de crescimento transformante (TGF-β). Ou seja, o SIGLEC-15 

reconhece o antígeno e transduz o sinal, aumentando a secreção de TGF- β. Este fator produzido 

pelas células tumorais e pelos macrófagos, contribui para a tumorigênese e para metástase, 

através da inibição do sistema imune e da invasão das células tumorais(FLAVELL, RICHARD 

, SHOMYSEH SANJABI, STEPHEN WRZESINSKI, 2010).    
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Seria interessante avaliar o status programado morte ligante-1 (PDL-1) nessas amostras 

de GC para investigar se a expressão de SIGLEC-15 é mutuamente exclusiva a de PDL-1, como 

foi observado no adenocarcinoma de pulmão(WANG et al., 2019).  

A imunoterapia contra o câncer utilizando bloqueio do PD-1 / PD-L1 impactou o 

tratamento de várias neoplasias. No entanto, esses pontos de verificação imunológicos são 

responsáveis apenas por uma parcial da imunidade disfuncional nos tumores sólidos humanos 

e muitos pacientes que respondem inicialmente adquirem resistência a essas terapias com 

doenças recorrentes(NOWICKI; HU-LIESKOVAN; RIBAS, 2018). Portanto, pesquisar novos 

normalizadores imunológicos aumentará as possibilidades de imunoterapia contra o câncer, 

como o SIGLEC-15. Um ensaio clínico de fase I está em andamento para avaliar o efeito do 

anti-SIGLEC-15 humanizado (NC318) em tumores sólidos e novos achados trazem uma grande 

expectativa. 

Também avaliamos a expressão da sialiltransferase, ST3GAL3 e identificamos uma 

baixa expressão, predominantemente citoplasmática, dessa enzima nesse tipo de câncer da 

nossa coorte. O ST3GAL3 é uma das enzimas responsáveis pela adição de ácido neuramínico 

aos resíduos terminais do dissacarídeo Galβ1-3 / 4GlcNAc. Essa sialiltransferase participa de 

vários eventos biológicos e representa o candidato mais provável, in vivo, à biossíntese de 

sLea(KITAGAWA; PAULSON, 1993).  

  Um estudo para caracterizar a expressão de diferentes sialiltransferases nas linhas 

celulares HeLa identificou que essas enzimas desempenham funções diferentes na proliferação 

e adesão celular, sinalizando e competindo entre si pela sialilação das proteínas alvo. O mesmo 

estudo também observou que essa expressão pode variar dependendo da tecido e que ST3GAL3 

estava mais relacionado à sialilação da N-caderina, uma proteína transmembranar associada à 

adesão celular(QI et al., 2020). O estudo não encontrou associação significativa da expressão 

de ST3GAL3 entre tecidos tumorais, metaplásicos e mucosa normal.  

Nosso estudo identificou que a expressão de ST3GAL3 é maior em graus histológicos 

iniciais e menor em graus mais avançados (G3). Em convergencia a esse achado, observamos 

que nos casos em que a expressão de ST3GAL3 era positiva, as amostras eram classificadas no 

tipo intestinal da classificação de Lauren. Um estudo de Jun et al., avaliou a expressão de seis 

GENES de sialiltransferases no câncer gástrico: ST3Gal1, ST3Gal2, ST3GAL3, ST3Gal4, 

ST3Gal5 e ST3Gal6, e observou que St3gal3 foi o que apresentou os maiores valores de 
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expressão de mRNA. A expressão de St3gal3 estava relacionada aos altos níveis de resíduos de 

NeuNAc ligados a α2,3, na superfície celular, que por sua vez estão associados ao 

comportamento maligno das células cancerígenas gástricas. Este estudo mostrou que St3gal4 

está mais envolvido no desenvolvimento de características malignas no câncer gástrico do que 

ST3GAL3(LI et al., 2012). 

A expressão de ST1 e ST3GAL3 já foi avaliada no câncer e mucosa normal de 55 

pacientes com câncer gástrico, por meio de um ensaio radiométrico, e constatou que os níveis 

das duas sialiltransferases também estavam aumentados nas células da mucosa normal 

(GRETSCHEL et al., 2003). Esse estudo justifica que o ST3GAL3 é aumentado nos estágios 

iniciais do processo de tumorigênese, mas existem outras sialiltransferases responsáveis pelo 

fenótipo menos favorável para pacientes com câncer gástrico. Nosso estudo sugere que 

ST3GAL3 pode ser um indicador de bom prognóstico em pacientes com adenocarcinoma 

gástrico. 

ZHANG e colaboradores avaliaram a expressão de ST3GAL3 em células tumorais 

ovarianas HO8910PM (mais tumorigênica) e SKOV3 (menos tumorigênica). Após análise por 

qRT-PCR, eles observaram um aumento na expressão de sialiltransferase nas células 

HO8910PM quando comparadas às células SKOV3; os ensaios de Western blotting 

confirmaram um aumento de até duas vezes entre as cepas. As cepas foram tratadas com 

PACLITAXEL, com o consequente cálculo do IC50 das células e o de HO8910PM foi duas 

vezes mais resistente à droga quando comparadas à cepa SKOV3. Os resultados obtidos por 

ZHANG et al. indicam que o aumento da expressão de ST3GAL3 está relacionado à 

sobrevivência de células cancerígenas do ovário, fugindo da morte celular programada e ao 

aumento da resistência ao PACLITAXEL(ZHANG; WUHRER; HOLST, 2018). Eles também 

indicam que a expressão de ST3GAL3 pode variar no mesmo tipo de câncer, mas em diferentes 

linhagens celulares, com diferentes capacidades de progressão. Portanto, a expressão de 

ST3GAL3 não está apenas ligada ao tipo de tecido, mas também está relacionada à capacidade 

tumorigênica do câncer. 

Nos dados obtidos da coorte de validação, identificamos que a expressão do mRNA de 

ST3GAL3 estava relacionada ao prognóstico menos favorável, essa oposição de resultados 

pode ser justificada pelo fato de que essas coortes são de pacientes que divergem em continentes 

(Ásia e Europa) e hábitos alimentares. Além disso existe a diversidade molecular presente no 
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câncer gástrico, heranças genéticas e outros fatores ambientais aos quais nossa coorte foi 

exposta. 

Assim como sialilação a fucosilação é um evento bioquímico que se encontra alterado 

no processo carcinogênico e ainda é pouco estudo.  A TSTA3 é uma das principais enzimas 

relacionadas ao processo de fucosilação (MORIWAKI et al., 2009; TONETTI et al., 1996; 

YUAN et al., 2008). Ele participa diretamente da produção da GDP-L-Fucose, um substrato 

importante para as fucosiltransferas, a partir do metabolismo da manose (KIZUKA et al., 

2017a). 

A marcação celular de TSTA3 foi predominantemente citoplasmática, mas também 

houve coloração de membrana, perinuclear e nuclear. Um estudo publicado em 2013 avaliou a 

expressão de TSTA3 por imuno-histoquímica no câncer colorretal e identificou na maioria das 

amostras uma marcação citoplasmática, mas em algumas amostras houve intensa marcação na 

região perinuclear(VILLAR-PORTELA et al., 2013). 

Nosso estudo demonstrou que amostras positivas para TSTA3 apresentavam um grau 

histológico menos avançado da doença. Um estudo de Yang, 2018, demonstrou que a 

imunoexpressão elevada de TSTA3 está relacionada a estágios mais avançados do carcinoma 

de células escamosas do esôfago(YANG et al., 2018). Outros estudos relatam que o aumento 

da expressão de TSTA3 altera a fucosilação e está relacionado ao pior prognóstico e metástase 

no carcinoma hepatocelular e à baixa sobrevida de pacientes com câncer de pulmão de células 

não pequenas (NORTON; MEHTA, 2019; PARK et al., 2020)]. Embora controversos, os dados 

mostram que a expressão de TSTA3 pode ter perfil de expressão diferente e valor prognóstico 

diferente dependendo do tipo de câncer estudado. Corroborando com o grau histológico TSTA3 

foi evidenciada no tipo intestinal da classificação de Lauren, que apesar de ser o tipo mais 

frequente, é mais diferenciado e associado a lesões menos agressivas. Comparado ao tipo 

difuso, o tipo intestinal apresenta melhor prognóstico, pois o tipo difuso é pouco diferenciado, 

possui maior grau de penetração e não está associado a lesões pré-cancerígenas(ZHENG et al., 

2008). 

Nesse estudo, não foi encontrada associação positiva de TSTA3 com outros parâmetros 

clínicos avaliados bem como progressão livre de doença e sobrevida global. No entanto, um 

estudo com câncer de mama demonstra que a baixa expressão de TSTA3 significa maior tempo 
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de sobrevivência do que aqueles com alto nível de TSTA3(SUN et al., 2016). Isso corrobora 

que a expressão dessa enzima é tecido dependente e que seu valor clinico também.  

Neste estudo, a expressão de FUCA2 foi observada em 56 de 63 amostras de pacientes 

com adenocarcinoma gástrico. A maioria das marcações estava localizada na região 

citoplasmática, comparando-as com os dados clínicos e patológicos, foi possível demonstrar 

que a expressão de FUCA2 foi detectada preferencialmente em tumores em estágios avançados 

(estágio 2 a 3). As α-L fucosidases são as principais enzimas que catalisam a remoção dos 

resíduos terminais de L-fucose ligados via α-1,2, α-1,3, α-1,4 ou α -1,6 à N-acetil glucosamina 

dos oligossacarídeos (CARLOS; RODRÕ; VIN, 2001; SULZENBACHER et al., 2004). A 

fucosilação de moléculas superficiais altera o fenótipo e a função das células tumorais, 

consequentemente contribui para a capacidade de progressão do câncer(LISTINSKY; SIEGAL; 

LISTINSKY, 2011). Em pacientes asiáticos com câncer de mama foi observado um aumento 

significativo da atividade da FUCA no tecido maligno nos estágios iniciais (CHENG et al., 

[s.d.]).  

 Um outro estudo sugere o uso de FUCA em combinação com CD26 pode servir para o 

diagnóstico precoce de câncer colorretal. Neste estudo, o uso combinado proporcionou alta 

sensibilidade e especificidade no diagnóstico, especialmente no estágio inicial (TNM 

I)(AYUDE et al., 2003).  

 A FUCA2 é a principal responsável pela transferência da L-fucose das células 

cancerígenas para o H. pylori, além de aumentar a expressão de antígenos de Lewis x 

importantes para a adesão bacteriana do H. pylori, permiti a camuflagem bacteriana como 

defesa do sistema imunológico. No presente estudo, poucas amostras com H. pylori foram 

encontradas, apenas 9 do total, todas foram positivas para FUCA2. Os poucos casos 

encontrados podem ser explicados pelo método de coloração não indicado para esse tipo de 

análise. É recomendado o uso da ureia endoscópica que é mais sensível e específica e, portanto, 

pode detectar casos mais positivos para essa bactéria, por isso acreditamos que o número de 

casos positivos para H.pylori em nossa coorte seja subestimado (UOTANI; GRAHAM, 2015). 

Nenhuma referência a H. pylori foi encontrada nos registros médicos do paciente. 

Análise desta coorte e comparação com outros estudos que também identificaram 

expressão elevada de FUCA no estado inicial do tumor e nos leva a sugerir que o FUCA2 é um 

potencial biomarcador prognóstico, pois permite a detecção precoce do câncer gástrico. A 
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detecção precoce é uma grande dificuldade para o câncer gástrico, devido à ausência de 

sintomas ou mesmo à escassez de biomarcadores. Esses fatores limitam o tratamento e a 

sobrevida do paciente. 

O câncer gástrico é resultado da interação de fatores genéticos e ambientais, doenças 

crônicas e/ou decorrente de uma resposta inflamatória contínua, muitas vezes provocada por 

infecções microbianas, que tem grande impacto no início, na progressão do tumor e na resposta 

ao tratamento (ROESCH-DIETLEN et al., 2018b). Os fatores de risco podem estar ligados a 

alimentação rica em sal, em produtos defumados, alimentos contaminados com pesticidas e 

fertilizantes. Mas, o maior fator de risco para o surgimento do CG está ligado à bactéria 

Helicobacter pylori que consegue vencer a proteção de enzimas proteolíticas, do suco gástrico 

e das mucinas. Esses microrganismos expressam lipopolissacarídeos que carregam 

determinantes do grupo sanguíneo de Lewis, mimetizando os padrões sanguíneos e permitem 

que eles escapem da resposta imune, mantendo dessa forma a colonização assintomática 

(PLUMMER et al., 2015). A bactéria H. pylori também expressa adesinas que reconhecem 

receptores de glicanos, expressos no epitélio gástrico, gerando gastrite, atrofia, metaplasia e 

úlceras(FERREIRA et al., 2011; PINHO et al., 2013).  

A pesquisa em torno de biomarcadores contempla as modificações de glicoconjugados 

(glicolipídeos, glicoproteínas) que são um hallmarker do câncer de uma forma geral. 

Atualmente existe um consenso de que a expressão de O-glicanos truncados sialilados e 

fucosilados estejam relacionados a progressão e disseminação do câncer gástrico(MEREITER 

et al., 2016). A descoberta de novos biomarcadores continua sendo algo essencial no que se 

refere ao câncer gástrico. Isto porque ainda não existe um marcador específico para diagnóstico 

ou prognóstico da doença (MEREITER et al., 2016). O presente trabalho demonstrou que as 

proteínas NEU3, ST3GAL3, SIGLEC-15, FUCA2 e TSTA3, são mais expressas em algumas 

condições clinico patológicas. Desta maneira é possível sugerir que essas proteínas podem ser 

candidatas a biomarcadores de melhor prognóstico (TSTA3 e ST3GAL3) e pior prognóstico 

(FUCA2 e SIGLEC15) ou auxiliar o desfecho de pacientes com CG. 
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7 CONCLUSÕES 

• A expressão de NEU3 foi mais detectado no tecido neoplásico e metaplásico, indicando 

que é uma alternativa na detecção de tecido gástrico anormal. A positividade de NEU3 

esteve muito elevada nas nossas amostras, isso limitou alguma possível correlação com 

os dados clínicos. 

• O ST3GAL3, quando expresso, indicou o melhor status prognóstico em pacientes com 

graus histológicas iniciais e tipo intestinal da classificação de Lauren. 

• O SIGLEC-15 foi mais expresso nas áreas de metaplasia e neoplasia do que em áreas 

de tecido normal. A expressão de Siglec-15 foi frequentemente observada em células 

cancerígenas gástricas e em células estromais associadas a tumores (macrófagos e 

células mieloides), e sua expressão foi significativamente correlacionada com tecidos 

histológicos bem diferenciados. 

• O presente estudo é o primeiro a definir a relevância prognóstica do Siglec-15 em 

pacientes com câncer gástrico, com associação significativa com a classificação 

histológica e invasão angiolinfática. 

• Portanto, esses achados sugerem uma possível possibilidade prognóstica e terapêutica 

do Siglec-15 e mais estudos serão importantes para definir seu papel clínico no câncer 

gástrico. 

• Os resultados sugerem que a expressão de TSTA3 está associada ao estadiamento 

cirúrgico inicial e ao tipo intestinal da classificação de Lauren. A análise in silico 

confirma o aumento da expressão de TSTA3 em graus histológicos bem e 

moderadamente diferenciados. 

 

•  FUCA2 foi mais expresso em amostras com estadiamento cirúrgico mais avançado. No 

estudo in silico, FUCA2 foi associado com o tipo intestinal da classificação de Lauren, 

e com pacientes que tiveram invasão nodal. 

 

• Não foram encontradas correlações entre NEU3, SIGLEC-15, ST3GAL3, TSTA3 e 

FUCA2 com Sobrevida Global e Sobrevida Livre da Doença. 
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