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RESUMO

O Céncer Géstrico (CG) € uma das principais causas mundiais de mortalidade
relacionada ao cancer. O conhecimento do processo de carcinogénese, que inclui as
modificacbes na expressdo de genes, é fundamental para contribuir no prognostico e
conducéo terapéutica dos pacientes. Considerando a importancia dos membros da familia
ABCA em pontos-chaves da terapéutica do CG, este estudo visou avaliar o perfil de
expressao génica desta familia de transportadores, correlacionando com as caracteristicas
clinicas e com a expressdo de outros genes comumente desregulados no CG, em amostras
de tecido adjacente e de CG. Desta forma, por meio de experimento de RNA-Seq foram
analisadas as expressdes diferenciais de todos os genes da familia ABCA, entre tecidos
adjacentes e de CG, associando aos aspectos clinicos dos pacientes, tais como a
abordagem terapéutica e infeccdo por H. pylori e por Epstein-Barr (EBV). Também foram
avaliadas nas amostras de cancer classificacdo de Laurén (intestinal ou difuso) e o
estadiamento (1, 11, 11l e 1V). Foi observado que o ABCAL apresentou alta expressao em
CG, correlacdo positiva com a expressdo dos genes CTSL, CTSK e GJA1L e correlagédo
negativa com os genes TEPP, GAGE1, VN1R7P, RNA5SP389, adicionalmente se
apresenta hiperexpresso em amostras EBV positivas, e baixa expressdao em amostras
positivas para H. pylori. Por outro lado, os genes ABCA6, ABCA8 e ABCA9 apresentaram
baixa expressdo em CG. Vale ressaltar que ABCA8 apresentou aumento da expressao apos
terapia com FLOT (docetaxel, oxaliplatina, 5-fluorouracil e leucovorin), além disso,
ABCAB8 apresentou correlacdo negativa com o gene S100A3 e positiva com o ABCAG. Ja
0 ABCA9 apresentou expressao correlacionada com GAGE1l, ABCA13, VNIR7P,
MTND5P7, MTND5P13 e negativamente correlacdo com CTSL e ABCAL. Polimorfismos
nestes genes (rs2066714 e rs2230806 do ABCAL, rs7212506 do ABCAG, rs2886232 do
ABCA10, rs2274412 do ABCA12) foram também associados a aspectos clinicos
relevantes, tal como sobrevida. Desta forma, os resultados indicam que os genes ABCA1,
ABCA6, ABCA8 e ABCA9 apresentam relevancia para a compreensdo da génese,
progressao e resposta terapéutica no cancer gastrico.

Palavras - Chaves: Céancer Gastrico; ABCA; Neoadjuvancia; FLOT; H. pylori; Epstein-
Barr.



ABSTRACT

Gastric cancer (GC) is one of the leading causes of cancer-related mortality
worldwide. Knowledge of the carcinogenesis process, which includes changes in gene
expression, is essential to contribute to the prognosis and therapeutic management of
patients. Considering the importance of members of the ABCA family in key points of
GC therapy, this study aimed to evaluate the gene expression profile of this transporter
family, correlating it with clinical characteristics and with the expression of other genes
commonly deregulated in GC, in samples adjacent tissues and GC. Therefore, an RNA-
Seq experiment was performed to analyze the differential expression of all genes of the
ABCA family, between adjacent tissues and GC, and to correlate them with clinical
aspects of the patients, such as therapeutic approach and infection by H. pylori and by
Epstein-Barr (EBV). Laurén classification (intestinal or diffuse) and staging (1, I1, 11l and
IV) were also evaluated in the cancer samples. ABCAL was found to be highly expressed
in GC, positively correlated with the expression of the CTSL, CTSK and GJAL genes and
negatively correlated with the TEPP, GAGE1, VNI1R7P, RNA5SP389 genes,
hyperexpressed in EBV positive samples and low expression in H. pylori positive
samples. On the other hand, ABCA6, ABCA8 and ABCA9 genes showed low expression
in GC. Notably, ABCA8 showed increased expression after FLOT (docetaxel, oxaliplatin,
5-fluorouracil and leucovorin) therapy, and ABCA8 showed negative correlation with
S100A3 gene and positive correlation with ABCA6. ABCA9 showed an expression
correlated with GAGE1, ABCA13, VNIR7P, MTND5P7, MTND5P13 and negatively
correlated with CTSL and ABCAL. Polymorphisms in these genes (ABCA1 rs2066714 and
rs2230806, ABCAG rs7212506, ABCA10 rs2886232, ABCA12 rs2274412) have also been
associated with clinically relevant aspects such as survival. Thus, the results indicate that
ABCA1, ABCA6, ABCA8 and ABCA9 genes are relevant for understanding the genesis,
progression and therapeutic response in gastric cancer.

Keywords: Gastric cancer; ABCA; Neoadjuvant; FLOT; H. pylori; Epstein-Barr.
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1 INTRODUCAO
1.1 CANCER GASTRICO

O cancer gastrico (CG) é uma das principais causas de mortalidade relacionada
ao cancer em todo o mundo, apresentando-se como o quarto tipo de cancer com maior
taxa (Sung et al., 2021). No Brasil ocorreram 13.850 6bitos por CG no ano de 2020,
ocupando assim a quinta posicao dos tipos de cancer, sem considerar os tumores de pele
ndo melanoma. Estima-se para cada ano do triénio 2023 a 2025, mais de 21.480 casos,
com incidéncia quase duas vezes maior para 0 sexo masculino em relacdo ao feminino.
Na regido Norte do Brasil é o segundo tipo mais frequente em homens (12,55 por 100
mil) e o quinto em mulheres (6,53 por 100 mil) (INCA, 2022).

O céncer gastrico mais frequente é o tipo adenocarcinoma, uma neoplasia
originada na camada mucosa, correspondendo a mais de 95% dos tipos de cancer
diagnoticados (Ajani et al., 2022; Thrift; El-Serag, 2020). Quanto a classificacdo
histoldgica podem ser classificados de acordo com Laurén em tipos intestinal e difuso, os
quais exibem uma série de caracteristicas clinicas e moleculares distintas, incluindo
histogénese, diferenciacdo celular, epidemiologia, etiologia, carcinogénese,
comportamentos biolégicos e progndstico (Ma et al., 2016).

No tipo intestinal, as células tumorais apresentam adesdo, estdo dispostas em
formacOes tubulares ou glandulares, podem estar frequentemente associadas as lesGes
pré-neoplasicas e apresenta melhor progndstico quando comparado ao tipo difuso, sendo
mais frequente em homens e pacientes idosos. Ja no tipo difuso, as células tumorais nao
tém adesdo e se infiltram no estroma como células Unicas ou pequenos subgrupos,
levando a uma populacéo de células tumorais dispersas e ndo coesas, estando associado
a pacientes com idade mais jovem, mais frequente no sexo feminino e pior prognostico

guando comparado ao tipo intestinal (Laurén, 1965; Qiu et al., 2013).

Os tratamentos atuais do cancer incluem intervengéo cirurgica, radioterapia e uso
de drogas quimioterapicas, que muitas vezes, infelizmente, matam também as células
saudaveis e resultam em toxicidade para os pacientes. Adicionalmente, a cirurgia é o
melhor método de tratamento, especialmente quando o diagnostico é feito precocemente,
no entanto, existem casos em que o CG esta avancado demais ou 0 paciente ndo esta apto
para a cirurgia, 0 que requer outros tipos de tratamento. Nesses casos, embora a

quimioterapia e a radioterapia sejam opcOes eficazes, também podem causar efeitos
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colaterais. Além disso, a ocorréncia de metastases e recidivas, principalmente
relacionadas ao diagnostico tardio (Johnston; Beckman, 2019; Xue et al., 2022) é outro
fator agravante na sobrevida dos pacientes.

A quimioterapia ainda apresenta alguns desafios, como quimiorresisténcia e
inespecificidade (Portenoy; Ahmed, 2018). Além disso, uma importante complicacao
relacionada ao prognostico para pacientes com CG é a falta de biomarcadores confiaveis

para prever a quimiossensibilidade e possivel recorréncia (Rezaei et al., 2022).

Por se tratar de uma doenca multifatorial, diversos fatores estdo associados a
carcinogénese gastrica que podem ocasionar a transformacdo do fenétipo celular normal
para um fendtipo maligno, como fatores extrinsecos relacionados ao consumo de alcool,
fumo, dieta, poluentes, radiacdes, agentes infecciosos, especialmente a infeccdo pelo
virus Epstein-Barr (EBV) e pela Helicobacter pylori e os fatores intrinsecos como
mutacdes aleatorias ou hereditérias, condi¢des hormonais ou imunoldgicas (Figura 1)
(Hinozaki-Ushiku; Kunita; Fukayama, 2015; American Cancer Society, 2018; Yusefi et
al., 2018; Usui et al., 2023).

Agentes

infecciosos

Condigdes
hormonais ou
imunolégicas

Poluentes
Radiac¢oes

Mutagdes
aleatérias
ou
hereditarias

Alcool

Fumo
Dieta

Figura 1. Fatores que favorecem a carcinogénese gastrica. Fonte: Autoria propria, 2023.

A heterogeneidade tumoral é o principal obstaculo no caminho de um tratamento
eficaz contra o cancer (Zaimy et al., 2017). A alteracdo da expressdo génica pode ser 0
ponto inicial para o desenvolvimento de diferentes tipos de canceres, o que pode levar a

desregulacéo dos proto-oncogenes, genes supressores de tumor, genes de reparo de DNA,
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moléculas de adesdo celular, fatores de crescimento, instabilidade de microssatélites
(MSI) por meio de mecanismos de silenciamento dos genes por hipermetilagdo do DNA,
mutacOes ou amplificacdo génica. Essas alteracdes favorecem a proliferacdo celular
descontrolada, além de poder contribuir com a progressdo do cancer e seu agravamento
por meio de invasdo e metastase (Verma et al., 2014; Calcagno et al., 2013; Cho et al.,
2013; Kang, 2014; Busuttil et al., 2014; Krgigard et al., 2018; Oue et al., 2019).

Nesse sentido, ha necessidade do desenvolvimento de novos estudos que possam
identificar caracteristicas genéticas peculiares do tumor, que contribua para o
entendimento do comportamento desta neoplasia, além de permitir a elaboracéo de novas
formas de diagndstico e avaliagdo progndstica, podendo assim colaborar no
estabelecimento de condutas terapéuticas mais precisas (Assumpc¢ao; Burbano, 2005).

Um biomarcador é definido como uma caracteristica mensuravel que pode ser
utilizada como indicadora de processos biolégicos normais, de processos patogénicos e
de respostas farmacoldgicas a uma intervencdo terapéutica especifica (Biomarkers
Definitions Working Group, 2001). Biomarcadores podem ser determinados a partir da
analise de material genético e proteinas de diversos materiais bioldgicos, por exemplo, de
fluidos corporais facilmente obtidos, tais como plasma, soro e urina, assim como de
tecidos (Oldenhuis et al., 2008).

Os biomarcadores tumorais sdo moléculas bioldgicas que sugerem a presenca de
cancer em um paciente ou caracterizam tumores ja diagnosticados e que podem ser
produzidas pelo préprio tumor ou pelo corpo em resposta ao tumor (Shaw et al., 2015).
Podem ser subcategorizados em biomarcadores de diagndstico (que determinam a
presenca de um tipo de cancer), de progndstico (que geram informagdes sobre os efeitos
das caracteristicas do paciente ou do tumor no seu quadro clinico) e preditivos (que
ajudam na identificacdo do tratamento mais adequado para o paciente, levando em
consideracdo suas peculiaridades genéticas) (Italiano, 2011; Madu; Lu, 2010; Oldenhuis
et al., 2008).

Assim, a utilizagdo de biomarcadores para a classificacdo tumoral permite que
pacientes com o mesmo tipo tumoral, localizacdo e comorbidades recebam uma
estimativa individualizada de prognostico e tratamento, levando em consideracgdo o perfil

molecular de seus tumores (Shaw et al., 2015). Dessa forma, algumas evidéncias
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destacam o valor potencial dos membros da ABCA para serem usados como potenciais
biomarcadores de risco e de resposta em diferentes tumores (Pasello; Giudice; Scotlandi,
2020).

1.2 FAMILIA ABCA

Os transportadores de cassete de ligacdo de trifosfato de adenosina (ATP) (ABC)
sdo uma superfamilia de 48 membros de proteinas de membrana que transportam
ativamente uma variedade de substratos bioldgicos através das membranas lipidicas.
Sua diversidade funcional define um envolvimento expansivo em uma miriade de
aspectos da biologia humana (Moore et al., 2023), pois desempenham um papel critico
na protecdo de 6rgdos vitais, como cérebro e placenta, contra xenobioticos, bem como na
modulacéo do perfil farmacoldgico e toxicoldgico de varios candidatos a medicamentos,

restringindo sua penetracdo por meio de barreiras celulares e teciduais (Nwabufo, 2022).

As proteinas ABCA incluem os membros envolvidos em processos relacionados
a homeostase do colesterol e ao transporte de varias substancias, como por exemplo, seus
derivados: xenobidticos, vitaminas e diversos lipidios para dentro e para fora das células
e organelas, podendo participar de estresse oxidativo, reconhecimento imunolégico e
efluxo de drogas (Lee et al., 2013; Yang et al., 2022).

Essas proteinas sdo codificadas pelos genes ABCA, constituidos de 12 membros
denominados ABCA1 a ABCA13, que séo divididos em dois subgrupos de acordo com
sua localizagdo cromossdmica e analise filogenética. O primeiro subgrupo é formado por
cinco genes, ABCA5S (17924.3), A6 (17924.3), A8 (17g24), A9 (17q24.2) e A10 (17g24),
que estdo localizados em um cluster no cromossomo humano 17, enquanto que o outro,
inclui os membros ABCA1 (9q93l.1), A2 (9934), A3 (16pl3.3), Ad (1p22), A7 (19p13.3),
Al2 (2934) e A13 (7p12.3) que estdo presentes em outros seis cromossomos diferentes
(Vasiliou; Vasiliou; Nebert, 2008; Pasello; Giudice; Scotlandi, 2020).

As proteinas compartilham uma estrutura geral (Figura 2), apresentando dois
dominios extracelulares (ECD1 e ECD2) que formam um tanel hidrofébico. Dois
dominios transmembranares (TMD1 e TMD2) hidrofébicos formando um poro na
membrana (atravessando-a) e determinam quais ligantes podem ser reconhecidos. Dois

dominios de ligacdo a nucleotideos (NBD1 e NBD2) que se ligam e hidrolisam 0 ATP
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relacionados a um dominio de loop altamente hidrofébico intermediario. Esta estrutura
encontra-se dentro do compartimento citosolico, constituido por um motivo de assinatura
ABC (uma regido curta e conservada de uma proteina), os dominios Walker A ou loop P
(uma alca de ligacdo de fosfato) que liga os fosfatos alfa e beta do ATP, e o dominio
Walker B que fornece o residuo catalitico de glutamato, e residuo de aspartato para
coordenar o ion Mg *, favorecendo a hidrdlise de ligagdo do ATP (Alam; Locher, 2023;
Davis; Tew, 2018).

ECD1

ECD2

TMD1 TMD2

\/ \/ ML/ : YRYAYAY

NBD1

(aTe) ADP + Pi peny
@ Walker A = ‘ { ADP + Pi
==

Walker B

Motivo de assinatura ABC

Figura 2. Estrutura comum das proteinas ABCA na membrana plasmatica. Legenda: Os transportadores
ABCA sdo compostos por dois grandes dominios extracelulares (ECD1 e ECD?2), dois dominios
transmembranares hidrofébicos (TMD1 e TMD?2) e dois dominios de ligacdo a nucleotideos (NBD1 e
NBD?2) que se ligam ao ATP. Os NBD's sdo formados por dominios Walker A e B e o0 motivo de assinatura
ABC. Fonte: Autoria propria, 2023.

Notadamente, a expressao elevada de transportadores da familia ABCA é um fator
que resulta em resisténcia a multiplas drogas (MDR), visto que esses transportadores
podem reconhecer e mediar o transporte de diversas drogas em células neoplasicas, e
assim, influenciar na concentracdo intracelular de drogas prejudicando a resposta a
quimioterapia (Gyorffy et al., 2006; Xiao et al., 2021).
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Outro comportamento importante de transportadores da familia ABCA, que
pode provocar a quimiorresisténcia e favorecer a progressao tumoral, sdo alteragdes como
diminuicdo da permeabilidade, resposta imunoldgica, distirbios nas vias de sinalizagéo e
mudancas na saturacdo lipidica (Szlasa et al., 2020). Isso pode estar relacionado com o
metabolismo lipidico, importante para obtencgéo de energia. Além disso, o colesterol, uma
das principais substancia que participa da homeostase lipidica, € um componente para
membranas biologicas e de moléculas de sinalizagcdo, que pode influenciar na
proliferacdo, sobrevivéncia, invasdo, metastase, resposta ao impacto do microambiente

tumoral e a terapia do cancer (Bian et al., 2021).

Nesse sentido, varios genes da familia ABCA apresentaram sua expressao
desregulada em diversos tipos de cancer (Tabela 1) o que pode contribuir com a alteragéo

da atividade ou comportamento das proteinas ABCA.

Tabela 1. Perfil da expresséo dos genes da familia ABCA desregulados em diversos tipos
de cancer.

Estudo Gene Tipo de Cancer Expressdo Atividade
Lee et al., 2013; ABCA1L Colesterol alto intracelular esta
Cerami et al., 2012; ABCA8’ Cancer de prdstata Diminuida correlacionado com
Demidenko et al., 2015 desenvolvimento de tumores;
Fukuchi et al., 2004; Maior capacidade de
. i ABCAL, . S
Sekine et al., 2010; A . crescimento e migragao;
. ABCA2, Céncer de prdstata Aumentada ~
lle et al., 2004; ABCAS Desregulacdo da homeostase
Karatas et al., 2016 lipidica; Quimiorresisténcia;

Moon et al., 2019 ABCA1l M9de|o murino de Diminuida Atividade supressora de tumor;
cancer de figado

Gong, et al., 2022;

. ABCAG, Adenocarcinoma Lo Bom prognastico (ABCAG);
Guo et al., 2020; s Diminuida P
Xie et al.. 2023 ABCA8 gastrico Mau progndstico (ambos)
Yinetal., 2021; . N .
. k Aumento da invaséo celular;
Liu et al., 2023; . o SN
. ABCA1, Adenocarcinoma Quimiorresisténcia;
Deng et al., 2022; . Aumentada Lo .
. ABCAS8 géstrico Diminuicéo da sobrevida
Xue et al., 2022, lobal; Mau prognéstico
Ding et al., 2020 global, Mau prog
ABCA5,
Hlavac et al., 2013 ABCAS, Cancer de mama Diminuida Desregulag_a 0, d_a homeostase
ABCAS8, lipidica;
ABCA9
Pan et al., 2019; ABCAL, Biomarcador;
. . ABCA2, L A . .
Nieva et al., 2012; Quimiorresisténcia; Metastase;
) ABCA3, R L A
Zhao et al., 2016; ABCA7 Cancer de mama Aumentada Maior risco de recorréncia;
Hlavac et al., 2013; ! Desregulacéo da homeostase
Dvorak et al., 2017 ABCAI2, lipidica;
. ABCA13 pidica,
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Dvorak et al., 2017;
Buetal., 2022;
Hlavata et al., 2012;

Aguirre-Portoles et al., 2018;
Fernandez et al., 2017; Dvorak
etal., 2017,

Hlavata et al., 2012

Heimerl et al., 2007
Bachmeier et al., 2009

Liu et al., 2015

Hedditch et al., 2014;
Park et al., 2006;
Elsnerova et al., 2017;
Wang et al., 2021;
Laing et al., 1998;
Nymoen et al., 2015

Prochazka et al., 2013

Efferth et al., 2006;
Marzac et al., 2011;
Yasui et al., 2004;
Steinbach et al., 2006;
Chapuy et al., 2008

Gotovdorj et al., 2014

Saini et al., 2012

Mohelnikova-Duchonova et al.,
2013
Cui et al., 2020;

Ye et al., 2008

Arai et al., 2014

ABCAZ2,
ABCAY7,
ABCAQ9,
ABCA10
ABCAL;
ABCAG,
ABCAS,
ABCA12,
ABCA13

ABCA7,
ABCA12

ABCAl

ABCAS8

ABCA1,
ABCA2
ABCA4,
ABCADS,
ABCAG,
ABCA7,
ABCAS,
ABCAQ9,
ABCAI10,
ABCA13

ABCAl

ABCA2,
ABCA3

ABCA2,
ABCA3

ABCA5

ABCAG6

ABCA8

ABCA8

ABCA13

Cancer de
colorretal

Cancer de
colorretal

Melanoma
Melanoma

Cancer de ovario

Cancer de ovario

Céncer de pulmao

Leucemia

Cancer astroglial
CRT-MG
Osteossarcoma
metastatico para o
pulméo

Pancreético

Carcinoma
hepatocelular
Carcinoma de

células escamosas
da lingua
Carcinomas de
células renais de
células claras

Diminuida

Aumentada

Diminuida

Aumentada

Diminuida

Aumentada

Aumentada

Aumentada

Aumentada

Aumentada

Diminuida

Diminuida

Diminuida

Diminuida

Desregulacéo da homeostase
lipidica;
Mau prognéstico;

Aumento da invaséo celular;
Maior risco de recorréncia;

Desregulacéo da homeostase
lipidica;

Quimiorresisténcia;

Desregulacdo da homeostase
lipidica;

Maior capacidade de
crescimento e migracao;
Quimiorresisténcia; Melhor
resposta quimioterapica
(ABCA4)

Quimiorresisténcia;

Quimiorresisténcia;

Desregulacéo da homeostase
lipidica;
Desregulacéo da homeostase
lipidica;
Desregulacéo da homeostase
lipidica;
Desregulacéo da homeostase
lipidica;
Desregulacéo da homeostase
lipidica;

Desregulacéo da homeostase
lipidica;

Fonte: Autoria propria, 2023.

Os papéis especificos desses transportadores ABCA em tumores sdo

multifacetados e suas associa¢des com a malignidade sdo mais complexas do que aquelas

relatadas para outros membros da familia do ABC que medeiam a resisténcia a multiplas

drogas. Achados mais recentes indicam contribuicdo adicional desses transportadores

para outros processos, como disseminagdo de celulas tumorais e metéstase, estendendo

assim seus possiveis papéis na progressao tumoral (Pasello; Giudice; Scotlandi, 2020).
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Além disso, varias doencas também apresentam os genes dessa familia desregulados sob
influéncia de proteinas, hipermetilacdo e alguns miR, que podem induzir regulacdo
positiva ou negativa, alguns exemplos sdo apresentados nos proximos topicos sobre a
familia ABCA.

1.2.1 ABCA1l

A proteina ABCAL1 (Figura 3) apresenta 2.261 aminoacidos e massa molecular de
254 kDa. Estd presente no reticulo endoplasmatico, aparelho de golgi, membrana
plasmatica, vesicula endocitica e fagocitica, endossomos (Pasello; Giudice; Scotlandi,
2020).

Figura 3. Localizagdo celular das proteinas ABCA. Fonte: Autoria propria, 2023.
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Suas funcgdes estdo relacionadas a ligacdo da apolipoproteina, a ligacdo e
transporte de colesterol, a catalisacdo da translocacdo de fosfolipidios especificos do
citoplasma para o folheto extracelular/luminal da membrana acoplada a hidrélise de ATP.
Participa da transferéncia de fosfolipideos para apolipoproteinas para formar
lipoproteinas/HDLs de alta densidade, ligacdo de sintaxina (uma proteina envolvida na
exocitose), participa da via de sinaliza¢do do receptor acoplado a proteina G ativadora da
adenilato ciclase, resposta celular ao 4cido retindico. Além disso, transporta
fosfatidilcolina, fosfatidilserina, e esfingomielina, e contribui para a secrecdo de
interleucina 1beta de macréfagos (Zhou et al., 2002; Quazi; Molday, 2013; Wang et al.,
2020; Uniprot, 2023 - https://www.uniprot.org).

O gene ABCAL pode ser regulado positivamente pelos Receptores X do Figado
(LXR) e Receptores X Retindicos (RXR) (Oram; Vaughan, 2006; Koldamova; Fitz;
Lefterov, 2014). A hipermetilacdo do seu promotor também pode ser fator de regulacao
(Lee et al., 2013). A proteina de ligacdo ao elemento responsiva a esterdis (SREBP-2),

regula negativamente o ABCAL (Zeng et al., 2004).

Alguns miR também estdo relacionados com a regulacdo positiva ou negativa de
ABCA1, como miR-33 (um microRNA intronico (miRNA) localizado dentro do gene
que codifica o Fator de Transcricdo de Ligacdo de Elemento Regulador de Esterdis 2
(SREBF-2) pode favorecer sua regulacéo positiva (Rayner et al., 2010). Enquanto, o miR-
96 (Moazzeni; Najafi; Khani, 2017), os miR-27, miR-144, miR-145 e miR-148 (Kang et
al., 2013), miR-33 e miR-758 tem um efeito inibitério aditivo na expressdo da proteina
ABCAL (Ramirez etal., 2011), miR-106b (Kim etal., 2012), podem inibir sua express&o.

A expressao diminuida do gene ABCAL foi observada no cancer de préstata
(Cerami et al., 2012; Lee et al., 2013). Essa diminuicdo da expressdo pode ser uma
caracteristica boa, uma vez que, nas vias de sinalisacdo celular o ABCAL interage com o

p53 (um gene supressor tumoral), diminuindo a expressédo de ABCAL (Moon et al., 2019).

Em contraste, provavelmente relacionada a outros mecanismos, foi observada alta
expressdo de ABCA1 no cancer de ovario (Hedditch et al., 2014; Elsnerova et al., 2017),
cancer de mama de alto grau e triplo negativo (Pan et al., 2019), no adenocarcinoma
gastrico (Yin et al., 2021; Liu et al., 2023), em linhagens de células de cancer de mama

metastatico (Nieva et al., 2012), também foi observado o aumento de sua expressao
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quando relacionado a quimiorresisténcia em cancer de pulméo (Prochazka et al., 2013),
melanoma (Bachmeier et al., 2009) e cancer de ovario seroso (Park et al., 2006; Wang et
al., 2021).

A alta expressdo de ABCA1 correlaciona-se com um risco aumentado de
recorréncia em cancer colorretal (Ferndndez et al., 2018), cancer de mama (Zhao et al.,
2016) e com a diminuicdo da sobrevida global no cancer gastrico (Yin etal., 2021; Deng
etal., 2022).

Um estudo observou que a desrepressdo do promotor, por knockdown de MYC,
leva a inducdo da expressdo de ABCAL, revelando a sua ligacdo entre fenotipos malignos,
parecendo correlacionar-se menos com iniciacdo e proliferacdo tumoral e mais com a
progressdo tumoral e resisténcia, todavia, um mecanismo definitivo ainda ndo foi
estabelecido (Prijic; Chang, 2022).

1.2.2 ABCA2

A proteina ABCAZ2 apresenta 2.436 aminoacidos, com massa molecular de
aproximadamente 250 kDa, esté localizada na membrana do endossomo, lisossomos, e
membrana plasmatica (Figura 3) (Pasello; Giudice; Scotlandi, 2020).

Dentre suas func¢des, estdo o sequestro de colesterol no endossoma/lisossoma,
por meio da regulacdo do metabolismo intracelular de esfingolipidios, a participacdo da
translocacdo e floppase de ceramida, a participacdo no metabolismo de esfingolipidios,
de gangliosideos, glicoesfigolipidios, esfingosina, esfingomielina. Além disso, pode
desempenhar um papel na formacdo de mielina e apresenta resposta a estimulos de
xenobidticos, hormdnio esteroide, e regula 0 metabolismo do receptor de lipoproteina de
baixa densidade (LDLR) (Kaminski et al., 2001; Davis, 2011; Davis, 2014; Uniprot, 2023
- https://www.uniprot.org).

Quanto a regulacdo génica que pode influenciar no aumento ou diminuicéo da
sua expressao, o gene ABCA2 pode ser modulado e apresentar correlagdo negativa com
miR-124-3p (Zhang et al., 2020), miR-205 (Alla et al., 2012) e miR-326 (Ghodousi;
Rahgozar, 2018). Também pode ser regulado positivamente pela proteina de resposta de
crescimento precoce 1 (EGR-1) (Davis, 2003), por TFEB (fator de transcricdo EB) (Zhu
etal., 2021) e por SREBP-2 (Davis; Tew, 2018).
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Notadamente, foi observado o aumento da expressao de ABCA2 em leucemia
linfoblastica aguda de células T, especialmente correlacionada com quimiorresisténcia
(Efferth et al., 2006), em leucemia mieloide aguda (Marzac et al., 2011), em linhagem de
carcinoma de prostata, resistente a estramustina (lle et al., 2004), em linhagem celular de
carcinoma ovariano humano, resistente a estramustina (SKEM) (Laing et al., 1998),
no cancer de ovario (Elsnerova et al., 2017), no cancer de mama (Hlava¢ et al., 2013) e
em células humanas de céncer astroglial CRT-MG (Gotovdorj et al., 2014). J& em cancer
colorretal foi observado que ABCA2 ¢ regulado negativamente (Dvorak; Pesta; Soucek,
2017).

1.2.3 ABCA3

A proteina ABCAS3 apresenta 1.704 aminodcidos e massa molecular de 191 kDa,
estd presente na membrana plasmatica e na membrana lisossémica (Figura 3). Participa
da atividade do transporte dependente de ATP de fosfolipidios (como fosfatidilcolina e
fosfoglicerol), de efluxo de miltefosina, participa da biogénese dos corpos lamelares e da
homeostase do surfactante pulmonar (Matsumura et al., 2006; Albrecht; Viturro, 2007;
Li et al, 2019; Pasello; Giudice; Scotlandi, 2020; Uniprot, 2023 -

https://www.uniprot.org).

O gene ABCAS3 pode sofrer influencia quanto a regulacdo da expressdo por
hipermetilacdo do DNA (Wang et al., 2019) apresentando correlacdo negativa. Pode ser
regulado negativamente por miR-34a (Takano et al., 2017), miR-200 (Benlhabib et al.,
2015), por miR-335-3p (Pouyanrad; Rahgozar; Ghodousi, 2019). J& a expressao regulada
positivamente pode ocorrer por glicocorticoides (Yoshida; Ban; Inagaki, 2004).

ABCAS3 apresentou aumento da expressdo em leucemia linfoblastica aguda de
células T correlacionada com quimiorresisténcia (Efferth et al., 2006), em leucemia
mieloide aguda (LMA) também correlacionada com quimiorresisténcia (Yasui et al.,
2004; Steinbach et al., 2006; Chapuy et al., 2008), no cancer de mama (Hlavagc et al.,
2013)e em celulas humanas de cancer astroglial CRT-MG (Gotovdorj et al., 2014).

1.2.4 ABCA4

A proteina ABCA4 possui 2.273 aminoacidos e massa molecular de

aproximadamente 256 kDa, localiza-se na membrana plasmatica e na lisossémica (Figura
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3). Participa da atividade de transporte e flippase, dependente de ATP, da retinal-
fosfatidiletanolamina, produgéo de retinol todo trans (Pasello; Giudice; Scotlandi, 2020;
Quazi; Lenevich; Molday, 2012; Quazi; Molday, 2013; Uniprot, 2023 -

https://www.uniprot.org).

O gene ABCA4 ¢ alvo dos miR-145-5p (Liu et al., 2019), miR-4488 e miR-
1273 g-5p (Dong; Wang; Li, 2021) quanto a modulacdo negativa da sua expressédo. Foi
observado o aumento da expressdo ABCA4 em céancer de ovério epitelial estagio |
(Hedditch et al., 2014), e esse aumento foi associado com melhor resposta quimioterapica

em carcinoma seroso ovariano metastatico (Nymoen et al., 2015).

1.2.5 ABCA5

A proteina ABCA5 apresenta 1.642 aminoacidos, massa molecular de
aproximadamente 183 kDa, é encontrada na membrana endossomal, no aparelho de Golgi
e no nucleoplasma (Figura 3). Participa na regulagdo da produ¢do de Peptideos -
Amilo6ide e participa do transporte de colesterol (Fu et al., 2014; Pasello; Giudice;
Scotlandi, 2020; Petry; Kotthaus; Hirsch-Ernst, 2003).

O gene ABCAGS ¢ regulado negativamente por miR-205 (Alla et al., 2012),
regulado positivamente por proteina mutante de ataxia-telangiectasia (ATM) (Zhou et al.,
2022). Foi observada a baixa expressdo de ABCA5 no cancer colorretal, correlacionada
com mau progndstico (Bu et al., 2022) e no cancer de mama (Hlava¢ et al., 2013). Em
contraste. J& o aumento de expressdao de ABCA5 foi observada em osteossarcoma
metastatico para o pulméao (Saini et al., 2012), no cancer de ovario (Elsnerovaetal., 2017;
Hedditch et al., 2014), no cancer de préstata (Karatas et al., 2016).

1.2.6 ABCAG

A proteina ABCA6 contém 1.617 aminoacidos com massa molecular de
aproximadamente 160 kDa, apresenta localizagdo celular na membrana plasmatica,
aparelho de Golgi e nucleoplasma (Figura 3). Participa da fagocitose de macrofagos e do
transporte lipidico (Gai et al., 2013; Kaminski et al., 2001; Pasello; Giudice; Scotlandi,
2020; Uniprot, 2023 - https://www.uniprot.org).
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ABCAG6, que geralmente é pouco expresso em células do sarcoma de Ewing,
quando regulado positivamente, tornou-se um fator prognéstico de um resultado
favoravel em pacientes, visto que sua alta expressdo prejudicou a migracdo celular e
aumentou a quimiossensibilidade celular pela diminui¢do dos niveis intracelulares de
colesterol e pela ativacdo de IGFIR/AKT/mTOR (Pasello et al., 2022).

No entanto, em cancer gastrico foi observado maior expressdo desse gene com
risco associados a sobrevivéncia (Xue et al., 2022). Também foi observado alta expressao
no cancer de ovario (Hedditch et al., 2014), no cancer de colorretal (Dvorak; Pesta;
Soucek, 2017). Por outro lado, foi observado baixa expressao no cancer de mama (Hlavaé
et al., 2013), pancreatico (Mohelnikova-Duchonova et al., 2013) e céncer gastrico
associado a um bom progndstico (Gong et al., 2022).

1.2.7 ABCA7

A proteina ABCAT apresenta 2.146 aminoacidos e massa molecular 234 kDa,
localiza-se no reticulo endoplasmaético, na membrana endossomal, no aparelho de Golgi
e na membrana plasmaética (Figura 3). Participa da translocacdo de fosfolipidios,
transporta fosfatidilserina e fosfatidilcolina, apresenta papel na homeostase lipidica, da
depuragdo fagocitaria de f-amiloide no cérebro e na fagocitose mediada por macréfagos
(Albrecht; Viturro, 2007; Pasello; Giudice; Scotlandi, 2020; Uniprot, 2023 -
https://www.uniprot.org).

ABCAY pode ter sua expressao regulada negativamente por miR-197-3p (Xie
et al., 2020). Foi observado alta expressdo de ABCA7 no cancer de ovario (Elsnerova et
al., 2017) e no cancer de mama (Hlavac et al., 2013), mas regulado negativamente em
linhagens celulares de melanoma (Heimerl et al., 2007) e no cancer de colorretal (Dvorak;
Pesta; Soucek, 2017; Hlavata et al., 2012).

1.2.8 ABCAS8

A proteina ABCAS8 contém 1.581 aminoacidos com massa molecular de 179
kDa, apresenta duas isoformas, estdo localizadas na membrana plasmaética e reticulo

endoplasmatico (Figura 3) (Pasello; Giudice; Scotlandi, 2020).
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Participa do efluxo de colesterol (independente da apolipoproteina), da
importacdo dependente de ATP de taurocolato e sulfato de estrona, da micotoxina
ocratoxina A (observado in vitro) e do transporte de xenobi6ticos. Também pode
participar da biossintese de esfingomielina, e modular os niveis de colesterol de
lipoproteina de alta densidade (HDL) (Kim et al., 2013; Trigueros-Motos et al., 2017;
Tsuruoka et al., 2002; Uniprot, 2023 - https://www.uniprot.orgy).

O ABCAS8 pode ter sua expressao regulada negativamente por miR-374b-5p
(Cui et al., 2020). Nesse sentido, foi observado que o ABCAS8 ¢é regulado negativamente
em carcinoma hepatocelular (Cui et al., 2020), cancer de prdstata (Demidenko et al.,
2015), cancer de ovério (Liu et al., 2015), carcinoma de células escamosas da lingua (Ye
et al., 2008), cancer de mama (Hlava¢ et al., 2013) e cancer gastrico (Guo et al., 2020;
Xie et al., 2023). Esse comportamento pode induzir estresse oxidativo e producdo de
ROS através do acumulo intracelular de colesterol, ativando vias de sinalizacdo que
podem facilitar o crescimento e a metéstase das células, estando associado a um mau

progndstico (Cui et al., 2020).

Ja a alta expressdo de ABCAS8 foi observada em cancer de ovario (Elsnerova et
al., 2017; Hedditch et al., 2014), cancer colorretal (Dvorak; Pesta; Soucek, 2017), e no
cancer gastrico associado com um pior prognostico (Ding et al., 2020).

1.2.9 ABCA9

A proteina ABCA9 apresenta 1.624 aminoacidos com massa de 184 kDa, esta
localizada na membrana plasmatica e reticulo endoplasmatico (Figura 3). Participa da
diferenciacdo de mondcitos, no transporte e homeostase lipidica, e exibe grande
homologia com ABCAS8 (72%) e ABCAG6 (60%), respectivamente (Hwang; Lee; Cho,
2023; Pasello; Giudice; Scotlandi, 2020; Piehler et al., 2002).

Foi observado alta expressdo do ABCA9 no céncer de ovario (Elsnerova et al.,
2017; Hedditch et al., 2014), mas apresentou-se com baixa expressao no cancer de mama
(Hlavac et al., 2013) e no cancer colorretal (Dvorak; Pesta; Soucek, 2017).
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1.2.10 ABCA10

A proteina ABCA10 contém 1.543 aminoacidos e massa molecular de 176 kDa,
localiza-se na membrana plasmatica (Figura 3). Participa do transporte e homeostase de
lipideos (Albrecht; Viturro, 2007; Pasello; Giudice; Scotlandi, 2020). A expressao
de ABCA10 estava diminuida no cancer colorretal (Dvorak; Pesta; Soucek, 2017), e

aumentada no cancer de ovario (Elsnerova et al., 2017).

1.2.11 ABCA12

A proteina ABCA12 apresenta aproximadamente um pouco mais de 2.500
aminoacidos, massa molecular de 293 kDa, e apresenta semelhanca de aminoacidos de
47% com ABCAL. Estéa localizada na membrana plasmatica, no lisossoma, citoplasma e
aparelho de Golgi (Figura 3) (Pasello; Giudice; Scotlandi, 2020).

Participa do transporte de glicosilceramidas, das enzimas proteoliticas, regula
a homeostase do colesterol celular, desempenha papéis pleiotropicos na regulacdo da
secrecdo de insulina estimulada por glicose das células beta, regulando a morfologia e a
fusdo dos granulos de insulina, a abundéncia da balsa lipidica e o citoesqueleto de actina.
Também participa da biogénese do surfactante pulmonar (Annilo et al., 2002; Uniprot,
2023 - https://www.uniprot.org).

Em relacéo a expressao génica no cancer, foi observado aumento de expressao
de ABCA12 no cancer colorretal (Dvorak; Pesta; Soucek, 2017), e no cancer de mama
(Hlavac et al., 2013), porém é regulado negativamente em linhagens celulares de
melanoma (Heimerl et al., 2007).

1.2.12 ABCA13

A proteina ABCA13 contém 5.058 aminoacidos e massa molecular 576 kDa,
localiza-se na membrana plasmatica (Figura 3). Participa da homeostase lipidica,
mediando o transporte de colesterol e gangliosideos (Pasello; Giudice; Scotlandi, 2020;
Tsuruoka et al., 2002; Uniprot, 2023 - https://www.uniprot.org).

Quanto a modulagdo da sua expressdo, 0 aumento da expressdo do miR-138 leva
a degradacdo de ABCA13 (Yun et al., 2017). Foi observado a expressao diminuida em

carcinomas de células renais de células claras (Arai et al., 2014). No entanto, foi
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observado aumento de expressdo de ABCA13 no cancer de ovario (Nymoen et al., 2015),
no cancer de mama (Dvorak; Pesta; Soucek, 2017) no cancer colorretal (Hlavata et al.,
2012).

Neste sentido, os genes da familia ABCA apresentam importancia por estarem
desregulados em vérias doencas humanas, como a doenca de Tangier (Choi et al., 2023),
degeneracdo macular relacionada a idade (Piehler et al., 2002), deficiéncia fatal de
surfactante ou ictiose arlequim (Albrecht; Viturro, 2007), diabetes (Machado-Lima et al.,
2013; Yassine et al., 2014), fibrose cistica, adrenoleucodistrofia, degeneracao da retina,
defeitos no transporte biliar (Dean; Moitra; Allikmets, 2022), doenca cardiovascular
(Wang et al., 2022), aterosclerose (Chen et al., 2021), doenca de Alzheimer
(Lewandowski; Laham; Thatcher, 2022), doenca pulmonar obstrutiva cronica (Kotlyarov,
2021) e varios tipos de cancer (Elsnerova et al., 2017; Hedditch et al., 2014; Liu et al.,
2023; Pan et al., 2019; Yin et al., 2021).

A familia ABCA, quando desregulada no céancer, est4 associada a estadiamento
avancado, diminuicdo da sobrevida e quimiorresisténcia, disseminacdo de células
tumorais e metéstases (Pasello et al., 2022). Nesse sentido, foi observado sua
desregulacdo em céncer colorretal (Aguirre-Portolés et al., 2018), mama (Pan et al., 2019;
Park et al., 2006; Uddin; Wang, 2022), pancreatico (Mohelnikova-Duchonova et al.,
2013), ovério (Liu et al., 2015), hepatocelular (Cui et al., 2020), préstata (Demidenko et

al., 2015) e adenocarcinoma do estémago (Guo et al., 2020).

A expressao elevada € um fator que pode contribuir para quimiorresisténcia. A
exemplo disso, a expressdo elevada de ABCAL se correlaciona com a resisténcia a
mitoxantrona (Gyorffy et al., 2006). ABCAl e ABCAL12 mostraram expressao
significativamente aumentada no grupo RD (doenca residual) associado a uma
capacidade de resposta diminuida a quimioterapia neoadjuvante sequencial semanal com
paclitaxel/FEC (5-fluorouracil, epirrubicina e ciclofosfamida) (Park et al., 2006). Ja
ABCA3 mostrou ter expressdo aumentada nas células resistentes a drogas e
superexpressdo associada a resisténcia terapéutica em leucemia mieloide aguda (LMA)
na infancia (Steinbach et al., 2006; Yasui et al., 2004).

Embora estudos dos genes da familia ABCA com CG sejam escassos, é importante
conhecer os impactos da desregulacdo da expressao desses genes neste tipo de cancer para

tracar estratégias progndsticas. Assim, isso corrobora a possibilidade de usar moduladores
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do transportador ABC em combinagdo com drogas quimioterapicas anticancerigenas para

melhorar a eficécia terapéutica (Xiao et al., 2021).

Considerando a importancia dos membros da familia ABCA em pontos-chaves da
terapia com CG, este estudo teve como objetivo avaliar o perfil de expressdo génica
desses transportadores e correlacionar os resultados com as caracteristicas clinicas dos
pacientes, com o objetivo de melhor compreender sua influéncia na génese e prognostico

desta patologia.

Desta forma, avaliar o perfil da expressdo de genes da familia ABCA pode
contribuir com a possibilidade de serem usados como biomarcadores de CG, sendo Uteis
para deteccdo das alteracGes por varios métodos de biologia molecular, patologia ou
mesmo analise de CTC “circulating tumor cell”. Logo, ferramentas como PCR,
microarrays de expressao e RNAseq para a analise do transcriptoma (San Segundo-Val;
Sanz-Lozano, 2016) sdo importantes, pois permitem analisar de forma abrangente os

perfis do genoma do cancer em niveis de pesquisa e clinicos (Nakagawa; Fujita, 2018).

1.3 RNA-Seq: uma ferramenta poderosa para avaliar genes desregulados em Cancer
Géstrico

A identidade de uma célula ou organismo €, pelo menos em parte, definida por
sua expressdo génica e, portanto, a analise da expressao génica continua sendo uma das
técnicas experimentais mais frequentemente realizadas em biologia molecular
(CHATTERJEE et al., 2018). Nesse sentido, avangos nas tecnologias de sequenciamento
de larga escala (Sequenciamento de Nova Geracdo — NGS) resultaram em uma ampla
gama de estudos de expressdao génica e um volume sem precedentes de dados de

sequenciamento de RNA (Zoabi; Shomron, 2021).

O RNA-seq € uma técnica capaz de analisar padrdes da expressao génica que
permite a identificacdo e quantificacdo de moléculas de RNA de uma amostra biologica
(Simoneau et al., 2021). O RNA-Seq oferece a oportunidade de estimar a abundéncia de
isoformas e encontrar novos transcritos (Withanage; Liang; Zeng, 2022). E a andlise
computacional de dados de RNA-seq pode ser usada para estimar perfis de expressdo
génica em varios fenétipos e condicgdes, ou detectar novos “splicing” alternativos em

éxons especificos (Deshpande et al., 2023).
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O RNA-Seq gera um grande volume de dados e a analise precisa desses dados
envolve diversas etapas e escolhas de ferramentas (Chatterjee et al., 2018). Geralmente,
o fluxo de trabalho representativo de experimentos RNA-seq inclui a extragdo e
purificacio do RNA da célula ou tecido, a preparacdo da biblioteca, que inclui a
fragmentacéo, amplificacdo linear ou PCR, sequenciamento de RNA e a anélise de dados

de sequenciamento (Figura 4) (Shi et al., 2021).
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Figura 4. Etapas do RNA-Seq. Fonte: Autoria prépria, 2023.

Para o uso de dados do RNA-seq para comparar a expressao entre as amostras,
é necessario transformar milhdes de leituras curtas em uma quantificacdo da expressao,
na qual, primeiro, as leituras sdo mapeadas para 0 genoma ou transcriptoma. Em segundo
lugar, leituras mapeadas para cada amostra sdo reunidas em resumos de expressdo em
nivel de gene, nivel de exon ou nivel de transcricdo, dependendo dos objetivos do
experimento. Em seguida, os dados resumidos s&o normalizados em conjunto com o teste
estatistico de expressao diferencial (DE), levando a uma lista classificada de genes com
valores P associados e alteracfes de dobra. Finalmente, informacdes biologicas dessas
listas podem ser obtidas realizando abordagens de biologia de sistemas (Oshlack;
Robinson; Young, 2010).
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Atualmente, o RNA-seq tem sido amplamente utilizado em pesquisas
bioldgicas, médicas, clinicas e farmacéuticas (Shi et al., 2021), vem sendo bastante
utilizado para avaliar a expressdo de amostras de varios tipos de cancer como por exemplo
gastrico (Sun et al., 2021), colorretal (Chen et al., 2021a), hepatocelular (Yu et al., 2022),
pulméo (Li et al., 2022). Nesse sentido, é de relevancia clinica investigar molecularmente
0s canceres gastricos na tentativa de identificar novos alvos para a prevencdo e
tratamento. E a tecnologia de RNA-seq permite a aplicacdo de gendmica funcional em
larga escala a pesquisa do cancer e sua aplicacdo em ambientes clinicos pode permitir a
identificacdo de perfis individuais de expressdo génica a serem usados como potenciais

biomarcadores no tratamento do cancer gastrico (Carino et al., 2021).

Desta forma, este estudo teve como objetivo avaliar o perfil de expresséo dos
genes da familia ABCA, comparando tecidos adjacentes e de CG, tratados ou ndo com
terapia neoadjuvante, auséncia ou presenca de patogenos, correlacionando-os com as
caracteristicas clinicas e a expressdo de outros genes relevantes para o cancer em

pacientes com GC, por meio de uma analise robusta de NGS (RNA-Seq).
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil de expressédo diferencial dos genes da familia ABCA em amostras
tumorais e adjacentes ao tumor por meio de RNA-Seq e correlacionar com aspectos

clinicopatoldgicos em pacientes com adenocarcinoma gastrico do estado do Para.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sugerir possiveis biomarcadores dos membros da familia ABCA no céancer
gastrico;

e Correlacionar a expressdao génica dos membros da familia ABCA com
estadiamento e classificacdo histologica de laurén (difuso e intestinal) nas
amostras de cancer gastrico;

e Investigar a expressdo dos genes ABCA entre tecidos adjacentes e de cancer
gastrico sob influéncia da terapia neoadjuvante;

e Analisar a expressdo dos genes da familia ABCA nas amostras positivadas para H.
pylori e Epstein-Barr virus;

e Auvaliaracorrelagdo dos genes CTSL, CTSK, GJAL, TEPP, GAGE1 e S100A3 com
0s genes da familia ABCA no cancer gastrico;

e Investigar o perfil de expressdo das isoformas dos genes da familia ABCA no
cancer gastrico;

e Analisar a influéncia do polimorfismo dos genes ABCA na sobrevida cancer

gastrico.
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IMPACT OF EXPRESSION DEREGULATION IN ABCA FAMILY GENES IN
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da Silva, Bruna Claudia Meireles Khayat, Sidney Emanuel Batista dos Santos, Paulo
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O artigo foi submetido na revista Journal of Molecular Medicine.
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transporter family, comparing adjacent and gastric cancer tissues, treated or not with
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correlation with S100A3 gene and a positive correlation with ABCA6. ABCA9
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Dear Editors,

We are contacting you to submit our research study entitled “Impact of Expression
Deregulation in ABCA Family Genes in Gastric Adenocarcinoma” of the researchers
Daniele de Aratjo Moysés, Eliel Barbosa Teixeira, Natasha Costa da Rocha Galucio,
Thaissa Vitoria Portal Rodrigues, Taissa Maira Thomaz Aradjo, Jéssica Manoelli Costa
da Silva, Bruna Claudia Meireles Khayat, Sidney Emanuel Batista dos Santos, Paulo
Pimentel de Assumpcdo, Fabiano Cordeiro Moreira and André Salim Khayat, to be
considered forn publication in the Journal of Molecular Medicine.

Considering the importance of members of the ABCA family in key points of several
human diseases, such as Tangier's disease, retinal degeneration, and several types of
cancers (breast, colorectal, pancreatic, hepatocellular, prostate and stomach
adenocarcinoma), and in cancer gastric (GC) studies are scarce, this study sought to
investigate the expression profile of this transporter family, comparing adjacent tissues
and those of gastric cancer, treated or not with neoadjuvant therapy, in the absence or
presence of pathogens, correlating it with the clinical characteristics and expression of
other genes relevant to the cancer in patients with GC in the northern region of Brazil,
which is one of the regions with the highest incidence of this type of cancer. Through a
robust analysis of NGS (RNA-Seq), we observed that the genes ABCAL, ABCA6, ABCAS8
and ABCA9 are relevant for understanding the genesis, progression and therapeutic
response in gastric cancer.

These discoveries are important for our peers and for everyone who seeks to collaborate
in cancer research, since in recent years, there has been an increase in research focused
on the genes of the ABCA family and their implications in carcinogenesis and cancer
therapy, in addition to the fact of gastric cancer being a type of difficult treatment and
shorter survival time, with diagnosis usually late. In this sense, our research sought to
present information that allows other researchers to explore its possible application in
new studies focused on this theme.

We certify that this manuscript has not been published elsewhere and is not under
consideration by another journal, all authors have approved the manuscript and are in
agreement with its submission to the journal. We are fully aware of the reach of the
Journal of Molecular Medicine, justifying our intention to enthusiastically submit our
scientific article for your consideration.

Kind regards,

Daniele de Aradjo Moysés
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Key Messages

Key messages

In gastric cancer, ABCAL is overexpressed and associated with changes in the expression of genes
linked to gastric carcinogenesis. In the presence of H. pylori, its expression is reduced, while in
the presence of Epstein-Barr, it is increased.

Polymorphisms in ABCA1 rs2066714 and rs2230806, ABCA6 rs7212506, ABCA10 rs2886232,
ABCA12 rs2274412 have been associated with decreased survival.

ABCAS8 demonstrated low expression in GC, increased expression after FLOT therapy, negative
correlation with the S100A3 gene and positive with ABCAG.

ABCAQ9 demonstrated low expression in GC, positive correlation with the expression of GAGE1,
ABCA13, VNIR7P, MTND5P7 and MTND5P13 and negative correlation with CTSL and ABCAL.
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Abstract

Considering the importance of ABCA family members in key points of gastric cancer (GC) and its
therapy, this study aimed to evaluate the expression profile of this transporter family, comparing adjacent and
gastric cancer tissues, treated or not with neo-adjuvant therapy, absent or presence of pathogens, correlating it
with the clinical characteristics as and expression of other cancer relevant genes in GC patients. Through a NGS
robust analysis (RNA-Seq), we observed that ABCA1 showed high expression in GC, being positively correlated
with the expression of CTSL, CTSK and GJAL1 genes and negatively correlated with TEPP, GAGE1, VN1R7P and
RNAS5SP389 genes. Additionally, it was hyperexpressed in positive Epstein-Barr samples. On the other hand,
ABCAGB, ABCA8 and ABCA9 genes showed low expression in GC. It is noteworthy that ABCA8 showed increased
expression after therapy with FLOT (docetaxel, oxaliplatin, 5-fluorouracil and leucovorin). ABCA8 showed a
negative correlation with SL00A3 gene and a positive correlation with ABCA6. ABCA9 expression, on the other
hand, was positively correlated with GAGE1, ABCA13, VNIR7P, MTND5P7 and MTND5P13 expression and
negatively correlated with CTSL and ABCAL. Polymorphisms in these genes (ABCAL rs2066714 and rs2230806,
ABCAG6 rs7212506, ABCA10 rs2886232 and ABCA12 rs2274412) have also been associated with clinically
relevant aspects, such as survival. Thus, the results indicate that the ABCA1, ABCA6, ABCA8 and ABCA9 genes

are relevant for understanding the genesis, progression, and therapeutic response in gastric cancer.

Keywords: Adenocarcinoma; Gastric Cancer; ABCA; Neoadjuvant; H. pylori; Epstein-Barr virus.

1 Introduction

Gastric cancer (GC) is one of the main causes of cancer-related mortality worldwide, presenting itself
as the fourth type of cancer with the highest rate of death [1]. It is estimated for each year of the triennium 2023
to 2025, in Brazil, more than 21,480 cases of gastric cancer, with the incidence almost twice as high for males
compared to females [2]. GC usually carries a poor prognosis because it is often diagnosed at an advanced stage
[3]. The presence of metastasis and recurrences, especially due to its chance of cure in late diagnosis, is a
challenge, and surgery, while in early detection, is the best therapeutic strategy, in addition to the association with
chemotherapy and radiotherapy [4]. Despite increasing patient survival, chemotherapy still presents some
challenges, such as chemoresistance and nonspecificity [5]. Furthermore, an important prognosis-related
complication for patients with GC is the lack of reliable biomarkers for predicting chemosensitivity and possible
recurrence [6].

The ABCA family includes members 1 to 13, and is involved in processes related to lipid homeostasis
and transport of various substances [7]. When deregulated in cancer, it is associated with advanced staging,
decreased survival and chemoresistance [8], in colorectal [9], breast [10, 11, 12], pancreatic [13], ovary [14],

hepatocellular [15], prostate [16] and stomach adenocarcinoma [17]. However, the specific roles of these ABCA

2
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transporters in tumors are multifaceted and their associations with tumor malignancy are more complex than those
reported for other members of the ABC family that mediate multidrug resistance, and more recent findings indicate
additional contribution of these transporters to other processes, such as tumor cell dissemination and metastasis,
thus extending their possible roles in tumor progression [18].

Although studies with GC are scarce, it is important to know the impacts of the deregulation of the
expression of these genes in gastric adenocarcinoma in order to devise prognostic strategies. Thus, this
corroborates the possibility of using ABC transporter modulators in combination with anticancer chemotherapy
drugs to improve therapeutic efficacy [19]. Considering the importance of members of the ABCA family in key
points of GC therapy, this study aimed to evaluate the gene expression profile of these transporters and correlate
the results with clinical characteristics of the patients, with the aim of better understanding their influence on the

genesis and prognosis of this pathology.

2 Material and methods

2.1 Samples and clinical data

Samples of tumor (T) and adjacent non-tumor (NTA) tissue were obtained from 44 patients with a
confirmed diagnosis of gastric adenocarcinoma who underwent surgical resection at Jodo de Barros Barreto
University Hospital (HUJBB). The clinical data of the participants were obtained by consulting the medical
records. The study was approved by the Research Ethics Committee (CAAE 47580121.9.0000.5634). Among the
aspects, we analyzed the classification according to Laurén (intestinal or diffuse), patient's survival, status
regarding the presence of H. pylori and Epstein-Barr, and therapeutic approach (with and without neoadjuvant
therapy, which follows the FLOT scheme that presents in its composition the drugs docetaxel, oxaliplatin, 5-
fluorouracil and leucovorin), associating these data with the gene expression of the ABCA family in gastric cancer

and adjacent non-tumor tissues.

2.2 Total RNA extraction
The total RNA extraction was performed with TRIzol® (Invitrogen Life Technologies), according to the
manufacturer's instructions, and this was subsequently quantified and evaluated using Qubit 2.0 Fluorometer

(Thermo Fisher Scientific) and 2200 TapeStation System (Agilent Technologies AG, Basel, Switzerland).
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2.3 Construction of libraries

For the construction of the libraries, the TruSeq Stranded Total RNA kit (Illumina) was used, according
to the manufacturer's instructions. Each sample was standardized to 100 ng/ul in 10uL final volume and reassessed
for RNA integrity. Only samples with an RNA integrity number (RIN) > 5 were used for sequencing. Then,
ribosomal RNA depletion, cDNA synthesis, adapter binding, PCR amplification, and, finally, normalization, in

which the libraries were diluted to 10 mM in a 10 pl volume, were done.

2.4 NGS sequencing
RNA-seq was run in pair-end on the NextSeq® platform (Illumina®, US). The NextSeq® 500 ID Output

V2 kit - 150 cycles (Illumina®) was used, according to the manufacturer's instructions.

2.5 Bioinformatics analysis

The reads obtained were converted to FASTQ format using the Reporter software, in which all identified
sequences and their respective quality sequences were encoded in ASCII. Then, the quality of the reads was
evaluated using FastQC, and a quality value (QV) greater than 15 was adopted as a parameter to evaluate the reads
generated in the sequencing. Finally, adapters and low quality reads were removed using the Trimmomatic [20].

The mapping of the reads was performed using the Salmon tool [21], in which the annotation of RNAs in the hg38

version of GENCODE was used (https://www.gencodegenes.org/human/release 38.html). The identified reads

were quantified and imported into the R statistical program [22], through the tximport library [23], and for the
analysis of differential gene expression and SNP, we used Wilconxon-Mann-Whitney test. Were considered
differentially expressed (DE) the transcripts whose expression difference presented the following criteria: i)
|Log2(Fold-Change) | > 2; ii) p-adjusted < 0.05. For the correlation analysis cut, only reads with r = 0.6, with
(p<0.05) and log?2 [fold change] = 1 were considered. ROC curve was performed to evaluate the potential

of the finding as an AUC biomarker = 0.7 was used as a benchmark in this analysis.

2.6 Global Survival Analysis

To analyze the impact of RNA expression on overall survival (OS), the Kaplan-Meier curve (KM) was
used. The expression profiles of selected gastric cancer patients were normalized and dichotomized into two

groups based on expression levels using the Survminer package [24] available in R, which adopts the maximum
4
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selected ranking statistic to provide a maximum cut-off point, corresponding to the most significant relationship
with survival. Then, with the Survival package [25], the OS between the different groups for the identified DE
RNAs was estimated. To analyze the difference between the curves, the log-rank test was adopted, with p<0.05

being statistically significant.

3 Results

This study evaluated the expression of ABCA family genes and their impact on gastric carcinogenesis.
The results obtained showed a significant increase in the gene expression of the ABCAL gene in cancer samples
(Eig.1a), which also showed an association with tumor stage (Eig. 2a). The genes ABCA6 (Fig.1i), ABCA8
(Eig.1K), ABCA9 (Fig.1l) showed reduced expression when compared to non-neoplastic tissues. There was no
significant difference in expression between gastric cancer and adjacent tissues for the genes ABCA10, ABCA12,
ABCA13, ABCA2, ABCA3, ABCA4, ABCAS5 and ABCA7Y. Regarding the clinical aspects, the expression of the
ABCA8 and ABCA9 genes was associated with the histological subtype, with reduced expression in the intestinal

type (p<0.05) when compared to the diffuse one (Eig. 2b and 2c).

a) ABCA1 - p.value:0 b) ABCA10 - p.value:0.311 c) ABCA12 - p.value:0.379 d) ABCA13 - p.value:0.08
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Fig. 1 Comparison of the ABCA Family Gene Expression Profile in Neoplastic and Non-Neoplastic Gastric
Tissues. Set of graphs illustrating the comparison of the expression of the genes of the ABCA family - a) ABCAL,
b) ABCAL10, c) ABCA12, d) ABCA13, e) ABCA2, f) ABCAG, g) ABCA4, h) ABCAS, i) ABCAG, j) ABCA7, k)
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ABCAS8, I) ABCA9) in neoplastic and non-neoplastic gastric tissues, with gene expression values represented on a
scale corresponding to messenger RNA (mMRNA) levels

stage lauren lauren
a) b) )

Fig. 2 Association between gene expression of the ABCA family and clinicopathological aspects of gastric
cancer. a) Positive correlation between ABCA1 gene expression level and GC staging. Association of ABCAS8, b)
and ABCA9, c) genes to the diffuse and intestinal subtypes, demonstrating reduced expression in the intestinal

type

The ROC curve (Receptor Operational Characteristic) was generated for the ABCA1, ABCAG6, ABCAS8
and ABCAQ9 genes in GC, as they showed a significant difference in expression compared to adjacent tissue. The

area under the curve (AUC) was 0.81 for ABCAL, 0.71 for ABCAG, 0.85 for ABCA8 and 0.7 for ABCA9 (Fig. 3).
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Fig. 3 Characteristic curve of operation of ABCA1, ABCA6, ABCA8 and ABCA9 gene receptors in gastric

cancer. Set of graphs demonstrating that the ABCA8 gene was most accurately differentiating between cancer and
non-cancer (AUC=0.85), followed by ABCA1 (AUC=0.81), ABCA6 (AUC=0.71) and ABCA9 (AUC=0.71) =0.7)

Among those patients who underwent neoadjuvant therapy, an increase in the expression of the ABCA8
gene was observed, when compared to those who did not underwent this chemotherapy protocol (fig. 4).
Regarding the influence of the two main biological agentes in GC and the expression of these genes, in
Helicobacter pylori positive individuals, a decrease in the expression of the ABCA1 (p=0.0029) and ABCA5

(p=0.02028) genes was observed, as well as an increase in the expression of the ABCA3 gene (p= 0.01912). For
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the gastric cancer samples positive for the Epstein-Barr virus, an increase in ABCAL gene expression was observed

(p= 0.00741).
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Fig. 4 Expression of ABCA family genes associated with clinicopathological conditions in GC. Heat map
associating the level of expression of the ABCA family genes with clinical-pathological characteristics, such as:
type, use or non-use of neoadjuvant therapy and positive or negative for EBV and H. Pylori infections

The correlation of the expression of the genes ABCAL, ABCA6, ABCA8 and ABCA9 with all genes of the
transcriptome was analyzed, because they presented significant differences between adjacent tissue and gastric
cancer. An important positive correlation of ABCA1 together with the genes CTSL, CTSK and GJA1 and negative
correlation with TEPP, GAGEL, VN1R7P and RNA5SP389 genes was observed (fig. 5A). ABCA6 showed no
correlation with any of the evaluated genes (fig. 5B). ABCA8 showed a negative correlation with S100A3 gene
and a positive correlation with ABCA6 (fig. 5C). ABCA9 showed a positive correlation with GAGE1, ABCA13,

VN1R7P, MTND5P7 and MTND5P13 genes and a negative correlation with CTSL and ABCAL (fig. 5D).
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Fig. 5 Correlative analysis of ABCA1, ABCA6, ABCA8, and ABCA9 gene expression and other cancer-
associated genes. Ensemble of graphs demonstrating negative (in red) and positive (in blue) correlation with
genes ABCA1 (a), ABCAG (b), ABCAS8 (c) and ABCA9 (d)

Regarding the expression of the different isoforms of the ABCA family genes, some showed differentially
increased expression in gastric cancer, such as the isoforms of ABCA1 (201, 202, 203), ABCA2 (206, 212), ABCA3
(201, 204), ABCA7 (201, 202, 207, 208) and ABCA13 (204) (Table 1 and fig. 1 in Supplementary Information).
Conversely, the isoforms of ABCA3 (202), ABCA6 (205), ABCA7 (206), ABCA8 (206), ABCA9 (201, 206) and

ABCA13 (201, 208) expression was significantly reduced in gastric cancer.

Table 1 Nomenclature and Expression Profile of the Isoforms of the ABCA Family Genes in the GC

Clinicopathological Gene Isoform Nomenclature Change in
characteristics (ensembl) Expression
ABCA1 ENST00000374733 201 high
ENST00000374736 202 high
ENST00000423487 203 high
ABCA2  ENST00000466707 212 high
ABCA3  ENST00000301732 201 high
Gastric Cancer
ENST00000382381 202 low
ENST00000566200 204 high*
ABCA6 ENST00000590311 205 low
ABCA8 ENST00000585850 206 low
ABCA9 ENST00000340001 201 low
ABCA1 ENST00000374736 202 low
Neoadjuvant
ENST00000423487 203 low
8
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ABCA8 ENST00000585850 206 high

ABCA1 ENST00000374736 202 low
H. Pylori ENST00000423487 203 low
ABCA9 ENST00000340001 201 high

Note: Association of expression between Isoforms of the ABCA family genes in GC (p<0.5) and
clinicopathological characteristics, such as: neoadjuvant therapy and positivity for H. Pylori infections in GC. *
isoform observed only in GC

Some of the isoforms of ABCA1 (202, 203) and ABCA7 (202) showed reduced expression and ABCA8
(206) had its expression increased under the effect of neoadjuvant therapy. Among the isoforms that showed
differences in expression when in the presence of H. pylori, the 202 and 203 of ABCA1 have reduced expression,
and the isoforms 201 of ABCA9 and 201 of ABCA13 were increased in patients positive for this bacterium (Table

1 and fig. 2 in Supplementary Information).

The evaluation of Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) showed that some lower frequency
(alternative) alleles are associated with a reduction in the survival rate in patients with GC (Fig. 6), such as ABCAL
rs2066714, which is characterized by a substitution from thymine (T) to cytosine (C). originating a missense
change with substitution at codon 883 from isoleucine to methionine, and rs2230806, which causes a substitution
from C to T in the non-coding region at the end of the gene (downstream). In ABCA®, the rs7212506 leadsto a C
to T substitution, causing a missense change with a substitution at codon 875 from methionine to isoleucine, is
also associated reduction of OS. Likewise, the rs2886232 of the ABCA10 gene, which causes a substitution from
T to C in the intron region, and the rs2274412 of the ABCA12 gene that induces a substitution of guanine (G) for

adenine (A) in the intron region, although intronic, also showed an association with reduced survival.
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Fig. 6 Relationship of SNPs with the overall survival of GC patients who had a mutant allele of the ABCA
family genes. The graph shows wild-type allele in blue and mutated allele in red, with the observed decrease in
survival related to the mutant allele compared to wild-type — a) ABCA1 rs2066714, b) ABCAL rs2230806, ¢)
ABCAG6 rs7212506, d) ABCAL0 rs2886232 and e) ABCA12 rs2274412

4 Discussion and Conclusion

The differential gene expression between groups of all genes of the ABCA family showed that the genes

ABCAL, ABCA6, ABCA8 and ABCA9 showed significant differences in expression associated with cancer.

ABCA1 showed high expression and also association with tumor stage. It is known that the increased
expression of ABCA1 impacts on lipid homestasis mainly in relation to cholesterol, which contributes to the
development and worsening of cancer, by favoring the proliferation and migration of neoplastic cells [7].
Furthermore, excessively increasing cholesterol transport out of the cell can be bad, as it causes accumulation of
cholesterol on the outer side of the cell membrane, decreasing membrane fluidity and causing possible
chemoresistance to cancer therapy [26, 27, 28], and the increased expression of this gene can therefore be
considered a high-risk factor, correlated with a poor prognosis [9]. ABCAl was also associated with more
advanced staging, which is related to patients with a lower percentage of survival and therapeutic failure, since
stage | tumors are restricted to the organ of origin, while stage 1V tumors have distant metastatic disease [29, 30,
31]. Several studies in the literature have demonstrated that ABCAL is significantly expressed in patients with
advanced colorectal cancer [9], breast cancer [10], triple negative breast cancer (TNBC) [11], and in pancreatic

cancer [13].
10
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Studies in the northern region of Brazil have shown an incidence of 9.6% [32] to 20% [33] of patients
with GC infected with EBV. According to Tavakoli et al. [34], EBV infection is associated with a more than 18-
fold increase in the risk of gastric cancer, with a higher prevalence in male patients. Noteworthly, the expression

of the ABCA1 gene was observed in the GC samples positive for this virus [35].

Intriguingly, ABCA1 expression was inversely associated with the presence of H. pylori, a fact that
reinforces the worst scenario linked to increased ABCA1 expression, since, although this bacterium is an important
factor linked to pre-neoplastic stages, current studies have reported the association, in the neoplastic tissue itself,
of this bacterium with a relatively more favorable prognosis [36, 37, 38]. The favorable outcome of H. pylori
positive patients implies that the host's immune system is modulated by H. pylori, increasing chemotherapeutic

efficacy [39].

In this study, it was observed that ABCA1 was positively correlated with expression of CTSL and CTSK
genes. Previous research demonstrates that CTSL upregulation, a common occurrence in a variety of human
cancers, has been widely correlated with metastatic aggressiveness and poor patient prognosis [40]. Furthermore,
the high expression of CTSK is correlated with poor prognosis of GC in Asians, as it is closely related to the level
of infiltration of inflammatory cells in the tumor microenvironment [41]. Our data demonstrated that isoforms
202 and 203 of the ABCAL1 gene showed increased expression in cancer samples. However, after neoadjuvant
therapy, it was observed that the expression of these isoforms was decreased as a result of the drug action . This
corroborates a study that indicated that high mRNA and ABCA1 protein expression was significantly associated
with poor patient outcomes, but treatment with apabetalone reduced ABCA1 protein expression and increased
sensitivity of resistant ovarian cancer cells to carboplatin [42], which reinforces the widely recognized role of
ABCAL in multidrug resistance and the use of measuring its expression to predict response to anticancer drugs
[43]. Thus, ABCAL isoforms (201, 203) have good potential to be used as chemoresistance biomarkers, where

increased expression would be associated with this phenomenon.

Regarding the evaluation of polymorphisms of this gene, the rs2066714 and rs2230806 ABCAL variants
were observed in the GC samples. These polymorphisms were associated with lower patient survival, probably
due to the fact that these allelic variants confer, respectively, protein functional modification and alteration of

control or stability of protein production, which leads to functional gains of this gene product [44].

11
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Decreased expression of the ABCA6 gene was observed in this research, and interestingly, other studies
have observed that decreased expression of this gene in grade I, Il and Il breast cancers [12], and in Ewing's
sarcoma (EWS) is associated with cancer progression [8]. In this study, we also noticed that the SNPs rs7212506

of ABCAG is associated with a reduction in the survival, as well as the data found for ABCA1.

Like ABCAB, ABCA8 showed low expression in gastric cancer when compared to adjacent tissue, and
these findings corroborate other studies that observed that ABCAS8 is downregulated in different types of cancer,
such as hepatocellular carcinoma (HCC), where downregulation can induce the transformation of epithelial into
mesenchymal tissue through the ERK/ZEBL1 signaling pathway and promote HCC progression [15]. Decreased
expression was also observed in samples from patients with prostate cancer [16], human epithelial ovarian cancer

cell line [14] and adenocarcinoma of the stomach [17].

ABCA8 showed increased expression under neoadjuvant therapy, which may represent benefits in drug
response. In support of this finding, a study observed that the use of rapamycin was associated with overexpression
of ABCAS8, acting to inhibit the proliferation of breast cancer cells by regulating the AMPK/mTOR signaling
pathway [45], reinforcing that increased expression of ABCA8 by chemotherapy would indicate a better prognosis

[15].

In the evaluation of genes with expression associated with ABCA8, a negative correlation was observed
with the S100A3 gene and a positive correlation with ABCA6. Although there are no reports of correlation of
ABCA8 with S100A3, it is known that increased expression of S100A3 was observed in GC, in addition, its

expression was associated with tumorigenesis, tumor aggressiveness and worse survival [46].

A decrease in ABCA9 expression was also observed in this study, this behavior was also observed in
other cancer models, such as breast cancer, correlated with poor prognosis [47]. As for the correlation with other
genes, ABCA9 showed a positive correlation with GAGE1 and ABCA13 and a negative correlation with CTSL and
ABCAL. Low GAGE expression was significantly related to poor prognosis in esophageal squamous cell
carcinoma and adenocarcinoma [48]. Reduced expression of ABCA13 was frequent in clear cell renal carcinomas

[49].

Studies indicate that ABCA transporters have critical implications as biomarkers of risk and response in

cancer [18], which corroborates our findigs described in the ROC curve. Notably, the discovery of new biomarkers
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and their application, along with traditional cancer diagnosis, staging and prognosis, will help to improve early

diagnosis and patient care [50].

In conclusion, ABCA family genes are deregulated in gastric cancer and some of them associated with
clinical aspects, such as ABCAL high expression that was positively associated with tumor stage and EBV, and
inversely associated with the presence of H. pylori; ABCA1 and ABCAG6 polymorphism that was associated with
decreased survival; ABCA8 and 9 low expression that was related to intestinal type, and neoadjuvant therapy that
was correlated with a significant increase in ABCA8 expression, which would improve the prognosis of these

patients.
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Fig. 1 Comparison of the expression profile of isoforms of the ABCA family genes in neoplastic and
non-neoplastic gastric tissues. Ensemble of graphs illustrating the comparison of the expression of
isoforms of the genes of the ABCA Family — a) ABCA7(201), b) ABCA3(201), c) ABCA9(201), d)
ABCA(201), e) ABCA1(202), f) ABCA3(201), g) ABCA13(201), h) ABCA1(203), i) ABCA7(202), j)
ABCA13(204), k) ABCA7(207), I) ABCA7(208), m) ABCA2(212), n) ABCA3(204), 0) ABCA8(206), p)
ABCAG6(205), q) ABCA13(208) - in neoplastic and non-neoplastic gastric tissues, with gene expression
values plotted on a scale corresponding to messenger RNA (MRNA) levels
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Fig. 2 Expression of isoforms of the ABCA family genes associated with clinicopathological conditions
in GC. Heat map associating the level of expression of isoforms ABCAL1 (202, 203), ABCA7 (202) and
ABCAB8 (206) with clinicopathological characteristics, such as: type, use or not of neoadjuvant therapy and
positive or negative for infections by EBV and H. Pylori.
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4 DISCUSSAO

As alteracBes de expressao génica podem ser relacionadas a ocorréncia ou ao
desenvolvimento de doencas como o cancer, podendo ter valor na avaliacdo progndstica
e auxiliar a conducéo de terapia. Assim, os achados obtidos por comparacédo com tecidos
ndo-neoplésicos ou entre os diferentes aspectos clinicos dos pacientes, possibilitam
rastrear biomarcadores especificos e fornecer subsidios para o entendimento do processo
de carcinogénese (Xue et al., 2022).

Nesse estudo, a expressdo génica diferencial (entre tecido tumoral e tecido
adjacente gastrico) de todos os genes da familia ABCA evidenciaram que 0s genes
ABCA1, ABCA6, ABCA8 e ABCA9 apresentaram diferencas significativas de expresséo
associadas ao cancer (figura 1 do capitulo ).

O ABCAL apresentou expressdo elevada (figura la do capitulo I) e, ainda,
associacao com o estadiamento tumoral (figura 2a do capitulo 1). E sabido que o aumento
da expressdo de ABCA1 impacta na homeostase lipidica, principalmente em relacdo ao
colesterol, o que contribui para desenvolvimento e para o agravamento do cancer, por
favorecer a proliferacdo e migracao de células neoplésicas (Lee et al., 2013). Além disso,
0 aumento excessivo do transporte de colesterol para fora da célula pode ser ruim, pois
causa acumulo de colesterol no lado externo da membrana, diminuindo sua fluidez e
causando uma possivel quimiorresisténcia a terapia do cancer (Alketbi et al., 2023; Szlasa
et al., 2020; Zhao et al., 2016).

O aumento da expressdo desse gene pode ser considerado assim um fator de alto
risco, correlacionado a um mau prognostico (Aguirre-Portolés et al., 2018). ABCAL foi
também associado a estadiamentos mais avancados, 0 que esta relacionado a com
pacientes apresentando menor porcentagem de sobrevida e insucessos terapéuticos, visto
gue os tumores de estagio | sdo restritos ao 6rgao de origem, enquanto tumores em estagio
IV tém doenca metastatica a distancia (Hu et al., 2012; Mantziari et al., 2023; Pifieros et
al., 2019).

Na direcdo destes fatos, foi observado que ABCA1 é significativamente expresso
em pacientes em estagios avancados de cancer colorretal (Aguirre-Portolés et al., 2018),
no cancer de mama (Park et al., 2006), em tecidos de cancer de mama triplo negativo

(TNBC) (Pan et al., 2019), e no cancer pancreatico (Mohelnikova-Duchonova et al.,
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2013). Diante disso, 0 ABCA1 pode ser um oncogene importante, inclusive, ja foi
considerado um novo alvo em céancer de tireoide com metastase pulmonar (Pasello;
Giudice; Scotlandi, 2020; Park et al., 2023). De fato, estudos evidenciam também que a
superexpressdo de ABCA1 pode contribuir para o crescimento do tumor primario e
disseminacéo para locais distantes (Aguirre-Portolés et al., 2018) e esta associada ao

aumento da metéstase (Zhao et al., 2016).

Outro fator aqui associado ao ABCA1 no desenvolvimento de CG foi a presenca
do virus Epstein-Barr (EBV), foi observado aumento da expressdo do gene ABCA1 nas
amostras de CG positivas para o virus (figura 4 do capitulo I), visto que a modulacao da
expressdo génica pode acontecer sobre influéncia de EBV, porém, ndo foram encontrados
estudos na literatura que tenha avaliado a modulacdo de ABCAL e sua relagdo com EBV.

A infeccdo por EBV esta associada a um aumento de mais de 18 vezes no risco de
CG, sendo sua prevaléncia maior em pacientes do sexo masculino (Tavakoli et al., 2020).
A nivel mundial, aproximadamente 10% dos carcinomas gastricos estdo associados ao
EBV (Boysen et al., 2009), no entanto, na América, a prevaléncia do carcinoma gastrico
associado ao EBV é de 11,4% (Carrasco-Avino et al., 2017). Estudos na regido norte do
Brasil apresentaram incidéncia de 9,6% (De Souza et al., 2014) a 20% (Souza et al., 2018)
dos pacientes com CG.

As amostras de CG positivadas para H. pylori apresentaram expressao diminuida
de ABCAL1 (figura 4 do capitulo 1), fato que reforca um melhor cenario, pois embora esta
bactéria seja um importante fator vinculado as etapas pré-neopléasica, estudos mais atuais
tém relatado a associacao, no tecido neoplésico em si, desta bactéria a um prognoéstico
relativamente mais favoravel (Barra et al., 2021; Jia et al., 2022; Wang et al., 2013). O
resultado favoravel de pacientes positivos para H. pylori implica que o sistema
imunoldégico do hospedeiro é modulado por H. pylori aumentando a eficacia

quimioterapéutica (Nishizuka et al., 2018).

Alguns genes podem apresentar correlacdo positiva ou negativa da expressao em
diversos tipos de cancer e, neste estudo, observamos a correlagdo dos genes CTSL, CTSK,
GJAL, TEPP, GAGEL e S100A3 com os genes da familia ABCA. Em tecidos normais de

estdmago esses genes apresentam baixa expressao (Fagerberg et al., 2014).
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O gene CTSL codifica a proteina catepsina L (CTSL), uma cisteina protease
endolisossomal, que desempenha um papel importante no catabolismo proteico
intracelular. Esse gene, quando apresenta uma superexpressao, esta associada a sobrevida
inferior de pacientes com varias malignidades humanas, além disso, a desregulacdo de
CTSL foi implicado na regulacdo da angiogénese e invasdo durante a progressao do
cancer. No CG, alta expressdo de CTSL com baixa expressao de ZBTB7B foi associado
com alto risco (Cui et al., 2022; Gene — NCBI, 2023; Pandey et al., 2018).

A catepsina K (CTSK) € uma cisteina protease que geralmente apresenta forte
atividade de degradacdo da matriz extracelular e estd relacionada a destruicdo Ossea
mediada por osteoclastos (Gene — NCBI, 2023). A proteina codificada pelo gene CTSK
também é expressa numa fracao significativa de cancer de mama, prostata e CG onde
poderia contribuir para a capacidade de invasdo do tumor (Feng et al., 2020; Gene —
NCBI, 2023; Wu et al., 2022). O gene GJAL é um membro da familia dos genes da
conexina. A proteina codificada € um componente de jun¢Ges comunicantes, que S&o
compostas por arranjos de canais intercelulares que fornecem uma rota para a difuséo de

materiais de baixo peso molecular de célula para célula (Gene — NCBI, 2023).

Neste estudo, foi observado que o ABCA1 apresentou correlacdo positiva com a
expressao dos genes CTSL, CTSK e GJAL e regulacdo negativa com os genes TEPP e
GAGE1 (figura 5a do capitulo I). Pesquisas anteriores demonstram que a regulacdo
positiva de CTSL, uma ocorréncia comum em uma variedade de canceres humanos, tem
sido amplamente correlacionada com agressividade metastatica e mau prognostico do
paciente (Sudhan; Siemann, 2015). Além disso, a alta expressdo de CTSK esta
correlacionado com mau prognoéstico de CG em asiaticos, por apresentar estreita relacéo
com o nivel de infiltracdo de células inflamatorias em microambiente tumoral (TME)
(Feng et al., 2020). A alta expressdo de GJA1 poderia indicar mau prognostico e que pode

ser um preditor independente de sobrevida global ruim (Meng et al., 2020).

O gene SPMIP8 conhecido também como TEPP, codifica a proteina interna 8 do
microtUbulo do esperma (Gene — NCBI, 2023). Em uma analise de rede de co-expressado
de genes metastaticos em cancer de pulmdo de células ndo pequenas (NSCLC) foi
observado baixa expressdo de TEPP e esse comportamento também esta correlacionado

com outras doencas como Doenca de Crohn e doencas inflamatorias intestinais
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(Mortezaei; Tavallaei; Hosseini, 2019). TEPP foi sugerido como biomarcador importante

nos canceres de prostata, mama e ovario (Zhou et al., 2021).

O gene GAGE1 (Antigeno G 1) pertence a uma familia de genes que sdo expressos
em varios tumores, mas dificilmente em tecidos normais, apresentando baixa expressdo
em tecido normal de estdmago e alta expressdo nos testiculos (Gene — NCBI, 2023). Um
estudo indicou que a expressdo de GAGE foi bastante baixa em carcinoma esofagico
escamoso e adenocarcinoma, relacionando-se com um mau progndstico (Zambon et al.,
2001).

A diminuicdo da expressdo do gene ABCA6 foi observada nesta pesquisa, em
amostras de CG, o que pode estar relacionado a um cenério ruim (figura 1i do capitulo ).
Corroborando nossos achados, outros estudos observaram que a diminuic¢ao da expressao
desse gene em canceres de mama de grau I, 11 e 111 (Uddin; Wang, 2022), e em sarcoma
de Ewing (EWS) esté associada a progresséo do cancer (Pasello et al., 2022). Entende-se
que a baixa expressdo de ABCAG esta relacionada a um aumento de colesterol intracelular
(Pasello et al., 2022).

Assim como o0 ABCAG6, o ABCAS8 apresentou baixa expressao em cancer gastrico
quando comparado com tecido adjacente (figura 1k do capitulo 1), dessa forma, nossos
achados corroboram com outros estudos que observaram que o ABCA8 é regulado
negativamente em diferentes tipos de cancer, como o carcinoma hepatocelular (CHC),
tanto em tecidos quanto em linhagens celulares de CHC quando comparadas a tecidos
ndo tumorais adjacentes e células hepaticas normais. Também foi observado a expressao
diminuida em amostras de pacientes com cancer de prostata (Demidenko et al., 2015), em
linhagem celular de cancer de ovario epitelial humano (Liu et al., 2015), em amostras de
pacientes com carcinoma de células escamosas da lingua (Ye et al.,, 2008) e

adenocarcinoma do estdmago (Guo et al., 2020).

Em CHC, essa regulacao negativa pode induzir a transformacéo de tecido epitelial
em mesénquimal por meio da via de sinalizacdo ERK/ZEB1 e promover a progresséo do
CHC, uma vez que a fosforilacdo de ERK ¢ critica para a sua progressdo induzida por
ABCAS8. Essa baixa expressdo pode ser regulada por MiR-374b-5p que tem como alvo

direto o ABCAS8 e esta relacionado a mau progndstico, assim como sua Superexpressao
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foi correlacionada com o prognostico favoravel de pacientes com carcinoma
hepatocelular (Cui et al., 2020).

O ABCAS8 apresentou aumento da expressao sob terapia neoadjuvante (figura 4
capitulo 1), o que pode representar beneficios na resposta a farmacos. Em apoio a este
achado, um estudo observou que o uso da rapamicina esteve associada a superexpressao
de ABCAS8, atuando na inibicdo da proliferacdo de células de céncer de mama por
regulagdo da via de sinalizaggio AMPK/mTOR (Lv et al., 2022), reforgando que o
aumento da expressdo de ABCA8 pela quimioterapia indicaria melhor progndéstico (Cui
et al., 2020).

Na avaliagdo de genes com expressao associada a ABCAS8 (figura 5c¢ do capitulo
1), observou-se uma correlagdo negativa com o gene S100A3 e positiva com o ABCAG.
Quanto a associacdo entre ABCA6 e ABCA8, ambos sdo concomitantemente menos
expressos em adenocarcinoma pulmonar (LUAD) (Yang et al., 2022), o que pode esta

relacionado a um pior quadro clinico ao paciente.

O gene S100A3 codifica a Proteina A3 de ligacdo ao célcio S100, que estdo
localizadas no citoplasma e/ou nucleo de uma ampla gama de células, e envolvidas na
regulacao de varios processos celulares, como progressao e diferenciacdo do ciclo celular
(Gene —NCBI, 2023). Embora néo se tenha relatos de correlagdo do ABCA8 com S100A3,
sabe-se que 0 aumento da expressdo de S100A3 foi observada em CG (Wang et al., 2019),
carcinoma hepatocelular (CHC) (Tao et al., 2017), cancer do SNC (Sistema Nervoso
Central) e Glioblastoma (GBM) (Zhang et al., 2021), além disso, sua expressdo foi
associada a tumorigénese, a agressividade do tumor e a pior sobrevida (Tao et al., 2017;
Wang et al., 2019).

Nas amostras de CG, de acordo com o subtipo de Laurén, foi observado que 0s
genes ABCAB8 e 0 ABCA9 apresentaram expressdo diminuida no tipo intestinal (figura 2b
e 2c¢ do capitulo 1), sendo o subtipo dominante nas areas de alto risco (llic; llic, 2022).
Esse comportamento da diminuicdo da expressao desses genes pode ser um cenario ruim
aos pacientes por esta relacionado a mau prognostico e diminuicao de sobrevida (Cui et
al., 2020; Zhang et al., 2020b; Hwang; Lee; Cho, 2023).

Foi observado neste estudo a diminuigdo da expressdo ABCA9 (figura 1l do

capitulo 1), esse comportamento também foi observado em outros modelos de cancer,

64



como Cancer Epitelial de Ovario (EOC) (Elsnerova et al., 2017), carcinomas colorretais
(Hlavata et al., 2012), em adenocarcinoma pulmonar (LUAD) (Yang et al., 2022) e no
cancer de mama, correlacionando-se com mau progndstico neste dltimo (Hwang; Lee;
Cho, 2023), além disso, ABCA8 e ABCA9 foram regulados negativamente em pacientes
com carcinoma hepatocelular (CHC) indicando tempo de sobrevida significativamente

menor nesse tipo de cancer (Zhang et al., 2020D).

Nesta pesquisa, 0 ABCA9 apresentou correlagéo positiva com GAGE1, ABCA13
e correlacdo negativa com CTSL e ABCAL nas amostras de CG (figura 4d do capitulo 1),
0 que pode indicar um quadro clinico ruim, pois em outro estudo, foi observado que a
baixa expressdo de GAGE foi significativamente relacionada a um mau prognostico em
carcinoma esofagico escamoso e adenocarcinoma (Zambon et al., 2001). A expressao
reduzida de ABCA13 foi frequente em carcinomas renais de células claras (Arai et al.,
2014). Ja a regulacdo positiva dos genes CTSL e ABCAL tem sido associada a
possibilidade de metastase e mau progndstico do paciente (Aguirre-Portolés et al., 2018;
Sudhan; Siemann, 2015; Zhao et al., 2016).

Em relacdo as isoformas, notou-se que 202 e 203 do gene ABCA1 apresentaram
expressao aumentada no cancer, no entanto, sob a acdo da terapia neoadjuvante observou-
se uma diminuicdo da expressdo (figura 1 do Informacdo Suplementar e Tabela 1 do
capitulo ). Este fato corrobora o estudo que indicou que a alta expressdao de mRNA e
proteina de ABCAL estava significativamente associada a resultados ruins para o
paciente, mas o tratamento com apabetalona reduziu a expressdo da proteina ABCA1L e
aumentou a sensibilidade das células de cancer de ovario resistentes a carboplatina (Wang
et al., 2021), pois o papel de ABCAL na resisténcia a multiplas drogas tem sido
amplamente reconhecido e a medicdo da sua expressdo pode ser usada para prever a

resposta a drogas anticancerigenas (Wu et al., 2022).

Cabe ressaltar ainda, que a isoforma 206 do gene ABCA8 também apresentou
alteracdo quanto a expressédo sob a influéncia da terapia neoadjuvante, observando-se um
aumento (tabela 01 e figura 2 — Informacdo Suplementar do capitulo I). Assim, as
isoformas ABCA1 (201, 203) e ABCA8 (206) tém bom potencial para serem usadas como
biomarcadores de quimiorresisténcia, onde 0 aumento da expressdo estaria associado a

este fendmeno.
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Mutacdes nos genes do transportador ABCA demonstraram resultar em doencas
hereditarias envolvendo processos fisiol6gicos importantes nos sistemas cardiovascular,
respiratdrio, visual e tequmentar. Evidéncias acumuladas sugerem que os transportadores
ABCA desempenham papéis criticos na patogénese de distarbios multifatoriais
complexos com alta incidéncia; como aterosclerose, degeneracdo macular relacionada a
idade e doenca de Alzheimer (Piehler et al., 2007).

A terapia direcionada para variagdes genéticas especificas e moléculas a montante
ou a jusante podem ajudar a melhorar o prognoéstico do paciente, assim como abordagens
terapéuticas que visam reduzir a viabilidade celular, induzir apoptose e aumentar a
sensibilidade aos medicamentos (Modi et al., 2022). Os polimorfismos de nucleotideo
unico (SNPs) em alguns loci génicos séo Uteis como marcadores de risco individual para
reacOes adversas a medicamentos ou suscetibilidade a doencas complexas (lida et al.,
2002).

Nesse sentido, quanto a avaliagcdo de polimorfismos, destacamos os SNPs dos
genes ABCAL e ABCAG, pois apresentaram correlagdo com outros aspectos nesse estudo.
As variantes rs2066714 e rs2230806 do ABCAl1 com MAF de 0.0909 e 0.25,
respectivamente, e rs7212506 do ABCA6 com MAF de 0.2045, correlacionaram-se com
diminuicdo de sobrevida global (figura 6 do capitulo 1) nas amostras de CG. Ambos os
polimorfismos foram associados a menor sobrevida dos pacientes, provavelmente pelo
fato de que estas variantes alélicas confiram, respectivamente, modificacdo funcional
proteica e alteracdo de controle ou estabilidade de producédo proteica, que acarretam em

ganhos funcionais deste produto génico.

Na presente pesquisa, também observamos que na avalia¢do da curva ROC (figura
3 do capitulo 1), onde a area sob a curva (AUC) foi igual ou maior que 0.7 para alguns
dos genes da familia ABCA, evidenciando assim que esses achados tém boa forga para
serem usados como biomarcadores de cancer gastrico, sendo Uteis para deteccdo das
alteracdes por varios métodos de biologia molecular, patologia ou mesmo analise de CTC

(circulating tumor cell).

De fato, alguns estudos apontam que os transportadores ABCA tém implicacGes
criticas como biomarcadores de risco e resposta em canceres (Pasello; Giudice; Scotlandi,

2020). Notoriamente, a descoberta de novos biomarcadores e sua aplicagdo, em conjunto
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com o diagnostico, estadiamento e prognostico tradicionais do cancer, ajudara a melhorar

o diagndstico precoce e o atendimento ao paciente (Baniak et al., 2016).

Em concluséo, nossos dados mostram que o ABCAL apresentou expressao elevada
associada com o estadio tumoral e com EBV, mas sua expressdo foi inversamente
associada a presenca de H. pylori, além de polimorfismos relacionados a diminuicdo de
sobrevida. O ABCAG apresentou baixa expresséo e polimorfismo associado a diminuigéo
de sobrevida. O ABCA8 e 9 apresentaram baixa expressao que é progndstico ruim, e se
concentra no tipo intestinal em CG, porém quando foi aplicada a neoadjuvéancia aumentou
a expressdo do ABCA8 de maneira significativa que melhoraria o prognostico desses
pacientes. Esses dados sugerem que ABCAL, ABCA6, ABCA8 e ABCA9 tém grande
potencial para serem biomarcadores no cancer gastrico, e que esses genes sao relevantes

para a compreensao da génese, progressao e resposta terapéutica do cancer gastrico.
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