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Resumo

Zaidan EP. Analise de polimorfismos das enzimas ciclooxigenase-2 e
metilenotetrahidrofolato redutase em pacientes com cancer do esofago
[Dissertacédo]. Sado Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Séao
Paulo; 2015.

Introducdo: O estudo de polimorfismos genéticos pode permitir maior
conhecimento sobre os fatores de risco, progressdo e susceptibilidade ao
cancer do es6fago. A enzima ciclooxigenase-2 (COX-2) € induzida em resposta
ao fator de crescimento e citocinas, sendo expressa nas doencas inflamatérias,
lesGes pré-malignas e tumores de esodfago. O produto do metabolismo do
folato, pela enzima metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR), atua na sintese
do DNA. A alteracdo ou a inibicdo da atividade desta enzima aumenta a
suscetibilidade a mutagdes, danos e metilagdo aberrante do DNA, o que altera
a expressdo génica de supressores de tumor e proto-oncogenes, potenciais
fatores de risco para o cancer de eséfago.

Objetivo: Investigar a frequéncia dos polimorfismos COX-2 (-1195A>G e
8473T>C) e MTHFR (677C>T e 1298C>A) em pacientes com cancer de
esbfago, verificar as associacdes entre a frequéncia desses polimorfismos com
a susceptibilidade a esta doenca e aos fatores clinicos, epidemiologicos e
patologicos.

Metodologia: Inclui-se cento e nove pacientes com o diagndstico de cancer de
es6fago, submetidos a esofagectomia. Cento e dois individuos, pareados
quanto ao sexo e idade, sem historico individual ou familial de cancer,
constituem o grupo controle. O DNA gendmico foi isolado do creme
leucocitario de sangue periférico e a genotipagem foi realizada através dos kits
TagMan ® SNP Genotyping Assays, seguida da amplificacdo pela reacdo em
cadeia da polimerase e analise em tempo real (RT-PCR). Os resultados dos
polimorfismos encontrados foram associados aos dados epidemiologicos e
clinicopatologicos destes pacientes. Utilizou-se a regressdo logistica para
avaliar as associagcbes entre os polimorfismos e o risco de desenvolver o
cancer de es6fago, com intervalos de confiangca de 95%.

Resultados: A presenca do alelo COX-2+8437C (p=0,016) e dos haplétipos
COX-21195A/C0OX2843C (p=0,002) e COX-21195G/COX28437T (p=0,01)
indicaram associacdo com a doenca. Os individuos com cancer do esbéfago
portadores do polimorfismo MTHFR 677TT apresentaram maior risco de 6bito
pela doenca (p = 0,045).

Conclusao: A presenca do alelo COX-2+8437C e dos haplétipos COX-
21195A/C0OX2843C e COX-21195G/COX28437T associaram-se ao cancer de
esbfago. O gendtipo homozigoto polimérfico MTHFR677TT esta relacionado ao
pior progndstico em pacientes com cancer de eséfago.

Descritores: neoplasias esofagicas; adenocarcinoma; carcinoma de
células escamosas; polimorfismo genético; polimorfismo de nucleotideo
unico; ciclo-oxigenase 2; metilenotetra-hidrofolato redutase(NADPH2).



Abstract

Zaidan EP. Analysis of the cyclooxygenase-2 and methylenetetrahydrofolate
reductase genes polymorphisms in esophageal cancer [Dissertation]. Sao
Paulo: "Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo"; 2015.

Introduction: The study of genetic polymorphisms may allow better
understanding of the risk factors, progression and susceptibility to cancer of the
esophagus. The cyclooxygenase-2 enzyme (COX-2) is induced in response to
growth factors and cytokines and is expressed in inflammatory diseases, pre-
malignant and esophageal tumors. The product of folate metabolism, the
enzyme methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR), engaged in DNA
synthesis. Changing or inhibiting the activity of this enzyme increases the
susceptibility to mutations, damage and aberrant DNA methylation, which alters
gene expression of tumor suppressors and proto-oncogenes, potential risk
factors for esophageal cancer.

Objective: To investigate the frequency of COX-2 (-1195A> G and 8473T> C)
and MTHFR (677C> T and 1298C> A) polymorphisms in patients with
esophageal cancer, verify the associations between the frequency of these
polymorphisms with susceptibility to this disease and clinical, epidemiological
and pathological factors.

Methodology: This study includes up one hundred nine patients diagnosed with
esophageal cancer who underwent esophagectomy. One hundred and two
individuals, matched for sex and age, no individual or familial history of cancer,
constitute the control group. Genomic DNA was isolated from the peripheral
blood buffy coat and genotyping was performed using the TagMan ® SNP
Genotyping Assays Kkits, followed by amplification by polymerase chain reaction
and real-time analysis (RT-PCR). The results of found polymorphisms were
associated with epidemiological and clinicopathological these patients. Logistic
regression was used to assess associations between polymorphisms and the
risk of developing esophageal cancer, with 95% confidence intervals.

Results: The presence of COX-2 + 8437C allele (p = 0.016) and haplotypes
COX-21195A / COX2843C (p = 0.002) and COX-21195G / COX28437T (p =
0.01) indicated association with the disease. Individuals with esophageal cancer
carrying the MTHFR 677TT polymorphism had higher risk of death from the
disease (p = 0.045).

Conclusion: The presence of COX-2+8437C allele and haplotype COX-
21195A/ COX2843C and COX-21195G/COX28437T was associated with
esophageal cancer. The polymorphic homozygous genotype MTHFR677TT is
related to worse prognosis in patients with esophageal cancer.

Descriptors: esophageal neoplasms; adenocarcinoma; carcinoma,
squamous cell; polymorphism, genetic; polymorphism, single nucleotide;
cyclooxigenase 2; methylenetetrahydrofolate reductase (NADPH2).



1 INTRODUCAO




1 INTRODUCAO

O céncer € uma das maiores causas de mortalidade em todo o mundo.
No ano de 2012 foram registrados 14 milhdes de casos e 8,2 milhdes de
mortes. (BRAY et al. 2012; FERLAY et al. 2014).

No Brasil estima-se 576 mil casos novos de cancer para o ano de 2015,
0 mais incidente sera o cancer de pele do tipo ndo melanoma (182 mil casos
novos), seguido pelos tumores de prostata (69 mil), mama feminina (57 mil),
coélon e reto (33 mil), pulméo (27 mil), estdmago (20 mil) e colo do utero (15
mil). Os tipos mais incidentes em homens serdo: prostata, pulmao, célon e reto,
estbmago e cavidade oral; e, nas mulheres, os de mama, colon e reto, colo do
Gtero, pulméo e glandula tireoide. (INCA, 2014).

Para o ano de 2030 estima-se cerca de 21 milhdes de casos novos e 13
milhdes de mortes por cancer, isto se deve ao crescimento e ao
envelhecimento da populacao, a reducdo na mortalidade infantil e nas mortes
por doencas infecciosas em paises em desenvolvimento. (INCA, 2014).

1.1 O Céncer do Esbéfago

O cancer do esdfago corresponde a oitava causa de cancer no mundo
(FERLAY et al, 2014) e afeta mais de 450 mil pessoas a cada ano. Para 2014,
estimava-se 323 mil casos novos em homens e 132 mil em mulheres, desta
maneira, a taxa de incidéncia no mundo em homens é mais do que o dobro da
incidéncia em mulheres (homens:mulheres razao 2,4:1). (BRAY et al, 2013;
FERLAY et al, 2014; INCA, 2014).

E a sexta causa de cancer mais incidente no Brasil em homens, no ano

de 2014 foram 8.010 casos novos e 2.770 em mulheres, um risco estimado de
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8,18 casos novos a cada 100 mil homens e 2,70 a cada 100 mil mulheres.
(FERLAY, 2014; INCA, 2014).
A sobrevida em cinco anos € baixa, geralmente inferior a 10%, (BRAY et
al, 2013; FERLAY et al, 2014) enquanto que a taxa de mortalidade no mundo é
muito proxima da incidéncia, em razéo de sua alta letalidade (0,88). (BRAY et
al, 2013; FERLAY et al, 2014; INCA, 2014). A metastase linfonodal, seguida
pela sua rapida progresséo explica o progndstico ruim desta doenca. (CHENG
et al, 2014)

1.2. Classificacao clinicopatolégica do cancer do eséfago

O cancer do esbdfago divide-se em dois principais tipos histologicos:
carcinomas de células escamosas (CEC) e adenocarcinomas. (INCA, 2014).
Menos de 2% de todos os casos de cancer do esdfago contemplam os outros
tipos. (NAPIER; SCHEERER; MISRA, 2014).

O CEC é o mais comum e ocorre mais frequentemente em homens, a
partir dos 50 anos, principalmente asiaticos, acometendo mais o terco médio e
inferior do eso6fago. (INCA, 2014; LEWIS; SMITH, 2005; BADREDDINE;
WANG, 2010).

O adenocarcinoma, originado de células glandulares, € mais incidente
em algumas regides mais desenvolvidas, como Australia, Finlandia, Francga,
Estados Unidos e Reino Unido, onde teve importante aumento da sua
incidéncia na ultima década (LEWIS; SMITH, 2005). Acomete principalmente a
regido distal do es6fago (BADREDDINE; WANG, 2010).

1.3. Estadio do Cancer do es6fago da AJCC/UICC

A classificacdo TNM do estadio do cancer do esdfago é proposta pela

American Joint Committee on Cancer and International Union Against Cancer

(AJCC/UICC). A sétima edicao deste manual, publicada em 2010, tem o
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objetivo de, além do arranjo simples de ordenar o tamanho do tumor (T),
acometimento linfonodal (N) e metdstase a distancia (M), agrupar
caracteristicas da doenca que refletem na diminuicdo da sobrevida entre os
diferentes estadios, diferenca na sobrevida entre os grupos e sobrevida similar
entre 0os grupos (RICE; BLACKSTONE; RUSCH, 2010; CORAL et al, 2015).
(ANEXO A)

1.4. Fatores de Risco para o cancer de es6fago

Ao lado de mecanismos puramente hereditarios, os habitos de vida e o
meio ambiente podem induzir ou talvez prevenir a carcinogenése do esdfago. A
neoplasia resulta de efeitos interativos adicionais aos génicos e aos fatores
ambientais, que podem variar entre as diversas regides do mundo (WILLETT,
2001; BUTLER, 2003).

A transformacao no fenétipo maligno através de ordem sequencial de
mutacdes tem multiplas causas que sdo pobremente definidas e a expressao
génica pode variar em diferentes etapas desde a mucosa normal até tumores
metastaticos (WILLETT, 2001).

Alguns comportamentos podem aumentar o risco do cancer de eso6fago,
como a dieta pobre em folato, (LANGEVIN et al, 2009) a ingestao de alimentos
em altas temperaturas, a irritagdo cronica da mucosa, e principalmente, o
consumo de &lcool e tabaco. (LEWIS; SMITH, 2005; INCA, 2014) E atribuido
ao consumo de alcool e tabaco, 45% dos casos novos de cancer do esbfago
em homens e 11% em mulheres (HVID-JENSEN et al; 2011).

O fumo, isoladamente, aumenta o risco de cancer do es6fago em 2 a 4
vezes, e, associado ao consumo de bebida alcodlica, possui efeito sinérgico.
(LIMA, 2003; RIDDEL, 2000). A dificuldade em se observar a relagéo

dose/resposta é devido a grande variedade do consumo e do efeito sinérgico
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alcool/tabaco relacionados ao risco de cancer do eséfago. (LUBIN et al, 2012;
KAERCHER et al, 2014).

Os fatores de risco relacionados ao carcinoma de células escamosas
séo a idade, o histérico familiar, o consumo de alcool e fumo, as infec¢gdes orais
por fungos, os agentes infecciosos como o virus do papiloma humano (HPV), a
deficiéncia de riboflavina, o excesso do uso de vitamina A, a contaminagéo de
produtos alimenticios por micotoxinas fumonisinas e a ingestdo excessiva de
erva-mate em temperaturas elevadas, comum no Sul do Brasil. (INCA, 2014).

A presenca de refluxo gastroesofagico, que predispde ao eséfago de
Barrett, € considerada importante precursor do adenocarcinoma (INCA, 2014),
entretanto, aproximadamente 95% dos pacientes diagnosticados com esta
neoplasia ndo possui diagnostico prévio de eséfago de Barrett. (BADREDDINE;
WANG, 2010) Outros fatores de risco para o adenocarcinoma esofagico sao a
obesidade e o tabagismo. (FAHEY et al, 2015)

1.5. Ainflamacéao crdnica e o cancer de es6fago

A resposta inflamatoria crénica, presente no epitélio escamoso e na
mucosa do esbéfago, é caracterizada pela presenca constante de citocinas
inflamatérias, como por exemplo, a interleucina-8 (IL-8). Condicdes
inflamatérias  crbnicas participam da regulacdo do processo de
desenvolvimento do microambiente tumoral, desde o desenvolvimento,
crescimento e progressdo. (KAVANAGH et al, 2014; FAHEY et al, 2015)

A esofagite esta associada com risco aumentado de desenvolvimento de
cancer de esobfago, ha evidéncias de que o tecido epitelial esofagico ndo é
danificado apenas pelo acido proveniente do refluxo gastrico, mas também pela
producdo de quimiocinas e citocinas, incluindo IL-8 e IL-1B gracas a exposi¢cao

de células escamosas de sais de acidos biliares, que aumentam de forma
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significativa a taxa de migracdo dos linfocitos. Isto sugere que a secrecéo de
citocina, por células epiteliais em resposta a exposi¢cdo ao 4cido, pode iniciar a
resposta inflamatéria, causando leséo epitelial mediada por esta resposta.
(KAVANAGH et al, 2014)

1.6. A deficiéncia de folato e o cancer do es6fago

Folato é um termo geral utilizado para descrever compostos com
atividade e estrutura semelhante ao &cido fdlico, vitamina hidrossolavel do
complexo B, que também é conhecido como pteroilglutamatos, &cido
pteroilglutamico, &cido folico, vitamina Bc, vitamina B9 ou vitamina M. Estas
substancias sao precursores de derivados que atuam nas racglOes de
transferéncia de carbono em seres humanos (LIMA; CATHARINO; GODOY;
2003).

O folato age como doador de grupos metil e formil em reacbes de
metilacdo intracelular, portanto, a sua deficiéncia prejudica a atividade de
reparo do DNA e é responsavel pela metilacdo aberrante do DNA, através da
ativacdo de oncogenes e inativagdo genes supressores de tumor, e
consequentemente, contribui para a carcinogénese do esofago. (LANGEVIN et

al, 2008)

1.7 Polimorfismos Genéticos

Diferencas na sequéncia do DNA podem contribuir para a variacdo do
fendtipo, influenciar nas diferencas individuais das caracteristicas
antropometricas, suscetibilidade a doencas e respostas ao meio ambiente.
(SACHIDANANDAM, 2001). Estas variagdes no DNA, que sédo consideradas
normais para a espécie humana, uma vez que nem todas as sequéncias de

DNA codificam proteinas, sdo geralmente decorrentes de mutagcdes ocorridas
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em ancestrais e podem ser detectadas em qualquer célula do organismo
(BROOKES, 1999).

Aproximadamente 0,1% da sequéncia do genoma difere entre os seres
humanos e a maioria dessas diferengcas, cerca de 90%, corresponde a
polimorfismo, que € caracterizado pela presenca de dois ou mais alelos
diferentes em um determinado local cromossOmico, que estdo presentes na
populacdo numa frequéncia superior a 1% (BROOKES, 1999).

O polimorfismo de um unico nucleotideo (SNP) é caracterizado pela
substituicdo de apenas um nucleotideo, é a fonte mais comum de variacdo
genética humana e pode contribuir para a suscetibilidade ao cancer (ZHANG et
al, 2011).

A maioria dos polimorfismos ndo tem repercussdo funcional, porém
alguns sao capazes de influenciar a expresséo génica: (TABOR, 2002)

SNPs em reqifes promotoras ou requlatérias: Quando os SNPs ocorrem

em regides promotoras/regulatérias (5’UTR e 3’'UTR) podem afetar a regulagéo
génica ou estabilidade do mRNA e eficiéncia de traducdo. SNPs que ocorrem
em sitios de splicing podem mudar o padrdo de splicing e gerar proteinas
diferentes, pois resultam na insercao, exclusdo ou modificacdo de tamanho de
exons, podendo alterar a estabilidade do mRNA ou da proteina, mas podem
estar envolvidos no metabolismo de determinados alimentos ou toxinas,
resposta inflamatéria, interagcdo medicamentosa, entre outros. Basicamente sédo
classificados da seguinte forma. (TABOR; RISCH; MYERS, 2002)

SNPs em reqgides codificadoras: Os SNPs em regides codificadoras do gene

(exons) podem modificar a sequéncia codificada, o que resulta em novo cédon
gue codifica aminoéacido diferente, e gera, portanto, proteinas com a sequéncia

de aminoacidos alterada, neste caso, sdo chamados de SNPs sindénimos.
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Cerca de 20% a 30% dos SNPs acarretam danos na funcgéo proteica. (TABOR;
RISCH; MYERS, 2002).
Os SNPs néo sinbnimos ndo modificam a sequéncia codificadora, pois
resulta em um novo cédon que codifica 0 mesmo aminoacido, ndo havendo
alteracdo na proteina resultante. (TABOR; RISCH; MYERS, 2002).

SNPs em sitios de splicing: SNPs que ocorrem em sitios de splicing podem

mudar o padrdo de splicing e gerar proteinas diferentes, pois resultam na
insercdo, exclusdo ou modificacdo de tamanho de exons, podendo alterar a
estabilidade do mRNA ou da proteina. (TABOR; RISCH; MYERS, 2002).

Os genes polimoérficos podem estar envolvidos no metabolismo de
determinados alimentos ou toxinas, resposta inflamatéria, interacdo
medicamentosa, entre outros. (BROOKERS, 1999)

Discrepancias encontradas entre os resultados nos diversos estudos
sugerem que a presenca de outros fatores pode modular o comportamento do
polimorfismo, como exposicdo ao 4&lcool, tabaco, uso de drogas anti-
inflamatérias, ocasionando a grande variacdo genética entre diferentes etnias.
(CANOVA; HASHIBE; SIMONATO, 2009; LIANG et al, 2011)

1.8. Equilibrio de Hardy-Weinberg e desequilibrio de ligacédo (DL)

O equilibrio de Hardy-Weinberg significa que numa populacéo
mendeliana as frequéncias alélicas sdo constantes através de geracdes e,
portanto, as frequéncias genotipicas permanecem estaveis. Ou seja, se
mantidas as mesmas condi¢des, alelos raros ndo se tornam cada vez mais
raros, a frequéncia é a mesma ao passar das geracbes. (TERWILLIGER;
WEISS, 1998) Quando a amostra analisada se encontra neste equilibrio,
significa que € representativa desta mesma populacdo em escala maior.

(TERWILLIGER; WEISS, 1998)
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Os alelos adjacentes de um mesmo locus no cromossomo, que Sao
segregados em bloco com frequéncia maior que esperado pelo acaso, e
herdados conjuntamente, sdo chamados de haplétipos. (TERWILLIGER;
WEISS, 1998)

O desequilibrio de Ligacéo (DL) pode ser definido como associagdo ndo
aleatdria entre alelos de diferentes loci em uma populagéo, isto €, a diferenca
entre as propor¢des haplotipicas observadas e aquelas esperadas se os alelos
segregam independentemente. Os alelos dos SNPs, que n&do estdo em
desequilibrio de ligacdo, localizados em regies préximas no cromossomo,
migram juntos na diviséo celular. (TERWILLIGER; WEISS, 1998)

As estimativas da frequéncia de arranjos haplotipicos sao de interesse
crescente em relacdo aos estudos de associacdo de populacdo e doencas, ja
que a identificacdo de um alelo do SNP sempre revelara o outro que pertence
ao mesmo bloco haplotipico. (SINGLE et al, 2002)

1.9. Polimorfismos do Gene da enzima Ciclooxigenase-2

As enzimas ciclooxigenases apresentam-se de trés formas: a COX-1, a
COX-2 e a COX-3. A primeira é expressa em muitos tecidos e participa na
homeostase de varias funcdes fisiolégicas, tais como a protecdo da mucosa
gastrica e regulacdo da agregacdo plaquetaria. (ZHANG et al, 2005;
KRINSTINSSON et al, 2009; LIANG et al, 2011)

A COX-2 é induzida em resposta a fator de crescimento e citocinas,
sendo expressa em doencas inflamatérias e neoplasicas (ZHANG et al, 2005;
KRINSTINSSON et al, 2009).

A COX-3 é um produto de splicing diferencial da COX-1 e participa do
controle da dor e febre. (ZHANG et al, 2005; KRINSTINSSON et al, 2009;

LIANG et al, 2011)
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A COX-2 estda envolvida na conversdo do acido araquidbnico a
prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxanos (KONG et al, 2012; PRINS et al,
2012) portanto, regula processos bioldgicos como proliferacdo celular,
angiogénese, respostas imunoldgicas e inflamatérias fundamentais no

processos de desenvolvimento, progressdo, metéstase, invasdo e génese

LIANG et al, 2011)

[Estimulo Inflamatério }

l

tumoral. (ZHANG et al, 2005; KRINSTINSSON et al, 2009; DONG et al, 2010;
Membrana
t Fosfolipidica J

—*\‘ —

Figura 1. Esquema simplificado da cadeia do &cido aracddnico. Expresséo da enzima
COX-2 no citoplasma em resposta ao estimulo inflamatério.
PL: Fosfolipases; COX-2: ciclooxigenase-2; PG: Prostaglandinas;TX: Tromboxanos;
PTGIS: Prostaciclina sintase; PGES: Prostaglandina sintase.

Fonte: Modificada de Stasinopoulos, I. et al (2013)
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A expressdo da enzima COX-2 € comumente aumentada tanto nos
tecidos pré-malignos como nos malignos, provavelmente consequéncia do
aumento da transcricdo e estabilidade do mRNA. Estes elementos induzem a
transcricdo da COX-2 através da proteina quinase C (PKC) e sinalizacado
mediada por RAS. Os taxanos induzem COX-2, através da ativacdo de PKC e
de proteinoquinase ativada por mitogénio (MAPK). (UPADHYAY et al, 2009)

Muito menos se sabe sobre moduladores negativos da transcricdo de
COX-2, alguns estudos in vitro sugerem que o p53 inibi a transcricdo da COX-2

por concorréncia com a TATA binding protein. A importancia da influéncia do


http://www.frontiersin.org/Community/WhosWhoActivity.aspx?sname=IoannisStasinopoulos&UID=72494
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p53 na expressao da COX-2 se da pelos niveis aumentados desta enzima em
cancer do esb6fago, do estomago, do pulméo e de mama que expressam o p53
polimérfico. O equilibrio entre ativacdo de oncogenes e de genes supressores
de tumor afeta a expressédo de COX-2. (SUBBARAMAIAH et al, 2003)

Outros mecanismos, como a hipermetilacdo da regido promotora, podem
alterar transcricdo e, consequentemente, os niveis de COX-2 nos tumores. Ha
evidéncias crescentes de que podem determinar os niveis de COX-2 em
tecidos tumorais. (SUBBARAMAIAH et al, 2003)

A expressao da COX-2 esofagica também é resultado da concentracdo
local de componentes do refluxo e citocinas inflamatoérias, o que ocorre na
progressdo da esofagite de refluxo para Esbéfago de Barrett e adenocarcinoma.
Por outro lado, é muito pequeno o numero de pacientes que evoluem do refluxo
gastroesofagico para o adenocarcinoma, o que sugere que fatores genéticos,
como polimorfismos, podem modular a resposta inflamatéria conforme

fendtipos especificos. (MOONS et al, 2007)
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Figura 2. Regulacdo da expressao da COX-2 no cancer

Regulacdo da ciclooxigenase-2 (COX-2) no céncer. A COX-2 é induzida por uma
variedade de estimulos, incluindo oncogenes Human Epidermal growth factor (HER-2 / neu),
Fator de Crescimento Epidérmico (EGF), promotores de tumores (ésteres de forbol e acidos
biliares) e quimioterapia (taxanos). O estimulo da Proteina Quinase C (PKC), ou sinalizacéo da
RAS aumenta a atividade das proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPK) que, por sua
vez, ativam a transcricdo de COX-2. Vérios fatores de transcri¢do, incluindo um ativador
proteico 1 (AP-1) e o fator nuclear kB (NF-kB), mediam a inducdo da COX-2. Em contrapartida,
0 p53 selvagem inibe a transcricdo de COX-2. COX-2 também é regulada por mecanismos de
pos-transcricdo. A regido 3' ndo traduzida (3'UTR) de RNAmM de COX-2 contém uma série de
sequéncias AUUUA, conhecidos como elementos UA-enriquecido (ARES) que conferem
instabilidade mensagem. A ligacdo Hur, uma proteina de ligagdo de RNA, para estes
elementos é responsavel, pelo menos em parte, para aumentar a estabilidade do RNAm de
COX-2 em tumores. Além disso, a prostaglandina E2 (PGE2) induz COX-2, ativando atividade
de tirosina quinase do receptor de EGF, mas ndo se sabe se este mecanismo de
retroalimentacdo positiva é relevante em tumores humanos. Abreviaturas: PFC, proteina de
ligacdo CREB; CRE, elemento de resposta AMPc; ERK, sinal extracelular quinase regulada;
JNK quinase Jun N-terminal; MEK, a MAPK quinase; NF-IL6, factor nuclear interleucina 6;
PEAS3, ativador do potenciador do polyomavirus 3; De PI3K, fosfatidilinositol 3-quinase; PLA2,
fosfolipase A2; ARN Pol Il, RNA polimerase II; TBP, proteina de ligagdo a TATA.

Fonte: Modificada de Subbaramaiah, K. et al (2003)
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O gene da enzima COX-2 esta localizado no cromossomo 1g25.2 e
contém 10 exons. Os polimorfismos genéticos desta enzima influenciam na sua
expressdo atraves de mecanismo de transcricdo e poés-transcrigdo.
(UPADHYAY et al, 2009)

Os polimorfismos nesta regidao podem ter impacto na atividade génica
transcricional por alterar a capacidade de ligagdo com certas proteinas
nucleares. (GOU et al, 1998) O c-MYB, por exemplo, presente na regiao
promotora de muitos genes, € um fator de transcricdo envolvido no sistema
hematopoiético e trato gastrointestinal que atua na regulacéo do equilibrio entre
a diviséo celular, diferenciacao e sobrevivéncia. (GOU et al, 1998; TANG et al,
2011)

A regido promotora do COX-2, que se estende entre os nucleotideos -
1000 e +165, é rica em sitios de reconhecimento para proteinas nucleares
como a proteina estimulatéria 1(Spl), c-MYB, NF-kB, proteina ativadora 1
(AP1), sitio ativador de interferon y(GAS), TATA binding protein TFIID (fator de
transcricao 1ID), fator nuclear para IL-6 (NF-IL6), PEA3, elementos de resposta
ao AMP-ciclico e elementos de resposta ao TGF-B , que sdo criticos na
inducado da transcricdo do gene COX-2. Os polimorfismos nesta regido podem
ter impacto na atividade génica transcricional por alterar a capacidade de
ligacdo com certas proteinas nucleares. (ZHANG et al, 2005) O c-MYB,
presente na regido promotora de muitos genes, € um fator de transcricdo
envolvido no sistema hematopoiético e trato gastrointestinal que atua na
regulacdo do equilibrio entre a divisdo celular, diferenciacdo e sobrevivéncia.

(ZHANG et al, 2005; MOONS et al, 2007; TANG et al, 2011)
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O polimorfismo COX-2-1195G>A (rs689466) cria uma sequéncia de
reconhecimento no nudcleo para o fator de transcricdo c-MYB, resultando no
aumento da atividade de transcricdo. O alelo COX-2-1195 A associa-se a maior
expressao da COX-2. (ZHANG, 2005 et al; MOONS et al, 2007)

O polimorfismo COX-2+8473T>C (rs5275), localizado dentro desta
regido funcional, pode modificar a afinidade na ligagéo de fatores regulatérios e
influenciar a estabilidade do mRNA e/ou eficacia translacional e,
subsequentemente, influenciar na suscetibilidade ao cancer. Este polimorfismo
apresenta alta associacdo com o adenocarcinoma do es6fago em caucasianos,
mas parece ndo haver relacdo com o CEC em asiéticos. (ZHANG et al, 2005;
FERGUSON et al 2008; UPADHYAY et al, 2009).

A regido 3'UTR do gene da COX-2 contém 22 elementos ricos em
adenina-uracila, altamente conservados também conhecidos como sequéncias
de Shaw-Kamen (AUUUA) (ZHAO et al, 2009; TANG et al, 2011). S&o
usualmente encontrados em 3'UTR de proto-oncogenes e genes de citocinas e
apresentam importancia na regulacdo da transcricdo génica, porque proteinas
regulatérias como IL-1, LPS e certos taxanos se ligam nesta regiao. Portanto,
podem ter relacdo com a regulacédo da producédo da COX-2 por atuarem como
determinantes de instabilidade do mRNA e elemento inibitério de transicao.
(SRIVASTAVA et al, 1994; GOU et al, 1998; DIXON, 2000)

Pacientes que apresentam tumores com maiores niveis de expresséao da
COX-2 tem pior prognéstico, comparados a tumores com baixa expressao
desta enzima. Altos niveis de prostaglandinas sdo associados a agressividade
tumoral. (LIANG et al, 2011; MOONS et al, 2007). Por isso, as drogas

inibidoras da COX-2 podem ser indicacdo promissora para neoplasias
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gastrointestinais e esofagicas que possuem aumento da expressdo desta
enzima (UPADHYAY et al, 2009).

1.10 Polimorfismos do Gene da enzima metilenotetrahidrofolato redutase

A enzima metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) tem papel
importante no metabolismo do folato, o substrato para a enzima MTHFR, 5,10-
metileno-tetra-hidrofolato (THF) é doador do grupo metil para a conversao do
desoxiuridilato (dUMP) a desoxitimidilato (dTMP), necessario para sintese do
DNA. (YANG et al, 2005; DURESNE-PECOLLO et al, 2009; LIU et al, 2011;
GALBIATTI et al, 2012)

A enzima MTHFR converte irreversivelmente 5,10-metilenotetrahidrolato
intracelular a 5-metiltetrahidrofolato (5-MTHFR), forma do folato mais presente
no plasma e doador de carbono para a reemetilacdo da homocisteina em
metionina, precursor imediato da S-adenosil metionina (SAM), o doador do
grupo metil para as reagbes de metilacio do DNA. (LARSSON;

GIOVANNUCCI; WOLK, 2006; JING et al, 2012)
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Figura 3. Esquema simplificado do metabolismo do folato envolvendo a enzima
MTHFR.
TS: Timidilato Sintase; SHMT: Hidroximetiltransferase; MTR: Metionina Sintase;
MTHFR: Metilenotetrahidrofolato Redutase.
Fonte: Modificado de Larsson, SC.et al (2006)
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A deficiéncia de folato e a alteragdo da atividade da MTHFR s&o
descritos como fatores de risco para o cancer do estfago através de dois
mecanismos: um € pela incorporacdo errbnea do uracil no DNA, o que gera
ruptura da sua integridade e reparacdo, aumentando a suscetibilidades a
mutacOes e danos do DNA. (STOLZINBERG-SOLOMON et al, 2003; YANG et
al, 2005; LU et al, 2011; JING et al, 2012).

O outro mecanismo € a metilagdo aberrante do DNA, que ocorre quase
que exclusivamente no dinucleétido CpG (ilhas de CpG), na posigao 5 do anel
de citosina, formando a 5-metilcitosina, geralmente protegidos de metilacdo em
tecidos normais. (EADS; NICKEL; LAIRD, 2002; CHENG et al, 2014).

A Metilacdo do DNA tem efeitos importantes sobre o desenvolvimento
celular e funcdo, esta alteracdo epigenética, incluindo a hipometilacdo
gendmica ou a hipermetilagdo regional, (EADS; NICKEL; LAIRD, 2002) muda a
estabilidade genémica e a expressao génica de supressores de tumor e proto-
oncogenes, evento comum na carcinogénese. (MIAO et al, 2002; LEHRBACH,;
NITA; CECCONELLO, 2003; YANG et al, 2005; DURESNE-PECOLLO et al,
2009; LU et al, 2011)

A frequéncia de metilagdo de um gene especifico varia muito de um tipo
de tumor para o outro, (EADS; NICKEL; LAIRD, 2002) em relag&o ao cancer de
esbfago, os genes supressores de tumor que mais sofrem hipermetilacdo sao
p73 e p15. (WEIBERG, 2005).

CHENG et al (2014) descreveu algumas regides gendmicas que sofrem
alteracbes de metilagcdo, como possiveis biomarcadores de metastase
linfonodal ou prognostico de pacientes com cancer do esofago. A
hipermetilagdo em ilhas CpG nas proximidades de PAX6 (proteina box

pareado 6) e de regidbes promotoras dos genes UCHL1 (ubiquitin carboxyl-
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terminal hydrolase), FHIT (triade de histidina fragil), GRIN2B (receptor de
glutamato, ionotrépicos, N-metil-d-aspartato 2B) e GADD45G (parada do
crescimento induzivel por dano ao DNA gama) associaram-se a pior sobrevida

dos pacientes com cancer de es6fago. (CHENG et al, 2014)
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Figura 4. Dois possiveis mecanismos pelos quais a alteracdo da metilacdo pode levar
ao cancer

(A) Um gene supressor de tumor anteriormente ndo metilado tais como p53
torna-se metilado, o fator de transcri¢cdo (TF) j& ndo pode ligar-se a regido promotora,
0 gene nao é expresso, e a proliferacao de células cancerosa aumenta.

(B) Um proto-oncogene € desmetilado, permitindo que fatores de transcricao
(TF) iniciam a transcricdo e a proteina é expressa, neste caso o crescimento celular €
descontrolado.

Fonte: Modificado de Nelson, S. (2008)

O gene da enzima MTHFR contém uma regido codificadora com 11
éxons e esta localizado no cromossomo 1p36.3. Aproximadamente 60
polimorfismos foram descritos neste gene. (MIAO et al, 2002)

Os genotipos variantes dos polimorfismos C677T e A1298C do gene da

MTHFR associam-se a diminuicdo importante da atividade enzimatica e,

consequentemente, interrupcdo do metabolismo do folato. (MIAO et al, 2002)
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A variante C677T (rs1801133) é a transicdo C para T no éxon 4 no
nucleotideo 677, resultando na conversdo da alanina para valina na posi¢do
222 da sequéncia de aminoacidos. (YANG et al, 2005; LANGEVIN et al, 2008;
DURESNE-PECOLLO et al, 2009) Este polimorfismo esta associado a reducao
da atividade enzimatica, limitando a conversdo de 5,10 metilenotetrahidrofolato
para 5-MTHFR. (GALBIATTI et al, 2012)

Comparados ao subtipo homozigoto selvagem (CC), o heterozigoto
polimérfico (CT) expressa a enzima com 65% de atividade, ja o homozigoto
polimorfico (TT) expressa a enzima com 30% da atividade. Ambos estdo
associados com menores niveis seéricos de folato, maiores niveis de
homocisteina plasmatica, com consequente hipometilacdo do DNA, fator
presente da carcinogénese. (YANG et ak, 2005; LANGEVIN et al, 2008;
GALBIATTI et al, 2012)

Individuos que carregam o alelo T tem menor concentracdo de folato no
plasma. Esta deficiéncia pode ser pior para etilistas, pela deficiéncia do co-fator
de transferéncia de metil com o folato, a vitamina B6 e a vitamina B12.
Portanto, a capacidade de metilagéo prejudicada foi observada em quem abusa
do alcool. (LANGEVIN et al, 2008; DURESNE-PECOLLO et al, 2009; LIU et al,
2011)

A administracdo de folato pode ser efetiva na prevencédo do cancer do
eso6fago para estes individuos. (LIU et al, 2011)

Outro polimorfismo que altera a atividade da MTHFR é a substituicdo do
A pelo C no nucleotideo 1298 (rs1801131). Isso resulta numa alteracdo do
aminoacido glutamato por alanina no éxon 7, o que reduz a atividade
enzimatica. Esta variante € menos grave que a 677. (DURESNE-PECOLLO et

al, 2009) Individuos com genétipo CC no residuo 1298 tem 60% da capacidade
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enzimatica comparada ao gendtipo AA. (STOLZINBERG-SOLOMON et al,
2003; DURESNE-PECOLLO et al, 2009)

Individuos que sdo homozigotos para o alelo A1298C ndo apresentam
maiores niveis plasmaticos de homocisteina comparados ao gendtipo AA.
Entretanto, individuos heterozigotos para os alelos A1298C e C677T,
apresentaram niveis plasmaticos aumentados de homocisteina e diminuidos de
folato. (STOLZINBERG-SOLOMON et al, 2003; DURESNE-PECOLLO et al,
2009)

Os genes que tem associacdo a determinadas doencas tendem a
ocorrer com mais frequéncia entre os familiares dos individuos afetados do que
na populacdo em geral, quando h& substancial hereditariedade.
(TERWILLIGER; WEISS, 1998)

A principal dificuldade em determinar o efeito de qualquer alelo sobre o
risco para a doenca cronica € normalmente fraco, principalmente pela
influéncia de fatores ambientais.

Mas a esperanca € que métodos de andlise de associacdo possam levar
ao diagnostico precoce e ao tratamento da doencga crénica comum com maior
precisdo, através da identificacdo de fatores de risco genéticos.
(TERWILLIGER; WEISS, 1998)

1.11. Justificativa

O céancer é considerado uma doenca genética, que em geral resulta de
alteracdes do controle da proliferacdo e diferenciacdo celular. Os proto-
oncogenes, que atuam no crescimento e diferenciacdo celular, normalmente
nao seriam prejudiciais, mas por translocacbes cromossémicas, amplificacdes
génicas e mutacdes de um unico nucleotideo (SNPs), podem se tornar

potencial carcinogénico.
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Os SNPs determinam as diferencas fenotipicas entre os individuos, que
associados a fatores ambientais, podem definir a suscetibilidade genética ao
desenvolvimento tumoral. Portanto, é possivel, através do conhecimento do
perfil polimorfico individual, determinar a suscetibilidade para o céncer do
esofago e, futuramente, gerar politicas de prevencao.

O estudo dos genes polimoérficos COX-2 e MTHFR pode trazer novos
conhecimentos da carcinogénese do esbéfago, principalmente relacionados a
inflamacéo locorregional e a sintese de DNA. Estudos na nossa populacdo
podem contribuir com o entendimento mais preciso do que ocorre na
progressdo do tumor esofagico em nosso meio, orientando inclusive estratégias

de deteccéo, prevencéo e tratamento diferenciados.



2 OBJETIVOS
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo principal

e Investigar a frequéncia dos polimorfismos do COX-2 (-1195A>G e
8473T>C), e do MTHFR (677C>T e 1298C>A) em pacientes com
cancer de es6fago.

2.2 Objetivos secundarios

e Verificar a associagdo entre os polimorfismos estudados e a
suscetibilidade ao céncer de esbéfago, através da avaliacdo da
distribuicdo dos gendtipos e haplotipos entre casos e controles.

e Investigar a associacdo dos polimorfismos com fatores clinicos,

epidemioldgicos e patologicos.



3 METODOS
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3. METODOS

Trata-se de um estudo caso-controle, o qual cento e nove pacientes
foram incluidos com o diagndstico de adenocarcinoma ou carcinoma de células
escamosas do esb6fago, histologicamente confirmado, submetidos a
esofagectomia potencialmente curativa, no Hospital das Clinicas da FMUSP,
no periodo de junho de 2001 a janeiro de 2008.

O grupo controle é constituido por cento e dois individuos operados por
doenca benigna e recrutados nos ambulatorios do Hospital das Clinicas da
FMUSP, sem histérico individual ou familial de cancer, que ndo apresentavam
doencas associadas a conhecidos fatores de risco para o desenvolvimento de
cancer de es6fago, como doencas associadas ao tabaco e éalcool, esdfago de
Barrett, esofagite de refluxo crénica (doenca do refluxo gastroesoféagico) e
megaesobfago. (Tabela 1)

Os grupos caso e controle foram pareados quanto ao sexo, idade e
etnia.

Todos os individuos foram recrutados durante o Projeto Genoma Clinico
do Cancer da FAPESP, no subprojeto intitulado: “Perfil genético do carcinoma
epidermdide do esbéfago: Aplicagdes Clinicas”, aprovado pela Comisséo de
Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa do Hospital das Clinicas da FMUSP
(CAPPesq) sob o numero 903/01 (ANEXO B), tratados no Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, o centro de pesquisa
deste projeto, e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
(ANEXO C)

Os dados clinico-patologicos (idade, sexo, etnia) dos casos e controles

foram coletados através de questionarios aplicados aos participantes de
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pesquisa durante o Projeto Genoma Clinico do Cancer da FAPESP e revisados
conforme informacgdes dos prontuarios do Hospital das Clinicas da FMUSP.

As informacdes de estadio da doenca, tipo histolégico do tumor e 6bito
foram coletadas através de informacdes de prontuérios fisicos do Hospital das
Clinicas-HC, Prontuério Médico Eletrébnico (HCMED), Sistema Integrado de
Gestdo Hospitalar (SIGH), prontuédrio eletrénico do Instituto do Cancer do
Estado de Séao Paulo-ICESP (Sistema Tasy) e laudos de exames do Hospital
das Clinicas da FMUSP.

O estadio da doenca foi classificado conforme os critérios da American
Joint Committee on Cancer and International Union Against Cancer
(AJCC/UICC). (RICE; BLACKSTONE; RUSCH, 2010; CORAL et al, 2015).
(ANEXO A).

Determinou-se a sobrevida global dos pacientes com cancer de es6fago
como o periodo, em meses, entre a data da cirurgia e a data do 6bito ou a data
do ultimo seguimento (Ultimo contato com o paciente por telefone ou em
consulta ambulatorial).

Considerou-se etilismo o consumo de bebidas alcodlicas pelo menos
uma vez por més e o tabagismo como o habito de fumar em média um cigarro,
charuto ou cachimbo, diariamente, pelo menos por um ano.

Para os pacientes com cancer de esbfago, determinou-se a idade no dia
da cirurgia, para os controles, a idade no momento da entrevista do Projeto
Genoma Clinico do Cancer da FAPESP.

Este estudo recebeu auxilio regular da Fundacdo de Amparo a

Pesquisa do Estado de Sao Paulo - FAPESP, processo numero 2012/17920-2.



26
3.1 Critérios de Incluséo
e Pacientes com o diagnéstico de adenocarcinoma ou carcinoma de
células escamosas do esdfago, submetidos a resseccdao cirdrgica
e Idade acima de 18 anos
e Pacientes que aceitaram participar do estudo Genoma Clinico do Cancer
da FAPESP e assinaram o termo de consentimento.
3.2 Critérios de Excluséo
e Pacientes que realizaram qualquer forma de terapia neoadjuvante,
incluindo quimioterapia e radioterapia.
e Pacientes que realizaram cirurgia do esbdfago prévia a ressec¢ao
cirirgica do esb6fago pelo adenocarcinoma ou carcinoma de células

escamaosas.
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Tabela 1. Doenca ou Condicdo que Exclui o Paciente do Grupo Controle.

Projeto Genoma Clinico do Cancer da FAPESP 2001

Qualqguer tipo de cancer

Doencas do tabaco e do alcool:
Doenca pulmonar cronica
Doenca cardiaca coronariana
Trombose venosa

Hepatite

Cirrose

Doencas ocupacionais:
Asma

Pneumoconiose

Anemia aplastica adquirida

Doencas crbénicas ndo-neoplasicas da cavidade oral, faringe e laringe:

Gengivite e periodontite crénica

Glossite, estomatitite e abscesso da boca
Leucoplasia

Sinusite crénica amigdalite e laringite
Pélipo da corda vocal e da laringe
Abscesso da faringe

Doencgas cronicas ndo-neopléasicas do trato digestivo:
Esofagite de refluxo crénica (doenga do refluxo gastroesofagico)
Esé6fago de Barret

Gastrite atrofica

Doenca de Crohn

Colite ulcerativa

Isquemia mesentérica crénica

Pélipos adematosos

Condig¢des crdnicas incapacitantes:
Diabetes

Imunodeficiéncias:
Doencas auto-imunes

Transtornos mentais:
Condicdes psicoticas senis ou pré-senis
Outras psicoses, retardo mental

Doencas do sistema nervoso central:
Infecgbes

Doencas hereditarias e degenerativas
Doenca cerebrovascular

Tumores cerebrais

Gravemente doentes ou incapazes de responder




28
3.3 Coleta de sangue e armazenamento

Coletaram-se amostras de sangue periférico dos casos e controles
durante as consultas de acompanhamento ambulatorial do Projeto Genoma
Clinico do Cancer da FAPESP. Realizou-se a vendclise de veia periférica e
coletou-se 10 a 15 mL de sangue, em tubo contendo anticoagulante EDTA. O
material coletado foi processado por centrifugacédo refrigerada e o volume
contendo as células nucleadas (creme leucocitario), foi armazenado em tubo
de microcentrifuga estéril de 1,5 mL a — 20°C para posterior extracdo de DNA.
3.4 Extracéo e Purificagdo de DNA Gendomico

Isolou-se o DNA gendmico do creme leucocitario utilizando-se o kit de
extracdo e purificacdo PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen-Life
Technologies, Carlsbad, EUA) de acordo com instru¢cdes do fabricante. Apés o
descongelamento das amostras, foram transferidos 200 pyL do creme
leucocitario para tubo de microcentrifuga estéril e adicionados 20 pL de
Proteinase K e 20 yL de RNase A. Essa solugédo foi agitada em vortex e
incubada a temperatura ambiente por 2 minutos.

Em seguida, foram adicionados 200 pL de PureLink™ Genomic
Lysis/Binding Buffer. Para obter uma solucdo homogénea, foi efetuada agitacao
vigorosa em vortex. Incubou-se a mistura por 10 minutos a 55°C para
promover a digestdo protéica. Ao término da incubacgdo, adicionaram-se ao
lisado 200 pL de etanol 96-100%, seguido de agitacdo em vortex. Transferiu-se
o lisado para coluna de silica, acoplada ao tubo coletor de 2,0 mL; centrifugado
a 10000 x g por 1 minuto a temperatura ambiente. Em seguida, o tubo coletor
foi descartado. Transferiu-se a coluna contendo o DNA gendmico fixado para
novo tubo coletor de 2,0 mL. Adicionaram-se a coluna, 500 pl de Wash Buffer

1, preparado previamente com etanol. A seguir, foi centrifugada a 10000 x g
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por 1 minuto & temperatura ambiente. Novamente, o tubo coletor foi descartado
e substituido. Adicionaram-se a coluna, 500 yl de Wash Buffer 2, preparado
previamente com etanol. A mistura foi centrifugada a velocidade maxima por 3
minutos a temperatura ambiente. Ao término do processamento, o tubo coletor
foi descartado e substituido por um tubo de microcentrifuga estéril de 1,5 mL.
Para a eluicdo do DNA, incubou-se a solucdo a temperatura ambiente por 1
minuto, acrescida de 100 a 200 pl de agua ultrapura estéril livre de
DNase/RNase (Invitrogen) e por fim, centrifugada a velocidade maxima por 1
minuto a temperatura ambiente. A coluna foi descartada e o tubo de
microcentrifuga conteve o DNA gendmico purificado.

Determinou-se a concentracdo das amostras de DNA por quantificacao
em espectrofotbmetro NanoDrop ™ ND-1000 (NanoDrop Technologies, Inc.
Wilmington, EUA) pela absorbancia em luz ultravioleta a 260 nm, utilizando-se
como valor padrdo 1 DOygo= 50ug/mL de DNA. O grau de pureza foi avaliado
pela razdo 260/280 nm, utilizando-se apenas 0os DNAs cuja razéo esteja entre
1,8e2,0.

Verificou-se a integridade das amostras por eletroforese em gel de
agarose 1% corado com brometo de etidio 3,0 pg/mL e visualizado em
transluminador de luz UV em comprimento de onda 203 nm.

O trabalho foi realizado no Laboratério de Cirurgia Experimental - LIM 37
do Setor de Biologia Molecular, Disciplina de Transplante de Figado (Titular
Prof. Dr. Luiz Carneiro D’Albuquerque) do Departamento de Gastroenterologia
da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo.

3.5 Selecao dos SNPs (single nucleotide polimorphisms)
Realizou-se uma busca extensa na literatura para selecionar os SNPs ja

validados e documentados, que pudessem ter relacdo com o risco de cancer
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de esbfago, por serem potencialmente funcionais por ocorrerem proximos a
regides regulatorias e em regido codificadora dos genes, que tem o potencial
de influenciarem a expressao génica, alterando a quantidade final da proteina
codificada pelos genes ou associados a diminuicdo importante da atividade
enzimatica. Considerou-se também a frequéncia do alelo polimdrfico, sendo
selecionados com frequéncia maior que 10% na populacao, devido tamanho da
amostral deste projeto.

Utilizaram-se os bancos de dados dbSNP do NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=snp) e International HapMap
Project (http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/) para auxiliar na selecdo dos SNPs.

Identificou-se a distribuicdo dos hapl6tipos com o objetivo de selecionar
0os SNPs mais informativos. Devido aos dados do HapMap Project e dbSNP
serem derivados de populacdes de ndo-brasileiros, os genoétipos gerados no
nosso estudo servirdo para uma primeira analise da distribuicdo dos haplétipos
na nossa populagao, o que, certamente, podera beneficiar futuros estudos.

As caracteristicas dos genes e dos respectivos polimorfismos analisados
estdo descritas na Tabela 2.

Tabela 2: Caracteristicas dos polimorfismos selecionados

X ) Outro Alelo Coordenada .
Gene  Polimorfismo . . Tipo
Nome Polimérfico GenOmica
COX-2 rs689466 -1195A>G G chrl: 186650751  upstream
rs5275 +8473T>C C chrl: 186643058 3'UTR
MTHFR  rs1801133 C677T T chri:11856378  \ooense
(Ala-Val)
rs1801131  A1298C C chr1:11854476  oS€Nse
(Glu-Ala)

Fonte: http://www.ncbi.nim.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/variation/view/?q=rs1801133&chr=NC_000001.10&filters=source:dbsnp&assm=GCF_000001405.25
http://www.sequenceontology.org/browser/release_2.5.1/term/SO:0001583
http://www.sequenceontology.org/browser/release_2.5.1/term/SO:0001583
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3.6 Genotipagem por TagMan ® SNP Genotyping Assays

Utilizou-se a técnica de identificacdo da base com uso de sondas
marcadas com fluoréforos TagMan ® SNP Genotyping Assays (Applied
Biosystems, Foster City, EUA), amplificacdo pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e anélise em tempo real.

Os kits TagMan ® contém primers (oligonucleotideos) que flanqueiam a
regido polimorfica para amplificacdo dos produtos por PCR, além de duas
sondas (fragmento de DNA de oligonucleotideos de 18-22 pb) complementares
a sequéncia alvo, sendo cada uma especifica para um dos alelos descritos
(polimorfico e tipo selvagem). Esta sonda apresenta na extremidade 5' um
fluoréforo (dye reporter) e extremidade 3' um quencher (molécula que aceita
energia do fluoréforo na forma de luz e a dissipa na forma de luz ou calor).

Enguanto as sondas estdo intactas, a interacdo entre os dye reporters e
0os quenchers impede que a fluorescéncia seja emitida. Durante a atividade
exonuclease 5’ --> 3’ da Tag DNA polimerase, a sonda ligada ao fragmento é
clivada, causando a liberacdo do dye reporter e a emissédo de fluorescéncia.
Como apenas a sonda especifica para determinado alelo é capaz de se ligar a
ele, apenas a fluorescéncia emitida por ela sera detectada. Como cada sonda é
marcada com uma fluorescéncia diferente, através da leitura da fluorescéncia
emitida é possivel determinar o genétipo da amostra. Esse processo se repete
em cada ciclo e ndo interfere com o acumulo de produto da PCR. Além do dye
reporter e da molécula quencher, uma molécula denominada MGB (Minor
Groove Binder) também esta afixada a sonda, tendo a funcdo de elevar a sua
temperatura de anelamento, permitindo ligacdo mais especifica, e evitando que
ela se ligue de forma inespecifica a sequéncia correspondente ao outro alelo.

(Figura 7)
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Figura 5. Esquema gréfico do ensaio de genotipagem por sondas TagMan®
(A) Anelamento de sondas e primers e extensdo. (B) A discriminagdo alélica é obtida pelo
reconhecimento seletivo da sonda correspondente a sequéncia molde, o que gera um
sinal alelo-especifico (fluoréforo-especifico) (1)
Fonte: Modificado de De La Vega et al (2005).

Determinou-se a genotipagem dos polimorfismos do COX-2 e MTHFR
através dos kits TagMan ® SNP Genotyping Assays (Applied Biosystems,
Foster City, EUA). Foram adquiridos os kits prontos para uso e validados
TagMan® Pre-Designed SNP Genotyping Assay dos SNPs, conforme descritos
na Tabela 3.

Tabela 3: Ensaios TagMan ® utilizados para a detec¢do dos polimorfismos dos

genes COX-2 e MTHFR

Ensaio Sondas Fluorescentes [VIC/FAM] Gene Polimorfismo
TTAGATGGAAGGGAGATTTTGACAG[C/TITGGAATTTCATCTTTG
C_2517145_20 COX-2 rs689466
CTTTTGTTT
TGTTTTTGTTTGATGACAGAAAAAT[A/G]JACCAAAAGTACTTTAAA
C_7550203_10 COX-2 rs5275
ATTTCAAA
GAAAAGCTGCGTGATGATGAAATCG[G/A]CTCCCGCAGACACCT
C_1202883 20 MTHFR rs1801133
TCTCCTTCAA

AAGAACGAAGACTTCAAAGACACTTIG/TICTTCACTGGTCAGCT
C_850486_20 MTHFR rs1801131
CCTCCCCCCA
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A fluorescéncia emitida na reacao foi detectada em Real Time PCR Step
One Plus (Applied Biosystem, Life Technologies, Foster City, EUA), que faz a
discriminacdo alélica através da emissdo de luz em comprimento de onda
caracteristico. Os genotipos foram determinados de acordo com o perfil de
emissao das fluorescéncias ao final da reagao de PCR.

Para amplificagcdo dos fragmentos desejados utilizaram-se as seguintes
condi¢cbes de reacao: 5,0 pL do master mix , 0,5 pL de Tagman Genotyping
20X, 3,5 pL de agua RNase DNase Free e 1,0 puL contendo 10 ng de DNA,
somando um total de 10 pL para cada reacgao. Utilizaram-se 0s seguintes
parametros de ciclagem: 30 seg a 60°C, 10 min a 95°C, seguidos por 50 ciclos
a 92°C por 15min e 60°C por 1 min. Repetiu-se a genotipagem em 20% das

amostras de pacientes e controles e os resultados mostraram 100% de

similaridade.
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18
.it
23 ® ?
e®
™ ] L
8 —~ L
—
% 12
=
[ ]
03 '.
.  ANE

(X [1] i4 18 24

Alelo C
Figura 6. Resultados obtidos da Genotipagem por TagMan ®

.\Ielo C/Alelo C lelo C/Alelo T .elo T/AleloT

Amostras de individuos homozigotos para o alelo C em vermelho (gendétipo CC), individuos
heterozigotos em verde (genétipo CT) e homozigotos para o alelo T em azul (genétipo TT).
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3.7 Andlise Estatistica

As associagdes entre os polimorfismos nos grupos caso e controle foram
estudadas usando-se o teste Exato de Fisher. Utilizou-se a regresséo Logistica
para quantificar tais associagdes em termos de razdes de chances com seus
respectivos intervalos de confianca de 95%. No grupo caso também foi
estudada a presenca ou auséncia do polimorfismo e verificou-se a associagéo
aos dados clinicopatoldgicos, incluindo-se: idade, sexo, estadio da doenca, tipo
histoldgico e tabagismo.

Utilizou-se o modelo de regressdo logistica mdltipla, ajustado pelas
variaveis sexo, idade, etnia, tabagismo e etilismo, para confirmar a associacao
independente dos polimorfismos a suscetibilidade ao cancer de eséfago

Construiram-se curvas de sobrevida pelo método de Kaplan-Meier e o
teste de log-rank aplicado a cada um dos polimorfismos no grupo com cancer
do es6fago. Por ultimo, aplicou-se a regressao de Cox simples a fim de calcular
as razoes de risco de 6bito em func¢des dos gendtipos.

Os calculos foram feitos através do program R, versdo 3.1.1 (R Core
Team, 2014). A frequéncia dos haplotipos foi calculada a partir do algoritmo EM
(Expecting-Maximization) e comparadas pelo teste Qui-Quadrado assim como
a avaliacao do desequilbrio de Hardy-Weinberg. (BARRETT et al, 2005)

Na anélise multivariavel, realizou-se o modelo ajustado com as variaveis
de confuséo: sexo, idade, etnia, estadio, tabagismo e etilismo.

Em toda a analise, foi adotado o nivel de significancia de 0,05 (5%) e
valores descritivos (p) inferiores a este foram considerados significantes.

(FOULKES, 2009; R CORE TEAM, 2014).
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3.8. Consideragdes Eticas
Este estudo foi conduzido conforme a resolucdo 466/12 CNS/MS e suas
complementares, a declara¢do de Helsinque, o documento das Américas, as
Boas Préticas Clinicas (GCP/ICH) e o presente protocolo, aprovado pela
Comissdo de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) do
Hospital das Clinicas da FMUSP, em 24 de Outubro de 2012, conforme

Parecer Consubstanciado em anexo (ANEXO D).



4 RESULTADOS
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4. RESULTADOS

4.1. Dados Demograficos analisados nos grupos Caso e Controle

O presente estudo incluiu 109 pacientes operados por cancer do
esbfago, pareados a 102 controles, em relacdo ao sexo, idade e etnia.

Dentre os individuos do grupo caso, 84,40% sao homens e 15,60% sao
mulheres. Entre os controles, 80,39% sdo homens e 19,61% sdo mulheres
(p=0,473), ndo houve diferencga entre 0s grupos.

A média de idade do grupo caso foi de 60,66 anos (variacdo de 38 a 90
anos), no grupo controle a média foi de 57,89 (variacdo de 32 a 81 anos). Néao
houve diferenca entre os grupos, Os resultados foram descritos em média e
desvio padréo (DP), foi utilizado o teste t de Student.

Coletaram-se as informacdes de etnia de prontuarios médicos, baseados
na declaracéo dos individuos. No grupo caso a maioria da populacéo € branca
(70,64%), os demais se dividem em mulatos (16,51%), negros (11,00%),
asiaticos (0,92%) e indio (0,92%). No grupo controle, a distribuicdo étnica
também é desigual, sendo que a maioria da populacao é branca, com 78,43%,
seguida dos mulatos com 9,80%, negros com 9,80% e asiaticos, com de
1,96%, ndo houve diferenca entre os grupos (p=0,226).

Devido ao pequeno numero de individuos das etnias asiatico, indio,
mulato e negro, as variaveis de etnia foram agrupadas em categorias branco e
nao-branco. Os brancos sdo maioria dos casos com 70,64% e dos controles
com 78,43%, ndo houve diferenca entre os grupos (p= 0,21).

As informacdes sobre o habito de consumo de bebida alcodlica (etilismo)
foram coletadas através de questionarios preenchidos pelos participantes
durante o estudo Genoma Clinico do Cancer da FAPESP, que responderam a

questao de multipla escolha sobre ingestdo de bebidas alcodlicas pelo menos
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uma vez por més, dentre as opgdes “sim-ainda bebe”, “nunca”, “Sé no
passado”.

Devido a grande variedade dos dados e 0 pequeno niamero amostral, a
quantidade e a frequéncia do consumo de bebida alcodlica ndo foram
consideradas. Nao foi possivel coletar esta informacéo de sete participantes do
grupo caso, portanto, para este grupo, foi considerado um total de 102 sujeitos.

Houve diferenca entre os grupos (p=0,001), sendo os grupos ex-etilista
(48,04%) e etilista (34,31%) os mais prevalentes entre os pacientes com cancer
do eso6fago (grupo caso).

As informacdes sobre tabagismo também foram coletadas de
questionarios preenchidos pelos participantes durante o projeto Genoma
Clinico do Cancer da FAPESP, a pergunta foi: “fuma ou ja fumou em média 1
cigarro, charuto ou cachimbo, diariamente, pelo menos por 1 ano?’ e as
opcdes de resposta eram “Sim, ainda fuma”, “nunca fumou” e “Somente no
passado”.

N&o foi possivel coletar esta informacédo de oito participantes do grupo
caso, portanto, para este grupo, foi considerado um total de 101 sujeitos
(n=101). Houve diferenca entre os grupos, os Ex-tabagistas (40,59%) e os
Tabagistas Ativos (45,54%) sdo mais prevalentes entre os pacientes com

cancer do es6fago (grupo caso). Dados descritos na tabela 4
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Tabela 4. Distribuicdo da populacdo de estudo (casos e controles) segundo
idade, sexo, etnia, etilismo e tabagismo. HC-FMUSP, 2001-2008

Caso Controle Total
(n=109) (n=102) (n=211)
Variavel n (%) n (%) p n (%)
Idade?® Média (DP) 60,66 + 10,54 57,89+ 13,60 0,102° 59,33+ 12,17
Mediana 59 58 59
Sexo Feminino 17 (15,6) 20 (19,61) 0,473° 37 (17,53)
Masculino 92 (84,4) 82 (80,39) 174 (82,46)
Etnia® Branco 77 (70,64) 80 (78,43) 0,21° 157 (74,40)
N&o-branco 32 (29,36) 22 (21,57) 54 (25,59)
Etilismo®  Nao-etilista 18 (17,65) 66 (65,71)  0,001% 84 (80,77)
Ex-etilista 49 (48,04) 14 (13,73) 63 (60,58)
Etilista 35 (34,31) 22 (21,57) 57 (54,81)
Tabagismo® ';'l‘jr?]fi 14 (13,86)  45(44,12) 0,001°* 59 (56,73)
Ex-tabagista 41 (40,59) 36 (35,29) 77 (74,04)
Tabagista 46 (45,54) 21 (20,59) 67 (64,42)
Ativo

®ldade do dia da cirurgia para os casos e idade do momento da entrevista para os
controles; (DP): desvio padrao; b Etnia auto-declarada; ‘teste t de Student; ¢ teste
exato de Fisher; *Valor de p<0,05

*Dados ausentes das variaveis: etilismo 7 casos; tabagismo: 8 casos.
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4.2. Dados Clinico-patologicos analisados no grupo de pacientes com
cancer de eso6fago.

Coletaram-se os dados clinico-patologicos de formularios preenchidos
durante o projeto Genoma Clinico do Cancer da FAPESP e conferidos com os
dados de laudos de exames e prontuarios do HC da FMUSP.

A maioria dos tumores analisados € do tipo histologico Carcinoma
Epidermdide de Células Escamosas (CEC) em 60,55%, enquanto que 39,45%
dos tumores € do tipo histologico Adenocarcinoma (ADENO). O estadio tumoral
foi classificado de acordo com a 72 Edicao da AJCC — American Joint Comitee
on Cancer de 2010. (RICE; BLACKSTONE; RUSCH, 2010)

N&o foi possivel coletar os dados de estadio anatomopatolégico do
tumor de seis (6) pacientes, pois houve perda do material biologico,
representados como a variavel “Sem informacao” (5,50%). Em relacdo ao
Estadio anatomopatolégico (pTNM) 10,68% dos pacientes faziam parte do
estadio I, 35,92% do estadio Il, 45,63% do estadio lll e 7,77 do estadio IV.
Dados na tabela 5

Tabela 5. Distribuicdo dos casos em relagdo ao Tipo Histol6gico do Tumor e ao
Estadio pTNM. HC-FMUSP, 2001-2008

L Casos (n=109)
Variavel

n %
. . - Adenocarcinoma
Tipo Histoldgico (ADENO) 43 39,45
Carcinoma epidermaoide
(CEC) 66 60,55
Estadio pTNM? Estadio | 11 10,1
Estadio Il 37 33,94
Estadio Il 47 43,12
Estadio IV 8 7,34
Sem Informacao 6 5,5

? Dados ausentes das variaveis: Estadio pTNM: 6 casos.
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4.3. Avaliacdo da Frequéncia dos Genotipos entre Caso e Controle
A distribuicdo dos gendtipos na populagéo total estudada obedece ao
equilibrio de Hardy-Weinberg. Dados Tabela 6.

Tabela 6. Dados sobre o Equilibrio de Hardy-Weinberg

Hardy-

Polimorfismo Posicdo ObsHET PredHET Weinberg % MAF Alelos
MTHFR 677C>T 11796321 0,444 0,461 0,6665 100 0,361 C:T
(RS1801133)

MTHFR 1298A>C 11794419 0,361 0,401 0,1835 100 0,278 A:.C
(rs1801131)

COX-2+8437T>C 186673926 0,44 0,484 0,2195 100 041 TC
(rs5275)

COX-2-1195A>G 186681619 0,241 0,259 0,4118 100 0,153 AG
(rs689466)

Posicdo: Posicdo no cromossomo; ObsHET: Frequéncias esperadas; PredHET:
Frequéncias observadas; %: Porcentagem das amostras genotipadas; MAF: Alelo de
menor frequéncia; Alelos: Alelos analisados para cada polimorfismo.

Informacgdes da analise pelo Haploview.

A andlise do equilibrio de Hardy-Weinberg também foi realizada entre
0S casos e controles separadamente. O polimorfismo COX-2+8437T>C
(rs5275) do grupo controle ndo se apresentou em equilibrio (p<0,05), mas o
total da populacdo analisada (casos e controles) apresentou-se em equilibrio
para este polimorfismo (p= 0,219). Os demais polimorfismos analisados estao
em equilibrio de Hardy-Weinberg nos grupos de casos e controles. (tabela 7).

Tabela 7. Valores de p dos desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg

Hardy-Weinberg (p)

Polimorfismo

Caso Controle Total

MTHFR 677C>T 0,679 1,000 0,666
(RS1801133)

MTHFR 1298A>C 0,016 0,806 0,183
(rs1801131)

COX-2+8437T>C 0,702 0,022* 0,219

(rs5275)
COX-2-1195A>G 0,187 0,683 0,411
(rs689466)

*Valor de p<0,05
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4.4. Distribuicdo da frequéncia dos polimorfismos entre casos e
controles.

A frequéncia dos polimorfismos foi avaliada em 109 casos e 102
controles, pareados por sexo, idade e etnia.

A distribuicdo e frequéncia de dois polimorfismos do COX-2 (-1195A>G,
8473T>C) e de dois polimorfismos do MTHFR (677C>T e 1298C>A) em casos
esta descrita na Tabela 8.

Tabela 8. Distribuicdo das frequéncias genotipicas entre casos e controles

Caso Controle Total
(n =109) (n =102) (n =211)
Gendétipo n % n % p Total %

MTHFR 677C>T
(RS1801133) CcC 46 42,20 41 40,20 0,963 87 41,23
CT 48 44,04 47 46,08 95 45,02
TT 15 13,76 14 13,73 29 13,74

MTHFR 1298A>C
(rs1801131) AA 63 57,8 52 50,98 0,14 115 54,50

AC 33 30,28 43 42,16 76 36,02
CcC 13 11,93 7 6,86 20 9,48

COX-2+8437T>C
(rs5275) T 33 30,28 45 44,12 0,06 78 36,96
TC 56 51,38 37 36,27 93 44,07
CcC 20 18,35 20 19,61 40 18,95

COX-2-1195A>G
(rs689466) AA 77 70,64 77 75,49 0,52 154 72,98
AG 27 24,77 23 22,55 50 23,69
GG 5 4,59 2 1,96 7 3,317

Foi utilizado o teste exato de Fisher.

N&ao houve diferenca estatisticamente significante na frequéncia entre
genodtipos avaliados dos polimorfismos MTHFR 677C>T (p=0,88), MTHFR
1298A>C (p=0,14) e COX-2-1195A>G (p=0,52). Uma tendéncia a associacao
significativa entre os genaétipos do polimorfismo COX-2+8473T>C e o cancer do

esbfago foi detectada (p=0,06). O gendtipo heterozigoto TC é mais frequente
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no grupo de casos, o0 que pode associar a presenca do alelo polimérfico C e o

cancer de esbfago.

Realizou-se a anélise do modelo dominante para avaliar a frequéncia

dos polimorfismos entre 0os casos e 0s controles, ou seja, comparando a

frequéncia dos homozigotos selvagens com os genoétipos que contém o alelo

polimorfico (soma do heterozigoto com homozigoto polimoérfico). Os dados

foram descritos na Tabela 9.

Tabela 19. Distribuicdo das frequéncias genotipicas comparando os Genotipos

Selvagens e Polimérficos. Modelo Dominante

Caso Controle Total
(n = 109) (n = 102) (n = 211)
Genotipo n % n % p Total %
MTHFR 677C>T 0,78
(RS1801133) CcC 46 42,2 41 40,2 87 41,23
CT+TT 63 57,8 61 59,8 124 58,76
MTHFR 1298A>C 0,33
(rs1801131) AA 63 57,8 52 50,98 115 54,50
AC+CC 46 42,2 50 49,02 96 45,50
COX-2+8437T>C
(rs5275) TT 33 30,28 45 44,12 0,04* 78 36,97
TC+CC 76 69,72 57 55,88 133 63,03
COX-2-1195A>G
(rs689466) AA 77 70,64 77 75,49 0,44 154 72,98
AG+GG 32 29,36 25 24,51 57 27,01

Foi utilizado o teste exato de Fisher

*Valor de p<0,05

Foi observada diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao

polimorfismo COX-2+8437T>C e o cancer do es6fago. A maior frequéncia do

alelo polimérfico C no grupo de casos pode indicar associacdo ao cancer do

esbfago (p=0,04).
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Figura 8. Frequéncia genotipica do polimorfismo COX-2+8437T>C entre 0s

casos e controles. (A) Modelo genétipo (B) Modelo dominante

A regressao logistica simples, entre casos e controles foi realizada para

confirmar a associagdo do polimorfismo COX-2+8437T>C e o cancer do

esb6fago. Os valores de Odds Ratio (razdo de chances) foram calculados

utilizando o modelo de regresséao logistica binaria. Dados descritos na Tabela

10.

Tabela 10: Razbes de chances para o Cancer do esofago de acordo com o0s

genotipos
Genotipos RC 95% IC p
MTHFR 677C>T
(RS1801133) CcC Referéncia
CT 0,91 0,51 1,63 0,75
TT 0,96 0,41 2,21 0,91
MTHFR 1298A>C
(rs1801131) AA Referéncia
AC 0,63 0,35 1,14 0,12
CcC 1,53 0,57 4,12 0,39
Cox-2+8437T>C
(rs5275) TT Referéncia
TC 2,06 1,12 3,81 0,02*
CcC 1,36 0,63 2,93 0,42
Cox-2-1195A>G
(rs689466) AA Referéncia
AG 1,17 0,62 2,22 0,62
GG 2,5 0,47 13,28 0,28

Foi utilizada a Regressdo Logistica. RC: Razdo de Chances; IC: Intervalo de

Confianca de 95%
*Valor de p<0,05
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Individuos portadores do genétipo heterozigoto polimorfico COX-
2+8437TC, apresentam 2,06 vezes maior chance para o desenvolvimento do
cancer do esb6fago em relacdo aos individuos do gendtipo homozigoto
selvagem COX-2+8437TT, com respectivo intervalo de confianca de 95%
(p=0,02; IC: 1,12 — 3,81). Nao houve associacao significativa para os demais
polimorfismos avaliados MTHFR 677C>T, MTHFR 1298A>C e COX-2-
1195A>G.

Utilizou-se o modelo de regressdo logistica mudltipla, ajustado pelas
variaveis sexo, idade, etnia, tabagismo e etilismo, para confirmar a associacao
independente dos polimorfismos a suscetibilidade ao cancer de es6fago. Dados
na Tabela 11.

Tabela 11. Razdes de chances para o Cancer do esbéfago de acordo com 0s

genotipos. Regressao Logistica Mdltipla

Genatipos RC 95% IC p
MTHFR 677C>T
(RS1801133) CC Referéncia
CT 0,95 0,46 1,96 0,885
TT 1,12 0,4 3,15 0,837
MTHFR 1298A>C
(rs1801131) AA Referéncia
AC 0,63 0,3 1,32 0,216
CC 2,59 0,7 9,61 0,156
COX-2+8437T>C
(RS5275) TT Referéncia
TC 3,06 1,4 6,71 0,006*
CcC 1,45 0,53 3,93 0,472
COX-2-1195A>G
(rs689466) AA Referéncia
AG 1,7 0,73 3,95 0,22
GG 6,49 0,95 44,29  0,055**

Foi utilizada a Regressao Logistica Mdltipla. RC: Raz&do de Chances; IC: Intervalo de
Confianca de 95%.

*Valor de p<0,05

**Valor de p<0,10
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Este modelo confirmou a associacao significativa do polimorfismo COX-
2+8437T>C e o cancer do esb6fago. Individuos portadores do genotipo
heterozigoto polimorfico COX-2+8437TC, apresentam 3,06 vezes maior chance
para o desenvolvimento do cancer do esdfago que em relacdo aos individuos
do gendtipo homozigoto selvagem COX-2+8437TT, com respectivo intervalo de
confianca de 95% (p=0,006; IC: 1,4— 6,71).

Uma tendéncia a diferenca significativa foi detectada em relagdo as
frequéncias do polimorfismo COX-2-1195A>G entre 0s casos e controles.
Quando ajustada pelas varidveis sexo, idade, etnia, tabagismo e etilismo,
houve tendéncia a associacdo independente do gendtipo homozigoto
polimorfico COX-2-1195GG e o aumento de 6,49 vezes a chance do cancer de
esb6fago, com respectivo intervalo de confianca de 95% (p=0,055; IC: 0,95-
44,29). Nao houve associagcdo significativa para os demais polimorfismos
avaliados MTHFR 677C>T, MTHFR 1298A>C.

Para o modelo dominante, a regressédo logistica simples foi realizada
comparando-se o gendtipo homozigoto selvagem com a soma dos genétipos

polimérficos heterozigoto e homozigoto. Dados na Tabela 12.
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Tabela 12. Razdes de chances para o Cancer do esbfago entre Casos e
Controles comparando os Genotipos Selvagens e Polimorficos. Modelo
Dominante

Genaotipo RC 95% ClI p
MTHFR 677C>T
(RS1801133) CcC Referéncia
CT+TT 0,92 0,53 1,59 0,767
MTHFR 1298A>C
(rs1801131) AA Referéncia
TC+CC 0,76 0,44 1,31 0,321
COX-2+8437T>C
(rs5275) TT Referéncia
TC+CC 1,82 1,03 3,2 0,038*
COX-2-1195A>G
(rs689466) AA Referéncia
AG + GG 1,28 0,69 2,36 0,429

Foi utilizada a Regressdo Logistica. RC: Razdo de Chances; IC: Intervalo de
Confianga de 95%
*Valor de p<0,05

Para o polimorfismo COX-2+8437T>C, a presenca do alelo C (TC + CC)
associou-se a uma chance de 1,82 vezes de desenvolver o cancer do eséfago,
com respectivo intervalo de confianca de 95% (p=0,038; IC 1,03 — 3,2).

A regressdo logistica multipla, ajustado pelas varidveis sexo, idade,
etnia, tabagismo e etilismo, também foi realizada para confirmar a associa¢ao
independente da presenca do alelo polimérfico a suscetibilidade ao cancer do

esbfago, para o modelo dominante. Dados na Tabela 13.
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Tabela 13. Razdes de chances para o Cancer do esbfago entre Casos e
Controles comparando os Genotipos Selvagens e Polimorficos. Regressao
Logistica Mdltipla. Modelo Dominante

Genotipo RC 95% ClI p
MTHFR 677C>T
(RS1801133) CcC Referéncia
CT+TT 0,99 05 197 0,971
MTHFR 1298A>C
(rs1801131) AA Referéncia
TC +CC 0,83 0,42 1,64 0,592
COX-2+8437T>C
(rs5275) TT Referéncia
TC+CC 2,44 1,18 5,03 0,016*
COX-2-1195A>G
(rs689466) AA Referéncia
AG + GG 2,03 091 4,54 0,087

Foi utilizada a Regressdo Logistica Mdltipla. RC: Raz&o de Chances; IC: Intervalo de
Confianga de 95%.
*Valor de p<0,05

Este modelo confirma a associacdo do polimorfismo COX-2+8437T>C,

independente das varidveis sexo, idade, etnia, tabagismo e etilismo, e o cancer
do esbdfago. A presenca do alelo C (TC + CC) associou-se a uma chance de
2,44 vezes de desenvolver o cancer de esbfago, com respectivo intervalo de
confianca de 95% (p=0,016; 1C:1,18-5,03). A relacdo independente da
presenca do alelo G do polimorfismo COX-2-1195A>G e o cancer do es6fago
nao foi confirmada no modelo de regressao logistica multipla (p=0,087).

4.5. Analise dos Haplétipos entre Caso e Controle

Para a selecdo dos blocos haplotipicos, os valores de D’ foram
calculados na amostra total de casos e controles, para verificar quais
polimorfismos estavam em desequilibrio de ligacao.

4.5.1. Haploétipos dos polimorfismos do MTHFR
O valor de D’ (0,92) mostra que os polimorfismos rs1801131 (bloco 1) e

rs1801133 (bloco 2) encontram-se em desequilibrio de ligacao.



49

rs1801131
rs1801133

Block 1 (1 kh)
1 2

A 4

Figura 9. Representacdo dos blocos de haplétipos dos polimorfismos do MTHFR na
amostra total de casos e controles. O valor entre parénteses representa o tamanho em
kilobases (kb); Dentro do losango o valor de D’ em porcentagem.

Fonte: software Haploview 4.2.

4.5.2. Haplétipos dos polimorfismos do COX-2

O valor de D’ (1,00) mostra que os polimorfismos rs5275 (bloco 1) e

rs689466 (bloco 2) encontram-se em desequilibrio de ligacao
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Figura 10. Representacédo dos blocos de haplotipos dos polimorfismos do COX-2 na
amostra total de casos e controles. O valor entre parénteses representa o tamanho em
kilobases (kb)

Fonte: software Haploview 4.2.

4.6. A frequéncia dos blocos de haplétipos e a suscetibilidade ao cancer
de esdfago
Para verificar se ha associacéo dos haplotipos e o cancer do eséfago, foi

realizada uma comparacdo entre as frequéncias dos blocos haplotipicos
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formado pelos polimorfismos do MTHFR e do COX-2 entre 0s casos e 0s
controles. Dados nas tabelas 14 e 15

Tabela 14. DistribuicAo da frequéncia dos haplotipos dos polimorfismos
MTHFR 677C>T e MTHFR 1298A>C entre casos e controles

Blocos de

Hapl6tipos Frequéncia (%) Caso (%)  Controle (%) X2 p
AC 36,8 37 36 0,094 0,76
AT 35,4 36 36 0,059 0,81
CC 27 27 27 0,002 0,96

Teste de associacdo (teste X°) dos haplétipos formados pelo bloco selecionado
com o cancer esofago.

Tabela 15. Distribuicdo da frequéncia dos haplotipos dos polimorfismos COX-
2+8437T>C e COX-2-1195A>G entre casos e controles

Blocos de Haplétipos Frequéncia (%) Caso (%) Controle (%) X2 p

TA 43,7 39 49 4,361 0,03*
CA 41 43,9 37,7 1,664 0,2
TG 15,3 17,1 13,2 1,246 0,26

Teste de associacdo (teste x°) dos haplétipos formados pelo bloco selecionado
com o cancer esofago.
*Valor de p<0,05

N&o foi encontrada diferenca estatistica na avaliacdo dos blocos de
haplétipos AC (p=0,76), AT (p=0,81) e CC (p=0,96) formados pelos
polimorfismos MTHFR 677C>T e MTHFR 1298A>C. Dados descritos na
Tabela 20.

Na andlise dos blocos de haplétipos, formados pelos polimorfismos
COX-2+8437T>C e COX-2-1195A>G, detectou-se diferenca de frequéncia do
haplétipo TA entre casos e controles (p=0,037). A presenca dos alelos
selvagens COX-2+8437T e COX-2-1195A foi mais frequente no grupo controle,
como mostra os dados descritos na Tabela 21, relacionado a presenca deste
haplétipo a um efeito protetor em relacdo ao cancer do eséfago. Nao houve
diferenca estatistica na frequéncia dos blocos de haplétipos CA (p=0,20) e TG

(p=0,26).
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Realizou-se a regressao logistica simples para confirmar a associacao

da presenca do bloco de haplétipos COX-21195A/COX2843C e a
suscetibilidade ao cancer de es6fago. Dados apresentados na Tabela 16.

Tabela 16. Razdes de chances para o Cancer do esbfago entre Casos e
Controles comparando os Blocos de Haploétipos. Regressao Logistica Simples

Bloco Haplétipo RC 95% ClI p
MTHFR 677C/MTHFR1298A Referéncia

MTHFR 677C/MTHFR1298C 0,76 0,43 1,34 0,345
MTHFR 677T/MTHFR1298A 0,88 0,5 1,56 0,668
COX-21195A/COX28437T Referéncia

COX-21195A/C0OX2843C 2,16 1,17 3,99 0,015*
COX-21195G/COX28437T 1,71 0,88 3,34 0,116

Foi utilizada a Regressao Logistica Simples. RC: Razao de Chances; IC: Intervalo de
Confianca de 95%.
*Valor de p<0,05

O haplotipo COX-21195A/COX2843C apresentou chance de 2,16 vezes
maior de desenvolver o cancer do esbfago, com respectivo intervalo de
confianca de 95% (p=0,015; IC 1,17— 3,99). Nao houve diferenca
estatisticamente significativa nesta analise dos demais haplotipos.

Foi utilizado também o modelo de regressao logistica multipla, ajustado
pelas variaveis sexo, idade, etnia, tabagismo e etilismo, para confirmar a
associacao independente do bloco haplotipico a suscetibilidade ao cancer do
esbfago. Dados na Tabela 17.

Tabela 17. Razdes de chances para o Cancer do esbfago entre Casos e
Controles comparando os Blocos de Hapl6tipos. Regressao Logistica Mdltipla

Bloco Haplétipo RC 95% ClI p
MTHFR 677C/MTHFR1298A Referéncia

MTHFR 677C/MTHFR1298C 0,86 0,41 1,79 0,688
MTHFR 677T/MTHFR1298A 0,98 0,47 2,04 0,961
COX-21195A/COX28437T Referéncia

COX-21195A/C0OX2843C 3,48 1,58 7,66 0,002*
COX-21195G/COX28437T 3,3 1,35 8,08 0,01*

Foi utilizada a Regressao Logistica Mdltipla. RC: Raz&@o de Chances; IC: Intervalo de
Confianca de 95%.
*Valor de p<0,05
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A presenca do haplotipo COX-21195A/COX2843C esta relacionada a

uma chance de 3,48 vezes maior de desenvolver o cancer do esodfago, com

respectivo intervalo de confianca de 95% (p=0,002; IC 1,58- 7,66). O haplotipo

COX-21195G/COX28437T apresentou 3,30 vezes maior chance de

desenvolver o cancer do estfago, com respectivo intervalo de confianca de
95% (p=0,01; IC 1,35- 8,08) conforme modelo de regresséo logistica multipla.

4.7. Associacdo entre os polimorfismos e variaveis demogréaficas e
anatomopatoldgicas

Verificou-se a distribuicdo da frequéncia dos gendtipos em relacdo as
variaveis demograficas e clinico-patologicas idade, sexo, etnia, tabagismo,
etilismo, tipo histologico e estadiamento tumoral.

Serdo mostrados apenas o0s dados que apresentaram diferenca
estatisticamente significativa.

4.7.1. Polimorfismo MTHFR 677C>T

N&o foram encontradas associacfes estatisticamente significativas entre
o polimorfismo MTHFR 677C>T e as variaveis de sexo, idade, etnia, etilismo,
tabagismo, tipo histologico e estadio tumoral.

4.7.2. Polimorfismo MTHFR 1298A>C

Encontrou-se tendéncia a diferenca estatistica em analise da frequéncia

do polimorfismo MTHFR 1298A>C em relacdo ao tabagismo, na andlise do

modelo dominante. Dados na Tabela 18.
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Tabela 18. Distribuicdo das frequéncias genotipicas em relacdo as variaveis
demograficas e clinico-patoldgicas

MTHFR 1298A>C Gendtipo Modelo Dominante
Variavel Categoria AA AC CC p AA AC + CC p
0,208 0,051*
12 2 12 2
Nunca Fumou  a5'24) 1429y 0 (85.71) (14,29)
Tabagismo . 20 14 7 20 21
Extabagista 45 7g) (34,15) (17,07) (48,78) (51,22)
Tabagista 27 13 6 27 19
Ativo (58,70) (28,26) (13,04) (58,70)  (41,30)

Foi utilizado o teste exato de Fisher
*Valor de p<0,10
Individuos do gendtipo MTHFR 1298AA sao mais frequentes entre os

gue nunca fumaram e os tabagistas ativos (p=0,051).
4.7.3. Polimorfismo COX-2+8437T>C

N&o foram encontradas associacfes estatisticamente significativas entre
o polimorfismo COX-2+8437T>C e as variaveis de sexo, idade, etnia, etilismo,
tabagismo, tipo histologico e estadio tumoral.
4.7.4. Polimorfismo COX-2-1195A>G

Encontrou-se tendéncia a diferenca estatistica em analise da frequéncia
do polimorfismo COX-2-1195A>G em relacdo a etnia, na andlise do modelo
dominante. Dados na Tabela 19.
Tabela 19. Distribuicdo das frequéncias genotipicas em relacdo as variaveis

demograficas e clinico-patolégicas. Modelo Dominante

COX-2-1195A>G Gendtipo Modelo Dominante
Variavel Categoria  AA AG GG p AA  AG+GG p
0,092 0,063*
Etnia Branco 50 22 S 50 21
(64,94) (28,57) (6,49) (64,94) (35,06)
N&o- 27 5 27 5

0(0)

Branco  (84,38) (15,62) (84,38) (15,62)

Foi utilizado o teste exato de Fisher
*Valor de p<0,10

Individuos do gendtipo COX-2-1195AA sdo mais frequentes entre os de

etnia ndo-branco (p=0,063).
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4.8. Analise da Sobrevida Global

Realizou-se a andlise por meio da regressédo de Cox e pelo método de
Kaplan-Meier, aplicada a cada um dos polimorfismos para o grupo com cancer
do esb6fago, para verificar quais estdo associadas a sobrevida global.

O resultado da analise de regressao logistica univariavel permitiu
determinar a razéo de risco de Obito pela doenca, com intervalo de confianca
de 95%. A regressdo de Cox multipla foi realizada, ajustada pelas variaveis
sexo, idade, etnia, tabagismo e etilismo, para identificar a associacéo
independente dos polimorfismos e o risco de 6bito por cancer do eséfago, com
intervalo de confianca de 95%. Serdo mostrados apenas os dados que
apresentaram diferenca estatisticamente significativa.

A mediana da sobrevida global dos pacientes operados por cancer do
esb6fago foi de 23 meses, sendo que 62 (56,88%) pacientes foram a Obito

devido ao cancer de esbéfago.
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Figura 11. Curva de Sobrevida pelo método de Kaplan-Meier dos individuos com
cancer do esbéfago, grupo de casos (n=109)

Em relacéo ao estadio pTNM, (agrupados em os estadios I/ll e estadios
[I/IV), houve diferenca estatisticamente significativa, os individuos com a

doencga mais avangada apresentaram pior sobrevida global (p=0,01).
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Figura 12. Curva de Sobrevida de Kaplan-Meier comparando o estadio pTNM (n=103)
(p=0,01).

Utilizou-se a regressao simples de Cox para avaliar a razao de risco de
Obito pela doenca dentre os genotipos estudados, para o modelo de analise por
genatipos e para o modelo dominante, ndo foi encontrada diferenca estatistica,
como mostra a Tabela 20.

Tabela 20. Raz&o de Risco de Obito em relacéo aos Genotipos

Genotipos RR 95% IC p RR  95%IC p
MTHFR 677C>T
(RS1801133) CcC Referéncia CcC Referéncia

CT 094 055 1,63 0,833 CT+TT 132 0,76 2,31 0,33
1T 1,62 0,78 3,36 0,198
MTHFR 1298A>C
(rs1801131) AA Referéncia AA Referéncia
AC 1,02 059 1,78 0934 AC+CC 094 057 155 0,8
CcC 0,76 0,34 1,71 0,508
COX-2+8437T>C
(RS5275) TT Referéncia TT Referéncia
TC 1,18 065 2,14 0591 TC+CC 132 0,76 2,31 0,33
CC 174 087 349 0117
COX-2-1195A>G
(rs689466) AA Referéncia AA Referéncia
AG 0,79 043 147 046 AG+GG 0,73 041 1,31 0,3
GG 05 0112 205 0,333
Os resultados sdo expressos em razdo de risco (RR) intervalo de confianca de
95%(IC). Foi utilizada a regressao simples de Cox
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Realizou-se a regresséo logistica multipla, para os modelos gendétipo e

dominante, ajustada pelas variaveis sexo, idade, etnia, tabagismo e etilismo.
Dados na Tabela 21.

Tabela 21. Raz&o de Risco de Obito em relacdo aos Genotipos. Regressdo

logistica multipla ajustada pelas variaveis sexo, idade, etnia, tabagismo e

etilismo
Gendtipos RR 95% IC p RR 95% IC p
MTHFR 677C>T
(RS1801133) CC Referéncia CcC Referéncia

CT 1,15 0,64 2,06 0,643 CT+TT 1,35 0,79 2,31 0,272
TT 222 1,02 4,83 0,045*

MTHFR 1298A>C

(rs1801131) AA Referéncia AA Referéncia
AC 1 052 1,95 0992 AC+CC 0,79 043 1,45 0,451
CC 05 02 1,27 0,145

COX-2+8437T>C

(RS5275) TT Referéncia TT Referéncia
TC 1,16 061 221 0647 TC+CC 113 061 21 0,707
CC 103 046 2,31 0,938

COX-2-1195A>G

(rs689466) AA Referéncia AA Referéncia
AG 106 055 206 0852 AG+GG 106 056 2,02 0,853
GG 1,04 023 48 0,96

Os resultados sdo expressos em razdo de risco (RR) intervalo de confianga de

95%(IC). Foi utilizada a regressao multipla de Cox.
*Valor de p<0,05
Houve diferenca estatisticamente significativa do polimorfismo MTHFR

677C>T. Para individuos do gendtipo homozigoto polimérfico TT h& o risco de
Obito pela doenca de 2,22 maior do que para os individuos com genotipo
selvagem MTHFR 677CC (referéncia) (p=0,045; RR=2,22; IC: 1,02 - 4,83).

A curva de sobrevida, calculada pelo método de Kaplan-Meier,
comparando os trés gendtipos do polimorfismo MTHFR 677C>T ndo mostrou
diferenca estatistica na sobrevida global para os pacientes com céncer do

eséfago (p=0,32).
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Figura 13. Curva de Sobrevida pelo método de Kaplan-Meier dos individuos
com cancer do esbfago, grupo de casos (n=109) (p= 0,32)

Os modelos de regressdo de Cox foram utilizados para estimar a
associacao dos blocos haplotipicos e o risco de morte por cancer de eséfago,

como mostram os dados na Tabela 22.

Tabela 22. Raz&o de Risco de Obito em relacéo aos blocos de haplétipos

Sobrevida global

Regress&o Simples Regressé&o Logistica

Mdltipla

Bloco Haplotipo 95% IC p 95% IC p
MTHFR 677C/MTHFR1298A Referéncia

MTHFR 677C/MTHFR1298C 0,372 0,68 1,86 0,64 0,67 1,99 0,61
MTHFR 677T/MTHFR1298A 0,358 0,72 2,04 0,47 0,76 2,43 0,3
COX-21195A/COX28437T Referéncia

COX-21195A/C0OX2843C 0,44 0,56 1,64 0,89 0,58 1,86 0,9
COX-21195G/COX28437T 0,39 0,58 1,68 0,96 0,54 1,7 0,88

Os resultados sdo expressos em razdo de risco (RR) intervalo de confianga de
95%(IC). Foram utilizadas a regressao simples de Cox e a regressao multipla de Cox.

N&o houve relacdo estatisticamente significativa entre os blocos

haplotipicos e o risco de Obito por cancer de esb6fago.
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5. DISCUSSAO

Os objetivos deste estudo foram investigar a frequéncia dos
polimorfismos em pacientes com cancer de esbéfago, a distribuicdo dos
genotipos e haplétipos entre casos e controles e associa-los aos fatores
clinicos, epidemiologicos e patoldgicos.

Realizou-se um estudo caso-controle, no qual os casos foram
constituidos por pacientes operados por cancer do esdfago e os controles por
pacientes sem historico individual ou familial de cancer, que ndo apresentavam
doencas associadas ao cancer de eséfago.

A distribuicdo das frequéncias dos genotipos, alelos e haplétipos foi
avaliada entre casos e controles, para verificar se havia alguma associacao ao
cancer do esodfago. Analisou-se ainda a associacao entre os SNPs estudados e
os fatores clinicos, epidemiologicos, patolégicos e a sobrevida global a fim de
identificar, dentre os polimorfismos selecionados, quais poderiam ser Uteis
como marcadores de prognostico do cancer de es6fago, e a magnitude da
associacao pelo célculo da razado de chances e significancia, com intervalos de
confianca.

5.1. Dados Demograficos analisados nos grupos Caso e Controle

A maioria dos individuos com cancer do es6fago, grupo de casos, foi do
sexo masculino (84,40%), com média de idade, no momento operatério, de
60,66 anos. Segundo dados do INCA, a incidéncia desta doenca é bem maior
em homens, mais que o dobro da incidéncia em mulheres e possui maior
frequéncia apos os 50 anos de idade. Outro estudo nacional mostrou resultado
similar, com 75,8% de homens e maior incidéncia entre os 60 e 70 anos de

idade. (INCA, 2014; CORAL et al, 2015)
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A maioria dos individuos do grupo de casos é de etnia branca (70,64%),
dado que foi coletado de prontuérios médicos, baseados na declaracdo dos
proprios pacientes. Conforme a literatura, o cancer do esbdfago € mais
prevalente em asiaticos, em paises como China e Japdo, e no Sudeste da
Africa (LEHRBACH:; NITA; CECCONELLO, 2003; LANGEVIN et al, 2009).

As informagdes sobre tabagismo e etilismo foram coletadas a partir de
questionarios aplicados aos participantes do projeto Genoma Clinico do Cancer
da FAPESP. O etilismo foi considerado como o consumo de bebidas alcoolicas
pelo menos uma vez por més e o tabagismo como o habito de fumar em média
um cigarro, charuto ou cachimbo, diariamente, pelo menos por um ano.

Observou-se diferenca em relagcdo ao etilismo entre os grupos de casos
e controles, fator relacionado ao risco de céancer do esdfago. O habito de
consumo de bebida alcodlica foi mais prevalente entre os individuos com
cancer do esbfago, onde 34,31% declararam consumir bebidas alcodlicas e
48,04% disseram que consumiram apenas no passado.

A prevaléncia do habito de fumar também foi diferente entre o grupo de
casos e controles, dentre os individuos com cancer do esb6fago, 40,59%
disseram ser ex-tabagistas e 45,54% tabagistas ativos.

O alto indice de consumo e é&lcool e tabaco € comum dentre os
individuos com cancer do eséfago (LANGEVIN et al, 2009; CORAL et al 2015).
Jing et al (2012) mostrou que 17% dos individuos com cancer do esbfago
consumem alcool em excesso, 41% consomem moderadamente e 29% nunca
beberam. Em relacéo ao tabagismo, 15% sao fumantes de consumo intenso,

32,9% fumam moderadamente e 42,4% nunca fumaram. (JING et al, 2012).
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Um estudo realizado com pacientes da regido sul do Brasil mostrou que,
dentre os pacientes com cancer de esofago, 89% eram tabagistas e 71,8%
eram etilistas. (Kaercher et al, 2014).

O consumo de &lcool e tabaco apresenta efeito sinérgico para o risco de
cancer do esb6fago, o qual é atribuido a principal causa desta neoplasia,
sobretudo na Europa e nos Estados Unidos. (TABOR et al, 2012; LIANG et al,
2011).

Algumas bebidas sdo relacionadas a maior incidéncia de cancer do
es6fago que outras, ndo apenas pelo teor alcodlico, mas também pelas
quantidades significativas de carcind6genos, como o0s hidrocarbonetos
policiclicos, nitrosaminas e outros compostos mutagénicos. (TABOR et al,
2012; LIANG et al, 2011).

Neste estudo, nao foi possivel avaliar a relacdo dose/resposta, devido a
grande variedade dos dados em relacdo ao pequeno tamanho amostral.

Em relacdo ao tipo histolégico, a maioria foi do tipo Carcinoma
Epiderméide de Células Escamosas (CEC) 60,55%, e 39,45% foi do tipo
Adenocarcinoma (ADENO), os dados da literatura também mostram maior
incidéncia do tipo histolégico carcinomas de células escamosas (CEC) e
adenocarcinomas. (INCA, 2014; BADREDDINE; WANG; BARRETT, 2010;
LEWIS; SMITH, 2005), embora o adenocarcinoma € mais incidente em
algumas regiées mais desenvolvidas e teve um importante aumento na Ultima
década (LEWIS; SMITH, 2005; BADREDDINE; WANG; BARRETT, 2010;
LIANG et al, 2011; TABOR; RISCH; MYERS, 2002 ).

Apenas 10,10% dos pacientes apresentavam tumores precoces do
momento da operacdo (estadio 1), a maioria, 45,63%, apresentava tumor

avancado (estadio Ill), dados que acordam com a literatura, o qual a maioria


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Liang%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21304218
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dos pacientes apresentaram tumores T3. Segundo Coral et al (2015) o cancer
do eséfago geralmente é diagnosticado ja na fase avancada da doenca, seja
por sintomas tardios ou por atraso no tratamento oferecido pelo sistema publico
de saude. (ZHANG et al, 2005; LIU et al 2011; CORAL et al 2015).

A mediana da sobrevida global foi de 23 meses, os dados da literatura
corroboram a baixa sobrevida desta neoplasia, geralmente inferior a 10% em
cinco anos (BRAY et al, 2012; FERLAY et al, 2014). Em paises desenvolvidos,
a sobrevida global em 5 anos é de 17% em paises desenvolvidos (LANGEVIN
et al, 2009).

Nesta casuistica 56,68% do pacientes foram a o6bito pelo cancer de
esb6fago, os dados da literatura mostram alta mortalidade desta doenca,
chegando a 94,3% (CORAL et al, 2015)

5.2. Selecdo do Método de Genotipagem

Varios métodos estdo disponiveis para genotipagem de SNPs, a escolha
do método de Genotipagem por TagMan ® para este estudo foi realizada
levando-se em consideragao o rendimento e a sensibilidade do ensaio, pois por
se tratar de um estudo retrospectivo, havia pequena quantidade de DNA
extraido disponivel. Este método utiliza apenas 1,0 pL contendo 10 ng de DNA
€ necessario para a analise.

Outro fator importante para a escolha do método é a facilidade de
andlise do resultado, o qual o software mostra claramente o grafico com os
gendtipos de acordo com o perfil de emissao das fluorescéncias.

5.3. Distribuicdo da frequéncia dos polimorfismos entre casos e
controles.

Para garantir a qualidade das analises, foram selecionados na literatura

SNPs validados e bem documentados, os quais a frequéncia de alelos
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menores (MAF) fosse maior que 10% na populacéo estudada (maioria de etnia
branca) e que possam ter relagcédo com o risco de cancer de esb6fago. Os casos
e controles foram pareados conforme sexo, etnia e idade e a genotipagem foi
repetida em 20% das amostras de pacientes e controles, com resultado de
100% de similaridade.

Um pré-requisito para estudos de associacdo de SNPs é verificar se as
amostras estudadas obedecem ao equilibrio de Hardy-Weinberg. Os desvios
do equilibrio de Hardy-Weinberg podem ocorrer devido & endogamia, mutacéo,
erro na estratificacdo da populagéo, ou selecédo natural e podem resultar em
associacdes nao condizentes com a realidade. (SINGLE et al, 2002)

Em estudo de caso-controle o equilibrio de Hardy-Weinberg deve ser
avaliado nos grupos caso e controle separadamente e em ambos 0S grupos,
pois os polimorfismos relacionados ao fenétipo do caso podem néo estar em
equilibrio. (SINGLE et al, 2002)

O polimorfismo rs5275 apresentou desvio no equilibrio de Hardy-
Weinberg no grupo controle, talvez pela heterogeneidade genética da
populacdo deste estudo. Porém, considerando a amostra total (casos e
controles), este polimorfismo obedece ao equilibrio de Hardy-Weinberg.
Portanto, foi mantida a anélise de comparacdo entre casos e controles deste
polimorfismo.

Segundo Single (2002) desvios no equilibrio de Hardy-Weinberg
conduzem a uma perda na precisdo da estimativa, portanto, os resultados
deste polimorfismo devem ser vistos com cautela. (SINGLE et al, 2002)

O presente estudo investigou quatro polimorfismos de dois genes
candidatos a marcadores genéticos para o risco do cancer de eséfago, em 109

pacientes operados por cancer de es6fago, comparados a 102 controles.
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5.4. Os Polimorfismos do Gene da Enzima Metilenotetrahidrofolato
Redutase (MTHFR)

A deficiéncia de folato e a alteracdo da atividade da enzima MTHFR
estdo associadas ao aumento do risco de cancer do esofago pelo aumento da
suscetibilidade a mutacbes, danos e metilagdo aberrante do DNA.
(STOLZINBERG-SOLOMON et al, 2003; YANG et al, 2005; LU et al, 2011;
JING et al, 2012).

Os genes polimérficos podem estar envolvidos no metabolismo de
determinados alimentos ou toxinas, resposta inflamatéria, interacdo
medicamentosa, entre outros. (BROOKERS, 1999)

Os polimorfismos selecionados para analise deste estudo, MTHFR
677C>T e MTHFR 1298A>C, estao localizados na regido codificadora do gene,
sdo associados a diminuicdo importante da atividade enzimatica. (MIAO et al,
2002)

Em pacientes com cancer do es6fago a frequéncia dos genoétipos do
polimorfismo MTHFR 677C>T foi de CC de 42,20%, CT de 44,04% e TT
13,76%. Na literatura, a frequéncia dos alelos C677T mostrou variagao entre as
diferentes etnias. Em chineses a frequéncia entre individuos com céncer do
esb6fago foi de CC 18,3%, CT de 42,9% e TT 38,8%, (STOLZENBERG-
SOLOMON et al, 2002) Entre os japoneses, a distribuicdo das frequéncias dos
gendtipos foram mais similares a este estudo, com CC 38,2%, CT de 49,7% e
TT 12,1% (YANG et al, 2005), dentre os norte americanos com cancer do
esbfago a frequéncia do gendtipo TT foi de 6,5%. (LARSSON, 2006).

Em relagdo ao polimorfismo MTHFR 1298A>C, a distribuicao das
frequéncias dos gendtipos neste estudo foi de AA 57,8%, AC 30,28% e CC

11,93%, achados bem diferentes se comparados com individuos japoneses
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com cancer do esbfago AA 74,3% AC 24,2 % CC 1,4% (STOLZENBERG-
SOLOMON et al, 2002). Entre os norte americanos, a frequéncia do genétipo
CC foi de 12,9% (LARSSON, 2006)

N&o foi observada diferenca na distribuicdo das frequéncias dos
genotipos, alelos ou haplétipos entre casos e controles para os polimorfismos
MTHFR 677C>T e MTHFR 1298A>C, Cheng Lu et al (2011) também ndao
observou-se relacdo entre o polimorfismo MTHFR 677C>T e o cancer do
es6fago em chineses, mas nesta mesma populacéo, Stolzenberg-Solomon et
al (2003), Miao et al (2002) e Larsson et al (2006) observaram que ha uma
associacao significativa entre o gendétipo MTHFR 677TT e o cancer do eséfago,
0 que sugere que o efeito deste polimorfismo pode variar conforme a etnia.
Larsson et al (2006) ndo encontraram relacdo do polimorfismo MTHFR
1298A>C como risco de cancer de esbfago, Stolzenberg-Solomon et al (2003)
também ndo encontraram associacao deste polimorfismo com o céncer do
es6fago em chineses. (MIAO et al, 2002; STOLZENBERG-SOLOMON et al,
2003; LARSSON et al, 2006; CHENG LU et al, 2011)

Discrepancias encontradas entre os resultados nos diversos estudos
sugerem que a presenca de outros fatores pode modular o comportamento do
polimorfismo, como exposi¢cao ao alcool, tabaco e a grande variacao genética
entre diferentes etnias. (LIANG et al, 2011; CANOVA et al, 2009).

A distribuicdo das frequéncias dos polimorfismos também foi relacionada
aos dados clinicos, epidemiol6gicos e patoldgicos dos pacientes com cancer de
esoOfago.

N&o foi encontrada associagcéo entre os polimorfismos MTHFR 677C>T

e MTHFR 1298A>C e o cancer do esbfago dentre os individuos etilistas.
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Em relagdo ao tabagismo, ndo foi encontrada associagdo entre 0s
polimorfismos MTHFR 677C>T. Mas em relacdo ao polimorfismo MTHFR
1298A>C, os resultados deste estudo mostraram que os individuos do genotipo
selvagem AA sdo mais frequentes dentre os pacientes com cancer do es6fago
qgue nunca fumaram e tabagistas ativos, 0 que ndo mostra uma associagcao
deste polimorfismo com o habito de fumar. Os dados da literatura também néo
mostraram relacéo entre o polimorfismo MTHFR A1298C, o habito de fumar e o
cancer de esb6fago, entretanto, sdo poucos os estudos na literatura com este
polimorfismo e o numero de pacientes no gendétipo CC € muito pequeno, o que
limita as discussdes com estes resultados. (STOLZENBERG-SOLOMON et al,
2003)

Alguns estudos sugerem que a relacdo entre o polimorfismo MTHFR
C677T e o cancer do esbdfago pode ser modificado pelo consumo de alcool e
tabaco, pois interferem no seu metabolismo. (LARSSON et al, 2006)

Um estudo com 165 participantes de origem japonesa mostrou que ha
associacdo entre o gendétipo MTHFRTT e o consumo excessivo de alcool.
(YANG et al. 2005). Esta relagcdo deve-se pelo fato do alcool inibir a sintese de
metionina mediada por folato, e que pode interromper processos de metilacéo,
induzindo a hipometilagdo de DNA na mucosa esofagica. (YANG et al. 2005;
TAVAN et al, 2012). Além disso, o alcool tem efeito antagdnico ao folato,
através da reducao de sua absorcao. (LARSSON et al, 2006).

O consumo de tabaco tem mostrado como responsavel pela
transformacdo de folato e coenzimas B12 em um produto biologicamente
inativado, o alcool atua como antagonista do folato, resultando na diminui¢cao

da sua absorcéo e aumento da excrecdo. (LARSSON et al, 2006).
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Langevin et al (2009) descreve associacdo do genotipo MTHFR 677TT
dentre os etilistas e fumantes e o cancer do eso6fago e Stolzenberg-Solomon et
al (2003) relatou associagdo entre o polimorfismo MTHFR 677TT, em
individuos que consumiam 4&lcool por pelo menos 12 meses, com O
adenocarcinoma de esofago. LARSSON et al (2006) relatou que a presenga
do alelo C em etilistas e fumantes teve relagdo com o cancer de es6fago. Yang
et al (2005) encontrou relacdo deste polimorfismos com o cancer do es6fago
em individuos tabagistas. (STOLZENBERG-SOLOMON et al, 2003; LARSSON
et al, 2006; LANGEVIN et al, 2009)

Os resultados conflitantes ente o presente estudo e a literatura sobre a
correlagcdo do polimorfismo da MTHFR, o consumo de alcool e tabaco e o
cancer do es6fago pode ser devido a relacdo da dose e da frequéncia da
exposicao a estas substancias. (LANGEVIN et al, 2003)

Os fatores dietéticos e seus efeitos também devem ser considerados, a
dieta pobre em folato associada aos polimorfismos da MTHFR aumenta o risco
para o cancer do es6fago, por outro lado, individuos que apresentam niveis de
folato séricos adequados adquirem uma insensibilidade aos efeitos promovidos
pelo gendtipo MTHFR 677TT. (LANGEVIN et al, 2003)

Individuos com o gendtipo polimérfico homozigoto MTHFR 677TT
apresentaram maior risco de Obito pela doenca, pela andlise de regressao
logistica multipla ajustada pelas variaveis sexo, idade, etnia, tabagismo e
etilismo. Cheng Lu et al (2011) ndo observaram nenhum efeito do polimorfismo
MTHFR C677T e a sobrevida global em individuos com carcinoma epidermaoide

na populacéo chinesa. (CHENG LU et al; 2011)
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Jing et al (2012) relataram maior risco de morte por cancer do es6fago

em individuos do genétipo MTHFR 677TT, relatou que este resultado se deve,
provavelmente, devido a dois mecanismos, 0 primeiro pela alteragdo do
processo normal de metilagdo e o segundo pela desequilibrio dos niveis de
precursores do DNA, o que leva a sintese aberrante, instabilidade do DNA.

(JING et al, 2012)

Maior concentracdo de 5,10-metileno-THF, resultante do genaétipo
MTHFR 677TT, pode ter efeito sobre a sobrevida de pacientes com cancer do
esb6fago, devido a resposta das células tumorais para 0s pacientes que
receberam tratamento neoadjuvante com 5-fluorouracil (5-FU), (JING et al,
2012), mas na casuistica do presente estudo, 0s pacientes que realizaram
tratamento neoadjuvante foram excluidos, por isso esta relacdo nado foi

considerada.

A relacdo entre o polimorfismo MTHFR C677T e o cancer do esbéfago
deve-se, provavelmente, a metilacdo aberrante do DNA. Dados da literatura
mostram que a metilacdo do DNA gendémico é menor em individuos do
genotipo MTHFR 677TT, se comparado com individuos do genétipo MTHFR
677CC e esta diferenca também teve relacdo entre os niveis de folato na

circulacao sanguinea. (EADS et al, 2001; LARSSON et al, 2006)

A hipometilacdo sistémica e local do DNA foi identificada em varios tipos
de canceres, 0 que induz a ativacdo de protooncogenes e instabilidade do
cromossomo, a hipermetilagdo esta associada ao silenciamento da expresséo

de genes supressores de tumor. Como enzima chave no processo de
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metabilismo do folato, a MTHFR pode ter papel importante no prognéstico do

cancer do es6fago. (JING et al, 2012; CHENG et al 2014)

Os resultados conflitantes entre os achados deste estudo e a literatura
podem ter ocorrido pelo fato de que ha outros fatores devem influenciar na

atividade da enzima MTHFR e no metabolismo do folato. (JING et al, 2012)

5.5. Os Polimorfismos do Gene da Enzima Ciclooxigenase-2 (COX-2)

A inflamacédo crbnica tem papel fundamental em diversos estagios no
desenvolvimento, progressdo e resposta ao tratamento do cancer em
humanos, particularmente do aparelho digestivo. (ZHANG et al, 2005;
UPADHYAY et al, 2009)

A enzima COX-2 é fundamental na conversdo de &cido araquidbnico a
livre em prostaglandina H2, importante regulador de diversos processos
bioldgicos, tais como a inflamacéo. A sua expresséo é regulada por complexa
via de sinais de transducdo que envolve a interacdo de varias proteinas
nucleares. (SUBBARAMAIAH et al, 2003)

A regido promotora do gene da enzima COX-2 desempenha papel
decisivo na sua atividade de transcricdo, através da alteracdo da capacidade
de ligacdo proteinas moduladora, por isso, para este estudo, selecionou-se o
polimorfismo COX-2-1195A>G (rs689466) localizado nesta regido e associado
a maior atividade de transcricdo deste gene. (ZHANG et al, 2005)

Mecanismos pos-transcricional podem influenciar na estabilidade do
RNAmM de COX-2, assim, é possivel que polimorfismos na regido reguladora
3'UTR possam contribuir para a expressao diferencial de COX-2. O
polimorfismo COX-2+8473 T>C (rs5275) localizado nesta regido funcional foi

escolhido para as investigacdes deste estudo. (ZHANG et al, 2005)
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Em pacientes com cancer do eséfago as frequéncias dos genotipos do
polimorfismo encontradas neste estudo foram: COX-2+8473 T> C foi de TT de
30,28%, TC de 51,38% e CC 18,35%. Resultados similares foram encontrados
em um estudo na india, em que a frequéncia dos genotipos foi de TT 38.8%,
TC de 49.6% e CC 11,6%. (UPADHYAY et al, 2009) Entre caucasianos
europeus, a distribuicdo da frequéncia dos genotipos foi proxima a encontrada
neste estudo, TT 34,9%, TC de 50,71% e CC 14,35%. (LIANG et al, 2011).

Em relagdo ao polimorfismo COX-2-1195A>G, a distribuicdo das
frequéncias dos gendtipos neste estudo foi de AA 70,64%, AG 24,77% e GG
4,59%, Os dados das frequéncias destes polimorfismos na literatura sé&o
conflitantes entre as diferentes etnias, entre os indianos, a frequéncia foi de
12.6%, 45.0%, e 42.4%, para os gendtipos GG, GA e AA respectivamente,
dentre os chineses, as frequéncias foram de GG 16,6%, GA 52,9% e AA
30,5%. (ZHANG et al, 2005), Entre os caucasianos europeus, a frequéncia dos
gendtipos foi mais préxima dos achados deste estudo, com GG 59,28%, GA
38,57% e AA 2,14%. (LIANG et al, 2011).

Este estudo ndo detectou associacdo entre o polimorfismo COX-2—
1195A>G e o cancer de esodfago, porém, observou-se tendéncia a associacao
significativa do polimorfismo COX-2+8473T>C e o céancer de esbfago,
individuos portadores do gendétipo heterozigoto polimérfico COX-2+8437TC
apresentam 2,06 vezes maior chance para o desenvolvimento da doenca, em
relacdo aos individuos do gendtipo homozigoto selvagem COX-2+8437TT.
Houve também diferenca estatistica na analise do modelo dominante, o que
indica associacdo da presenca alelo C ao céancer de es6fago. Ferguson et al

(2008) relataram que ha relacéo entre o alelo COX-2 8473C e a suscetibilidade
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ao adenocarcinoma de eséfago. Ja Upadhyay et al (2009) ndo encontraram
associacdo deste alelo ao cancer do esdfago, mesmo comparando aos
diferentes tipos histolégicos. (Ferguson et al, 2008; Upadhyay et al, 2009)

Na andlise dos blocos de haplotipos, a presenca dos alelos selvagens
COX-2+8437T e COX-2-1195A mostrou-se protetora para o cancer de esotfago,
por outro lado, individuos do gendtipo COX-21195A/COX2843C e COX-
21195A/COX2843C apresentam maior chance de desenvolver o cancer de
es6fago. O modelo de regressdo logistica multipla confirmou a associagéo
independente destes haplétipos a suscetibilidade ao cancer de eséfago.

Um estudo que incluiu 174 pacientes concluiu que houve relagao entre
individuos do gendtipo COX-2-1195AG com carcinoma epidermdide de esdfago
(UPADHYAY et al, 2009), Zhang et al. (2005) relataram que ao presenc¢a do
alelo COX-2-1195G foi significativamente associada com o aumento do risco
de carcinoma esofagico na populacdo chinesa, Kristinsson et al (2009)
indicaram os genotipos COX-2-1195 AG e COX-2-1195 GG podem resultar
em maior chance de desenvolver o adenocarcinoma esofagico. (ZHANG et al,
2005; UPADHYAY et al, 2009)

Em relacdo a associacao da frequéncia dos polimorfismos e os dados
clinicos, epidemiolégicos e patoldgicos, no presente estudo, houve maior
prevaléncia de individuos do gendtipo homozigoto polimérfico COX-2-1195AA
entre os de etnia ndo-branco. Uma revisdo sistemética, com metanalise, incluiu
9.482 casos 12.206 controles, de 25 estudos caso-controle, verificou que a
presenca do alelo COX-2-1195G aumenta o risco de cancer do eséfago apenas
na populacédo asiatica. (TANG et al, 2011). A variacao do efeito do polimorfismo

em relacdo a doenca entre diferentes populacdes deve ser considerada.
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Realizou-se a avaliagdo da frequéncia dos polimorfismos da enzima
COX-2 nos diferentes tipos histolégicos, j& que o adenocarcinoma e o CEC
possuem etiologias diferentes, mas n&o houve diferenga estatisticamente
significativa. Em contrapartida, um estudo caso-controle (com 1.026 pacientes
e 1.270 controles) mostrou que a presenca do alelo COX-2-1195A aumenta a
chance para o carcinoma epidermdide de eséfago. (BURKHARD et al, 2005),
ao contrario do resultado encontrado no estudo caso-controle realizado por
Zhang et al (2005) em chineses, que concluiu que a presenca do alelo COX-2-
1195G foi significativamente associada ao risco de carcinoma epidermoéide.
Entretanto, o estudo de Kristinsson et al (2009) indicou que a presenca do alelo
COX-2-1195G resulta em maior chance para o adenocarcinoma. (BURKHARD
et al, 2005; ZHANG et al, 2005; KRISTINSSON et al, 2009)

N&o foram encontrados dados na literatura que mostrassem associacao
dos haplétipos formados pelos polimorfismos COX-2—-1195A>G e COX-2+8473
T>C e o cancer do esdfago, porém, estudo realizado na india mostrou a
relacdo entre o haplétipo COX2-1195A/COX2-765C e o CEC do esodfago.
(UPADHYAY et al, 2009). Outro estudo associou a presenc¢a do haplético COX-
2-765C/COX2-1195A ao adenocarcinoma esofagico, proveniente do eséfago
de Barrett. (MOONS et al, 2007).

Os achados deste estudo comparados aos dados da literatura sugerem
que a inflamacgao crénica, induzida pelo aumento da expressao da COX-2, tem
papel importante na carcinogénese esofagica. (MOONS et al, 2007).
Entretanto, as associacdes dos polimorfismos da enzima COX-2 encontradas
na literatura foram inconsistentes nas diferentes populagbes, o que sugere

efeitos especificos em diferentes etnias. (UPADHYAY et al, 2009)
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5.6. LimitagOes deste Estudo

O numero do tamanho da amostra é pequeno, portanto, pode interferir
no poder estatistico dos resultados observados. Além disso, trata-se de um
estudo caso-controle, o qual os dados foram coletados retrospectivamente de
prontuarios, laudos de exames e questionarios. Algumas varidveis foram
declaradas pelos pacientes, como etnia, tabagismo e alcoolismo.

Outro ponto a considerar é a grande miscigenacdo da populagédo deste
estudo, o qual seria talvez indicado realizar uma investigacdo de marcadores
de ancestralidade genética.

O polimorfismo COX-2+8437T>C do grupo controle ndo se apresentou
em equilibrio de Hardy-Weinberg (p<0,05), mas o grupo dos pacientes com
cancer do esbdfago e a soma dos dois grupos apresentaram-se em equilibrio,
portanto, optou-se por considerar o0s resultados das analises deste
polimorfismo, mas devem ser observados com cautela, ja que o desvio do
equilibrio de Hardy-Weinberg pode apresentar uma perda da precisdo da
estimativa.

Além disso, este estudo ndo avaliou o consumo adequado de folato, a
metilacdo sistémica e local do DNA, e o0 uso de drogas inibidoras de COX-2,

fatores que poderiam influenciar nos resultados aqui apresentados.
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CONCLUSAO

A frequéncia dos polimorfismos em pacientes com cancer do esdfago
foram respectivamente MTHFR 677CC 42,2%, MTHFR 677CT 44,04%,
MTHFR 677TT 13,76%, MTHFR 1298AA 57,8%, MTHFR 1298AC 30,28%,
MTHFR 1298CC 11,93%, COX-2+8437TT 30,28%, COX-2+8437TC 51,38%,
COX-2+8437CC 18,35%, COX-2-1195AA 70,64%, COX-2-1195AG 24,77%
e COX-2-1195GG 4,59%.

A presenca do alelo COX-2+8437C apresentou associagdo ao cancer do
esofago.

A presenca dos haplétipos COX-2-1195A/COX-2+8437C e COX-
21195G/COX28437T associou-se a maior chance de desenvolvimento do
cancer do estfago.

Individuos do genétipo homozigoto polimorfico MTHFR677TT

apresentaram maior risco de 6bito pela doenca.
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ANEXO A. Estadio do Cancer do es6fago da AJCC/UICC

Quad

ro 1. Classificacdao TNM para o Cancer de Esb6fago

Tumor Primaério (T)

X

Tumor primario ndo pode ser identificado

T0

Sem evidéncia de tumor primario

Tis

Displasia de alto grau

T1

Tumor invade a lamina prépria, muscularis da mucosa ou submucosa.

Tla|Tumor invade a lamina prépria ou muscularis da mucosa

T1b [Tumor invade a submucosa

T2

Tumor invade a muscular propria.

T3

Tumor invade a adventicia.

T4

Tumor invade estruturas adjacentes.

T4a|Tumor ressecavel invadindo a pleura, o pericardio ou o diafragma

T4b | Tumor iressecavel invadindo outras estruturas adjacentes, incluindo aorta, corpo vertebral, traqueia etc

Linfonodos Regionais (N)

NXx

N&o podem ser avaliados

NO

Auséncia de metastases linfonodais

N1

Metastases em 1 a 2 linfonodos regionais

N2

Metastases em 3 a 6 linfonodos regionais

N3

Metastases em 7 ou mais linfonodos regionais

Metastases a Distancia (M)

N&o podem ser avaliadas

Auséncia de metastases a distancia

Mx
MO
M1

Presenca de metastases a distancia

Fonte

Quad

Fonte

: Elaborado da classificacdo TNM 72 Edicdo da AJCC/UICC

ro 2. Classificacdo do Grau Histologico do Cancer de Esbdfago

Grau Histoldgico
GX |Grau ndo pode seridentificado
G1 [Bem diferenciado

G2 |Moderadamente diferenciado
G3 |Pouco diferenciado
G4 |Indiferenciado

: Elaborado da classificacdo TNM 72 Edicdo da AJCC/UICC

Quadro 3. Agrupamento por estadiamento do Carcinoma Epiderméide

Fonte

Carcinoma Epidermodide

Agrupamento por Estadios Grau de Diferenciacdo
Estadio O TisNOMO
Estadio IA T1INOMO Grau 1
Estadio IB TINOMO Grau 2ou 3
P T2NOMO
Estadio IIA T3NOMO Grau1l-3
P T1-2N1MO
Estadio IIB T2-3NOMO Grau 2ou 3
T1-2N2MO
Estadio IlIA TSN1MO Qualquer
T4aNO

T4qualquerNMO
Estadio IlIB |T3N2MO
T4aN1-2MO
Estadio I1IC |T4bqualquerNMO
qualquerTN3MO

Estadio IV qualquerTqualquerNM1

: Elaborado da classificacdo TNM 72 Edicdo da AJCC/UICC




Quadro 4. Agrupamento por estadiamento do Adenocarcinoma

Adenocarcinoma
Agrupamento por Estadios Grau de Diferenciacao
Estadio O TisNOMO
Estadio IA T1INOMO Grau le 2
Estadio 1B T1INOMO Grau 3
T2NOMO Grau 2ou 3
Estadio IIA  |T2NOMO Grau 3
Estadio IIB TSNOMO Qualquer
T1-2N1MO
T1-2N2MO
Estadio IlIA |T3N1MO Qualquer
T4aNOMO
T3N2MO
Estadio IlIB |[T4bqualquerNMO Qualquer
qualquerTN3MO
Estadio IlIC [T4aN1-2MO Qualquer
Estadio IV qualquerTqualquerNM1

Fonte: Elaborado da classificacdo TNM 72 Edicdo da AJCC/UICC



ANEXO B. Carta de aprovacédo do subprojeto “Perfil genético do carcinoma
epidermdide do esbdfago: Aplicagdes Clinicas” (CAPPesq)

HOSPITAL DAS CLINICAS
DA
FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
CAIXA POSTAL, 3671
SAO PAULO - BRASIL

DIRETORIA CLINICA.

Comissdo de éﬁca para Andlise de Projetos de Pesquisa

APROVACAO

A Comisstio de Etica para Andlise de Projetos de
Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade
de Mediciha da Universidade de Sé&o Paulo, em sessédo de 12.12.01, APROVOU o
Protocolo de Pesquisa n° 903/01, intitulado: “Peril genético do carcinoma
epiderméide do eséfago: Aplicagdes clinicas”, apresentado pelos(a) pesquisado-
res(a) PROF. DR. IVAN CECCONELLO e DR. MARCELO AUGUSTO DE
OLIVEIR’A, do Departamento de GASTROENTEROLOGIA, bem como o Termo

de Consentimento Livre e Esclarecido.

CAPPesq, 12 de Dezembro de 2001.

22( Kot /é
PROF. DR. JORGE/KALIL FILHO

Presidente da Comissdo Etica para Andlise de
Projetos de Pesquisa

OBSERVAGAQ: Cabe ao pesquisad’or elaborar e apresentar g CAPPesq, os relatdrios
parciais e final sobre a pesquisa (Resolugdo do Conselho Nacional de Sa-
tde n° 196, de 10.10. 1996, inciso IX.2, letra c”).



ANEXO C. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido do projeto “Perfil
genético do carcinoma epidermoide do eséfago: Aplicagdes Clinicas”

HOSPITAL DAS CLINICAS
D.

A
FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Instrugdes para preenchimento no VErso)

CONTROLES

| - DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

1. NOME DO PACIENTE ... ... O S e S RS S S
DOCUMENTO DE IDENTIDADEN®: ... ... SExo: M|l E[]

DATA NASCIMENTO: .../ |
ENDEREGO ..........ccc.........
BAIRRO: ...

L6 =1 S————————

DATA NASCIMENTO.: ... /....../....
ENDEREG®: ..z,

BAIRRO! ......ocooooiooo i CIDADE:
CEPY sonsscssssscccssscsssisgsssapanassssssns TELEFONES DD fecroemr ).

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA “Perfil Genético do Carcinoma Epidermoéide do Eséfago:
Aplicacdes Clinicas”.

PESQUISADOR: Prof. Dr. lvan Cecconello , Dr. Marcelo Augusto de Oliveira

CARGO/FUNGAO: Médico INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° 18.153

UNIDADE DO HCFMUSP: Disciplina de Cirurgia do Aparelho Digestivo — Instituto Central - HC

2. AVALIAGAO DO RISCO DA PESQUISA:

SEM RISCO J RISCO MiniMo X RISCO MEDIO ]

RISCO BAIXO ‘ RISCO MAIOR

(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como conseqiéncia imediata ou tardia do estudo)

3. DURAGAO DA PESQUISA : Dois anos




Il - REGISTRO DAS EXPLICAGOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU
REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA CONSIGNANDO

N6s estamos conduzindo um estudo no Estado de So Paulo e outros Estados do Brasil para investigar
se certas caracteristicas e habitos dos homens e das mulheres estio relacionados com algumas doengas. Para
isso, estamos solicitando aos pacientes neste e em outros hospitais para participarem da pesquisa.

A sua participagéo na pesquisa inclui: a) responder a perguntas de um questionario; b) a coleta de uma
amostra de sangue de 15 ml por pungio venosa. Esclarecemos que estes procedimentos podem |he trazer
algum desconforto.

Dependendo da sua doenca e, somente se isto fizer parte dos procedimentos habituais e necessarios de
diagnéstico ou de tratamento de sua doenga, serdo coletadas pelo seu médico assistente, amostras de tecido da
parte doente e, isto fara parte dos dados da pesquisa.

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO SUJEITO DA
PESQUISA CONSIGNANDO
Todas a informagGes prestadas durante a entrevista serdo de carater confidencial e as informagdes
colhidas serdo utilizadas somente para fins cientificos descritos no protocolo desta pesquisa, sem qualquer

identificagdo pessoal.

Qualquer provavel beneficio do estudo para o bem-estar da populagdo depende da exatiddo de suas
respostas. Portanto, se o(a) Sr(a) ndo entender alguma das questdes, por favor solicite todos os esclarecimentos
que julgar necessario sobre os procedimentos, riscos e beneficios relacionados a pesquisa ou qualquer outra
davida.

O(A) Sr.(a) tem a liberdade de néo participar do estudo e retirar seu consentimento a qualquer momento

deixando de participar do estudo, sem que isto traga qualquer prejuizo & continuidade de sua assisténcia.

Para quaisquer danos a salde decorrentes dos procedimentos necessarios para a pesquisa (coleta de
sangue) o (a) Sr.(a) sera ressarcido pela pesquisa em compensagao pelas despesas exclusivas decorrentes

destes danos.

V - INFORMAGOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS RESPONSAVEIS PEL'O
ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS CLINICAS E
REACOES ADVERSAS
Prof. Dr. Ivan Cecconello — Professor Associado da Disciplina de Cirurgia do Aparelho Digestivo - HCFMUSP
Dr. Marcelo Augusto de Oliveira — Médico Assistente da Disciplina de Cirurgia do Aparelho Digestivo - HCFMUSP
Dr. Marcos de O. Taconi — Residente da Disciplina de Cirurgia do Aparelho Digestivo - HCFMUSP
Secretaria da Disciplina de Cirurgia do Aparelho Digestivo e Coloproctologia

Instituto Central do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (FMUSP)

Av. Dr. Enéas Carvalho Aguiar, 255 - 9° Andar — CEP 04619-035 Sao Paulo, SP. Telefone: Oxx 11 3082 8832



VI - OBSERVAGOES COMPLEMENTARES

VIi - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apos convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me foi explicado,
consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa

Séo Paulo, de de 20__.

assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal assinatura do pesquisador
(carimbo ou nome Legivel)



ANEXO D. Parecer Consubstanciado de aprovacédo da CAPPesq

Hospital das Clinicas da FMUSP
e

e Comissdo de Etica para Anélise de Projetos de Pesquisa - CAPPesq

PROJETO DE PESQUISA

Titulo: ANALISE DE POLIMORFISMOS DAS ENZIMAS CICLOOXIGENASE-2 E
METILENOTETRAHIDROFOLATO REDUTASE EM PACIENTES COM CANCER DO ESOFAGO
Pesquisador Responsavel: Ulysses Ribeiro Junior Versdo: 2

Pesquisador Executante: Evelise Pelegrinelli Zaidan CAAE: 05176812.2.0000.0068
Co-autores: Michele Tatiana Pereira Tomitdo, Marcia Saldanha Kubrusly, Iberé Soares,
Venancio F. A. Alves, Rubens Ant6nio Aissar Sallum, Ilvan Cecconello

Finalidade Académica Mestrado

Institui¢do: HCFMUSP

Departamento: GASTROENTEROLOGIA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Registro on-line: 9504
Nimero do Parecer: 128.369
Data da Relatoria: 17/10/2012

Apresentagdo do Projeto: O projeto apresentado é de relevancia clinica e esta fundamentado
em dados cientificos ja publicados. Trata-se de estudo retrospectivo, onde serdo estudados
pacientes com o diagndstico de adenocarcinoma ou carcinoma de células escamosas do
esofago histologicamente confirmado, admitidos no Projeto Genoma Clinico do Céncer da
FAPESP, tratados no HCFMUSP, e que foram submetidos a ressecgdo cirdrgica entre os anos de
2001 e 2008. Os dados serdo obtidos a partir da andlise de prontuario médico e as analises
moleculares serdo realizadas a partir de material de biopsias e DNA previamente
armazenados.

Objetivo da Pesquisa: O objetivo principal da pesquisa é investigar a frequéncia de
polimorfismos nos genes COX-2 e MHTFR em 150 pacientes com cancer de esbfago.

Como objetivos secunddrios estdo listados: Verificar as associagdes entre os polimorfismos
estudados e a suscetibilidade ao cancer de es6fago, através da avaliagdo da distribuigdo dos
haplétipos entre pacientes e controles (n=150). Investigar a associa¢do dos polimorfismos e da
imunoexpressdo proteica da COX-2 com fatores clinicos, epidemiolégicos e patoldgicos.
Verificar a associagdo entre a imunoexpressdo proteica do COX-2 nos tumores e tecidos
adjacentes aos mesmos.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios: Ndo ha riscos diretos aos pacientes, pois serdo utilizadas
apenas amostras previamente estocadas. Pode haver um beneficio indireto aos sujeitos de
pesquisa, caso haja alguma intervencdo futura proposta para pacientes com o perfil genético e
imunohistoquimico determinados neste projeto.

Comentdrios e Consideragdes sobre a Pesquisa: O projeto esta apresentado de maneira clara
e os objetivos sdo justificaveis para melhor entendimento da etiologia da doenga. Os dados
clinicos serdo retirados dos prontudrios dos pacientes e ndo haverd coleta de material
bioldgico.

Consideragbes sobre os Termos de apresentagdo obrigatéria: Ndo ha necessidade de
utilizagdo de TCLE, uma vez que as amostras (pacientes e controles) ja serem utilizadas

sdo blocos de parafina e DNA previamente estocados oriundos do Projeto Genoma Clinico do
Cancer da FAPESP ("Perfil genético do carcinoma epidermdide do eséfago: aplicagdes clinicas"
-CAPPesq n. 903/01). O pesquisador apresentou carta de concordancia dos responsaveis pelos

Rua Dr. Ovidio Pires de Campos, 225 - Prédio da Administragdo - 52 andar
CEP 05403-010 - Sdo Paulo - SP.
5511 2661-7585 - 55 11 2661-6442 ramais: 16, 17, 18 | marcia.carvalho@hc.fm.usp.br
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re

Hospital das Clinicas da FMUSP
Lb P

Comissdo de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa - CAPPesq

LIM14 e LIM37, onde estdo armazenadas as amostras de parafina e DNA, respectivamente, em
participar do projeto.

Recomendages: No parecer anterior foi solicitado que o pesquisador citasse a fonte
financiadora do projeto. O pesquisador encaminhou carta declarando que o projeto sera
encaminhado a FAPESP. Assim, solicita-se que 0 mesmo informe a essa Comissio quando o
auxilio for aprovado.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes: N3o hd mais nenhuma pendéncia a ser
considerada. Mas, solicita-se que o pesquisador comunique a CAPPesq no momento da
aprovacao do auxilio.

Situacdo do Parecer: Aprovado

Sa@o Paulo, 24 de @Gutupfo de 2012

ad

Prof. D/Lui; o Garcez Leme
rdenador
ComissSo de Etica-para Andlise de
Projetos de Pesquisa-CAPPesq

Rua Dr. Ovidio Pires de Campos, 225 - Prédio da Administragéo - 52 andar
CEP 05403-010 - Sdo Paulo - SP.
5511 2661-7585 - 55 11 2661-6442 ramais: 16, 17, 18 | marcia.carvalho@hc.fm.usp.br




ANEXO E. Dados Demograficos, clinicos e patolégicos dos pacientes operados
por cancer de esofago

Tino Sobrevida |
N Sexo Etnia Idade o Tabagismo Estadio Global Obito | Etilismo
histologico
(meses)
1 M Branco 73 ADENO Ex-tabagista ESTIADIO 135 N&o Sm;)’ei'gda
2 M | Branco | 61 ADENO | Ex-tabagista | = nP'° 118 Ngo | Sm-anda
. ESTADIO x s6 no
3 M Branco 75 ADENO Ex-tabagista i 119 N&o passado
. ESTADIO . sé no
4 M Branco 54 ADENO Ex-tabagista m 29 Sim passado
5 M Branco 58 ADENO Ex-tabagista EST“AIDIO 65 N&o Sm;)’ei'gda
6 M | Branco | 54 ADENO | Extabagista | = nP'° 107 Néo furica
Tabagista ESTADIO . nunca
7 M Branco 57 ADENO Ativo | 33 Sim bebe
. ESTADIO . sé no
8 M Branco 58 ADENO Ex-tabagista Y 13 Sim passado
9 M Branco 67 ADENO Ex-tabagista EST'?DIO 1 N&o Smg’eilgda
10| M | Muato | 60 ADENO | Ex-tabagista | E5THP'° 16 Sim | Sim anda
Tabagista ESTADIO . s6 no
11 M Branco 52 ADENO AtiVO I 41 Sim passado
12 M Branco 72 ADENO Ex-tabagista ESTI’?IDIO 8 Sim Smg’ei'gda
13 | F | Branco | 69 ADENO Nunca ESTADIO 14 Sim nunca
Fumou 1] bebe
14 M Branco 66 ADENO Ex-tabagista EST{?DIO 89 N&o nbuean:
Tabagista ESTADIO = nunca
15 M Branco 70 ADENO ALiVO I 62 Néao bebe
16 | M | Branco | 60 ADENO Nunca | ESTADIO 37 sim | funea
Fumou I bebe
. ESTADIO = s6 no
17 M Branco 80 ADENO Ex-tabagista I 116 N&o passado
18 F Amarel 79 ADENO Nunca ESTADIO 39 No nunca
0 Fumou 1] bebe
. ESTADIO . s6 no
19 M Branco 72 ADENO Ex-tabagista v 17 Sim passado
20 | M | Branco | 53 ADENO Nunca | ESTADIO 33 Sim | Sim: inda
Fumou I bebe
Tabagista ESTADIO . sé no
21 M Branco 67 ADENO AtiVO m 10 Sim passado
Nunca ESTADIO . sé no
22 M Branco 67 ADENO Fumou v 30 Sim passado
23 | M | Mulato | 74 ADENO | Ex-tabagista | E5THP'° 19 Sim | Sim, ainda
Tabagista ESTADIO . s6 no
24 M Branco 70 ADENO AtiVO M 10 Sim passado
Tabagista ESTADIO = s6 no
25 M Branco 51 ADENO AtiVO m 18 N&o passado
. ESTADIO x s6 no
26 M Branco 81 ADENO Ex-tabagista | 90 N&o passado
27 M Branco 65 ADENO Ex-tabagista ESTI'IAI‘DIO 7 Sim nbuenbc:
. ESTADIO . s6 no
28 M Mulato 71 ADENO Ex-tabagista v 22 Sim passado
20 | M | Branco | 72 ADENO | Ex-tabagista | =>'h0'© 96 Ngo | M anda
30 | M |Branco| 75 ADENO | Ex-tabagista | ~>'nO'C 58 N&o fuca
Tabagista ESTADIO . sim, ainda
31 F Mulato 66 ADENO Ativo I 5 Sim bebe
32 | M |Branco | 53 ADENO | Ex-tabagista | Eo'APIO 55 Ngo | S ainda

bebe




Tipo

Sobrevida

N Sexo Etnia Idade . . Tabagismo Estadio Global Obito | Etilismo
histologico
(meses)
33| M |Branco | 64 ADENO | Ex-tabagista | ~>'n0'C 17 Sim | Sm anda
Tabagista ESTADIO . sim, ainda
34 M Mulato 54 ADENO Afivo i 1 Sim bebe
Tabagista ESTADIO = nunca
35 F Branco 51 ADENO ALiVO I 23 Nao bebe
Tabagista ESTADIO . nunca
36 M Branco 61 ADENO AtiVO m 11 Sim bebe
. ESTADIO . s6 no
37 M Branco 69 ADENO Ex-tabagista m 3 Sim passado
Sem ESTADIO . Sem
38 M Branco 70 ADENO informacao m 38 Sim informagao
Nunca ESTADIO = nunca
39 F Negro 59 ADENO Fumou m 86 Nao bebe
Sem ESTADIO ~ Sem
40 M Branco 90 ADENO informacio I 45 N&o informag&o
Sem ESTADIO . Sem
41 F Branco 59 ADENO informacao m 10 Sim informagao
42 M Branco 59 ADENO Taba_glsta ESTADIO 82 N30 sim, ainda
Ativo | bebe
43| M | Mulato | 71 ADENO | Ex-abagista | => h0'© 36 N&o furiea
Tabagista _ sem . s6 no
44 M Branco 58 CEC AtiVO |nf0r(r)naga 69 Néo passado
. ESTADIO x s6 no
45 M Mulato 50 CEC Ex-tabagista m 72 Néo passado
Nunca ESTADIO = nunca
46 F Branco 65 CEC Fumou I 116 Né&o bebe
Tabagista ESTADIO . s6 no
47 M Negro 60 CEC ALiVO | 39 Sim passado
Tabagista ESTADIO = nunca
48 F Mulato 59 CEC ALiVO I 122 N&o bebe
Tabagista | . 5™ _ . s6 no
49 | M | Branco | 59 CEC Afivo informaga 13 Sim | passado
50 M Branco 71 CEC Ex-tabagista ESTIﬁDIO 3 Sim Sm;’e‘?:gda
Nunca ESTADIO . sim, ainda
51 F Branco 50 CEC Fumou M 24 Sim bebe
Tabagista ESTADIO = s6 no
52 M Branco 46 CEC AtiVO I 122 Néao passado
Tabagista ESTADIO = s6 no
53 M Branco 72 CEC AtiVO I 44 N&o passado
Tabagista ESTADIO . sim, ainda
54 M Branco 49 CEC AtiVO I 1 Sim bebe
Tabagista ESTADIO . sim, ainda
55 M Branco 47 CEC AtiVO M 5 Sim bebe
P Nunca ESTADIO . sim, ainda
56 M Indio 80 CEC Fumou v 24 Sim bebe
Tabagista ESTADIO . s6 no
57 M Branco 59 CEC AtiVO I 11 Sim passado
Tabagista ESTADIO . sim, ainda
58 M Mulato 38 CEC ALiVO I 16 Sim bebe
Tabagista ESTADIO = s6 no
59 F Negro 61 CEC Ativo | 51 N&o passado
Sem _ sem x Sem
60 M Negro 72 CEC informaco |nforgna(;a 107 N&o informagzo




Tipo

Sobrevida

N Sexo Etnia Idade histolégico Tabagismo Estadio Global Obito | Etilismo
(meses)

61 M Branco 49 CEC Taifi\\g/](i)sta ESTI’ﬁDlo 15 Sim ngsr;(éo
62 | M | Mulato | 48 CEC Tabagista | ESTADIO 62 Nao | one
63 F Branco 54 CEC Ta'l‘ifil\g/](i)sta EST“AIDIO 35 Sim nbuenbc:
64 M Branco 62 CEC Ex-tabagista ESTﬁDlo 31 Sim ngsr;(éo
65 M Branco 76 CEC Ex-tabagista EST'IADlo 114 N&o p:gsr;%o
66 M Branco 61 CEC Taifil\g/](i)sta ESTIAIDIO 3 Sim sin;),e%igda
67 | M | Negro | 49 CEC Tabagista | ESTADIO | 135 Nao | o0ne
68 F Branco 48 CEC I’:\IL:Jnn]gi ESTT\DIO 114 Nao ngsr;%o
60 | M | Mulato | 63 CEC Tabagista | ESTADIO 64 Sim | ST anda
70 M Negro 66 CEC Ex-tabagista ESTI’?IDIO 23 Sim ngsr;%o
71| M | Negro | 50 CEC Tabagista | ESTADIO 29 Sim | Sim, ainda
72 | M | Branco | 49 CEC Tabagista | ESTADIO 26 Sim | e
73 | M |Branco | 74 CEC Tabagista | ESTADIO 4 Sim | e
24 E Branco 39 CEC Ta,gz\%?ta EST;’-I\DIO 1 sim sing,ez;igda
- M Branco 45 CEC Tag‘teilsci)sta ESTI,\A/DIO 10 sim sin’tm),e%igda
76 | M | Mulato | 51 CEC Ex-tabagista | = 'n0'C 11 Sim p;;jsr;c()io
77 | M | Branco | 57 CEC Tadagista | ESTADIO 83 Nao | one
78 | M | Mulato | 50 CEC Ex-tabagista | > 0O 72 Néo ngsgc()io
79 M Branco 48 CEC Ex-tabagista ESTIﬁDIO 22 Sim ngsg%o
80 | M | Branco | 50 CEC Tadagista | ESTADIO | 103 Nao | one
81 | M | Branco | 49 CEC o fo?rir:(;éo ESTADIO 1 N&O | i rommacio
82 M Mulato 72 CEC Ex-tabagista ESTIﬁDIO 8 Sim nbuenbcea
83 M Negro 43 CEC Taiz\gll(i)sta ESTI\A/DIO 9 Sim ; estgsr;cgjI .
8 | M | Branco | 51 CEC Tabagista | ESTADIO 6 sim | e
o5 M Branco 67 CEC Tagz\g/;ci)sta ESTIﬁDIO 16 Sim sirré,e?)igda
8 | M | Branco | 58 CEC Tabagista | ESTADIO | 301 Ngo | S anda




Tipo

Sobrevida

N Sexo Etnia Idade histolégico Tabagismo Estadio Global Obito | Etilismo
(meses)
87 | M |[Branco | 54 CEC funca | ESTADIO | 101 Nao | 0ne
88 M Branco 86 CEC Ex-tabagista inf§§nn;;1ga 5 Sim s6 no
o passado
89 F Negro 53 CEC Ex-tabagista ESTﬁDIO 3 Sim Sin;)’e%igda
90 M Branco 79 CEC ’,:\Iljjrggi EST“AIDIO 99 N&o Sm;;e%igda
o1 M Branco 69 CEC Tagfil\g/]i)sta ESTIﬁDlo a1 Sim sin?),eiigda
92 M Branco 54 CEC Ex-tabagista ESTﬁDIO 97 N&o pflgsg(éo
o3 | M | Negro | 55 CEC Tabagista | ESTADIO 7 Sim | ST anda
9% | M | Mulato | 61 CEC Ex-tabagista | =5T/P'° 20 Sim pggsggo
95 M Branco 53 CEC L\IL:JQETJ ESTﬁDIO 23 Sim Singeatlyigda
96 M Branco 47 CEC Ex-tabagista ESTI'IAI‘DIO 13 Sim singe%igda
o7 | M |Branco | 58 CEC Tabagista | ESTADIO 2 Sim | e
6 | M | Mulato | 58 CEC infofr‘;':géo ESTADIO 57 Nao | 0ne
9 | M |Branco | 55 CEC Tabagista | ESTADIO 9 Nao | 200
100 M Branco 64 CEC Ex-tabagista ESTﬁDIO 8 Sim ngsr;%o
101 M Branco 64 CEC Ex-tabagista ESTﬁD'O 74 Na&o S‘”’;;;,‘Q"a
102| F | Nego | 64 CEC Tabagista | ESTADIO 0 sim | o e
103 M Negro 65 CEC Ex-tabagista ESTﬁDIO 6 Sim p§23r;cc)io
104 F Branco 66 CEC I’:\Iljjrggi ESTﬁDIO 13 Sim nbuenbcz:1
105 | M | Mulato | 57 CEC Tabagista infc?rznrgcé 38 Nao | oo
106 | F | Mulato | 42 CEC Ex-tabagista | > 0O 23 Néo ngsg?io
107 | M | Branco | 48 CEC Tadagista | ESTADIO 29 Ngo | Smanda
108 M Branco 57 CEC info?rir:(;éo inf:%“nj"@a 24 N&o info?;r:géo
109 M Branco 69 CEC info?rir:(;éo ESTf\A,DIO 2 Sim info?;r:géo




ANEXO F. Dados de genotipagem dos pacientes operados por cancer de
esobfago

n COX-2 -1195A>G COX2+8437T>C MTHFR 677C>T MTHFR 1298A>C
1 AA TC CT AC
2 AA TC ccC ccC
3 AG TT ccC ccC
4 AA TC ccC AA
5 AA ccC TT AA
6 AA TC ccC ccC
7 GG TT CT AA
8 AA TC ccC AC
9 AA TT CT AC
10 AA TC CT AA
11 AG TT ccC ccC
12 AG TT ccC AC
13 AA TC ccC AA
14 GG TT TT AA
15 AG TC ccC AC
16 AA TC CT AA
17 AA TC CT AA
18 AA TC ccC AA
19 AA ccC CT AA
20 AA ccC CT AC
21 GG TT ccC AA
22 AA TT CT AA
23 AA ccC TT AA
24 AA ccC CT AC
25 AG TC ccC AA
26 AG TT CT AA
27 AA TC ccC ccC
28 AA TC CT AA
29 AG TC ccC AA
30 GG TT TT AA
31 AA ccC ccC AA
32 AG TT CT AA
33 AA ccC ccC AA
34 AA TT CT AC
35 AG TC ccC ccC
36 AG TC CT AC
37 AG TC CT AC
38 AA TC CT AC
39 AG TC ccC AA
40 AA TC CT AC
41 AA TT CT AC
42 AA TC ccC AC
43 AA TT ccC AC
44 AA TC CT AC




n COX-2 -1195A>G COX2+8437T>C MTHFR 677C>T MTHFR 1298A>C
45 AA ccC ccC ccC
46 AG TT CT AA
a7 AA TC CT AA
48 AA TT CT AA
49 AA TT ccC AA
50 AG TC CT AA
51 AA TC CT AA
52 AA TC ccC AC
53 AA TT CT AA
54 AA ccC TT AA
55 AA TC CT AA
56 AA ccC ccC AC
57 AG TC TT AA
58 AA TT ccC AA
59 AA ccC CT AA
60 AA TC CT AC
61 AA TC TT AA
62 AA ccC CT AA
63 AA TT ccC AA
64 AA TT TT AA
65 AG TT ccC ccC
66 AA TC TT AA
67 AA ccC CT AA
68 AA TT ccC AA
69 AA TC ccC ccC
70 AA TT CT AA
71 AA ccC ccC AC
72 AA ccC ccC ccC
73 AA TC CT AC
74 AA TC CT AA
75 AA ccC TT AA
76 AA TT TT AA
77 AG TT CT AA
78 AA TC ccC AC
79 AG TC ccC AC
80 AA TC CT AA
81 AG TC TT AA
82 AG TC CT AC
83 AA TC ccC ccC
84 AG TC TT AA
85 AG TT CT AC
86 AG TT CT AC
87 AA TC ccC AA
88 AA ccC ccC ccC
89 AG TC ccC AA
90 AA TC CT AA
91 AA ccC ccC ccC




n COX-2 -1195A>G COX2+8437T>C MTHFR 677C>T MTHFR 1298A>C
92 AA TC CT AC
93 AA TC TT AA
94 AG TT CT AC
95 AA TC ccC AA
96 AA TC ccC AC
97 AA TT CT AC
98 AA TC CT AA
99 AA TC ccC AA
100 AA ccC CT AA
101 GG TT CT AC
102 AA TC ccC AA
103 AA TC ccC AC
104 AG TT ccC AA
105 AG TC TT AA
106 AA TC ccC AA
107 AA TC ccC AC
108 AA TT CT AA
109 AA ccC CT AA




ANEXO G. Dados demogréficos, clinicos, patoldgicos e de genotipagem dos
controles.

COX-2 COX2 MTHFR MTHFR
n SEXO ETNIA IDADE -1195A>G | +8437T>C 677C>T 1298A>C
1 | Masculino| BRANCO 32 AA ccC ccC ccC
2 | Feminino | NEGRO 68 AA ccC ccC AA
3 | Masculino | BRANCO 63 AA TC CT AA
4 | Masculino| MULATO 54 AA TC CT AC
5 |Masculino| MULATO 58 AA TC TT AA
6 |Masculino| NEGRO 79 AA TC ccC AA
7 |Masculino| BRANCO 63 AG TT ccC AC
8 | Feminino | BRANCO 39 AA ccC CT AC
9 | Masculino | BRANCO 35 AG TT ccC AA
10 | Feminino | NEGRO 50 AA TC ccC AA
11 | Masculino| BRANCO 62 AA TT ccC AC
12 | Masculino | BRANCO 46 AA TC TT AA
13 | Feminino | BRANCO 44 AA TC TT AA
14 | Masculino | BRANCO 53 AA TC TT AA
15 | Masculino| BRANCO 70 AA TT CT AA
16 | Feminino | BRANCO 67 AA TC TT AA
17 | Masculino| BRANCO 50 AA TC CT AA
18 | Masculino| BRANCO 36 AA TC CT AC
19 | Feminino | BRANCO 65 AG TC ccC AA
20 | Masculino| BRANCO 51 AG TT TT AA
21 | Masculino | BRANCO 62 AA TT CT AA
22 | Feminino | MULATO 53 AA ccC ccC AC
23 | Masculino | BRANCO 72 AA ccC ccC AC
24 | Feminino | BRANCO 63 AA TT CT AA
25 | Masculino | BRANCO 51 AG TT CT AA
26 | Masculino| BRANCO 44 AG TC CT AA
27 | Feminino | BRANCO 52 AA TT ccC ccC
28 | Masculino| BRANCO 57 AG TT CT AA
29 | Masculino | BRANCO 72 AG TT CT AC
30 | Feminino | MULATO 60 AA TC CT AC
31 | Masculino | BRANCO 73 AA TC CT AC
32 | Feminino | BRANCO 54 AG TT CT AC
33 | Feminino | BRANCO 50 AG TC ccC ccC
34 | Masculino | BRANCO 57 AG TT ccC AC
35 | Feminino | BRANCO 48 AA TC ccC ccC
36 | Masculino| BRANCO 61 AG TC CT AA
37 | Masculino | BRANCO 38 AG TT CT AA
38 | Masculino | BRANCO 69 AA TT CT AC
39 | Masculino | BRANCO 58 AA TC CT AC
40 | Feminino | BRANCO 30 AA TC CT AC
41 | Masculino | BRANCO 74 AA ccC ccC AC
42 | Masculino | BRANCO 81 AA TT TT AA
43 | Masculino | BRANCO 61 AA TC CT AA




COX-2 COX2 MTHFR MTHFR
n | SEXC | ETNIA | IDADE | 1195a5G | +8437T>C | 677C>T | 1298A>C
44 | Masculino | BRANCO 54 AA TT ccC AC
45 | Masculino | BRANCO 58 AA TT ccC AC
46 | Masculino | BRANCO 70 AA TC CT AC
47 |Masculino| NEGRO 48 AG TT CT AA
48 | Feminino | MULATO 53 AA ccC ccC AC
49 | Masculino | BRANCO 64 AG TT TT AA
50 |Masculino| MULATO 52 AA TC ccC AA
51 | Masculino | BRANCO 69 AA TT TT AA
52 | Masculino | BRANCO 53 AA TC CT AA
53 | Feminino | BRANCO 59 AG TT ccC ccC
54 | Masculino | BRANCO 74 AG TT ccC AC
55 | Masculino | BRANCO 58 AA TT CT AA
56 | Masculino| BRANCO 65 AA TT CT AC
57 | Masculino | BRANCO 29 AG TT ccC AC
58 |Masculino| MULATO 59 AA TT ccC AA
59 | Masculino | BRANCO 47 AA TC ccC AC
60 | Masculino | BRANCO 38 AA TC ccC AC
61 |Masculino| NEGRO 48 AA TT CT AC
62 | Masculino | BRANCO 60 AA TC CT AA
63 | Masculino | BRANCO 74 AG TT ccC ccC
64 |Masculino| NEGRO 48 AA ccC CT AC
65 | Masculino | BRANCO 64 AA TC ccC AA
66 | Masculino| NEGRO 39 AA ccC CT AA
67 | Masculino | BRANCO 67 AA TT ccC AC
68 | Masculino| BRANCO 47 AA ccC CT AC
69 | Feminino | NEGRO 50 AA TC ccC AA
70 | Masculino| BRANCO 72 AG TC ccC ccC
71 | Masculino | BRANCO 69 AA TC CT AC
72 | Masculino| BRANCO 80 AG TC ccC AC
73 | Masculino | BRANCO 50 AG TT ccC AA
74 | Masculino| NEGRO 63 AA TT ccC AA
75 | Masculino| MULATO 53 AA TT ccC AC
76 | Masculino | BRANCO 57 AA ccC ccC AC
77 |Masculino| BRANCO 67 AA TT ccC AA
78 | Masculino | BRANCO 69 AA TC CT AC
79 | Masculino| BRANCO 79 AA ccC TT AA
80 | Masculino | BRANCO 76 AG TT CT AC
81 | Masculino | AMARELO 66 GG TT CT AA
82 | Feminino | AMARELO 81 GG TT CT AA
83 | Feminino | MULATO 69 AA ccC CT AC
84 | Feminino | BRANCO 66 AA TC TT AA
85 | Masculino | BRANCO 71 AA ccC CT AC
86 | Masculino| BRANCO 73 AA TC TT AA
87 | Masculino | BRANCO 71 AA ccC CT AA
88 |Masculino| MULATO 72 AA ccC CT AA
89 | Masculino | BRANCO 45 AA TT CT AA




COX-2 COX2 MTHFR MTHFR
n | SEXO | ETNIA | IDADE | ;195a5G | +8437T>C | 677C>T | 1298A>C
90 | Masculino| BRANCO 46 AA TC ccC AA
91 [Masculino| NEGRO 46 AA ccC ccC AC
92 |Masculino | BRANCO 48 AA ccC CT AA
93 |Masculino | BRANCO 57 AA TT TT AC
94 | Masculino | BRANCO 0 AA ccC CT AC
95 |Masculino | BRANCO 46 AA TT CT AC
96 |Masculino| BRANCO 70 AA TT CT AA
97 |Masculino | BRANCO 70 AA TT cCcC AA
98 |Masculino | BRANCO 80 AA TC TT AA
99 |Masculino | BRANCO 71 AA TT CT AC
100 | Masculino | BRANCO 51 AA TT ccC AC
101 | Masculino | BRANCO 53 AA TT ccC AA
102 | Masculino | BRANCO 46 AA ccC CT AA




