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RESUMO

ALTERACOES DO GENE 7P53 NA MUCOSA ESOFAGICA DE
PACIENTES COM CARCINOMA EPIDERMOIDE DO ESOFAGO

AUTORA: Luisa Silva Pacheco
ORIENTADOR: Prof*. Dr*. Marli Matiko Anraku de Campos
CO-ORIENTADOR: Prof. Dr. Renato Borges Fagundes

O cancer de esdfago € uma neoplasia com alta incidéncia no RS, acomete homens com maior
frequéncia e ¢ altamente fatal. Dados epidemiologicos indicam que o tabagismo, o consumo regular de
alcool e exposicao aos hidrocarbonetos aromaticos policiclicos como os principais fatores de risco
para o desenvolvimento dessa neoplasia. O gene TP53 ¢é responsavel pelo controle do crescimento e
divisdo celular. As mutagdes somaticas neste gene sdo encontradas em aproximadamente 50% de todos
os tumores humanos. O objetivo deste trabalho foi verificar a prevaléncia das mutagdes presentes nos
éxons 5, 6, 7, 8 ¢ 9 do gene TP53 nas bidpsias esofagicas de pacientes com carcinoma de células
escamosas esofagicas diagnosticados no Hospital Universitario de Santa Maria. Foram extraidos os
DNAs de 49 bidpsias esofagicas através da técnica de salting out. A andlise do gene TP53 foi realizada
pela amplificagdo dos éxons 5, 6, 7, 8 e 9 pela técnica de PCR. Os produtos da PCR foram
posteriormente encaminhados para analise de sequenciamento. Quarenta € nove amostras mostraram-
se viaveis para amplifica¢do do gene, e destas, nove apresentaram ao menos 1 mutacdo em um dos 5
éxons. Dentre os 9 casos de mutag¢des, constatou-se que quatro amostras apresentaram mutagdes no
éxon 5 (44,4%), duas amostras no éxon 7 (22,2%) e 3 amostras no ¢xon 8 (33,3%), sendo que
nenhuma apresentou mutacdes nos éxons 6 e 9. Dezessete mutagdes somaticas foram observadas
nessas amostras, muta¢des pontuais foram encontradas em 8 amostras, sendo a maioria G:C>A:T.
Somente uma amostra apresentou uma mutagdo do tipo inser¢do. A prevaléncia de mutagdes no gene
TP53 no presente estudo foi de 18,36%. O padrdo de mutagdes encontrado foi heterogéneo, sendo a
maioria transversoes potencialmente atribuiveis a agentes cancerigenos ambientais.

Palavras-chave: Cancer de es6fago. mutagdo. gene 7P53.



ABSTRACT

CHANGES OF GENE TP53 IN PATIENTS WITH MUCOSA ESOPHAGEAL
SQUAMOUS CELL CARCINOMA OF THE ESOPHAGUS

AUTHOR: LUISA SILVA PACHECO
ADVISOR: PROF*. DR*. MARLI MATIKO ANRAKU DE CAMPOS
CO-ADVISOR: PROF. DR. RENATO BORGES FAGUNDES

Esophageal cancer is a tumor with a higher incidence in males, and it is highly fatal. Epidemiological
data points out to consumption of tobacco and alcohol and the exposition to polycyclic aromatic
hydrocarbon are the main risk factors for the development of this cancer. The TP53 gene is responsible
for growth control and cell division, and fifty percent of all human tumors presents somatic mutation
in this gene. The objective was to verify the prevalence of mutations in the exons 5, 6, 7, 8 and 9 of
TP53 gene in esophageal biopsies of patients with esophageal squamous cell carcinoma diagnosed at
Hospital Universitario de Santa Maria. We extracted the DNA from 49 esophageal biopsies through
salting out technique. The analysis of TP53 gene was performed by amplification of the exons 5, 6, 7,
8 e 9 by the PCR technique. Then, the samples were submitted to sequencing analysis. Forty-nine
samples proved to be viable for amplification. Nine cases showed at least one mutation in any of the 5
exons. Among these 9 cases, we found 4 (44.4%) mutations in exon 5, 2 (22.2) in exon 7 and 3
(33.3%) in exon 8. We did not find mutations in exons 6 and 9. Overall the samples presented 17
somatic mutations with point mutations in 8 of them, most G:C> A:T. Only one case presented
insertion type mutation. The prevalence of mutations in TP53 gene in the present study was 18.36%.
The pattern of mutations found was heterogeneous, and most potentially attributable transversions to
environmental carcinogens.

Keywords: esophageal cancer. mutation. gene 7P53.
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1. INTRODUCAO

O cancer de esofago (CE) possui uma distribui¢do geografica muito heterogénea,
inclusive dentro de um mesmo pais. No Brasil, o CE ¢ o sexto mais incidente para ambos os
sexos, ¢ as maiores taxas de cancer de es6fago no Brasil ocorrem no Rio Grande do Sul com
18 casos a cada 100mil habitantes/ano para homens e 6 casos a cada 100mil habitantes/ano
para mulheres, onde o tipo histoléogico mais comum ¢ o carcinoma escamoso do esdfago
(CEE) (INCA, 2016). Em termos de incidéncia, essa neoplasia ¢ de trés a quatro vezes mais
comum entre homens do que entre mulheres. Mundialmente, a epidemiologia do CE pode ser
dividida quanto a magnitude das taxas de incidéncia em regides de baixa incidéncia (Noroeste
da Africa), incidéncia intermediaria (Brasil, Argentina, Uruguai, Franca, Japao, Africa do Sul
e América do Norte) e as de incidéncia muito elevada (Ird, China e litoral do Mar Céspio)
(REGO et al., 2014). O CE manifesta-se em uma fase tardia de sua evolugio, com sintomas
debilitantes caracteristicos de doenca avangada. Por ser um cancer de prognostico ruim, as
taxas de mortalidade aproximam-se das taxas de incidéncia em razao da alta letalidade dessa
neoplasia. No momento do diagndstico, a maioria dos pacientes ndo apresentam condi¢des
para terapia curativa ou ressec¢do radical, sendo a conduta habitual o tratamento paliativo. A
sobrevida geral em cinco anos € baixa e varia conforme a classificacao do tumor, em torno de
10% em carcinoma epidermdide e pode chegar a 25% no sarcoma sinovial (OLIVEIRA-
BORGES et al., 2015). O diagnostico precoce ¢ de fundamental importancia para aumentar a
sobrevida de pacientes com CE, porém mesmo alguns casos chamados precoces reconhecidos
na endoscopia, frequentemente apresentam invasao linfatica e vascular e, por essa razao, ndo
aumentam de forma significativa a sobrevida (DE OLIVEIRA et al., 2015). Os fatores de
risco relacionados ao CEE sdo idade, historia familiar e fatores extrinsecos como alcool,
fumo, contaminagdo de produtos alimenticios por micotoxinas fumonisinas ¢ o consumo do
chimarrdao em elevada temperatura, muito comum no Sul do Brasil, na Argentina e no Uruguai
(INCA, 2016). A carcinogénese ¢ definida como um processo de multiplas alteragdes
genéticas que modificam a homeostasia de uma célula determinando um desenvolvimento
celular descontrolado que origina o cancer. O ciclo celular ¢ controlado através de duas vias
principais, a p53 (pl4-MDM2-p53-p21) e pRb (pl6-ciclina-D1-PRB), e perdas de funcdo
nessas vias desempenham papel importante no desenvolvimento da maioria dos canceres
humanos (YAMASHITA et al.,, 2015). O desenvolvimento de CEE envolve intimeras
alteragdes genéticas, sendo as alteragdes mais relatadas no gene 7P53. O gene TP53 ¢ um

gene supressor tumoral localizado no brago curto do cromossomo 17 e codifica uma
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fosfoproteina nuclear de 53 kDa, chamada proteina p53. Esta proteina estd envolvida no
processo de reparacdo do DNA, controle do ciclo celular, processo de angiogénese e apoptose
(ACHATZ et al., 2008). Mais de 70% das mutagdes que alteram o dominio de ligacdo da
proteina p353 sdo codificadas pelos éxons 5, 6, 7 ¢ 8 do gene TP53. A maior parte destas
alteragdes sdo mutacdes pontuais do tipo ‘missense’ e, muitas vezes, a proteina mutante ndo
tem atividade devido ao DNA modificado (ROSSINI et al., 2010). O gene supressor tumoral
TP53 ¢ um fator de transcri¢do de ligacdo especifico de uma sequéncia de DNA que age como
principal controlador celular de crescimento e divisdo. Células normais expressam baixa
concentracdo da proteina nuclear em forma inativa; entretanto, em resposta a uma ampla
variedade de estresse celular, tais como danos ao DNA, hipdxia ou deplecao de grupos de
ribonuclesideos-trisfosfato, o 7P53 ¢ ativado e expressa sua proteina em alta concentragdo,
determinando a interrup¢ao do ciclo celular para reparo do DNA, ou encaminhar a célula com
danos irreparaveis para apoptose. Quando o gene 7P53 apresenta alguma mutagdo nos éxons
5, 6, 7 ou 8, ndo ocorre a expressao correta da proteina p53 e, assim, esse reparo celular nao
acontece, transcorrendo a proliferacdo de células com algum erro (MERLO et al., 2014).As
mutagdes no gene 7P53 sdo consideradas um evento precoce no desenvolvimento do CEE e
os diferentes perfis de mutagdo surgem de acordo com diferentes areas geograficas,
proporcionando sugestoes para os mecanismos envolvidos na carcinogénese ¢ mutagénese. As
mutacdes somaticas no gene 7P53 sdo encontradas em aproximadamente 50% de todos os
tumores humanos, fazendo desse gene o mais comumente alterado nas lesdes neoplasicas
(ROSSINI et al., 2010). As mutagdes no gene TP53 ocorrem em mais de 50 tipos diferentes
de tumores, incluindo os de bexiga, cérebro, mama, cérvice, esdfago, laringe, figado, pele,

estdbmago, colon, ovario, pancreas, prostata e tirecoide (JORDE et al, 2008).



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 0 CANCER COMO UMA DOENCA CELULAR

O cancer ¢ uma doenga molecular e geneticamente organizada em que genes mutantes
se comunicam com outros genes mutantes, produzindo diferentes trajetdrias de sinalizagdes
que se compoem e se completam. Como resultado dessa anormalidade paradoxalmente
organizada, originam-se células com comportamentos biologicos diferentes aos das células
normais (TOMASETTI et al., 2015). O cancer pode ser considerado uma doenca genética,
uma vez que ¢ desencadeado por alteracdes no DNA da célula. No entanto, ao contrario das
demais sindromes genéticas humanas, ndo € necessariamente uma doenca hereditaria. Os
canceres humanos sao, na sua maioria, de origem somatica resultantes da intera¢ao de fatores
genéticos e ambientais. No caso das sindromes hereditarias, as mutagdes germinativas estdao
diretamente associadas a predisposi¢ao familiar para o desenvolvimento de tumores e, nesses
casos especificos, o cancer ¢ uma doenga genética e hereditaria (GUEMBAROVSK et al.,
2009).

De um ponto de vista rudimentar, o cancer pode ser visto como uma doenga genética
na qual a célula progenitora que gera o tumor, parece ter adquirido um nimero critico de
mutagdes nos genes, que irdo afetar o crescimento ou a diferenciagdo celular. Essas mutacdes
podem ocorrer nos oncogenes ou nos genes supressores tumorais até atingirem um limiar apos
o qual a célula maligna ird proliferar de forma incontroldvel. Cada uma dessas mutagdes ¢
transmitida para a progenia desta célula. A progenia constitui um clone com todos os
membros geneticamente similares ou idénticos a célula progenitora (GUEMBAROVSKI, et
al., 2009). E possivel concluir que determinados tipos de tumores primarios ¢ de neoplasias
hematologicas possuem padrdes bioldgicos e moleculares semelhantes, mas quando se
transformam em células tumorais circulantes causadoras do cancer passam a ser exclusivos de
cada pessoa, ou seja, suas células normais sao identicamente normais, enquanto que as células
cancerosas se tornam diferentes cada uma a sua maneira. Essa ¢ a razao pela qual se justifica
o diagnostico precoce de um tumor em seu estdgio inicial que, por terem, em sua maioria,
padrdes bioldgicos e moleculares semelhantes, permite condutas terapéuticas mais favoraveis

para trata-lo (HANAHAN et al, 2011).
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O cancer ¢, por definicdo, uma doenca clonal, ou seja, sempre que as células
neoplasicas sdo examinadas geneticamente, elas sdo originadas de uma unica célula. Assim,
diferentemente de outras doengas que requerem um grande niimero de células modificadas, o
cancer ¢ resultante da proliferacdo descontrolada de uma simples linhagem celular que leva a
invasdo de tecidos vizinhos e disseminagdo metastatica. As células cancerosas so precisam de
um pequeno numero de caracteristicas fenotipicas alteradas para evoluir para um tumor. As
alteracdes genéticas iniciais onde comega a proliferacdo celular aberrante sdo seguidas do
acimulo de mutagdes adicionais durante a expansdo clonal. Finalmente, um processo de
selecdo clonal ocorre, no qual subclones com propriedades de crescimento continuo ou perda
de capacidade de sofrer morte celular programada, a chamada apoptose, se tornam as células
predominantes na massa tumoral, processo esse chamado de progressao tumoral (GREAVES
et al., 2012).

Os tumores evoluem a partir de lesdes celulares apds a aquisicdo de uma série de
mutacdes ao longo do tempo. Um pequeno numero de mutagdes em uma célula de cancer ja ¢
capaz de conferir uma vantagem de crescimento seletivo, por exemplo em 7P53, também
chamado de mutacdes de acionamento (STRATTON et al., 2009). A primeira mutacio
proporciona uma vantagem de crescimento seletivo a uma célula 'normal', permitindo aquela
superar as células que a rodeiam. E o que acontece no cancer colorretal, onde essas mutagdes
ocorrem frequentemente no gene APC. Um pequeno adenoma que resulta dessa mutagao
cresce lentamente, enquanto uma segunda ronda de crescimento clonal no gene KRAS permite
uma expansao no numero de células. Esse processo de mutacdo seguido por expansao clonal
continua, com mutagdes em genes como PIK3CA, SMAD4, e TP53 causa a formagao de um
tumor maligno, que pode invadir através da membrana basal subjacente os nddulos linfaticos
e orgdos distantes como o figado (VOGELSTEIN et al., 2013).

Diferentemente da taxa de mutagdes pontuais em tumores, que ¢ muito semelhante a
de células normais, a taxa de alteragdes cromossdmicas no cancer ¢ elevada. A maior parte
dos tumores so6lidos apresentam aneuploidias, bem como dele¢des, inversdes, translocagdes e
outras anomalias genéticas. Quando uma grande parte de um cromossomo ¢ duplicado ou
eliminado, ¢ dificil identificar o gene 'alvo' especifico, cujo ganho ou perda conferem
vantagem no crescimento de uma célula no tumor. Genes 'alvo' sdo mais facilmente
identificados no caso de translocagdes cromossomicas, delecdes e amplificacdes de genes. As
translocagdes geralmente fundem dois genes para criar um oncogene (tal como o BCR-ABL na

leucemia mieldide cronica), mas em um pequeno numero de casos, pode inativar um gene



17

supressor tumoral, separando-o de seu promotor. Dele¢des envolvem muitas vezes apenas um

ou alguns genes, e o alvo ¢ sempre um gene supressor tumoral (PELIZZOLA et al., 2011).

2.2 O GENE 7TP53

O gene TP53 esta situado no braco curto do cromossomo 17 (regido pl3.1), tendo
como seu produto de transcri¢do uma fosfoproteina nuclear de 53 kilodaltons (kDa) de 393
aminodcidos, formando cinco regides altamente conservadas e quatro dominios funcionais,
denominada proteina p53. Essa ¢ uma proteina 1abil com vida média muito curta, em torno de
6 minutos e, devido a sua rapida degradacao, sua detec¢ao ¢ extremamente dificil (WU et al.,
2015). Em resposta a um sinal de estresse celular, a proteina p53 ¢ ativada por alteragdes
quimicas de uma cadeia proteica depois de sua traducdo, processo chamado de modifica¢des
pos-traducionais. Estas modificagdes mobilizam o gene 7P53, com isso o0s niveis
intracelulares da proteina p53 aumentam e o gene ¢ ativado como um fator de transcrigdo para
coordenar programas de respostas especificas ao estresse, levando a interrup¢do do ciclo
celular, a senescéncia celular ou apoptose. Por ter diferentes entradas que regulam a sua
atividade, o gene 7P53 atua como um no central na rede celular de respostas de estresses
oxidativos (HRSTKA et al., 2009).

O gene TP53 ¢ considerado um gene supressor tumoral, e as mutagdes levam a uma
perda de sua fung¢do, o que resulta na incapacidade de efetuar a parada do ciclo celular para
reparo do DNA ou disparar o mecanismo de apoptose, ou morte celular programada. O TP53
integro ¢ ativado em resposta a sinais de dano celular e interrompe o ciclo celular na fase Gl1,
impedindo a propagacdo do erro genético para as células filhas na fase S e encaminha a célula
para reparo do DNA ou induz a apoptose. Quando o 7P53 estd mutado, as células com DNA
danificado escapam tanto do reparo quanto da apoptose, permanecem geneticamente instaveis
e acumulam mutagdes. Os rearranjos cromossomicos adicionais levam a uma rapida
proliferacdo de clones de células com DNA mutado e transformagdo neoplasica (JORDE et
al., 2008).

A maioria dos tumores solidos tém dezenas de translocagdes, os pontos de interrupgao
das translocagdes sao muitas vezes nos chamados 'desertos de genes'. Esses locais sao
desprovidos de genes conhecidos e muitas das translocagdes e delecdes sdo adjacentes aos
locais frageis que sdo propensos as rupturas. As células cancerosas podem, talvez, sobreviver
a tais quebras cromossomicas mais facilmente do que as células normais porque contém

mutacdes que incapacitam genes como o 7P53, que normalmente respondem a danos no
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DNA, desencadeando a morte celular. Estudos indicam que existem cerca de 10 vezes menos
genes afetados por alteragdes cromossdmicas do que por mutagdes pontuais (VOGELSTEIN
etal., 2013).

Mutagdes somaticas em 7P53 ocorrem em quase todos os tipos de cancer, com taxas
entre 38- 50% em ovario, esd6fago, colon, cabega e pescoco, laringe e tumores de pulmao.
Essas alteracdes sao mais frequentemente encontradas em estagios avangados da doenga,
como triplo negativo ou HER2 em cancer de mama (OLIVIER et al., 2010). As alteragdes
genéticas no gene 7P53 sdo as mais frequentemente encontradas nas neoplasias humanas
malignas. A agdo de carcinégenos pode induzir mutagdes especificas em 7P53. A exposi¢ao
ao benzopireno, por exemplo, € um potente mutagé€nico e carcindgeno encontrado no fumo do
cigarro e produz mutacdes em trés coddons especificos de 7P53 em tumores de pulmao
(JORDE et al., 2008). As mutagdes germinativas do 7P53 sdo responsaveis por um cancer
herdado conhecido como sindrome de Li-Fraumeni. Nesta sindrome ha uma predisposi¢do
hereditaria ao cancer. Estudos confirmam que individuos afetados por essa sindrome
apresentam pais portadores de mutagcdo em 7P53 (ACHATZ et al., 2008).

Em varios tipos de cancer, o gene 7P53 mostra padrdes de mutagdes especificos que
refletem exposicdes a mutagénicos, por exemplo, C:T>T:C e C:C>T:T em carcinomas
espinocelulares de cabeca e pescoco, associados a radiagdo ultravioleta (UV) exposicao
radiacdo p; mutacdes G>T no cancer de pulmdo dos fumantes, associada a exposi¢do a
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, tais como benzo[a]pireno (BAP); mutagdes A>T em
carcinomas uroteliais, associados a exposi¢ao ao acido aristoloquico I (AAI) (OLIVIER et al.,
2010). Os fatores que mais influenciam as mutagdes no gene 7P53 sdo a exposi¢ao a luz solar
e a presenca de transi¢des do conjunto CC para TT na pele, causando melanoma cutaneo;
exposicao aos hidrocarbonetos aromadticos policiclicos através do consumo do tabaco ou
exposicao ao carvao, gerando transversdes de G para T em cancer do pulmao, com mutagdes
de guaninas localizados nos codons especificos sobre a cadeia nao transcrita de DNA e
exposi¢do alimentar a aflatoxina B1, originando a presenca de G para transversoes de T na
terceira base do cddon 249 (AGG para AGT) no carcinoma hepatocelular relacionado com o
HBV (HOLLSTEIN et al., 2013). Em cancer de células escamosas do eséfago, os estudos
sobre os padrdes de mutacao no gene 7P53 demonstraram diferengas significativas entre os
tipos de cancer de areas de baixa e de alta incidéncia. Em 2001, dois estudos relataram uma
descri¢do de padrdoes de mutagdo no gene 7P53 em série retrospectiva de cancer de células
escamosas de esdfago de hospitais de referéncia em Teera, no Ird, uma area de alto risco para

CEE. Comparado a CEE de outros lugares, os tumores de Teerd tinham significativamente
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maior taxa de G:C para transi¢gdes T:A na dinucleotidase CpG, um tipo de mutacao
comumente detectada em canceres associados com condigdes inflamatorias (BIRAMIJAMAL
et al, 2001; SEPEHR et al, 2001). Em 2011, foram analisados os padrdes de mutagdes do gene
TP53 em tumores a partir de areas geograficas de alto risco em busca de pistas sobre os
processos mutagénicos envolvidos na causa de CEE. O tipo de mutagdo mais comum foi
transigdes G:C para A: T em posi¢des que ndo contétm CpGs, um tipo de mutagcdo que pode ser
induzidas por varios mecanismos e por isso ¢ dificil atribuir a qualquer fator de risco
especifico. Também foram indicadas linhas de evidéncia que sugerem um papel importante
para os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos na etiologia do CEE (ABEDI-ARDEKANI et
al., 2011).

A andlise de mutagdo no gene 7P53 pode, portanto, trazer diversas informagdes quanto
ao dano genotdxico e a sequéncia genética dos eventos que levam ao aparecimento de células
tumorais, bem como auxiliar no diagndstico e prognostico, uma vez que, além da mutagao no
gene TP53 ser um evento precoce na transformagdo celular, certas mutagdes presentes neste

gene parecem conferir uma agressividade maior ao tumor (ARRUDA et al., 2008).

2.3 CANCER ESOFAGICO

O cancer de esdfago (CE) ¢ uma das neoplasias mais comuns e mais mortais do
mundo, ocupando o sexto lugar em mortalidade mundial entre todos os tipos de cancer (YAO
et al., 2014). No Brasil, a estimativa do Instituto Nacional do Cancer (INCA) ¢ de 10.810
casos novos de CE para o ano de 2016, com 7.950 casos do sexo masculino e 2.860 do sexo
feminino, e representa, respectivamente, a sexta ¢ a décima terceira posi¢cdes em incidéncia
(INCA, 2016).

Histologicamente, os canceres de esofago podem ser classificados, em carcinoma
escamoso (ou epidermdide) e adenocarcinoma. O carcinoma escamoso ¢ derivado do epitélio
estratificado ndo-queratinizado, caracteristico da mucosa normal do esdfago. Trata-se do tipo
histologico mais habitual e ocorre mais frequentemente em pacientes do sexo masculino, a
partir dos 50 anos e de baixa classe social. Esse tumor acomete principalmente os tergos
médio e inferior (mais de 80% dos casos) do esdfago. Existe uma correlacdo entre alcoolismo
e tabagismo nos pacientes portadores desta neoplasia. Cabe ressaltar a existéncia de variantes
do carcinoma epidermoide: carcinoma verrucoso, carcinoma epidermoide tipo basildide e
carcinoma (epidermoide) sarcomatdide (QUEIROGA, 2006). O Rio Grande do Sul apresenta

as maiores taxas de mortalidade por CE na América do Sul. Estudo publicado por Fagundes e
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colaboradores em 2015 demonstrou que em um periodo de 20 anos, dos 686 casos
diagnosticados com CE na regido central do Rio Grande do Sul, 640 eram de CEE.

O adenocarcinoma surge na parte distal do esd6fago, na presenga de refluxo gastrico
cronico e metaplasia intestinal do epitélio esofagico (esdéfago de Barrett) responsavel por 75%
de todos os casos de CE, nos paises mais desenvolvidos do ocidente, com fatores de risco
relacionados a estilo de vida, obesidade, refluxo gastroesofagico e consumo de tabaco
(XIMENES NETTO et al.,, 2011). O numero de casos de adenocarcinoma de esdfago
aumentou nos ultimos 30 anos nos Estados Unidos e em paises europeus, devido ao aumento
das taxas de doencga de refluxo gastroesofagico, ja que pessoas que apresentam sintomas dessa
doenca tem um risco oito vezes maior de desenvolver adenocarcinoma (POHL et al., 2005;
BOSETTI et al., 2008). No sul do Brasil hd uma alta prevaléncia de doengas de refluxo
gastroesofagico, porém ao contrario do que ¢ esperado, ha uma baixa prevaléncia de es6fago
de Barrett (FAGUNDES et al., 2003). O adenocarcinoma desenvolve-se no interior do epitélio
colunar displasico principalmente na juncdo esofagogastrica/cardia. Mesmo antes da
neoplasia se tornar detectavel, observam-se aneuploidias e mutagdes do 7P53 no epitélio
displasico (SILVA et al., 2014). As alteracdes moleculares subjacentes a carcinogénese
esofagica mostram que mutagdes pontuais em 7P53 podem ocorrer em pelo menos 50% dos
casos iniciais de carcinoma de células escamosas, adenocarcinoma, bem como na mucosa de
esofago de Barrett. Uma série de genes adicionais foram estudados para mutagdes em CE,
mas a maioria desses estudos de um Unico gene nao identificaram muta¢cdes (MEYERSON et
al., 2010).

Sabe-se que o tabaco contem mais de 4.000 substancias cancerigenas, entre elas estao
os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP), nitrosaminas, aminas aromaticas, aldeidos,
metais e outras substancias volateis. Tais substdncias podem causar danos ao material
genético e, como consequéncia, podem contribuir para o processo da carcinogénese. O
mecanismo utilizado por esses fatores para desencadear o processo da neoplasia estd
relacionado com o desequilibrio do processo de producdo e eliminagdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), capazes de danificar o DNA e comprometer genes importantes, tais como o
gene supressor tumoral 7P53, e a insuficiéncia de suas func¢des afeta mecanismos de inducao
da apoptose e a ativagao do sistema de reparagao do ciclo celular (PAZ et al., 2014). Embora o
etanol ndo seja um agente cancerigeno direto, um de seus metabdlitos, o acetaldeido, pode
atuar como um promotor de tumores, ja que ¢ uma substancia cancerigena reconhecida e as
mutacdes nas enzimas que metabolizam o alcool também tém sido associadas com um risco

aumentado de CEE (PENNATHUR et al., 2013). O alcoolismo e o tabagismo atuam de forma
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sinérgica, especialmente no CEE, aumentando o risco em 5-10 vezes comparado a ndo
fumantes. O alcoolismo associado ao tabagismo aumenta em 100 vezes o risco do tipo
epidermoide, o mesmo nao sendo verdade para o adenocarcinoma (XIMENES NETTO et al.,
2011).

Em 2011, Abedi-Ardekani e colaboradores analisaram na provincia de Golestan,
localizada no nordeste do Ird, regido de alto risco para carcinoma de células escamosas de
esofago, os padroes de mutagdes no gene 7P53 em tumores de esofago. O padrdo de mutagdo
heterogéneo encontrado ¢ altamente sugestivo da influéncia dos agentes cancerigenos
ambientais, incluindo hidrocarbonetos aromaticos policiclicos presente nas bebidas
consumidas em altas temperaturas, além disso, a composicao do cha também pode influenciar
a mutagénese. No ocidente, mais de 90% dos casos estdo associados ao consumo de tabaco e
alcool. Estudo realizado por Rossini e colaboradores em 2010, no sudeste do Brasil, com 110
bidpsias CEE relacionou o perfil de mutagdes encontrados em 7P53 com o acetaldeido, . Em
contraste, em areas de alto risco como em Linxian na China e o nordeste do Ird, poucos casos
sdo associados ao tabaco e ao dlcool, sendo os principais fatores de risco, a ingestdo reduzida
de frutas e vegetais, deficiéncias de selénio, zinco e vitamina E, elevada exposicdo aos HAP e
higiene oral pobre. No Rio Grande do Sul, onde mais de 80% dos casos sdo do tipo
histologico de células escamosas, a populacdo esta exposta a altos niveis de HAP,
provenientes da fumaca produzida pelo tabaco, pelo preparo do churrasco, e do consumo de
chimarrdo. Este ultimo, provavelmente estd associado a ingestdo de carcinégenos (HAP)
presentes na erva mate, adicionados durante o seu processamento, ¢ a lesdo térmica da
mucosa esofagica causada pelas altas temperaturas em que o chimarrdao ¢ consumido
(FAGUNDES et al., 2006; KAMANGAR et al., 2008). Além disso, o consumo de alcool no
sul do Brasil ¢ maior do que em outras areas de alto risco para cancer de células escamosas de
esofago no mundo. Entre outras condigdes associadas ou predisponentes estdo: neoplasias de
cabeca e pescoco, doenga celiaca, Sindrome de Plummer-Vinson, tilose, acalasia e estenose

caustica do es6fago (XIMENES NETTO et al., 2011).

2.4 O GENE 7TP53 E O CANCER EPIDERMOIDE DE ESOFAGO

A carcinogénese esofdgica estd intimamente relacionada ao desequilibrio da apoptose
celular, inativagdo de genes supressores tumorais, ativagdo dos oncogenes e alteragdes do
reparo do DNA. Sob condigdes fisiologicas normais, ha um equilibrio entre a proliferagdo

celular e o processo de apoptose. Portanto, a desregulacao da apoptose pode induzir a varias
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doengas, incluindo tumores malignos (WEI et al,. 2015). Os produtos dos genes mutantes sao
oncoproteinas, identificadas através da imunohistoquimica, que auxiliam no progndstico e
tratamento do cancer. Neste sentido, a associacdo do progndstico do cancer de es6fago com
alguns marcadores imunohistoquimicos, tais como as proteinas p33, pl6 ¢ a Cox2 tém sido
relatada, uma vez que as proteinas p/6 ¢ p53 sdo inibidoras do complexo CDK4/6 e ciclina
D1, levando a parada do ciclo celular em G1 (FELIN et al., 2014). Genes supressores
tumorais compreendem um conjunto de genes que inibem a formagao de tumores através da
sua participacdo na transducdo relacionadas com ciclo celular, processo de apoptose,
regulacdo e diferenciagdo celular, sintetizando proteinas que modulam negativamente a
transformagdo neoplésica, como exemplo podemos citar o gene 7P53 (SERRANO et al.,
2014).

As mutagdes no gene 7P53 sdo uma das mais comuns em canceres humanos,
incluindo no carcinoma esofagico. Essas mutagcdes podem levar a um aumento na expressao
da proteina p53 sintetizada por esse gene. Essa proteina se acumula no ntcleo celular e pode
ser detectada por imunohistoquimica (WANG et al., 2011). E constatado que a superexpressao
da proteina p53 estd associada com estdgios avancados de cancer. Estudos de coorte
publicados em 2014 por Yao e colaboradores, sugerem que a superexpressao da proteina p53
em pacientes com CEE estd associada a estagios avancados dessa neoplasia. Este estudo
também sugere que a proteina p53 tem um papel importante no desenvolvimento e na invasao
de tumores, incluindo os de CEE. Mutacdes no gene 7P53 parecem ocorrer em estigios
precoces da carcinogénese esofagica e a prevaléncia dessas alteragcdes aparecem em até 89%
nas areas de alto risco (ABEDI-ARDEKANI et al., 2011). Os primeiros relatos de mutagdes
no gene 7P53 em cancer de esofago identificaram mutagdes nos éxons 5, 6, 7, 8 ¢ 9 e
sugeriam que as mutacdes nestas posi¢des eram eventos genéticos comuns na patogénese
deste tipo de neoplasia e todas as mutacdes missense detectadas ocorriam nos mesmos codons
ou em codons adjacentes relatados para os canceres de outras localizagdes, como cérebro,
mama, pulmao e coélon (KUWANO et al., 2005). As mutagdes que ocorrem no codons 157,
158, 245, 248, 273 sao experimentalmente demonstradas como formagao de DNA adulterado
por metabolitos, ou seja, sdo sitios comuns de se encontrar mutagdes quando o paciente esta
exposto a hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAINAUT et al., 2001).

As lesdes pré-invasivas do carcinoma epidermdide sdo bem definidas
morfologicamente e proporcionam um modelo para o processo multi sequencial da
carcinogénese esofagica, sugerindo que as alteragdes no gene 7P53 e sua proteina

frequentemente ocorrem em lesdes pré-invasivas do eséfago (WHIBLEY et al., 2009). Para
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definir se a mutagdo de 7P53 era um evento precoce ou tardio na carcinogénese esofagica,
biopsias de epitélio esofagico de individuos assintomaticos, vivendo em area de alta
incidéncia para carcinoma epidermodide do esofago (condado de Huixian, provincia de
Hennan, China) foram analisadas com relagdo as mutagdes e expressao imunohistoquimica de
p53 e comparadas com espécimes de esofago ressecados por carcinoma epidermodide. Os
resultados sugeriram que a acumulagdo da proteina p53 e as mutagdes no gene podiam ocorrer
como um evento precoce na carcinogénese esofdgica, havendo também a sugestdo de que a
acumulacdo da proteina se correlacionava com as mutagdes no gene € que a mesma poderia
ser um marcador para a identificacdo de individuos sob alto risco para o carcinoma do eséfago
(WANG et al., 1996). Estudo conduzido, em nosso meio, sugere que a detec¢do da proteina
p53 na mucosa esofigica de pacientes alcoolistas e tabagistas, pode contribuir para
identificacdo de individuos com risco mais acentuado dentro dos grupos tradicionalmente
considerados grupos de risco para cancer esofagico. Nessa populacdo de alto risco
(alcoolistas/tabagistas) foi encontrada prevaléncia de 17% de expressdo da proteina p53 que
ocorreu de forma crescente desde o epitélio escamoso normal, até displasia de baixo e alto
grau e cancer (FAGUNDES et al., 2001).

A grande maioria dos estudos sdo enfaticos em sugerir que a mutagdo de 7P53 é um
evento precoce no processo da transformagao maligna no epitélio esofagico. Estas alteragdes
podem proporcionar um marcador para identificacdo precoce de grupos de risco € mesmo
servir como um marcador progndstico do curso clinico das lesdes em estagio mais avancados

(ARRUDA et al., 2008; HOLLSTEIN et al., 2013; NIK-ZAINAL et al., 2015).



3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a prevaléncia das mutacdes presentes nos éxons 5, 6, 7, 8 € 9 do gene TP53
nas bidpsias esofagicas de pacientes com carcinoma de células escamosas esofagicas

diagnosticados no Hospital Universitario de Santa Maria.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Identificar a frequéncia de mutacdes no gene 7P53 em bidpsias esofagicas;

3.2.2 Identificar o tipo e a localizagdo das mutagdes nos éxons 5, 6, 7, 8 ¢ 9 do gene TP53.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 DESENHO DO ESTUDO

O estudo realizado foi do tipo transversal descritivo, onde foram incluidas 49 bidpsias
esofagicas provenientes de pacientes adultos com diagnostico de carcinoma de células
escamosas esofagicas. Pacientes que ndo tiveram confirmagdo histologica de CEE foram
excluidos do estudo. Todos estes pacientes eram tabagistas ha mais de 10 anos, com consumo
médio de mais de 10 cigarros/dia. Todos consumiam alcool em bases regulares por mais de 10
anos, com consumo superior a 40g de etanol por dia.

A prevaléncia de mutagcdo do gene 7P53 em CEE apresenta indices diferentes em
razao da localizag¢do geografica. A amostra foi calculada maximizando a variancia (assumindo
proporcao de 0,5 que maximiza a amostra), com um intervalo de confianca de 95% e um erro
maximo de 15%, obtendo-se um namero de 49 pacientes.

As biopsias dos tumores foram realizadas no Hospital Universitario de Santa Maria e
armazenadas em freezer -80°C para conservagdo do material bioldgico em microtubos, sendo,
posteriormente encaminhados ao Laboratério de Micobacteriologia do Departamento de
Analises Clinicas da Universidade Federal de Santa Maria, onde foram realizados os ensaios

de analise do gene TP53.

4.2 EXTRACAO DE DNA DE MATERIAL A FRESCO PELO METODO SALTING
OUT:

A extragdo do DNA foi realizada através do método salting out com cloreto de sddio
(NaCl) saturado. Aos tubos contendo a bidpsia de carcinoma de esdfago foram adicionados
500uL de TES (Tris HCl 10mM pH 7,6; EDTA 1mM; SDS 0,6%) e 20uL de proteinase K
(10mg/mL), sendo incubados por 3h a 42°C. Apdés a incubacdo, ao volume de
aproximadamente 550uL foram adicionados 20uL de NaCl saturado (6M), com agitagdo
manual com vigor. Apds centrifugagdo o sobrenadante foi transferido para um novo tubo e foi
adicionado igual volume de etanol absoluto. Apds centrifugacdo o etanol absoluto foi
descartado e os tubos permaneceram abertos por 5 min para evaporagao do etanol residual e
depois foi adicionado 1mL de etanol 70%. O DNA foi eluido em 20uL de TE 10:0,1 (Tris HCI
10mM; EDTA 0,1mM). Apo6s a utilizagdo de volumes progressivos de 20 a 60ul, o volume de
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20uL foi escolhido por ser adequado para obtencdo da concentragdo de DNA em torno de

50ng/uL (ABRAO et al., 2005).

4.3 ANALISE DA QUALIDADE DO DNA EXTRAIDO

Para andlise da qualidade da amostra de DNA foram avaliadas a sua quantidade,
pureza e integridade. A quantificacdo do DNA foi realizada por espectrofotometria utilizando
comprimento de onda de 260nm. A absorbancia igual a 1 representa 50pug/mL de DNA, sendo
a concentracao minima esperada de 50 ng/uL. A pureza do DNA foi verificada a partir de uma
relagdo de densidades opticas, 260nm/280nm, onde o comprimento de onda de 280nm detecta
preferencialmente proteinas. Quando essa relagdo for igual ou maior que 1,7, o material ¢é
considerado puro, sendo o ideal esperado uma razdo de 1,8 a 2,0. A integridade do DNA foi
verificada através de eletroforese em gel de agarose 1%, coradas com brometo de etideo.

Através de espectrofotometria foram obtidos valores entre 1,7ug/mL até 1,888ug/mL
para as 49 amostras. A razdo da leitura de DNA/ proteina em espectrofotdometro das 49
amostras estava maior que 1,7ug/mL, demonstrando assim que as 49 amostras estavam ideias
para a amplifica¢do por PCR.

Quando realizada a eletroforese em gel de agarose 1% para verificar a integridade do
DNA, 49 amostras mostraram-se vidveis. As amostras deveriam apresentar uma arraste de

DNA bem definido para demonstrar a integridade do DNA extraido.

4.4 DETECCAO DO GENE 7TP53

A detecg@o do gene TPS53 foi realizada através da técnica de PCR. Foram utilizadas
diferentes ciclagens para as reacdes dos diferentes ¢xons do gene 7P53. Para os éxons 5 ¢ 6 a
etapa de desnaturagdo inicial com 5min a 95°C, seguida de 35 ciclos de 95°C por 30s, 55°C
por 60s e 72°C por 60s, e posteriormente 72°C por Smin. Para o éxon 7 a etapa inicial foi de
95°C por 5min, seguido de 35 ciclos com 95°C por 30s, 58°C por 60s ¢ 72°C por 60s e,
posteriormente, 72°C por Smin. Para os éxons 8 ¢ 9 desnaturacdo inicial a 95°C por 5 min,
seguida de 35 ciclos a 95°C por 30s, 50°C por 60s e 72°C por 60s, posteriormente 72°C por
Smin.

Os primers utilizados, bem como o tamanho do produto das reagdes encontram-se na

tabela abaixo:
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Tabela 1 — Oligonucleotideos utilizados nas reagdes

IARC Primer (57>3") Direcao Regido Tamanho do
code amplificada  produto
p-312 TTCAACTCTGTCTCCTTCCT Forward Exon 5 248 pb
p-217 CAGCCCTGTCGTCTCTCCAG  Reverse

p-239 GCCTCTGATTCCTCACTGAT Forward Exon 6 181 pb
p-240 TTAACCCCTCCTCCCAGAGA  Reverse

p-333 CTTGCCACAGGTCTCCCCAA  Forward Exon 7 237 pb
p-313 AGGGGTCAGAGGCAAGCAGA Reverse

p-316 TTCCTTACTGCCTCTTGCTT Forward Exon 8 231 pb
p-319 AGGCATAACTGCACCCTTGG  Reverse ’

p-314 TTGGGAGTAGATGGAGCCT Forward Exon 9 445 pb
P-315 AGTGTTAGACTGGAAACTTT  Reverse

Apds a PCR, a verificagdo da amplificagdo do gene 7P53 foi realizada em eletroforese
com gel de agarose 2%. Para assegurar a reprodutibilidade dos dados, a PCR foi1 realizada

pelo menos duas vezes.

4.5 SEQUENCIAMENTO GENETICO

A andlise de mutagdes do gene 7P53 nos éxons 5 ao 9 foi realizada por
sequenciamento direto de produtos de PCR englobando as sequéncias inteiras de codificagdes
¢ a emenda de cruzamentos. O sequenciamento das amostras foi realizado no Laboratério de
Biotecnologia da Pés-graduagdo em Ciéncias Gendmicas e Biotecnologia da Universidade
Catodlica de Brasilia, utilizando o sequenciador automatico ABI 3130xl da Applied
Biosystems. Apds realizagdo da PCR, os produtos da reag¢do foram purificados com kit Wizard
SV Gel and PCR Clean-Up System da Promega. Para cada éxon, trés nanogramas de produto
da PCR foi purificado, que foi mensurado através de Picodrop modelo picopetol, foram
marcados utilizando-se 3,2 pmol do primer ¢ 3,8 uL do reagente BigDye Terminator v3.1
Cycle Sequencing Standart (Applied Biosystems) com um volume final de 10 pL. As reacdes

de marcagdo foram realizadas em termociclador LGC XP Cycler com uma etapa de
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desnaturacdo inicial a 96 °C por 3 min seguida de 25 ciclos de 96 °C por 10 seg, 55 °C por 5
seg e 60 °C por 4 min.

Apds a marcagdo, as amostras foram novamente purificadas pela precipitacdo com
isopropanol a 75% e lavagem com etanol a 60%. Os produtos precipitados foram diluidos em
10 puL de formamida Hi-Fi (Applied Biosystems), desnaturados a 95 °C por 5 min, resfriados
em gelo por 5 min e eletroinjetados no sequenciador automatico. Os dados de sequenciamento
foram coletados utilizando-se o programa Data Collection 2 (Applied Biosystems) com os
parametros Dye Set “Z”; Mobility File “KB 3500 POP7 BDTv3.mob”; BioLIMS Project
“3500 Projectl”; Run Module 1 “FastSeq50 POP7 50cm_cfv 100”; e Analysis Module 1
“BC3500SR_Seq FASTA.saz. Para os padrdes de mutagdo referéncia foi utilizada a base de
dados IARC TP53.

4.6 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Os dados categoricos foram descritos através de frequéncia absoluta e
porcentagem. Como se trata de um estudo descritivo ndo se planejou fazer analise inferencial
e o processamento ¢ analise de dados foi executada com auxilio do pacote estatistico

Statistical Package for the Social Sciences (SPSS), versao 13.0.



5. RESULTADOS

Cada uma das 49 amostras foi submetida a 10 amplificagdes por PCR, para cada um
dos cinco éxons pesquisados, sendo que cada éxon possuia primer foward e reverse. Nove
amostras foram positivas para mutagcdo no gene TP53. Quatro amostras foram positivas para
alteracdo no éxon 5 (44,4%), duas amostras foram positivas para altera¢des no éxon 7 (22,2%)
e trés amostras foram positivas para alteragdes no éxon 8 (33,3%), sendo que nenhuma
amostra foi positiva para alteragcdes nos éxons 6 e 9. As amostras que se mostraram positivas
para as alteracdes foram posteriormente encaminhadas para sequenciamento genético.

A andlise de sequenciamento genético permitiu a identificacdo de duas amostras com
mutacao unica, seis amostras com mutacgdes duplas € uma amostra com mutagao tripla, com
um total de 17 mutacgdes identificadas. Nenhum codon individual continha mais de 4
mutagdes. O grafico 1 apresenta a distribuicdo dos tipos das 17 mutagdes encontradas nos
éxons 5, 7 e 8. Apenas 2 das mutagdes ocorreram em codons do tipo "hotspot" de TP53
(c6dons 175, 245, 273 e 282, que sdo locais conhecidos onde ocorrem 20% das mutagdes em
TP53 em todos os tipos de cancer). Mutagcdes pontuais foram encontradas em oito pacientes e
um paciente apresentou uma mutagdo do tipo inser¢do. As frequéncias das transversdes de
A:T para C:G ocorreram em 3 amostras, de A:T para T:A em 2 amostras, de G:C para C:G em
1 amostra e de G:C para T:A em 3 amostras. Transi¢des de A:T para G:C ocorreram em 2
amostras, de G:C para A:T em CpG em 4 amostras e de G:C para A:T em uma amostra, a

tabela 2 apresenta as mutagdes encontradas nas amostras.
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BATpara C:G
B AT para G:C
AT paraT:A
B Insercio
WG CparaTA
G:C para A:T
B G:C para C:G
G:C para AT em CpG

Grafico 1: Distribui¢do em porcentagem das 17 mutagdes encontradas nos éxons 5, 7 e 8 no gene 7P53. As
mutacdes foram agrupadas em categorias definidas no banco de dados de mutagdes IARC TP53 (http://www-
p53.iarc.fr). As mutagdes do tipo tranversdo sdo A:T para C:G, A:T para T:A, G:C para C:G e G:C para T:A.
Mutagdes do tipo transi¢do sdo A:T para G:C, G:C para A:T em CpG, e G:C para C:G.

Tabela 2 — Mutagdes encontradas nas amostras.

Transversao Transi¢ao Insercao Exon
Amostra 1 A:C G:T G:A em CpG - 5
Amostra 2 AT - - 5
Amostra 3 A:C G:A em CpG - 5
Amostra 4 G:C G:Aem CpG - 5
Amostra 5 G:T G:A em CpG - 7
Amostra 6 A:C A:G - 7
Amostra 7 AT G:A - 8
Amostra 8 G:T A:G - 8
Amostra 9 - - 15 Nucleotideos | 8




6. DISCUSSAO

O gene TP53 ¢ o gene supressor tumoral que mais frequentemente apresenta alteracoes
genéticas em CEE. Estudos envolvendo sequenciamento genético em CEE demonstraram, em
média, 83 mutagdes por tumor e cerca de 92% das mutagdes eram em TP53 (AGRAWAL et
al., 2012). Alteracdes em 7P53 foram identificadas nos primeiros eventos da carcinogénese
esofagica e tem sido associadas com a progressdo da doenga e mau prognodstico (EGASHIRA
et al., 2011). O CE apresenta prevaléncia de até¢ 89% de mutacdes no gene TP53 em regides
com alto risco para a doenca, variando entre 42-70% em paises como a China e sendo em
torno de 34-38% no sul do Brasil (ABEDI-ARDEKANI et al., 2011; ROSSINI et al., 2009;
PUTZ et al., 2002). No presente estudo observou-se uma prevaléncia de 18,36% de mutacdes
no gene 7P53, sendo menor em relagdo a outros trabalhos referentes a esse assunto,
especialmente se comparada com os trabalhos brasileiros. Uma possivel explica¢do para esta
diferenca pode ser decorrente do fato de nossa amostra ser muito menor do que dos estudos
citados. No entanto os numeros obtidos estdo de acordo com estudo realizado em nossa regido
que acessou as alteracdes do gene 7P53 através de imunohistoquimica, em pacientes
alcoolistas e tabagistas onde a prevaléncia da expressdo da proteina p53 foi de 17%
(FAGUNDES et al., 2001).

Em 2009, Rossini e colaboradores analisaram o perfil de mutacao de 110 pacientes
com CEE da regido sudeste do Brasil, através das técnicas de PCR e sequenciamento dos
éxons 5 ao 8 do gene TP53, relacionando as mutagcdes com o consumo de dlcool e tabaco. A
prevaléncia de mutacdes foi de 34,5%, ndo ocorrendo associacdo entre a prevaléncia de
mutagdo 7P53 e o consumo de cigarros, embora outros estudos revelaram que CEE em
fumantes apresentou uma maior prevaléncia de mutagdes do que os nao-fumantes, e que esta
frequéncia foi diretamente associado com o numero de cigarros consumidos (HAINAUT et
al., 2001).

Em 2002, Putz e colaboradores analisaram 135 pacientes com CEE que viviam na
regido sul do Brasil, considerada de alto risco para CEE. Eles avaliaram a influéncia do estilo
de vida (consumo de alcool, tabagismo e o consumo de chimarrdo em altas temperaturas) e as
mutacoes encontradas. Foi utilizada a avaliacdo imunohistoquimica e o sequenciamento do
gene TP53 para os éxons 5 ao 9. A prevaléncia do estudo foi de 34,8% e os autores
concluiram que a exposi¢ao ao alcool e ao tabaco, acrescida do consumo de chimarrdo podem

ser responsaveis pelo padrao de mutagdo encontrada nessa populagdo.
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Em 2011 foi relatada a mais alta taxa de mutagdes no gene 7P53 em pacientes com
CEE na provincia de Golestan, nordeste do Ira, local onde ocorrem as maiores incidéncia de
CEE do mundo, com taxas superiores a 50 a cada 100 mil habitantes. As bidpsias de 119
pacientes foram analisadas por sequenciamento direto, dos éxons 2 ao 11. O padrao de
mutagoes heterogéneas encontradas foi altamente sugestivo da exposicdo a agentes
cancerigenos ambientais, incluindo HAPs e o consumo de bebidas em altas temperaturas
(ABEDI-ARDEKANI et al., 2011). Dois estudos anteriores ao caso de Golestan foram
publicados em 2001, também na regido do Ira, onde foram avaliados 74 pacientes com CCEE
através de PCR e sequenciamento do gene 7P53 ¢ os resultados indicam uma prevaléncia de
65%. Porém, a prevaléncia elevada ndo estava ligada diretamente ao consumo de alcool e
tabaco, sendo que, mediadores da resposta inflamatoria na mucosa do es6fago, provavelmente
em conjunto com as praticas dietéticas ou culturais especificas no Ird (consumo de bebidas
quentes), possam contribuir para o alto nimero de mutagdes do gene 7P53 em pacientes
iranianos (BIRAMIJAIL et al., 2001).

Quanto aos tipos de mutagdes, as transi¢des de G:C para A:T no dinucleotideo CpG no
gene TP53 foram encontradas em 23,52% das amostras, podendo ser justificadas pelos
processos inflamatdrios aos quais a regido do esdfago ¢ acometida. Taxas mais elevadas dessa
transi¢do foram observadas em amostras de tumor esofagico a partir de areas em que o
consumo de bebidas quentes ¢ considerado um importante fator de risco para cancer de
esofago (PUTZ et al., 2002). Putz e colaboradores publicaram um estudo, em 2002, com 135
pacientes com CEE, provenientes do Rio Grande do Sul onde se conclui que a formagdo de
radicais livres durante o processo inflamatério pode ser responsaveis pelas transi¢des de
G:C>A:T encontradas no sul do Brasil.

Processos inflamatorios associados com irritagdo cronica da mucosa esofagica por
hipertermia local podem estimular endogenamente a formagdo de espécies reativas de
nitrogénio, tais como 60xido nitrico € compostos N-nitrosos, induzindo a formag¢ao tumoral por
meio da sua transformag¢do em nitrito, que pode acarretar danos ao material genético,
causando assim, uma lesdo celular. O nitrito, que pode ser formado endogenamente, também
provém das carnes curadas (conservadas com nitrito de sddio), embutidos e alguns vegetais
(espinaftre, batata, beterraba, alface, tomate, cenoura, nabo, couve-flor, repolho, rabanete, etc.)
que contém nitrato, o qual ¢ transformado em nitrito pela acdo da saliva (DE OLIVEIRA et
al., 2015). Contudo, o sul do Brasil ndo ¢ reconhecido por ser uma area onde as nitrosaminas
representam um papel significativo na alimentagdo, sabendo-se que o CEE do sul do Brasil

esta relacionado ao consumo de chimarrdo em altas temperaturas, onde a hipertermia pode
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funcionar como fator endogeno do cancer de esdfago. A lesdo térmica também pode
prejudicar a funcdo de barreira do epitélio esofagico, o que pode aumentar o risco de danos
causados por exposi¢do a carcindgenos, tais como HAP (ISLAMI et al.,, 2009). As
temperaturas elevadas também poderiam acelerar a reagdo metabolica, incluindo aqueles com
substancias cancerigenas do tabaco e do alcool (LORIA et al., 2009).

As deficiéncias dietéticas podem enfraquecer o tecido esofagico devido a irritagao
constante, podendo atuar como um fator de predisposicdo para CE. Também tem sido
documentado que o contato de liquido quente e alimentos com a mucosa esofagica podem
aumentar refluxo gastrico, causando mais danos a partir de acido gastrico (CHEN et al.,
2015).

A transi¢do G:C para A:T que ocorreu em um amostra na posi¢do que nao contém o
dinucleotideo CpG pode ser provocada por multiplos mecanismos, sendo assim, ¢ dificil ser
atribuida a qualquer fator de risco ao qual o paciente foi exposto. Essa mutagao estd presente
em pulmao de fumantes e pode formar benzopireno-7,8-diol e benzopireno-9,10-diol, que sao
metabolitos sintetizados pelo citocromo p450. No Brasil, segundo a base de dados IARC,
97,4% dos pacientes com CEE sdo fumantes. Na provincia de Golestan, no Ira, estudo
demonstrou que 25,7% (16 pacientes com CEE) apresentaram transi¢oes G:C>A:T, sendo que
a maior parte deles era fumante (ABEDI-ARDEKANI et al., 2011).

Em nosso estudo foram encontradas transversdes G>T (G:C>T:A) em 3 amostras,
sendo esse tipo de alteragdo genética conhecida como a ‘assinatura molecular’ de agentes
mutagénicos do fumo de tabaco. Os HAPs presentes no cigarro podem produzir
predominantemente esse tipo de mutagao. Também j& foi evidenciado um aumento na
frequéncia da transversdes de G>T em pacientes com cancer de pulmdo que, eram fumantes,
maior do que em pacientes ndo fumantes, sendo que essas transversdes apareceram em
diferentes tecidos nesses pacientes. A transversao G>T ¢ bastante frequente em pacientes com
cancer de pulmao, sendo também observada em areas geograficas onde produtos alimentares
estao contaminados com aflatoxinas (HAINAUT et al., 2001).

Segundo o banco de dados IARC, mutagdes do tipo A:T>T:A representam cerca de 5%
das mutagoes do gene 7P53 em todos os tipos de cancer. Esse tipo de mutagdo ¢ comum em
CEE no sudeste do Brasil, onde o fator etioldgico associado com CEE ¢ predominantemente o
consumo de alcool e tabaco. As mutagdes em A:T>T:A podem ser associadas com o
acetaldeido, que ¢ um composto organico encontrado em frutas maduras, pao, café, queijo e
bebidas alcodlicas. O consumo frequente de bebidas alcoolicas estd associado com um risco

aumentado para CEE. O acetaldeido ¢ conhecido como uma substancia genotoxica e ¢
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derivado da propria bebida, j& que o 4alcool ingerido é absorvido a partir do trato
gastrointestinal superior e transportado para o figado, onde ¢ metabolizado a acetaldeido, pela
alcool desidrogenase 1B (ADH1B) (ROSSINI et al., 2010; OHASHI et al., 2015). Individuos
que fazem uso excessivo de dlcool e/ou cigarro podem apresentar deficiéncias nutricionais
importantes, como por exemplo, o baixo consumo de frutas e verduras que sdo ricas em
micronutrientes e protegem contra os processos carcinogénicos (WUNSCH FILHO, 2013).
Apesar desses dois fatores influenciarem a alta incidéncia de CEE no sul do Brasil, o
consumo de chimarrdo age como um fator de risco adicional que também exerce uma
influéncia nas altas taxas de risco para CEE na regido sul do Brasil, devido a lesdo térmica
causada pelo consumo em altas temperaturas dessa bebida e ao alto teor de carcinogenos

(HAP) presentes (CHEN et al., 2015; LUBIN et al., 2014; FAGUNDES et al., 2006).



7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos permitem concluir que:

A prevaléncia de mutagdes no gene 7P53 em bidpsias esofagicas em pacientes com
CEE nos ¢éxons 5 a 9 no presente estudo foi de 18,36%. Das nove amostras que apresentaram
mutacdes, quatro amostras apresentaram mutagdo no éxon 5, duas amostras apresentaram
mutacdo no éxon 7 e trés amostras apresentaram muta¢do no éxon 8, sendo que nenhuma
amostra apresentou mutacao nos éxons 6 € 9.

O padrao de mutacdes encontrado foi heterogéneo, sendo a maioria transversdes
potencialmente atribuiveis a agentes cancerigenos ambientais € a maior parte em bases
conhecidas como local de mutagénese por hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP).
Este ¢ o primeiro estudo em nossa regido que aborda as mutagdes em 7P53 em CEE
avangado, quando as possibilidades terapéuticas sao muito restritas. Como alteragdes em
TP53 sao um evento precoce na carcinogénese esofagica, se abre a perspectiva de identificar
estas mutagdes em individuos sob risco para CEE. Faz-se necessdrio obter um mapeamento
amplo e conjunto destas alteracdes moleculares para predizer de forma adequada o papel das

mesmas.
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9. ANEXOS

Anexo A. Carta de Aprovacgio do Comité de Etica em Pesquisa (CEP-UFSM).
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de células escamaosas € o mais frequente. O tabagismo € o consumo de alcool sdo os principais fatores de
risco para o CCEE.

Pesquisas mostram que o ciclo celular € controlado através de duas vias principais, a p53 (p14- MDM2-p53-
p21) e pRb (p16-ciclina-D1-PRB), e que perdas de fungdo nestas vias desempenham papel importante no
desenvolvimento da maioria dos canceres humanos.

As mutacdes somaticas no gene Tp53 s@o encontradas em aproximadamente 50% de todos os tumores
humanos, fazendo deste gene o mais comumente alterado nas lesdes neoplasicas. As mutacdes no gene
Tp53 ocorrem em mais de 50 tipos diferentes de tumores, incluindo os de bexiga, cérebro, mama, cervice,
esoéfago, laringe, figado, pele, estdémago, célon, ovario, pancreas, prostata e tireoide.

O gene supressor tumoral Tp53 € um fator de transcricdo de ligacao especifico de uma sequéncia de DNA
que age como principal controlador celular de crescimento e divisdao. Células normais expressam baixa
concentracéo dessa proteina nuclear em forma inativa; entretanto, em resposta a uma ampla variedade de
estresse celular, tais como danos ao DNA, hipdxia ou deplecdo de grupos de ribonuclesideos-trisfosfato o
TpS3 € ativado e expressa sua proteina determinando a interrupcéo do ciclo celular para reparo do DNA, ou
encaminhar a célula com danos irreparaveis para apoptose.

A hipdtese do trabalho € portanto, que o gene Tp53 esta alterado na mucosa esofagica dos pacientes com
CCEE e néo apresenta alteracdes nos individuos sem a doenca.

Metodologia
Para este estudo sera utilizado delineamento transversal onde o fator em estudo € a mucosa esofagica de
pacientes com e sem Carcinoma Epidermoide Esofagico e o desfecho considerado serdo as mutagdes do
gene TP53.

As amostras de pacientes nédo identificados com céncer esofagico sé&o de propriedade do Prof. Dr. Renato
Borges Fagundes, que foram coletadas ao longo de 10 anos e armazenadas em blocos de parafina. Serédo
estudadas 100 bidpsias esofagicas (50 com CEE e 50 de mucosas normais em pacientes sem fator de risco
para CEE).
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Esse material & descrito como excedente dos procedimentos e foi armazenado em parafina por ser de facil
transporte e armazenamento.

Sera realizada a extracdo do DNA e os fragmentos de DNA ser@o analisados por mutacdes no gene TP53.

Critério de inclus&o: serdo incluidos no estudo amostras de pacientes nao identificados que apresentam
carcinoma epiderméide de esdfago e também amostras de pacientes nao identificados que nao apresentam
fatores de risco para o desenvolvimento de carcinoma epidermoide de eséfago.

N&o estdo descritos os critérios de exclusdo.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo: investigar a frequéncia de alteracdes no gene Tp53 na mucosa esofagica de pacientes com
carcinoma epiderméide do esdfago.

Objetivo secundario da pesquisa:

1- Selecionar pacientes diagnosticados com CEE;

2 - Detectar a alteracao do gene p53;

3 - Confirmar, através de sequenciamento genético a mutacdo do gene p53.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Tendo-se em vista a quase auséncia de risco a que os pacientes serao submetidos dado nao haver
abordagem direta dos pesquisadores aos participantes da pesquisa que serdo incluidos no estudo, os
pesquisadores propdem a dispensa do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Apresentam um Termo de Confidencialidade que garante o anonimato dos participantes no manejo dos
dados.

Os riscos séo descritos como minimos e os beneficios séo informados.
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Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

O projeto apresentado estd adequadamente redigido. A declaracéo sobre divulgacéo dos resultados, a
garantia da confidencialidade e o destino dos dados e a ndo identificacdo dos sujeitos de pesquisa foram
apresentados.

A forma de obtencéo dos dados e selecdo da amostra estdo descritas no projeto, bem como todos os
procedimentos que serdo realizados durante a pesquisa.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
Os termos foram apresentados e adequadamente redigidos.

Foram apresentados os seguintes documentos: projeto, registro na UFSM, autorizac&o institucional, folha de
rosto/Conep, registro na Conep, solicitacéo de dispensa de TCLE e termo de confidencialidade.

Recomendacoes:

Recomenda-se que o documento de solicitacdo de Dispensa de TCLE seja assinado pela pesquisadora
principal que coordena o estudo, e ndo apenas pelo pesquisador que doou o material biologico para
avaliacdo.

Veja no site do CEP - http://w3.ufsm.br/nucleodecomites/index.php/cep - na aba "orientacdes gerais",
modelos e orientacées para apresentacdo dos documentos. ACOMPANHE AS ORIENTACOES
DISPONIVEIS, EVITE PENDENCIAS E AGILIZE A TRAMITACAQ DO SEU PROJETO.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

O projeto apresentado esta adequado. Este comité autoriza, nos termos da resolucéo 441/2011, art. 15, do
Conselho Nacional de Saude, a partir da apresentacdo pelo pesquisador da justificativa, a dispensa da
apresentacdo de TCLE e considera que preenche todos os requisitos de apresentacdo obrigatéria exigidos
pela resolucédo 466/2012.

Consideragdes Finais a critério do CEP:
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 31/03/2016 Aceito
do Projeto ROJETO_492607.pdf 10:18:27
Qutros confidencialidade.pdf 31/03/2016 | MARLI MATIKO Aceito

10:18:00 |ANRAKU DE
CAMPOS
TCLE / Termos de | dispensa_TCLE.pdf 31/03/2016 | MARLI MATIKO Aceito
Assentimento / 10:17:25 |ANRAKU DE
Justificativa de CAMPOS
Auséncia
Folha de Rosto folha_de_rosto.pdf 01/03/2016 | MARLI MATIKO Aceito
21:14:12 |ANRAKU DE
CAMPOS
Qutros Autorizacao.jpg 01/03/2016 | MARLI MATIKO Aceito
21:12:21  |ANRAKU DE
CAMPOS
Projeto Detalhado / |PROJETO.docx 11/11/2015 | MARLI MATIKO Aceito
Brochura 11:42:42 |ANRAKU DE
Investigador CAMPOS
Qutros Comprovante_GAP.jpeg 05/11/2015 | MARLI MATIKO Aceito
10:12:21 |ANRAKU DE
CAMPOS

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Né&o

Enderego:
Bairro: Camobi
UF: RS

Telefone: (55)3220-9362

Municipio:

SANTA MARIA, 14 de Abril de 2016

Assinado por:

CLAUDEMIR DE QUADROS

SANTA MARIA

(Coordenador)
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	1. INTRODUÇÃO
	O câncer de esôfago (CE) possui uma distribuição geográfica muito heterogênea, inclusive dentro de um mesmo país. No Brasil, o CE é o sexto mais incidente para ambos os sexos, e as maiores taxas de câncer de esôfago no Brasil ocorrem no Rio Grande do Sul com 18 casos a cada 100mil habitantes/ano para homens e 6 casos a cada 100mil habitantes/ano para mulheres, onde o tipo histológico mais comum é o carcinoma escamoso do esôfago (CEE) (INCA, 2016). Em termos de incidência, essa neoplasia é de três a quatro vezes mais comum entre homens do que entre mulheres. Mundialmente, a epidemiologia do CE pode ser dividida quanto à magnitude das taxas de incidência em regiões de baixa incidência (Noroeste da África), incidência intermediária (Brasil, Argentina, Uruguai, França, Japão, África do Sul e América do Norte) e as de incidência muito elevada (Irã, China e litoral do Mar Cáspio) (RÊGO et al., 2014). O CE manifesta-se em uma fase tardia de sua evolução, com sintomas debilitantes característicos de doença avançada. Por ser um câncer de prognóstico ruim, as taxas de mortalidade aproximam-se das taxas de incidência em razão da alta letalidade dessa neoplasia. No momento do diagnóstico, a maioria dos pacientes não apresentam condições para terapia curativa ou ressecção radical, sendo a conduta habitual o tratamento paliativo. A sobrevida geral em cinco anos é baixa e varia conforme a classificação do tumor, em torno de 10% em carcinoma epidermóide e pode chegar a 25% no sarcoma sinovial (OLIVEIRA-BORGES et al., 2015). O diagnóstico precoce é de fundamental importância para aumentar a sobrevida de pacientes com CE, porém mesmo alguns casos chamados precoces reconhecidos na endoscopia, frequentemente apresentam invasão linfática e vascular e, por essa razão, não aumentam de forma significativa a sobrevida (DE OLIVEIRA et al., 2015). Os fatores de risco relacionados ao CEE são idade, história familiar e fatores extrínsecos como álcool, fumo, contaminação de produtos alimentícios por micotoxinas fumonisinas e o consumo do chimarrão em elevada temperatura, muito comum no Sul do Brasil, na Argentina e no Uruguai (INCA, 2016). A carcinogênese é definida como um processo de múltiplas alterações genéticas que modificam a homeostasia de uma célula determinando um desenvolvimento celular descontrolado que origina o câncer. O ciclo celular é controlado através de duas vias principais, a p53 (p14-MDM2-p53-p21) e pRb (p16-ciclina-D1-PRB), e perdas de função nessas vias desempenham papel importante no desenvolvimento da maioria dos cânceres humanos (YAMASHITA et al., 2015). O desenvolvimento de CEE envolve inúmeras alterações genéticas, sendo as alterações mais relatadas no gene TP53. O gene TP53 é um gene supressor tumoral localizado no braço curto do cromossomo 17 e codifica uma fosfoproteína nuclear de 53 kDa, chamada proteína p53. Esta proteína está envolvida no processo de reparação do DNA, controle do ciclo celular, processo de angiogênese e apoptose (ACHATZ et al., 2008). Mais de 70% das mutações que alteram o domínio de ligação da proteína p53 são codificadas pelos éxons 5, 6, 7 e 8 do gene TP53. A maior parte destas alterações são mutações pontuais do tipo ‘missense’ e, muitas vezes, a proteína mutante não tem atividade devido ao DNA modificado (ROSSINI et al., 2010). O gene supressor tumoral TP53 é um fator de transcrição de ligação específico de uma sequência de DNA que age como principal controlador celular de crescimento e divisão. Células normais expressam baixa concentração da proteína nuclear em forma inativa; entretanto, em resposta a uma ampla variedade de estresse celular, tais como danos ao DNA, hipóxia ou depleção de grupos de ribonuclesídeos-trisfosfato, o TP53 é ativado e expressa sua proteína em alta concentração, determinando a interrupção do ciclo celular para reparo do DNA, ou encaminhar a célula com danos irreparáveis para apoptose. Quando o gene TP53 apresenta alguma mutação nos éxons 5, 6, 7 ou 8, não ocorre a expressão correta da proteína p53 e, assim, esse reparo celular não acontece, transcorrendo a proliferação de células com algum erro (MERLO et al., 2014).As mutações no gene TP53 são consideradas um evento precoce no desenvolvimento do CEE e os diferentes perfis de mutação surgem de acordo com diferentes áreas geográficas, proporcionando sugestões para os mecanismos envolvidos na carcinogênese e mutagênese. As mutações somáticas no gene TP53 são encontradas em aproximadamente 50% de todos os tumores humanos, fazendo desse gene o mais comumente alterado nas lesões neoplásicas (ROSSINI et al., 2010). As mutações no gene TP53 ocorrem em mais de 50 tipos diferentes de tumores, incluindo os de bexiga, cérebro, mama, cérvice, esôfago, laringe, fígado, pele, estômago, cólon, ovário, pâncreas, próstata e tireoide (JORDE et al, 2008).
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