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RESUMO

O cancer gastrico (CG) é uma das malignidades mais comuns do trato gastrointestinal, com
sobrevida desfavoravel nos estagios mais avangados. Na prética clinica, os marcadores tumorais
séricos utilizados ndo apresentam parametros de acurécia suficientes para serem totalmente
confiaveis. As galectinas sdo proteinas com afinidade aos p-galactosideos que desempenham
papéis importantes no processo carcinogénico. Por conseguinte, emergem como moléculas
promissoras para novos marcadores bioldgicos. A partir dessa premissa, 0 presente estudo
objetivou quantificar os niveis circulantes de galectina-1, galectina-4 e galectina-9 para
distinguir pacientes com cancer gastrico de individuos saudaveis, e avaliar sua possivel
associacdo aos parametros clinico-patolégicos. Os pacientes foram recrutados do servico de
oncologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e da
Sociedade Pernambucana de Combate ao Cancer (SPCC). Um total de 69 pacientes com
diagnostico de adenocarcinoma gastrico e 67 individuos saudaveis foram incluidos no estudo.
Os niveis circulantes dessas galectinas foram determinados por ELISA, e os dados da expressao
do mRNA dos genes LGALS1 e LGALS9 foram extraidos da plataforma cBioPortal for Cancer
Genomics. A expressdo tecidual de galectina-4 foi avaliada por imuno-histoquimica. As
analises estatisticas foram realizadas pelo teste de Mann-Whitney, Kruskal-Wallis, Pearson e
teste exato de Fisher; p< 0,05 foi considerado significativo. As caracteristicas operacionais do
receptor (ROC), sensibilidade, especificidade e razdo de verossimilhanca (LR) foram avaliadas
utilizando o software GraphPad Prisma. Os niveis circulantes de galectina-1, -4 e -9 foram
maiores nos pacientes com adenocarcinoma gastrico comparado aos individuos saudaveis. O
ponto de corte dos niveis circulantes de galectina-1 para distinguir pacientes com
adenocarcinoma gastrico de individuos saudaveis foi de 22935 pg/ml (sensibilidade 61,90%,
especificidade 96,08%, LR: 15,79) (AUC: 0,9153, p < 0,0001). Os niveis circulantes de
galectina-1 foram associados a invasdo angiolinfatica (p = 0,0496). Ja o ponto de corte de
galectina-4 para distinguir pacientes dos individuos saudaveis foi de 572,3 pg/ml (sensibilidade
98,55%, especificidade 84,62%, LR: 6,406) (AUC: 0,9632, p <0,0001). Adicionalmente, as
analises por imuno-histoquimica revelaram que 19 (76%) das amostras foram positivas e 6
(24%) negativas para galectina-4. A imunomarcacéo foi frequentemente observada em células
do microambiente tumoral. O ponto de corte de galectina-9 para distinguir os grupos avaliados
foi de 5517 pg/ml (sensibilidade 80,60%, especificidade 97,01%, LR: 27,00) (AUC: 0,9414, p
<0,0001). Os niveis circulantes de galectina-9 foram associados ao sexo (p = 0,0033), idade (p
= 0,0158), grau histolégico (p = 0,0013) e a estratégia cirargica (p = 0,0497). Alem disso, 0s



niveis de Gal-9 apresentaram uma correlagdo moderada com o numero absoluto de neutrdéfilos
desses pacientes (r = 0,4228; p = 0,0053). De maneira inédita, nossos dados apresentam
parametros de acurécia capazes de distinguir pacientes com adenocarcinoma gastrico de
individuos saudaveis. Dessa forma, essas moléculas surgem como potenciais marcadores

biologicos.

Palavras-chave: Cancer gastrico; ELISA; Acuracia; Biomarcador.



ABSTRACT

Gastric cancer (GC) is one of the most common malignancies of the gastrointestinal tract, with
poor survival in more advanced stages. In clinical practice, the serum tumor markers used do
not have enough accuracy parameters to be completely reliable. Galectins are proteins with
affinity for B-galactosides that play important roles in the carcinogenic process. Therefore, they
emerge as promising molecules for new biological markers. Based on this premise, the present
study aimed to quantify the circulating levels of galectin-1, galectin-4 and galectin-9 to
distinguish patients with gastric cancer from healthy individuals, and to assess their possible
association with clinicopathological parameters. Patients were recruited from the oncology
service of the Clinical Hospital of the Federal University of Pernambuco (UFPE) and from the
Pernambuco Society for the Fight against Cancer (SPCC). A total of 69 patients diagnosed with
gastric adenocarcinoma and 67 healthy subjects were included in the study. Circulating levels
of these galectins were determined by ELISA, and mRNA expression data from the LGALS1
and LGALS9 genes were extracted from the cBioPortal for Cancer Genomics platform. Tissue
expression of galectin-4 was evaluated by immunohistochemistry. Statistical analyzes were
performed using the Mann-Whitney, Kruskal-Wallis, Pearson and Fisher's exact tests; p < 0.05
was considered significant. Receptor operating characteristics (ROC), sensitivity, specificity,
and likelihood ratio (LR) were evaluated using GraphPad Prisma software. Circulating levels
of galectin-1, -4 and -9 were higher in patients with gastric adenocarcinoma compared to
healthy subjects. The cutoff of circulating galectin-1 levels to distinguish patients with gastric
adenocarcinoma from healthy subjects was 22935 pg/ml (sensitivity 61.90%, specificity
96.08%, LR: 15.79) (AUC: 0,9153, p <0.0001). Circulating levels of galectin-1 were associated
with angiolymphatic invasion (p = 0.0496). The galectin-4 cutoff point to distinguish patients
from healthy individuals was 572.3 pg/ml (sensitivity 98.55%, specificity 84.62%, LR: 6.406)
(AUC: 0.9632, p < 0.0001). Additionally, immunohistochemical analysis revealed that 19
(76%) of the samples were positive and 6 (24%) negative for galectin-4. Immunolabeling was
frequently observed in cells from the tumor microenvironment. The galectin-9 cut-off point to
distinguish the groups evaluated was 5517 pg/ml (sensitivity 80.60%, specificity 97.01%, LR:
27.00) (AUC: 0.9414, p < 0.0001). Circulating levels of galectin-9 were associated with sex (p
=0.0033), age (p = 0.0158), histological grade (p = 0.0013) and surgical strategy (p = 0.0497).
In addition, Gal-9 levels showed a moderate correlation with the absolute number of neutrophils

in these patients (r = 0.4228; p = 0.0053). In an unprecedented way, our data present parameters



of accuracy capable of distinguishing patients with gastric adenocarcinoma from healthy
individuals. Thus, these molecules emerge as potential biological markers.

Keywords: Gastric cancer; ELISA; Accuracy; Biomarker.
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1 INTRODUCAO

O céancer gastrico é uma malignidade heterogénea, cuja a carcinogénese esta
atribuida a um processo multifatorial (PETRYSZYN; CHAPELLE; MATYSIAK-
BUDNIK, 2020). A cada ano, mais de um milh&o de casos sao diagnosticados em todo o
mundo, estabelecendo a doenga como o quinto cancer mais diagnosticado e o setimo mais
prevalente (RAWLA; BARSOUK, 2019). No Brasil, estimou-se para cada ano do triénio
2020-2022 cerca de 21.230 novos casos entre homens e mulheres. Na regido Nordeste, 0
CG é o terceiro cancer mais frequente em homens (10,63/100 mil), e 0 sexto mais
frequente entre as mulheres (7,03/100 mil), excluindo os tumores de pele ndo melanoma.
Para o estado de Pernambuco, estimou-se cerca de 830 novos casos para 2020
(INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA,
2020).

A taxa de sobrevida dos pacientes esta intimamente relacionada ao estagio da
doenca no momento do diagndstico. Pacientes com CG precoce ndo apresentam sintomas
especificos; dessa forma, o diagndstico clinico geralmente ocorre em estagio
intermediario ou avancado, o que retarda a conduta terapéutica e leva a um prognostico
desfavoravel (CHEN et al., 2017a; LIU; XIAO, 2014). Apesar do progresso nas ultimas
décadas no diagnostico e terapia do CG, a taxa de sobrevida global ainda permanece
baixa, principalmente nas doencas avangadas (YOU et al., 2019). Portanto, detectar
marcadores bioldgicos que apresentem um potencial promissor para detectar a doenca em
estagios iniciais pode auxiliar no direcionamento da conduta terapéutica ideal e agil,
sendo capaz de melhorar o progndstico do cancer (YE et al., 2020).

Atualmente, os marcadores tumorais séricos utilizados na pratica clinica para o
auxilio no diagndstico da doenca e principalmente para o segmento clinico consistem no
antigeno carcinoembrionario (CEA), os antigenos de carboidratos CA19-9, CA72-4,
CA125, CA24-2, CA50 e também pepsinogénio e a-fetoproteina (AFP). Todavia,
carecem de especificidade e sensibilidade, e nenhum deles é exclusivo para a deteccao do
CG (NECULA et al., 2019; ZHOU et al., 2020). Partindo-se dessa premissa, se faz
necessario rastrear novos biomarcadores, com melhores parametros de acuracia. Nesse
contexto, surgem as galectinas.

As galectinas séo proteinas da familia das lectinas, com capacidade de ligacdo a
carboidratos, que apresentam afinidade especificamente aos 3-galactosideos (HOKAMA;

19
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MIZOGUCHI; MIZOGUCHI, 2008; MODENUTTI et al., 2019). Atualmente, 15
membros dessa familia sdo reconhecidos em mamiferos, 11 das quais s&o encontradas em
humanos (CHAN et al., 2018; CHOU et al., 2018; RAPOPORT; BOVIN, 2015).

Evidéncias crescentes demonstram que as galectinas contribuem para muitas
caracteristicas do cancer, incluindo a sinalizagéo, proliferacdo, resisténcia aos sinais de
morte celular, evasdo da vigilancia imune, inducdo da angiogénese e ativacdo da
metastase (THIJSSEN et al., 2015). No entanto, os dados sobre os perfis de expressdo
das galectinas no CG ainda sdo insipientes. Dessa forma, o estudo desses aspectos
representa uma importante ferramenta que podera identificar novos marcadores
bioldgicos/ou alvos terapéuticos.

A galectina-1 (Gal-1) é uma proteina do tipo prot6tipo, composta por um Gnico
dominio de reconhecimento de carboidratos (CRD), que se conecta a outros monémeros
para formar redes de galectinas multiméricas (BATZKE et al., 2018). Esta molécula é
expressa em Varios tipos de tecidos em condi¢des normais e patoldgicas (ASTORGUES-
XERRI et al., 2014; JOHANNES; JACOB; LEFFLER, 2018). Vérias atividades
bioldgicas sdo atribuidas a Gal-1 em diferentes etapas da progresséo do tumor, como por
exemplo, a invasdo, metastase, angiogénese e protecao aos tumores das respostas imunes
do hospedeiro (BACIGALUPO; CARABIAS; TRONCOSO, 2017a; CHEN et al.,
2014).

A galectina-4 (Gal-4) é uma proteina do tipo tandem, composta por dois dominios
de reconhecimento de carboidratos (CRD) conectados a uma Unica cadeia peptidica. Esta
molécula é expressa sobretudo nas células epiteliais do trato intestinal (CAO; GUO, 2016;
HONG et al., 2019; RUSTIGUEL et al., 2016). Funcionalmente, Gal-4 desempenha um
papel crucial na regulacdo bioguimica, no desenvolvimento e progressao do tumor (CAO;
GUOQ, 2016). Atua nos processos de proliferacdo celular, progressao, adesao e metastase
tumoral (CHEN et al., 2017b).

Outra proteina do tipo tandem é a galectina-9 (Gal-9). Essa lectina é amplamente
distribuida em varios orgdos e tecidos (MOAR; TANDON, 2021). Anéloga a outras
galectinas, Gal-9 modula muitas fun¢ées bioldgicas, incluindo a regulacdo da polaridade
das células epiteliais e migracao celular, bem como na progressdo maligna (AVTENY UK
et al., 2022). Desempenha papéis importantes na imunidade tumoral, regulacdo da
sobrevivéncia, proliferacdo e migracdo das células tumorais (YANG; RABINOVICH;
LIU, 2008).
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Diante do exposto, o presente estudo visou investigar 0s niveis circulantes de
galectina-1, -4 e -9 para distinguir pacientes com cancer gastrico de individuos saudaveis,
bem como, avaliar suas possiveis associagdes com os parametros clinico-patoldgicos e

laboratoriais no cancer gastrico.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Analisar o perfil das galectinas -1, -4 e -9 no cancer géastrico visando sua utilizacdo

como hiomarcador clinico.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Quantificar os niveis circulantes das galectinas -1, -4 e -9 em amostras de soro
e plasma de pacientes com cancer gastrico e em individuos saudaveis atraves
do ELISA;

e Investigar a expressdo tecidual da galectina-4 em amostras de cancer gastrico
por imuno-histoquimica;

e Correlacionar os dados experimentais do ELISA com os parametros clinico-
patoldgicos da doenga;

e Analisar o0s parametros de acurdcia das galectinas investigadas
(especificidade, sensibilidade, curva ROC e os razdes de verossimilhangas);

e Validar os resultados obtidos experimentalmente com os de coortes de

validacao (in silico).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ASPECTOS GERAIS — CANCER

A palavra “cancer” designa um conjunto de doencas cronicas, com etiologia
multifatorial (CLAVEL, 2007), cuja patogénese é caracterizada por um processo
mutagénico de diversas etapas, pelas quais as células neoplésicas adquirem propriedades
como potencial ilimitado de proliferagdo, autonomia e resisténcia aos sinais
antiproliferativos e apoptoéticos (LUO; SOLIMINI; ELLEDGE, 2009). Além disso, essas
células apresentam capacidade para migrar e invadir tecidos adjacentes, bem como, se
disseminar para um local distante do sitio primario, ou seja, metastizar (LEBER;
EFFERTH, 2009).

Atualmente, o cancer é considerado um dos principais problemas de satde publica
em todo o mundo, estando entre as principais causas de morte prematura. Os dados
estatisticos sobre a incidéncia e mortalidade sdo crescentes. Esses numeros refletem,
sobretudo, o envelhecimento e o crescimento populacional, alteracdes de prevaléncia e
distribuicdo dos fatores de risco, que podem, em alguns casos, estar associados ao
desenvolvimento socioecondmico (BRAY et al., 2018; INCA, 2020).

Dentro desse grupo de malignidades, os tumores do trato gastrointestinal (TGI)
estdo entre os mais frequentes e correspondem a aproximadamente um terco da incidéncia
e mortalidade globais associados ao cancer (BIJLSMA et al., 2017; LAU et al., 2020).
Os canceres do TGI referem-se aos que eventualmente se desenvolvem nos diversos
Orgdos que constituem esse sistema, incluindo o es6fago, estbmago, colon, figado,
pancreas e vesicula biliar (BACIGALUPO; CARABIAS; TRONCOSO, 2017; BIJLSMA
etal., 2017).

Essas doencas estdo relacionadas a diversos fatores etioldgicos; citam-se 0s
fatores genéticos, fatores ambientais, sintese intragastrica de carcindgenos, agentes
infecciosos e alteracdes patologicas. A auséncia de sintomas especificos nos estagios
iniciais resulta no diagnostico tardio e atraso no tratamento. Além disso, a maioria desses
canceres sdo agressivos e rapidamente metastizam, o que causa a elevada mortalidade.
Quanto as estratégias terapéuticas, atualmente, a radioterapia combinada a quimioterapia
continua sendo a principal medida. Entretanto, o prognostico permanece desfavoravel em
decorréncia da falta de biomarcadores especificos e da resisténcia aos quimioterapicos
(CUl et al., 2019).
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Em face do exposto, é crucial a identificacdo de novos alvos moleculares para
auxiliar no desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais eficazes (BACIGALUPO;
CARABIAS; TRONCOSO, 2017).

2.2 CANCER GASTRICO

O cancer gastrico, também designado cancer de estdbmago, é um dos tumores
malignos mais comuns do sistema digestivo, associado a alta morbimortalidade em todo
o0 mundo (SONG et al., 2017; YOON; KIM, 2015). A carcinogénese gastrica decorre de
um processo complexo de multiplas etapas, protagonizada por diversos fatores ambientais
e genéticos, cujo o desenvolvimento resulta do acumulo de alteragcBes genéticas e
epigenéticas que ativam as vias oncogénicas e/ou inativam supressores tumorais, levando
ao crescimento e sobrevivéncia desordenados das células (FIGUEIREDO; GARCIA-
GONZALEZ; MACHADO, 2013; SEDDA et al., 2014). Categoricamente, é uma doenca
heterogénea que apresenta diferentes fenotipos, prognostico e respostas ao tratamento
(OUE et al., 2019).

2.2.1 Epidemiologia

Todos os anos, quase 1 milhdo de novos casos de CG sdo diagnosticados em todo
0 mundo, tornando-o0 o quinto tipo de malignidade mais comum e a terceira principal
causa de morte associada ao cancer. Estas constatagdes levaram a Organizagdo Mundial
de Saude a considerar essa malignidade um importante problema de satde global (AJANI
et al., 2022; RYU et al., 2017; STRONG, 2018; VENERITO et al., 2019; YAO et al.,
2019).

A incidéncia do CG é mais comum nos paises em desenvolvimento comparado
aos paises desenvolvidos economicamente (TSAI et al., 2017), variando amplamente
entre populagdes de determinadas localizagdes geograficas e grupos socioecondémicos,
associados principalmente a variagdes na dieta (MA et al., 2016). Ademais, a incidéncia
é, frequentemente, duas vezes maior em homens do que em mulheres, na maioria dos
casos apos 0s 60 anos de idade (BALAKRISHNAN et al., 2017). Entre os homens, é 0
tumor maligno mais diagnosticado e uma das principais causas de morte em varios paises
da Asia Ocidental; cita-se o Ird, Turquemenistdo e Quirguistdo. Areas com alta incidéncia,

em ambos 0s sexos, no Leste da Asia incluem a Mongolia, Japdo e a Republica da Coréia,
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enquanto na Ameérica do Norte, Norte da Europa e em regides Africanas as taxas
geralmente séo baixas (BRAY et al., 2018).

No Brasil, estimam-se para cada ano do triénio 2020-2022 cerca 21.230 novos
casos de CG, excluindo-se os casos de cancer de pele ndo melanoma. Esse valor
distribuido por sexo corresponde a 13.360 entre homens e 7.870 nas mulheres,
classificando a doenga como o quarto tipo de cancer mais incidente em homens e 0 sexto
para as mulheres (Figura 1) (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR
GOMES DA SILVA, 2020).

Figura 1. Distribuicdo por sexo dos dez tipos de cancer mais incidentes, exceto os casos de cancer de pele

ndo melanoma, estimados para o triénio 2020-2022 no Brasil segundo o INCA.

Prostata 65.840  20,2% Homens Mulheres ~ Mama feminina 66,280 20,7%
Cdlon e reto 20.520 0,1% Célon e reto 20.470 0,2%
Traqueia, bronquio & pulmao 17.760 7.0% Colo do ttero 16.500 74%
EstGmago 13.360 5,0% Traqueia,brdnquio & pulméo ~ 12.440 5,6%
Cavidade oral 11,180 5,0% Glandula tireoide 11.950 5,4%
Esdifago 8.600 3.0% Estomago 7.870 3,5%
Bexiga 7.500 3,4% Ovdrio 6.690 3,0%
Linfoma ndo Hodgkin 6.580 2,0% Corpo do ttero 6.540 2,0%
Laringe 6.470 2,0% Linfoma ndo Hodgkin 5450 2,4%
Leucemias 5.020 2,6% Sistema nervoso central 5.220 2,3%

Fonte: INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA (2020).

Quanto a incidéncia por sexo nas regides do Brasil, 0 CG em homens é o segundo
cancer mais frequente na Regido Norte (11,75/100 mil), seguido pela Regido Nordeste
(10,63/100 mil) ocupando a terceira posi¢do. Nas Regibes Sul (16,02/100 mil), Sudeste
(13,99/100 mil) e Centro-Oeste (9,38/100 mil) é o quarto mais frequente. Para as
mulheres, é o quinto mais frequente nas Regides Sul (9,15/100 mil) e Norte (6,03/100
mil). Nas demais Regibes, Centro-Oeste (6,71/100 mil) e Nordeste (7,03/100 mil), ocupa
a sexta posicéo. Para o estado de Pernambuco, estimou-se cerca de 480 novos casos entre
homens e 350 nas mulheres (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR
GOMES DA SILVA, 2020).

Anualmente, 0s canceres gastricos sdo responsaveis por 783.000 mortes,
correspondendo a aproximadamente 8,3% de todas as mortes por cancer no mundo
(RAWLA; BARSOUK, 2019). Para mais, a doenca ressecavel apresenta uma taxa de
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sobrevida estimada em cerca de 20% a 30 % em 5 anos. Consequentemente, essa
malignidade tem um impacto significativo na salde geral e na expectativa de vida em
todo o mundo (BALAKRISHNAN et al., 2017; REDDAVID et al., 2018).

Etiologicamente, a carcinogénese gastrica esta associada a mdltiplos fatores
ambientais e genéticos (CHENG; LIN; TU, 2016; KARIMI et al., 2014). Nesse contexto,
algumas condicGes apresentam-se como fatores de risco como o historico familiar de CG,
infecgBes por Helicobacter pylori e por Epstein-Barr (EBV), polipo géstrico, gastrite
atrdfica cronica, fatores alimentares, tabagismo, etilismo, obesidade, radiacdo, anemia
perniciosa e gastrectomia parcial (Figura 2) (CHEN et al., 2015; KREJS, 2010; ZALLI;
REZAEI-TAVIRANI; AZODI, 2011).

Figura 2. Fatores relacionados ao risco do desenvolvimento do cancer gastrico.

Infecgdo por
Epstein-Barr

Anemla perniciosa i Tdbdulsmo

Polipos e gastrite cronica  Alimentos em conserva

Etilismo

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

O CG geralmente ocorre de forma esporadica. Apesar disso, aproximadamente
10% dos casos estdo associados ao histérico familiar (CHOI; KIM, 2016). Quanto aos
fatores genéticos, mutacdes herdadas em alguns genes, como o fenétipo nulo de GSTM1
ou o gene CDHL1, e polimorfismos dos genes das interleucinas IL-17 e IL-10 estdo
associados a um risco elevado de cancer gastrico. A sindrome de Lynch é outro disturbio
hereditario que aumenta o risco desse tipo de cancer. Além disso, mutagcdes pontuais no

promotor da APC podem causar alguns distarbios, cita-se a polipose adenomatosa
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familiar (PAF), a forma mais comum de cancer gastrico intestinal familiar (RAWLA,
BARSOUK, 2019).

A infeccdo por Helicobacter pylori é uma condicdo substancial para o
desenvolvimento do cancer gastrico (BORNSCHEIN; MALFERTHEINER, 2011;
SONG; ZHOU, 2015). A inflamac&o induzida por essa bactéria provoca danos teciduais
que levam a atrofia géastrica. O epitélio gastrico pode ser substituido por metaplasia
intestinal, podendo evoluir para uma displasia e subsequentemente desencadear um
processo neoplasico (ISHAQ; NUNN, 2015; MARQUES-LESPIER; GONZALEZ-
PONS; CRUZ-CORREA, 2016). Ademais, o declinio na prevaléncia de H. pylori esta
significativamente associado a reducdo da incidéncia de cancer géastrico em muitas partes
do mundo. Por outro lado, areas com alta prevaléncia dessa infecgdo apresentam um
aumento na incidéncia e mortalidade por cancer gastrico (DEN HOED; KUIPERS, 2016).

No entanto, tem sido observado nas Gltimas décadas um declinio na incidéncia do
CG em todo 0 mundo. Fato que esta principalmente atrelado a reducéo da infecgdo por
H. pylori, mas também ao progresso no armazenamento e preservacdo de alimentos e
reducdo do consumo de alimentos salgados e defumados, bem como, a maior
disponibilidade de frutas e vegetais frescos (PETRYSZYN; CHAPELLE; MATYSIAK-
BUDNIK, 2020; RAWLA; BARSOUK, 2019).

2.2.2 Aspectos clinicos e histopatoldgicos

O estbmago é um érgdo do sistema digestivo, situado na cavidade abdominal entre
o0 esbfago e o intestino delgado. Sua principal funcéo é a formacdo do quimo e a digestéo
de alguns alimentos por meio da atividade quimica e muscular (JUNQUEIRA, L. C.;
CARNEIRO. J, 2013).

Esse segmento é subdividido em quatro sitios anatémicos: cardia, fundo, corpo e
piloro que é subdividido em duas partes, antro e canal pilérico (DANGELO, J.G;
FATTINI, C.A.,2011). Histologicamente, a parede do érgéo é revestida por um epitélio
colunar simples que produz muco. No epitélio sdo formadas as fossetas gastricas, onde
sdo encontradas as glandulas responsaveis pela producdo das enzimas digestivas. A
camada muscular € composta por células musculares lisas. JA a camada subserosa é
formado por tecido conjuntivo moderadamente denso, apresentando vasos sanguineos e
linfaticos JUNQUEIRA, L.C; CARNEIRO. J, 2013).



28

Em contraste com as fungdes fisiologicas, a acidez estomacal associada a fatores
ambientais, promovem condicGes favoraveis ao desenvolvimento de doencas, que
incluem o céncer, contribuindo para uma considerdvel morbidade humana (KIM;
SHIVDASANI, 2016).

Os tumores que se desenvolvem no estbmago podem ser de carater benigno, de
comportamento néo especifico, carcinoma in situ ou maligno, e de acordo com o tecido
originario, classificados como tumores epiteliais, tumores mesenquimais, linfomas e
tumores secundarios (Quadro 1) (BOSMAN, F.T. et al.,2010). Aproximadamente 90%
dos canceres gastricos sdo adenocarcinomas, que surgem nas glandulas da camada mais
superficial do esttmago (CHENG; LIN; TU, 2016; DENG et al., 2021; KARIMI et al.,
2014).

Quadro 1 - Classificacdo® da World Health Organization (WHO) para tumores gastricos. # Codigos
morfoldgicos da Classificagdo Internacional de Doengas Oncoldgicas (ICD-O) {904A}. O comportamento
tumoral é codificado como / 0 para tumores benignos, / 1 para comportamento ndo especificado, limitrofe
ou incerto, / 2 para carcionoma in situ e neoplasia intraepitelial grau 111, e / 3 para tumores malignos. ® A
classificacdo é adaptada a partir da classificacdo histologica anterior para tumores da WHO (691). Para as
neoplasias neuroenddcrinas, a classificacao foi simplificada para ser mais Gtil na classificacdo morfoldgica;

* Codigos aprovados pelo Comité da IARC/OMS para o ICR-O em margo de 2010.
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Tumores epiteliais

Lesdes pré-malignas
Adenoma

Neoplasia intraepitelial
(displasia), baixo grau
Neoplasia intraepitelial

(displasia), alto grau

Carcinoma

Adenocarcinoma
Adenocarcinoma papilar
Adenocarcinoma tubular
Adenocarcinoma mucinoso
Carcinoma pouco coeso
(incluindo carcinoma de células
em anel de sinete e outras
variantes)

Adenocarcinoma misto
Carcinoma adenoescamoso
Carcinoma com estroma linfoide
(carcinoma medular)
Adenocarcinoma hepatoide
Carcinoma de células escamosas

Carcinoma indiferenciado

Neoplasias neuroenddcrinas ®
Tumor neuroenddcrino (NET)
NET G1 (carcinoide)

NET G2

8140/0

8148/0*

8148/2*

8140/3
8260/3
8211/3
8480/3

8490/3*
8255/3
8560/3

8512/3
8576/3
8070/3
8020/3

8240/3
8249/3

Carcinoma neuroenddcrino
(NEC)

Grande célula NEC
Pequena célula NEC
Carcinoma
adenoneuroenddcrino misto
Célula EC, produtora de
serotonina NET

Producéo de gastrina NET
(gastrinoma)

Tumores mesenquimais

Tumor de glomus
Tumor de células granulares
Leiomioma
Fibromixoma plexiforme
Schwannoma

Tumor miofibroblastico
inflamatério

Tumor gastrointestinal
estromal

Sarcoma de kaposi
Leiomiosarcoma

Sarcoma sinovial

Linfomas

Tumores secundarios

8246/3
8013/3
8041/3

8244/3

8241/3

8153/3

8711/0
9580/0
8890/0
8811/0*
9560/0

8825/1

8936/3
9140/3
8890/3
9040/3

Fonte: Adaptado de (BOSMAN, F.T. et al., 2010).

Patologicamente, refere-se a CG em estagio inicial aqueles limitados a mucosa ou

submucosa, independentemente do tamanho e da presenca de metastase linfonodal.
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Malignidades intermediarias sdo aquelas que invadem a camada muscular gastrica,
enquanto o CG em estagio avancado refere-se aqueles que infiltram a subserosa para
6rgdos proximos ou metastizam (SONG et al., 2017).

As caracteristicas clinicas do CG sdo inespecificas e corroboram com o
diagnostico tardio. Geralmente, os estagios iniciais da doenca sdo assintomaticos ou
apresentam sintomas inespecificos, como dispepsia. Nos estdgios avangados, podem
ocorrer dor abdominal, anorexia e perda de peso. Além disso, os tumores ulcerados
podem estar associados a hematémese. O vomito persistente pode ser um indicio de
estenose pilorica (CORREA, 2013).

O CG é uma doenca heterogénea que apresenta variacGes intertumoral e
intratumoral. Consequentemente, a diversidade de fatores tumorais e microambientais
conferem ao tumor caracteristicas biologicas distintas, bem como diferentes respostas ao
tratamento (GAO et al., 2018).

Corriqueiramente, a classificacdo dessa malignidade € baseada nas caracteristicas
histopatologicas e morfoldgicas (HO; TAN, 2019). As classificacdes mais utilizadas se
baseiam nos critérios da WHO e nos de Lauren. Em 2010, a WHO recategorizou o
adenocarcinoma gastrico em cinco subtipos histologicos: tubular, papilar, mucinoso,
pouco coeso e misto. Nessa classificacdo, o carcinoma gastrico de células em anel de
sinete é agrupado no subtipo pouco coeso (BERLTH et al., 2014; LUU et al., 2017).
Todavia, a classificacdo de Lauren é amplamente utilizada, e distingue o CG em dois
subtipos: intestinal e difuso. Esses subtipos exibem diferencas patologicas,
epidemioldgicas e etioldgicas (MA et al., 2016; SITARZ et al., 2018).

O tipo difuso acomete frequentemente pacientes mais jovens e do sexo feminino,
antagbnico ao tipo intestinal que é mais frequente em homens em faixas etarias mais
avancadas. Além disso, ao que tudo indica, o tipo difuso apresenta um progndstico
desfavoravel e uma quimiossenbilidade mais reduzida que o tipo intestinal (PERNOT et
al., 2020). Quanto a patogénese, o subtipo intestinal esta associado a sequéncia de gastrite
atréfica crbnica, metaplasia intestinal e displasia, e também esta associado a fatores
ambientais; enquanto o difuso tem origem na mucosa gastrica normal e estd mais
relacionado a fatores genéticos (MARRELLI et al., 2018; SITARZ et al., 2018).

Infelizmente, as classificagdes fundamentadas na morfologia séo ineficientes em
refletir a heterogeneidade molecular do CG, bem como, orientar a préatica clinica nos
casos de CG avancado para determinar o prognostico ou prever a resposta ao tratamento

(WANG,; LIU; HU, 2019). Para solucionar essa deficiéncia, o perfil molecular em larga
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escala e rendimento levou a varias classificacdes moleculares na diligéncia de descobrir
particularidades especificas de subtipos, que podem ser exploradas para intervencées
terapéuticas (HO; TAN, 2019).

Na ultima década, com os avangos nas tecnologias, a rede Atlas do Genoma do
Cancer (TCGA) classificou 0 CG em quatro subtipos: Epstein-Barr positivo, instabilidade
de microssatélites (MSI), subtipos genomicamente estadveis e instabilidade
cromossémica. Essa classificacdo apresenta implicagdes bioldgicas e clinicas importantes
para pesquisa basica, diagnostico e tratamento medicamentoso (CHIA; TAN, 2016; LIM
et al., 2016). Entretanto, sua aplicacdo na pratica clinica ¢ inviabilizada pela utilizacdo de
técnicas de ponta e pelo alto custo.

Outras classificacbes também baseadas em metodologias complexas foram
descritas. Porém, muitas vezes os laboratérios ndo dispdem dessas metodologias; pois
ndo apresentam validacdo em larga escala, com diferencas marcantes em epidemiologia,
mecanismos moleculares e progndstico, seu poder prognoéstico é reduzido pela falta de
acompanhamento dos pacientes, nenhum deles leva em consideracao as células estromais

ativas e ndo malignas, o que as torna limitantes (ALESSANDRINI et al., 2018).

2.2.3 Diagnostico

O diagnostico das neoplasias gastricas é inicialmente conduzido pela anamnese. A
presenca de sintomas como perda de peso, disfagia, sinais de sangramento
gastrointestinal, anemia e vOmito persistente estdo frequentemente relacionados a
malignidades gastrointestinais superiores. Quando relatado, os pacientes s&o submetidos
a endoscopia digestiva alta com bidpsia (MACONI et al., 2008). Através do exame
endoscopico, serdo descritos o tamanho, localizacdo, forma e rigidez do tumor primario
(AJANI et al., 2017). Apesar da técnica em pauta ser considerada padrdo-ouro no
diagndstico do CG, apresenta uma taxa de falso-negativo de até 19% (VRADELIS et al.,
2011).

Apbs o diagnostico histopatoldgico, a tomografia computadorizada do abdémen e
do torax, deve ser realizada para a avaliagdo de metastases e para consequentemente
determinar as opc0Oes terapéuticas. Todavia, esse procedimento apresenta uma capacidade
limitada em avaliar a disseminacdo do tumor para os linfonodos adjacentes, além de nao
ser eficaz na determinacdo da extensdo da invasdo tumoral, e na detecgdo de metéstase
maiores do que 5 mm de diametro no figado ou pulméo (LAYKE; LOPEZ, 2004).
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A profundidade da invasdo tumoral também pode ser determinada pela
combinacdo dos achados de outras técnicas como a endoscopia e a ultra-sonografia
endoscépica. Além disso, a ultrassonografia endoscépica € util na identificagdo de
linfonodos perigastricos aumentados (AJANI et al., 2017). Adicionalmente, quando as
investigacGes por imagem sdo negativas, a laparoscopia pode ser requerida afim de
detectar doencas peritoneais e metastaticas com menos de 5 mm de didmetro
(THRUMURTHY et al., 2013).

Na prética clinica, os marcadores tumorais gastricos auxiliam no diagndstico, na
determinacédo do estagio clinico, avaliacdo das respostas ao tratamento e na triagem de
recorréncia apos a terapia (MATSUOKA; YASHIRO, 2018). Os marcadores utilizados
para detec¢do do CG compreendem o antigeno carcinoembrionario (CEA), 0s antigenos
de carboidratos (CA) - CA19-9, CA72-4, CA125, CA24-2, CA50, além do pepsinogénio
e a-fetoproteina (AFP), mas nenhum deles é especifico (NECULA et al., 2019). Dos
marcadores mencionados anteriormente, os mais frequentemente utilizados séo o CEA,
CA19-9 e 0 CAT72-4; todavia, esses marcadores apresentam parametros de acuracia
insatisfatérios, o que torna sua eficacia questionavel (Tabela 1) (YE et al., 2020; YU;
ZHANG; ZHAO, 2016).

Tabela 1. Medidas de acuracia dos marcadores tumorais séricos frequentemente utilizados na clinica para

o diagnéstico do CG.

CEA CA19-9 CAT72-4
(ng/ml) (U/ml) (U/ml)
AUC 0.712 0.585 0.722
VALOR LIMITE <5 <27 <53
NORMAL
SENSIBILIDADE % 20.10 21.40 27.60
ESPECIFICIDADE % 94.70 96.20 85.10
LR+/LR- 3.79/0.85 5.63/0.82 1.85/0.85

AUC = area sob curva, IC = intervalo de confianga, LR+ = razdo de verossimilhanga positiva,
LR- = razdo de verossimilhanca negativa.

Fonte: Adaptado de (LIANG et al., 2016).



33

Isto posto, a fim de otimizar o diagnostico precoce e nortear a conduta terapéutica,
se faz necessério rastrear novos biomarcadores com melhor eficécia para o0 CG (CHEN
et al., 2020).

2.2.4 Tratamento

As opcOes terapéuticas para o cancer gastrico incluem cirurgia, quimioterapia,
radioterapia, terapia com alvo molecular e imunoterapia. Sendo o estadio tumoral fator
determinante para o direcionamento da estratégia de tratamento, e sua consequente
eficacia (Figura 3) (SONG et al., 2017).

Figira 3. Fluxograma do tratamento para o cancer gastrico. Receptor 2 do fator de crescimento epidérmico
humano (HER2); Cisplatina e 5-fluorouracil (CF); Cisplatina e Capecitabina (CX).
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Fonte: Adaptado de (SMYTH et al., 2016).
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A ressecc¢do cirdrgica continua sendo a Unica opg¢do terapéutica potencialmente
curativa para o cancer gastrico, sobretudo, nos estdgios iniciais (CHARALAMPAKIS et
al., 2018; DUARTE et al., 2018). A localizagdo do tumor, o padréo de crescimento e a
profundidade da lesdo determinam o tipo de procedimento cirurgico. Isto posto, casos
precoces confinados a mucosa, bem diferenciados, menores do que 2 cm e ndo ulcerados
sdo tratados por resseccdo endoscépica. Em contra partida, os tumores mais avangados
requerem cirurgia, devido a possibilidade de metastases linfonodais (OTT et al., 2011;
SMYTH et al., 2016).

Em sintese, a gastrectomia consiste na retirada parcial ou total do estdmago.
Quando uma margem proximal macroscépica de 5 cm for alcancada entre o tumor e a
juncdo gastroesofagico, a gastrectomia subtotal pode ser realizada. Para canceres difusos,
é recomendada uma margem de aproximadamente 8 cm. Quando nao, € indicada uma
gastrectomia total (SMYTH et al., 2016).

O CG apresenta uma alta tendéncia ao envolvimento linfonodal, cuja
disseminacdo varia com a gravidade da doenca, tornando-o um importante fator
prognostico. Dessa forma, a gastrectomia associada a dissecacdo dos ganglios linfaticos
apresenta intencédo curativa (DEGIULI et al., 2016; FUGAZZOLA et al., 2018). Quanto
a extensdo da linfadenectomia, a resseccdo D1 implica na remoc¢do dos linfonodos
perigastricos. Na D2, ocorre a remocdo dos linfonodos perigastricos e aqueles ao longo
das artérias gastrica esquerda, hepatica e esplénica comum e do eixo celiaco (SMYTH et
al., 2016). Ja a resseccao D3 consiste na remocdo dos linfonodos D2, mais os linfonodos
do ligamento hépato-duodenal e da raiz do mesentério (TONETO, 2012).

Nas ultimas décadas, a modalidade de cirurgia minimamente invasiva e de
tratamento endoscOpico agregaram positivamente a abordagem cirdrgica para o CG.
Essas intervencbes sdo menos invasivas € menos dispendiosas; além disso, ndo
apresentam impacto negativo nos resultados oncoldgicos, preservam as fungdes
fisioldgicas, refletindo em melhorias na qualidade de vida dos pacientes (MIHMANLI et
al., 2016; SON; KIM, 2014).

Um dos primeiros procedimentos minimamente invasivos € a cirurgia
laparoscépica. Em resumo, essa modalidade utiliza além dos instrumentos cirdrgicos,
ferramentas como tubos e cameras de video, para realizar pequenas incisdes (NUNOBE
et al., 2016). No entanto, evidéncias sugerem que a gastrectomia assistida por robd
oferece beneficios relacionados a linfadenectomia e restauracéo digestiva, comparado ao
procedimento laparoscopico (ORDITURA et al., 2014).
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A resseccdo cirurgica bem-sucedida para o CG localizado exibe uma taxa de
sobrevida superior a 90%. No entanto, nos casos avancados a sobrevida é baixa (20%-
50% em 5 anos) apenas com a cirurgia. Logo, as terapias multimodais, como radioterapia,
quimioterapia perioperatoria ou pds-operatoria, bem como a quimioradioterapia podem
melhorar a sobrevida dos pacientes submetidos a cirurgia curativa (ASHRAF; HOFFE;
KIM, 2013; CHARALAMPAKIS et al., 2018; ORDITURA et al., 2014).

A quimioterapia neoadjuvante consiste na administragdo sistémica do
quimioterapico antes do tratamento locorregional definitivo, sendo potencialmente Util
para pacientes com tumores em estagios avancados. Tal modalidade terapéutica pode
resultar na reducdo dos tumores e como consequéncia melhora a resseccéo curativa.
Ademais, teoricamente apresenta algumas vantagens: identificacdo de pacientes que
possivelmente se beneficiardo da quimioterapia adjuvante, tratamento precoce da doenca
micrometastatica, diminuicdo da resisténcia aos medicamentos devido a exposicdo
precoce, entre outras. Em contrapartida, apresentam algumas desvantagens como atraso
na terapia local, risco de progresséo para 0s pacientes quimiorresistentes e aumento da
probabilidade de complicacdes perioperatdrias (DE VITA et al., 2007; RAJDEV, 2010).

A radioterapia neoadjuvante também é capaz de conferir um potencial aumento
na taxa de cirurgia curativa. Teoricamente, tem a vantagem de tratar um tumor com
vascularizagdo intacta sem a remodelagdo fibrética tumoral seguido a cirurgia. No
entanto, ndo existem dados patoldgicos disponiveis para ajudar a orientar seu uso
(RAJDEV, 2010).

Outra estratégia terapéutica € o tratamento adjuvante, administrado apds a
resseccao cirdrgica, com a finalidade de reduzir a recorréncia do tumor e melhorar a
sobrevida global (ASHRAF; HOFFE; KIM, 2013). Esta opcéao terapéutica € recomendada
para pacientes com CG avancado que foram submetidos a cirurgia sem administracao de
quimioterapia pré-operatoria, recomendando-se quimiorradioterapia pds-operatdria ou
quimioterapia adjuvante (SMYTH et al., 2016).

No CG metastatico as chances de cura sdo minimas. No entanto, algumas
estratégias terapéuticas podem aliviar os sintomas e ajudar a manter o tumor sob controle
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2018). Nesses casos, a primeira linha de tratamento
baseia-se nos esquemas de platina/fluoropirimidina. Ja para o tratamento de segunda
linha, € recomendada a quimioterapia com um taxano (docetaxel, paclitaxel) ou
irinotecano ou ramucirumab como agente Gnico ou em combinagdo com paclitaxel. Aos

pacientes que apresentam a expressdo positiva do receptor 2 do fator de crescimento
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epidérmico humano (HER2), é recomendado o trastuzumabe em conjunto com
quimioterapia a base de platina e fluoropirimidina (SMYTH et al., 2016).

Simultaneo ao desenvolvimento dos agentes biolégicos, a imunoterapia inovou o
cenario oncoldgico. Mediante ao bloqueio dos pontos de verificacdo imunes, como 0
antigeno 4 citotdxico associado a linfocitos T (CTLA-4), células programadas morte-1
(PD-1) e seu ligante (PD-L1 ou B7-H1), foi verificada eficacia nos diversos tipos de
canceres sélidos. Futuramente, a interrup¢do dos pontos de verificacdo imune pode se

tornar uma opcéo terapéutica para o CG (COUTZAC et al., 2019).

2.3 GALECTINAS

A glicosilacdo alterada é uma caracteristica inerente ao cancer, e pode ser
inspecionada para diagnostico e possivel terapia dessa malignidade. Nesse cenério, as
galectinas (Gals) surgem como importantes proteinas associadas ao desenvolvimento e
progressdo tumoral (MARTINEZ-BOSCH et al., 2019).

As galectinas compreendem uma subfamilia de proteinas lectinas que apresentam
afinidade a glicanos, especificamente aos B-galactosideos. Essa ligacdo é mediada por
um ou dois dominios de reconhecimento a carboidratos (CRD), composto por
aproximadamente 130 aminoécidos (MANERO-RUPEREZ et al., 2020; SALAMANNA
etal., 2019; WDOWIAK et al., 2018).

Atualmente, existem 15 galectinas conhecidas em mamiferos, 11 das quais séo
encontradas em humanos. Dependendo da organizagéo estrutural, séo classificadas em
trés grupos: (1) galectina do tipo protétipo que contém apenas um CRD e geralmente
formam homodimeros ndo covalentes (galectinas-1,2,5,7,10,11,13,14,15); (2) galectinas
de repeticdo em tandem sao caracterizadas por dois CRDs nédo idénticos que sdo ligados
por um peptideo ligante (galectinas-4,6, 8,9,12), e (3) galectina do tipo quimera que
apresenta um dominio CRD e uma regido N-terminal que permite a formacdo de
oligdbmeros (galectina-3) (Figura 4) (BALAN; NANGIA-MAKKER; RAZ, 2010; CHOU
etal., 2018; GIOVANNONE et al., 2018; KAUR et al., 2016).
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Figura 4. Classificacdo estrutural das galectinas.

Protoétipo Tandem Quimera
> 3¢ v,
b | ¢ e
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1 CRD 2 CRDs 1 CRD
Galectina-1, -2, -5, -7, -10, Galectina-4, -6, -8, -9, -12 Galectina-3
-11, -13, -14, -15

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Essas lectinas sdo sintetizadas no citoplasma da célula, e algumas podem ser
translocadas para o nucleo. Apesar de ndo apresentarem um peptideo sinal de secrecéo
tipico, essas moléculas podem ser secretadas no espaco extracelular por via ndo-
canbnica (VASTA et al.,, 2017). A interacdo dessas proteinas com o0s glicanos da
superficie celular é capaz de desencadear variadas fungbes (NABI; SHANKAR;
DENNIS, 2015).

No compartimento extracelular, podem estimular a comunicagéo celular, levando
a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), mobilizacdo do célcio intracelular e
secrecdo de fatores de crescimento endotelial vascular (VEGFS). Intracelularmente, as
galectinas agem ligando-se a proteinas citoplasmaticas e nucleares, regulando a
transducéo de sinal e respostas bioldgicas (TIMOSHENKO, 2015; VAN DER HOEVEN
et al., 2016).

As galectinas sdo moduladas durante a diferenciacdo das células e no
desenvolvimento dos 6rgdos; por conseguinte, erros na modulacdo podem ocorrer em
condicdes fisiologicas e patoldgicas (CHANG et al., 2017). Dessa forma, podem exibir
efeitos variados ou contrastantes, com base no contexto biolégico e microambiental
(THAN et al., 2015). No contexto tumoral, a expressdo e funcdo dessas moléculas podem
variar consideravelmente entre os tipos de cancer. De modo geral, participam da
carcinogénese e progressao tumoral, como evidenciado na figura5 (CHANG et al., 2017;
DINGS, 2018).
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Figura 5. Galectinas na carcinogénese e progressao tumoral. Essas proteinas podem atuar de modo pro
e/ou antitumorigénica, regulando diversos processos que incluem a apoptose, adesdo, migracdo,

transformacédo celular (EMT), invaséo e metastase, escape imune e angiogénese.
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Fonte: (DINGS,2018).

A concentracdo dessas lectinas no soro ou plasma humano é tipicamente alta, na
faixa de picomolar, e sua presenca no soro pode resultar da saida do tecido, como foi
demonstrado para outras proteinas. Diante disso, essas moléculas emergem como
potenciais biomarcadores para o cancer (JOHANNES; JACOB; LEFFLER, 2018).

Todavia, os dados sobre os niveis circulantes das galectinas no cancer gastrico
ainda sdo incipientes. Ademais, estudos sobre a avaliacdo da acurécia diagnostica nesse

contexto tamhém sdo escassos.

2.3.1 Galectina-1

A galectina-1 € uma lectina de 14 KDa pertencente a familia das galectinas com
afinidade a glicanos contendo B-galactosideos (CHONG et al., 2016; SHIH et al., 2018;
YOU et al.,, 2019). Esta proteina é codificada pelo gene LGALS1 localizado no
cromossomo 22g12. Como membro do grupo prototipo, Gal-1 é um homodimero ndo
covalente com um unico CRD por subunidade (ASTORGUES-XERRI et al., 2014;
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BRINCHMANN; PATEL; IVERSEN, 2018). A preservacdo estrutural do dimero ocorre
por meio das interacdes hidrofobicas na interface monomérica e pelo nucleo hidrofébico.
As unidades monoméricas sdo organizadas de modo que os dois CRDs estejam
localizados nas extremidades opostas da estrutura quaternaria (Figura 6) (COUSIN;
CLONINGER, 2016).

Figura 6. Representacdo estrutural da galectina-1 em sua forma homodimérica, mantida por interac6es ndo

covalentes envolvendo os terminais N e C de suas subunidades.

¥

Fonte: (BARRIENTOS et al., 2014).

Os CRDs opostos impulsionam eventos de reconhecimento celular e de
transducéo de sinal conectando adequadamente os ligantes glicosilados, o que confere a
Gal-1 a propriedade de proteina multivalente. Logo, acredita-se que Gal-1, através das
interacdes multivalentes com glicoconjulgados da superficie celular, medeia diversas
funcdes bioldgicas (COUSIN; CLONINGER, 2015, 2016).

A proteina em pauta é sintetizada nos ribossomos citosélicos, e pode ser
direcionada para o ndcleo, ser translocada para o meio intracelular das membranas
celulares ou ser secretada (COUSIN; CLONINGER, 2016; YOU et al., 2018). Quanto a
secrecdo, esta ocorre atraves de um mecanismo ndo ortodoxo, envolvendo a translocagéo
direta através da membrana plasmatica, desconsiderando a via classica do reticulo
endoplasmatico mediado pela vesicula/Golgi para exocitose (COUSIN; CLONINGER,
2016).

Expressa em diversos tecidos normais e patologicos, Gal-1 exibe mudltiplas
atividades biologicas (ASTORGUES-XERRI et al., 2014). No contexto tumoral, esta

associada a diversos papéis, incluindo a agregacdo celular, apoptose, disseminagédo
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metastatica, imunidade tumoral, angiogénese e mimetismo vasculogénico; mostrando-se
como um alvo promissor no cancer (KIM et al., 2012; YANG; RABINOVICH,; LIU,
2008; YOU et al., 2019).

Nesse aspecto, Gal-1 é capaz de interagir com as principais vias de sinalizacéo
envolvidas na carcinogénese. No compartimento intracelular, Gal-1 pode participar de
interagBes proteina-proteina com H-Ras, protocaderina-24 e Gemin4, de forma
independente aos carboidratos (COUSIN; CLONINGER, 2016; SALATINO et al.,
2008). A proposito, a superexpressao de Gal-1 nas células neopléasicas reflete em uma
maior associacdo de membrana da H-ras e na transformacéo celular (RABINOVICH,
2005).

Extracelularmente, por meio de interacbes multivalentes, Gal-1 é capaz de
desempenhar, por exemplo, a disseminacdo metastatica através de interacdes com
glicoproteinas na MEC, como a laminina e a fibronectina, ou agregacdo celular/formacéo
tumoral mediada pela ligacdo de Gal-1 a glicoproteinas da superficie celular, como
90K/Mac-2BP e Mucina 1, entre outros mecanismos celulares (COUSIN; CLONINGER,
2016).

Especificamente no CG, foi proposto que Gal-1 contribui para progressdo tumoral
desempenhando importantes funcbes nas células estromais tumorais e associadas ao
tumor favorecendo os processos de migracdo e invasdo, angiogénese e inibindo a
apoptose (BACIGALUPO; CARABIAS; TRONCOSO, 2017).

2.3.2 Galectina-4

A galectina-4 é uma lectina de 36 KDa, descrita como quarto membro da familia
das galectinas (KIM; PARK; JEON, 2013; PACLIK et al., 2008). A proteina referida é
codificada pelo gene LGALS4 localizado no cromossomo 19g13.2 (HUFLEJT;
LEFFLER, 2003; SUN et al., 2019). Classificada como tipo de repeticdo em tandem, Gal-
4 é composta por 2 CRDs diferentes que sdo conectados por uma Unica cadeia peptidica
(Figura 7) (BRINCHMANN; PATEL; IVERSEN, 2018; HONG et al., 2019). Apesar de
ambos os CRDs compartilharem cerca de 40% de sequéncias idénticas, suas predilecdes
de ligagdo a outros dissacarideos e polissacarideos sdo diferentes. Dessa forma, é
esperado a preferéncia por distintos conjuntos de ligantes (CAO; GUO, 2016; HONG et
al., 2019).
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Figura 7. Representacdo estrutural da galectina-4.

Fonte: (RUSTIGUEL et al., 2016).

Por conseguinte, os ligantes naturais dessa molécula séo diversos e incluem os
antigenos de grupos sanguineos humanos, glicoproteinas, mucina 1 associada a superficie
celular (MUC1), glicosfingolipidios e colesterol sulfatado. Além dos B-galactosideos,
Gal-4 também pode se ligar ao sulfato. Devido a estrutura bivalente ou multivalente e a
afinidade com os ligantes citados, desempenha papéis importantes na regulacdo
bioguimica, no desenvolvimento e progressdo tumoral (CAO; GUO, 2016).

Gal-4 ¢é expressa predominantemente nas células epiteliais ao longo do trato
gastrointestinal (BACIGALUPO et al., 2013; TRONCOSO et al., 2012). Sua secrecdo
ocorre tanto pela parte basolateral quanto apical das células epiteliais intestinais através
da via de secrecdo ndo classica (HOKAMA; MIZOGUCHI; MIZOGUCHI, 2008;
MIZOGUCHI; MIZOGUCHI, 2007).

Quanto as funcdes bioldgicas, atua desempenhando um importante papel no
controle da inflamacdo intestinal, no trato gastrointestinal de individuos saudaveis. No
intestino, a galectina-4 interage com as células T ativadas através da ligacdo a CD3 e
promove a apoptose das células T mediada por calpaina, mas ndo dependente de caspase
(PACLIK et al., 2008). No ambito tumoral, desempenha fungdes que incluem a
proliferacdo celular, progressdo, adeséo e metastase tumoral (CHEN et al., 2017b).

As informagdes disponiveis sobre a expressdo de Gal-4 no cancer sdo limitadas,
tendo papel evidenciado explicitamente apenas no desenvolvimento do cancer colorretal
(CRC). Nessa malignidade, a expressdo de Gal-4 apresentou-se drasticamente reduzida

em comparacao aos tecidos normais de colon, sendo capaz de promover a progresséo e
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metastase tumoral. Além disso, verificou-se que Gal-4 inibe a tumorigénese das celulas
de CRC por meio da via de sinalizagdo Wnt/B-catenina e da via de sinalizagéo IL-6/NF-
kB/STAT3. Em contraste, no cancer gastrico, a alta expressao da galectina-4 demonstrou
ser um preditor independente de metastase (CAO; GUO, 2016).

2.3.3 Galectina-9

A galectin-9 é relatada como nono membro da familia das galectinas (FUJITA et

al., 2017). Trata-se de uma proteina de 34-39 kDa, codificada pelo gene LGALS9
localizado no cromossomo 17, braco longo no locus 11.2 (17g11.2) em humanos. Gal-9
é uma galectina do tipo de repeticdo em tandem, e como membro desse grupo, apresenta
dois CRDs N- e C-terminais ndo homdélogos unidos por um peptideo chamado de dominio
de ligacdo (Figura 8) (JOHN; MISHRA, 2016; MOAR; TANDON, 2021). Baseado na
diferenca no comprimento do peptideo de ligacdo que separa os dois CRDs, Gal-9
humana é classificada em trés isoformas denominadas Gal-9(S), Gal-9(M) e Gal-9(L)
(WIERSMA et al., 2011).

Figura 8. Representacdo estrutural da galectina-9. N-Dominio de galectina-9 humana em complexo com

J 2

carboidrato.

Fonte: RCSB Protein Data Bank (PDB). Disponivel em: <https://www.rcsb.org/3d-view/jsmol/3lse/1>.
Acesso em: 20 de maio de 2022.

Gal-9 apresenta capacidade de ligacdo a diferentes carboidratos exibindo
propriedades de ligacdo bi/multivalente para agrupar multiplos glicoconjugados ou
oligossacarideos multivalentes (JOHN; MISHRA, 2016). As redes formadas por Gal-9

podem agrupar varios glicoconjugados multivalentes entre tipos semelhantes ou
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diferentes de células e ao mesmo tempo desencadear a interacdo celular com as proteinas
da matriz extracelular (JOHN; MISHRA, 2016).

Diferentes receptores sdo descritos para Gal-9, incluindo a proteina dissulfeto
isomerase (PDI), CD44, CD137, TIM-3 e IgE, demonstrando seus potenciais papéis em
diferentes condigdes fisiologicas e patoldgicas (MOTAMEDI et al., 2019). Nesse aspecto,
por exemplo, foi relatado que a via Tim-3-galectina-9 é operada por diversas células
neoplédsicas humanas e provavelmente estd envolvida na imunidade antitumoral
(YASINSKA et al., 2019).

Gal-9 é expressa em diferentes tecidos e células normais com predominio nas
células epiteliais, endoteliais e imunes. Ja em condi¢des patoldgicas, sua expressdo foi
detectada em tumores sélidos e algumas malignidades hematoldgicas (MEGGYES et al.,
2021). Quanto ao mecanismo de secrecao, algumas evidéncias sugerem que essa proteina
é liberada das células pela via ndo classica (FUJITA et al., 2017).

Funcionalmente, essa galectina € conhecida por desempenhar distintos papéis
celulares, incluindo modulacdo da diferenciacdo celular, regulacdo da polaridade das
células epiteliais, adesdo, agregacdo, migracao e morte celular. Através da modulacéo
dessas atividades, Gal-9 esta envolvida em muitos processos fisioldgicos e patologicos,
como imunidade, inflamacéo e cancer (AVTENYUK et al., 2022; BACIGALUPO et al.,
2013; TRONCOSO et al., 2012).

Em condicbes fisioldgicas normais, Gal-9 parece modular a imunidade de células
T, induzindo apoptose em subpopulacGes especificas de células T. Além disso, essa
lectina esta localizada no citoplasma e na superficie das células e parece ser liberada das
células tumorais (JIANG et al., 2013). Em muitos tumores sélidos, a perda da expressao
de Gal-9 esta associada a progressdo metastatica, € o tratamento recombinante com essa
molécula preveniu a disseminacdo metastatica em alguns estudos pré-clinicos
(FUJIHARA et al., 2013).

No CG, dados demonstraram que a perda da expressdo de Gal-9 pode estar
envolvida na progressao desse tumor (YANG et al., 2014b). Além disso, a positividade
dessa proteina em tecidos de CG estava associada ao estagio tumoral inicial e uma
tendéncia de melhor sobrevida global, sugerindo que Gal-9 pode estar envolvida na
supressdo da progressdo dessa neoplasia (CHOI et al., 2017).

Ainda sdo escassas as informacdes na literatura sobre o perfil de expressao e
fungdes das Gals-1, -4, e -9 no CG. Portanto, o estudo desses aspectos representa uma

importante ferramenta que possibilitard uma melhor compreensdo do envolvimento
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dessas moléculas no desenvolvimento e progressdo dessa malignidade, bem como, a

descoberta de potenciais marcadores bioldgicos e/ou alvos biologicos.
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3 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

3.1 POPULACAO DE ESTUDO

A populacéo alvo do estudo foram os pacientes atendidos no ambulatério de
Oncologia e Cirurgia Oncoldgica do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco (HC/UFPE) e na Sociedade Pernambucana de Combate ao Cancer (SPCC).
Foram incluidos no estudo 69 pacientes com diagndéstico de adenocarcinoma gastrico. 67
individuos saudaveis, sem doengas inflamatorias e que ndo usavam drogas
imunomoduladoras, foram incluidos como controle. As amostras de sangue periférico
foram obtidas de pacientes e de individuos saudaveis. As coletas foram realizadas no
periodo do diagndstico ao tratamento inicial, de 2014 a 2021, e as amostras de soro e
plasma foram conservadas congeladas a -80 °C. Dos prontuarios médicos e da ficha
clinica especifica (Apéndice A) foram obtidos os dados clinicos e laboratoriais. Todos
0s pacientes assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Apéndice
B; Apéndice C) para participar do estudo. O estudo obteve aprovacao pelo Comité de
Etica em Pesquisa do CEP/HC/UFPE (n° do parecer: 3.083.401) (Anexo A) e CEP/SPCC
(n° do parecer: 3.780.389) (Anexo B).

Critérios de inclusido para os pacientes com cancer gastrico: Foram incluidos
no estudo individuos maiores de 18 anos, de ambos os sexos, com diagndstico

histopatologico confirmado de adenocarcinoma gastrico.

Critérios de exclusiao para os pacientes com cincer gastrico: Foram excluidos
pacientes que fizeram utilizagdo de medicamentos imunomoduladores e que
apresentaram doencas de base de cunho inflamatoério que poderiam interferir no resultado

da pesquisa.

3.2 BLOCOS DE PARAFINA

Do arquivo do Servico de Patologia da Sociedade Pernambucana de Combate ao
Cancer (SPCC) foram selecionadas 25 amostras de cancer gastrico primario do tipo
adenocarcinoma, diagnosticados entre o periodo de 2013 a 2016. Os espécimes clinicos

foram previamente fixados em formalina tamponada e emblocados em parafina.
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3.3 DOSAGEM DAS GALECTINAS

Os niveis de galectina-1, -4 e -9 presentes no soro e plasma dos pacientes com
adenocarcinoma géstrico e de individuos saudaveis foram quantificados por ELISA
sanduiche (Enzyme-linked immunosorbent assay). Os Kits tinham limite de deteccédo
entre 20000 pg/ml - 312,5 pg/ml (Gal-1), 2000 pg/ml - 31,25 pg/ml (Gal-4) e 6000 -
46.875 pg/ml (Gal-9) (R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN, USA). Em uma microplaca
de 96 pogos foram aplicados 50 pL por pogo do anticorpo de captura previamente diluido
com Tampdo Fosfato-Salino (PBS), incubado overnight a temperatura ambiente.
Posteriormente, os pogos foram lavados com tampéo de lavagem (PBS + tween), e 0
bloqueio das ligacGes inespecificas foi realizado adicionando-se 150 pL do tampdo
fosfato salino - albumina (PBS-BSA) 1% (p/v) por 1 hora a temperatura ambiente. Os
pocos da placa foram novamente lavados, seguido da adicdo de 50 puL da amostra em
PBS-BSA 1% (p/v) e incubado por 2 horas a temperatura ambiente. Ap6s uma nova
lavagem dos pocos, 50 pL do anticorpo de deteccdo diluido em PBS-BSA 1% (p/v) foram
adicionados em cada poco da placa. O excesso do anticorpo foi retirado com a solugéo de
lavagem. Em seguida, 50 pL da HRP-Streptavidina foram adicionados aos pogos e
incubado por 20 min a temperatura ambiente na auséncia de luz. Apés a lavagem dos
pocos, 50 uL de Tetrametilbenzidina (TMB) foram aplicados em cada poco e incubado
por 20 min no escuro a temperatura ambiente. Apo6s, 25 pL de H,SO4 2N foram
adicionados em cada pogco para cessar a reacdo. Ao término, para determinar a
absorbancia de cada poco foi utilizado um leitor de microplacas (BioTek Instruments,
Inc., Winooski, EUA) no comprimento de ondas de 450 nm. Para mensuracdo dos niveis
das galectinas, uma regressao logistica foi aplicada para descontar o valor do branco em

todas as amostras.

3.4 IMUNO-HISTOQUIMICA

Os blocos de parafina foram cortados em microtomo em 4 um de espessura,
montados em laminas silanizadas, desparafinizados em xilol e reidratados em
concentragdes decrescentes em alcool etilico (100%, 95%, 80% e 70%). Em seguida, foi
feita a recuperagdo antigénica com tampao citrato 100 mM, pH 6.0 em micro-ondas 300
W por 15 min. Apoés o resfriamento, as laminas foram incubadas com bloqueador de

peroxidase endogena (peroxido de hidrogénio) 3% (p/v) por 30 min a temperatura
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ambiente e posteriormente foi feito o bloqueio das ligacbes inespecificas com o
bloqueador proteico tampéo fosfato-salino-albumina de soro bovino (PBS-BSA) 1% (p/v)
por 30 min a temperatura ambiente. Os cortes histoldgicos foram incubados com o
anticorpo primario policlonal LGALS4 (CUSABIO) diluido na concentracdo 1:100 em
PBS-BSA 1% (p/v) por 16 horas a 4 °C. O excesso do anticorpo foi retirado com duas
lavagens com tampéo PBS. Em seguida, foi aplicado o sistema de amplificagdo utilizando
kit comercial DAKO EnVision™ por 1 hora a temperatura ambiente. Por fim, as amostras
foram reveladas com diaminobenzidina (DAB-H20-) e contracoradas com hematoxilina.
Como controle positivo, foi utilizado tecido de intestino delgado conforme a indicagédo
do fabricante do anticorpo (CUSABIO TECHNOLOGY LLC) e a partir de informacdes
do site The Human Protein Atlas (https://www.proteinatlas.org/), os controles negativos
foram estabelecidos substituindo o anticorpo primario por anticorpo anti-lgG humana
(DAKO).

3.5 ANALISE DE IMAGENS

A analise histomorfologica foi realizada com o auxilio do scanner de laminas
digital automatico Pannoramic MIDI Il (3DHISTECH, Ltd., Budapest, Hungria). Os
casos que apresentaram marcacgdes em mais de 10% das células neoplasicas nos diferentes
graus de intensidade foram considerados positivos e 0s que ndo apresentaram foram

caracterizados como negativos.

3.6 ACURACIA DIAGNOSTICA

A acuracia diagnostica alude a concordancia entre um teste proposto (indice) e
um padréo de referéncia para a capacidade de detectar uma condicéo alvo, podendo ser
quantificada pelas medidas de precisdo diagndstica como a sensibilidade, especificidade,
valores preditivos positivos e negativos, AUC (do inglés, area under the curve), e razes
de verossimilhancas positiva e negativa. O ponto de partida € a construcdo de uma tabela
2 X 2 com os resultados do teste proposto de um lado e os do padrdo de referéncia do
outro (BORGES, 2016; FLORKOWSK, 2008).


https://www.proteinatlas.org/
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A sensibilidade diagnostica corresponde a proporcdo de individuos que
apresentam uma condicdo alvo e que fornecem resultados positivos para o teste que esta
sendo proposto. Ja a especificidade, é a proporcao de individuos sem a condicdo alvo e
que tem resultados negativos para o teste proposto (COHEN et al., 2016; FLORKOWSK,
2008).

Outros parédmetros a serem destacados sdo os valores preditivos. O valor
preditivo positivo corresponde a proporc¢do de resultados positivos que sdo verdadeiros
positivos, enquanto o valor preditivo negativo descreve a proporcdo de resultados
negativos que sdo verdadeiros negativos. Esses valores dependem da prevaléncia da
condicdo alvo na populagdo avaliada, diferentemente da sensibilidade e especificidade
(EUSEBI, 2013; FLORKOWSK, 2008).

A avaliacdo do desempenho diagnoéstico, geralmente requer a criacdo de um
ponto de corte (cut-off) a partir de dados continuos. Dependendo do objetivo clinico, o
ponto de corte ideal pode ser selecionado, dessa forma, a sensibilidade e a especificidade
de um teste tendem a variar (FLORKOWSK, 2008). Além disso, o desempenho de um
teste para discriminar pacientes com e sem doenca pode ser analisado pela curva ROC
ROC (do inglés, receiver-operating characteristic). A curva ROC é gerada plotando a
taxa de sensibilidade no eixo y contra a 1- especificidade no eixo x (CARTER et al.,
2016).

Em combinacdo, a curva ROC e sua AUC correspondentes sdo funcdes de
sensibilidade e especificidade de um modelo de previsdo. Quanto as interpretacfes dos
valores, um teste com valor de 1,0 é considerado perfeito, 0,9-0,99 excelente, 0,8-0,89
bom, 0,7-0,79 justo, 0,51-0,69 ruim, e valores menores ou iguais a 0,5 ndo tem valor
diagnostico (Gréafico 1) (CARTER et al., 2016).
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Grafico 1. Curvas ROC exemplificando diferentes classificadores.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Outra medida para avaliar a precisdo diagndstica sdo as razdes de
verossimilhangas (LRs). A razdo de verossimilhanca positiva (LR+) corresponde as
chances de ocorrer um resultado positivo em individuos com a doenca em relacdo aos
sem a doenca. Quanto mais longe o LR + for de 1, mais fortes serdo as evidéncias da
presenca da doenca. Em contrapartida, a razdo de verossimilhanga negativa (LR-)
expressa quantas vezes é provavel um resultado negativo ocorrer em individuos com a
doenca comparado aos individuos sem a condi¢cdo patoldgica. Dessa forma, quanto

menor a LR-, mais fortes as evidéncias de auséncia da doenca (EUSEBI, 2013).

3.7 ANALISE IN SILICO

A coorte de validacdo analisada neste estudo foi extraida do cBioPortal for Cancer
Genomics (http://www.chioportal.org) (CERAMI et al., 2012; GAO et al., 2013). Foram
utilizados dados da expressdo do mRNA do Adenocarcinoma do Estdmago (TCGA,
Firehose Legacy), composto por 415 amostras passiveis de analise. O valor da expressdo
do mRNA de LGALS1 e LGALS9 foram comparadas com os dados clinico-patologicos

disponiveis na coorte de validacéo.
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3.8 ANALISE ESTATISTICA

Todas as analises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism versdo
6.01. Para avaliacdo dos dados foi utilizado testes ndo-paramétricos de Mann-Whitney
para comparacdes entre duas médias e Kruskal-Wallis para comparacfes maultiplas. O
teste de Pearson (r) foi utilizado para analisar a correlagdo dos niveis das galectinas e 0s
pardmetros clinicos e hematologicos. As correlagdes foram definidas como fracas,
moderadas e fortes quando r <0,40, r = 0,40 - 0,60 e r> 0,60, respectivamente. As
associacOes estatisticas da coorte de validacdo foram realizadas utilizando o teste exato
de Fisher.

Os valores de cut-off 6timos foram calculados para estimar a melhor sensibilidade
e especificidade. A curva ROC foi plotada e as areas sob curvas ROC foram calculadas
para avaliar o desempenho das galectinas estudadas para descriminar CG de individuos
saudaveis, com Intervalo de confianca de 95% (IC 95%). Os resultados foram
apresentados considerando o valor mediano, minimo e maximo, com p < 0,05 sendo

considerado significativo.
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ABSTRACT

Background: Gastric cancer (GC) is often detected in advanced tumor stages, with an
unfavorable prediction. Markers available in the clinic routine do not present precise
diagnostic accuracy to assist in diagnosis or therapeutic management. In this work, we
studied Galectin-1 (Gal-1), identified as an important molecule in the progression of GC,
and Galectin-9 (GAL-9) a lectin that plays a role in immune response, apoptosis, cell
proliferation and cell death.

Objective: The aim was to evaluate the circulating levels of Gal-1 and Gal-9 and their
clinical relevance in patients with GC.

Methods: A total of sixty-nine patients with GC and sixty-seven age and gender matched
healthy subjects were analyzed in the study. Circulating Gal-1 and Gal-9 were quantified
by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Receiver operating characteristics

(ROC) were calculated to assess diagnostic accuracy.
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Results: The analyzes revealed that the levels of Gal-1 founded in GC patients ware 25507
pg/ml (2070 - 114040 pg/ml) significantly higher than the levels founded in the control
group 4290 pg/ml (156.3 - 34265 pg/ml) (p < 0.0001). Furthermore, there was a significant
association between angiolymphatic invasion and Gal-1 levels (p = 0.0496). The cut-off
concentrations for Gal-1 to distinguish GC patients from the control group was 22935
pg/ml (sensitivity 61.90%, specificity 96.08%, LR: 15.79) (AUC: 0.9153, p < 0 .0001).
Circulating Gal-9 levels were significantly higher in patients 7780 pg/ml (697.2 - 16906
pg/ml) than in the control group 3365 pg/ml (46.88 - 6097 pg/ml) (p < 0.0001). In patients,
elevated circulating levels of Gal-9 were higher in males (p = 0.0033), in individuals older
than 60 years (p = 0.0158), it was associated with histological grade | (p = 0.0013), and
with partial gastrectomy (p = 0.0497). Additionally, Gal-9 was moderately correlated with
the patients' absolute number of neutrophils (r = 0.4228; p = 0.0053). According to the
accuracy analyses, Gal-9 levels were efficient in distinguishing patients with GC from the
control group (AUC: 0.9414; p < 0.0001).

Conclusion: Taken together, our data indicate that Gal-1 and Gal-9 may be useful

biological markers to distinguish gastric cancer from healthy individuals.

Keywords: Stomach cancer; accuracy; ELISA; galectin; biological marker.

INTRODUCTION

Gastric cancer (GC) is a commonly diagnosed malignancy and one of the leading
causes of mortality worldwide (TANG et al., 2021; YUSEFI et al., 2018). Its incidence varies
widely according to different geographic and socioeconomic regions, being more frequent in
men than in women, in most cases after 60 years old (PETRYSZYN; CHAPELLE;
MATYSIAK-BUDNIK, 2020). Gastric adenocarcinoma is the most common histological
subtype, representing approximately 95% of malignant gastric neoplasms. Lymphomas,
leiomyosarcoma, gastrointestinal stromal tumors (GIST) and neuroendocrine tumors
correspond to a small percentage of GC (ABDI et al., 2019; AJANI et al.,, 2017,
BALAKRISHNAN et al., 2017; MACHLOWSKA et al., 2020).

GC diagnosed patients present a low overall survival that could be explained by a
later detection and a limited prediction from clinical markers. In clinical practice, diagnosis
and prognosis of the disease are aided by the measurement of circulating tumor markers,

including carcinoembryonic antigens CEA, carbohydrate antigen CA19-9 and CA72-4.
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However, these markers do not show high accuracy, mainly in the early stages of gastric
cancer (SHIMADA et al., 2014). Thus, the diagnosis is based on digestive endoscopy and
biopsy (NECULA et al., 2019; ZHOU et al., 2020). However, this procedure relies on the
skill of the professional, is invasive and expensive, and causes the patients discomfort and
anxiety (WU et al., 2019).

Galectins are a family of fifteen lectins with an affinity for glycans containing -
galactosides (CHEVALIER; PANDIT; MARTIN-SALDA, 2022). The binding capacity of
these molecules is mediated by one or two carbohydrate recognition domains
(CRDs) (GIOVANNONE et al., 2018; MANERO-RUPEREZ et al., 2020; RAPOPORT;
BOVIN, 2015). Faced with a functional diversity, dysfunction or altered expression of these
molecules has often been associated with pathological conditions, including cancer
(THIJSSEN et al., 2015).

Galectin-1 (Gal-1) is encoded by the LGALS1 gene and is characterized by a high
affinity for glycans containing [-galactosides. This lectin is secreted by cells and has the
ability to bind and cross-link glycoconjugates on cell surfaces. Consequently, Gal-1
contributes to different events associated with cancer biology, including tumor
transformation, cell cycle regulation, apoptosis, cell adhesion, migration, and inflammation
and the breakdown of immune surveillance. Increased Gal-1 expression has been associated
with a poor prognosis in patients with GC (BACIGALUPO; CARABIAS; TRONCOSO,
2017; GOUD; BHATTACHARYA, 2021; LONG et al., 2018; YOU et al., 2018, 2021).

Galectin-9 (Gal-9) is encoded by the LGALS9 gene and it is secreted through a
nonclassical pathway and can be found in either the cytoplasm or the extracellular matrix.
Gal-9 can bind several receptors and consequently form multivalent networks (DAPAT et al.,
2017; MOAR; TANDON, 2021; WDOWIAK et al., 2018; WIERSMA et al., 2011; YANG
et al., 2021). Among the receptors reported for Gal-9 are protein disulfide isomerase (PDI),
CD44, CD137, TIM-3, and IgE (MOTAMEDI et al., 2019). Gal-9 is a protein that plays
important roles in the immune response, apoptosis, proliferation and cell death (YANG et al.,
2014Db). In the tumor context, specifically in some tumors of the gastrointestinal tract such as
hepatocellular carcinoma, cholangiocarcinoma, gallbladder carcinoma, and gastric cancer,
Gal-9 suppresses cell proliferation and tumor growth (TADOKORO et al., 2017).

Based on these informations, the aim of the study was to evaluate circulating levels of
Gal-1 and Gal-9 in patients with GC, to investigate its potential value as a diagnostic and/or

prognostic biomarker.
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MATERIALS AND METHODS

Study Population

Peripheral blood samples were obtained from patients with a confirmed diagnosis
of gastric adenocarcinoma at the Clinical Hospital, Federal University of Pernambuco
(HC/UFPE), and at the Society of Pernambuco Against Cancer (SPCC), Brazil.
Collections were carried out in the period from the diagnosis to the treatment, from 2014
to 2021, and conserved frozen at -80 °C. Demographic, clinical-pathological, and
hematological data were collected from hospital records. A total of 69 samples were
obtained from the patients at the time of the primary diagnosis before any therapeutic
intervention. The control group consisted of 67 gender and age paired healthy subjects
without inflammatory diseases and who did not use immunomodulatory drugs. To be
included in the study, all subjects signed an informed consent form. The study is approved
by the research ethics committee of the HC/UFPE seen no. 3.083.401 and SPCC no.
3.780.389.

Measurement of Galectin-1 and Galectin-9

Circulating levels of Galectin-1 and galectin-9 were quantified by sandwich
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), according to the manufacturer's
recommendation (R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN, USA). The detection limits for
Galentin-1 and Galectin-9 were 312.5 pg/ml and 46.87 pg/ml, respectively.

Validation Cohort

Quantitative data on LGALS1 and LGALS9 mRNA expression were extracted
from the cBioPortal for Cancer Genomics platform (http://www.chioportal.org)
(CERAMI et al., 2012; GAO et al., 2013). The study selected for analysis was the
Stomach Adenocarcinoma cohort (TCGA, Firehose Legacy) (415 samples) assessed by
RNA-seq. Briefly, the LGALS1 and LGALS9 mRNA expression value was compared
with clinical pathological data available in the study cohort.
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Statistical Analysis

Statistical analysis was performed through GraphPad Prism software version 6.01.
The non-parametric Mann-Whitney test was used for two-group comparisons and
Kruskal-Wallis for multiple comparisons. Pearson's test (r) was used to analyze the
correlation between circulating levels of Gal-1 and Gal-9 with clinical and hematological
parameters. Correlations were defined as weak, moderate, and strong when R < 0.40, R
=0.40 - 0.60, and R > 0.60, respectively. Statistical associations of the validation cohort
were performed using Fisher's Exact test.

Receiver-operating characteristic (ROC) was plotted to establish the cut-off value
for circulating levels of Gal-1 and Gal-9 that corresponded to the best percentage of
sensitivity and specificity. The area under ROC curves (AUC) was calculated to analyze
the diagnostic accuracy of Gal-1 and Gal-9 in patients with GC, with a 95% confidence
interval (95% CI). The results were expressed as median value, minimum and maximum.

p < 0.05 was considered significant.

RESULTS

Patients with GC have higher circulating Gal-1 and Gal-9 than healthy subjects

A total of 63 patients with GC were analyzed for Gal-1 (19 female, 44 male; mean
age 61.8, range 28-82). The control group was formed by 51 healthy subjects (24 female,
27 male; mean age 60.0 years, range 41-87). Patients and controls were paired by gender
(p = 0.0642) and age (p = 0.0552).

For Gal-9, 67 GC diagnosed patients were evaluated (21 female, 46 male; mean
age 61.0, + 28-82). 67 healthy subjects (23 female, 44 male; mean age 60.0 years, + 28-
87) were included as controls. As for Gal-1, in this analysis patients and controls were
also paired by gender (p = 0.7129) and age (p = 0.5588). The clinical-demographic

characteristics of the patients are described in Table 1.



Table 1. Clinical-demographic characteristics of the GC patients.

Characteristics No of patients (%) = 69
Age (mean, range) 61.3,28 — 82
Gender
Female 21 (30.4)
Male 48 (69.6)
Race
Black 1(2)
White 8 (15.7)
Brown 42 (82.3)
Smoking
Yes 8 (12.1)
No 28 (42.4)
Ex 30 (45.5)
Alcoholism
Yes 11 (17.5)
No 26 (41.3)
Ex 26 (41.3)
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Gal-1 and Gal-9 circulating levels were significantly higher in GC patients than

in the control subjects. The median quantifications for Gal-1 were GC patients = 25507
pg/ml; 2070 - 114040 pg/ml and controls = 4290 pg/ml; 156.3 - 34265 pg/ml, with p <
0.0001 (Figure 1A). Already the median expression of Gal-9 were GC patients = 7780
pg/ml; 697.2 - 16906 pg/ml and controls = 3365 pg/ml; 46.88 - 6097 pg/ml, with p <

0.0001 (Figure 1B). Gal-1 and Gal-9 levels were similar in serum and plasma samples

from patients with GC (supplementary file).
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Figure 1. Concentrations of circulating Galectina-1 (Gal-1) in samples from control
group and patients with gastric cancer (GC). **** indicates p < 0.0001. Line at blue:
median with interquartile range (A), and concentrations of circulating Galectin-9 (Gal-9)
in samples from control group and patients with gastric cancer (GC). **** indicates p <

0.0001. Line at blue: median with interquartile range (B).
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Circulating Gal-1 and Gal-9 is associated with clinical-pathological parameter in
GC patients

We investigated whether circulating levels of Gal-1 and Gal-9 were associated
with clinical-pathological parameters. There was a significant association between
angiolymphatic invasion and Gal-1 levels (p = 0.0496). Nonetheless, there was no
association or correlation with the other parameters analyzed (gender, age, smoking,
alcoholism, tumor location, staging (TNM), histological grade, initial treatment, type of
surgery, chemotherapy, radiotherapy, and node ratio) (supplementary file).

In counterpart, Gal-9 levels were higher in male patients (p = 0.0033) than female
ones. An association was also demonstrated with patients aged over 60 years (p = 0.0158)
compared to younger patients. Gal-9 was also higher in patients diagnosed with well-

differentiated tumors (p = 0. 0013) and those who underwent a partial gastrectomy (p =
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0.0497) in comparison to the respective opposite situations. The other analyzed
parameters (smoking, alcohol consumption, tumor location, staging (TNM), initial
treatment, chemotherapy, radiotherapy, angiolymphatic invasion and radio node) showed

no statistically significant difference (Table 2).

Table 2. Associations and correlations between circulating levels of Galectin-9 (Gal-9)

and clinical-pathological parameters in 67 patients with gastric cancer (GC).
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Gender !
Female
Male

Age (years) 2
<60
> 60

Smoking *
Yes
No
Ex
Alcoholism 4
Yes
No
Ex
Tumor Location®
Antrum
Body
Antrum/Body
Staging (TNM) ©
|
I
Il
v
Histological
Grade ’
Gl
Gll
Gl
Initial
Treatment 8
Surgery
Chemotherapy
Type of Surgery?®
Gastrectomy
Partial
Gastrectomy
Total
Chemotherapy 1°
Yes
No
Radiotherapy
Yes
No

21 (31.3)
46 (68.7)

25 (37.9)
41 (62.1)

7 (10.9)
27 (42.2)
30 (46.9)

11 (17.7)
26 (41.9)
25 (40.3)

28 (58.3)
18 (37.5)
2(4.2)

5 (20.8)
5 (20.8)
8 (33.3)

6 (25)

15 (23.8)
15 (23.8)
33 (52.4)

41 (83.7)
8 (16.3)
28 (65.1)
15 (34.9)
31 (75.6)
10 (24.4)

4 (19)
17 (81)

6524 (697.2 - 14718)
8519 (1690 - 16906)

6805 (697.2 - 12118)
8511 (1690 - 16906)

7174 (1690 - 9511)
7511 (2381 - 14118)
7933 (697.2 - 16906)

8124 (5711 - 12755)
7749 (2381 - 16906)
7880 (697.2 - 14718)

8227 (697.2 - 14118)
8864 (4051 - 16906)
7061 (5999 - 8124)

9324 (3574 — 12480)
9174 (5305 - 14718)
7055 (5999 - 12630)
8483 (5918 - 13346)

9174 (6805 - 14118)
7880 (4479 - 12630)
6236 (697.2 - 16906)

7982 (697.2 - 14118)
7646 (4479 - 14718)
8612 (3574 - 14718)
6393 (697.2 - 12755)
8468 (2381 - 14718)
9102 (3574 — 12755)

7708 (5305 - 12630)
9030 (3574 - 14718)

0.0033 @

0.0158 %

0.6682°P

0.9521°P

0.7681°

0.8359 P

0.0013°

0.9678°

0.04972

0.6472°2

0.7515%
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Angiolymphatic

Invasion 12 6 (40) 7055 (5918 - 12630) > 0.9999 ®
Yes 9 (60) 7986 (3574 - 12480)
No
Node Ratio 1 21 (100) - 0.7423°¢
r= -0.07633

a) Mann-Whitney, b) Kruskal-Wallis, ¢) Pearson's.

Gal-9 is correlated to the number of neutrophils in GC patients

Circulating Gal-1 and Gal-9 were also investigated about to hematological
parameters. Correlations regarding absolute values of hemoglobin, hematocrit,
leukocytes, neutrophils, lymphocytes, platelets, neutrophil/lymphocyte index, and
circulating levels of Gal-1 were not statistically significant (p > 0.05) (supplementary
file). Nonetheless, Pearson's analysis demonstrated a moderate positive correlation
between Gal-9 and the absolute number of neutrophils (r = 0.4228, p = 0.0053) shown in
Figure 2. Additional analyzes regarding the percentage of hematocrit and leukocyte,
lymphocyte, and platelet concentrations showed no significant correlation (p < 0.05)

(supplementary file).
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Figure 2. Correlation between circulating levels of Galectin-9 (Gal-9) and absolute

neutrophils in patients with gastric cancer (GC).
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LGALS1 and LGALS9 mRNA expression from the validation cohort were not

associated with clinical-pathological parameters in patients with GC

To investigate the association between LGALS1(Galectin-1) and LGALS9
(Galectin-9) mRNA and the clinical-pathological parameters, we evaluated the
information on the average of mMRNA expression from 415 samples deposited in The
Cancer Genome Atlas (TCGA), Firehose Legacy database. There was no statistically
significant correlation between LGALS1 and LGALS9 mRNA expression and the
parameters analyzed (age, gender, surgical staging, nodal invasion, histological grade,
Lauren classification, radiotherapy and H. Pylori infection) (p < 0.05) (supplementary
file).
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Circulating levels of Gal-1 and Gal-9 discriminate GC patients from healthy
subjects

To assess the diagnostic value of circulating Gal-1 and Gal-9 in patients with GC,
we evaluated some measures of accuracy. As for Gal-1, the AUC of the ROC curve was
0.9153 (CI: 0.8640 - 0.9666) (p < 0.0001) (Figure 3A). The cut-off point of 22935 pg/mi
corresponded to a sensitivity of 61.90%, specificity of 96.08%, and a positive likelihood
ratio (LR+) of 15.79. The positive likelihood ratio value indicates a 15.79% increase in
the chance of this malignancy if the test is positive.

For Gal-9, the AUC of the ROC curve was 0.9414 (0.9019 - 0.9809) (p < 0.0001)
(Figure 3B). The cut-off point of 5517 pg/ml corresponded to a sensitivity of 80.60%, a
specificity of 97.01%, and a positive likelihood ratio (LR+) of 27.00. The positive
likelihood ratio value indicates a 27.00% increase in the chance of this malignancy if the

test is positive. Thus, both indicate excellent diagnostic performance.

Figure 3. Receiver operating characteristic (ROC) curve demonstrating the sensitivity
and specificity of circulating levels of Gal-1 to discriminate patients with gastric cancer
(GC) from control group (A). Receiver operating characteristic (ROC) curve
demonstrating the sensitivity and specificity of circulating levels of Gal-9 to discriminate
patients with gastric cancer (GC) from control group (B). AUC: area under the curve. ClI:

confidence interval.
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DISCUSSION

Our results demonstrate, that GC patients have high circulating levels of Gal-1
and precision measures were capable of discriminating patients diagnosed with GC from
healthy individuals. In this regard, the identification of serum tumor Gal-1 in the diagnosis
of GC is more favorable than other approaches (FENG et al., 2017). To date, the role of
Gal-1 in the GC is not yet fully elucidated, but literature has reported that Gal-1 makes a
crucial contribution to its pathogenesis (CHONG et al., 2016; YOU et al., 2018, YOU et
al., 2019), promoting the inflammatory process and stimulating VEGF expression
(ROSSI et al., 2014; TANG et al., 2016).

Bacigalupo and collaborators (2017) described that Gal-1 is drastically regulated
upwards in some tumors of the gastrointestinal tract, such as gastric cancer, colorectal
cancer, pancreatic ductal adenocarcinoma and hepatocellular carcinoma. In these tumors,
Gal-1 favors development, aggressiveness, metastasis, immunosuppression and tumor
angiogenesis (BACIGALUPO; CARABIAS; TRONCOSO, 2017). According to You et
al. (2019) Gal-1 upregulation promotes GC progression through the formation of
vasculogenic mimicry (VM), activating the epithelial-mesenchymal transition (EMT)
(YOU et al., 2019).

As for Gal-9, in the present study, we demonstrated that high levels of Gal-9 in
the peripheral blood of patients with GC are associated with gender, age, and histological
grade, as well as correlated with the absolute number of neutrophils. Furthermore, we
found promising discriminatory values for the GC.

Thus, our data provide prognostic information, especially by revealing an
association of circulating levels of Gal-9 with well-differentiated histological grade about
moderately and poorly differentiated tumors. Apparently, the increase in Gal-9 in the less
aggressive cellular profile reflects a favorable prognosis.

Additionally, we observed a positive correlation between circulating levels of Gal-
9 and the absolute amount of patient neutrophils. In line with this finding, Avtenyuk and
collaborators (2022) reported that Gal-9 was able to trigger neutrophil-mediated
anticancer immune responses (AVTENYUK et al., 2022).

In agreement with our reports of increased Gal-9 in patients with GC, Jiang and
colleagues demonstrated an increase in tissue expression of Gal-9 in GC compared to
normal mucosa (JIANG et al.,, 2013). In contrast, Yang and colleagues reported a
significant reduction in Gal-9 mRNA expression in GC tissues (YANG et al., 2014b). In
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this context, Gal-9 seems to suppress proliferation by inducing apoptosis in human gastric
cancer cells (TAKANO et al., 2016). However, the available data for GC is still incipient
and sometimes divergent.

In the analysis of the validation cohort, we did not observe a significant
association between the clinical and pathological characteristics and the expression data
of the LGALS1 mRNA, similar to the data obtained in the analysis of the circulating
levels of this protein, except for the angiolymphatic invasion, which was associated only
with protein expression.

Similarly, the expression of Gal-9 mRNA also extracted from the validation
cohort showed no statistically significant association with the clinical-pathological
parameters analyzed. In this context, the non-statistical significance can be related to the
difference in the sample number of the cohorts, as well as the difference in the nature of
the analyzed samples. In our study, we investigated the protein expression in the patient’s
serum and plasma while the validation cohort analyzed the mRNA expression.

The antigens CEA, CA19-9, and CA72-4 were often used to assist in the diagnosis
and follow-up of GC, as well as in the diagnosis of liver, colorectal, and pancreatic
cancers. In addition, some benign gastric diseases also have altered levels of CEA and
CA19-9, which makes them limiting. However, in stomach cancer, these markers are best
used as prognostic indicators to predict the effectiveness of chemotherapy and in post-
surgical follow-up (LIANG et al., 2016; YCHOU et al., 2000).

In front of the questionable sensibility and specificity of the conventional serum
markers, Liang and colleagues assessed the clinical significance of the tumor markers
used for GC. As expected, the molecules showed poor AUC, sensitivity and specificity
CEA (0.712, 20.10%, 94.70%), CA19.9 (0.585, 21.40%, 96.20%), and CA72.4 (0.722,
27.60%, 85.10%) (LIANG et al., 2016). Another study, also using normal cutoff values,
demonstrated sensitivity and specificity of (CEA = 25.5%, 97.9), (CA19-9 = 38.7%,
92.6%), (CA72-4 = 33.0%, 94.0%) (YANG et al., 2014a). In relation to these markers,
our study demonstrated that both Gal-1 and Gal-9 perform better in predicting the
occurrence of GC.

Similar to our study, circulating levels of Gal-9 in patients with pancreatic ductal
adenocarcinoma (PDAC) were statistically higher compared to healthy controls
(SEIFERT et al., 2020; TAVARES et al., 2018). According to Seifert et al., Gal-9 was
able to discriminate PDAC from healthy individuals (AUC = 0.776) (SEIFERT et al.,
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2020). However, the AUC plotted for the GC was numerically higher (AUC = 0.9414),
and our data express greater diagnostic assertiveness.

We emphasize that our study has some limitations to be considered. To increase
the statistical reliability of the results obtained, it is necessary to increase the sample size.
In addition, there is a need to monitor the different tumor stages of these patients to
demonstrate the patterns of Gal-1 and Gal-9 expression during the progression of this
malignancy. As well as to evaluate the performance of Gal-1 and Gal-9 associated with
conventional markers, which would make it possible to create a diagnostic panel for the
GC.

However, our data are foreshadowing and connote important findings capable of
supporting future studies on the clinical value of Gal-1 and Gal-9 as minimally invasive

biomarker for GC.

CONCLUSION

Our data show that high levels so much Gal-1 how much Gal-9 present efficient
variables to discriminate patients with gastric adenocarcinoma from healthy individuals.
Furthermore, Gal-9 is a potential early diagnostic and prognostic biomarker for this
malignancy. These data may stimulate further investigations to designate these molecules

as biological markers.
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Supplementary Materials

Supplementary Figure 1. There was no significant difference between the medians of
Gal-1 in serum (yellow) and plasma (green) samples from patients with GC (A). There
was no significant difference between the medians of Gal-9 in serum (yellow) and plasma

(green) samples from patients with GC (B). Control = healthy subjects, GC = gastric
cancer.
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Supplementary Table 1. Associations and correlations between circulating levels of
Galectin-1 (Gal-1) and clinical-pathological parameters in 67 patients with gastric cancer
(GC).

Parameter No. of patients Gal-1 Concentration P
(%) (pg/ml) Value
Gender !
Female 19 (30.2) 25240 (2070 - 111640) 0.71322
Male 44 (69.8) 25973 (4460 - 114040)
Age (years) 2
<60 21 (33.9) 28573 (6130 - 111640) 0.54252
> 60 41 (66.1) 24840 (2070 - 114040)
Smoking *
Yes 8 (13.3) 16240 (2070 - 49640)
No 26 (43.3) 25707 (4505 - 112440) 0.3083°
Ex 26 (43.3) 27307 (6130 - 114040)
Alcoholism 4
Yes 11 (19.3) 29240 (10840 - 114040)
No 23 (40.3) 24840 (2070 - 111640) 0.8176°
Ex 23 (40.3) 25907(4460 - 112440)
Tumor Location®
Antrum 27 (60) 25240 (4505 - 114040)
Body 16 (35.6) 24773 (11640 - 111640) 0.3501°
Body/Antrum 2(4.4) 36973 (27373 - 46573)
Staging (TNM) ©
I 5 (20.8) 25240 (13907 - 32040)
I 5 (20.8) 24307 (14573 - 24840) 0.0964 °
" 8 (33.3) 29507 (13373 - 42307)
v 6 (25) 19573 (13373 - 29240)
Histological
Grade ’
Gl 15 (25.9) 24040 (6440 - 111640) 0.9907 °
Gll 12 (20.7) 26707 (4505 - 72840)
Glll 31 (53.4) 25907 (4460 - 84280)
Initial
Treatment 8
Surgery 36 (81.8) 25973 (6130 - 114040) 0.98232
Chemotherapy 8 (18.2) 26907 (4505 - 49640)
Type of Surgery?®
Gastrectomy
Partial 27 (67.5) 26040 (4505 - 83314)
Gastrectomy 0.3948 @
Total 13 (32.5) 28573 (6130 - 114040)
Chemotherapy 1°
Yes 26 (72.2) 26573 (4505 - 83314) 0.6326 2
No 10 (27.8) 24773 (13373 - 114040)

Radiotherapy
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Yes 4 (19) 23507 (13373 - 30173)
No 17 (81) 25507 (13907 - 46573) 0.5300¢
Angiolymphatic
Invasion 2
Yes 6 (40) 28907 (25907 - 32840) 0.0496 2
No 9 (60) 24307 (13373 - 32040)
Node Ratio %3 21 (100) - 0.3745°¢

r=0.2042

a) Mann-Whitney, b) Kruskal-Wallis, c) Pearson's.

Supplementary Table 2. Correlations between circulating levels of Galectin-1 (Gal-1)

and hematological parameters in patients with gastric cancer (GC).

Parameter Correlation coefficient p-value
(r)

Hemoglobin (g/dL) ! -0.2494 0.0807
Hematocrit (%6) 2 -0.4163 0.0965
Leukocytes (/mm3) 3 0.05956 0.6876
Neutrophils (/mm?3) 4 0.1662 0.2927
Lymphocytes (/mm3) ° -0.2867 0.0692
Platelets (/mm3) © 0.08046 0.5993

1) Analyzed in 50 patients, 2) Analyzed in 17 patients, 3) Analyzed in 48 patients, 4) Analyzed in
42 patients, 5) Analyzed in 41 patients, 6) Analyzed in 45 patients.
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Supplementary Table 3. Correlations between serum and plasma Gal-9 levels and

hematological parameters in the GC.

Parameter Correlation coefficient

p-value
(r)
Hemoglobin (g/dL) ! 0.05090 0.7201
Hematocrit (%6) 2 0.06258 0.8114
Leukocytes (/mm3) 3 -0.04805 0.7404
Lymphocytes (/mm3) 4 0.09119 0.5707
Platelets (/mm?) ® 0.1208 0.4188

1) Analyzed in 52 patients, 2) Analyzed in 17 patients, 3) Analyzed in 50 patients, 4) Analyzed

in 41 patients, 5) Analyzed in 47 patients.
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Supplementary Table 4. Association between the expression value of (LGASLS1)

mRNA with the main clinical-pathological characteristics of patients with gastric cancer

(GC).
TCGA FIREHOSE LGALS1
N =415
Clinical data LGALSI (+) LGALS1 (-) P
n (%) n (%) Value
Age (years) *
<60 75 (18.1) 47 (11.3) 0.6609
>60 172 (41.4) 121 (29.2)
Gender 2
Female 90 (21.7) 57 (13.7) 0.6759
Male 157 (37.8) 111(26.7)
Surgical Staging
(TNM) 3
(Iand 1) 88 (22.6) 92 (23.6) > 0.9999
(11 and 1V) 102 (26.1) 108 (27.7)
Nodal invasion 4
0 63 (16.9) 43 (11.6) 0.8154
>1 161 (43.4) 104 (28)
Histological
Grade ®
Gl +GlI 90 (22.2) 70 (17.2) 0.2550
Gl 153 (37.7) 93 (22.9)
Lauren
Classification © 102 (41.6) 74 (30.2)
INTESTINAL 44 (17.9) 25 (10.2) 0.4042
DIFFUSE
Radiotherapy ’
YES 20 (9.7) 28 (13.7) 0.8678
NO 63 (30.7) 94 (45.9)
H. Pylori Infection ®
YES 8 (4.5) 12 (6.8) 0.6260
NO 54 (30.5) 103 (58.2)
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Supplementary Table 5. Association between the expression value of (LGASLS9)
mRNA with the main clinical-pathological characteristics of patients with gastric cancer
(GC).

TCGA FIREHOSE LGALS9

N =415
Clinical data P
LGALS9 (+) LGALS9 (-) Value
n (%) n (%)
Age (years) !
<60 75 (18.1) 47 (11.3) 0.6609
>60 172 (41.4) 121 (29.2)
Gender ?
Female 90 (21.7) 57 (13.7) 0.6759
Male 157 (37.8) 111 (26.7)
Surgical Staging
(TNM) 3
(Tand I1) 87 (24.8) 54 (15.3) 0.50811
(Il and V) 122 (34.8) 88 (25.1)
Nodal invasion *
0 90 (22.2) 70 (17.2) 0.7567
>1 153 (37.7) 93 (22.9)
Histological
Grade®
Gl +GllI 90 (22.2) 70 (17.2) 0.2550
Glil 153 (37.7) 93 (22.9)
Lauren
Classification ©
102 (41.6) 74 (30.2) 0.4042
INTESTINAL 44 (18) 25 (10.2)
DIFFUSE
Radiotherapy ’
YES 26 (12.7) 22 (10.7) 0.7393
NO 91 (44.4) 66 (32.2)
H. Pylori Infection 8
YES 13 (7.3) 7(4) 0.6369

NO 92 (52) 65 (36.7)
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To the Editor:

Gastric cancer (GC) is one of the leading causes of cancer-related death
worldwide. Gastric adenocarcinoma comprises more than 90% of the malignant tumors
that affect the stomach (1). The serum tumor markers, including carcinoembryonic
antigens CEA, carbohydrate antigen CA19-9 and CA72-4 have not been used in the
clinical practice, mainly because of their low of sensitivity and specificity (2).

Galectin-4 (Gal-4) is a tandem repeat member of -galactoside binding proteins.
As for its functionality, in vitro intracellular Gal-4 regulates cell proliferation, apoptosis
and differentiation, while extracellular Gal-4 mediates adhesion. In addition to f-
galactosides, this galectin also binds to antigens from human blood groups, glycoproteins,

mucins such as the MUC1 membrane, glycosphingolipids and sulfated cholesterol. Thus,
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affinity for these ligands can also give Gal-4 key roles in biochemical regulation and
tumor development and progression (3).

Therefore, the objective of the study is to quantify the circulating levels of Gal-4
and to determine the sensibility and specificity in order to distinguishing the GC from
healthy subjects.

Serum and plasma samples from patients with confirmed gastric adenocarcinoma
were achieved from Clinicas Hospital, Federal University of Pernambuco (HC/UFPE),
and the Society of Pernambuco Against Cancer (SPCC), Brazil. The study was approved
by the research ethics committee. The circulating levels of galectin-4 were measured by
ELISA, and the expression of Gal-4 in 25 primary gastric adenocarcinoma tissues were
assessed by immunohistochemistry.

Patients with GC (69) and healthy subjects (65) were paired by gender and age.
Gal-4 circulating levels were significantly higher in patients with GC (1622 pg/ml; 339.6
— 6430 pg/ml), than in control group (369.8 pg/ml; 4.500 — 1940 pg/ml) (p < 0.0001) (Fig.
1A). Association analyzes regarding gender, age, smoking, alcoholism, tumor location,
staging (TNM), histological grade, initial treatment, surgery modality, chemotherapy,
radiotherapy, angiolymphatic invasion, and node ratio with Gal-4 plasma levels were not
statistically significant (p > 0.05) (Data not shown). Pearson's analysis showed no
statistically significant correlation of Gal-4 levels in relation to the hematological
parameters in patients with GC (Data not shown).

The area under the curve (AUC) from receiver-operating characteristic (ROC)
analysis was 0.9632 (ClI: 0.9338 to 0.9927) (p < 0.0001) for Gal-4 in discrimination of
GC from control group (Fig. 1B). The cutoff point of 572.3 pg/ml corresponded to
sensitivity, specificity and positive likelihood ratio (LR+) values of 98.55%, 84.62%,
6.406 respectively. Additionally, we investigated the tissue expression of Gal-4 by
immunohistochemistry. Histologically, Gal-4 staing was positive in 19 (76%) analyzed
cases and 6 (24%) cases were negative. Furthermore, we evidenced immunostaining of

Gal-4 in microenvironmental cells (Figure 1C, 1D and 1E).
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Figure 1. Comparison of the circulating Gal-4 levels between patients with gastric cancer
(GC) and control group. **** indicates p < 0.0001 (A), Receiver operating characteristic
(ROC) curve for Gal- 4 validity for distinguishing GC (B), Photomicrograph evidencing
Galectin-4 immunostaining in well-differentiated gastric adenocarcinoma tissue (C),
Galectin-4 immunostaining in tumor cells invading adipose tissue (D), and Galectin-4
immunostaining in poorly differentiated gastric adenocarcinoma tissue (E). Scale bar:
100/50 pm.
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Corroborating with our data, Arnaout and Ibrahim (2017) found that gastric cancer

patients high levels of Gal-4 in relation to healthy individuals. In addition, they indicated
that the serum from this galectin has AUC (0.924), sensitivity (100%) and specificity
(40%) associated with a cutoff value equal to or greater than 0.42 ng/ml. This is a cross-
sectional cohort study with 25 patients diagnosed with gastric adenocarcinoma of

Egyptian origin (4). However, our sample number was considerably larger, giving greater
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assertiveness. In addition, we selected a cut-off point that corresponded to a percentage
of sensitivity and specificity with better accuracy performance.

A study on the clinical significance and diagnostic value of the tumor serum
markers used for the diagnosis of GC reported that, using conventional cut-off values, the
markers CEA, CA19.9 and CA72.4 had an AUC, sensitivity and specificity of (0.712,
20.10%, 94.70%), (0.585, 21.40%, 96.20%), (0.722, 27.60%, 85.10%), respectively (5).
These parameters have lower values than those found in our study.

We emphasize the need for an additional prospective study in order to assess
whether circulating levels of Gal-4 reflect the tumor's response to therapeutic
interventions. In addition, our study has a limited sample size, compared to studies with
markers that are widely used in clinical practice. Despite these limitations, our data are
harbingers and connote a possible association of Gal-4 with other tumor serum markers
to give rise to a diagnostic panel for GC. Thus, a scenario for further investigations arises

in order to complement our findings.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

e Nossos dados demonstraram que os niveis circulantes de Gal-1, Gal-4 e Gal-9
estdo aumentados nos pacientes com adenocarcinoma gastrico comparado a
controles saudaveis;

e Os niveis circulantes de Gal-1 foram associados a invasdo angiolinfatica nos
pacientes analisados;

e Os niveis circulantes de Gal-4 ndo apresentaram associacfes ou correlacfes
significativas com os parametros clinico-patologicos analisados (Género, idade
tabagismo, alcoolismo, localizacdo do tumor, estadio (TNM), grau histologico,
tratamento inicial, tipo de cirurgia, quimioterapia, radioterapia, invasao
angiolinfatica e node ratio);

e Adicionalmente, a analise por imuno-histoquimica revelou que pacientes com
adenocarcinoma gastrico apresentam um aumento na expressao tecidual de Gal-
4, com imunomarcacao frequentemente observada em células do microambiente
tumoral;

e Os niveis circulantes de Gal-9 foram associados a parametros clinico-patoldgicos
(Género, idade, grau histolégico e tipo de cirurgia). Além disso, Gal-9 foi
correlacionada ao numero absoluto de neutrofilos na populacdo de estudo. Esses
dados podem alavancar novas investigacdes a fim de elucidar o papel clinico dessa
proteina no prognostico de pacientes com adenocarcinoma gastrico;

e Na anélise in silico, a expressédo do mRNA de LGALS1 e LGALS9 ndo
apresentaram associacdo significativa aos pardmetros clinico-patolégicos
analisados (Género, idade, estadiamento cirargico, invasdao nodal, grau
histoldgico, classificacdo de Lauren, radioterapia e infeccdo por H. pylori);

e Ademais, os resultados obtidos sugerem uma possivel utilizacdo dessas moléculas
como biomarcadores de diagnostico, uma vez que apresentaram bons parametros
de acuracia capazes de descriminar pacientes com adenocarcinoma gastrico de

controles saudaveis.
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APENDICE A - QUESTIONARIO DE PESQUISA

QUESTIONARIO DE PESQUISA
Mestranda: Maria de Fatima Deodato de Souza

CANCER GASTRICO FICHA DE REGISTRO N°: G

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

Naturalidade: DD

Residéncia (cidade e estado): Data da Cirurgia:

Data de Nascimento:

Escolaridade

COR: Branca [ ] Parda [ JNegra []

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

Analfabet{ ] |Basico [] Meédio [] Superior] ] | Completo[ ] Incompleto [7]
Tabagism
0 Sim ]/ Néo [] Ex [] Tipo/Dose:
Etilismo | Sim [ ] N&o [ ] Ex [] Tipo/Dose:
IMC
INFORMACAO SOBRE A DOENGA E TRATAMENTO
Outros Tumores  |Sim [ ] Nao [ ] Qual:

Outras Informacgdes — Comorbidades
Diabetes—S/N

Hipertensdo—-S/N

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

Uso de medicagbes — S/ N : quais:

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

inicial:

INFORMACOES SOBRE PACIENTES COM INDICACAO DE CIRURGIA

TNM-
Tipo de Cirurgia ESTADIAMENTO:
- Si NU d
im umero de
[l
Margens Livres Né&o Linfadenectomia | Linfonodos | NUmero de linfonodos:
[] Sim
Tratamento
_ L
adjuvante N&o

RESPOSTA TERAPEUTICA — Para pacientes com adenocarcinomas metastético

Recidiva

Resposta estavel ]
Parcial ] completa ] Progressao [l

HISTOPATOLOGIA

N° Cirurgia:

OUTRAS INFORMACOES
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APENDICE B- TERMO DE CONCENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(TCLE/HC)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
NUCLEO DE PESQUISA EM INOVACAO TERAPEUTICA SUELY

444

}.5 GALDINO || N6
c'-,m LABORATORIO DE IMUNOMODULAGCAO E NOVAS ABORDAGENS ™
TERAPEUTICAS

)

¥

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS)

13

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntdrio (a) da pesquisa
Avaliacdo funcional e clinica do perfil das galectinas em tumores primarios do trato
gastrointestinal”, que esta sob a responsabilidade da pesquisadora Maria de Fatima
Deodato de Souza, e-mail: deodatomariadefatima@gmail.com, fone: (81) 99642-3350,
Endereco: Rua Estanislau Gomes do Prado, N° 56, Salgadinho — PE, CEP: 55675-000.
Também participam desta pesquisa os pesquisadores: Profa. Dra. Michelly Cristiny
Pereira (Telefone: (81) 99827-4256, e-mail: michelly2305@yahoo.com.br) e a Profa.
Dra. Luiza Rayanna Amorim de Lima (Telefone: (81) 98716-4586, e-mail:
luizarayanna@gmail.com), e esta sob a orientacdo do Prof. Dr. Moacyr Jesus Barreto de
Melo Régo (Telefone: (81) 99794-3799,e-mail: moacyr.rego@gmail.com ).

Todas as suas duvidas podem ser esclarecidas com o responsavel por esta
pesquisa. Apenas quando todos os esclarecimentos forem dados e vocé concorde com a
realizacdo do estudo, pedimos que rubrique as folhas e assine ao final deste documento,
que esta em duas vias. Uma via Ihe sera entregue e a outra ficara com o pesquisador
responsavel.

Vocé estara livre para decidir participar ou recusar-se. Caso ndo aceite participar,
ndo havera nenhum problema, desistir € um direito seu, bem como seré possivel retirar o
consentimento em qualquer fase da pesquisa, também sem nenhuma penalidade.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

» Os tumores do trato gastrointestinal configuram uma grande parcela dos tumores
em humanos, apresentando elevada incidéncia e alta mortalidade. Apesar dos
avancos nas ultimas décadas no campo da biologia molecular, as abordagens para
diagndstico precoce e acompanhamento ainda permanecem limitadas. Dessa
forma, nosso objetivo é analisar comparativamente o perfil das galectinas em
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tumores do trato gastrointestinal visando sua utilizacdo como biomarcador clinico
ou alvo terapéutico.

» Nesta pesquisa so serdo realizados testes com as células presentes no seu sangue
que é coletado da sua veia como uma coleta de sangue para exames laboratoriais.
Caso concorde, vocé participard desta pesquisa apenas uma vez com a coleta de
sangue. O sangue coletado serd avaliado pelos pesquisadores, e nada mais sera
necessario.

» Para este estudo, precisamos coletar algumas células de sangue. A coleta de
sangue ¢é feita no braco e a quantidade coletada € equivalente a duas colheres de
sopa (13 ml).

» RISCOS: A coleta de sangue pode ser desconfortavel e o braco pode ficar um
pouco dolorido e apresentar um pequeno hematoma, que € uma area arroxeada no
local da coleta. Antes de iniciar a coleta, nés limparemos o seu braco com alcool,
e todo material usado na coleta é descartavel. A coleta sera feita por profissionais
treinados e competentes e orientados para reduzir os riscos. Caso ocorra a
formacdo do hematoma, serd aplicada compressa gelada para reduzir a
vermelhidao.

> BENEFICIOS: Os beneficios da pesquisa ndo sdo individuais. Estendendo-se a
sociedade como um todo, uma vez que os resultados obtidos poderdo propiciar
um maior conhecimento sobre a patogénese destes tipos de tumores. Sendo assim,
permitira ndo s6 um melhor entendimento destas doengas como a possibilidade da
identificacdo de novos alvos que poderao ajudar a aperfeicoar o diagndstico e a
otimizar as estratégias terapéutica.

Todas as informacdes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas
apenas em eventos ou publicaces cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntérios,
a ndo ser entre os responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua
participacdo. Os dados coletados nesta pesquisa provenientes dos resultados das amostras
coletadas, ficardo devidamente armazenados em arquivos digitais em computadores ou
impressos em pastas de arquivos, sob a responsabilidade da pesquisadora Maria de Fatima
Deodato de Souza, Endereco: Rua Estanislau Gomes do Prado, N° 56, Salgadinho — PE,
CEP: 55675-000, por um periodo minimo 5 anos.

Nada lhe serd pago e nem serd cobrado para participar desta pesquisa, pois a
aceitacdo é voluntéria, mas fica também garantida a indenizacdo em casos de danos,
comprovadamente decorrentes da participacdo na pesquisa, conforme decisédo judicial ou
extra-judicial. Se houver necessidade, as despesas para a sua participacgao serdo assumidas
pelos pesquisadores (ressarcimento de transporte e alimentacao).

Em caso de ddvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera
consultar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no
endereco: (Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar, sala 4 - Cidade Universitaria,
Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br).

(assinatura do pesquisador)
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CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO
(A)

Eu, , CPF , abaixo
assinado, apo6s a leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e de ter tido a
oportunidade de conversar e ter esclarecido as minhas ddvidas com o pesquisador
responsavel, concordo em participar do estudo “Avaliacdo funcional e clinica do perfil
das galectinas em tumores primarios do trato gastrointestinal”, como voluntario (a). Fui
devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo(a) pesquisador (a) sobre a pesquisa, 0s
procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e beneficios decorrentes
de minha participacdo. Foi-me garantido que posso retirar 0 meu consentimento a
qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade (ou interrup¢do de meu
acompanhamento/ assisténcia/tratamento).

Local e data
Assinatura do participante:

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa
e 0 aceite do voluntario em participar. (02 testemunhas ndo ligadas a equipe de
pesquisadores):

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura;
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APENDICE C - TERMO DE CONCENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(TCLE/SPCC)

HOSPITAL DE CANCER
W DE PERNAMBUCO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O Senhor (a) estd sendo convidado como voluntario a participar da pesquisa
AVALIACAO FUNCIONAL E CLINICA DO PERFIL DAS GALECTINAS EM
TUMORES PRIMARIOS DO TRATO GASTROINTESTINAL. Neste estudo
pretendemos analisar comparativamente o perfil das galectinas em tumores do trato
gastrointestinal visando sua utiliza¢cdo como biomarcador clinico ou alvo terapéutico.

O motivo que nos leva ao estudo € a necessidade de buscar novas estratégias
terapéuticas para os tumores do trato gastrointestinal que configuram uma grande parcela
dos tumores em humanos, apresentando elevada incidéncia. Apesar dos avangos nas
ultimas décadas no campo da biologia molecular, as abordagens para diagnéstico precoce
e acompanhamento ainda permanecem limitadas.

Para este estudo sera realizada a coleta de sangue que ja faz parte dos exames de
rotina, utilizando o braco para a retirada da amostra de sangue, sendo necessario a coleta
de dois tubos contendo 9 ml cada. Antes de iniciar a coleta, nés limparemos o seu brago
com alcool, e todo material usado na coleta serd descartavel. A coleta sera feita por
profissionais treinados e competentes. Os riscos envolvidos neste projeto referem-se a
coleta de sangue, o constrangimento durante a coleta dos dados e o tempo de espera para
atendimento. A coleta de sangue pode ser um pouco desconfortavel e o brago apresentar
um pequeno hematoma, que é uma area arroxeada no local da coleta. Todos 0s riscos
serdo minimizados, pois o0s procedimentos serdo realizados por profissional habilitado e
orientados para reduzir os riscos. Os participantes da pesquisa, se caso aceitar, nao tera
beneficio direto com os resultados, sendo estes voltados para a pesquisa e
monitoramentos de tumores do trato gastrointestinal, auxiliando para que ocorra um
melhor diagndstico, de forma mais rapida, facilitando assim o inicio dos tratamentos
futuramente.

Conforme Resolu¢do CNS n°466/2012, para participar deste estudo vocé ndo terd
nenhum custo, nem recebera qualquer vantagem financeira. VVocé sera esclarecido sobre
0 estudo em qualquer aspecto que desejar e estara livre para participar ou recusar-se em
qualquer momento. A sua participacdo € voluntaria e a recusa em participar ndo acarretara
qualquer penalidade ou modificacdo na forma em que é atendido pelo pesquisador. O
pesquisador ird tratar a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo. Os resultados
da pesquisa estardo a sua disposicdo quando finalizada. Seu nome ou o material que
indique sua participacdo ndo serd liberado sem a sua permissdo. O Sr. ndo sera
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identificado em nenhuma publicacdo que possa resultar deste estudo. Este termo de
consentimento encontra-se impresso em duas vias, sendo que uma copia sera arquivada
pela pesquisadora responsdvel Maria de Fatima Deodato de Souza, e-mail:
deodatomariadefatima@gmail.com, fone: (81) 99642-3350, no Ndcleo de Pesquisa em
Inovacdo Terapéutica Suely Galdino NUPIT-SG localizado no 1° andar do Prédio da
Diretoria de Inovagdo e Empreendedorismo - DINE (ao lado do Dept. de Educacéo Fisica)
cujo endereco € Universidade Federal de Pernambuco, Av. Prof. Moraes Rego S/N -
Cidade Universitaria, CEP: 50.670-901 Recife — PE, por um periodo minimo 5 anos e a
outra sera fornecida a vocé.

Eu, , portador do documento de
Identidade fui informado dos objetivos da pesquisa
“AVALIACAO FUNCIONAL E CLINICA DO PERFIL DAS GALECTINAS EM
TUMORES PRIMARIOS DO TRATO GASTROINTESTINAL”, de maneira clara e
detalhada e esclareci minhas duvidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas
informacdes e modificar minha deciséo de participar se assim o desejar.

Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma copia deste Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as
minhas duvidas.

Recife, de de

Nome e Assinatura participante:

Nome Assinatura pesquisador:

Nome Assinatura testemunha

Nome Assinatura testemunha

Em caso de davidas com respeito aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera consultar:
CEP / HCP- Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Cancer de Pernambuco
Av. Cruz Cabuga, 1597 Santo Amaro — Recife PE. CEP: 50040000

E-mail: cep@hcp.org.br Contato; 3217-8005
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ANEXO A - PARECER CEP - HC/UFPE

UFPE - HOSPITAL DAS
CLINICAS DA UNIVERSIDADE “& “%"}IW"F
FEDERAL DE PERNAMBUCO -

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pela Instituigao Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: AVALIAGAO FUNCIONAL E CLINICA DO PERFIL DAS GALECTINAS EM TUMORES
PRIMARIOS DO TRATO GASTROINTESTIMAL
Pesquisador: MARLA DE FATIMA DEODATO DE SOUZA
Area Temética:
Versio: 1
CAAE: DOO28018.1.3001.8807
Instituigio Proponente: EMPRESA BRASILEIRA DE SERVICOS HOSPITALARES - EBSERH
Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A CIENCIA E TECHOLOGIA - FACEPE

DADOS DO PARECER

Mumerce do Parecer: 3.083.401

Apresentagio do Projeto:

Trata-se de um projeto de tese da Estudante MARIA DE FATIMA DEODATO DE SOUZA sob a nrientﬂg..iu
do Professor MOACYR JESUS BARRETO DE MELO REGEI.. vinculado ao Programa de F'éE—GraI:I.Iag.Eo em
Inovagio Terapéutica da Universidade Federal de Pernambuco (UFFPE). O projeto sera realizado no
Laboratério de Imunomodulagio e Movas Abordagens Terapéuticas (LINAT), Servigo de Oncologia do
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (HC-UFPE). A proposta consiste
basicamente na analise da hipotese: Alteragles nos perfis de glicosilagdo celular estie associadas ao
comportamento de algumas fransformacgdes malignas. As galectinas constituem maoléculas multifuncionais
envolvidas em diversos processos celulares, sendo associadas em distintos fenémenos relacionados ao
cancer, como fransformagio e diferenciagdo celular, regulagio do ciclo celular, migragio, adesdo e
angiogénese. Meste sentindo, o grau de avango dos tumores do trato gastrointestinal (TG1) associados aos
perfis de expressio dessas moléculas podem fomecer informagies gue podem ser confidveis no
diagnostico e prognostico.

Para este fim realizar-se-a um estude com 500 pacientes maiores de 18 anos, provenientes do Servigo de
COncologia do HC-UFPE e diagnosticados com cancer: gastrico, pancredtico, hepatico ou de vesicula biliar.
Todos os pacientes serdo submetidos a coleta de 13 mil de sangue. As amostras de sangue serdo

Endersgo:  Av. Professor Moraes Rego, S/M, 3° andar do prédio principal (anfermarnas)

Balrmo: Cidase Univessitana CEP: 50670904
UF: PE Municipio: RECIFE
Talefone: [51)2126-3743 E-mall: caphcufpef@gmall.com

Prisgirea 11 o 8



ANEXO B - PARECER CEP - SPCC

SOCIEDADE PERNAMBUCANA
DE COMBATE AO CANCER- W mo
SPCC

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: [Avaliagio Funcional e Clinica do Perfil das Galectinas em Tumores Primarios do Traio

Gastrointestinal).
Pesquisador: MARLA DE FATIMA DEODATO DE SOUZA
Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 28501319.3.0000.5205
Instituigio Proponente: SOCIEDADE PERMAMBUCANA DE COMBATE AQ CANCER -SPCC
Patrocinador Principal: FUNMD APOIO CULTURA EMSING PESQUISA E EXTENSAD DE ALFEMA

DADOS DO PARECER
Mumers do Parecer: 3.780.280

Apresentagio do Projeto:

Os tumores do frato gastrointestinal (TGI) configuram grande parte dos tumores em humanos, apresentando
elevada incidéncia e alta mortalidade. Apesar dos avangos nas (ltimas décadas no campo da biologia
molecular, as abordagens para diagnostico precoce e acompanhamento ainda permanecem limitadas. As
galectinas desempenham importantes papeis mo processo carcinogénico, incluindo a transformagio e
profiferagso, regulagio do ciclo celular, adesdo, metistase entre outros. No entanto, os dados sobre os
perfis de expressio das galectinas em tumores do trato digestive ainda s3o discrepantes. Dessa forma, o
estudo desses aspectos representa uma importante ferramenta que podera identificar novos marcadores
biclogicos/ou alvos terapéuticos.

Objetivo da Pesquisa:

4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

Analisar comparativamente o perfil das galectinas em tumores do trato gastrointestinal visando sua
utilizagdo como biomarcador clinico ou alve terapéutico.

4.2 OBJETIVOS ESFECIFICOS

- Investigar a expressio diferencial das galectinas em amostras de tumores do trato gastrointestinal atraves
da imuno-histoquimica;

Endersgo:  Av. Cnz Cabuga, 1597

Balrro:  Sanio Amarn CEP: 50 .040-000
UF: PE Municiplo: RECIFE
Talefone: (51)3217-8005 Fax- (81)3217-3005 E-mall: capbhcp.om br
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