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Resumo

No presente estudo foram investigados os niveis de expressdo génica e
protéica da anexinal (ANXAL/AnxAl) e gdectinal (LGALSVGal-1) na
carcinogénese do estdmago e associacdes com infeccdo pela Helicobacter pylori e
0 genotipo de viruléncia bacteriano cagA+. A andlise foi realizada em 40 bidpsias
de mucosa géstrica com gastrite crénica (CG), 20 de cancer gastrico (GA) e 10 de
mucosa norma (C), pelas técnicas de gPCR para quantificar os niveis de RNAm;
imuno-histoquimica para caracterizar a expressao protéica na mucosa gastrica, e
PCR para diagnéstico molecular da H. pylori e cepa cagA+. O estudo mostrou
resultados inéditos quanto a expressao desses genes em gastrite cronica, ainda sem
descricBes na literatura. Foi demonstrada expressao relativa elevada do mRNA de
ANXA1 em 80% dos casos de GA (média de 4,38 + 4,77) e em 90% dos casos de
CG (média de 4,26 + 2,03), sem diferenca significante entre os grupos (p = 0,33).
O gene LGALSL apresentou expressdo elevada em 60% dos casos GA (média de
2,44 + 3,26) e, expressao congtitutiva na CG (média de 0,43 + 3,13), mostrando,
portanto, diferenca significante entre os grupos (p < 0,01). A imuno-histoquimica
revelou que as proteinas AnxA1l e Gal-1 ndo sao expressas na mucosa normal. Ao
contrario, durante o processo inflamatério de CG, imunomarcacdo citoplasmatica
positiva para a AnxA1l foi observada na por¢do basal do epitélio e estroma e, para
Gal-1 aexpressdo foi constatada na porgéo apical e borda estriada do epitélio além
do estroma. No adenocarcinoma tipo intestinal foi observada expresséo
citoplasmética em toda extens@o epitelial e estroma tanto para a AnxAl quanto
para a Gal-1. Por outro lado, no tipo difuso imunomarcagdo positiva também foi
observada no nicleo e membrana plasmética de ambas as proteinas. A infecgdo
pela H. pylori néo revelou associagdo com a expressao de ambos os genes, mas o
gendtipo cagA+ bacteriano esté associado a expressdo cerca de 2,5 vezes maior
do gene ANXAL nos pacientes positivos para essa cepa no grupo GA (p < 0,01).
Quanto ao tipo histolégico do tumor ndo houve associagdo com os niveis de
expressdo de ambos 0s genes, mas associagdo positiva foi observada quanto aos
nivels de expressdo elevados da ANXALl e LGALSL com sexo feminino ao se
comparar 0s grupos de cancer e gastrite. Em conclusdo, expressdo aumentada de
ANXAL1 é observada desde os estégios iniciais da carcinogénese géastrica, enquanto
a expressao de LGALSL encontra-se aumentada apenas no adenocarcinoma,
indicando o envolvimento desses genes na carcinogénese do estémago.

Palavras-chave: cancer gastrico; gastrite; anexina-l, gaectina-1;
Helicobacter pylori; CagA.



Abstract

In this study we investigated the levels of gene and protein expression of
annexin-1  (ANXAL/Anxal) and galectin-l (LGALSVGal-1) in gastric
carcinogenesis and associations with Helicobacter pylori infection and bacterial
virulence genotype cagA+. The analysis was performed in 40 biopsies of gastric
mucosa with chronic gastritis (CG), 20 with gastric cancer (GA) and 10 of normal
mucosa (C), by the techniques of gPCR to quantify mRNA levels,
immunohistochemistry to characterize the protein expression in gastric mucosa,
and PCR for molecular diagnosis of H. pylori cagA+ strains. Thisisthe first study
regarding the expression of these genes in chronic gastritis. High
ANXAlexpression levels were demonstrated in 80% of GA cases (mean 4.38 +
4.77) and in 90% of GC cases (mean 4.26 + 2.03), with no significant difference
between groups (p = 0.33). High LGALSL gene expression was found in 60% of
GA cases (average 2.44 + 3.26), and congtitutive expression was found in CG
(mean 0.43 + 3.13), showing therefore a significant difference between groups (p
<0.01). Immunohistochemistry revealed that the proteins AnxAl and Gal-1 are
not expressed in norma mucosa. In contrast, during the inflammatory process of
CG, positive cytoplasmic immunostaining for AnxA1l was observed in the basal
epithelium and stroma, and Gal-1 expression was detected in the apical portion
and dtriated border of the epithelium and stroma. In intestinal-type
adenocarcinoma was observed cytoplasmic expression in all epithelial and stromal
extension for both AnxAl and Gal-1. On the other hand, in diffuse-type
adenocarcinoma positive immunostaining was also observed in the nucleus and
plasma membrane of both proteins. Infection by H. pylori showed no association
with the expression of both genes, but the genotype cagA+ is associated with
about 2.5 times higher ANXAL expression in patients positive for this strain in the
GA group (p <0.01). Concerning the histological type of tumor no association was
found regarding the expression levels of both genes, but positive association was
observed comparing groups of cancer and gadtritis for female gender and high
expression of ANXA1 and LGALSL. In conclusion, increased expression of ANXAL
has been observed since the early stages of gastric carcinogenesis, while the
expression of LGALSL is increased only in adenocarcinoma, indicating the
involvement of these genes in gastric carcinogenesis.

Key-words: gastric cancer; gastritis; annexin-1; galectin-1; Helicobacter pylori;

CagA.
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| —Introducéo
O estdbmago é um 6rgdo sacular que se une superiormente ao esdfago por meio

da céardia e inferiormente ao duodeno pelo piloro. Apresenta trés regides distintas
- o fundo, o corpo e o0 antro — sendo que a principa caracteristica da sua fisiologia
€ a secrecdo de &cido cloridrico (Figura 1). A mucosa gastrica também secreta
muco e bicarbonato e, juntamente com a barreira epitelial, forma uma camada
protetora contra diversas lesdes, sendo a mais grave delas o cancer (ROBBINS;
COTRAN, 2005).

Apesar do consideravel declinio nas taxas de incidéncia e mortalidade nas
Ultimas décadas, o cancer de estdmago apresenta-se, mundialmente, como o
guarto tipo de neoplasia mais comum e a segunda causa de morte relacionada ao
cancer (BRENNER; ROTHENBACHER; ARNDT, 2009). Contudo, observa-se
uma variacdo na sua incidéncia, apresentando taxas mais elevadas na Coréia,
Japao, leste da Asia e Europa e areas da América Latina (PEEK; BLASER, 2002).
No Brasil, de acordo com a Estimativa de Incidéncia de Cancer, ocupa o0 quinto
lugar em incidéncia entre as mulheres e o terceiro entre os homens, com uma
estimativa de 21.500 casos novos para 2010 (INCA, 2010).

Figura 1. Anatomia do estdmago, mostrando as trés regies morfol ogicamente distintas que o
comp&em — fundo, corpo e antro. Adaptado de PEEK; BLASER, 2002.
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O adenocarcinoma géstrico representa 90-95% das neoplasias malignas do
estbmago e é classificado conforme caracteristicas histopatol gicas e clinicas em
tipo intestinal ou difuso (LAUREN, 1965). O adenocarcinoma tipo intestinal (bem
diferenciado) é mais prevalente em pessoas mais idosas e do sexo masculino, ao
passo que o difuso (pouco diferenciado) ocorre em individuos jovens e
principalmente em mulheres, apresentando, freqlientemente, condi¢do hereditéria
(SAIKAWA et a., 2010).

A incidéncia do tipo intestinal tem aumentado na maioria dos paises, ao
contrério do difuso que permanece com taxas bastante estéveis (CARNEIRO et
al., 2008). O adenocarcinoma tipo intestinal esté geralmente localizado no corpo e
antro do estdmago, enquanto o tipo difuso localiza-se na regido da cérdia, no terco
superior do estdmago (CERVANTES et al., 2007).

A progressdo da doenca é determinada por multiplos fatores, incluindo a
predisposicdo genética do individuo e fatores intrinsecos, infeccdo pela bactéria
Helicobacter pylori e outros fatores ambientais como a dieta e os habitos tabagista
e etilista (HAMAJMA et al., 2006). Uma alimentacdo com baixo consumo de
frutas e vegetais (LUNET; LACERDA-VIEIRA; BARROS, 2005) e consumo
elevado de nitrato, alimentos defumados, enlatados, com corantes ou conservados
no sal sdo fatores de risco para o aparecimento de cancer géstrico. Outros fatores
como a ma conservagao dos alimentos e a ingestéo de agua proveniente de pocos
gue contém concentracdo elevada de nitrato também estdo relacionados (INCA,
2010).

Os nitritos e nitratos usados para conservacdo de alguns tipos de alimentos
se transformam em nitrosaminas no estdmago, as quais tém acdo carcinogénica
potente. Portanto, sao responsaveis pelos indices atos de cancer de estbmago em
popul agbes que consomem alimentos com estes compostos de forma abundante e
freqUente (INCA, 2010). Por outro lado, os carotendides, as vitaminas C e E, 0
folato e 0 selénio presentes em frutas e vegetais e a refrigeragdo dos alimentos
estdo relacionados a diminuicdo do risco de aparecimento dessa neoplasia
(SAIKAWA et al., 2010).
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O hébito tabagista também é considerado um fator de risco significante
umavez gque 0s carcindgenos presentes no cigarro, como o cloroférmio e o etanol,
agem na estimulacdo da proliferacdo celular. Além disso, evidéncias crescentes
indicam que a nicotina, devido a sua agdo na proliferacéo e apoptose em vérias
células cancerosas, € um dos componentes tumorigénicos mais ativos no cigarro.
O tabagismo aumenta a angiogénese, os niveis de VEGF (fator de crescimento
endotelial vascular) e o crescimento tumoral, induzindo a fosforilagdo de Bad,
uma proteina com atividade pro-apoptética da familia do Bcl2, responsével pela
sobrevivéncia das células cancerosas (SHIN; CHO, 2005).

O efeito conjunto do fumo e do &cool tem um papel importante no
desenvolvimento desta neoplasia, especialmente na regido da céardia (INOUE et
al., 1994). A oxidacdo do etanol gera primariamente acetaldeido que apresenta
efeitos carcinogénicos e mutagénicos diretos. Esse metabdlito interfere em muitos
sitios de sintese e reparo do DNA, o que pode resultar no desenvolvimento
tumoral (JELSKI; SZMITKOWSKI, 2008).

Os mecanismos moleculares que participam da carcinogénese géastrica
incluem alteracBes genéticas e epigenéticas em oncogenes, genes supressores de
tumor, moléculas de adesdo celular e reguladores do ciclo celular. Além disso, a
instabilidade genética e as alteracBes de fatores de crescimento, bem como de
citocinas, podem contribuir para a carcinogénese do estbmago. Notavel mente, séo
observadas diferencas nas vias moleculares que direcionam o cancer tanto para o
tipo intestinal quanto para o tipo difuso (SMITH et al., 2006).

Dentre esses mecanismos podem ser citadas alterages nos genes CDH1,
EGFR, ERBB2, MMR, KRAS, PIK3CA, C-MET, K-SAM, C-MYC, TP53, APC,
RARS, Bcl-2, RUNX3, PTEN, p27 e pl6 (revisdo em CARNEIRO et al., 2008,
PANANI, 2008). Algumas dessas alteracfes genéticas podem ser utilizadas como
marcadores moleculares para o diagndstico precoce e o0 prognostico da doenca,
podendo auxiliar na conduta terapéutica dos pacientes.

A progressdo do adenocarcinoma do tipo intestinal € descrita como um
processo de multiplas etapas, podendo manifestar-se a partir da gastrite crénica

gue evolui para atrofia glandular, metaplasia intestinal, displasia e carcinoma, com
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subsequiente disseminagcdo metastética (CORREA, 1988). Portanto, um dos fatores
mais importantes na carcinogénese do estbmago € a inflamagdo da mucosa
gastrica caracterizando a gastrite.

A gastrite aguda, em que ocorre infiltracdo de neutrofilos, é raramente
observada em bidpsias de rotina devido a sua caracteristica transitéria, enquanto a
gastrite cronica, caracterizada pela presenca de linfocitos e plasmacitos, é uma
lesdo bastante frequente. Na gastrite cronica, as lesdes véo desde processo
inflamatério superficial até a atrofia do epitélio. Aproximadamente 10% dos
pacientes com atrofia gastrica desenvolvem adenocarcinoma em um periodo de 15
anos (CHELI; GIACOSA, 1983), motivo pelo qual é considerada uma lesdo pré-
maligna (GENTA, 1998).

Os mecanismos pelos quais a inflamagdo crbnica leva a lesdes pré-
cancerosas incluem ainducgéo de estresse oxidativo, alteragdo daraz&o entre ataxa
de proliferacdo e de apoptose, a secrecdo de citocinas inflamatérias (MATY SIAK -
BUDNIK; MEGRAUD, 2006), danos diretos a0 DNA e estimulagio da
angiogénese. Além disso, a inflamagdo crénica do trato gastrintestinal também
afeta a adesdo e atransformagdo celular (LEE et ., 2009).

A H. pylori é o fator etiolégico mais fortemente associado a gastrite
crénica, Ulcera péptica, linfoma MALT, cancer gastrico (HUANG et a., 2003;
KANDULSKI; SELGRAD; MALFERTHEINER, 2008) e a suas lesdes
precursoras (ASAKA et al., 2001; XUE et al., 2001). Portanto, esta bactéria foi
classificada, em 1994, pela Organizacdo Mundia de Saide (WHO) como
carcinégeno humano classe 1. A H. pylori esté presente em 90% dos pacientes
com gastrite cronica que afeta o antro (ROBBINS; COTRAN, 2005) e, em 77%
dos pacientes com tumores da regido do corpo e do fundo do estbmago
(NGUYEN et al., 2008).

Essa bactéria Gram-negativa afeta cerca de metade da populagdo mundial
(PEEK; BLASER, 2002; SEPULVEDA; GRAHAM, 2003; SUERBAUM;
JOSENHANS, 2007), sendo transmitida pelas vias gastro—oral, oral—oral e fecal—
oral (VALLE; VITOR, 2010). Em paises em desenvolvimento, essa estimativa

pode se estender para 80% da populagdo, sendo o curso da infeccdo marcado por
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diversas manifestagdes além da gastrite cronica, como problemas de crescimento e
desnutricdo devido a alteraces nos processos de digestdo e absorcdo de alguns
nutrientes (AKCAM, 2010).

Apesar da frequéncia elevada de pessoas infectadas, cerca de 70% delas
s30 assintométicas (VALLE; VITOR, 2010). A infeccdo geralmente ocorre na
infancia e alguns fatores estdo relacionados, como desenvolvimento econémico e
social (LEHOURS; YILMAZ, 2007), baixo nivel educacional, caréncia de
préticas higiénicas durante a infancia, familias com muitos membros, auséncia de
sanitarios intra-domiciliares, bem como de tratamento de &gua para consumo
(NOURAIE et al., 2009). Isso explica as maiores taxas de incidéncia de cancer de
estdmago em paises em desenvol vimento.

A H. pylori esta adaptada para colonizar o ambiente &cido do estdmago.
Muitos fatores, incluindo a producdo da enzima urease, responsavel pela
degradagdo da uréa em amonia, e a proteina transportadora de uréia, sdo
importantes na manutencdo de um microambiente com pH neutro (SCOTT et al.,
1998; WEEKS et a., 2000; AMIEVA; EL-OMAR, 2008). A secrecdo da urease,
além de proteger contra a acidez do estdmago, também causa inflamac&o e dano
celular no epitélio (MOBLEY; HU; FOXAL, 1991).

Para colonizar o ambiente géstrico por um longo periodo, a H. pylori
precisa ndo somente vencer as barreiras fisicas e celulares, mas também subverter
0 sistema imune do hospedeiro. A proteina Hp-NAP apresenta atividade de
ativacdo de neutréfilos e pode induzir o recrutamento de leucécitos
polimorfonucleares (PMNs) (SATIN et a., 2000). No entanto, a bactéria
apresenta muitos fatores que reduzem a inflamagéo ou o reconhecimento pelo
sistema imune. Além disso, apesar de ser um patdgeno predominantemente
extracelular, induz preferencialmente a resposta das células Tyl que respondem
aos patdgenos intracelulares (BAMFORD et al., 1998).

Aproximadamente 20% das bactérias H. pylori do estbmago estdo aderidas
ao muco das células epiteliais (HESSEY et al., 1990) e, apresentam tropismo
pelas juncbes intercelulares, podendo causar mudangas no citoesqueleto

(NECCHI et al., 2007). Essas observacbes sugerem que a adesdo envolve
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interagdes moleculares com a mucosa géstrica que podem levar a modificagdo da
superficie celular.

Este processo de adeséo da H. pylori pode ser usado para causar danos ao
epitélio, induzir a inflamagdo e liberar toxinas. Particularmente, a proteina
bacteriana SabA (sialic acid-binding adhesin) se liga & mucosa inflamada e ativa
neutrofilos devido a sua semelhanga as selectinas do hospedeiro (PETERSSON et
al., 2006). Os fatores de viruléncia bacterianos CagA (cytotoxin-associated gene A
antigen) e VacA (vacuolating cytotoxin) também estdo intimamente relacionados
a ades8o, sugerindo que sua importancia é a internalizacdo de toxinas pela célula
hospedeira (AMIEVA; EL-OMAR, 2008).

Além desses, outros fatores de viruléncia incluindo IceA (induced by
contact with epithelium) e BabA (blood group antigen-binding adhesion) também
permitem 0 sucesso nha colonizagdo da mucosa (PEEK; BLASER, 2002;
LADEIRA; SALVADORI; RODRIGUES, 2003; RIEDER; FISCHER; HAAS,
2005; BACKERT; MEYER, 2006; AMIEVA; EL-OMAR, 2008). Na Figura 2
estdo ilustrados os efeitos gerais dos fatores de viruléncia da H. pylori na mucosa
gastrica.

O gene vacA codifica uma proteina responsavel por vacuolizar as células
hospedeiras e estimular a apoptose de células epiteliais (RUDI et al., 1998).
Aproximadamente 50% das cepas de H. pylori expressam a proteina VacA e, sua
expressdo estd relacionada a expressdo do cagA (TUMMURU; COVER;
BLASER, 1993). Cepas vacA+ sdo0 mais comuns entre individuos com cancer
gastrico do que em individuos com gastrite (MIEHLKE et al., 2000). O gene
apresenta ampla diversidade alélica, sendo algumas variantes de maior viruléncia
como vacA s1/ml1/i1 (NGUYEN et al., 2008).

A proteina BabA, codificada pelo gene babA2, é uma proteina de
membrana que se liga a0 antigeno do grupo sanguineo Lewis® (Le°) nas células
epiteliais géstricas. As cepas bacterianas que possuem esse gene estdo
relacionadas a0 adenocarcinoma de estbmago (GERHARD et al., 1999). Sua
presenca esta associada ao cagA e vacA sl; sendo que as cepas que possuem esses

trés genes conferem maior risco para 0 cancer gastrico. Cepas babA+ aderem
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mais fortemente as células epiteliais, 0 que pode promover a carcinogénese
(PEEK; BLASER, 2002).

O gene iceA, que codifica uma endonuclease que reconhece a sequéncia
CATG, esta associado a Ul cera péptica e ao cancer gastrico, sendo que a expressao
desse gene é regulada pelo contato da bactéria com as células epiteliais da mucosa
gastrica (KUSTERS; VAN VLIET; KUIPERS, 2006).

A proteina CagA, codificada pelo gene cagA localizado na ilha de
patogenicidade cag-PAl, interage diretamente com as células epitdiais do
hospedeiro. A ilha cag-PAl contém mais de 30 genes, incluindo agueles que
coletivamente codificam o sistema de secrecdo tipo 4 (T4SS) que conecta 0
citoplasma bacteriano as células epiteliais do hospedeiro (ODENBREIT et al.,
2000).
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Figura 2. Representacdo esquemética destacando ainteracdo entre a H. pylori e a mucosa géastrica.
(a) O sitio preferencial de adesdo da bactéria € o muco. Algumas cepas se ligam ao epitélio pelas
proteinas BabA ou SabA. (b) Proteinas excretadas na superficie bacteriana. (c) Transducdo de
sinais na célula epitelial desencadeada pela translocagé@o da CagA da bactéria. (d) Possiveis efeitos
de VacA nas células do sistemaimune, como inibi¢do da proliferagdo das cdulas T e apresentagéo
de antigenos pelas células B. Grb2 - growth factor receptor-binding protein 2; JAM - Junctional
Adhesion Molecule; PLC-g - phospholipase Cg; SabA - Salic Acid-binding Adhesin. Adaptado de
RIEDER; FISCHER; HAAS, 2005.
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Nas células hospedeiras, a cauda C-terminal da proteina CagA é alvo de
fosforilagdo (YE et a., 2004) e, uma vez fosforilada pela familia das Src quinases,
CagA permanece préxima a membrana plasmética, onde interage com varias
proteinas do hospedeiro, desencadeando sinais que ativam os receptores de fatores
de crescimento de tirosina-quinases, como c-met. Desse modo, CagA afeta as
atividades de proliferacdo, adesdo e organizagdo do citoesgueleto das células
epiteliais (ATHERTON; BLASER, 2009).

Uma hip6tese que unifica os multiplos efeitos da proteina bacteriana
fosforilada € que ela imita a funcéo da proteina Gab-1, que serve como sitio de
ligagéo para a tirosina fosfatase SHP2100 e c-met fosforilada (HAMADA et d.,
2000). Assim como a Gab-1, CagA pode se ligar a proteina adaptadora Grb2 e,
entdo, ambas ativam a proteina adaptadora Crk que ira ativar a via ERK/MAPK
(ATHERTON; BLASER, 2009).

Além disso, CagA perturba o controle do ciclo celular e induz a invasdo
das células epiteliais pela ativagdo de metaloproteases de matriz (ISOMOTO et
al., 2005). Isso tudo esta relacionado a carcinogénese, sugerindo muitos
mecanismos pel os quais CagA pode contribuir para o cancer.

A proteina CagA foi inicialmente utilizada como biomarcador para
algumas doencas como Ulcera péptica (HANSSON et al., 1996) e adenocarcinoma
gastrico (OH; KARAM; GORDON, 2005). Alguns estudos indicam um risco 28,4
vezes maior para desenvolvimento de neoplasia em pacientes CagA positivos
(GIANNAKIS et a., 2008). Cepas cagA+ também tém sido associadas com
aumento da inflamacdo, proliferagdo celular e metaplasia da mucosa gastrica
(ATHERTON; BLASER, 2009).

Dados recentes expandiram o conceito de que a inflamagdo € um
componente critico na progressao tumoral. Muitas neoplasias surgem a partir de
sitios de infeccao, irritagdo cronica e inflamagdo. Desse modo, o microambiente
tumoral mantido pelas células inflamatérias € um componente indispensavel no
desenvolvimento neoplasico, uma vez gue nele ocorrem processos como a

proliferacdo celular, sobrevivéncia e migragdo (COUSSENS; WERB, 2002).
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Além disso, células tumorais podem expressar moléculas de sinalizacéo do
sistema imune inato, como as selectinas e quimiocinas e seus receptores para
invasdo, migracdo e metastase (COUSSENS; WERB, 2002). Os mecanismos que
mediam a inflamagdo incluem danos diretos ao DNA; inibicdo da apoptose e
estimulacdo da angiogénese. A inflamac&o cronica do trato gastrintestinal também
afeta a proliferacdo, adesdo e transformacédo celular (LEE et al., 2008).

Portanto, um dos focos das pesquisas em cancer tem sido direcionado para
0 estabelecimento dos efeitos da inflamagdo crbnica e na determinagdo dos
mecanismos envolvidos neste processo. Uma melhor compreensdo desses
mecanismos poderia gjudar na estimativa de risco individual ou populacional para
0 cancer gastrico, além de melhorias no progndstico dessa neoplasia.

Esses fatores judtificam estudos em genes cujas proteinas estgjam
envolvidas na resposta inflamatoria do hospedeiro a infeccdo pela H. pylori,
podendo estar relacionados com a carcinogénese gastrica. Desse modo, as
proteinas anti-inflamatérias anexina-1 (AnxAl) e galectina-l (Gal-1), que sdo
importantes moduladoras da resposta inflamatéria, tém sido alvos de varias
pesquisas ndo apenas em doencas inflamatdrias, mas também em diversos tipos de
neoplasias (revisdo em HAYES; MOSS, 2004; ALMKVIST; KARLSSON, 2004).

A AnxA1l foi identificada em macréfagos peritoniais de ratos como uma
proteina induzida por glicocorticoides com potente acdo anti-inflamatéria
(FLOWER; BLACKWELL, 1979). Juntamente com outras doze proteinas,
AnxAl compde a superfamilia das anexinas dependentes de célcio e que se
acoplam a fosfolipidios, estando relacionadas a multiplos processos moleculares e
celulares (ALVES et al., 2008). Essa propriedade permite que essas moléculas se
associem a membrana plasmética de modo reversivel, estando, portanto,
envolvidas na organizagdo do citoesqueleto; no transporte de substancias; no fluxo
de ions; na diferenciacdo e na migracéo celular (GERKE; MOSS, 2002).

A AnxAl, cujo gene (ANXAL) localiza-se na regido cromossdmica 9g12-
g21.2 (HUEBNER et a., 1988), apresenta 37 kDa e um dominio C-terminal
altamente conservado entre as anexinas, que contém quatro (ou oito, no caso da

AnxAB) sequiéncias repetidas de 70 aminoécidos. A sequiéncia N-terminal de cada
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anexina € Unica e parece conferir a especificidade individual. No caso da AnxAl,
o0 dominio N-terminal contém 44 aminoé&cidos e inclui sitios para fosforilacéo,
glicosilagdo e acetilacdo (BUCKINGHAM et al., 2007).

Os receptores para as anexinas sdo da familia dos peptideos formilados
(FPR) (GERKE; MOSS, 2002). Por meio de um membro desta familia (FPRL-1)
a anexina exerce suas agdes contra-regulatorias no extravasamento de neutréfilos
(GASTARDELO et al., 2009). Membros dessa familia foram primeiro descritos
nos neutréfilos humanos e mondcitos como receptores quimioatrativos que
respondem especificamente aos peptideos n-formilados. Como apenas proteinas
bacterianas e mitocdndrias sdo fontes naturais desses peptideos, foi sugerido que
os FPRs estdo envolvidos na mediacdo do trafego de fagdcitos para os sitios de
invasdo bacteriana ou dano tecidual (JONH et al., 2008).

As anexinas sdo sollveis e localizam-se no citoplasma das células,
movendo-se para a membrana plasmatica quando a concentragdo de célcio estd
elevada. As anexinas também se deslocam do citoplasma para o nicleo ou para
fora da célula, sendo que ambos o0s processos parecem depender da sinalizacéo
por tirosina-quinases. A retencdo nuclear da AnxAl por mutagbes em sitios
especificos no sinal de exportagdo nuclear resulta na diminuicdo da proliferagdo
celular (ALVES et a., 2008). Sob condicdes de inflamago, a AnxA1l humana é
exportada para fora da célula e pode ligar-se a receptores de membrana, inibindo o
acumulo de céulas inflamatdrias nos locais de injuria (GERKE; MOSS, 2002).

Flower e Blackwell (1979) sugeriram que a agdo anti-inflamatéria era
devida, em parte, pela inibicdo da atividade da enzima fosfolipase A2 (PLA2) e,
conseqientemente, da inibicdo da producdo de acido araguidénico e de
eicosandides pré-inflamatdrios. Outro estudo demonstrou que outras enzimas
além da PLA2 estdo sob modulacdo pela AnxA1l, como a éxido nitrico sintase
induzivel (INOS) (PARENTE; SOLITO, 2004).

Uma variedade de estudos tem demonstrado que a proteina AnxAl
apresenta maior expressao em células do sistema imune inato do que em células
do sistema imune adaptativo. A analise em microscopia confocal e eletrénica de

leucocitos PMNs mostrou que a proteina esta parciamente presente na superficie
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celular e amplamente localizada em compartimentos citoplasméaticos segregados
(D’ACQUISTO, 2009).

A expressdo na membrana dessas células parece bloquear a sua interagdo
com o endotélio ativado. Entéo, a liberacdo de enormes quantidades de AnxAl
seguida de adeséo de PMNs na vasculatura inflamada garante que as PMNs se
libertem do epitélio e continuem sua jornada na corrente sanguinea
(D’ACQUISTO, 2009) (Figura 3).

A AnxAl é expressa por diferentes macréfagos tecido-especificos,
incluindo alveolar (AMBROSE et a., 1992), peritoneal (PEERS et al., 1993),
sinovia (YANG et al., 1998) bem como nas células microgliais (MINGHETTI et
al., 1999), o que sugere papel regulatério da molécula na atividade geral dos
macréfagos (KAMAL, FLOWER, PERRETTI, 2005). Apesar da bem
documentada atividade da AnxA 1 nos neutrofilos e mondcitosmacréfagos, pouco
se sabe sobre sua atividade nos linfécitos. Os linfocitos B humanos parecem nédo
expressar AnxA1l, enquanto as células natural killers CD56+ expressam elevadas
quantidades (KAMAL, FLOWER, PERRETTI, 2005).

Recentemente, foi descrito que a AnxAl modela positivamente a
intensidade de sinalizacdo dos receptores de célula T, o que despertou interesse no
estudo desta proteina na diferenciagdo dos linfocitos T (D’ACQUISTO et al.,
2007; D’ACQUISTO; PERRETTI; FLOWER, 2008). D'Aquisto et a. (2009)
relataram que a estimulagdo de células T resulta na ativagdo de uma via de
sinalizagdo na qual FPRL-1 é externalizado na superficie celular para ser ativado
pela AnxA1 enddgena que é simultaneamente liberada.

Alguns estudos também tém relatado a expressdo de AnxAl em células
epiteliais como a mucosa nasal (RODRIGO et al., 2004; SENA et al., 2006),
pulma&o, placenta, timo, prostata e glandula submaxilar (BAI et a., 2004), laringe
(SILISTINO-SOUZA et al., 2007) e epitélio escamoso cervica (WANG et al.,
2008). No entanto, algumas células ndo expressam, ou expressam em baixa
guantidade, essa proteina, como € o caso das células estromais cervicais (WANG
et al., 2008), musculos, cérebro, figado (BAI et al., 2004) e estbmago (MARTIN
et al., 2008).
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Figura 3. A hipotese da liberacéo de AnxA1. A adesdo do leucdtcito (representado pelo neutrdfilo)
€ 0 estimulo 6timo requerido para a mobilizagdo de AnxA1l. Quando ndo ha estimulo, a AnxAl
esta localizada no citoplasma, mas quando ocorre o estimulo, ela é externalizada na superficie
celular e se ancora & membrana plasmética de modo Ca'*-dependente. O mecanismo pelo qual a
AnxA1l inibe a adesdo do neutrdfilo ndo esta esclarecido. Adaptado de PERRETTI, 2003.

Outras funcdes relacionadas a essa classe de proteinas anti-inflamatorias
sd0 o crescimento celular, fusdo de membrana, endocitose e exocitose, transdugdo
de sinais, diferenciacdo de queratinécitos, apoptose, inibicdo da proliferacdo
celular, regulagdo da proteina MAP (mitogen-activated protein), do fator de
crescimento epidermal (EGF) e do fator de crescimento do hepatécito (HGF)
(HUO; ZANG, 2005; ALVES et al., 2008; JONH et al, 2008). Portanto alteractes
genéticas e niveis de expressdo anormal da AnxAl podem contribuir para a
origem de doencas relacionadas com processos inflamatorios, doenca
cardiovascular e cancer (ALVES et a., 2008).

Outra classe de proteinas envolvidas na resposta inflamatoria € a familia
das galectinas, que tém a capacidade de se ligarem a residuos glicosilados
(PACIENZA et a., 2008). Essas proteinas reconhecem seqiéncias N-
acetilglicosaminadas que podem estar presentes em N- ou O-glicanos nos
glicoconjugados da superficie celular (RODIG et a., 2008). Elas estéo envolvidas
no crescimento celular, apoptose, adesdo celular, resposta imune e transformagéo

maligna. Apesar de terem sido descritas quinze proteinas dessa familia nos
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mamiferos, classificadas em trés grupos conforme dominios de reconhecimento de
carboidratos (CDRs) (HOKAMA, MIZOGUCHI, MIZOGUCHI, 2008) as
galectinas 1 e 3 sd0 as mais estudadas (PACIENZA et al., 2008).

As galectinas estdo presentes no citosol e no nlcleo e, apesar da auséncia
de um peptideo-sinal, podem ser secretadas para 0 meio extracelular por vias
desconhecidas. A gaectina 1 (Gal-1) esta presente no epitélio, endotélio e
macrofagos ativados e, quando produzida pelas células circulantes ou endoteliais,
pode induzir a ligacdo de leuctcitos ao endotélio por meio da interagdo com 0s
carboidratos da superficie celular, mediando a adesdo quando a via da integrina é
insuficiente  (ALMKVIST; KARLSSON, 2004). Além de suas atividades
extracelulares, as galectinas podem regular processos intracelulares como o
splicing de pré&-RNAm, progressio do ciclo celular e sobrevivéncia
(RABINOVICH; ILARREGUI, 2009).

A Gal-1, cujo gene (LGALSL) foi mapeado em 22913.1 (MEHRABIAN et
al., 1993), regula a imunidade adaptativa pelo controle da sobrevivéncia das
células T, da secregdo de citocinas e da migracdo transendotelial. Além disso, a
Gal-1 pode atuar como um €elo entre a imunidade inata e adaptativa por modular a
fisiologia dos neutrdfilos, mondcitos e células dendriticas, se apresentando como
uma molécula de acdo anti-inflamatdria (le MERCIER et al., 2008).

Ela apresenta expressdo elevada em células T CD4+CD25+ e, suas
propriedades anti-inflamatérias tém sido estudadas em vé&ios modelos de
inflamagdo cronica e doengas auto-imunes como encefalomielite autoimune
(OFFNER et a., 1990), artrite (RABINOVICH et a., 1999), uveite (TOSCANO
et al., 2006), hepatite (SANTUCCI et ., 2000) e diabetes (PERONE et al., 2006).

A Gal-1 mantém a homeostase das células T e, portanto € expressa no
estroma do timo e nas células T ativadas, sendo que no timo ela promove a
apoptose de células auto-reativas durante o seu desenvolvimento (revisdo em
DHIRAPONG et d., 2009).

Tem sido demonstrado que a Gal-1 pode induzir a apoptose dessas células
pelaligacdo ao receptor de células T (TCR) (VESPA et al., 1999), o que resulta na

reorganizacdo da superficie das células T e, conseglientemente, afeta a transducgéo
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do sinal. Além disso, a Gal-1 é necesséria para a ligagéo fisica e multimerizagdo
do TCR para induzir sinais de apoptose. E hipotetizado que a Gal-1 facilita a
ativacdo da apoptose de células T pela via Faz/caspase (MATARRESE et al.,
2005).

As cédlulas endoteliais humanas expressam niveis baixos de Gal-1 e, sua
expressdo aumenta consideravelmente na presenca de citocinas e LPSs
bacterianos. Quando isso ocorre, hd uma redugdo na transmigracdo de neutréfilos
e mastacitos para o local de inflamag&o e umainibic&o da migracéo de eosindfilos
(ALMKVIST; KARLSSON, 2004). O papel geral da galectina na tumorigénese
esté destacado na Figura 4.

Induz a apoptose @EMH%[J

decélulasT

w Interage com o H-
Ras

Modula ainteragéo da ‘ ’
célulatumoral coma
matriz Inibe o crescimento
m . \ wmoral
‘ Gap  Proliferagao
Modula a adeszo as

células endoteliais

Correlacionadaac
fen otipo migratdric

Figura 4. Contribuicdo da galectina-1 na progressao tumoral. Ela interage com o oncogene H-RAS
e contribui para a ancoragem da H-RAS e para transformagdo tumoral. A proteina também modula
0 crescimento, adesdo e migragdo celular, atuando, portanto, na metastase. Quando no meio
extracelular, a galectina-1 inibe o crescimento tumoral, a0 passo que intracelularmente, ela
promove a proliferacdo celular. Ela também atua na angiogénese por modular as interacfes entre
as células tumorais e endoteliais. Adaptado de RABINOVICH, 2005.

Durante o processo de iniciagdo e progressao tumoral, tem-se observado
mudancas no padrdo de expressdo de genes envolvidos em diferentes vias
metabolicas. Essas alteracdes podem estar associadas com a evolucdo tumoral e
podem ter valor prognostico (HAYES, MOSS, 2004). Portanto, mudancas nos
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niveis de expressdo de genes que atuam na resposta inflamatoria, proliferacéo,
migracdo, angiogénese e apoptose, como as anexinas e galectinas, devem ser
esperadas dentre o conjunto de genes diferencialmente expressos no processo
carcinogeénico.

Estudos recentes tém mostrado expresséo diferencial da AnxAl em alguns
tipos de cancer. Expressdo elevada dessa proteina tem sido constatada em
carcinoma de pancreas, leucemia, cancer de pele, cancer de mama, carcinoma
hepatocelular, cancer de esdfago e tumores gliais (revisdo em LIN et a., 2008).
Por outro lado, expressdo reduzida ou perda de expressdo foram observadas em
neoplasias de préstata, esdfago, estbmago, mama, cabega e pescoco, carcinoma
nasofaringeal e cancer de laringe (revisdo em ALVES et a., 2008; CAO et al.,
2008; YU et a., 2008).

Também tem sido observada uma correlagéo inversa no nivel de expresséo
da AnxAl e a graduacdo histologica de carcinomas de células escamosas de
cabeca e pescogo e de esdfago e em linfoma ndo-Hodgkin (revisdo em HAYES,
MOSS, 2004). Yu et al. (2008) avaliaram a expressao da anexina-1 em cancer de
estbmago e observaram que a diminuicdo da expressdo da proteina estava
relacionada com a progressdo tumoral, ou sgja, perda da expressdo em 64% dos
tumores primarios e em 86% dos nodos metastaticos, portanto sugerindo a AnxAl
como um biomarcador negativo no desenvolvimento e progressao tumoral.

De modo contrério, Wu et a. (2006) encontraram expressdo elevada da
proteina em cancer gastrico do tipo difuso quando comparado ao tipo intestinal.
Enquanto, Martin et al. (2008) observaram um aumento de expressdo da anexina-
1 em Ulceras géstricas, cuja marcacdo foi mais evidente no citoplasma celular nas
regides de cicatrizagao.

A expressdo elevada de galectina-l foi constatada em astrocitoma,
melanoma, cancer de prostata, bexiga, ovério, carcinomas de células escamosas
orais, carcinomas de tiredide e carcinomas de células escamosas da laringe e
hipofaringe e linfomas de Hodgkin, na maioria dos casos relacionada com a
agressividade e potencial metastético dos tumores (revisdo em RABINOVICH,
2005; RODIG et al., 2008; SAUSSEZ et a., 2008a,b; DING et al., 2009). Em
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tumores de bexiga, os niveis mais elevados de expressao foram observados em
tumores de alto grau (LANGBEIN et al., 2007).

Embora as investigacfes indiquem a AnxAl e Gal-1 como promissoras
candidatas na modulagdo da resposta inflamatéria e no desenvolvimento de
neoplasias, pouco se conhece sobre sua expressao em tecido epitelia gastrico
normal, inflamado e neoplasico, assim justificando estudos que investiguem a

expressdo dessas proteinas nestes tecidos.
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Il —Objetivos

Devido ao importante desempenho das anexinas e galectinas nos processos
inflamatdrios e neoplasicos e, em fungdo do nimero restrito de informagdes sobre
Sua expressao ha carcinogénese gastrica, o presente estudo teve por objetivo geral
investigar a relac@o entre expressao génica e protéica em processo inflamatério e
neoplésico da mucosa géstrica associados a infecgdo pela Helicobacter pylori.

Desse modo, os objetivos especificos foram:

a) avaliar a expressdo quantitativa do mRNA dos genes ANXAL (anexina-
1) e LGALSL (gaectina-1) em gastrite crénica, cancer gastrico em comparacdo a
mucosa normal pelatécnica de PCR quantitativo (QPCR);

b) avaliar a expressdo das respectivas proteinas por método imuno-

histoquimico nas mesmas amostras,

c) investigar a ocorréncia de infeccdo pela H. pylori e do gendtipo cagA+
nas amostras de gastrite e cancer gastrico e associacdo do padrdo de expresséo
génica com ainfecgéo e gendtipo bacteriano, e com outros pardmetros como sexo,

idade e tipo histol6gico do tumor.
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Abbreviations:

ACTB: B-actin gene

AnxA1l: Annexin-1

C: Control

CagA: Cytotoxin-associated gene A antigen protein
cag-PAI: cag-Pathogenecity Island
Cell-ECM: Cdll-Extracellular Matrix
CG: Chronic gastritis

DGC: Diffuse gastric cancer

EGFR: epidermal growth factor receptor
FAK: focal adhesion kinase

GA: Gastric adenocarcinoma

Gal-1: Galectin-1

H. pylori: Helicobacter pylori

HGF: Hepatocyte growth factor

IGC: Intestinal gastric cancer

IL-12: Interleucine-12

iNOS: Inducible nitric oxide synthase
I'TP: idiopathic thrombocytopenic purple

PCR: polymerase chain reaction

PIK3: Phosphoinositide-3-kinase, catalytic, alpha polypeptide

PLA2: Phospholipase A2

gPCR: Quantitative pymerase chain reaction
SHP-2: protein tyrosine phosphatase

TP53: tumor protein p53
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Abstract

The aim of this study was to investigate the levels of mMRNA and protein
expresson of annexin-1 (ANXAl) and galectin-1 (LGALSL) in gastric
carcinogenesis and association with H. pylori infection and its cagA+ genotype.
We analyzed 40 biopsies of chronic gastritis (CG), 20 of gastric adenocarcinoma
(GA) and 10 of norma mucosa (C) by gPCR and immunohistochemical assays.
High mRNA expression levels of ANXAL was observed in 80% (16/20) of GA
cases (mean 4.38+4.77) and in 90% (36/40) of CG cases (mean 4.26+2.03),
without significant difference between groups (p=0.33). However, for LGALSL in
60% (12/20) of GA cases the MRNA levels were slightly overexpressed (mean
2.44+3.26), but constitutive expression was found in CG (mean 0.43+3.13), thus
showing significant difference between the groups (p<0.01). H. pylori-cagA+
strains was associated to higher ANXAL mRNA expression level only in GA group
(p<0.01). Immunohistochemistry analysis showed that annexin-1 (AnxAl) and
galectin-1 (Gal-1) proteins are not expressed in normal epithelium, but AnxAl
was detected in the mucosa (basal epithelium and stroma) in CG biopsies. In
contrast, GA tissues showed immunostaining in al epithelium and stroma. The
Gal-1 protein was expressed in the apical portion of epithelium, striated border
and stromain CG and, in all epithelial extension and stromain GA. In conclusion,
whereas LGALSL is overexpressed only in gastric cancer, ANXAL is upregulated
in both gastritis and gastric adenocarcinoma, mainly related with H. pylori-cagA+

strains, therefore suggesting its role since early stages of gastric carcinogenesis.
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Introduction

Chronic inflammation has been recognized as a process that can trigger
cancer due to the host immune response with local expression of cytokines,
chemokines, adhesion molecules and pro- and anti-inflammatory proteins that
stimulate processes such as proliferation, survival, cell migration and
neovascularization. The strongest association between chronic inflammation and
malignancy is observed in gastric cancer induced by Helicobacter pylori infection
[1].

The inflammatory process resulting by H. pylori infection triggers a
cascade of events initialized by chronic gastritis that evolves to gastric atrophy,
intestinal metaplasia, dysplasia, and finally carcinoma [2]. The bacterium is
present in 90% of all chronic gastritis patients [3] and, in 77% of non-cardia
gastric cancers [4].

Both intrinsic factors of the host and the bacterial virulence factors are
associated with the gastric cancer development induced by H. pylori. Among the
bacterial genes is cagA, which is detected in about 63% of patients with gastric
cancer [5]. The CagA protein is internalized by the host epithelium cells, so it
disrupts the cell cycle and induces cell invasion through activation of matrix
metal oproteases [6].

Bacterial lipopolysaccharides activate several cell process including
expression of annexin-1 (AnxA1l) and galectin-1 (Gal-1), both anti-inflammatory
proteins. During the inflammatory response, AnxAl is translocated from the cell
cytoplasm to the membrane resulting in a decrease on transmigration of
inflammatory cells to the site of injury [7]. Besides, AnxAl plays its anti-
inflammatory role by inhibiting the phospholipase A2 (PLA2) and inducible nitric
oxide synthase (iINOS) activities [8]. It is also associated with modifications on
cytoskeleton, transport of molecules, ion flux, differentiation and migration, cell
growth and apoptosis[9].

Gal-1, amember of afamily of carbohydrate-binding proteins, may act as
AnxA1l in inflammatory cells transmigration, being important as well in T cells

apoptosis. It has been demonstrated that Gal-1 can promote T cell apoptosis by
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linking to T-cell receptor thus triggering the Faz/caspase cascade [10]. It aso
contributes to different events associated with carcinogenesis, including tumor
transformation, cell cycle regulation, apoptosis, cell adhesion, migration and
inflammation [11,12].

Nevertheless, not many studies have evaluated the expression of those
anti-inflammatory mediators in gastric mucosa, and in fact, regarding Gal-1
expression there is only one study in AGS cells[13]. Whereas AnxA1 was studied
in gastric tissue for three groups with discrepant findings, as increased expression
during ulcerative healing [14], loss of expression in metastatic gastric cancers
[15], and higher expression in diffuse-type gastric cancer compared to intestinal-
type [16].

Therefore, the aim of this study was to investigate the mMRNA expression
levels of annexin-1 and galectin-1 by quantitative PCR (gPCR) and expression
levels of both proteins by immunohistochemical assay in inflammatory gastric
lesion as chronic gastritis in comparison to gastric cancer. We also investigated a
possible relationship between mMRNA expression levels and H. pylori infection
and its cagA+ virulence genotype in samples of precancerous and neoplasic

lesions.

Materials and methods

Subjects

70 gastric biopsies were analyzed from individual s submitted to endoscopy
at Hospital de Base and Centro de Endoscopia Rio Preto, both in S0 José do Rio
Preto, SP, Brazil. The histopathological data was supplied respectively by the
Pathology Service and Institute of Pathologic and Citopathologic Anatomy
(IAPC).

The gastric cancer group (GA) comprised 20 individuals (14 men and six
women) with a histopathologically confirmed diagnosis of gastric
adenocarcinoma [17] with a mean age of 63.4 + 14 years (range 41 to 90 years).
Eleven cases were diagnosed as diffuse-type adenocarcinoma (DGC) and nine as

intestinal-type adenocarcinoma (IGC). The chronic gastritis group (CG) was
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composed of 40 individuals (18 men and 22 women) with a histopathologically
confirmed diagnosis of chronic gastritis [18], with a mean age of 52.5 + 15 years
(range 23 to 82 years). The biopsies for PCR and immunohistochemical analysis
were collected from the antrum and fund regions of the stomach.

The biopsies of control group (C) was obtained from 10 hedathy
individuals (seven men and three women) with no gastric dyspeptic complains
and diagnosed as histologically normal, with mean age of 35 + 10.8 years (range
19 to 52 years). None of the 70 subjects were under antibiotic or anti-
inflammatory treatment. Epidemiological data on the study population were
collected using a standard interviewer-administered questionnaire, with questions
about current and past occupation, smoking habits, alcohol intake and family
history of cancer. About 60% of all patientsin GA group were smokers and 40%
were drinkers while al patients in CG and C groups were non-smokers and non-
drinkers.

The National Research Ethics Committee of the enrolled institution
approved this work, and written informed consent was obtained from all

individuals.

Nucleic acid extraction and cDNA synthesis

Soon after collection, the biopsies were stored in RNA later solution
(Applied Biosystems) at —20°C until RNA extraction to preserve their integrity.
The nucleic acid extraction was performed according to the protocol
accompanying the reagent Trizol (Invitrogen) that allows the simultaneous
extraction of RNA and DNA. RNA and DNA concentration was determined in a
NanoDrop® ND21000 spectrophotometer.

DNA samples were stored at -20°C and used for molecular diagnosis of H.
pylori. RNA integrity was visualized by presence of 18S and 28S bands on 1%
agarose gel, and RNA samples were stored at -80°C. Total RNA was used for the
synthesis of complementary DNA (cDNA) with the enzyme reverse transcriptase.
cDNA was synthesized from 2.5 ug of total RNA using random primers and a
High Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems), according to the
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manufacturer’s instructions. The integrity of all cDNA preparations was tested by
PCR assay of a fragment of 613 bp gene ACTB (f-actin) used as control for
abundant  transcripts, whose  primers  sequences were F 5-
GGCATCGTGATGGACTCC-3 'and R: 3-GCTGGAAGGTGGACAGCG-5. The

PCR product was then visualized on 1% agarose gel.

Quantitative real-time polymerase chain reaction (QPCR)

The quantitative real-time PCR (qPCR) assay was performed by using the
GenAmp 5700 Sequence Detector (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
and was carried out according to the instructions for the SybrGreen PCR Core
Reagent (Applied Biosystems), using primers specific for the genes ANXA1 and
LGALSL [19]. The reference gene ACTB was used as internal control of the
reaction. The sequences of primers are presented in Table 1.

The expression levels of ANXAL, LGALSL and ACTB mRNA were tested
in triplicate and in al experiments negative controls were present. Samples of
normal gastric mucosa were mixed to form a pool. The gPCR assays were
performed in 10 pL of SYBR™ Green Master Mix (Applied Biosystems), 25 ng
of cDNA and 0.4 uM of ANXA1 and 0.5 uM LGALSL primers.

Thermal cycling conditions were: 2min at 50°C and 10min at 95°C for
initial denaturation, followed by 40 cycles at 95°C for 15sec and 60°C for 1min,
and a dissociation step at 95°C for 15sec, 60°C for 30sec and 95°C for 15sec. To
calculate the differential expression we used the mathematical model proposed by
Pfaffl [20]. The transcript levels were considered upregulated when the value of
gene relative quantification RQ was greater than 2 when used Log, expression.

DNA extraction and molecular diagnosis for H. pylori-cagA

To determine the infection by H. pylori, DNA samples were subjected to a
multiplex PCR reaction containing primers for the bacterial gene HpX [21] and for
CYP1Al (human housekeeping gene), which attests the integrity of DNA.
Samples H. pylori positive were subjected to a second PCR to investigate the
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virulence genotype cagA+ of the bacteria [22]. The primers sequences are
described in Table 1.

In summary, we used 5.0 pL of 10X buffer, 5.0 uL of dNTPs (1.23
mmol/L, Invitrogen), 2.0 uL MgCl; (25 mmol/L), 2.0 puL of primers (10 nmol/uL,
Invitrogen), 24.5 pL of dH»O, 5.0 pL of genomic DNA and 0.5 pL of Tag DNA
Polymerase (5U/uL, Invitrogen).

The material was processed in automatic thermocycler and it was initially
subjected to a temperature of 94°C for 5min for denaturation to occur.
Subsequently, amplification was subjected to 40 cycles at 94°C for 45sec, at 60°C
for 30sec and at 72°C for Imin and 30sec. The final extension was for 7min at
72°C. The result was seen in 2.0% agarose gel stained with ethidium bromide, in
which it was possible to observe fragments of 150 bp and 226 bp for the CYP1A1
and HpX genes, respectively.

In the second PCR to determine the presence of CagA gene the same
parameters of the previous reaction were used, except the annealing temperature,
which in this case was 52°C. The result was observed in 1.0% agarose gel stained
with ethidium bromide, in which it was possible to observe the fragment of 232

bp. Positive and negative controls were used in all experiments.

I mmunohi stochemistry study

Paraffin-embedded sections (4 um) were incubated for 20min with sodium
citrate at 96°C. Then, gastric fragments were treated with hydrogen peroxide
(H20,) at 3% diluted in methanol for 30min and washed three times in PBS (pH
7.4) for 15 min. Sections were incubated overnight at 4°C with the primary
antibody rabbit polyclonal anti-ANXA1 (Zymed Laboratories) and with polyclonal
rabbit anti-Gal-1 (Zymed Laboratories) working dilution of 1:2000 and 1:500,
respectively, with 1% bovine serum albuminin PBS.

Then, sections were washed for 15min in PBS and incubated with a
biotinylated secondary antibody, avidin-conjugated horseradish peroxidase, and
enhanced with diaminobenzidine chromogenic substrate (detection kit LSAB) for

1h at room temperature. At the end of the reaction, sections were washed
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thoroughly in distilled water, counterstained with hematoxylin, and mounted in
BIOMOUNT (British BioCell International). Analysis was conducted with a
microscope ZEISS AXIOSKOP 2, using the software AXIOVISION. For each
section, 60 points were scored in epithelium and 60 in stroma cells. For statistics it
was used the means of each section. Quantification of AnxAl and Gal-1 proteins
was performed with a high-power objective (x40) counting epithelial and stromal

areasin 3 fields (20 points in each) of normal, gastritis and tumoral tissues.

Satistical analysis

Firstly, a test was performed to verify if the values had a normal
distribution. The data obtained from quantification of mMRNA were expressed as
mean + SD. To determine difference in MRNA relative expression levels between
the groups it was used nonparametric Mann-Whitney test. However, to determine
the relationship between gene expression and bacterial virulence factor, it was
used the nonparametric t test with Welch's correction. Fisher's exact test was used
to determine if there were significant differences between groups for presence of
bacteria and cagA genotype, histological type of tumor, gender and age. The value
of protein expresson was shown as mean + SME. The mean densitometry
analysis on the proteins AnxA1l and Gal-1 were compared by ANOVA, followed
if significant by the Bonferroni test. Analyses were performed using the software
GraphPad InStat and GraphPad Prism4. The p value was considered significant if
<0.05.

Results

Molecular diagnoses for H. pylori-cagA+

Table 2 presents the results concerning the frequencies of cases with
positive molecular diagnosis for H. pylori and cases featuring the cagA+ genotype
in groups of CG and GA. All 10 samples of normal mucosa were confirmed by
molecular testing as H. pylori negative.

From a total of 60 samples of case groups, 45% were H. pylori positive,
being 40% (16/40) in CG group and 55% (11/20) in GA group, with no significant
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difference between groups (p = 0.29). For the cagA+ genotype, 48% of samples
were cagA positive, which 62.5% (10/16) in CG and 27.3% (3/11) in GA group,
also showing no significant difference between groups (p = 0 12).

Gene expression analysis

The relative expression levels for ANXAL1 mRNA were increased
compared to normal mucosa in 80% (16/20) of GA cases (mean 4.38+4.77) and
90% (36/40) of CG cases (mean 4.26+2.03), so there was no significant difference
between the groups (p = 0.33).

For LGALSL, the mRNA relative expression values found were lower, only
the GA group showed overexpression in 60% (12/20) of cases (mean 2.44+3.26),
while the CG group showed constitutive expression (mean 0.43+3.13) with only
7,5% (3/40) of cases showing increased expression (Table 3). Thus, LGALSL
MRNA relative expression was significantly higher in GA group than in CG group
(p <0.01).

The possible association of parameters such as age, gender and
histological type of gastric cancer with ANXA1 and LGALSL mRNA expression
levels were evaluated by Fisher exact test (data not shown), but it was found
association only of gender for both ANXA1l (p<0.01) and LGALSL (p<0.01)
MRNA comparing gastric cancer and gastritis groups, due to higher expression
about 2-3 times in female gender.

ANXAL and LGALSL mRNA expression levels were not associated with
the H. pylori infection either (Table 4), but cagA+ genotype showed association
with the ANXAL expression in GA group, due to a higher mRNA expression in

cagA positive cases compared to cagA negative cases (6.40 vs. 2.77, p <0.01).

Protein expression and by Immunohistochemistry assay

A low level of AnxAl and Gal-1 expression was observed in stromal cells
in norma mucosa (Figure 2A and 3A). In contrast, in the CG mucosa with
inflammatory process it was observed cytoplasmic staining in both basal

epithelium and stroma cells (Figure 2B). Similar pattern was observed in
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intestinal-type adenocarcinoma, with the exception that all extension of the
epithelium showed cytoplasmic immunostaining (Figure 2C). On the other hand,
difuse-type adenocarcinoma showed AnxA1l expression in tumor cell cytoplasm,
nucleus and plasma membrane (Figure 2D). The mean optical densitometry of
protein expression in epithelium and stroma in CG and GA are presented in
Figure 2E.

We aso investigated the Gal-1 expresson in gastritis. The
immunohistochemistry demonstrated that the protein is expressed in epithelium
apical cytoplasm portion, in striated border and in stroma cells cytoplasm (Figure
3B). In intestinal-type adenocarcinoma Gal-1 is expressed in all epithelium
extension and stroma cells (Figure 3C), and in difuse-type adenocarcinoma
protein trandocation is observed in the plasma membrane and nucleous, which
presented imunoreactivity besides cytoplasm (Figure 3D). Figure 3E shows the
epithelium and stroma protein expression mean CG and GA groups.

The data density of AnxA1l and Gal-1 proteins in epithelial and stromal
areas in CG and GA are shown in Table 6. For protein AnxA1l the mean density
ranged from 182.5 to 192.0 in the epithelium and stroma in both groups. As for
Gal-1 protein, these means were somewhat lower, between 152.2 to 161.3.
Therefore, no significant differences were observed between groups concerning

AnxA1l and Gal-1 expression in epithelium and stroma.

Discussion

In this study we evaluated the mRNA and protein expression of the anti-
inflammatory proteins annexin-1 and galectin-1 in a group of precancerous lesion
as chronic gastritis compared to gastric cancer and its association with infection
by H. pylori and cagA+ genotype of the bacterium. We found high relative
expression of ANXAL1 mRNA in 80% of cases of gastric cancer, with expression
levels between 3 and 9 times higher (mean 4.38) compared with normal mucosa
and ACTB reference gene. Similarly, in the inflammatory process, such as chronic
gastritis, 90% of cases showed high expression level, with 3 to 8 times greater
(mean 4.26).



Capitulo 1 | 46

Our study has shown dlightly increased relative expression of galectin-1
only in the GA group (mean 2.44) in 60% of cases, with an increase of 2 to 7
times after normalization with ACTB reference gene and comparison with normal
mucosa. On the other hand, in CG, the mean value was low (mean 0.43),
suggesting that the gene is upregulated only in tumor tissue but not in gastritis. To
the best of our knowledge, this is the first study that evaluated expression of
annexin-1 and galectin-1 in chronic gastritis.

Studies on annexin-1 in neoplasic processes in the literature are still
limited and the results are conflicting. For example, loss of expression was found
in squamous cell carcinoma of the esophagus [23], prostatic adenocarcinoma[24],
nasopharyngeal cancer [25], and cervical cancer [26]. Moreover, overexpression
has been reported in leukemia [27], pancreatic adenocarcinoma [28], bladder
transitional cell carcinoma [29] and oral cancers [30], thus suggesting that
changes in expression levels of annexin-1 may be related to tissue type.

In gastric tissue, Martin et a. [14] reported that normal gastric mucosa
shows very low expression of the protein AnxA1l, while in ulcerative healing
process there was an increased expression that promoted the reduction of the
ulcerative process. On the contrary, Yu et a. [15] observed overexpression of
both gene and protein annexin-1 in normal mucosa, but loss of expression in 64%
of primary gastric tumors, mainly correlated with advanced stage and metastasis.
While Wu et a. [16] have reported differential gene expression of ANXAL mRNA
that was overexpressed in diffuse-type gastric cancer compared to intestinal - type.

In the present study, the immunohistochemical analysis showed positive
immunoreactivity of AnxAl protein in inflammatory and neoplasic process, but
not in normal mucosa, thus confirming the results of mMRNA expression analysis.
In chronic gastritis, the immunostaining was mainly cytoplasmic, while in tumor
cells, besides a cytoplasmic expression it was also observed immunostaining on
nucleus and plasma membranes.

Alves et al. [31] showed 87.5% positivity for AnxA1 for larynx tumors,
and the immunoreactivity increased in the membrane compared to the cytoplasm

and nucleus. However, compared to normal tissue, nuclear and cytoplasmic
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expression was lower. In esophageal carcinoma, Liu et a. [32] found an AnxAl
transl ocation from the nucleus to the plasma membrane.

Changes in the expression pattern of annexin-1 should be related with
factors that influence their translocation and export, as the concentration of
calcium in cells, considering that when intracellular calcium is increased, the
AnxAl is translocated to membranes [33]. Furthermore, it is reported that protein
phosphorylation is also required for this process [19]. In tumor cells, calcium and
other factors may be changed, resulting in an abnormal location of AnxAl.
However, this relationship needs to be better understood and may be the link
between inflammation, signal transduction, differentiation and cellular transport in
cancer [31].

To date, little is known about mRNA and protein expression of galectin-1
in stomach carcinogenesis and in other types of cancer. Overexpression of
galectin-1 has been reported in some types of cancers such as glioma [34],
Hodgkin's lymphoma [35], squamous cell carcinomas of the larynx and
carcinomas of the hypopharynx [36]. Conversely, there are aso reports of low
expression, as in chronic inflammation of nasal polyposis [19], and loss of
expression in B-cell lymphoma[25].

The relationship between overexpression of galectin-1 and the neoplasic
process may be due to its antagonistic role in the recognition of tumor. Because
this protein promotes apoptosis in activated T cells, it results in tumor non-
recognition by the immune system [11]. It is also related to chemoresistance, since
it inhibits the activity of the TP53 gene, responsible for apoptosis of cells during
chemotherapy[34].

In addition, Saussez et a. [36] showed that besides the increased
expresson of Gal-1 in tumors of the larynx and hypopharynx, the cellular
locdlization of the protein was also different. In carcinomas, the protein was
localized in the cytoplasm, whereas in tumors of lower stage, it could concentrate
on nucleus. Our study showed a relationship between mRNA and protein
expression levels of Gal-1, i.e. increased in gastric cancer, but congtitutive in

gastritis. The location of the protein was also different in both lesions, since in
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gastritis it was observed cytoplasmic immunostaining and in tumor cells it was
present in plasma membrane and nucleus as well.

When we compared the levels of ANXAL and LGALSL mRNA between the
histopathological types of gastric cancer, no significant differences was observed
(mean for ANXAL in IGC=3.46 and 4.90 in DGC, p = 0.59; mean for LGALSL in
IGC= 2.06 and 2.91 for DGC, p = 0.67). However, Wu et a. [16] found
overexpression of ANXA1 mRNA in DGC (means of 4.08) but downregulation in
ICG (mean of 0.98).

For LGALSL mRNA Chen et al. [37] observed by array assay that it was
upregulated in TMC-1 cell lines, indicating that it may be involved with
metastasis, so suggesting that it is important during progression of gastric
carcinogenesis. However, our results may have been influenced by reduced
number of samples in the gastric cancer group (11 diffuse-type and 9 intestinal -
type), which may limit statistical analysis.

In addition, we found higher expression levels of ANXAL1 and LGALSL
MRNA associated with female gender in the gastric cancer group compared to
gadtritis. It is well known that there is sexua dimorphism in the immune and
inflammatory responses in humans. Women produce more vigorous cellular and
humoral reactions, are more resistant to certain infections, and suffer a higher
incidence of autoimmune diseases than males [38]. Thus it is possible that the
hormonal differences may explain part of it. It has also been suggested that the
ANXAL1 expression may differ in several types of cancer due to hormonal
influence [39].

There are indications that ANXAL1 expression can be induced by 17p3-
estradiol in CEM-CCRF lymphoma cells, and in a de novo mechanism, mediated
through cAMP and CREB [39]. According to the same authors, the increase in
ANXAL expression is likely to be a result of activations of the gene transcription
either directly or indirectly by the binding of 17p-estradiol to its receptor, so
upregulating the gene activity. Regarding LGALSL mRNA expression level there
is no data on differential expression between genders. We can hypothesize that

due to the fact that women have a stronger immune response; it is plausible to
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think that Gal-1 might be one of the molecules that also can present differential
expression in females.

The inflammatory process of gastric mucosa observed during the cascade
of progression of stomach carcinogenesis is often triggered by H. pylori infection.
This bacterium is the cause of many gastrointestinal diseases such as peptic ulcer,
chronic gagtritis, gastric adenocarcinoma and lymphoma, although asymptomatic
in most infected individuals [40].

In the present study, we compared the ANXAl and LGALSL mRNA
relative expression levels with the infection by H. pylori and its CagA virulence
factor. No association was observed between H. pylori infection and the
expression levels of these two genes in both GA and CG groups. However, the
CagA virulence factor was positively associated with overexpression of ANXAL in
the GA group, since the mean of MRNA was approximately two times higher in
patients infected by cagA+ strains (6.40 vs. 2.77).

The relationship between the presence of virulence factor CagA and gastric
carcinogenesis is well documented. Western populations infected with CagA
positive strains generally have accentuated inflammatory response, with increased
risk of developing peptic ulcer and stomach cancer [41]. The phosphorylation of
CagA protein activates SHP-2 (protein tyrosine phosphatase), which then inhibits
the FAK (focal adhesion kinase), an enzyme that modulates adhesion, migration
and cell survival [4]. Consequently, the decline in the activity of FAK triggers a
rearrangement of the cytoskeleton known as the hummingbird phenotype,
characterized by elongation and spreading of host cells [42]. Furthermore, CagA
participatesin the cell signaling by activating of PI3K and Ras pathways [1].

Alves et a. [31] suggested that AnxA1l is related to carcinogenesis due to
the fact that it serves as a substrate for the EGFR and other kinases involved in
tumor development, so it plays an important role in cell proliferation and
differentiation [43]. AnxA1 may act through the modulation of mitogen-activated
protein kinase signaling, calcium ion mobilization, apoptosis, and cell
proliferation [39]. Moreover, the expression of AnxA1l in macrophages is well

documented and during infection by H. pylori, monocytes and macrophages are
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recruited and stimulate the Th1 response. Consequently, there is an increased
production of IL-12, which is associated with development of peptic ulcers in
patients infected by H. pylori cagA+ strains[44].

Similarly, there are reports that Gal-1 has greater expression during
carcinogenesis, since it act in different cell processes as inflammation, migration,
cell cycle regulation, apoptosis and cell adhesion [11]. It is noteworthy that the
LGALSL expression was observed increased by H. pylori infection, which
indicates possible neoplastic progression of gastric epithelial cells by H. pylori
[13]. This can be explained by the role that Gal-1 plays by binding to laminin and
thereby modulating cell-ECM interaction. However, further investigations are
needed to determine the relationship between neoplastic progression and the

expression of galectin-1 by H. pylori in gastric epithelial cells.

Conclusions

In conclusion, our study showed overexpression of both ANXA1 mRNA
and protein in inflammatory lesion as chronic gastritis and gastric cancer, in
which it was more upregulated in H. pylori-cagA+ strains cases, showing its role
since early stages of gastric carcinogenesis. However, LGALSL was dlightly
upregulated only in gastric cancer, but not in gastritis, suggesting an association of
this gene with progression of gastric cancer. However, the role of these proteinsis
not fully understood in carcinogeness, so future investigations are still needed to

help clarify the mechanisms by which they act in cancer.
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Table 1. Primers sequences used in multiplex PCR to determine H. pylori infection and cagA+
genotype and primers used in gPCR.

Gene Sequence5'-3
HpX F.CTGGAGARACTAAGYCCTCC
R:GAGGAATACTCATTGCGAAGGCGA

CYP1Al1 F:CTCACCCCTGATGGTGCTAT
R TTTGGAAGTGCTCACAGCAG

cagA F:ATGACTAACGAAACTATTGATC
R:ICAGGATTTTTGATCGCTTTATT

ANXAL F:GCAGGCCTGGTTTATTGAAA
R:GCTGTGCATTGTTTCGCTTA

LGALSL F:GGACATCCTCCTGGACTCA
R:GTTGAAGCGAGGGTTGAAGT

ACTB F:TGCCCTGAGGCACTCTTC
R:CGGATGTCCACGTCACAC
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Table 2. Distribuition of infection by H. pylori and cagA+ strains into chronic gastritis (CG) and

gastric adenocarcinoma (GA).

Status CG GA p
N (%) N (%)

H. pylori

Positive 16 (40) 11 (55) 0.29

Negative 24 (60) 9 (45)
Total 40 (100) 20 (100)

Gendtipo cagA+

Positive 10 (62,5) 3(27,3)

Negative 6 (37,5 8(72,7) 0.12
Total 16 (100) 11 (100)

N: Number of individuals; p<0,05 (significant difference)
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Table 3. Comparison of ANXA1 and LGALSL gene expression between chronic gastritis (CG) and
gastric adenocarcinoma (GA) groups.

Variable ANXA1 LGALS1
CG GA CG GA

Relative Expression

(mean+SD) 4.26x2.03 4.38+4.77 0.43+£3.13 2.44+3.26
Relative expression

Minimum -2.97 -7.88 -10.78 -6.95

Maximum 8.90 9.29 10.91 9.28

p 0.33 <0.01*

*Significant difference
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Table 4. Comparison between mRNA levels of ANXA1 and LGALSL and infection by H. pylori

and cagA+ strainsin chronic gastritis (CG) and gastric adenocarcinoma (GA).

Variable ANXA1 LGALS1
CG GA CG GA
H. pylori
Positive 16 (40%) 11 (55%) 16 (40%) 11 (55%)
(mean+SD) 4.04+2.59 3.91+5.48 -0.05+3.97 3.33£3.16
Negative 24 (60%) 9 (45%) 24 (60%) 9 (45%)
(mean+SD) 4.40+1.60 4.35+4.05 0.75+2.46 1.36+£3.23
p 0.47 0.61 0.24 0.73
Genotype
cagA
Positive 10 (62.5%) 3(27.3%) 10 (62.5%) 3(27.3%)
(mean+SD) 291+2.74 6.40+£3.00 -1.57+3.62 2.58+1.26
Negative 6 (37.5%) 8 (72.7%) 6(37.5) 8 (72.7%)
(mean+SD) 5.49+1.56 2.77+6.52 1.89+£3.74 2.80£3.10
p 0.14 <0.01* 0.09 0.51

*Significant difference
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Table 5. Densitometric data regarding to AnxA1 and Gal-1 expression on epithelium and stroma
in chronic gastritis (CG) and gastric adenocarcinoma (GA).

AnxA1l Gal-1
CG GA CG GA
Epitheium
MeanzS.EEM  1825+4.44  184.2+6.36 156.6+5.61 160.9+6.15
p 1.00 0.63
Stroma
MeanzS.EEM  183.9+4.15 192.0+4.55 152.2+7.58 161.3+6.22
p 0.28 0.42

p<0.05 (significant difference).
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Figurelegends:

Figure 1. Expression analyze of annexin-1 (AnxA1l). (A) Negative imunostaining
on normal epithelium and very little immunoreactivity was detected in stroma. (B)
Imunoreactivity on stroma cells cytoplasm and in basa portion of epithelium
cytoplasm during gastritis. (C) Positive imunostaining on cytoplasm of stroma
cells and in al cytoplasm extension of the epithelium in intestinal-type
adenocarcinoma. (D) Imunoreactivity in cell cytoplasm of epithelium and stroma
in diffuse-type adenocarcinoma. (E) Epithelium and stroma expression averages
on C (Control), CG (Chronic Gastritis) and GA (Gastric Adenocarcinoma) groups.
Bar: 20um.

Figure 2. Expression analyze of galectin-1 (Gal-1). (A) Absence of imunostaining
on normal epithelium and very little positivity is found on stroma cell. (B)
Imunopositivity was found on stroma cells cytoplasm, on the apical portion of
cytoplasm epithelium and striated border in gastritis. (C) Proteic expression on
stroma cells cytoplasm and in all epithelium citoplasm extension, besides striated
border, in intestinal-type adenocarcinoma. (D) Positive imunostaining on stroma
and ephitelium cells cytoplasm in diffuse-type adenocarcinoma. (E) Epithelium
and stroma expression averages on C (Control). CG (Chronic Gastritis) and GA
(Gastric Adenocarcinoma) groups. Bar: 20pum.
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IV — Discussao

A relacdo entre cancer e inflamagdo foi inicialmente estabelecida baseada
na hipétese de que os tumores surgem em sitios de inflamag&o cronica devido ao
fato de que algumas substancias, juntamente com a injdria tecidual, aumentariam
aproliferagdo celular (BALKWILL; MANTOVANI, 2001). Sabe-se que a gastrite
crénica, uma lesdo pré-neoplésica, € um processo inflamatorio resultante,
principalmente, da infecgdo pela Helicobacter pylori que desencadeia a cascata
gue culmina com o cancer gastrico (CORREA, 1988).

Nesse estudo, foi avaliada a expresséo de duas proteinas com propriedades
anti-inflamatdrias, a anexina-l e a galectinal, e sua associacdo com a
carcinogénese gastrica e infecgdo pela H. pylori e gendtipo cagA+ da bactéria
Apenas trés grupos estudaram a expressdo da anexina-1 em mucosa gastrica e,
seus resultados foram discordantes. Martin et al. (2008) relataram que mucosa
gastrica normal apresentava expressdo muito baixa da proteina AnxA1l, enquanto
durante a cicatrizagdo da Ulcera havia um aumento na expressdo que promovia a
diminuicdo do processo ulcerativo.

Ao contrario, Yu et al. (2008) observaram expressdo génica e protéica
elevadas em mucosa normal e perda de expressdo em 64% do tumores gastricos
priméarios, principalmente nos tumores mais avangados e metastaticos. Ainda ha
um outro estudo que demonstrou expressdo diferencial entre os tipos histol 6gicos
de adenocarcinoma gastrico, apontando expressdo génica congitutiva (0,98) no
tipo intestinal e expressdo 4 vezes maior (4,08) no tipo difuso (WU et al., 2006).

Os resultados quanto ao padréo de expresséo da anexina-1 em outros tipos
de cancer sdo conflitantes, sugerindo que alteracGes nos seus niveis de expressao
possam estar relacionadas com o tipo tecidual. Por exemplo, perda de expresséo
foi encontrada em carcinoma de células escamosas de estfago (PAWELETZ et
al., 2000; XIA et al., 2002), adenocarcinoma prostatico (KANG et al., 2002) e
neoplasia cervical (WANG et al., 2008). Por outro lado, expressdo aumentada foi
documentada em leucemia (FALINI et al., 2004), adenocarcinoma de pancreas
(BAI et a., 2004) e tumor de células transitdrias da bexiga (SHENG et al., 2006).
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No presente estudo observamos expressao elevada da ANXAL em 80% dos
casos de cancer gastrico, com expressao entre 3 e 9 vezes maior em comparagao
com a mucosa normal, assim como em processo inflamatério, em que 90% dos
casos de gastrite crénica apresentaram expressao alta, sendo 3 a8 vezes maior que
amucosa normal.

Porém para LGALSL foi observada expressdo relativa elevada apenas no
grupo de cancer géastrico em 60% dos casos, com um aumento de 2 a 7 vezes em
relacdo a mucosa normal. Ao contrario, no grupo de gastrite crénica, o valor
meédio encontrado foi proximo ao nivel constitutivo, sugerindo que o aumento de
expressdo desse gene deve estar associado aos estégios mais tardios da
carcinogénese gastrica

No presente estudo, os niveis de expressdo desses genes ndo foram
observados associados com os tipos histolégicos do cancer gastrico, em que ndo
foi observada diferenga significante entre os tipos intestinal e difuso. Contudo,
como j& destacado, Wu et a. (2006) demonstraram gue 0 gene ANXAL apresenta
expressdo elevada no adenocarcinoma tipo difuso em comparagdo com o tipo
intestinal. Esses resultados discrepantes podem estar relacionados com o nimero
reduzido de amostras de cancer gastrico avaliado no presente estudo (11 do tipo
difuso e 9 do tipo intestinal), o que pode ter limitado a andlise estatistica
Portanto, s80 necessarios outros estudos sobre 0 padréo de expressao desses genes
nos subti pos histol gicos de cancer gastrico.

A AnxA1 pode estar relacionada ao cancer uma vez que ela é responsavel
pela ativacdo da apoptose de neutrdfilos, facilitando a subversdo do sistemaimune
pelo tumor (D’ ACQUISTO; PERRETTI; FLOWER, 2008). Além disso, a AnxAl
diminui o tréfego e aderéncia de leucécitos PMN (D’ACQUISTO, 2009). Além
disso, desde sua descoberta como substrato de fosforilagdo pelo fator de
crescimento epidermal por De et al. (1986), esta proteina tem sido implicada na
carcinogénese por ativar a proteina quinase ativadora de mitose, mobilizar o
calcio e, modular a apoptose e proliferacdo (ANG et al., 2009).

Por atuar como substrato para o EGF, a AnxAl é importante na

proliferacdo e diferenciagdo celular (RADKE et a., 2004). Também possui sitios
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de fosforilagdo de importantes moléculas de sinalizacdo como as quinases
associadas ao receptor do fator de crescimento do hepatécito e da proteina quinase
C(CHUN-YAN et al., 2008).

Neste estudo, a andlise imuno-histoquimica da AnxAl mostrou
imunorreatividade positiva em processo inflamatorio e tumoral do estémago, mas
ndo na mucosa normal, assm confirmando a andlise de expressdo génica. Em
gastrite cronica, imunomarcagdo da AnxA1l foi principalmente citoplasmatica,
enquanto nas células tumorais, além da expressdo citoplasmatica, também se
observou imunomarcagdo nuclear e da membrana plamética

Alves et al. (2008) demonstraram positividade para AnxA1 nos tumores de
laringe, sendo a imunorreatividade maior na membrana em comparagdo ao
citoplasma e nucleo. Em carcinoma esofageal, Liu et al. (2003) constataram uma
translocacdo da AnxA1 do nucleo paraa membrana plasmética.

Essas diferencas podem ser explicadas pelos diferentes niveis de cécio
intracelular. Quando a concentracdo de célcio estd elevada, a AnxAl esta
associada as membranas intracelulares e nuclear (MONASTYRSKAYA et a.,
2007). Como na transformagdo tumoral muitos componentes celulares estdo
alterados, é plausivel supor que o célcio sgja um deles e, conseqlentemente, a
localizagdo da proteina esteja alterada durante o processo neoplésico.

Quanto a expressao génica e protéica da galectina-1 em gastrite e cancer
de estbmago, ndo ha relatos disponiveis na literatura com excecdo de Chen et al.
(2006) que determinaram o perfil genémico e protedmico em células TMC-1,
destacando 0 gene LGALSL como um dos genes com expressdo aumentada nessa
linhagem celular, sugerindo sua importéncia no processo metastatico no
estbmago. Esse achado esta de acordo com este estudo, em que foi observada
expressdo relativa elevada de LGALSL apenas no grupo de cancer gastrico.

Outros estudos também demonstraram expressao elevada de LGALSL em
alguns tipos de neoplasias como glioma (le MERCIER et al., 2008), linfoma de
Hodgkin (RODIG et a., 2008) e carcinomas de célula escamosa de laringe e
hipofaringe (SAUSSEZ et a., 2008b). De modo contrario, também ha

informacfes de baixa expressdo, como em processo inflamatorio crénico de
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polipose nasal (SENA et a., 2006) e perda de expressao em linfoma de células B
difuso e mediastinal (RODIG et al., 2008).

Assim como a anexina-1, a galectina-1 pode também apresentar um papel
antagbnico no reconhecimento do tumor. Devido ao fato de essa proteina
promover a apoptose de células T ativadas, ela resulta no ndo reconhecimento do
tumor pelo sistemaimune. Além disso, ela interage com o proto-oncogene H-Ras,
mediando a transformagdo tumora e modulando o crescimento, adesdo e
migracdo celular, atuando, portanto, na metastase. Ela também atua na
angiogénese por modular as interagfes entre as células tumorais e endoteliais
(RABINOVICH, 2005).

Em relacdo & localizagdo imuno-histoquimica, a Gal-1 apresenta-se na
membrana plasmética em tumores de laringe de alto grau, enquanto em tumores
de menor estadiamento esta associada ao nlcleo (SAUSSEZ et al. 2008b). No
entanto, para mucosa gastrica esse padrdo é diferente. Nosso estudo demonstrou
gue nas células epiteliais, durante o processo inflamatério de gastrite, a expressdo
€ citoplasmética, enquanto nas células tumorais a proteina encontra-se expressa no
citoplasma, nucleo e membrana plasmatica.

Também foi investigado se ocorria diferenca no padréo de expressdo dos
genes relecionado ao género. Isso porque é estabelecida a existéncia de
dimorfismo sexual entre a resposta imune e inflamat6ria, sendo que as mulheres
apresentam-se mais resistentes a infecgbes e sdo mais acometidas por doengas
auto-imunes do que os homens (BOUMAN et a., 2005). Essa diferenca pode ser
explicada em parte pelos hormonios. Ang et a. (2009) sugeriram que o padréo de
expressdo do gene ANXAL difere em vérios tipos de cancer por influéncia
hormonal. No presente trabalho foi encontrada expresséo génica duas vezes maior
do ANXA1 nas mulheres do grupo de cancer gastrico em comparagdo com 0S
homens.

Alguns pesguisadores aceitam que o 17B-estradiol (metabdlito ativo do
estrogeno) modula positivamente a expressdo do ANXAL em linhagem celular de

linfoma, sendo esse mecanismo mediado pelo cAMP e CREB. Esse aumento na
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expressdo provavelmente € o resultado da transcricdo génica ativada direta ou
indiretamente pelaligacdo do 17B-estradiol ao seu receptor (ANG et a., 2009).

Expressdo diferencial de LGALSL em mulheres no grupo de
adenocarcinoma gastrico também foi encontrada. Mulheres apresentaram
expressdo 3 vezes maior que os homens. No entanto ndo ha dados na literatura
sobre essa associagdo. Pode-se hipotetizar que, devido ao fato de mulheres
apresentarem resposta imune mais forte, 0 gene LGALSL também estga
diferencialmente expressos nas mul heres.

A Helicobacter pylori é o fator de risco mais fortemente associado ao
desenvolvimento de Ulceras gastrointestinais, ocorrendo em 60-80% das Ulceras
gastricas e em 95% das Ul ceras duodenais. Além disso, elafoi a primeira bactéria
a ser classificada como carcindgeno pela Organizacdo Mundial da Salde devido a
sua relagdo epidemioldégica com o adenocarcinoma e linfoma gastricos
(AMIEVA; EL-OMAR, 2008).

Estima-se que até 80% da populacdo de paises em desenvolvimento esteja
infectada por essa bactéria (AKCAM, 2010). Em individuos com gastrite cronica,
a taxa de infeccdo é de 90% e, nos pacientes com cancer gastrico é de 60-80%
(NGUYEN et al., 2008).

Entretanto, no nosso estudo, apenas 45% dos casos eram positivos para a
bactéria, sendo a taxa de infecgdo de 40% e 55% nos grupos de adenocarcinoma
gastrico e gastrite crbnica, respectivamente. Esses valores abaixo da média
relatada na literatura podem ser explicados pelo nimero reduzido de individuos
analisados.

Também investigamos a associacdo entre o gendtipo cagA+ bacteriano e
expressdo génica. O fator de viruléncia bacteriano CagA ativa rearranjos do
citoesquel eto e perturba as juncdes celulares, atuando na proliferacéo e inibindo a
apoptose (BACKERT; MEY ER, 2006), favorecendo desse modo a carcinogénese.
O presente estudo apontou associagdo positiva entre o gendtipo cagA+ e
expressdo elevada de ANXAL no grupo de cancer gastrico, com uma média de
expressao génica cerca de 2,5 vezes maior nos individuos positivos para essa cepa

(6,40 vs. 2,77). A expressdo da AnxAl em macréfagos € bem documentada
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(AMBROSE et d., 1992; PEERS et a., 1993; YANG et a., 1998, KAMAL,
FLOWER, PERRETTI, 2005) e, na presenca da H. pylori, os mondcitos e
macréfagos sdo recrutados e estimulam a resposta de células Thl.
Consequientemente, hd um aumento na producdo de IL-12, que esta associada ao
desenvolvimento de Ulceras pépticas na infecgdo por cepas H. pylori cagA+
(HIDA et d., 1999).

Em geral, estes resultados indicam uma participagéo principalmente da
anexina-1 durante a progressdo da carcinogénese do estdmago, possivelmente
relacionada a cepa de viruléncia cagA+ da H. pylori. Contudo, ainda sdo

necessarios estudos mais amplos para melhor compreensdo dessa rel agdo.
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IV — Conclusdes

O presente trabal ho permitiu estabel ecer as seguintes conclusdes:

a) O gene ANXA1l apresenta expressdo elevada na mucosa géstrica
inflamada e tumoral, com niveis médios de expressdo cerca de 4,5 vezes maior em
comparagéo a mucosa normal. Portanto, mudangas no padréo de expressdo desse
gene parecem ser um evento importante no inicio da carcinogénese géstrica, pois

que apresenta expressdo elevada ja na gastrite, umalesdo pré-neoplésica;

b) Expressdo aumentada de LGALSL estd associada ao cancer gastrico,
com nivel médio de expressdo moderadamente aumentado, ou sga, 2,4 vezes
maior quando comparado a mucosa normal, mas ndo a gastrite crénica, que
apresenta expressdo constitutiva. Esses dados sugerem o0 seu envolvimento nos

estagios avancados da carcinogénese do estdbmago;

c) As proteinas AnxAl e Gal-1 ndo sdo expressas ha mucosa normal, mas
s80 observadas tanto em gastrite como cancer gastrico, mas com localizagdo
diferente, ou sgja, com imunomarcacdo apenas citoplasmética em gastrite, e

também no nlcleo e membrana plasméatica no tumor.

d) O fator de viruléncia bacteriano CagA encontra-se associado
positivamente & expressdo elevada do gene ANXAL em cancer gastrico, uma vez
que nas amostras cagA+ positivas a expressdo desse gene € 2,5 vezes maior que

nas amostras negativas,

€) Ha indicagdo de associagdo do sexo feminino e aumento de expressdo
de ANXA1 e LGALSL em cancer gastrico.
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VII —Anexos

Anexo A —Modelo do Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO ESCLARECIDO PARA
AUTORIZACAO DE PARTICIPACAO EM REALIZACAO DE PESQUISA
CIENTIFICA EM SER HUMANO DENOMINADA “AVALIACAO DA
EXPRESSAO TRANSCRICIONAL E PROTEICA DA ANEXINA-1 E
GALECTINA-1 NA CARCINOGENESE GASTRICA E ASSOCIACAO
COM O GENOTIPO cagA DA Helicobacter pylori.”

Eu, , bradleir_, (estado
civil), (profissdo), portador_ da CIRG-SSP-SP sob n° ,
inscrit._ no CPMF sob n° , domiliciad_ na cidade de
: onde resido na rua

, n° , assumo, para

atingir os devidos fins legais, as seguintes declaracOes:

-Estou no gozo de plena e perfeita salide mental;

-Recebi da pesquisadora Yvana Cristina Jorge, brasileira, solteira, bidloga,
domiciliada nesta cidade, portadora da CIRG-SSP-SP sob n° 44.116.657-X,
inscrita no CPMF sob n° 339.991.218-82, as explicagcbes detalhadas, em
linguagem leiga e acessivel, que compreendi plenamente, sobre todos os
procedimentos para a realizagdo de pesquisa, bem como sobre o0s termos e as
expressdes médi cas e cientificas constantes deste documento;

-Que espontaneamente efetuei todas as disposicdes de vontades constantes no
presente documento;

-Que pretendo me submeter a pesquisa e estou plenamente ciente das obrigactes e
riSCos que assumo nesta oportunidade.

Desta forma, estando plenamente ciente e concorde em participar da pesquisa
cientifica denominada “Avaliacdo da expressdo transcricional e protéica da
anexina-1 e galectina-1 na carcinogénese géstrica e associagdo com 0 gendtipo
CagA da Helicobacter pylori”, efetuel as declaragcdes e autorizacbes que seguem
abaixo:
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Fui devidamente informad _ que esta é uma pesquisa cientifica muito importante,
pois os pesquisadores pretendem obter conhecimentos de como as proteinas anti-
inflamatorias (naturalmente existentes no interior do estbmago) atuam em um
estbmago saudavel, comprando como elas agem no estbmago que possui |esdes

(feridas) e tumores.

Este estudo € necess&rio porque ainda ndo existem muitas informagfes sobre
como estas proteinas anti-inflamatorias ( anexina-1 e galectina-1) atuam no
estdmago. Os pesquisadores esperam que, obtendo maiores informagdes, sgja
possivel num futuro préximo, conseguir tratamentos mais eficazes para a gastrite

cronica e também para os tumores, segja através de prevengdo ou medicamentos.

A pesquisa serd realizada com pessoas que estdo com gastrite crbnica ou com
cancer do estdbmago e que iréo se submeter a biopsia no exame de endoscopia ou &

cirurgia de estbmago para a retirada do seu tumor.

Para realizar a pesquisa, seré analisado no laboratério, o material retirado do meu

estbmago durante o exame de endoscopia digestiva ou durante a cirurgia.

Este material consiste num pequenino pedagco da parede do meu estbmago que
sera retirado pelo médico, n_ (Nome do Servico que fara a coleta), para a
realizacdo de bidpsia.

Antes da realizagdo do exame, me comprometo a participar de uma entrevista

onde responderei a um questionario sobre meus dados pessoais e habitos de vida.

Todas as informagtes fornecidas e os resultados obtidos serédo mantidos em sigilo,
sem identificacdo de nenhum participante. O material coletado sera identificado

apenas por um codigo.
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Os resultados serdo utilizados apenas para divulgagdo em reunides cientificas,

também sem identificagdo dos participantes.

Apobs a pesquisa, 0 material biolégico cedido pelos pacientes que participaram
desta pesquisa serd armazenado no Laboratério de Citogenética e Biologia
Molecular Humana da UNESP.

Estdo plenamente assegurados a todos os participantes da pesquisa, 0S seguintes
direitos:

-liberdade para interromper a participagdo em qualquer momento, se julgarem
necessario;

-garantia de sigilo absoluto de identidade.

Diante das informagdes descritas neste documento, concordo plenamente em
participar livre e espontaneamente como sujeito de pesquisa e para tanto autorizo
a coleta de dados do meu prontuério médico. Autorizo também que meu médico
forneca 0 material colhido no meu exame/cirurgia e que 0 servico responsavel
pelo diagndstico histopatol 6gico fornega o material emblocado em parafina para a
realizac&o dos cortes histol 6gicos pela pesquisadora.

Declaro que antes de assinar, efetuei a completa leitura do presente documento e

que compreendi e concordo com o inteiro teor da sua redagéo.

S&o José do Rio Preto___de de20 .

Assinatura
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Anexo B —Modelo do questionario aplicado aos participantes do estudo.

Questionario
1-Nome Completo: . Prontuario:
2-ldade: .Sexo: .
3-Enderego:
Cidade:
4-Habito etilista: . Habito tabagista:
5-Cirurgia de vesicula . Outras cirurgias:

6-Doencas cronicas:

7-Motivo da Endoscopia:

8-Medicacio didria

9-Sob medicac&o antibi6tica ou anti-inflamatoria:

10- Histéria de cancer nafamilia:

11-Descricéo do exame endoscopico:

Data: / /

Assinatura do paciente Assinatura do pesquisador
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Anexo C — Tabela de caracterizagéo das amostras

Anexo C.1 — Tabela de caracterizagdo das amostras do grupo de gastrite
cronica (CG).

Cadigo Idade Sexo Etilismo Tabagismo M edicacdo

(anos)
Gl 56 F N N IBP
G2 46 F N N IBP
G3 59 M N N IBP
G4 73 F N N IBP
G5 50 F N N IBP
G6 28 M N N IBP
G7 58 F N N IBP
G8 52 M N N IBP
G9 27 F N N IBP
G10 66 F N N IBP
Gl11 71 M N N IBP
G12 46 M N N IBP
G13 48 M N N IBP
Gl4 35 F N N IBP
G15 49 M N N IBP
G16 40 M N N IBP
G17 32 M N N IBP
G18 70 F N N IBP
G19 54 M N N IBP
G20 23 M N N IBP
G21 44 F N N IBP
G22 54 F N N IBP
G23 63 M N N IBP
G24 82 F N N IBP
G25 59 M N N IBP
G26 67 F N N IBP
G27 62 F N N IBP
G28 39 F N N IBP
G29 51 F N N IBP
G30 49 F N N IBP
G31 48 F N N IBP
G32 53 F N N IBP
G33 27 F N N IBP
G34 67 F N N IBP
G35 55 F N N IBP
G36 68 M N N IBP
G37 80 M N N IBP
G38 77 M N N IBP
G39 34 M N N IBP
G40 42 M N N IBP

M: Masculino; F: Feminino; N:N&o; IBP: Inibidor de bomba de prétons
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Anexo C.2 — Tabela de caracterizagdo das amostras do grupo de
adenocarcinoma gastrico (GA).

Cadigo Idade Sexo Etilismo Tabagismo M edicacéo Tipo histolégico do

(anos) tumor
CG1 64 M N S ND IGC ulcerado invasivo
CG2 90 M S S Pressdo IGC ulcerado invasivo
CG3 78 M N S RANITIDINA IGC
CG4 46 M N S IBP DGC anel de Sinete
CG5 78 F S S ND DGC
CG6 56 F N N ND DGC
CG7 41 F N N ND DGC
CG8 48 M N N ASPIRINA DGC
CG9 68 M N N ND DGC
CG10 56 M S S ND |GC metastético
CG11 76 F S S ND IGC
CG12 16 M N N ND IGC
CG13 70 M N N ND IGC
CG14 46 M S S ND DGC
CG15 58 M N N ND DGC
CG16 51 M S S ND IGC
CG17 56 M N S ND IGC
CG18 86 F N S ND IGC
CG19 61 M S S ND DGC
CG20 64 M S N ND IGC

M: Masculino; F: Feminino; N: N&o; S: Sim; ND: N&o disponivel; IBP: Inibidor de bomba de
prétons; IGC: adenocarcinomatipo intestinal; DGC: adenocarcinoma tipo difuso.
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Anexo C.3 — Tabela de caracterizagéo das amostras do grupo controle (C).

Cadigo Idade Sexo Etilismo Tabagismo M edicacdo

(anos)
C1 30 F N N N
Cc2 19 M N N N
C3 43 M N N N
C4 24 F N N N
C5 36 F N N N
C6 33 M N N N
Cc7 52 M N N N
c8 43 M N N N
C9 32 M N N N
C10 30 M N N N

F: Feminino; N: Nao
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Anexo D — Padrdo eletroforético das subunidades 18S e 28S do RNA em gel de
agarose 1%, corado com brometo de etideo. Colunas 1, 2 e 3: amostras de CG; 4 e

5: amostras de GA; 6: amostra C.

6

1 2, 3 4 5
. . a . n =
185
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Anexo E - Padrdo eletroforético para o gene da ACTB amplificado nas amostras
de cDNA, evidenciando o fragmento de 613 pb. M: marcador molecular de 100
pb; Coluna 1: controle negativo da reagéo; 2- 6: amostras de CG.

613 pb
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Anexo F — Valor da expressdo génicaem log2. ANXAL: Expressdo génica
nos grupos de gastrite cronica (A) e adenocarcinoma géastrico (C). LGALS1I:
Expressao génica nos grupos de gastrite crénica (B) e adenocarcinoma gastrico

(D).
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Anexo G - Médias dos valores de expressao génica em log2 dos genes ANXAL e

LGALSL nos grupos de gastrite crénica (CG) e adenocarcinoma géastrico (GA).
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Anexo H — Eletroforese para deteccdo da bactéria H. pylori e do gendtipo cagA+
nas amostras de DNA. M: Marcador molecular de 100 pb. (A) Produto da reagéo
de amplificacdo do gene HpX (150 pb) e do gene constitutivo CYP1AL (226 pb).
Colunas 1 a 6: Amostras de CG positivas para H. pylori. (B) Amostras H. pylori-

positivas submetidas a reacéo de amplificacdo para o gene CagA. Colunas 7, 8 e
12: amostras cagA+. 9, 10 e 11: amostras cagA-.

232pb
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VIII —Apéndices

Apéndice A — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa
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Apéndice B — Parecer do Comité de Etica Ambiental
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