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RESUMO

Lacerda CF. Perfil mutacional do gene supressor tumoral TP53 no carcinoma de células
escamosas de esd6fago associado ao megaesofago chagasico. Barretos: 2013. [Dissertacao
de Mestrado — Hospital de Cancer de Barretos — Fundacgao Pio XIl — SP]

INTRODUCAO: O cancer de esdfago (CE) estd entre os 10 tipos de cancer mais incidentes no
mundo e no Brasil. Em nosso pais, o carcinoma de células escamosas (CCE) do es6fago é o
tipo histopatoldgico mais frequente e estd associado a dois fatores de risco principais,
etilismo e tabagismo. Existem, no entanto, diversos outros agentes etiolégicos, tais como
ingestdo de alimentos ou bebidas quentes, virus e o megaeséfago chagasico (MEC). O MEC é
uma manifestacdo benigna da doenca de Chagas, causada pelo Trypanosoma cruzi, sendo
caracterizada por uma estase alimentar com concomitante supercrescimento bacteriano e
inflamagao cronica. Estima-se que o MEC esteja associado a um aumento do risco de
desenvolver o CCE de es6fago em 3,9% a 10%. Apesar do potencial risco de doenca maligna
esofdgica associado ao MEC, a caracterizagdo clinica destas populacGes esta pouco
esclarecida e sdo praticamente inexistentes estudos moleculares do CCE associado ao MEC
(CCE/MEC). O gene supressor de tumor TP53, considerado o “guardido do genoma” humano,
tem um papel central no CCE de es6fago, com elevada taxa de mutacdo, sendo estas
alteracdes eventos precoces no processo de tumorigénese. OBJETIVOS: i) caracterizar
clinicamente o CCE/MEC; ii) investigar a frequéncia e o impato clinico-patologico de
mutacles em regides hotspots do gene TP53; iii) e comparar o perfil clinico-patologico e
mutacional aos de pacientes com CCE e MEC. MATERIAIS E METODOS: Estudo retrospectivo
de 126 pacientes provenientes da regido sudeste do Brasil divididos em 3 grupos: CCE
(N=59), MEC (N=34) e CCE/MEC (N=33). As caracteristicas demograficas e clinico-patoldgicas
foram coletadas através da andlise de prontuarios. Em 100 pacientes a analise mutacional do
TP53 foi realizada pela técnica de PCR, seguida pelo sequenciamento direto dos éxons 5 a 8.
O perfil mutacional foi posteriormente correlacionado com as caracteristicas demograficas e
clinico-patolégicas dos pacientes. RESULTADOS: O grupo MEC apresentou uma menor
frequéncia de histéria familiar de cancer, em compara¢do com os restantes grupos. Os
principais fatores de risco associados ao CCE/MEC foram o tabagismo e etilismo. A

frequéncia de mutagdo do TP53 foi 38,7% no grupo CCE/MEC, 45% no grupo CCE e 10,3% no



grupo MEC. Mutagdes missense foram as mais comuns nos 3 grupos, no entanto, o éxon
mutado e tipo mutagdo variou significativamente entre os grupos. CONCLUSAO: Este
trabalho sugere que o tabaco e dalcool, sdo co-fatores importante na carcinogénese do CCE
de esodfago associado com MEC. Descrevemos pela primeira vez a analise de mutagdes do
gene TP53 neste grupo de tumores, e a elevada frequéncia de muta¢des encontradas,
sugere que o TP53 desempenha um papel importante no seu processo de carcinogenese. A
presenca de mutagdes de TP53 no grupo MEC, apesar de menos frequente, pode significar
que a mutacdo de TP53 ocorre ja em lesGes pre-malignas (esofagite) que na presenca de

outros fatores poderiam evoluir ao cancer.
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ABSTRACT

Lacerda CF. Mutational profile of TP53 tumor suppressor gene in squamous cell carcinoma
of the esophagus associated with chagasic megaesophagus. Barretos: 2013. [Dissertation -

Barretos Hospital Cancer - Foundation - Pius XII - SP]

BACKGROUND: Esophageal cancer (EC) is among the 10 most incident cancers worldwide
and in Brazil. In our country, squamous cell carcinoma (SCC) of the esophagus is the most
common pathological type and is associated with two major risk factors, alcohol and
tobacco. There are, however, several other infectious agents, such as food or hot beverage,
viruses and chagasic megaesophagus (CM). The CM is a benign manifestation of Chagas
disease, caused by Trypanosoma cruzi, being characterized by food stasis with concomitant
bacterial overgrowth and chronic inflammation. It is estimated that the CM is associated
with an increased risk of developing esophageal SCC from 3.9% to 10%. Despite the potential
risk of esophageal malignancy associated with CM, the clinical characterization of these
populations is unclear and molecular studies about SCC associated with CM (SCC/CM) are
virtually nonexistent. The tumor suppressor gene TP53, considered the "guardian of the
human genome”, plays a central role in esophagus's SCC with high mutation rate, and these
changes are early events in the process of tumorigenesis. OBJECTIVES: i) characterize
clinically the SCC/CM; ii) investigate the frequency and clinicopathologic impact of mutations
in TP53 hotspots regions; and iii) compare the clinicopathologic mutations of patients with
SCC and CM. MATERIALS AND METHODS: A retrospective study of 126 patients from
southeastern Brazil divided into 3 groups: SCC (N = 59), CM (N = 34) and SCC/CM (N = 33).
The demographic and clinicopathologic characteristics were collected through medical
records analysis. The TP53 mutational analysis was performed in 100 patients by polymerase
chain reaction, followed by direct sequencing of exons 5-8. The mutational profile was then
correlated with patients’” demographic and clinicopathologic. RESULTS: The CM group
exhibited a lower frequency of familiar cancer history, when compared with the other two
groups. The main risk factors associated with the SCC/CM were smoking and alcohol
consumption. The frequency of TP53 mutation was 38.7% in group SCC/CM, 45% in the SCC

group and 10.3% in the CM. Missense mutations were more common in the three groups,
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however, the type and mutated exon mutation varied significantly among the groups.
CONCLUSION: This study suggests that tobacco and alcohol are important cofactors in
esophageal SCC associated with MEC carcinogenesis. We describe first the time the analysis
of TP53 mutations in this group of tumors, and the high frequency of mutations found,
suggest that TP53 plays an important role in the process of carcinogenesis. The presence of
TP53 mutations in CM group, though less frequent, may mean that the TP53 mutation
occurs already in pre-malignant lesions (esophagitis) in the presence of other factors could

evolve to cancer.
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INTRODUCAO




1 Introducao

1.1 Cancer de es6fago

1.1.1 Epidemiologia

O cancer de es6fago (CE) é a 82 causa mais comum de cancer no mundo, sendo o 62

entre os homens e 82 entre as mulheres (Figura 1) 2

A) B)

0 1.2 28 55 102 24 0 11 2.3 4.4 7.1 23

Figura 1 - Estimativa mundial de cancer de es6fago em 2008. As taxas de incidéncia foram padronizadas por
100.000 A) homens e B) mulheres (Fonte: ultima atualizagdo GLOBOCAN 2008)".

Segundo a ultima revisdo do International Agency for Research on Cancer (IARC), a
incidéncia global de CE aumentou em 50% nas duas ultimas décadas, de 316 mil em 1990
para 481 mil em 2008, provocando 406 mil mortes no mundo®>. No Brasil, segundo
estimativas do Instituto Nacional do Céancer (INCA) para 2012, o CE aparece como a 102
causa mais comum (62 entre os homens e 92 entre as mulheres), com estimativa de 10 mil
novos casos para o ano de 2012*. O CE acomete 80% dos pacientes, em especial individuos

com idade superior a 50 anos de idade com um pico de incidéncia aos 65 anos”’. A



incidéncia do CE possui uma grande variagao geografica, associada ao subtipo histolégico e
fatores de risco (Figura 1)* °. O carcinoma de células escamosas (CCE) de esbfago, cujos
principias fatores etioldgicos sdo o consumo de dalcool e tabaco, tem aumentado em alguns
paises asidticos, como Taiwan, ja em outras regides economicamente desenvolvidas, tem-se
observado uma diminuicdo™. Nos paises ocidentais, o adenocarcinoma (ADC) de esdfago
representa hoje o subtipo histolégico mais frequente. O aumento significativo da incidéncia
do ADC registrado nas ultimas décadas em paises como EUA (aumento de 400%) e Oeste

Europeu, esta associado ao aumento da obesidade®.

1.1.2 Patologia

Os tumores malignos esofagicos sdo na sua grande maioria de origem epitelial.
Dentre estes, o CCE representa aproximadamente 95% dos casos, seguido do ADC*”. Além
destes dois subtipos, podemos citar outras variantes de origem epitelial menos frequentes,
tais como, o carcinoma verrucoso, carcinoma epidermodide basaldide, carcinoma de células
fusiformes, carcinoma adenoescamoso e carcinoma mucoepiderméide”. Dentre as
neoplasias ndo epiteliais, os tumores gastrointestinais estromais (GIST), sarcomas
(leiomiossarcoma, rabdomiossarcoma, sarcoma de Kaposi, fibrossarcoma, mixossarcoma e
linfossarcoma) e melanoma maligno, também acometem o esdfago™.

O CCE surge do epitélio escamoso de revestimento esofagico. Os aspectos
histoldgicos do CCE s3ao muito varidveis. Alguns s3ao bem diferenciados com tipicos
epidermoéides de queratinizacdo, formacdo de pérolas e pontes intracelulares (Figura 2).
Outros, sio mal diferenciados, de classificacdo dificil ou impossivel*® **. O ADC é uma
neoplasia epitelial com diferenciacdo de células glandulares decorrente de epitélio colunar
metaplasico intestinal especializado (também chamado de es6fago de Barrett), que se forma
na regido distal do es6fago ou na transicao es6fago-gastrica (TEG). Estes tumores produzem
mucina e formam glandulas semelhantes ao tipo intestinal, e menos frequentemente sdo

compostos de células infiltrativas difusas (em “anel de sinete”)™.
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Figura 2 - Casos representativos de CCE de esOfago deste estudo, corados pela hematoxilina e eosina. A) CCE

bem diferenciado (grau I). B) CCE moderadamente diferenciado (grau Il). C) CCE pouco diferenciado (grau lll),
(Figuras cedidas pelo Prof. Dr. Cristovam Scapulatempo Neto).

A lesdo inicia-se com espessamento da parede do esdfago, como lesdo in situ ou
neoplasia intraepiteial (displasia escamosa) e progride para massa tumoral polipdide ou
exofitica que se projeta para o lumen do es6fago, podendo infiltrar a parede esofagica,

sendo a sua localizacdo mais comum no terco médio do esbfago™ °

. A disseminacdo do
carcinoma de esb6fago pode ocorrer por contiguidade, por via linfatica, hematogénica ou
ainda intramural. A rede linfatica, do CCE de esodfago, presente na submucosa é rica,
promovendo a disseminacdo circunferencial e longitudinal, mesmo para regides distantes do
tumor principal. Os locais de metastases dependem muito da localizacdo do tumor®’.
Tumores no terco proximal favorecem a disseminagao para os linfonodos cervicais, aqueles
no terco médio disseminam para os linfonodos mediastinais, paratraqueais e
traqueobronquiais, e o os tumores de terco inferior (distal) se espalham nos linfonodos
paraesofégicos, gastricos, celiaco e do hilo esplénico™. O aparecimento de linfonodos
endurecidos, palpdveis na fossa supraclavicular (nédulo de Troisier-Virchow) e na axila
(nédulo de Ireland), geralmente significa doenca metastatica>. A disseminacdo

hematogénica ocorre nas fases mais tardias da doenca e os principais locais sdo figado e

pulmao, contudo, qualquer outro érgao ou tecido pode ser acometido por ela’®.

1.1.3 Fatores de risco para o CE

Os dois subtipos histoldgicos mais comuns do CE (CCE e ADC) possuem etiologias e

epidemiologias distintas e definidas?. Enquanto o CCE esta relacionado a populacdes de



paises em desenvolvimento e habitos sociais como tabagismo, etilismo e disturbios
nutricionais, os ADCs estao relacionados com populagdes de paises desenvolvidos, habitos

alimentares e obesidade®.

1.1.3.1 Fatores de risco para o ADC de esofago

O risco aumentado de adenocarcinoma nas ultimas décadas, principalmente nos
paises ocidentais entre os homens brancos, é atribuido a uma combinacdo de fatores,
incluindo a dieta pobre em vegetais e rica em carne vermelha e industrializada, em intima
associacdo com a obesidade. A obesidade, com indice de massa corpodrea (IMC) maior que
30, aumenta em 40 vezes o risco de desenvolver o ADC do eséfago“. Este risco esta
associado ao aumento da incidéncia de hérnia de hiato (7% da populacao), podendo levar ao
refluxo gastroesofagico e ao es6fago de Barrett. Esta lesdo pré-maligna aumenta o risco em
100 vezes de desenvolver o ADC de es6fago, enquanto os pacientes com apenas refluxo tem
um risco aumentado de 3,1 vezes em comparacio com a populacdo geral® ** 2. Além disso,
estudos comprovam que o alcoolismo nao é fator de risco para o surgimento do esé6fago de
Barrett ou para o desenvolvimento do ADC do eséfag024. Com isso, € amplamente aceito que
o ADC se desenvolve ao longo de uma sequéncia de alteracdes genéticas e fenotipicas,
chamada de sequéncia da metaplasia-displasia-neoplasia®>. Além destes, outros fatores de

risco podem estar relacionados com o ADC de esdfago (Tabela 1) 17242628

1.1.3.2 Fatores de risco para o CCE de es6fago

Evidéncias epidemioldgicas apontam o tabaco e o alcool, como principais fatores de

29-31

risco”” ~". Regides do mundo em que o CCE de esbéfago é mais incidente, verifica-se relagao

direta com os habitos comportamentais e alimentares agressivos ao es6fago. Além destes,



outros fatores podem estar relacionados com o desenvolvimento do CCE quando
comparadas com a populacdo geral (Tabela 1)'%2%3237,

O tabagismo é o principal fator de risco associado ao desenvolvimento de CCE de
eso6fago entre homens e mulheres, aumentando o risco em cerca de 20 vezes>®. Os dados
epidemioldgicos sugerem que o consumo moderado de tabaco durante um longo periodo de
tempo tem um efeito mais nocivo que o seu alto consumo durante um curto periodo de
tempo, existindo assim uma relagdo direta entre a quantidade de cigarros e o
39, 40

desenvolvimento do CCE de es6fago

TABELA 1 — Principais fatores etioldgicos associados ao CE.

Fatores de risco ADC CCE
Comportamentais:
Tabaco™ + +
Alcool®® - +
Consumo frequente de bebidas muito quentes42 - +
Alimentares:
Nitrosaminas — defumados / conservas?’ - +
Agua potavel contaminada com nitrogenados37 - +
Alimentos contaminados com fungos>> - +
Sécio-econémico:
Mé\-nutrigéo36 - +
Pobreza®’ - +
Doengas associadas:
Megaesbfago™! - +
Esofago de Barrett®” 2 + -
Obesidade® ** + -
Nonepidermolytic palmoplantar keratoderma (tilose)*” ** - +
Sintomas semanais de refluxo® > + -
Sindrome de Plummer-Vinson®’ - +
Hérnia de hiato® + -
Diverticulo de Zencker*®*’ - +
Histérico de cancer de cabeca e pescoco®’ - +
Histdrico de cancer de mama sob radioterapia48 + +
Agentes infecciosos e fisicos:
HPV49, 50 _ +
HIV e fungos®> - +
Helicobacter pylori® 1,52 P +
B-bloqueadores, anticolinérgicos e aminofilinas®’ ? -
Injuria caustica no eséfago™® - +

(+) indica fator de risco relatado; (?) indica que ha resultados conflitantes na literatura; trago (-) indica que ndo ha risco
relatado; e o sinal (P) indica fator protetor; ADC — Adenocarcinoma; CCE — Carcinoma de células escamas; HPV
Papilomavirus humano; HIV - Virus da imunodeficiéncia humana.



Estima-se que os carcindgenos da fumaca do tabaco (nitrosaminas, hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos, aminas aromaticas, além de aldeidos e fendis) sejam responsaveis
por 45% dos casos de CE em homens e 11% em mulheres®. As nitrosaminas sdo pré-
carcindgenos, estaveis em pH fisiolégico, sendo incapazes de reagir com macromoleculas
celulares. Apds seu metabolismo, que visa transformar estes compostos lipofilicos em
compostos mais hidrossollveis, tornam-se mais passiveis de excrecdo, ocorre a formacdo de
compostos extremamente estdveis, com uma meia-vida bastante curta e altamente reativos.
Estes compostos reativos ndo conseguem escapar do local onde sdao formados e reagem com
varias macromoléculas, entre elas o DNA. Com isso, os produtos do metabolismo de
nitrosaminas podem causar danos em diferentes regides do DNA> >,

O IARC classifica a bebida alcodlica e o seu metabdlito acetaldeido (que é tdxico)

»36

como carcinogénico para os “seres humanos””. O consumo de alcool aumenta o risco de

CCE em 13,9 vezes®. Além de possuir um efeito multiplicativo ao risco da exposi¢io ao
tabaco, aumentando a carcinogenicidade de CCE em até 100 vezes™>. Este risco relaciona-se

tanto com a quantidade (mais de 80g/dia) e a duracgdo (5 anos), mesmo com uso de bebidas

10, 36, 41, 56

a base de licor e cerveja . O dlcool atua em varios mecanismos da carcinogénese

esofdagica. O primeiro deles relaciona-se ao contato direto com o epitélio esofagico, sendo
amplificado pelos elevados niveis de acetaldeido intraluminais em consequéncia do
crescimento bacteriano na cavidade oral. Com isso, a geracdo de oxigénio reativo é afetado,

interferindo nas vias de sinalizacdo celular, no sistema imunoldgico, na apoptose e

41, 57

promovendo lesdo no DNA . Segundo, o alcool e seus metabodtitos, podem atuar

provocando alteracdes epigenéticas®. Terceiro, atua no aumento do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) e poliaminas, promovendo o crescimento e invas3o celular®®.

As bebidas em temperaturas elevadas, superior a 60°C, sdo também um fator de

59, 60

risco moderadamente alto para CCE de es6fago . Este efeito ocorre como resultado da

irritacdo hipertérmica crénica e inflamacdo da mucosa do es6fago e formacdo de radicais

livres, além de potencializar os agentes carcinogénicos, alcool e tabaco, quando em contato

|13 42

com a mucosa esofdgica, podendo levar a alteracdo mutaciona Isso ocorre em

determinadas regides, como no Sul do Brasil (mate, chimarrdo — responsavel pela alta

40, 59, 61-63

prevaléncia nesta regido), no Nordeste da China (cha) e no Nordeste da Franca . Esta



alta prevaléncia é decorrente ndao da erva utilizada nestes chds, mas, sim, da alta
. ~ . 160,64
temperatura na qual estas bebidas sdao consumidas .

Fatores alimentares sdo também importantes na carcinogénese para o CCE de
eso6fago, como a ingestdao de alimento ricos em nitrosaminas (os defumados, conservas de
peixe, carnes industrializadas e carnes vermelha), condimentos fortes e molhos em grandes
qguantidades didrias, doces, alimentos contaminados com fungos (que reduzem nitratos a
nitritos), alimentos a base de sucos de vegetais conservados e contaminados com fungos

(micotoxinas — que reduzem nitratos a nitritos)>> > ®

. Por outro lado, a baixa ingestdo de
alguns alimentos como frutas, vegetais frescos, legumes, peixes, aves, micronutrientes
(vitaminas A, C, E, riboflavina, zinco e selénio), sdo considerados também como fatores de
risco para o CCE de esc“)fag026’ 36,66

Ha evidéncias cada vez maiores que agentes microbianos, como o papiloma virus
humano (HPV) e o virus da imunodeficiéencia humana (HIV), fungos e bactérias,

desempenham um papel etiolégico no desenvolvimento do CCE de eséfagom 17,49 g

m
particular, o HPV aumenta o risco de 15,2% a 22,9% vezes de desenvolver CCE de esbfago,
principalmente com os tipos 16 (mais comum) e 18, ndo havendo hoje duvidas quanto seu
poder carcinogénicolo’ 13, 16, 17, 29, 34, 49, 60, 67.

Fatores ambientais como lixo doméstico e fertilizantes agricolas podem levar a
contaminagdo da agua potdvel por compostos nitrogenados, as nitrosaminas (nitratos,
nitritos, e amonia). Estes compostos em altas concentragdes podem ser um fator de risco
significativo para o aumento da incidéncia de CCE esofagico, como ocorre na regiao de
Shexian na China®’. Outros fatores de risco para o desenvolvimento de CCE de esdfago
podem incluir o consumo de épio, ma saude oral, baixo nivel socioeconémico, radioterapia
mediastinal, histérico de carcinoma escamoso de cabeca e pescoco, além da associacdo do
carcinoma escamoso com lesdes ou doencas cronicas da mucosa esofagica (lesdo cdustica e
0 megaesdfago)®.

Dentre as sindromes genéticas podemos citar a tilose como a Unica associacado
comprovada com CCE de es6fago (hiperceratose pIantopaImar)48. Trata-se de enfermidade
autossémica dominante rara com alteragdo no braco longo do cromossomo 17 (17g25)%. Os

pacientes com tilose palmo-plantar, forma epidermolitica, apresentam uma chance de até

40% maior de desenvolver CCE de eséfago69.



Por ultimo, o tema do presente trabalho, o megaeso6fago é um fator de risco
conhecido para o CCE de esdfago’. Apesar da precariedade dos métodos propedéuticos,
Fagge CH (1872) publicou o primeiro caso, associando o megaesdfago ao CCE esofagico’’.
Décadas apds, outros estudos mostraram a sua importancia como fator etioldgico para o
CCE de esb6fago, aumentando o risco de 3,9% a 10% dos portadores de megaes6fago de

1, 32, 72- ~
| 31327277 5 megaesdfago ou

desenvolver CCE quando comparado a populagdo norma
dilatacdo do es6fago é um disturbio na motilidade esofagica, caracterizado por sintomas
clinicos de disfagia progressiva®. Mundialmente, tais caracteristicas correspondem a lesdo
denominada de acalasia, cuja patogénese é pobremente conhecida. Dentre os fatores

etioldgicos para o megaes6fago, a doenca de Chagas é o Unico comprovado’® (Figura 3).

- " ' ‘ C)

Figura 3 — A) Seriografia de es6fago, com megaeséfago grau IV (dolicomegaeséfago), presenca de falha de
enchimento (seta), caracteristico de neoplasia (Figura cedida pelo Prof. Eduardo Crema). B) Tomografia
computadorizada de térax em perfil, demostrando um megaes6fago, com residuos alimentares na regido
inferior do es6fago, com uma massa tumoral (seta) no es6fago médio (foto arquivo dos autores). C) Peca
cirdrgica de um paciente com CCE associado ao megaesofago chagasico (seta) (Figura cedida pela Profa. Dra.
Sheila Jorge Adad — UFTM/MG).

1.1.4 Quadro clinico, estadiamento e tratamento

O CE em sua fase inicial ndo apresenta sintomatologia, sendo sua deteccdo apenas
incidental quando o paciente é submetido a endoscopia. Os sintomas sé aparecem em
estagios avangados. Nestes casos, o principal sintoma é a disfagia, presente em 95% dos

pacientes, seguido pela perda de peso em 40-50% e por odinofagia 20%> '°. Em 50% dos
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individuos sintomaticos, o tumor é geralmente irressecdvel ou metastatico no momento do
diagndstico. Os sintomas tardios, como a caquexia poderdo ocorrer em decorréncia da
invasdo mediastinal pelo tumor ou por metastatizacdo para outros érgaos. Além de poder
levar a sintomas como tosse, rouquiddao, pneumonia, choque hemorragico, dor éssea,
convulsao, cefaléias, insuficiéncia respiratoria e ictericia®.

Em 1997, o American Joint Committee on Cancer (AJCC) e a International Union
Against Cancer (AICC) modificaram o sistema de estadiamento TNM para o cancer esofagico,
o qual passou a ser uma classificacio anatomopatoldgica universalmente utilizada’. As
caracteristicas deste estadiamento correspondem a invasdo tumoral (T), presenca de
metastases em linfonodos regionais (N) ou em drgdos sdlidos (M). Atualmente, a
importancia prognédstica do status linfonodal tem sido insistentemente valorizada na
classificacdo TNM, na qual o pardmetro N é considerado mais importante que o T4 no

79, 80

estadiamento da neoplasia . O estadiamento define se a intencdo do tratamento é

paliativa ou curativa, além de suas implicagdes refletir no prognéstico79’81.

Orientagbes e diretrizes do National Comprehensive Cancer Network (NCCN),
publicadas em 2012, para o CE e ADC na TEG consideram a ressec¢do radical como
tratamento de escolha para os pacientes com doenca locorregional ou estadio | (T1 a NO),

18- 82 para tumores mais avancados (T1-3 NO-1 MO0) e

excluindo o tumor na regido cervica
sem evidéncia de metastases a distancia com boa performance clinica, a ressecc¢do cirurgica
radical é atualmente o tratamento preferencial, seja por via aberta, videolaparoscépica ou

mais recentemente robética® &

Com relagdo a quimioterapia neoadjuvante, ha
controvérsias entre os autores. Alguns defendem a quimioterapia neoadjuvante como
tratamento primario preferencial para T2-T4a, em qualquer N, podendo aumentar a
sobrevida dos pacientes e facilitar a ressecgdo cirurgica, apesar do aumento da morbidade e
da mortalidade destes pacientes submetidos a resseccdo cirurgica radical, apds radio e

8284 Outros afirmam gue a adjuvancia com radio e quimioterapia é indicada

gquimioterapia
em resseccdes RO (T2ZNOMO), micrometastases, pacientes com margens positivas ou doenca
residual (apds ressec¢do). Entretanto, ndo tem mostrado efeitos satisfatérios quanto a

sobrevida®"

. O tratamento do cancer recorrente do es6fago, deverd ser individualizado,
podendo-se utilizar qualquer forma de tratamento ainda ndo utilizada para o paciente, ou
inseri-lo dentro de protocolos de pesquisa vigentes na instituigﬁos. Os pacientes com cancer

disseminado sintomdtico (disfagia) podem ser paliados dos sintomas com radio e
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quimioterapia®. Os pacientes com fistula traqueoesofagica podem ser tratados com préteses
ou através da interposicdo com o cdlon ou estbmago, transposto por via retroesternal, para

melhorar a sintomatologia e a qualidade de vida® %

. De uma forma geral e apesar das
possibilidades citadas acima, os pacientes com CE possuem uma elevada mortalidade, alta
letalidade, péssimo progndstico com baixa sobrevida (em média 7 meses, em regides de alta

. oy .2
incidéncia)”.

1.2 Doencga de Chagas

1.2.1 Epidemiologia

A doenga de Chagas, também conhecida como tripanossomiase americana, é a sexta
patologia tropical negligenciada mais importante do mundo, causada pelo Trypanosoma

cruzi®’ 88

. Estima-se que 12 a 18 milhdes de pessoas estejam infectadas, e entre 28 a 100
milhGes permaneg¢am sob ameaca de infecgdo, com uma incidéncia anual de 200 mil casos
novos e 14 mil mortes ao ano em todo o mundo, chegando a ser recentemente comparada
com a AIDS, em um artigo entitulado, Chagas Disease: The New HIV/AIDS of the Americas®
%2 No Brasil estima-se gue entre 3 a 4 milhdes de pessoas estejam infectadas pelo
Trypanosoma cruzi, com a prevaléncia de infestacdo chegando a 25% em alguns municipios
Brasileiros™ **.

Geograficamente, a doenca de Chagas é endémica em toda a América Latina,
predominantemente rural, com excecdo da Republica da Guiana, Belize, Suriname e ilhas do
Caribe®” ®. As maiores prevaléncias da infeccdo encontram-se no Brasil, Argentina e na
Venezuela®®. Migracdes para dreas urbanas durante as trés ultimas décadas do século XX
mudaram o padrdo epidemiolégico tradicional, passando a ser também encontrada na
malha urbana®” ?®. Atualmente, a doenca de Chagas afeta todo o globo, com diversos casos
notificados em paises considerados ndo endémicos, como Espanha, Estados Unidos, Canad3,

Austrdlia e Japao, os principais destinos dos imigrantes latinos (Figura 4)87 99,100
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No estimated cases = v >
Less than 1,000
[ 1,001 - 10,000
B 10,001 - 100,000
N 100,001 - 1,000,000
N 1,000,000 and above

Figura 4 - Estimativa mundial de populagGes infectadas por Trypanosoma cruzi (em marrom)97’ 101,102 " A rotas

de migracdo (vermelho) da América Latina e estimativa do nimero total de pessoas infectadas em paises ndo
endémicos (adaptada: Coura et al., 2010'%).

1.2.2 Etiologia e Transmissao

7

A doenca de chagas é causada por uma infeccdo crOnica, provocada pelo
Trypanosoma cruzi, protozoario flagelado parasito (intracelular) descoberto por Carlos
Chagas em (1909)**. A forma classica de transmissdo da doenca de Chagas, como descrita
por Carlos Chagas, é a vetorial, através de insetos hematdfagos, da familia Reduviidae,
pertencentes aos géneros Triatoma, Rhodnius e Panstrongylus, que sdao popularmente

. . . . ~ 0l
conhecidos como “barbeiros” ou ainda, “chupanca”, “bicudo”, “chupo” ou “procots”'®. O

s
parasitos, Trypanosoma cruzi sao transmitidos entre animais e humanos através deste vetor.
O vetor triatomideo se esconde em rachaduras das casas, se alimentam dos habitantes
durante o sono, e eliminam os parasitos em suas fezes, os quais penetram no hospedeiro
através de lesdo na pele ou através de membranas mucosas (nariz, cavidade oral e

87, 106, 107

conjuntiva) . Recentemente, novas formas de transmissao foram relatadas, através

de transfusdo sanguinea e por transplante de 6rgdos contaminados, que constituem o
segundo mecanismo de importancia epidemioldégica na transmissdao mundial do

Trypanosoma cruzi*®® '®. O terceiro mecanismo, com grande importancia na transmissao da
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doenga de Chagas é a transmissdo vertical ou congénita97. Existem ainda outras vias de
transmissdes secundarias, como acidentes de laboratdrio e pela via oral, através da ingestao

, . . . 7
de agua ou alimentos contendo fezes contaminadas de barbeiro® ¥ %

. No Brasil, relatos
recentes demonstraram surtos de transmissdo oral pela ingestdo de acai e caldo de cana'®.
Existem ainda relatos do encontro de tripomastigotas em sangue menstrual de mulheres
chagdsicas. Entretanto, a via de transmissdo sexual nunca foi comprovada na espécie

humana'®.

1.2.3 Quadro clinico

O sinal da porta de entrada (complexo oftalmoganglionar), complexo de Romania,
localizado na pélpebra, ou chagoma de inocula¢do (em outras regides do organismo), podem
ser encontrados na fase inicial da doengagl. Apds a fase inicial de transmissdo, ocorre uma
parasitemia transitdria que pode levar dias a semanas de duracdao, momento este que o
Trypanosoma cruzi se aloja em diferentes 6rgdos, como o coracgdo, e principalmente, os do

aparelho digestivo (estdmago, duodeno, cdlon e esdfago)’ 2698 110

. Posteriormente, apds
um periodo de 5 a 15 anos da infecg¢do inicial, e em 20% a 30% dos individuos infectados, a
infeccdo torna-se crbénica e ocorrem as manifestacdes da doenca caracterizadas pela
cardiopatia (52,1%) e pelas manifestacdes benignas no trato digestivo (14,3%) como o

megacolon e o megaesofago, em pacientes entre 20 a 49 anos de idade’® %,

1.2.4 Megaesofago chagasico

1.2.4.1 Fisiopatologia

O megaeso6fago chagasico (MEC) é uma doenga que se caracteriza por sua

cronicidade. N3o existe cura espontanea e a evolugdao da doenga pode levar a morte por
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inanicdo™’. Durante a fase crénica da doenca de Chagas, nos segmentos do es6fago
acometido pelo Trypanosoma cruzi, ocorre a destruicdo dos neurdnios mioentéricos
intramurais (plexos de Auerbach - parassimpéatico)!*2. Destruico atribuida ao parasitismo
direto da célula nervosa, a¢cdo das neurotoxinas, acao inflamatdria e mecanismo auto-imune;
levando consequentemente ao megaeséfago. Os neurdnios encontram-se em diferentes

.~ , . . . . .11 .
graus de destruicdo, além de ocorrer uma neurite, perineurite e ganglionite™** (Figura 5).

Figura 5 — Fotomicrografias de casos de MEC. A) Plexo mientérico com ganglionite e auséncia de neurdnios. B)
Camada muscular com miosite crdnica. C) A imagem representa a muscular com fibrose intensa corada em azul
pelo tricromico de Masson (Adaptada: Adad et al., 1991113)

A ganglionite mesentérica é decorrente de uma imunorreatividade cruzada
provocada por antigeno flagelar do parasita, que mimetiza uma proteina expressa pelos
neurdnios intestinais, o qual atrai as células imunoldgicas para dentro dos ganglios, levando

ao desaparecimento e sua substituicdo por tecido conjuntivo denso, além de fibrose

113, 114

intersticial entre as fibras musculares . Como consequéncia, a musculatura lisa desses

Orgdos passa a responder com contra¢des desordenadas e de intensidade varidvel, tanto

112

hiperreativas quanto hiporreativas, dependendo do estimulo feito ™. Consequentemente,

ocorre o espessamento da parede do es6fago, por hipertrofia das células musculares lisas, e
aumento do tecido conjuntivo. Progressivamente, ocorre diminuicao da espessura da parede

pela substituicdo da camada muscular por tecido conjuntivo levando a dilatagdo progressiva

115, 116

(megaes6fago) e a acalasia do esfincter inferior (EEl) do es6fago . A acalasia é

caracterizada pela “auséncia de relaxamento” a degluticdo, devido ao aumento da pressao

110, 117

basal do EEI, produzindo uma obstrucdo funcional do es6fago . A aperistalse no corpo

do esOfago em associacdo com a obstrucdo funcional do EEl, consequentemente, provoca

aumento do didmetro do esdfago (megaesdfago) (Figura 6)°% 31 74 76, 77,9394, 118
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Neurite Perineurite Ganglioneurite

ubstituicdo por tecido conjuntivo densc
Fibrose intersticial

Contragdes descoordenadas Aperistalse esofagica

\CEIEHE

0 Press3o EEI Relaxamento incompleto do EEI

Megaeso6fago nao avancado

Grau l Grau ll

Megaesofago avancado
Grau lll Grau IV

Figura 6 — Etapas da fisiopatologia do megaesofago chagésico3°’31’ 476,77,

1.2.4.2 Quadro clinico e diagndstico

Apds a evolugdo para o megaesdfago, na fase cronica da doenga, os sintomas mais

frequentes sdo: disfagia progressiva, regurgitacdo, dor retroesternal, queimacao, sialorréia e

. . > 74
broncopneumonia de repeticio>”

. Esta fase é caracterizada por baixissima parasitemia e
altos niveis de anticorpos IgG. Portanto, nesta fase o diagndstico é feito basicamente por
testes soroldgicos, através das técnicas de Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA),
hemaglutinacdo indireta (HAI) e imunofluorescéncia indireta (IFl), que apresentam
sensibilidade variando de 95% a 100%'** '*. Métodos parasitolégicos como a hemocultura

121

apresentam, nesta fase sensibilidade baixa, variando de 40% a 50% . No entanto, para o

diagndstico do megaesofago, é necessario realizar endoscopia digestiva alta (para avaliar
mucosa do esofago e fazer diagndstico diferencial com outras lesbes estenosantes que

provocam dilatacio a montante como a neoplasia de esdfago e estenose péptica)™*%.
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Figura 7 - Imagens endoscopicas A) Aumento no didmetro do limen esofagiano com aparecimento de
contragOes irregulares (apods insuflagdo de ar) em um paciente com MEC. B) Cardia céntrica (seta) e
permanentemente cerrada com mucosa de coloracdo réseo-pélida. C) Cromoscopia com solugdo de lugol: apds
a absorgdo do lugol pelas células esofagianas, o iodo desta solugdo reage com o glicogénio intracelular corando
o epitélio em tons de marrom. As areas de displasia ou cancer, as quais sdo pobres em glicogénio, permanecem
pouco coradas (iodo-claras) ou ndo coradas (iodo-negativas). Esta técnica visa detectar lesGes imperceptiveis
ao exame endoscépico convencional (Figuras cedidas pela Profa. Dra. Denise Peixoto Guimardes — HCB/SP).

Ainda, para o diagndstico, os exames de imagem (radiografia contrastada do es6fago
ou tomografia de térax com contraste) visualizam estase de contraste no es6fago, além de
ondas tercidrias, floculagdo do contraste (significa presenca de estase alimentar) e auséncia
de bolha gastrica. O estudo da motilidade esofagica tem importancia nos casos em que ha
duvida diagndstica pela auséncia de dilatacdo do es6fago, além de auxiliar na indicacdo do

tratamento>’.

1.2.4.3 Classificagao e tratamento

A classificacdo do megaesofago é feita através da avaliacao radioldgica pela dilatagao
e/ou parametros manométricos do es6fago. Dentre as varias classifica¢cdes, no Brasil, a mais
utilizada é a proposta por Rezende et al., (1960)*%. Ela se baseia em dados radiolégicos e

valoriza a dilatacdo e a tonicidade da parede (Figura 8).
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Figura 8 — Classifica¢do radioldgica do megaesofago proposta por Resende et al., (1960)™% (Figuras cedidas pelo
Prof. Dr. Eduardo Crema — UFTM/MG).

No tratamento do MEC nao se pode atuar no sentido de recompor o eséfago para as
suas funcGes motoras normais, mas podem ser tomadas medidas dietético-
comportamentais, drogas que reduzam a pressao do esfincter esofagiano inferior (fugas com
efeitos colaterais), dilatacdo do cardia por via endoscépica (tem indicacdo especifica),
operacgdo sobre a TEG (casos ndo avancados) e resseccOes esofagicas (casos avangados),
sendo o objetivo principal do tratamento cirdrgico nos pacientes com MEC o de corrigir a

disfagia30, 124, 125.

1.3 Mecanismos moleculares da carcinogénese de CE.

Os mecanismos moleculares da carcinogénese de CE estdo diretamente relacionados
aos oncogenes aos genes supressores de tumor, que sdo as duas grandes classes de genes
que codificam proteinas que controlam os processos neoplasicos, promovendo-os
(oncogenes) ou impedindo-os (genes supressores tumorais). Mutagdes nestes genes podem
contribuir para o desenvolvimento do cancer, através da desregulacao do crescimento e a
proliferacdo celular, diferenciacdo, apoptose, invasdo e migracdo celular e angiogénese

desempenhando uma func¢do chave na induc¢do do cancer.
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Os oncogenes sao proto-oncogenes ativados por alteracdes genéticas. Os proto-
oncogenes sdao genes que codificam proteinas existentes nas células normais, que em
condicOes fisioldgicas promovem o crescimento, diferenciacdo, regulacdo positiva da

126 Estas alteracOes genéticas estdo associadas a um ganho

proliferacdo celular e apoptose
de funcdo e sdo dominantes, ou seja, basta a alteracdo (ex: mutacdo) de apenas um dos dois
alelos da célula para que haja a manifestacdo do efeito oncogénico (fenétipo mutado)™’. As
alteragdes genéticas que levam a ativagao dos proto-oncogenes conferem uma vantagem de
crescimento a célula tumoral. Os principais mecanismos genéticos que resultam na ativagao

dos oncogenes nas neoplasias sdo: mutacdo, amplificacdo génica e rearranjos

AL 12
cromossdmicos'?® (Tabela 2).

TABELA 2 — Alguns exemplos de proto-oncogenes, fungao e seus mecanismos de ativagao.

Proto-oncogenes  Fungao do Proto-oncogene Mecanismo de ativagao
ABL Tirosina quinase (sinalizagdo intracelular) Translocagdo

AKT Serina/treonina quinase Amplificacdo

BCL-2 Proteina antiapoptética Translocagao

ERBB-2 Tirosina quinase Amplificagdo génica
c-myYcC Fator de transcri¢ao Translocagao

H-RAS GTPase Mutagdo pontual

K-RAS GTPase Mutac¢do pontual
N-RAS GTPase Mutagdo pontual
PDGFR Receptor de superficie (tirosina quinase) Translocagao

Os genes supressores de tumores (Tabela 3) sdo encontrados no genoma das células
normais e sao responsaveis pela producdo de proteinas relacionadas ao controle negativo do
crescimento celular, ou seja, atuam restringindo a proliferacdo celular (regulacdo dos

checkpoints celulares, inibindo a progressao do ciclo caso o DNA esteja danificado)*®.
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TABELA 3 — Alguns exemplos de genes supressores de tumor, fungcdo e seus mecanismos de

inativacao.

Gene supressor Fungdo dos supressores de tumor

Mecanismo de inativagao

RB1 Regulador do ciclo celular Dele¢do, mutagdo pontual, metilagao
WrT1 Regulador transcricional Mutagdo pontual; delegdo, metilagdo
TP53 Regulador transcricional Mutagdo pontual

VHL Regulador protedlise Dele¢do, mutagdo pontual, metilagao
CDKN2A Regulador do ciclo celular Mutagdo pontual, dele¢do, metilagdo
BRCA1 Regulador trascrional/Reparo do DNA Mutacgdo pontual; delegdo, metilagdo
BRCA2 Regulador trascrional/Reparo do DNA Mutagdo pontual, delegdo

MLH1 Reparo do DNA Mutagdo pontual, delegdo, metilacdo

Alteragdes em genes supressores de tumor sdo, portanto, na sua maioria recessivas,
ou seja, had a necessidade da inativacdo dos dois alelos para que haja a manifestacdo do
fenétipo, e a perda deste controle pode significar a formacdao de uma neoplasiam. Diversos
tipos de alteragbes genéticas foram descritas para genes supressores de tumores, incluindo
mutacdes pontuais e cromossomicas (translocacdes e delecdes) e alteracBes epigenéticas
(ex: metilagdo) 131 (Tabela 3).

Os estudos de biologia molecular tém mostrado diversas alteracbes genéticas que

levam ao CEY% 133

. Estas alteragdes genéticas incluem mutacdes nos genes (TP53, pl6 e
p15), delecdo do RB (retinoblastoma), amplificacdo de Ciclina D1 e c-myc, perdas alélicas em
cromossomos (39, 4q, 5q, 9p, 9q, 13q, 17q, 17p e 18q), alteracbes da COX-2
(Cyclooxygenase-2), BCI-2 (B-cell lymphoma-2), p27, erb-b2, EGF/EGFR (epidermal growth

134136 A sequéncia destas

factor receptor), TGF-a, E-caderina, oa-caderina e B-caderina
alteracdes genéticas em relagcdo a progressao do tumor é muito importante para diferenciar
a etiopatogenia além de poder definir e diferenciar as alteracdes moleculares envolvidas nas
vias de carcinogénese dos dois principais tipos histoldgicos de cancer do es6fago (CCE e ADC)

(Figura 9)°.
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Figura 9 - Sequéncia temporal de alteragGes genéticas no CE. A sucessdo de fases histopatoldgicas apartir de
epitélio normal até o desenvolvimento de CCE de esOfago (parte superior da figura) ou ADC de es6fago (parte
inferior da figura). As alteragGes associadas com estas fases estdo descritas nos retangulos (Adaptado: Zhi-
Qiang Ling et al., 2011°%).

1.3.1 Mecanismos moleculares da carcinogénese do CCE

A carcinogénese de CCE pode ser caracterizada por uma sequéncia de eventos
genéticos que acompanham todas as etapas histopatoldgicas em uma sequéncia temporal a
partir de epitélio normal, esofagite, seguida de displasia leve a grave, carcinoma in situ, até o
desenvolvimento de CCE invasivo®. Esta sequéncia temporal esta relacionada com alteracdes
envolvendo oncogenes e genes supressores tumorais, anteriormente descritos que
codificam diversas proteinas alteradas® ** 3/,

Dentre os principais genes envolvidos com a carcinogénese de CCE de es6fago

destacamos os genes supressores de tumor (TP53, p16, p21, Rb, Ciclina D1, MDM2) e os
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oncogenes (EGFR, C-MYC, AKT, BCL-2) os quais sdo genes vitais para o controle da
homeostasia das células esofagicas e no processo tumorigénico de CCE de esofago™®.

O gene TP53 é o principal gene alterado no CCE de es6fago, podendo ocorrer
mutacBes em areas de mucosa normal e de displasia™®®. Alteraces no gene RB, que podem
ser mutagdes pontuais ou alteragdes na expressao do gene, estdo envolvidas em 30% a 50%
dos CCE de esofago®®. A amplificagdo génica de cyclin D1 - CCND1, com a superexpressio do

fator nuclear ciclina D1 ocorre frequentemente em 40% nas linhagens celulares de

138, 140
.0

carcinoma escamoso e estd associado a um pior progndstico no CCE de esbfago s

genes supressores de tumor e seus produtos pl16 e p21, encontram-se frequentemente
alterados no CCE. A proteina p21 apresenta-se altamente expressa no CCE e a mutacdo do
gene p16 ocorre em 50% dos casos de CCE de esbfago™® ** 2. 0 gene p21 é regulado
positivamente pela proteina p53, sendo considerado o efetor da parada do ciclo celular

desencadeada pela p53*%. Porém, a avaliagio da expressio da proteina p21 n3o parece ter

uma relacdo com progndstico para o CCE de esdfago®® 18,

1.4 Gene supressor tumoral TP53

O gene TP53 (tumor protein 53), localizado na posicdao 13.1 do brago curto do

cromossomo 17 (17p13.1) (Figura 10), possui 11 éxons e codifica uma fosfoproteina (p53)**"

143,144 05 gene TP53 e a sua proteina codificada tém sido o assunto de mais de 30 mil

trabalhos de pesquisa que tem surgido na literatura cientifica, desde a descoberta da

145, 146

proteina p53 em 1979 . Clonado em 1983, o gene TP53 inicialmente foi descrito como

um oncogene'*’ ™%, posteriormente, ficou claro que este gene atuava como gene supressor

de tumor™?!

. O TP53 esta relacionado a maioria dos tumores humanos, sendo um dos genes
de maior importancia e denominado o “guardido do genoma”, pelo fato de prevenir o
avanco do ciclo celular e a replicacdo do DNA apds o dano ao DNA e pela inducdo da
expressao de enzimas de reparo de DNA. Neste contexto, p53 pode reduzir as taxas nas
quais as mutacdes sdao acumuladas nos genomas celulares e, quando alterado, ird “permitir”

. . 144,152,1
o desenvolvimento da neoplasia™** **% 3,
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Figura 10 - O gene TP53 esta localizado no cromossomo 17 (brago curto, 17p13), uma regido que é
frequentemente deletada em tumores (Figura cedida pela Profa. Dra. Marjori Leiva Camparoto — HCB/SP).

1.4.1 Proteina p53

A p53, possui uma estrutura tetramérica de 53 quiloDaltons (kDa). Desta forma,
guando a célula apresenta um alelo mutado e o outro normal, a funcdo da proteina pode
estar comprometida, pois cada tetrdmero terd pelo menos uma subunidade defeituosa

(efeito dominante negativo)*>*

. A p53 é composta por 393 aminoacidos na sua extensao e
pode ser dividida em 5 regides funcionais distintas: 1) dominio de ativacdo transcricional
(residuos 20 a 60), localizado na extremidade amino-terminal (N-terminal), responsavel por
regular a expressdo de genes que atuam na parada do ciclo celular e apoptose; 2) dominio
rico em prolina (residuos 60 a 90); 3) dominio de ligacdo ao DNA (residuos 100-300), que
possibilita a ligacdo de p53 em sitios especificos do DNA. 4) dominio de tetramerizacao
(residuos 320 a 360), responsavel pela formacdo de tetrameros de p53, que é a forma mais
ativa (selvagem ou wild-type) em transativacdo; 5) dominio de regulacdo de ligacdo nao-
especifica ao DNA (residuos 363 a 393), cuja funcdo é ligar-se ao dominio central de ligacao
ao DNA, impedindo a interacdo desta regido com promotores de genes relacionados com a

supress3o e morte celular programada (Figura 11)3% 15> 1°¢,
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Figura 11 - Proteina humana p53. Ela pode ser dividida em cinco dominios, cada um deles correspondem a
fungdes especificas (www.p53.fr).

1.4.2 Ciclo celular, vias de sinaliza¢ao e fung¢des da proteina p53

A p53 é um fator de transcricdo que esta no centro de uma grande rede de sinais que
percebem o estresse celular™’ (Figura 12). Ela possui uma meia-vida curta (20 minutos)
sendo expressa em baixos niveis e mantendo-se latente em células sauddveis sem estresse.
Quando as células sdo expostas a fatores genotdxicos ou ndo genotdxicos, a p53 é ativada
acumula-se e desencadeia a parada do ciclo celular (em G1, e em alguns casos em G2) e a

158, 159

apoptose . Os niveis baixos de p53 sdo mantidos pela proteina MDM2 que é

responsavel pela exportacdo de p53 do nucleo para o citoplasma da célula, onde a mesma é

degradadalso.

Este mecanismo ocorre quando a MDM?2 liga-se a p53, bloqueando
imediatamente a capacidade de p53 de realizar sua funcdo de ativadora da transcricao, e
catalisa a adicdo de moléculas de ubiquitina, marcando a p53 para degradacdao no
proteossoma citopIasméticolSl. Como o gene MDM?2 é, por sua vez, transcricionalmente
ativado pela p53, isto cria um mecanismo de retroalimentagao negativa (p53-MDM2) que
geralmente funciona para assegurar que moléculas de p53 sejam degradadas tdo logo
tenham sido sintetizadas, mantendo seus niveis baixos'®2.

Existem trés vias de ativacdo da p53. A primeira via, é desencadeada quando a célula
se encontra em condicdo de estresse pelos agentes genotdxicos - danos ao DNA (radiagcGes

UV, raio v, raio X, calor, choque térmico, certas drogas quimioterdpicas que danificam DNA,

inibidores da sintese de DNA e agentes que destroem componentes dos microtubulos do
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163, 164

citoesqueleto) . A ATM quinase fosforila e, assim ativa a Cyclin-dependent kinase 2

(Chk2), uma proteino-quinase que fosforila a proteina fosfatase Cdc25A, marcando a

1 1 ~ ~
83, 185 As mutacdes com perda-de-funcdo nos genes

degradacdo mediada por ubiquitina
ATM ou Chk2 apresentam o mesmo efeito que as mutagdes no gene TP53. A ATM fosforila a
p53 que sofre modificacdes pds-transcricionais que a liberam da MDM2, aumentando sua
meia-vida e concentracdo, tornando-a ativa'®1?,

O segundo caminho é constituido pela proteina p16"\“<4A/p14Arf (Alternative Reading
Frame — ARF). Uma variedade de sinais oncogénicos - oncoproteinas E1A de adenovirus, Myc
(c-Myc) e RAS, induzem a atividade de E2F, o que leva, por sua vez ao aumento da expressdo

1 1 1 1 . . N ,
de p14Arf 63, 164, 168, 169 " A proteina p14Arf liga-se @ MDM2 no nucleoplasma das células e

170

arrasta a MDM2 para os nucléolos, bloqueando a agdo de MDM2""". Com isso, a MDM2 nao

A causam aumento dos

é capaz de destruir a p53 por ubiquitinacdo (elevados niveis de p14
niveis de p53 nas células). Em consequéncia a p53 é acumulada e desencadeia a apoptose,
sugerindo que a apoptose induzida por E2F funciona como um mecanismo anti-cancer
designado a eliminar células pré-neoplésicas ndo desejadas®®® 1% 1%,

A terceira via é a menos compreendida e possivelmente acontece através de sinais
nao genotodxicos (hipdxia e delecdo de nucleotideos). Ha evidéncias de que a hipdxia pode
induzir uma atvidade de longa duracao da p53 por um mecanismo que é bastante diferente
da sinalizacdo por agentes genotdxicos (danos ao DNA), e ndo parecem envolver a proteina
MDM2** No entanto, a natureza exata desse mecanismo néo é conhecida™.

A ativacdao da p53 normal, acumulada, por agentes genotdxicos, ndo genotdxicos e
oncogénicos, resulta na resposta citostatica (“apreensdo do ciclo celular”) interrupcédo do
ciclo celular na fase G1 (gene p21), podendo ser tanto irreversivel (“senescéncia”) como
reversivel (retorno a proliferacdo), bloqueio da angiogénese e inducdo do reparo (gene
GADD45 - Growth Arrest DNA Damage Inducille) do DNA através da regulacdo
transcricional®™> 7 ! o reparo bem sucedido do DNA permite a continuag¢do do ciclo
celular; no entanto, se houver qualquer falha no reparo do DNA, a ativacdo do gene bax
também induzido pela p53 promove apoptose, evitando a transformacdo neopldsica (Figura
10)*>>'"*. Toda esta acdo da p53 ocorre antes da sintese de DNA, durante a divisio mitdtica,
verificando se a molécula de DNA estd integra para que o ciclo celular possa seguir

172-174

adiante . Nas células com perda ou mutagdes do gene TP53, a lesdo do DNA ndo induz a



25

interrup¢do do ciclo celular nem o reparo do DNA, levando a proliferagdo de células

geneticamente lesadas, originando neoplasias malignas®’>.

Agentes genotdxicos: dano ao DNA
-Raios gama, UV, X

-Carcinégenos

-Drogas citotéxicas

ﬂ_
-catenlna qi b

—
—

Agentes ndo genotdxicos:
-Hipéxia
-Falta de nucleotideos

Agentes oncogénicos

Z

- ;- Atividade
Apreensao do ciclo celular =0
Transcricional
GPADD45
ou

Reparo | Bloqueio da
de DNA angiogénese

Retorno a proliferacao

@

Apoptose

Figura 12 — Sinais ativadores de p53 e seus efeitos. As vias convengem para o complexo p53-MDM2 (“Unidade

molecular central”). As setas indicam inducdo da atividade ou da transcricdo das proteinas envolvidas na via da

p53, enquanto as barras indicam inibicdo (adaptada: Guimardes et al., 2002)139.

1.4.3 Mutagoes do gene TP53

1.4.3.1 Conceitos

Mutacdo é uma mudanga na estrutura primdria do DNA, que consiste de uma
sequéncia linear de pares de nucleotideos, representando a informacdo quimica
armazenada levando a alteracdo permanente e hereditdria no material genético (sequéncia

1750 momento

de nucleotideos ou no arranjo do DNA), podendo alterar ou ndo o fenétipo
em que essas alteragdes ocorrem durante a progressdao do cancer é extremamente variavel
de um tecido para o outro, podendo ocorrer o acimulo de mutagdes ao longo de décadas
em alguns tumores, enquanto em outros podem ser caracterizados por uma explosdao de

mutagbGes em um curto periodo de tempolGl.
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As mutagdes ocorrem durante o processo de divisdao celular. As mutagdes sao
agrupadas em duas grandes classes distintas de acordo com a sua extensdo: mutagdes
cromossOmicas ou mutacdes génicas. As mutacdes cromossOmicas, podem ser numéricas
(poliploidias ou aneuploidias) ou estruturais (duplicacdo, delecdo e translocacdo). Nas
mutacdes génicas, as alteracdes ocorrem na sequéncia de nucleotideos que compde a
molécula de DNA, e podem ser divididas por classes, como: mudancas da sequéncia do DNA
— mutacgdes pontuais (dele¢bes, insercdes, substituicdes) e mudancas funcionais (silenciosa -
silent, sentido trocado - missense, sem sentido - nonsense e mudanca da matriz de leitura -

Frameshift) (Figura 13)176.177,

Normal '»
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Figura 13 — Exemplos de mutagOes génicas. A primeira base do segundo cdédon estda mudada por uma
substitui¢do, dele¢do ou insergéom.

Nos ultimos 20 anos, foram catalogadas mais de 30.000 mutag¢des somaticas do gene

16179 "0 gene TP53 estd mutado em torno de 50% das

TP53, em varios tipos de tumores
neoplasias, o que caracteriza como gene mais frequentemente mutado nas neoplasias. De
todas as mutacGes, 80% a 97% do gene TP53 estdo presentes na regido que codifica o
dominio de ligacdo da proteina ao DNA e correspondem aos éxons 5, 6, 7 e 8 do gene
TP53% 15> 0s cédons com maior frequéncia de mutagdo (30% de todas as mutacdes na
proteina) sdo seis (175, 245, 248, 249, 273, 282), os quais sdo chamados de hotspots (regido

do genoma caracterizada por um grande nimero de mutagdes) (Figura 14)132 155,
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Figura 14 - Distribuicdo de mutagGes nos codons hotspots e cold spots. Acima, demostrando a distribuicdo de
mutagOes missense, ao longo da sequéncia de 393 aminoacidos da proteina p53 e os seis cédons hotspots (175,
245, 248, 249, 273 e 282) mais frequentemente mutados no gene TP53. Abaixo na figura, esta sendo
demostrado as duas regides de menor frequéncia de mutagdo, conhecidas como cold spots (cédons 113 a 123 e
326 a 355) (Adaptada: Soussi et al., 2011)"*.

Muitas destas regides hotspots, estdo localizadas em sitios CpGs. As citosinas dos
sitios CpGs podem estar metiladas (5-metilcitosina). A 5- metilcitosina sdo propensas a
fenbmenos de desaminacdo espontdnea (perda do grupamento amino exociclico)
transformando a citosina em timina*®. A sequéncia codificadora do gene TP53 contém 42
dinucledtidos CpG que se encontram distribuidos ao longo dos éxons. A desaminagdo, e a
perda de bases ocasiona mutac¢des do tipo substituig6e5146.

Nos canceres, 85,4% das mutacdes encontradas no gene TP53 sdo substituicdes, e
14,6% sdao mutacdes mais complexas, como delegdes e inser¢des (IARC 2010). Entre as
mutagdes pontuais, transigdes G:C—>A:T sdao mais frequentes, seguidas de transversdes
G:C->T:A e A:T->G:C. Aproximadamente 50% das transicdes G:C—>A:T sdo em sitios CpG
(Figura 15)18% 182,
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Figura 15 - Espectro de mutacdes do gene TP53 no cancer humano "%,

731 ins - 731 (2.74%)

I 2,341 del - 2341 (8.79%)
1159 tandem - 159 (0.59%)

185 CC tandem - 185 (0.69%)
[1 145 complex - 145 (0.54%)
31,010 A:T>C:G - 1010 (3.79%)
[ 2,960 A:T>G:C - 2960 (11.1%)
B 1,402 A:T>T:A - 1402 (5.26%)
[0 5,120 G:C=A:T - 5120 (19.2%)
I 5,709 G:C=A:T at CpG - 6709 (25.2%)
I 1,940 G:C>C:G - 1940 (7.29%)
I 3,583 G:C>T:A - 3883 (14.5%)
I 23 NA - 23 (0.08%)

82
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O gene TP53 tem uma caracteristica peculiar em comparagcdo com outros genes

supressores tumorais. Enquanto estes genes supressores sdo inativados por mutagdes

frameshift ou nonsense levando a auséncia de sintese da proteina, as mutagées missenses

no gene TP53, que s3o a maioria, conduzem a sintese de uma proteina anormal,

, 1
acumulando-se na célula tumoral **.

1.4.3.2 Mutagoes do gene TP53 no CCE de esofago

Tal como previamente descrito, o TP53, é o principal gene alterado no CE em gera

48
[ ™.

A prevaléncia de mutagdes em TP53 no CCE de es6fago varia entre 40 e 50% dos casos B0

7

padrdo de mutacdo mais observado no CCE de esofago é caracterizado pela elevada

incidéncia de mutacdes G:C2>A:T (38,2%), G:C>T:A em sitios CpG (19,4%) e G:C2>T:A

(18,2%) (Figura 16) ¥2'8% 0 efeito de mutacdo mais frequente no CCE de esdfago, é a

mutacdo missense (69,4%), seguida em igual frequéncia (10,5%) pelas mutacbes nonsense e

frameshift (Figura 17)*®2
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PADRAO DE MUTACAO/ 1201 mutagdes

@ ins - 51 (4.24%)

B del - 113 (3.40%)

O tandem - 10 (0.83%)
@ CC tandem - 1 (0.08%)
OAT>C:G - 48 (3.99%)
BAT>G:C- 135 (11.2%)
B AT>TA-97 (8.07%)
G:C>A:T - 226 (18.8%)
B G:C>AT at CpG - 233 (19.4%)
B G:C>C:G - 67 (5.57%)
B G:C>T:A- 219 (18.2%)
W NA -1 (0.08%)

Figura 16 - Padrio de mutac3o no gene TP53 no CCE de esdfago (IARC - R15, 2010)*.

EFEITO DE MUTACAO/ 1201 mutacdes

B missense - 834 (69.4%)
B nonsense - 127 (10.5%)
O silent - 29 (2.41%)
OFS-127 (10.5%)

3 splice - 36 (2.99%)

@ other - 27 (2.24%)

W NA - 13 (1.08%)

O intronic - 8 (0.66%)

Figura 17 — Efeito de mutacio no gene TP53 no CCE de es6fago (IARC - R15, 2010)*%.

Os cddons de TP53 mais mutados no CCE de es6fago sao 170, 175, 179, 193, 220,
245, 248, 273 e 282. Com excec¢do dos cédons 179, 193 e 220, os demais sdo hotspots de

TP53 observados em todos os tipos de cancer'®? (Figura 18).
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(C) IARC TP53 Database, R15 release, November 2010

Figura 18 - Frequéncia de mutagdes em TP53 no CCE de es6fago, com cddons afetados (IARC - R15, 2010)".

A analise do perfil de mutagdes no gene TP53 pode indicar quais os carcindgenos que

157, 139, 185, 186 Assim, o seu estudo

efetivamente contribuiram para a transformacdo maligna
podera fornecer informagdes quanto ao dano genotdxico e a sequéncia genética dos
eventos que levam ao aparecimento de células tumorais, bem como auxiliar no diagndstico e

progndstico™.

1.5 Mecanismos fisiopatologicos e moleculares da carcinogénese de CCE de eséfago

associado ao MEC

O mecanismo fisiopatoldgico de desenvolvimento de CCE em pacientes portadores
de MEC estd pouco esclarecido. Acredita-se que a inflamagdo crénica e o crescimento

bacteriano desempenham um papel importante (Figura 19).
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Figura 19 — Mecanismo evolutivo conhecidos da carcinogénese do CCE de es6fago de pacientes com MEC,
mostrando a sequéncia de eventos relacionados com a inflamagdo e supercrescimento bacteriano.

cronica

O primeiro mecanismo estaria relacionado com o processo inflamatério crénico do

epitélio consequente a irritacdo causada pelo conteldo esofdgico estagnado, em contato

187, 188

continuo com a mucosa . O processo inflamatdrio é difuso ao longo da superficie da

mucosa esofagica e caracterizado por hiperplasia da camada basal, infiltrado linfocitario em

lamina prdpria (esofagite linfocitica por linfocitos CD3-positivo) e pela presenca de centros

72, 189, 190

germinativos proeminentes Consequentemente, a inflamagdo da mucosa leva a

191, 192

ocorréncia de esofagite crénica difusa . A esofagite é mais frequente nas formas mais

123

avancados do megaes6fago, nos grupos lll e IV da classificacdo de Resende ", quando

comparadas com os grupos | e I, podendo ocorrer em qualquer ponto da superficie mucosa

e é considerada por muitos autores como lesao precursora do CE'®

. Além disso, pode estar
associada a alteracdes histoldgicas, como a atipia nuclear, caracterizada por aumento do
tamanho do nucleo, nucleo hipercromatico e replicacdo celular aumentada (aumento da
atividade mitética), estabelecendo-se a lesdo chamada de displasia ou neoplasia intra-

. . 1191, 194, 195
epitelial~™~ ~7*

. A neoplasia intra-epitelial pode ser classificada como grau |, Il ou lll, de
acordo com a espessura do epitélio em que essas alteracdes sdo observadas, recebendo o
nome de carcinoma in situ quando todo o epitélio estd acometido, preservando a camada
basal, e finalmente podendo evoluir para as formas avancada de CCE de es6fago™®

O segundo mecanismo envolvido na carcinogénese de CCE de es6fago associado ao
MEC esta relacionado ao supercrescimento bacteriano decorrente da estase alimentar e

93, 94, 110, 115-118, 191, 197

salivar . O CCE se instala com maior frequéncia em es6fago ectasiados
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com longa histéria de disfagia, com tempo estimado entre 15 a 20 anos’® % 199 A flora
bacteriana encontrada no liquido de estase ou em fragmentos de biépsia dos pacientes
portadores de MEC é constituida de microrganismos pertencentes a microbiota normal da
boca e orofaringe, que proliferam em meio rico em nutrientes, pH em geral neutro e baixo
potencial de oxido-reducdo o que favorece o crescimento de microrganismos anaerébios e

200-203

gram positivos Muitas destas Bactérias (Staphylococcus sp, Corynebacterium sp,

Peptostreptococcus sp e a Veillonella SP) tem a capacidade de redugdo de nitratos a nitritos

e a formagdo de compostos N-nitrosos**” **

. Estas bactérias catalisam a metabolizacdo de
nitratos da dieta, levando a formacdo macica de nitritos, que, por sua vez, reagem com
aminas e amidas também provenientes da dieta e acumuladas no liquido de estase, levando

a formagao de compostos N-nitrosos’% 18 204

. Estes compostos, sdo pré-cancerigenos,
estdveis em pH fisioldgico, sendo entdo incapazes de reagir com macromoléculas celulares.
Apds seu metabolismo, que visa transformar estes compostos lipofilicos em compostos mais
hidrossoluveis, tornando-os mais passiveis de excre¢ao, ocorre a formagao de compostos
extremamente instaveis, com uma meia-vida bastante curta e altamente reativos® >*. A
acdo bacteriana se faz através da enzima nitrato-redutase, presente também em outros
géneros constituintes da micobiota normal do trato gastrointestinal como a Escherichia
coli*®. A estase alimentar e supercrescimento bacteriano, juntamente com o contato
cronico destes carcinGgenos com a mucosa, provoca a inflamacdo da mucosa esofagica, a
qual pode determinar o aparecimento de acantose, paraceratose e leucoplasia, predispondo
a displasia epitelial e ao CCE de eséfagoz%. Sabe-se que a superexpressao e mutag¢ao do
gene TP53, ocorrem em até 80% dos tumores esofdgicos e parecem ocorrer precocemente
no processo de carcinogénese, estando envolvida na sequéncia displasia — CCE de es6fago*®”
297 Entretanto, s3o escassos os estudos gue analisam o envolvimento do gene TP53 na
carcinogénese, de pacientes com MEC, nem mesmo em pacientes com CCE de es6fago
associado ao MEC.

Em resumo, a fisiopatologia do desenvolvimento de carcinoma de células escamosas
(CCE) de esbfago associado ao megaesdfago chagasico (MEC) e as suas bases moleculares
sdo uma incégnita. O seu conhecimento é fundamental para a identificacdo de

biomarcadores que possam ser utilizados no diagndstico precoce do cancer esofagico,

prevencado e potencialmente utilizados como alvos para fdrmacos alvo-dirigidos.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Analisar as caracteristicas clinicas e alteragdes moleculares do gene TP53, no CCE
associado ao MEC e comparar com aquelas dos pacientes com CCE de es6fago sem MEC, e

com aquelas dos pacientes com MEC sem CCE.

2.2 Objetivos especificos

1. Determinar o perfil epidemiolégico e caracteristicas clinico-patoldgicas dos 3 grupos
de pacientes estudados.

2. Investigar a frequéncia e o perfil de mutacBes da regido hotspots do gene TP53,
éxons 5, 6, 7 e 8, nas amostras de es6fago dos 3 grupos de pacientes estudados.

3. Correlacionar o perfil epidemioldgico e caracteristicas clinico-patoldgicas com o perfil

mutacional do gene TP53 entre os 3 grupos de estudo.
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3 Materiais e métodos

3.1 Desenho do estudo

Estudo retrospectivo, dividido em duas etapas: A primeira etapa foi estudar os dados
epidemioldgicos e clinico-patoldgicos, e uma segunda fase onde foi avaliado o status
mutacional do gene TP53. O levantamento dos dados epidemioldgicos e clinicos foi baseado
em uma ficha coleta de dados contendo 362 itens (Anexo 1), incluindo caracteristicas clinico
demogréficas, fatores de risco para cancer de eséfago, histdria familiar de cancer, anatomo-
patolégico, exames laboratoriais, tratamento, seguimento, entre outros. Os dados coletados
dos prontuarios no Servico de Arquivos Médicos e Estatistica (SAME) em cada um dos
hospitais foram transferidos para um unico banco de dados. O estudo mutacional do gene
TP53 (éxons 5, 6, 7 e 8) foi realizado a partir de tecido parafinado dos pacientes selecionados
no Centro de Pesquisa em Oncologia Molecular do Hospital de Cancer de Barretos, Sdo
Paulo, Brasil e os resultados foram adicionados ao banco de dados.

Esta estudo faz parte de um projeto maior de caracterizacdo molecular destes
tumores e foi previamente analisado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do

Hospital de Cancer de Barretos, sob o nimero 409/2010.

3.1.1 Populagdo do estudo

Foram incluidos 126 pacientes atendidos no Departamento de Cirurgia do Aparelho
Digestivo de trés Hospitais (Hospital Unversitario da Universidade Federal do Triangulo
Mineiro (UFTM) em Uberaba/MG, Hospital de Cancer de Barretos (HCB) em Barretos/SP e
Hospital Universitdrio da Universidade Estadual de S3o Paulo — Unesp, Campus de

Botucatu/SP) entre 1990 e 2012.
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3.1.2 Critérios de inclusdo e exclusdo

Critérios de inclusdao

e Grupo 1 (carcinoma de células escamosas - CCE): 59 pacientes com confirmacdo
histopatoldgica de CCE de es6fago sem associacdo com megaesdfago e serologia
negativa para Chagas.

e Grupo 2 (megaesdfago chagasico - MEC): 34 pacientes com confirmacao
histopatoldgica e radioldgica de MEC sem associagao com CCE de es6fago e serologia
positiva para Chagas.

e Grupo 3 (carcinoma de células escamosas associado ao megaesofago chagdsico -
CCE/MEC): 33 pacientes com confirmacdo histopatoldogica de CCE de esofago

associado ao MEC (histopatolégica e radioldgica) e serologia positiva para Chagas.

Critérios de exclusao:

e Auséncia do exame soroldgico de Chagas.
e Pacientes sem exame de imagem (tomografia de térax, seriografia de es6fago e/ou
endoscopia), para comprovar ou afastar o MEC.

e Prontuarios extraviados.

Para o estudo mutacional do gene TP53, os critérios de exclusdo foram:
e Auséncia de blocos de parafina insuficiente ou imprdprio para extracdo do DNA.

A populagdo do estudo foi dividida em 3 grupos como detalhado na Tabela 4.
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TABELA 4 — Numero de pacientes e seus respectivos hospitais de origem dos 3 grupos
incluidos no estudo

Grupo Patologia HCB-SP UFTM-MG UNESP-SP Total de casos
1 CCE 59 (40)" 0 (0)’ 0(0) 59 (40)"
2 MEC 2(1) 32 (28)° 0(0)" 34 (29)
3 CCE/MEC 21 (20) 2 (1) 10 (10)° 33 (31)"

Numero de casos selecionados para o estudo mutacional do gene TP53.

3.2 Métodos

3.2.1 Amostras

As amostras de parafina dos pacientes selecionados para estudo mutacional do gene
TP53 foram reavaliadas por um patologista experiente para confirmagdo do diagndstico e
delimitacdo da area de interesse para macrodisseccdo. A partir dos blocos selecionados

foram realizados 5 cortes de 10 micra de espessura para extracdo de DNA.

3.2.2 Extragao e quantificacao de DNA

A extracdo do DNA foi realizada com o “kit” QIAamp DNA Microkit® (Qiagen), conforme
normas do fabricante e a metodologia previamente descrita pelo grupozog. Para a
macrodissecgao da area de interesse utilizou a lamina de H&E, previamente avaliada pelo
patologista como molde. Ao material macrodissecado foi adicionado 80 pL de tampado ATL, 1
uL de RNA Carrier (1 puL /uL) e 15 pL de proteinase K, seguindo incubagdo overnight a 56°C.
Apds a lise completa, a proteinase K foi inativada a 98°C. E posteriormente foram

adicionados 110 pL de tampdo AL e 110 pL de etanol a 100%, para precipitagao do DNA. Em
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seguida o DNA foi transferido para uma coluna QlIAamp DNA Microkit® e lavado com
reagentes fornecidos pelo préprio “kit”. Por fim o DNA foi eluido em 50 plL de dgua “ultra
pura” (nuclease free) e quantificada no espectrofotdmetro NanoDrop 2000®. A solucdo

estoque foi armazenada a -20°C.

3.2.3 Andlise de mutagdes do gene TP53

O estudo dos hotspots do gene TP53 (éxon 5, 6, 7 e 8) foi realizado através da técnica
de reacdo em cadeia da polimerase (Polimerase Chain Reaction - PCR), com primers

especificos, seguido de sequenciamento direto dos produtos de PCR.

3.2.4 Reacao em cadeia da polimerase — PCR

A técnica de PCR para os éxons 5 (245 pb), 6 (213 pb), 7 (233 pb) e 8 (210 pb) foi
realizado conforme previamente descrito pelo grupo®®. As temperaturas de anelamento e a
sequéncia de cada primer estao apresentadas na Tabela 5.

A reacao de PCR seguiu as seguintes condi¢des: 1X tampao, 2 mM de MgCl,, 200 uM de
mistura de dNTPs (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 0,5U de Tag DNA polimerase (QlAamp DNA
Microkit® - Qiagen), 0,3 UM de cada primers (forward e reverse), 1 uL do DNA extraido para

volume final de reagdo de 15 L. A ciclagem foi realizada no termociclador Veriti® 96-Wel.
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TABELA 5 - Primers utilizados e condi¢des de reacao de PCR para amplificacdo dos éxons 5,

6, 7 e 8 do gene TP53 208

Exon Primer Sequéncia Anelamento

Forward 5’TTATCTGTTCACTTGTGCCC3’

5 57°C/ 4 seg
Reverse 5’GGGAACCGTTGGTCGGGAC3’
Forward 5’AGACGACAGGGCTGGTTGCCCAGGGT3’

6 56°C/ 45 seg
Reverse 5’AATTGGGGAGGAGGGTCTCT3’
Forward 5’ACTGGCCTCATCTTGGGCCT3’

7 57°C/ 45 seg
Reverse 5’ACACGTCCCACCGTTCACCG3’
Forward 5’TAAATGGGACAGGTAGGACC3’

8 56°C/ 45 seg
Reverse 5’GGAGGTGGCGAAGAACAGGACG3’

A - Adenina; C - Citosina; G - Guanina; T — Timina.

3.2.5 Avaliagdo do produto de PCR em gel de agarose

A eletroforese foi realizada em gel de agarose a 1,5% corado com corante

fluorescente atdxico GelRed®. A imagem das bandas do produto de PCR no gel foram

capturadas pelo equipamento Transiluminador UVB LTB-20x20HE (Loccus Technology).

3.2.6 Sequenciamento

Apés andlise dos produtos de PCR em gel de agarose, cada amostra foi sequencida

tanto no sentido sense como anti-sense dos éxons 5, 6, 7 e 8 do gene TP53, conforme

orientacao do fabricante.

Resumidamente, a técnica seguiu os seguintes passos e condi¢des: os produtos de

PCR foram purificados com EXOSAP-IT (GE Techonology) e em seguida, submetidos a uma

reacdo de sequenciamento, utilizando de BigDye® Terminator v3.1 (Applied Biosystems,

Foster City, CA, EUA). Por fim, o produto da reacdo de sequenciamento foi purificado e

ressuspendido em formamida HiDi (Applied Biosuystems). O sequenciamento foi realizado
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pelo sequenciador 3500 series Genetic Analyzer (Applied Biosystems® USA). As sequéncias
foram analisadas em comparagdo com a sequéncia de referéncia do gene TP53 (Ensembl —

ENSG00000141510).

3.2.7 Analise estatistica

As informacbes obtidas dos prontudrios foram transcritas para a ficha de colega,
digitadas no banco de dados (SPSS - Statistical Package for Social Science — SPSS for
Windows, versdo 19.0) para andlise estatistica.

A caracterizacdo da populacdo de estudo, incluindo os resultados demograficos,
clinicos, performance status, anatomopatoldgico, tratamento, seguimento e dados
moleculares, foram realizadas por meio de estatistica descritiva (média e desvio-padrao,
mediana, porcentagens), sendo apresentadas em forma de Tabelas.

As associacOes das varidveis qualitativas foram feitas com testes de associacdo pelo
qui-quadrado ou teste exato de Fisher. Na analise das varidveis quantitativas foram
utilizadas a analise de varidncia (na comparacdo de 3 grupos) e teste T-Student (na
comparacdo de 2 grupos), assumindo-se niveis de significancia de 5%.

A sobrevida global dos 3 grupos de pacientes foi calculada empregando-se o
estimador de produto limite de Kaplan-Meier, usando o teste de long-rank para a

comparacao entre as curvas de sobrevida.
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4 Resultados

4.1 Caracterizagao epidemioldgica e clinico-patolégica

4.1.1 Caracteristicas gerais e demograficas

A casuistica do estudo foi composta de 126 pacientes selecionados em trés hospitais
referéncias no tratamento em patologias de es6fago, dois no Estado de Sdo Paulo - Hospital
de Cancer de Barretos/HCB e Universidade Estadual Paulista em Botucatu/UNESP e um em
Minas Gerais - Universidade Federal do Tridangulo Mineiro/UFTM em Uberaba. Os pacientes
foram divididos em 3 grupos: carcinoma de células escamosas (CCE) do eso6fago;
megaesofago chagdsico (MEC) e carcinoma de células escamosas (CCE) do es6fago em
pacientes com megaestfago chagasico (CCE/MEC), como apresentado na Tabela 6. Os
individuos do grupo MEC apresentaram idade inferior no momento do tratamento
(p=0,027). Houve associac¢do estatisticamente significativa entre histéria familiar e o grupo
de pacientes, com uma menor frequéncia no grupo MEC em comparagdo aos outros 2

grupos (p=0,004) (Tabela 6).

TABELA 6 — Caracteristicas gerais entre os pacientes do estudo
Grupos (N=126)

Variavel Categoria CCE (N=59) MEC (N=34) CCE/MEC (N=33) p
Masculino 50 (84,7%) 29 (85,3%) 29 (87,9%) @

Sexo: 0,948"
Feminino 9 (15,3%) 5(14,7%) 4(12,1%)
Média (DP) 58,2 (9,6) 52,85 (10,0) 58,43 (9,9) b

Idade (anos): 0,027( )
Minimo-maximo 36-76 35-70 37-76

HECW, Nio 18 (37,5%) 9 (90,0%) 3 (25,0%)

: 0,004

Sim 30 (62,5%) 1(10,0%) 9 (75,0%)

" HFC - Historia familiar de cancer (parentesco consanguineo até o quarto grau); zE‘Teste exato de Fisher; mAnéIise de Variancia; ' Teste
de associacdo pelo qui-quadrado; N — Casuistica; DP — Desvio padrdo; CCE - Carcinoma de células escamosas; MEC - Megaes6fago
chagasico.
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O local de nascimento e residéncia atual dos grupos do estudo encontram-se
evidenciados na Figura 20.
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Figura 20 — A) Mapa do territdrio Brasileiro, apresentando todos os pacientes do estudo e localizagdo de sua
naturalidade. B) Representa o enderego atual dos pacientes, no momento do diagndstico, com as rotas
migratdrias (setas) para o Sudeste (SP e MG), Norte (Ronddnia), Centro-Oeste (Goias, Mato Grosso e Mato
Grosso do Sul). A Regido Sudeste (Norte, Noroeste e Sudoeste do Estado de SP e Triangulo Mineiro, MG) esta
demarcada de vermelho, local de maior concentragdo de pacientes deste estudo.

4.1.2 Fatores de risco e caracteristicas clinicas

A distribuicdo dos pacientes baseada nos principais fatores de risco relacionados a
carcinogénese do esb6fago e do megaes6fago chagdsico esta resumida na Tabela 7. Houve
uma associacdo significativa entre o tabagismo (p=0,003), etilismo (p<0,001), e esofagite
(p<0,001) com os grupos do estudo. Por outro lado, ndo foi observada associagao

significativa entre os grupos MEC e CCE/MEC em relac¢do a classificacdo do megaesofago.
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TABELA 7 — Associacdo entre os fatores de risco e os diferentes grupos

Grupos

Variavel Categoria CCE MEC CCE/MEC p
Nunca fumou 7 (11,9%) 14 (43,8%) 7 (22,6%)

Tabagismo: 0,003 ©
Fumou 52 (88,1%) 18 (56,2%) 24 (77,4%)
Nunca fumou 7 (13,5%) 14 (51,9%) 7 (25,0%)

Carga tabégica: <20 macos-ano'® 12 (23,1%) 5 (18,5%) 7 (25,0%) 0,006
> 20 magos-ano™® 33 (63,5%) 8 (29,6%) 14 (50,0%)
Nunca bebeu 11 (18,6%) 20 (64,5%) 5 (16,1%)

Etilismo: <0,001
Bebeu 48 (81,4%) 11 (35,5%) 25 (83,3%)
Nunca bebeu 10 (18,9%) 20 (66,7%) 5 (20,0%)

Cargaetilica: <80 g etanol/dia™ 10 (18,9%) 5 (16,7%) 8(32,0%) <0,001“
> 80 g etanol/dia™ 31 (58,5%) 5 (16,7%) 12 (48,0%)
Graulell'? NA 4(11,8%) 6(27,3%)

Megaesofago: 0,167 @
Grau lll e IV/Délico *** NA 30(88,2%) 16 (72,7%)

Procedimento N30 54 (96,4%) 14 (41,2%) 16 (53,3%) "

<0,001
na TEG: sim 2(3,6%) 20 (58,8%) 14 (46,7%)
2 Nao ,1% ,070 y 470,
Hérnia de 5 46(82,1%) 30 (93,8%) 27 (93,1%) @
. 0,213

hiato: Sim 10 (17,9%) 2 (6,2%) 2 (6,9%)

Esofagite N3o 35 (79,5%) 3 (18,8%) 22 (81,5%)

ou RGE <0'001(c)
sim 9 (22,0%) 13 (81,3%) 5 (18,5%)

©este exato de Fisher; “Teste de associacdo pelo qui-quadrado; RGE — Refluxo Gastroesofagico; Ddlico — Dolicomegaesofago; TEG —
Transigdo es6fago-gastrica; CCE - Carcinoma de células escamosas; MEC - Megaes6fago chagasico; NA — Ndo aplicavel.

As co-morbidades mais frequentes no momento do diagndstico foram pneumopatia,
cardiopatia ndo hipertensiva e hipertensdo arterial sistémica. A Tabela 8 mostra a

prevaléncia e a associa¢ao de cada uma destas co-morbidades nos 3 grupos de estudo.

TABELA 8 — Associacdo entre as co-morbidades e os diferentes grupos

Grupos

Varidvel Categoria CCE MEC CCE/MEC p

N3o 23 (41,8%) 26 (76,5%) 11 (36,7%)
. (c)

Pneumopatias: . 0,002
sim 32 (58,2%) 8 (23,5%) 19 (63,3%)

Cardiopatias ndo N3o 48 (84,2%) 10 (29,4%) 12 (42,9%) o

hipertensiva: < 0,001
sim 9 (15,8%) 24 (70,6%) 16 (57,1%)

Hipertens&o N3o 36 (63,2%) 28 (82,4%) 19 (65,5%) "

arterial: 0,141
Sim 21 (36,8%) 6 (17,6%) 10 (34,5%)

“Heste de associacdo pelo qui-quadrado; CCE - Carcinoma de células escamosas; MEC - Megaes6fago chagasico.

Os sintomas mais frequentes, no momento do diagnéstico, associados as patologias

estudadas e o intervalo de tempo do inicio dos sintomas ao diagndstico e a performance

status estdo apresentados nas Tabelas 9 e 10. O grupo CCE/MEC teve um tempo estimado a
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partir do diagndstico do megaes6fago. Observou-se diferenca estatisticamente significativa
entre as médias de tempo de inicio dos sintomas dos trés grupos (p < 0.001). Foram
encontradas diferencas significativas nas frequéncias dos sintomas de regurgitacdo (p <
0,001), astenia (p < 0,001), epigastralgia (p= 0,047), inapeténcia (p=0,007), e pirose (p=0,018)

entre os grupos.

TABELA 9 — Associacdo entre os sintomas e os diferentes grupos

Grupos

Variavel Categoria CCE MEC CCE/MEC p
Média (DP) 4,2 (4,7) 157,8 (145,3) 34,1 (67,4) )

Tempo (meses): <0.001
Minimo-maximo 1-24 8-480 1-240
Nao 4 (7,1%) 0 (0%) 1(3,3%)

Disfagia 0,312 @
Sim 52 (92,9%) 34 (100,0%) 29 (96,7%)
Nio 9(16,1%) 5(14,7%) 2 (6,9%)

Perda de peso 0,442 @
Sim 47 (83,9%) 29 (85,3%) 27 (93,1%)
Nio 43 (79,6%) 3(9,1%) 25 (86,2%)

Regurgitacdo <0,001"
sim 11 (20,4%) 30 (90,9%) 4(13,8%)
Ndo 22 (39,3%) 27 (79,4%) 15 (50,0%)

Astenia 0,001
Sim 34 (60,7%) 7 (20,6%) 15 (50,0%)
Nao 32 (58,2%) 21 (61,8%) 25 (83,3%)

Epigastralgia 0,047 ©
sim 23 (41,8%) 13 (38,2%) 5 (16,7%)
Nio 35 (62,5%) 29 (87,9%) 16 (53,3%)

Inapeténcia 0,007
Sim 21 (37,5%) 4(12,1%) 14 (46,7%)
Nao 39 (73,6%) 20 (58,8%) 27 (90,0%)

Pirose / azia 0,018
Sim 14 (26,4%) 14 (41,2%) 3 (10,0%)

“este exato de Fisher; ®Anslise de Variancia; “este de associagdo pelo qui-quadrado; CCE - Carcinoma de células escamosas; MEC -
Megaesofago chagdésico.

TABELA 10 — Associacdo entre o Performance status e os grupos de pacientes

Grupos
Variavel Categoria CCE MEC CCE/MEC p
| 7 (12,3%) 4(12,1%) 7 (25,9%)
status fisico 0 38 (66,7%) 25 (75,8%) 9(33,3%) o
(classificagdo ASA)™” 11 (19,3%) 4(12,1%) 7 (25,9%) 0,009
v 1(1,8%) 0 (0%) 4(14,8%)
Sobrepeso (> 25 kg/m?) 12 (21,8%) 0 (0%) 3 (10,7%)
Zﬁ‘;‘;ﬁﬁ”"idmd EULr6fico (o 18 ke/m o< 25 kg/r) 27 (49,1%) 18 (56,2%) 14 (50,0%) 0,037
Desnutrigao (<18 ke/m?) 16 (29,1%) 14 (43,8%) 11 (39,3%)
Status funcional >70 52 (88,1%) 34 (100,0%) 23 (74,2%) “
(Karnofsky)*** %: <70 7 (11,9%) 0 (0%) 8 (25,8%) 0,001

@iTeste exato de Fisher; “Teste de associagdo pelo qui-quadrado; CCE - Carcinoma de células escamosas; MEC - Megaes6fago chagasico.
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Todos os pacientes foram re-estadiados de acordo com as ultimas normas do
estadiamento TNM, 72 edicdo da UICC (2010)79, utilizando parametros clinicos e/ou
anatomopatoldgicos. A prevaléncia de estadios entre os pacientes dos grupos CCE e
CCE/MEC encontra-se resumida na Tabela 11. Ndo houve associagdo entre o estadiamento e

os grupos de pacientes estudados (p=0,393).

TABELA 11 — Associacdo entre o estadiamento (TNM) e os grupos de pacientes

Grupos
Variavel Categoria CCE MEC CCE/MEC P
T1/T2 15 (25,9% NA 6 (20,0%
Classificagdo (T) ° / ( ‘) ( ‘) 0,541
T3/T4 43 (74,1%) NA 24 (80,0%)
NO/N1 36 (63,2% NA 17 (60,7%
Classificagio(N)” / ( ) ( ‘) 0,827
N2/N3 21 (36,8%) NA 11 (39,3%)
o 7o MO 35 (60,3%) NA 20 (60,9%) ©
Classificagao (M) 0,432
M1 23 (39,7%) NA 9 (31,0%)
I 10 (17,2%) NA 3(9,7%)
o ’ I 7 (12,1%) NA 4 (12,9%) )
Classificagdao (TNM) 0,393
i 18 (31,0%) NA 15 (48,4%)
v 23 (39,7%) NA 9 (29,0%)

Bl Teste exato de Fisher; ' Teste qui-quadrado; (T) - Tumor primario; (N) - Linfonodos regionais; (M) - Metdstases a
distancia; (TNM) - Estadio clinico-patoldgico, NA — N3o aplicavel; CCE - Carcinoma de células escamosas; MEC - Megaesdfago
chagasico.

4.1.3 Caracteristicas endoscopicas, radioldgicas e anatomo-patoldgicas

As frequéncias referentes as caracteristicas tumorais dos grupos CCE e CCE/MEC
estdo descritas na Tabela 12. O tamanho tumoral foi considerado em centimetros (cm),
avaliado por medida endoscopica, e quando ndo foi possivel progredir o endoscépio devido
a estenose causada pelo tumor, foi considerado o maior eixo tumoral avaliado pela
tomografia ou pela descricdo do anatomopatoldgico da peca cirlrgica. A presenga de tumor

sincronico foi associada significativamente com os grupos de pacientes (p=0,018).

TABELA 12 — Associagdo entre as caracteristicas do tumor e os grupos CCE e CCE/MEC
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Grupos
Variavel Categoria CCE MEC CCE/MEC p
Es6fago cervical 2 (3,4%) NA 2 (6,1%)
Localizagdo Torécico proximal 8(13,6%) NA 9(27,3%)
do tumor 0’327 (a)
Toracico médio 29 (49,2%) NA 14 (42,4%)
Torécico distal 20 (33,9%) NA 8 (24,2%)
Tamanho do Média (DP) 6,6 (3,3) NA 6,2 (3,0) 0629 @
tumor (cm) Minimo-maximo 0-14 NA 0-15 '
Circunferéncia  Média (DP) 79% (23,4%) NA 83,4% (20,3%) 0.425 @
tumoral (%) Minimo-méximo 20,0% - 100,0% NA (50,0% - 100,0%) '
Nio 37 (69,8%) NA 26 (92,9%)
sim 16 (30,2%) NA 2(7,1%)

“Heste exato de Fisher; “Teste de associagdo pelo qui-quadrado; “ITeste T-de Student; NA - Nio aplicdvel; CCE - Carcinoma de células
escamosas; MEC - Megaestfago chagdsico; TSE - Tumor sincrénico no esofago; Esdfago cervical: 15-20 cm; Toracico proximal:20-25 c¢cm;
Toracico médio: 25-30 cm; Toracico distal: 30-40 cm.

Caracteristicas e as associacGes patolégicas, como a disseminacdo e diferenciacao
tumoral nos 3 grupos de estudo sdo apresentadas na Tabela 13. Ndo houve qualquer

associacao estatisticamente significativa.

TABELA 13 — Associacdo entre as caracteristicas patolégicas e os 3 grupos de pacientes

Grupos
Variavel Categoria CCE MEC CCE/MEC p
Linfonodal (mediastino):
N3o 31 (52,5%) NA 17 (56,7%) 0,712
Disseminagio Sim 28 (47,5%) NA 13 (43,3%)
. (1), "
mais comum- Orgaos (Pulmao/pleura):
N3o 48 (81,4%) NA 25 (83,3%) 0,818
Sim 11 (18,6%) NA 5 (16,7%)
Bem dif. (Grau I) 3 (14,3%) NA 3 (30,0%)
Diferens acio Mod. dif. (Grau Il) 16 (76,2%) NA 6 (60,0%) 0,660
tumoral:
Pouco dif. (Grau Ill) 2 (9,5%) NA 1(10%)

“Meste exato de Fisher; tEsTeste qui-quadrado; WEoram utilizados dados anatomopatoldgicos e tomograficos; Dif. - Diferenciado; Mod.-
moderadamente; NA - N3o aplicavel; CCE - Carcinoma de células escamosas; MEC - Megaes&fago chagasico.
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4.1.4 Tratamento e seguimento

Para o presente estudo foram selecionados preferencialmente os pacientes do grupo
CCE e MEC que ja tinham recebido tratamento ciriurgico, com objetivo de obter material
biolégico para posterior estudo molecular. Diferentemente, todos os pacientes do grupo
CCE/MEC foram incluidos devido a raridade da patologia, sendo que a maioria dos casos de

CCE/MEC foram tratados paliativamente (Tabela 14).

TABELA 14 — Associacdo entre as modalidades de tratamento e status clinico atual e os
grupos de pacientes

Grupos
Variavel Categoria CCE MEC CCE/MEC p
Esofagectomia exclusiva 23 (39,0%) 34 (100,0%) 8(24,2%)
Tratamento: < 0,001(”
Paliativo (CR/RT/QT/CL) 36 (61,0%) 0 (0%) 25 (75,8%)
Vivo sem doenga 13 (22,0%) 27 (79,4%) 2 (6,5%)
Status clinico atual Vivo com doenga 19 (32,2%) 0 (0%) 9 (29,0%) -
da doenca: Obito pela doenca 26 (44,1%) 0 (0%) 20 (64,5%) <000
Obito por outras causas 1(1,7%) 7 (20,6%) 0 (0%)

(C)Teste de associagdo pelo qui-quadrado; @ “Doenca” significa (megaesofago chagasico ou cancer de es6fago ou associagdo das duas

enfermidades no grupo dos pacientes com CCE/MEC); CR — Cirurgia; RT — Radioterapia; QT — Quimioterapia; CL-Clinico; CCE - Carcinoma de
células escamosas; MEC - Megaesofago chagasico.

A sobrevida global foi estimada para o grupo CCE pelo periodo de tempo em meses
decorrido entre a data do diagndstico anatomopatoldgico e a data do dbito ou da ultima
informacdo no seguimento dos pacientes. Para os outros dois grupos com MEC e CCE/MEC,
o periodo de tempo foi o decorrido entre a data do diagnéstico de megaes6fago e a data do
obito ou da ultima informacdo no seguimento. A analise da curva de sobrevida de Kaplan-
Meier revelou que ha diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (CCE, MEC e
CCE/MEC) (p<0,001) (Figura 21).

A Figura 22 mostra a relacdo da sobrevida global no grupo CCE/MEC tendo como

inicio o momento do diagndstico da neoplasia e a data do 6bito ou a ultima informacao

comparado a sobrevida os pacientes com CCE.
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Figura 21 — Curva de Kaplan-Meier para avaliagdo da probabilidade estimada de sobrevida global, em relagao
ao tempo de seguimento em doentes com CCE, MEC e CCE/MEC (a partir do diagndstico do megaes6fago).
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Figura 22 — Curva de Kaplan-Meier para avaliagdo da probabilidade estimada de sobrevida global, em relagdo
ao tempo de seguimento em doentes com CCE e CCE/MEC (a partir do diagnéstico do tumor e ndo do
megaesofago).
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4.2 Caracterizagao molecular

4.2.1 Perfil de mutagdes do gene TP53

A partir dos 126 pacientes incluidos para a caracterizacdo epidemioldgica e clinico-
patoldgica, 16 casos foram excluidos para a analise mutacional de TP53 devido a auséncia de
material biolégico adequado. Dos 110 pacientes incluidos para andlise mutacional, a taxa de
sucesso de genotipagem foi de 90%, o que possibilitou determinar a frequéncia de mutagao

em 100 casos (Tabela 15, Figura 23).

GGAGGTTGTGAGGCGCTGCCCCCACCATGAGCGCTGCTCAGATAGCGATGGTGAGCAGCTGGGGCTGGAG AGA

B 179

GGAGGTTGTGAGGCGC TGCCCCCACYATGAGCGCTGCTCAGATAGCGATGGTGAGCAGCTGGGGCTGGAGAGA

Codon 179 do gene TP53; CAT (His-Histidina) para TAT (Tyr-Tirosina)

Figura 23 - Modelo esquematico dos eletroferogramas resultantes do sequenciamento direto do gene TP53. A)
sequéncia Wild-type (selvagem); B) sequéncia mutada - cédon 179 do gene TP53, CAT (His — histidina) para TAT
(Tyr — tirosina).
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TABELA 15 — Perfil de mutac¢do do gene TP53 nos 3 grupos de pacientes

ETOne N°DNA Exon Ne Cédon Tipo de Aminodcidos Natureza da

cédon (WT->Mut) mutagdo (WT > Mut) mutagio
2 8 273* CGT>CTT G:C2>TA Arg = Leu Missense
3 8 282* CGG>TGG G:C>A:T (CpG) Arg 2 Trp Missense
7 6 196 CGA>TGA G:C>AT Arg = Stop Nonsense
9 5 151 CCC>TCC G:C>AT Pro - Ser Missense
10 5 164 AAG>AAA G:C2AT Lys = Lys Silenciosa
6 217 GTG>GTA G:C2AT Val 2 Val Silenciosa
11 6 220 TAT2TGT A:T>G:C Tyr = Cys Missense
14 5 151 CCC>CAC G:Co>TA Pro - His Missense
6 213 CGA—>CGG A:T>G:C Arg 2 Arg Silenciosa
279 GGG>GGA G:C2>AT Gly =2 Gly Silenciosa

16 8 .

CCE 285 GAG>AAG G:CoAT Glu = Lys Missense
17 8 275 TGT>TTT G:C2>TA Cys = Phe Missense
18 8 275 TGT>TTT G:C>TA Cys > Phe Missense
22 8 275 TGT>TTT G:C>TA Cys 2 Phe Missense
24 8 273* CGT2>TGT G:CoAT Arg = Cys Missense
26 8 286 GAA>GTA AT>TA Glu = Val Missense
27 8 280 AGA->AGC A:T2>C:G Arg = Ser Missense
32 8 298 GAG>TAG G:C>TA Glu=>Stop Nonsense
34 7 248* CGG>CAG G:C>A:T (CpG) Arg 2 GIn Missense
37 5 179 CAT>TAT G:CoAT His = Tyr Missense
38 7 248* CGG>TGG G:C>A:T (CpG) Arg 2 Trp Missense
43 5 167 del 1pb del Gln 2> NA Frameshift
74 6 204 GAG>AAG G:COAT Glu = Lys Missense
84 5 151 CCC>CCT G:C2>AT Pro = Pro Silenciosa

6 273* CGA>TGA G:C2>AT Arg = Stop Nonsense

MEC 87 6 218 GTG>ATG G:CoAT Val 2 Met Missense
88 6 192 CAG>CAA G:C2AT Glu = Glu Silenciosa
94 6 210 AAC>AAT G:C2AT Asn = Asn Silenciosa
98 5 185 AGC>AGT G:C>AT Ser - Ser Silenciosa
103 6 195 ATC>ATT G:C2AT lle > lle Silenciosa
40 8 282* CGG>TGG G:C>A:T (CpG) Arg >Trp Missense
114 5 141 TGC>TAC G:C>TA Cys = Tyr Missense
120 6 196 del 1 pb del Arg 2> NA Frameshift
121 5 145 CTG>CAG A:T>TA Leu 2 Glu Missense
122 6 195 ATC>TTC A:T>TA lle > Phe Missense
123 5 157 GTC>TTC G:C2>TA Va | Phe Missense
124 8 306 CGA>TGA G:C>AT Arg > Stop Nonsense

CCE/MEC 125 6 214 del 2 pb del His = NA Frameshift
128 8 272 GTG>GAG AT2TA Val 2 Glu Missense
129 5 132 AAG>AGG A:T2G:C Lys 2> Arg Missense

8 267 del 1 pb del Arg 2> NA Frameshift

5 172 GTT>TTT G:C2>TA Val = Phe Missense
130

8 285 GAG>TAG G:C2>TA Glu - Stop Nonsense
134 7 234 TAC>TAT G:C2AT Tyr 2> Tyr Silenciosa
136 7 237 ATG>AAG A:T>TA Met = Lys Missense

A - Adenina; C - Citosina; G - Guanina; T - Timina; CpG - dinucleotideos CpG; Del - Dele¢do; NA - N3o aplicavel; bp - pares de bases; WT -
wild-type (selvagem); Mut — Mutante; * Ccodons hotspots.

A frequéncia de mutagdes ndo-silenciosas foi mais elevada no grupo CCE (45,0%)
seguido dos grupos CCE/MEC (38,7%) e MEC (10,3%), sendo esta associagdo

estatisticamente significativa (p = 0,007) (Tabela 16).
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TABELA 16— Frequéncia de mutag¢Ges ndo-silenciosas do gene TP53 nos pacientes do estudo

Grupos
(N Total = 100 casos)
CCE MEC CCE/MEC
N =40 casos N = 29 casos N = 31 casos p
TP53 WT 22 (55,0%) 26 (89,7%) 19 (61,3%)
0,007
TP53 Mut 18 (45,0%) 3 (10,3%) 12 (38,7%)

© _ Teste de associagdo pelo qui-quadrado; N - Casuistica; CCE - Carcinoma de células escamosas; MEC - Megaestfago chagasico; WT —
Wild-type (selvagem); Mut — Mutante.

Em seguida, foi comparada a distribuicdo de muta¢bes do gene TP53 pelos diferentes
éxons entre os 3 grupos de pacientes (Tabela 17). Foram encontradas diferencas
significativas na localizagcdo exdnica das mutacdes, sendo o éxon 8, o principal afetado no
grupo CCE (55,6%). Mutacdes no grupo MEC ocorreram exclusivamente no éxon 6 e, os

éxons 5 e 8, foram os mais mutados no grupo CCE/MEC (Tabela 17).

TABELA 17 - Distribuicdao das muta¢des do gene TP53 nos éxons 5,6, 7 e 8

Grupos
Exons CCE MEC CCE/MEC p
5 4 (10,0%) 0(0,0%) 5 (16,1%) 0,068"
6 2 (5,0%) 3 (10,3%) 3(9,7%) 0,720®
7 2 (5,0%) 0 (0,0%) 1(3,2%) 0,778%
8 10 (25,0%) 0(0,0%) 5 (16,1%) 0,008"

(a)Teste exato de Fisher; CCE - Carcinoma de células escamosas; MEC - Megaesofago chagasico.

Relativamente a natureza ao efeito das mutacBes potencialmente patogénicas
observadas, as mutacdes missenses foram as mais frequentes nos 3 grupos de estudo

(Tabela 18).
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TABELA 18 — Natureza das mutagdes do gene TP53 nos 3 grupos de pacientes

Grupos
Natureza CCE MEC CCE/MEC p
Missense 15 (83,3%) 2 (66,6,%) 9 (64,3%)
Nonsense 2 (11,1%) 1(33,3%) 2 (14,3%) 0,492
Frameshift 1(5,5%) 0 (0%) 3 (21,4%)

(a)TeSte exato de Fisher; N — Casuistica; CCE - Carcinoma de células escamosas; MEC - Megaes6fago chagésico.

Todas as mutagGes observadas (incluindo as silenciosas) foram também avaliadas
relativamente ao seu tipo e a distribuicdo (Tabela 19). Mutagdes do tipo G:C>A:T foram as
mais frequentes nos grupos CCE e MEC. No grupo CCE/MEC, as mutag¢des mais frequentes

foram do tipo A:T 2 T:Ae G:C 2 T:A.

TABELA 19 — Frequéncia do tipo de mutacdo do gene TP53

Grupos

Tipo de Mutagdo CCE MEC CCE/MEC
A:T= C:G 1 (4,5%) 0 (0%) 0 (0%)

AT G:C 2(9,1%) 0 (0%) 1(6,6%)
AT TA 1(4,5%) 0 (0%) 4 (26,6%)
G:C> AT 8 (36,3%) 8 (100,0%) 2 (13,3%)
G:C = A:T (CpG) 3 (13,6%) 0 (0%) 1(6,6%)
G:C> C:G 0 (0%) 0(0%) 0 (0%)

GC>TA 6 (27,2%) 0 (0%) 4 (26,6%)
Del 1(4,5%) 0 (0%) 3 (20,0%)

A - Adenina; C - Citosina; G - Guanina; T — timina; CpG — citosina fosfo guanina; del — dele¢do; bp — pares de bases; CCE - Carcinoma de
células escamosas; MEC - Megaesdfago chagasico.
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4.2.2 Associagao do perfil de mutacbes do gene TP53 com as caracteristicas

epidemioldgicas e clinico-patolégicas

Para analisar a associacdo entre os dados clinicos e moleculares, foram consideradas
as mutagOes potencialmente patogénicas (ndo-silenciosas) e as diversas variareis clinicas,
como apresentado na Tabela 20.

Os resultados indicam que, entre as diversas varidveis analisadas, dois aspectos
clinicos apresentaram associacdo estatistica significativa com o status do gene TP53. Sao
eles, sexo no grupo MEC (p = 0,042) e intervalo de tempo entre o inicio dos sintomas e o
diagndstico nos grupos CCE (p = 0,027) e CCE/MEC (p < 0,001).

Apesar da curva de sobrevida ndo ter apresentado nenhuma significancia estatistica,

houve uma tendéncia ao 6bito entre os individuos com mutagdo no grupo CCE (p = 0,175).
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Grupo CCE Grupo MEC Grupo CCE/MEC

Figura 24 - Curva de sobrevida associada ao perfil de mutagdo do gene TP53 nos 3 grupos de estudo. Em A —
grupo CCE de es6fago, B — grupo MEC e C — grupo de CCE associado ao megaesofago. Azul representa os casos
wild-type e vermelho, os mutantes.
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TABELA 20 — Associagdo do perfil de mutagGes do gene TP53 com caracteristicas clinico-
patoldgicas

CCE MEC CCE/MEC
TP53 TP53 TP53 TP53 TP53 TP53
Variavel Categoria WT Mut p WT Mut p WT Mut P
Sexo Masculino 18 (54,5%) 15 (45,5%) 24 (96,0%) 1 (4,0%) 17 (63,0%) 10 (37,0%)
1,000 0,042 0,630"
Feminino 4(57,1%) 3 (42,9%) 2(50,0%) 2 (50,0%) 2(50,0%) 2(50,0%)
Idade Média (DP) 55,8 (8,8) 59,0 (10,1) 0,535 51,1(9,9) 53,1(9,9) 0,55 59,7 (8,8) 56,6 (10,9) 0,535
Karnofsky >70 20 (52,6%) 18 (47,4%) 26 (89,7%) 3(10,3%) 13 (61,9%) 8(38,1%)
0,492"% NA 0,683"
<70 2(100,0%) 0(0,0%) 0(0%) 0(0%) 4(50,0%) 4(50,0%)
Sobrepeso 7 (63,6%) 4(36,4%) 0(0%) 0(0%) 1 (50,0%) 1 (50,0%)
MG Eutrdfico 7 (46,7%) 8(53,3%) o840  14(87,5%) 2(12,5%) o685 9 (69,2%) 4(30,8%) 1,000®
Desnutrido 6 (60,0%) 4(40,0%) 11 (91,7%) 1(8,3%) 6 (54,5%) 5 (45,5%)
N3o 4(66,7%) 2(33,3%) 9 (100,0%) 0(0%) 2 (66,7%) 1(33,3%)
HFC 0,664 0,200® 1,000?
Sim 13 (52,0%) 12 (48,0%) 0(0%) 1 (100,0%) 4(44,4%) 5 (55,6%)
Nuncafumou 4 (66,7%) 2(33,3%) 9 (81,8%) 2 (18,2%) 3 (42,9%) 4(57,1%)
Tabaco (a) (a) (a)
0,673 0,549 0,403
Fumou 18 (52,9%) 16 (47,1%) 15 (93,8%) 1(6,2%) 14 (63,6%) 8 (36,4%)
Nuncabebeu 5 (55,6%) 4 (44,4%) 14 (87,5%) 2(12,5%) 3(60,0%) 2(40,0%)
Etilismo @ @ )
1,000 1,000 1,000
Bebeu 17 (54,8%) 14 (45,2%) 9(90,0%) 1(10,0%) 14 (58,3%) 10 (41,7%)
Megaesofago  Graulell NA NA 3(100,0) 0(0%) @ 4(66,7%) 2 (33,3%) o
NA 1,000 0,659
Graulll e IV NA NA 23 (88,5%) 3 (11,5%) 8(53,3%) 7 (46,7%)
N" 10/ 0 {7
Esofagite EN 13 (50,0%) 13 (50,0%) o 1 (50,0%) 1(50,0%) " 11 (52,4%) 10 (47,6%) Y
0,413 0,275 0,121
sim 5 (71,4%) 2(28,6%) 11 (91,7%) 1(8,3%) 5(100,0%) 0(0,0%)
:ie,:opmoas Meses (DP) 6,7 (6,8) 3,0 (1,4) 0027  181,6 (145,3) 12 (0) <0,001 49,2 (13,9) 19,5 (13,4%) 0,243
Tumor N3o 14 (51,9%) 13 (48,1%) NA NA 13 (54,2%) 11 (45,8%)
Sincréni 1,000 NA 1,000
incronico sim 5 (55,6%) 4 (44,4%) NA NA 1 (50,0%) 1(50,0%)
Graul 2 (66,7%) 1(33,3%) NA NA 1(33,3%) 2 (66,7%)
Diferenciagio  Graull 3 (30,0%) 7 (70,0%) 0,597"% NA NA NA 3 (60,0%) 2 (40,0%) 1,000
Grau lll 1 (50,0%) 1 (50,0%) NA NA 1 (100,0%) 0(0,0%)
Classificagdo  T11eT2 9 (75,0%) 3 (25,0%) NA NA 4 (66,7%) 2(33,3%)
(M 0,165 NA 1,000"
T3eT4 13 (46,4%) 15 (53,6%) NA NA 13 (59,1%) 9 (40,9%)
Classificacdo  NoeN1 17 (60,7%) 11 (39,3%) NA NA 10 (66,7%) 5(33,3%)
(N) 0,285 NA 0,426
N2e N3 4(36,4%) 7 (63,6%) NA NA 5 (45,5%) 6 (54,5%)
Classificagdo Mo 17 (63,0%) 10 (37,0%) NA NA 11 (61,1%) 7 (38,9%)
(M) 0,185 NA 0,448
M1 5 (38,5%) 8(61,5%) NA NA 4(44,4%) 5 (55,6%)
I 8 (88,9%) 1(11,1%) NA NA 2 (66,6%) 1(33,3%)
Classificacio " 3 (50,0%) 3 (50,0%) @ NA NA 3(100,0%) 0(0,0%) o
0,125 NA 0,586"
(TNM) i 6 (50,0%) 6 (50,0%) NA NA 8 (57,1%) 6 (42,9%)
v 5 (38,5%) 8 (61,5%) NA NA 4(44,4%) 5 (55,6%)
;Z‘e"n";"‘ 7(77,8%) 2(22,2%) 21 (87,5%) 3(12,5%) 1 (50,0%) 1(50,0%)
- Vivo com
Statusatual  doenss 7(50,0%) 7(50,0%) @ 0(0,0%) 0(0,0%) (a) 5 (55,6%) 4(44,4%) o
- Obito pela 0,304 1,000 1,000
doenga 7 (43,8%) 9 (56,2%) 0(0,0%) 0 (0,0%) 11 (61,1%) 7 (38,9%)
- Obito por 1 (100,0%) 0(0,0%) 5 (100,0)%) 0(0)% 0(0,0%) 0(0,0%)

outras causas

E’Teste exato de Fisher; (T) - Tumor primario; (N) - Linfonodos regionais; (M) - Metéstases a distancia; (TNM) - Estadio clinico-patoldgico; HFC -
Histéria familiar de cancer; WT — Wild-type (selvagem); Mut — Mutante; CCE - Carcinoma de células escamosas; MEC - Megaesofago chagasico;
NA — N&o aplicavel.
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5 Discussao

O megaesofago chagdsico (MEC), uma complicacdo da doenca de Chagas, é
considerado um fator etioldgico para o desenvolvimento do carcinoma de células escamosas
(CCE) de esbfago’™ 188, 212-216 Apesar desta conhecida associacdo, os mecanismos de
carcinogénese do CCE de esdfago que desenvolvem em pacientes com megaesofago
chagasico, sdo praticamente desconhecidos. Neste estudo, foi proposto elucidar clinica e
molecularmente o carcinoma de células escamosas associada ao megaesOfago chagasico
(CCE/MEC) e comparar com o CCE ndo associado ao megaeséfago e com o MEC. Este
trabalho representa a maior série descrita na literatura de CCE/MEC, e pela primeira vez foi
avaliado o impacto bioldgico e clinico-patolégico de mutagdes do gene supressor tumoral

TP53.

5.1 Estudo epidemioldgico e clinico patoldgico

Os pacientes dos 3 grupos de estudo sdo provenientes de hospitais de referéncia,
localizados em regides endémicas da doenca de Chagas (regido sudeste do Brasil, Minas
Gerais e Sao Paulo), onde muitos pacientes sdo encaminhados para tratamento, seja pela
complicacdo da doenca benigna esofagica (megaesofago), seja para tratamento de doenca
maligna do esofago. A doenca de Chagas nesta regido afeta predominantemente os
habitantes de areas rurais, e em geral de baixas condi¢cdes socioeconémico e cultural,
independente de sexo, raca ou cor?*??14 217218

O presente estudo evidenciou que a idade média dos pacientes do grupo com doenca
benigna (MEC) foi mais baixa (52 anos) quando comparada com os pacientes do grupo com
doenca maligna (CCE e CCE/MEC) (58 anos), em concordancia com o que esta descrito na
literatura'® *1%%%,

Interessantemente, encontramos maior prevaléncia de cancer na familia do grupo

CCE (62,5%) e CCE/MEC (75,0%) do que no grupo MEC (10,0%). A maioria dos relatos foi

relacionada a neoplasias de cabeca e pescoco, seguido por tumores do trato gastrointestinal.
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Estes fatos, apontam para uma etiologia genética do CCE de es6fago, conforme relatos na

literatura®?® 2%

. Monteiro NML e co-autores estudaram uma populacdo Brasileira da mesma
regido e observou que 36 (37,1%) de 97 casos de CCE de es6fago analisados, tinham histdria
positiva para cancer, sendo mais frequente no esdfago, estdmago e laringe?**. Um estudo no
oeste do Quénia, local com elevadas taxas de CCE, observou uma porcentagem incomum de
casos em individuos jovens com menos de 30 anos de idade. Além disso, a maioria tinha
historico familiar de céncer e menos de 20% consumiam 4&lcool ou tabaco’®. A
suscetibilidade genética ao CCE de esbfago foi também sugerida num estudo que mostra
que pacientes negros com exposicdo aos mesmos fatores de risco que os brancos possuem
maior taxa de incidéncia de CCE de esdfago?*®.

Além da etiologia hereditaria, existem importantes fatores ambientais que estao
associados a maior suscetibilidade para o desenvolvimento de cancer do es6fago (CE).
Diversos estudos relataram o tabagismo e a exposi¢cdo crénica ao alcool como os principais
fatores etiolégicos, sendo responsaveis por aproximadamente 90% dos casos de CCE de

esdfago??’

. O MEC é outro fator de risco para CE, estando associado ao risco 33 vezes
superior que o da populacdo em geral, para desenvolver cancer esofagico’>. As principais
razdes apontadas para esta associacdo sao a irritacdo cronica da parede esofagica,
principalmente no seguimento inferior causada pela estase alimentar e infecgao

. 72, 93, 94, 110, 115-118, 122, 188, 191, 197
bacteriana

. No presente trabalho observamos que estes trés
fatores de risco estavam presentes. Interessantemente, foi demonstrado que o tabagismo e
o etilismo foram significativamente mais frequentes no grupo CCE/MEC do que no grupo
MEC, sugerindo que eles possam ser co-fatores que aumentam o potencial do
desenvolvimento do cancer de es6fago nos pacientes portadores do megaeséfago chagasico.
A auséncia destes dois fatores (tabagismo e etilismo) na maioria dos pacientes do grupo
MEC poderia explicar porque estes individuos, apesar de doenca chagdsica avancada, nao
desenvolveram a doenca neoplasica. Neste estudo, 88,2% dos pacientes do grupo MEC e
72,7% dos pacientes CCE/MEC apresentavam megaes6fago avangado de etiologia chagasica.
Varios autores relacionam a gravidade da doenca chagdsica no es6fago com a maior
prevaléncia da neoplasia. A presenca de neoplasia em casos ndo avancados foi identificada
na minoria de nossa casuistica como previamente descrito na literatura®?.

A ocorréncia de CE em pacientes submetidos a cirurgia na transicao es6fago-gastrica

(TEG), como a cirurgia de Heller associada a fundoplicatura para tratamento de
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megaesofago, foi detectado durante o seguimento destes paciente5215’ 229, 230

. Do grupo
CCE/MEC, 46,7% dos pacientes relataram cirurgia prévia na TEG, com o objetivo de tratar a
disfagia provocada pela acaladsia. Por outro lado, 58,8% dos pacientes do grupo MEC
relataram procedimentos cirurgicos na TEG, indicando que estes procedimentos ndo sejam
um fator de risco para o desenvolvimento do cancer de es6fago.

Segundo varios autores, a estase alimentar e supercrescimento bacteriano,
juntamente com o contato da mucosa esofdgica aos compostos N-nitrosos (compostos
carcindgenos), provoca inflamacao, levando a displasia e o aparecimento de CCE de es6fago

em pacientes com MEC’? 188 231

. Baseado nestas informagdes, nossos achados mostram que
a esofagite e o refluxo foram mais frequentes no grupo MEC do que nos grupos CCCE e
CCE/MEC. A auséncia de CE nestes pacientes reforcam a hipdtese que a presenca de outros
fatores de risco relacionados a carcinogénese de CCE de es6fago sdo necessarios.

A endoscopia diagndstica pode estar associada a ferramentas que aumentam a
chance de detecgdo de areas de displasia e/ou neoplasia precoce, tal como a cromoscopia
com solucdo de lugol. De acordo com os nossos resultados a vigilancia endoscépica com
cromoscopia nos pacientes com megaesofago chagdsico deveria ser ainda mais direcionada
aos pacientes com MEC que apresentassem outros fatores de risco para o desenvolvimento
de CE122, 232'

Em relagdo aos sintomas, no presente estudo, a disfagia foi o principal sintoma entre
os pacientes dos 3 grupos estudados. Dentre eles, o maior tempo estimado foi observado no
grupo MEC com média de 157,8 meses (13 anos) e o menor foi encontrado no grupo CCE,
com média de 4,2 meses. Estes dados corroboram estudos anteriores, os quais apontam que
pacientes com CE evoluem com rapida disfagia progressiva, em torno de 2 a 3 meses, devido
a agressividade da neoplasia neste érgdo com sintomas agudos e precoces’. Os pacientes do
grupo CCE/MEC tiveram um tempo de sintomatologia intermediaria em relacdo aos demais
grupos, possivelmente explicada pela associacdo da neoplasia a doenga chagasica no
es6fago e pela demora no diagndstico de CE nestes pacientes, devido a atribuicdo dos
sintomas apenas ao megaesdfago por longo periodo de tempo. A duragao da sintomatologia

204 Além disso,

do megaesofago e o diagndstico do tumor esofagico é no minimo de 15 anos
a dificuldade diagndstica é agravada nesses pacientes com MEC, pois a avaliacdo radiolégica
fica prejudicada, uma vez que a ingestdao de grande volume da solucdo baritada recobre a

les3o, dificultando o diagnéstico da neoplasia’®.
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A pneumopatia teve alta prevaléncia nos grupos CCE e CCE/MEC e mais baixa nos
pacientes do grupo MEC (p = 0,002), provavelmente relacionado ao consumo de tabaco nos
grupos cancer. Em relacdo a cardiopatia ndo hipertensiva, a prevaléncia no grupo MEC
(70,6%) foi significativamente maior quando comparada ao grupo CCE/MEC. Relatos da
literatura mostram que 10% a 40% dos portadores da doenga de Chagas desenvolverao
alguma cardiopatia ao longo da vida, e quanto maior o periodo da doencga cronica maiores
sdo as complicagdes cardiacas™®.

A andlise da localizagdo do tumor ndo mostrou diferenga estatisticamente
significativa entre os grupos estudados (p = 0,327). Os 3 grupos mostraram predilecdo pelo
eso6fago toracico médio, seguida pelos seguimentos distal e proximal nos grupos CCE e
CCE/MEC, respectivamente. Estes dados estdo em concordancia com estudos anteriores,
que relatam uma distribuicdo das lesdes no grupo CCE/MEC nestas mesmas porcdes”>*. No
entanto, outros autores sugerem que a distribuicdo da neoplasia é aleatdria, podendo

ocorrer em qualquer segmento do eséfagom’ 228,235

. Estes dados nos levam a considerar que
apesar da estase alimentar ser mais comum no es6fago tordcico distal, a prevaléncia de
neoplasia € maior no es6fago toracico médio e proximal, mais uma vez sugerindo a
existéncia de outros fatores de risco para CCE de es6fago em pacientes com MEC.

A presencga de tumores sincronicos no es6fago, geralmente justificada pela exposicao
de toda a extensdo do es6fago aos carcindégenos do dlcool e do tabaco, foi significativamente
superior no grupo CCE (30,2%) do que no grupo CCE/MEC (7,1%)(p = 0,018), sugerindo que o
tabagismo e o alcoolismo sdo fatores de risco comuns no CCE de eséfago, mas sao mais
preponderantes no grupo CCE. No entanto, estes dados devem ser avaliados com precaucao,
uma vez que a diferenca da prevaléncia entre os grupos, pode ser atribuida a dificuldade
diagndstica em avaliar toda parede do es6fago nos pacientes com CCE/MEC devido a estase
alimentar.

Em relacdo ao grau de diferenciacdo tumoral, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os dois grupos. Os trés graus (bem, moderadamente e pouco
diferenciado) foram encontrados nos dois grupos com cancer (CCE/MEC e CCE), sendo o
moderadamente diferenciado o mais comum. Estes resultados foram concordantes aos

234

achados de um outro trabalho epidemioldgico e clinico publicado na mesma regido”". Em

relacdo aos pacientes com CCE de es6fago, varios autores tém associado o grau de
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diferenciacdo com a localizagdo do tumor e o estadiamento, como fator importante no
prognastico e sobrevida desses pacientes®** %%,

Nos dois grupos com cancer (CCE e CCE/MEC), o estadio avangado foi o mais
prevalente. Assim como ocorrido em nosso estudo (27,3%), na literatura ha poucos casos de
CCE detectados em pacientes com MEC precocemente’. Vale ressaltar, que os achados
precoces da neoplasia sdo incidentalmente detectados em pecas cirurgicas do megaes6fago
durante avaliagdo anatomopatoldgica apds esofagectomia. Devido ao diagndstico tardio, a
chance de cura é bastante reduzida e mais de 90% dos pacientes sdo submetidos ao
tratamento paliativo com radioterapia, quimioterapia, cirurgias e proteses esofdgicas

285 Foi observado que 61,0% dos nossos pacientes com CCE de esdfago

transpondo o tumor
foram tratados paliativamente e 39,0% foram submetidos ao tratamento cirurgico radical
(esofagectomia exclusiva). Estes achados podem estar superestimados, devido a escolha dos
pacientes inseridos no estudo.

Para o tratamento do megaeséfago, a conduta médica também deve ser dependente
do grau da esofagopatia. Em fase inicial, o mais apropriado é a cardiomiotomia de Heller

associada com valvula antirrefluxo parcial®® %*°, enquanto em fase avancada a

%1 Todos 0s nossos pacientes com MEC foram

esofagectomia deve ser a técnica empregada
submetidos a esofagectomia, ja que apresentaram estado avancado da doenca. Os casos de
CCE/MEC deste estudo foram, assim como os de CCE, em sua maioria (75,8%) indicados a
condutas paliativas como pré-determinado por diversos autores’™ 188 234 242

A analise da sobrevida dos pacientes mostrou uma esperada diferenga
estatisticamente significativa entre os 3 grupos estudados. A maior sobrevida foi observada
em pacientes com MEC, enquanto a pior foi mostrada pelos pacientes com CCE, devido a
agressividade da doencga neoplasica. Quando analisados apenas 0s grupos com cancer no
momento do seu diagndstico, foi observado que a taxa de sobrevida dos pacientes com

CCE/MEC era menor que a dos individuos que apresentam somente a neoplasia, entretanto

sem diferenca estatistica significativa.
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5.2 Caracterizagao mutacional do gene TP53

Apesar do gene TP53 ser o principal alvo envolvido na carcinogénese do CCE de

eséfag0186, 243,244

, na literatura internacional ndo existe nenhum relato da presenca e o perfil
de mutacbes deste gene em pacientes com megaes6fago associado ou ndao ao
desenvolvimento de cancer. Tais estudos sdao de especial relevancia para a América Latina e
Brasil, locais em que o CCE de es6fago pode ocorrer num contexto de doencga de Chaga5245.
Diante disso, este estudo se propds a avaliar o perfil mutacional do gene TP53 e sua
associacdo com os dados epidemiolégicos e clinico-patoldgicos em pacientes com cancer de
células escamosas (CCE) de eso6fago, associado ao megaesdfago chagasico (CCE/MEC) e
comparar com carcinoma de células escamosas de es6fago (CCE) e megaes6fago chagdsico
(MEC), para melhor entender a biologia da doenca.

O gene TP53 estd frequentemente alterado em tumores humanos®*®. A maioria

135 Neste estudo foi

destas mutagdes sao do tipo missense®®’ e ocorrem entre os éxons 5 a 8
observado uma maior prevaléncia de mutagdo entre os pacientes do grupo CCE (45%). Este
resultado é semelhante ao de paises de maior incidéncia desta neoplasia como China (42% a
70%)%* 248299 o |15 (50% a 65%)%** °° e superior ao que foi relatado na populacdo Brasileira
da regido sul (34,8%) e sudeste (34,5%)*> '8¢

Ao analisarmos o grupo de CCE/MEC, encontramos uma frequéncia mutacdo de TP53
de 38,7% sendo estatisticamente superior ao grupo MEC (10,3%), e semelhante ao grupo
CCE. Estes dados sugerem que o TP53 é o gene central na carcinogenese do CCE/MEC, e sua
presenca ja no grupo MEC, apesar de menos frequente, pode significar que a mutacao de
TP53 ocorre ja em lesGes pré-malignas (esofagite) que na presenca de outros fatores podem
evoluir para cancer. Ainda, neste Ultimo grupo de pacientes, mutacdo em TP53 parece estar
relacionada ao comportamento agressivo da doenga chagasica no eséfago. De fato, estas
lesdes MEC com mutacdo de TP53 apresentam um significativo menor intervalo de tempo
entre o inicio dos sintomas e o diagndstico. Como discutido anteriormente ndo ha dados na
literatura que evidencie a mutacdo do gene TP53 em pacientes com MEC ou CCE/MEC.
Entretanto, a andlise da expressao da proteina p53 avaliada por Safatle-Ribeiro e co-autores,

relatou a superexpressdao em 43,7% dos pacientes com MEC, indicando que a inflamacao
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frequentemente observada nestes individuos parece estar associada com alteragdes desta
proteina®”.

A andlise de mutacbes de TP53, além de permitir compreender os mecanismos
biolégicos que operam na transformagdo maligna, permite inferir sobre os potenciais
agentes carcinogénicos que operaram em cada caso. A andlise do espectro de mutacdo pode

135 Segundo

funcionar como um fingerprint molecular do agente causador da lesdo no DNA
dados do IARC, os hotspots do gene TP53 no CCE de es6fago sdao 170, 175, 179, 193, 220,
245, 248, 273 e 28218 22 A maioria das mutac@es identificadas nos nossos casos foram nos
cédons 273 e 275. O cdédon 273 esta relacionado com a exposicao a hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos e benzopireno, agentes carcinogénicos presentes em diversos

2% levando 3 transversdes em base G como apresentado em

produtos, como o tabaco
nossos resultados. Apesar do codon 275 nao ser referenciado como hotspot, a mutagao
Cys275Phe encontrada em nossos resultados também esta reportada como uma mutacao
somatica deletéria, levando a perda funcional da enzima®®.

Os resultados deste estudo demonstraram que o tipo de mutacdo mais frequente no
grupo CCE foi G:C>A:T (36,3%), seguida de G:C->T:A (27,2%). Estas mutagdes estdo
associadas ao acetaldeido/nitrosaminas e fumo de tabaco, respectivamente247, havendo
assim uma concordancia entre os fatores de risco identificados (alcool e tabaco). Este tipo de
mutacdes sdo as mais frequentemente descritas em CE**®.

No grupo MEC, todas as mutagdes foram do tipo G:C—>A:T, associado como descrito
acima com acetaldeido e nitrosaminas®’. Estes ultimos agentes sao importantes compostos
derivados da estase alimentar observada na luz do megaes6fago®®.

Por ultimo, as mutacdes mais prevalentes no grupo CCE/MEC sdo G:C->T:A e
A:T->T:A (ambas com 26,6%). Como discutido nos pardgrafos anteriores, a mutagdo

G:C->T:A estd associada ao benzopireno (tabaco)**” > #>*

. A alta prevaléncia das mutagdes
G:C = T:A tanto nos pacientes do grupo CCE como do grupo CCE/MEC em nossos resultados
sugere que o tabaco é um importante cofator para o desenvolvimento de CCE em pacientes
com megaesofago chagasico.

Estudos futuros serdo importantes para estender e validar estes importantes achados
gue podem contribuir para a elucida¢do da via de carcinogénese associada ao cancer de

células escamosas do esdéfago, associado ao megaesdfago, uma neoplasia praticamente

desconhecida e negligenciada.



CONCLUSAO

65



66

6 Conclusao

Este estudo representa o maior estudo genético realizado em CCE de esofago
associado com MEC.

Os principais fatores de risco para a carcinogénese do esbéfago identificados neste
trabalho foram o tabaco e o alcool, tanto em pacientes do grupo CCE, como no grupo
CCE/MEC.

A presenca de mutacbes do gene TP53 do grupo MEC, clareia a importancia do
megaesbdfago chagdsico na carcinogénese do es6fago, sugerindo uma maior predisposicao
para o desenvolvimento da neoplasia.

A elevada frequéncia de mutagdes do TP53 no grupo CCE/MEC, e o seu perfil

mutacional, corroboram a importancia do tabaco como importante agente etiolégico.
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8 Anexo
£ Identificacdo 1
2 Numero do DNA 2
3 Grupo 3
1- CEC e Mega; 2- S6 Cancer; 3- S6 Megaesofago
4 Instituigcdo 4
1- Pio XII; 2- UFMT -MG 3- UNESP -SP
5 Nome 5
6 Registro Hospitalar 6
7 Data de nascimento 7
DD/MM/AAAA
Sexo
8 1- Feminino; 2- Masculino 8
Escolaridade
9 0- Analfabeto; 1- Fundamental Incompleto; 2- Fundamental Completo; 3- Médio Incompleto; 9
4- Médio Completo; 5- Superior Incompleto; 6- Superior Completo; 99- Ignorado
ASA
10 1- I; 2- 11, 3- II1; 4- IV; 99- Ignorado 10
1 Data do diagnostico do tumor 1
DD/MM/AAAA
12 Data do diagndstico do Megaesofago 12
DD/MM/AAAA
Data da primeira consulta
3 DD/MM/AAAA 3
14 Telefone 14
15 Endereco 15
16 Numero 16
17 Bairro 17
18 Local de nascimento — Cidade 18
19 Local de nascimento — Estado 19
20 Endereco atual — Cidade 20
21 Endereco atual — Estado 21
Peso
n KILOS n
Altura
23 ALTURA 23
Indice De K
24 v 24
Desnutrigdo
25 1- Leve; 2- Moderada; 3- Grave 25
Tempo inicio dos sintomas
26 MESES 26
Disfagia — Solidos
27 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 27
Disfagia — Pastoso
28 0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado 28
Disfagia — Liquido
29 0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado 29
Disfagia Total
30 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 30
Pirose/Azia
31 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 31
Perda de peso
32 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 32
33 Se perdeu peso, quantos kilos por més 33
KG/MESES
Regurgitacdo
34 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 34
Rouquidao
35 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 35
Dor toracica
36 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 36




Halitose
37 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 37
Epigastralgia
38 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 38
Astenia
39 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 39
Inapeténcia
40 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 40
Outras
41 DESCREVER 41
42 Uso de SNE pré-operatoério 42
0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado
43 Se usou SNE pré-operatdrio, por quanto tempo 43
MESES
Jejunostomia
44 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 44
45 Suporte Nutricional Pré 45
0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado
46 Exame Fisico 46
0- Sem achados significativos; 1- Com achados significativos
47 Se achados significativos no EF, descrever 47
DESCREVER
Incisdes Abdominais
48 0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado 48
Tabagismo (Atual ou no Passado)
49 0- Nio; 1- Sim Papel; 2-Sim Palha; 3- Sim Nao Especificado; 4- Sim Papel e Palha; 49
5- Charuto; 6- Cachimbo; 7- Cigarrilha; 99- Ignorado
50 Numero de Cigarros Papel por dia 50
88- Nio se aplica; 99- Ignorado
51 Numero de Cigarros Palha por dia 51
88- Nio se aplica; 99- Ignorado
Tempo de tabagismo
52 ANOS 52
53 Parou de fumar 53
0- Nio; 1- Sim; 88- Nio se aplica; 99- Ignorado
54 Se parou de fumar, ha quanto tempo parou 54
MESES
55 Continuou a fumar ap6ds diagnostico de neoplasia 55
0- Nio; 1- Sim; 88- Nio se aplica; 99- Ignorado
56 Continuou a fumar apds (tratamento ou em virgencia) cirurgia ou RT ou QT 56
0- Nio; 1- Sim; 88- Nio se aplica; 99- Ignorado
Etilismo
57 0- N3o; 1- Sim, Pinga; 2- Sim, Cerveja; 3- Sim, Destilados nio especificado; 57
4-Sim, Outros ; 5- Vinho; 99- Ignorado
58 Numero de doses por dia 58
88- Nio se aplica; 99- Ignorado
Tempo de Etilismo
59 ANOS 9
60 Parou de beber 60
0- Nio; 1- Sim; 88- Nio se aplica; 99- Ignorado
61 Se parou de beber, ha quanto tempo 61
MESES
62 Continuou a beber ap6s o diagndstico da neoplasia 62
0- Nio; 1- Sim; 88- Nio se aplica; 99- Ignorado
63 Continuou a beber durante ou ap6s (tratamento ou em vigéncia) cirurgia ou RT ou QT 63
0- Niao; 1- Sim; 88- Nio se aplica; 99- Ignorado
FATORES DE RISCO
Alcool
64 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 64
Fumo
65 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 65
Bebidas quentes
66 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 66
Condimentos/sal
67 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 67
Megaesofago
68 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 68
Esofago de barrett
69 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 69
70 Esofagite erosiva e/ou R.G.E 70
0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado
Asbestos
7 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 71
7 Radiacdo 72

0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado
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Deficiéncias vitaminica

73 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 73
74 Deficiéncias minerais 0 No: 1- Sim: 99- Ienorado 74
s filose 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado s
76 Sindrome de plummer-virson ' 76
0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado
77 Lesdes causticas 0 Nito: 1 Sim: 99- Tenorado 77
78 Diverticulo de zencker 0 No: 1- S 99- oo 78
79 Ingesta de soda céustica 0 N 1- S 99- oo 79
80 Hemmia de hiato 0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado 80
81 Obesidade 0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado 81
82 Candidiase esofagica 0 N 1. Sim: 99 Tanorado 82
DOENCAS (COMORBIDADES) PREEXISTENTES
83 Doenga de chagas 0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado 83
84 Cardiopatia 0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado 84
85 Diabetes 0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado 85
86 HAS 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 86
87 Maldria 0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado 87
88 Hipotireoidismo 0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado 88
89 Reumtica 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 89
92 Ortopedica 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 90
. Neumlog‘lca 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado o1
2 Pancreate 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 2
03 DPOC ou Pneumopatias _ 93
0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado
94 Desnutrigio 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 94
95 Renal eronico 0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado 95
%6 Quiros DESCREVER %6
97 Uso cronico de medicamentos _ 97
0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado
98 Cirurgias anteriores 0 No: 1. it 99- Tenorado 98
99 Qual cirurgia ESCREVER 99
100 Transfusto de Sarhlgle 0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado 100
101 Internago%s anteriores | | 0 No: 1 Sim: 99 Tanorado 101
102 Se houve internagdes anteriores, qual o motivo DESCREVER 102
HISTORIA FAMILIAR PARA CANCER
103 Pal 0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado 103
104 Mae 0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado 104
105 AvO patemo 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 105
106 Avo matemo 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 106
107 Avo matema 0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado 107
108 Avo paterna 108

0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado
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Irmao(s)
109 0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado 109
Tio (s)
110 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 110
Primos 1° grau
11 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 1
TIPO DE CANCER FAMILIAR
Mama
112 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 112
Pele
113 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 113
Gastrointestinal
114 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 114
Genitu-urinario
115 0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado 115
SNC
116 0- Ndo; 1- Sim; 99- Ignorado 116
Pulmao
117 0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado 117
CP
118 0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado 118
Hematologicos
119 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 119
Outros
120 DESCREVER 120
Presenga de segundo tumor primario
121 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 121
Local do segundo tumor primario
122 DESCREVER 122
EXAMES PRE-OPERATORIO
123 | b 123
14 |1 124
125 Leucograma 125
126 Plaquetas 126
127 Albumina 127
128 Proteina 128
129 Chagas EIE - Enzimaimunoensaio (Elisa) ' 3 129
0- Negativo; 1- Positivo
Chagas IF — Imunofluorescencia
130 0- Negativo; 1- Positivo 130
CHAGAS HA
131 0- Negativo; 1- Positivo 131
CHAGAS RFC
132 0- Negativo; 1- Positivo 132
Espirometria
133 0- Normal; 1- Disturbio respiratorio leve; 2- Disturbio respiratorio Moderado; 3- Disturbio 133
respiratorio Grave
EDA
134 1- Lesdo Inicial Superficial; 2- Avangada 134
135 Local tumor 135
1- Cervical; 1- Toréacico superior; 2- Toracico médio; 3- Toréacico inferior; 4- Cardia
Siewirt
136 1-1;2-11; 3- 111 136
Sincroénico ( e CM ADS)
137 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 137
Se sincronico, descrever cm ADS
138 CM ADS 138
139 Extensdo do menor tumor o 139
140 Extensdo do maior tumor o 140
141 Circunferéncia y 141
Passa aparelho
142 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 142
Presenga de megaesofago
143 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 143
144 Restos alimentares ou estase alimentar 144

0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado
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Caracteristicas da lesdo

145 1- Ulcerosa; 1- Polipoide (protusa); 2- Infiltrativa 145
TC TORAX
146 | Local tumor . . . o . . 146
1- Cervical; 2- Toracico superior; 3- Toracico médio; 4- Tordcico inferior; 5- Cardia
147 | Tamanho da lesdo o 147
148 Contato com aorta GRAUS (ANGULO DE PICUS) 148
149 Con.tato com pericardio CRAUS 149
150 Carina | o 150
151 C(.)ntato com brénquio 0 N 1- S 99- norado 151
152 Pilatagio esdfego 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 152
153 Fetase esofigicn 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 153
154 Infilta estruturas 0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado 154
155 Metdstase 0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado 155
156 Lf>cal da metasta.se - D ESCREVER 156
157 Linfonodomegalia Mediastinal E— 157
TC ABDOME
158 Metdstase Hepdtica 0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado 158
159 Ganéllomegalla Abdominal 0- Nao; 1- Suspeita; 3- Inespecifica 159
160 Carcinomatose i 0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado 160
161 Infiltragdo Gastrica 0N 1 S 99- Tenorao 161
162 Broncoscopia 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 162
163 Presenca de fistula-traqueoesofagica 0 No: 1- S 99- Lnorado 163
164 Local da fistula-traqueoesofagica DESCREVER 164
165 Presenga de abaulamento 0 N 1. i 99 Tenorade 165
166 Presenga de infiltragdo bronquica ou traquéia ‘ 166
0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado
SERIOGRAFIA
167 Megaesofago 1- G1; 2- GII; 3- GIII; 4- GIV; 5- Délico 167
168 Local da neoplasia — Cervical 0 N 1- S 99- norado 168
169 Local da neoplasia — Toracico alto 0 N 1 it 99- Tanorado 169
170 Local da neoplasia — Toracico médio 0 No: 1 S 99- Lnorado 170
17 Local da neoplasia — Toracico distal 0 Nto: 1 Sim: 9- Temorado 1M
172 TamanhoA da maior lesdo oot ADS 172
173 Restos alimentares ou extase 0 No: 1- S 99- Lnorado 173
174 Manometria 1- Baixa amplitude; 2- Anisoperistatica; 3- Normal 174
175 | EEI o | 175
176 | EES o | 176
177 Ph metria 177
178 RO 0- Nao; 1- Sim; 3- Ndo mensuravel 178
179 | PH 179
180 | Data diagnéstico segundo tumor 180

DD/MM/AAAA
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Indicac@o de cirurgia - Megaesofago avangado radioldgico

181 0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado 181
Indicagdo de cirurgia - Megaesofago avangado funcionalmente (aperistalse, amplitude
182 | de contragdo do corpo menor que 20mmHg) 182
0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado
Indicagdo de cirurgia - Recidiva do megaesdfago apos cirurgias sobre a jungdo
183 | esofagica 183
0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado
Indicag@o de cirurgia - Associagdo de displasia grave e/ou neoplasia associada com
184 | megaesofago 184
0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado
Indicag@o de cirurgia - Associagdo de displasia grave e/ou neoplasia associada com
185 | megaesdfago 185
0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado
186 Indicag@o de cirurgia - Neoplasia de eséfago CEC 186
0- Niao; 1- Sim; 99- Ignorado
Naio indicado tratamento cirurgico (esofagectomia) para o tratamento (mega e/ou CEC)
187 el 187
0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado
Se ndo indicado, quais eram as condigdes clinicas
188 1- Irressecabilidade; 2- Estadio avangado da doenga; 88- Nao se aplica (pac. sub. a cir.); 99- 188
Ignorado
Data da cirurgia
189 DD/MM/AAAA 189
190 Tipo de cirurgia 190
1- Radical; 2- Paliativa; 88- Ndo se aplica (pac. ndo operado); 99- Ignorado
Técnica cirtrgica ou alternativas paliativas
0- Nenhum tratamento; 1- Esofagectomia Trans-Mediastinal Aberta;
2- Esofagogastrectomia Transhiatal Aberta C/Reconstru¢do Colon; 3- Esofagectomia Transhiatal
191 Videos | 91
4 - Esofagectomia Toracoscopia +Laparotomia; 5- Esofagectomia Toracoscopia + Laparoscopia;
6- Esofagogastrectomia Transhiatal Video C/Reconstrucdo; 7- Protese Esofago; 8- Jejunostomia; 9-
Gastrostomia; 10- SNE;
11- Dilatag¢do Baldo E/Ou Savary; 11- Outros
Linfadenectomia
192 0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado 192
UTL
193 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 193
194 UTI - Dias 194
Data de inicio da dieta VO
195 DD/MM/AAAA 195
Data de inicio da dieta ENTERAL
196 DD/MM/AAAA 196
Data de inicio da dieta PARENTERAL
197 DD/MM/AAAA 197
Data da alta Hospitalar
198 DD/MM/AAAA 198
COMPLICACOES CIRURGICAS IMEDIATAS ATE 30 DIAS
Obito
199 0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado 199
Fistula cervical
200 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 200
Data da fistula cervical
201 DD/MM/AAAA 201
Estenose anastomose esofagojejunal
202 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 202
Data da estenose anastomose esofagojejunal
203 DD/MM/AAAA 203
Pulmonar (pneumonia)
204 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 204
Data da complica¢do pulmonar (pneumonia)
205 DD/MM/AAAA 205
Cardiologicas
206 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 206
Data da complicagdo cardiologica
207 DD/MM/AAAA 207
Outras complicagdes
208 DESCREVER 208
Data da outra complicagdo
209 DD/MM/AAAA 209
Tratamento
300 DESCREVER 300
COMPLICACOES TARDIAS > 30 DIAS
301 | Obito 301

0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado
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Fistula cervical

302 0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado 302
Data da fistula cervical

303 DD/MM/AAAA 303
Estenose anastomose esofagojejunal

304 0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado 304
Data da estenose anastomose esofagojejunal

305 DD/MM/AAAA 305
Pulmonar (pneumonia)

306 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 306
Data da complica¢do pulmonar (pneumonia)

307 DD/MM/AAAA 307
Cardiologicas

308 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 308
Data da complicacdo cardiologica

G DD/MM/AAAA 309
Disfagia

310 0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado 310
Data da disfagia

3n DD/MM/AAAA 3n
Desnutrigdo

312 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 312
Data da desnutri¢do

313 DD/MM/AAAA 33
Outras complicagdes

314 DESCREVER 34
Data da outra complicagio

315 DD/MM/AAAA 315
Tratamento

316 DESCREVER 316

ANATOMO-PATOLOGICO

Histopatologia

317 1- C.E.C; 2- Adenoca 317
Grau de diferenciagdo

318 1- GI; 2- GII, 3- GIII; 4- GIV; 99- Gx 318

319 Grau de diferenciag@o (descritivo) 319

1- Bem diferenciado; 2- Moderadamente diferenciado; 3- Indiferenciado

Classificagdo de Lauren

320 1- Intestinal; 2- Difuso 320
Esofago de barrett

321 0- Ndo; 1- Sim 321
Nivel de infiltragdo da parede

322 1- Lamina propria; 2- Muscular propria; 3- Adventicia; 4- Submucosa; 5- Intraepitelial; 6- 322

Estruturas adjacentes

323 Tamanho do tumor no maior eixo o 323

324 Numero de linfonodos positivos 324

325 | Numero de linfonodos dissecados 325
Invasdo venosa

326 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 326
Invasdo linfatica

327 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 327
Margens proximal

328 1- Livres; 2- Comprometidas 328
Margens distal

329 1- Livres; 2- Comprometidas 329
T

330 0- TO; 1- T1; 2- T2; 3- T3-; 4- T4; 99- Ignorado 330
N

331 0- NO; 1- N1; 2- N2; 3- N3; 99- Ignorado 331
M

332 0- MO; 1- M1; 99- Ignorado 332
Estadio patologico

333 0- 0; 1- I; 2- TIA; 3- 1IB; 4- I1I; 5- IV; 6- IVA; 7- IVB; 99- Ignorado 333

334 | Numero do bloco da bidpsia (anatomopatologico) da endoscopia diagndstica 334

335 | Numero do bloco da pega-cirirgica (anatomopatolégico) 335

TRATAMENTO ADJUVANTE
336 Radioterapia — adjuvante pds-operatorio 336

0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado
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Indicagdo da radioterapia
1- Tumor residual; 2- Margens comprometidas; 3- Tumor Localmente avangado;

337 4- Condigdes clinicas insatisfatorias para cirurgia; 5- Condigdes clinica insatisfatorias para QT; 337
6- Neoplasia cervical; 7- Sangramentos; 8- Metastase ssea;
9- Disfagia; 10- Tumor residual pds-cirurgia
338 | Dose total 338
cCy
Braquiterapia
339 0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado 339
Quimioterapia adjuvante
340 0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado 340
Esquema quimioterapia adjuvante
341 DESCREVER 341
342 Numero de ciclos 342
Recidiva loco-regional
343 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 343
Data da recidiva
344 DD/MM/AAAA 344
Metastase a distancia
345 0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado 345
Data da metastase
346 DD/MM/AAAA 346
Local da metastase — Mediastinal
347 0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado 347
Local da metastase - Pulmonar / Pleura
348 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado e
Local da metastase — Hepética
349 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 349
Local da metéstase — Ossea
350 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 350
Local da metastase — SNC
351 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 351
Local da metastase - Adominal (Carcinomatose, Supra Renal, Etc)
352 “ . 352
0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado
Local da metastase — Cervical
353 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 353
Tratamento paliativo — Radioterapia
354 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 354
Tratamento paliativo — Quimioterapia
355 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 355
Tratamento paliativo — Cirurgia
356 0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado 356
Tipo de cirurgia paliativa
357 0- Sem cirurgia paliativa; 1- Postlethwait; 2- Derivagdo ¢/ c6lon; 3- Protese; 4- Jejunostomia; 5- 357
Gastrostomia
Tratamento paliativo — SNG/SNE
358 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 358
Tratamento paliativo — Outro tratamento
359 DESCREVER 359
Status atual
360 1- Vivo sem doenga; 2- Vivo com doenga; 3- Morto por cancer; 4- Morto por outras causas; 5- 360
Morto por causas desconhecidas
Perda de seguimento
361 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado 361
362 | Data da wltima informacg@o ou 6bito 362
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