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APRESENTAÇÃO DA DISSERTAÇÃO 

 

 A presente dissertação está estruturada conforme segue. Inicialmente, uma introdução 

com considerações necessárias para entendimento dos objetivos, metodologias e resultados. 

Esta introdução está dividida em duas seções principais: (1) Câncer de Esôfago, com dados 

epidemiológicos, histopatológicos, fatores de risco, entre outras características do modelo de 

estudo, com destaque para o subtipo histológico epidermoide; e (2) Autofagia, onde são 

expostos conceitos básicos, mecanismos biológicos e o seu papel na oncogênese. As figuras 

da introdução e hipótese final estão ordenadas em numerais romanos, enquanto as figuras do 

artigo estão em números ordinais. 

 Após a introdução, serão descritas justificativas e hipóteses, seguidas dos objetivos 

geral e específicos. O artigo original em inglês foi retirado desta versão parcial. 

 Por fim, a partir dos resultados obtidos, são descritas as conclusões, hipóteses e 

perspectivas.     
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RESUMO/PALAVRAS-CHAVE 

O câncer de esôfago é a sexta causa de morte relacionada a neoplasias malignas no 

mundo. A taxa de sobrevida em 5 anos é inferior a 20 %, após o diagnóstico. O conhecimento 

da biologia básica e o desenvolvimento de novos marcadores diagnósticos e prognósticos 

podem contribuir para o manejo clínico desses tumores. A autofagia é um mecanismo 

fisiológico envolvido na degradação de organelas e proteínas disfuncionais ou envelhecidas. 

Perturbações na autofagia têm sido associadas à carcinogênese. Em nosso estudo: (a) 

comparamos os níveis de três indicadores de autofagia, SQSTM1, MAP1LC3B e BECN1 no 

epitélio esofágico não neoplásico e em amostras de carcinoma epidermoide de esôfago 

(ESCC); (b) analisamos a influência da idade, sexo e tabagismo no nível desses indicadores; 

(c) avaliamos a morfometria nuclear e sua correlação com a autofagia; e (d) examinamos a 

influência da autofagia na taxa de sobrevida e no estadiamento do ESCC. Para isso, 

selecionamos 32 biópsias de esôfago sem alterações associadas a neoplasia (grupo controle) 

e 53 amostras de ESCC. O material foi imunomarcado para SQSTM1, MAP1LC3B e BECN1, 

seguido da quantificação dos níveis proteicos e geração de um Índice Autofágico para cada 

amostra. Também foi realizada a análise morfométrica nuclear. A influência da autofagia nas 

taxas de sobrevida dos pacientes com ESCC foi estimada usando o banco de dados TCGA. 

Observamos um aumento nos níveis dos três indicadores de autofagia nas amostras de ESCC 

comparadas com o grupo controle. O AutoIndex, que acreditamos melhor representar o estado 

autofágico, comparado aos indicadores isolados, demonstrou diferença ainda maior entre os 

grupos. Encontramos uma redução na área nuclear no ESCC em comparação às amostras 

controle. Essa redução se correlacionou negativamente com o AutoIndex, sugerindo que 

alterações nucleares e na autofagia ocorrem concomitantemente ao longo da carcinogênese do 

ESCC. Utilizando o TCGA identificamos níveis elevados de MAP1LC3A/B, SQSTM1, Atg4A e 

Atg12 associados a um pior prognóstico e estadiamento avançado, sugerindo que a autofagia 

no ESCC contribua para a agressividade tumoral. Ainda usando o TCGA verificamos que a 

combinação de genes de autofagia dois a dois apresenta uma diferença ainda maior nas 

curvas de Kaplan-Meier entre pacientes com níveis elevados e baixos de autofagia. Ao final, a 

partir dos nossos resultados e dados da literatura, levantamos a hipótese de que quanto maior 

a diferença, para mais ou menos, da intensidade da autofagia em um tumor em relação ao 

tecido não neoplásico, pior o prognóstico. Em conclusão, observamos um aumento da 

autofagia no ESCC, e sugerimos que a combinação de indicadores deste mecanismo, mais do 

que o uso de marcadores isolados, tem potencial para uso na avaliação prognóstica no ESCC. 

Keywords – Carcinoma Esofágico Escamoso, autofagia, morfometria nuclear, indicadores 

prognósticos 
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ABSTRACT/KEYWORDS 

Esophageal cancer is the sixth leading cause of deaths by malignant neoplasias in the 

word. Less than 20 % of patients survive 5 years after diagnosis, so the knowledge of basic 

tumor biology as well as the development of new prognostic markers may contribute to the 

management of these tumors. Autophagy is a physiological mechanism involved in the 

degradation of aged or dysfunctional organelles and proteins. Disturbs in autophagy have been 

associated with the carcinogenesis. Here, we: (a) compared the levels of three autophagy 

markers, SQSTM1, MAP1LC3B and BECN1 in non-neoplastic esophagus and in Esophagus 

Squamous Cell Carcinoma (ESCC) samples; (b) assessed the influence of age, gender and 

smoking in the level of these markers; (c) evaluate nuclear morphometry and its correlation with 

autophagy; and (d) examined the influence of autophagy genes expression in the survival and 

staging of ESCC. We select 32 non-neoplastic esophageal samples (control group) and 53 

ESCC samples, which were immunostained to SQSTM1, MAP1LC3B and BECN1, followed by 

the quantification of these proteins levels and the generation of an Autophagic Index 

(AutoIndex) to each sample. Nuclear morphometry was assessed by the Nuclear Morphometric 

Analysis. The influence of autophagy in the overall survival time of ESCC patients was 

estimated using the TCGA database. We found that the three autophagy markers were 

significantly increased in ESCC samples in comparison to non-neoplastic samples. The 

AutoIndex, which we believe that better represents the autophagic status of a given sample, 

then single markers, showed an even higher difference between groups. We found a reduction 

in nuclear area in ESCC in comparison to controls. This reduction correlated negatively with 

AutoIndex, suggesting these alterations in the structure of the chromatin and autophagy occur 

concomitantly along the carcinogenesis of ESCC. Using the TCGA data bank we found that 

high levels of MAP1LC3 A/B, SQSTM1, Atg4A and Atg12 gene expression were associated with 

a poor prognosis and advanced staging, suggesting that autophagy contributes to tumor 

aggressiveness. The combination of autophagy gene markers two by two showed an even 

larger gap in Kaplan-Meier curves between patients with low and high levels of autophagy. 

Based on our data and those from the literature we raised the hypothesis that the greater the 

difference of autophagy in tumours compared to non-neoplastic tissue, the poorer the 

prognosis, regardless the alteration is up or down regulated.  In conclusion, we found that an 

increase in autophagy may be involved in the progression of ESCC, and that the combination, 

more than a single marker analysis, has the potential to be used as a prognostic index in ESCC. 

 

Keywords: Esophageal Squamous Cell Carcinoma (ESCC), autophagy, nuclear morphometry, 

prognostic markers 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. CÂNCER DE ESÔFAGO 

 

1.1.1. Epidemiologia  

 

As neoplasias malignas constituem a segunda principal causa de morte em países 

desenvolvidos, atrás apenas das doenças cardiovasculares. Estima-se que cerca de 68 

milhões de pessoas no mundo são portadoras de algum tipo de câncer, com aproximadamente 

8,8 milhões de óbitos anuais. As perspectivas para os próximos anos apontam para um 

aumento da incidência anual, de 16 milhões em 2012 para mais de 22,2 milhões em 2030 

(http://www.who.int/cancer/en; www.cancer.gov; Ferlay e col, 2015; Torre e col, 2012). 

Entre os tipos de câncer os com maior incidência são o câncer de pulmão, colorretal, 

mama e próstata. Já considerando a mortalidade anual, destacam-se os cânceres de pulmão 

(1,69 milhões de mortes), fígado (788 mil mortes), colorretal (774 mil mortes), estômago (754 

milhões de mortes) e mama (571 milhões de mortes) (http://www.who.int/cancer/en; 

www.cancer.gov). Neste contexto, o câncer de esôfago (CE) é a oitava neoplasia maligna mais 

frequente no mundo, com aproximadamente 456.000 novos casos anuais (3,2% do total), tendo 

maior incidência em homens (relação homens/mulheres 2,4:1). Apesar de todo avanço no 

diagnóstico e tratamento antitumoral, o prognóstico dos pacientes com ESCC tem melhorado 

pouco ou nada nas últimas décadas, com menos de 20% sobrevivendo 5 anos livres da 

doença. O CE é responsável por aproximadamente 415.000 óbitos anuais, correspondendo à 

sexta causa de morte por câncer (https://www.cancer.org/cancer/esophagus-cancer/about/key-

statistics.html; Ferlay e col, 2015; Napier e col, 2014; Penatthur e col, 2013).  

Considerando a distribuição geográfica, em torno de 80% dos casos de CE ocorrem em 

regiões menos desenvolvidas. Existem grandes variações na prevalência com índices de 

0,8/100.000 habitantes na África Ocidental até 17/100.000 habitantes na Ásia Oriental, entre 

homens. Para mulheres, esta variação vai de 0,2/100.000 habitantes na Micronésia/Polinésia 

até 7,8/100.000 habitantes na África Oriental. Estas diferenças justificam-se tanto pela genética 

quanto por fatores de risco ambientais, os quais serão discutidos posteriormente. A mortalidade 

acompanha os padrões geográficos de incidência (Torre e col, 2012; Malhotra e col, 2017; 

Wong e col, 2018). 

No Brasil o CE é a sexta neoplasia mais frequente entre os homens e a 13º entre as 

mulheres. De acordo com o Instituto Nacional do Câncer do Brasil (INCA), em 2015 o número 
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de mortes foi de 7.930, sendo 6.203 homens e 1.727 mulheres, acompanhando o índice 

mundial de letalidade. Para 2018 o INCA estima que 10.790 novos casos de CE sejam 

diagnosticados, sendo 8.240 em homens e 2.550 em mulheres. Com incidência de 

7,99/100.000 habitantes em homens e 2,28/100.000 mulheres (INCA estimativa 2018). O Rio 

Grande do Sul apresenta os maiores índices de CE da América do Sul, e mais de 90% dos 

casos são ESCC, porcentagem que tem se mantido constante nas últimas duas décadas 

(Fagundes e col, 2016). A perspectiva para 2018 é de 20,5/100.000 para homens e 

6,91/100.000 para mulheres. A taxa de mortalidade por CE no Rio Grande do Sul, por sua vez, 

atinge valores de 18 e 5,2/100.000 habitantes em homens e mulheres, respectivamente. 

Algumas regiões do Rio Grande do Sul apresentam incidência e taxas maiores, associadas a 

consumo intensivo de mate quente (Victora e col, 1990; Prolla e col, 1993; INCA, 2012). 

 

1.1.2. Histopatologia e Tipos de Câncer Esofágico 

 

O CE apresenta-se como dois tipos histológicos principais. O carcinoma escamoso ou 

epidermoide (ESCC)1 e o adenocarcinoma (ADO). O ESCC desenvolve-se a partir do epitélio 

de revestimento estratificado pavimentoso do esôfago, especialmente a partir de células do 

estrato basal germinativo. O ADO, por sua vez, desenvolve-se a partir do epitélio metaplásico 

tipo intestinal, no esôfago distal, geralmente relacionado a doença do refluxo gastresofágico. O 

ESCC e o ADO diferem não apenas na morfologia e histogenética, mas também no 

comportamento biológico, padrões de incidência, prevalência, populações afetadas e fatores de 

risco. Assim, as diferenças entre os dois tipos de câncer devem ser consideradas no 

desenvolvimento de opções diagnósticas e de tratamento (Napier e col, 2014; Malhotra e col, 

2017; Coleman e col, 2018). 

Assim como a maioria das neoplasias malignas, o CE é uma doença fortemente 

influenciada por fatores ambientais que se desenvolve por modificações estruturais e funcionais 

a nível molecular, que se refletem em alterações de comportamento celular (Mao e col, 2011). 

O ESCC evolui por vários estágios a partir da mucosa normal, progredindo para lesões 

precursoras (displasia), carcinoma in situ, invasão e disseminação. (Figura I).  

Conforme progride, a neoplasia invade as camadas histológicas que formam a estrutura 

do tubo esofágico. Estas camadas incluem: (1) uma camada mucosa formada por epitélio de 

revestimento estratificado pavimentoso, subjacente ao qual está a lâmina própria de tecido 

                                                           
1
 Em português, a abreviatura comumente utilizada para o carcinoma epidermoide esofágico é CEE. Aqui, utilizaremos a 

abreviatura ESCC, derivada do inglês esophageal squamous cell carcinoma, para uniformizar o termo ao longo de toda 
dissertação, inclusive no artigo original escrito na língua inglesa. 
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conjuntivo e uma camada muscular da mucosa constituída por músculo liso; (2) uma 

submucosa contendo glândulas exócrinas; (3) uma camada muscular externa composta por 

músculo liso, dividida em uma camada circular interna e uma camada longitudinal externa; (4) 

uma adventícia formada por tecido conjuntivo frouxo e células adiposas, que conecta o esôfago 

às estruturas adjacentes. 

 

Figura I – Evolução histopatológica do câncer de esôfago. A partir do epitélio de revestimento normal, 
lesões pré-malignas como a displasia de alto grau (High Grade Displasia, HGD) podem se desenvolver e 
progredir ao longo das camadas histológicas subjacentes do órgão. A ausência de uma serosa revestindo 
o órgão facilita a progressão da neoplasia através do tecido periesofágico, de modo que a massa tumoral 
não aumenta para a luz do órgão, mas sim na direção intramural. Este aspecto faz com que a 
manifestação de sintomas como a disfagia apareçam apenas tardiamente, piorando o prognóstico dos 
pacientes. Este padrão de crescimento permite, ainda, que as células tumorais invadam o sistema 
circulatório sanguíneo e/ou linfático, podendo levar ao desenvolvimento de metástases. Reproduzido de 
Rice WR. Diagnosis and staging of esophageal carcinoma. In: Pearson, F.G., Cooper, J.D., Deslauriers, J. 
e col. Esophageal Surgery, 2nd ed, p. 687. Churchill Livingstone, New York. 

 

A maioria dos estudos epidemiológicos até 1980 não fazia distinção entre os dois tipos 

de CE porque o ADO era um achado relativamente incomum neste período. Nos países em 

desenvolvimento o ESCC encontra uma prevalência de 4:1 ou até 90% dos casos de CE 

(Abnet e col, 2018; Wong e col, 2018). Esta situação tem se modificado em alguns países 

ocidentais onde tem-se observado uma redução do número de casos de ESCC (especialmente 

pela diminuição do consumo de tabaco, principal fator de risco para o ESCC). Em paralelo 
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observa-se o aumento da incidência do ADO (associado a dieta, obesidade e doença do refluxo 

gastro esofágico), com prevalência que pode atingir até 50% dos casos de CE (Napier e col, 

2014, Coleman e col, 2017).  

A história natural do ESCC, com índice de letalidade de 88%, tem mau prognóstico 

principalmente devido à identificação tardia. Isto se deve, principalmente: (1) a características 

anatômicas e histológicas do esôfago com a ausência de uma adventícia envolvendo o órgão, 

como demonstrado na Figura I; (2) à natureza agressiva dos tumores; e (3) à complexidade 

molecular e celular de sua evolução. O estadiamento do ESCC é mostrado na Tabela 1 

(modificado de Strong e col, 2013) e afeta diretamente a sobrevida dos pacientes, 

independente da opção terapêutica (Berry, 2014). 

 

Tabela 1 - Estadiamento TNM do ESCC (American Joint Committee of Cancer, 2014) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Estágio T N M Grau Localização 

0 Tis (HGD) N0 M0 0 Qualquer 

IA T1 N0 M0 1 Qualquer 

IB T1 N0 M0 2-3 Qualquer 

 T2-T3 N0 M0 1 Inferior 

IIA T2-T3 N0 M0 1 Sup, médio 

 T2-T3 N0 M0 2-3 Inferior 

IIB T2-T3 N0 M0 2-3 Sup, médio 

 T1-T2 N1 M0 Qualquer Qualquer 

IIIA T1-T2 N2 M0 Qualquer Qualquer 

 T3 N1 0 Qualquer Qualquer 

 T4a N0 0 Qualquer Qualquer 

IIIB T3 N2 0 Qualquer Qualquer 

IIIC T4a N1-2 0 Qualquer Qualquer 

 T4b Qualquer 0 Qualquer Qualquer 

 Qualquer N3 0 Qualquer Qualquer 

IV Qualquer Qualquer 1 Qualquer Qualquer 
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1.1.3. Fatores de Risco para o ESCC 

 

Há muitas décadas diferentes autores utilizando recursos de radiologia e exames 

anatomopatológicos, associaram a presença de ESCC ao uso excessivo de tabaco e álcool, 

saúde bucal deficiente e consumo de bebidas em alta temperatura como o mate quente 

(Bullrich RA, 1923; Craveira LF, 1932; Watson WL, 1939). Anos após estes trabalhos pioneiros, 

comprovou-se o risco aumentado de desenvolvimento do ESCC em indivíduos consumidores 

de tabaco. O tabagismo está mais relacionado ao ESCC do que ao ADO, e 75% das mortes 

por CE são atribuídas ao tabaco (Risk e col, 1999; Hench e col, 2010).  

Outras situações de risco foram posteriormente associadas ao ESCC, como mutações 

em enzimas que metabolizam o álcool, estresse térmico e antecedentes de radiação torácica 

(Ahsan e col, 1998; Risk, 1999; Freedman e col, 2007; Kamangar e col, 2008; Mao e col, 2011). 

Higiene oral inadequada e deficiências nutricionais também promovem o risco de ESCC. Neste 

contexto o aumento da inflamação e distúrbios do sistema imunológico, favorecidos pela má 

higiene oral e por deficiências nutricionais, podem favorecer a carcinogênese (Baylin e col, 

1998; DeMarini, 2004; Messner e col, 2012). Estas condições explicam, pelo menos 

parcialmente, o maior risco de desenvolvimento de ESCC em populações com baixo nível 

socioeconômico (Guha e col, 2007; Brown e col, 2001; Taylor e col, 2003; Qiao e col, 2009; 

Islami e col, 2009). Como consequência destes fatores pode ocorrer a inativação de genes 

supressores tumorais e ativação de proto oncogenes em oncogenes através de alterações 

genéticas ou epigenéticas. As subseções abaixo discutem alguns aspectos relacionados aos 

fatores de risco citados. 

 

Acetaldeído, Álcool e Tabaco  

 

O consumo de álcool é fator de risco para o ESCC. O álcool ingerido sofre conversão no 

composto carcinogênico acetaldeído pela enzima álcool desidrogenase (ADH), seguido da 

transformação deste em acetato pela enzima acetaldeido desidrogenase (ALDH). O acúmulo 

de acetaldeido pode favorecer a mutagênese, distúrbios na proliferação celular e inibição dos 

mecanismos de reparo do DNA. O álcool também é metabolizado em acetaldeido por 

microrganismos da cavidade oral, os quais são induzidos a produzir ainda mais acetaldeído 

quando da ingesta de álcool ou tabaco, criando um microambiente que favorece a 

carcinogênese. A fumaça do cigarro contem acetaldeido que se dissolve na saliva, que após 
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deglutida distribui o mesmo para o esôfago e o estômago (Wu, 2005; Yokoyama e col, 2005; 

Yang e col, 2007; Zhong e col, 2011). 

 

Dieta, Tabaco e Nitrosaminas 

 

Seres humanos estão expostos a uma grande quantidade de compostos N-nitrosos 

derivados do consumo de tabaco, dieta, fumaças do ambiente e na água para consumo. 

Nitrosaminas estão presentes em diversos alimentos, especialmente defumados, salgados e 

secos, além de produtos com aditivos para preservação, reconhecidamente fatores de risco 

para a oncogênese em vários modelos experimentais e em seres humanos. De fato, há uma 

associação entre o consumo de alimentos processados e o desenvolvimento de CE (Jakszyn e 

col, 2006; Choi e col, 2013b; Zhu e col, 2014), especialmente para o ESCC (Keszei e col, 

2012). A redução de nitratos presentes na alimentação em nitritos por bactérias presentes na 

cavidade oral é outra fonte de nitrosaminas, o que pode explicar pelo menos parcialmente, a 

associação entre má higiene oral e o desenvolvimento do ESCC. Na inflamação crônica, como 

em condições pré-neoplásicas do esôfago, também ocorre aumento na produção de 

nitrosaminas (Jakszyn e col, 2006; IARC, 2008; Kamangar e col, 2009). 

 

Estresse Térmico e Consumo de Mate Quente 

 

Em áreas do Oriente Médio e Ásia a incidência do ESCC chega a mais de 100 casos 

por 100.000 habitantes e parece não estar relacionada apenas ao tabagismo ou consumo de 

álcool, mas à ingesta de chás aquecidos à alta temperatura (Roth e col, 1998; Umar e col, 

2008; Islami, 2009; Andrici e col, 2015). Estudos prospectivos realizados nas províncias 

chinesas de Henan e Linxian, locais de alta incidência e prevalência do ESCC, avaliaram 

fatores de risco e lesões pré-malignas. Indivíduos diagnosticados como tendo alterações 

inflamatórias da mucosa esofágica, obtida a partir de esfregaço citológico, foram 

acompanhados prospectivamente. Várias alterações histológicas foram identificadas ao longo 

da observação. A displasia do epitélio escamoso revelou potencial evolutivo como lesão pré-

maligna (Dawsey e col, 1997). Alterações como acantose, esofagite, hiperplasia celular basal e 

atrofia epitelial não foram associadas a um risco aumentado de neoplasia (Qiu e col, 1988; 

Wang e col, 2005). 

A América do Sul também apresenta alta incidência de ESCC que, afora os fatores de 

risco comuns a outras regiões, tem sido atribuída ao consumo da infusão da erva Ilex 
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paraguayenses, ou erva mate, quente (Muñoz e col, 1987; Barros e col, 2000). A temperatura 

da água, o volume diário ingerido e o período de consumo são, por si só, fatores de risco 

independentes para desenvolvimento do ESCC (Rolón e col, 1995). A ingesta igual ou superior 

a três litros diários apresenta risco 3 para o ESCC (Castellsagué e col, 2000; Sewram e col, 

2003). Efeitos diretos e indiretos do mate quente sobre a mucosa têm sido propostos, como 

fatores desencadeadores de processo inflamatório crônico associado à irritação térmica e 

formação endógena de compostos carcinogênicos presentes na infusão. Entre estes, 

destacam-se os hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (HAP) e outros compostos N-nitrosos 

como as nitrosaminas. Uma grande quantidade de HAP foi demonstrada nas folhas da erva 

mate, além de metabólitos de benzopirenos na urina de consumidores (Boström e col, 2002; 

Fagundes e col, 2006; Kamangar e col, 2008; Achten & Andersson, 2015). A concentração de 

HAP apresenta importante variação em diferentes processos de industrialização e 

comercialização da erva mate (Golozar e col, 2012). Molecularmente, mutações somáticas no 

gene TP53 associadas à atividade da enzima óxido nítrico sintase foram demonstradas em 

amostras de ESCC de pacientes expostos ao traumatismo térmico (Sepehr e col, 2002; Pütz e 

col, 2002). 

A injúria térmica, por sua vez, altera a permeabilidade da mucosa e aumenta o risco de 

lesão epitelial causada por carcinógenos contidos na erva mate. Estudos em cobaias revelaram 

que o contato do líquido com temperaturas superiores a 40oC com a mucosa aumenta a 

permeabilidade da mesma, incluindo alterações no transporte ativo de íons. A ingesta de chá 

mate frio ou gelado não está relacionada a um aumento da incidência de ESCC (Rolón e col, 

1995; Tobey e col 1999; Loomis e col 2016). Em 1990 a Agência Internacional para Pesquisa 

no Câncer (IARC) classificou o mate quente como um provável carcinógeno humano (grupo 

2A), pelo traumatismo térmico de repetição (IARC, 1991). 

 

 

1.1.4. Diagnóstico e Rastreamento do ESCC 

 

O tratamento para o ESCC inclui a ressecção cirúrgica, quimio e radioterapia. A cirurgia, 

quando realizada em estágio inicial, oferece sobrevida em cinco anos de até 90%. Porém, na 

grande maioria dos casos o diagnóstico só é estabelecido quando sintomas como a disfagia já 

estão presentes, indicando doença avançada. Nesta fase, mais de 70% dos pacientes 

encontram-se em estágio 2 avançado ou metastático (Berry, 2014). 



20 

 

 Apesar dos avanços no diagnóstico e terapia antitumoral, o que tem se refletido em 

melhor prognóstico para inúmeros tipos tumorais, o desfecho do ESCC permaneceu inalterado 

nas últimas décadas, com uma sobrevida de cinco anos em torno de 20% (Pennathur e col, 

2013; Wang e col, 2009; https://www.cancer.org/cancer/esophagus-cancer/about/key-

statistics.html). O estudo da carcinogênese celular e molecular destes tumores poderá permitir 

o desenvolvimento de novos marcadores diagnósticos e alvos terapêuticos, com melhor 

qualidade e maior sobrevida aos pacientes (Abnet e col, 2018; Chen e col, 2017). 

Neste contexto, vários processos envolvidos no desenvolvimento e progressão 

tumorais, tais como resistência à morte celular, capacidade proliferativa autônoma, replicação 

ilimitada, angiogênese, invasão e metástases têm sido estudados. Estes mecanismos são 

agrupados nos chamados hallmarks (características) clássicos do câncer (Hanahan & 

Weinberg, 2011), cujas principais proteínas têm sido estudas como biomarcadores de 

diagnóstico, prognóstico e alvos terapêuticos antitumorais. Associada aos hallmarks do câncer, 

recebe destaque a autofagia, processo catabólico de componentes celulares fundamental à 

homeostase celular (Galluzzi e col, 2015), mas também envolvida na manutenção e 

desenvolvimento do ESCC (Hall e col, 2018).  

Conforme já observado, o prognóstico de ESCC pouco se alterou nas últimas décadas. 

Estudar as alterações autofágicas neste tipo de tumor pode melhorar nosso entendimento da 

carcinogênese, padronizar marcadores diagnósticos e prognósticos, e modular este mecanismo 

com objetivos terapêuticos. A seção a seguir descreve os principais aspectos da autofagia no 

contexto do câncer e as bases teóricas para entendimento do objetivo central da presente 

dissertação. 
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1.2. AUTOFAGIA  

 

1.2.1. Conceitos básicos 

 

Autofagia é um mecanismo fisiológico para eliminação de componentes celulares não 

funcionais, envelhecidos ou malformados. Neste processo estruturas celulares defeituosas são 

marcadas, englobadas em uma organela citoplasmática transiente e degradadas, para serem 

reaproveitadas na ressíntese de novos componentes funcionais (Yorimitsu e col, 2005). A 

autofagia é um sistema catabólico basal utilizado pelas células eucariotas para eliminar 

componentes através da via lisossomal, contribuindo para a manutenção da homeostase 

celular (Galluzzi e col, 2015; Kenific e col, 2015; Green e col, 2011). Alterações ambientais (por 

ex., redução de nutrientes e oxigênio) ou celulares (por ex., dano a organelas ou defeitos no 

dobramento proteico) elevam os níveis da atividade autofágica para eliminação das estruturas 

alteradas e adaptação ao estresse. Dessa forma o processo autofágico também fornece 

precursores de ATP para as células se adaptarem à condição energética adversa (Choi e col, 

2013a).  

Existem 3 tipos de mecanismos de autofagia (Glick e col, 2010): (a) Autofagia mediada 

por chaperonas: ocorre pela entrega de proteínas mal dobradas, que permanecem com 

chaperonas ligadas à sua estrutura e aos lisossomos, onde acontece a degradação proteica; 

(b) Microautofagia: envolve o englobamento direto pelos lisossomos de componentes 

celulares, como complexos proteicos, ribossomos e proteossomos (c) Macroautofagia: 

principal processo de degradação autofágica, com formação de uma vesícula associada a 

lisossomos. A micro e a macroautofagia têm a capacidade de englobar estruturas celulares 

através de mecanismos seletivos ou não seletivos, enquanto a autofagia mediada por 

chaperonas degrada apenas proteínas solúveis por um sistema seletivo. A capacidade de 

degradação em grande escala do citoplasma é uma importante função autofágica, devendo ser 

finamente controlada para evitar desequilíbrios entre síntese e degradação (Eskelinen e col, 

2009). Disfunções na intensidade da autofagia ou no conteúdo fagocitado podem estar 

associadas à carcinogênese, neurodegeneração, infecção microbiana e envelhecimento 

(Eskelinen e col, 2009; Choi e col, 2013a).  

 Deste momento em diante, nos referimos à macroautofagia apenas como autofagia, 

descrita a seguir e ilustrada na Figura II. Estruturalmente, a autofagia inicia-se com a 

nucleação, que envolve a formação do fagoforo, uma projeção da membrana do retículo 

endoplasmático rugoso. Este, se expande até formar uma vesícula de membrana dupla que 
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incorpora os componentes a serem degradados, o autofagossomo. A nucleação, expansão e 

fechamento do autofagossomo corresponde à ‘etapa inicial’ da autofagia. O autofagossomo, 

por sua vez, fusiona-se com lisossomos citoplasmáticos formando o autofagolisossomo, no 

qual ocorre a degradação dos componentes celulares através da atividade catalítica de 

hidrolases ácidas, com produção de açúcares, aminoácidos, ácidos graxos e nucleotídeos. Os 

produtos do catabolismo são então transportados através de permeases presentes na 

membrana do autofagolisossomo de volta para o citoplasma, para serem reutilizados no 

metabolismo celular (He e col, 2009; Mizushima e col, 2011). A fusão do autofagossomo aos 

lisossomos bem como a degradação dos componentes celulares correspondem à ‘etapa tardia’ 

da autofagia. 

 

Figura II – Etapas do mecanismo de autofagia.  Os 5 eventos envolvidos no desenvolvimento da 
autofagia são mostrados: (1) Nucleação; (2) Expansão; (3) Fechamento; (4) Fusão; (5) Degradação. 
Os eventos 1, 2 e 3 podem ser chamados de etapa inicial da autofagia, enquanto os eventos 4 e 5 
podem ser chamados de etapa tardia. Imagem de Galluzzi e col, 2015.  
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1.2.2 Mecanismos moleculares no controle da autofagia 

 

 Os eventos relacionados à etapa inicial da autofagia são controlados, molecularmente, 

por uma via de sinalização específica formada pela família das proteínas Atg (a nomenclatura 

ATG em letras maiúsculas se refere aos genes enquanto Atg refere-se às proteínas envolvidas 

no processo) (Klionsky, 2012; Klionsky e col, 2016).  Estas controlam a nucleação da 

membrana, a expansão e o fechamento do autofagossomo. O processo ocorre pela interação 

de complexos de proteínas Atg com a membrana do autofagossomo em formação (Figura III). 

 O mecanismo inicia-se em regiões do retículo endoplasmático rugoso enriquecidas com 

a proteína Atg9 (Karanasios e col, 2016). Sinais indutores de autofagia levam à formação do 

complexo ULK, formado pelas proteínas ULK (Atg1) + Atg13 + FIP200 (Atg17). Este interage 

com um segundo complexo chamado PI3K classe III, formado pelas proteínas Atg14 + Beclina 

1 (Atg6) + PI3K classe III + p150 (subunidade catalítica da PI3K classe III). Estes compostos 

são importantes para a nucleação de um novo fagoforo a partir do retículo endoplasmático 

rugoso. A este fagoforo em formação associa-se um terceiro grupo de proteínas Atg, formado 

pelas proteínas Atg16L1 + Atg5 + Atg12. A formação desta estrutura ocorre pela ação de 

outras duas proteínas, Atg10 e Atg7, sendo estas o principal indutor do alongamento da 

membrana do autofagossomo (Yorimitsu e col, 2005; Boya e col, 2013; Glick e col, 2010).  

Concomitante ao alongamento da membrana do autofagossomo inicia-se a sinalização 

que irá levar ao seu fechamento. Esta sinalização envolve a cadeia leve da proteína de ligação 

a microtúbulos 1 (MAP1LC3), ortóloga de Atg8 de levedura, deste momento em diante 

denominada apenas de LC3. Tão logo é expressa, a proteína LC3 é clivada pela proteína Atg4 

na sua forma I (LC3-I), que permanece livre no citoplasma. Quando há um sinal indutor de 

autofagia na célula, a proteína LC3-I recebe um fosfolipídio do tipo fosfatidiletanolamina (PE) 

através da atividade das proteínas Atg7 e Atg3. Assim forma-se a LC3-II, que passa a interagir 

com a membrana do autofagossomo em formação, levando ao seu fechamento (He e col, 

2003; Hemelaar e col, 2003). 

 Além destas há o envolvimento de proteínas adaptadoras, entre as quais destaca-se a 

Sequestosome 1 (SQSTM1 ou p62). A SQSTM1 atua marcando molecularmente os 

componentes celulares que devem ser autofagocitados, interagindo com a proteína MAP1LC3 

II presente na membrana do autofagossomo, carregando os componentes celulares para 

dentro do mesmo (Pankiv e col, 2007). 
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Figura III – Mecanismos moleculares de controle da autofagia. A autofagia é guiada pelas proteínas 
da família Atg, as quais formam complexos que vão conduzindo os eventos de formação do 
autofagossomo. A etapa tardia (da fusão do autofagossomo aos lisossomos) não envolve mais proteínas 
Atg, mas proteínas lisossomais LAMP1/2, que induzem a fusão do autofagossomo com os lisossomos. 
Em vermelho estão destacadas as proteínas que serão avaliadas no presente trabalho. Adaptado de 
www.cellsignaling.com. 

 

A família das proteínas Atg é formada mais de 30 subtipos. Na presente dissertação o 

potencial de biomarcação de 3 destas proteínas será estudado.  

a. Atg6 ou Beclina-1 (BECN1) - atua como uma proteína estrutural para a formação do 

complexo PI3K, um dos primeiros componentes de recrutamento durante o 

desenvolvimento dos autofagossomos. Sua ação ocorre na nucleação e expansão da 

membrana do fagoforo, em fases iniciais do processo (Kang e col, 2011). Inúmeros 

trabalhos têm sugerido a BECN1 como marcador prognóstico em câncer (He e col, 

2014). Além disso, a BECN1 interage com a família das proteínas controladoras do 

apoptose, Bcl-2, atuando como um componente molecular que conecta morte celular e 

autofagia (Kang e col, 2011). 

b. Atg8 ou MAP1LC3 (LC3 ou LC3) – A MAPLC3 é a proteína ortóloga da Atg8 de 

leveduras, e atua como um marcador importante do processo de autofagia. A proteína 

MAP1LC3 apresenta 3 isoformas (A, B ou C), com distribuição variável nos tecidos 

humanos (He e col, 2003), incluindo o esôfago (Figura IV A). A MAP1LC3 é clivada 

quando que expressa, pela proteína Atg4 (cujas isoformas B e D são as mais 

abundantes no esôfago – Figura IV B). Assim, é formada a MAP1LC3-I citoplasmática. 

Esta é transformada na sua forma ativa (MAP1LC3-II) a partir da adição de um 

fosfolipídio a fosfatidiletanolamina (PE). Com isso, MAP1LC3-II acopla-se à membrana 

do autofagossomo crescente e promove o seu alongamento e fechamento. Esta 

Autofagossomo 
Fagoforo 

Autofagolisossomo 

Lisossomo 
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proteína também interage com os adaptadores de autofagia que marcam os 

componentes celulares a serem degradados, entre os quais destaca-se a SQSTM1 

(citada abaixo), contribuindo para o carregamento destes para dentro do 

autofagossomo. Vários fatores de estresse celular como hipóxia, desnutrição e 

quimioterapia estimulam a conversão de MAP1LC3-I em MAP1LC3-II (Shpilka e col, 

2011; Lee e col, 2016). 

 

 

Figura IV – Níveis de expressão das isoformas de MAP1LC3 e 
ATG4 no tecido esofágico normal. (A) MAP1LC3 e (B) ATG4. Dados 
obtidos a partir de estudo realizado para determinação dos níveis de 
expressão gênica em diferentes tecidos humanos. (Fagerber e col, 
2014). 

 

c. SQSTM1 (Sequestosome 1 ou p62) - A SQSTM1 é uma proteína dita 'adaptadora' 

no contexto da autofagia, marcando os componentes celulares que devem ser incorporados ao 

autofagossomo e metabolizados. Durante o processo, a proteína é catabolizada junto com as 

demais estruturas contidas no autofagossomo, levando a uma redução dos seus níveis (Pankiv 

e col, 2007). Na ativação crônica da autofagia, entretanto, ocorre uma sinalização para 

ressíntese e os níveis de SQSTM1 voltam a aumentar (Sahani e col, 2014). Células com níveis 

elevados da proteína possuem capacidade autofágica aumentada e maior adaptação a 

situações de estresse (Bjørkøy e col, 2009; Bartolome e col, 2017; Carrol e col, 2018).  

Upstream à sinalização específica da autofagia, as principais vias de proliferação e 

morte celular modulam os complexos Atg a fim de controlar os níveis de autofagia. A principal 

proteína que recebe estes sinais e controla diretamente o complexo ULK é a proteína mTOR 

(mammalian Target of Rapamycin). A mTOR forma o Complexo I da mTOR (mTORC1), o qual 

atua mantendo a autofagia basal em níveis controlados. Sinais de estresse celular, como a 

ativação da via da proteína TP53 (por ex., dano ao DNA) ou a ativação da proteína 

controladora do metabolismo AMPK (por ex., ativada após redução da razão de ATP/ADP), 

A B 
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suprimem o mTORC1 e disparam a autofagia. Por outro lado, a ativação de vias de 

sobrevivência e proliferação celular, como a via das MAPK ou da PI3K/AKT mantém o 

mTORC1 ativado e os níveis de autofagia basais baixos (He e col, 2009; Yu e col, 2018). 

 

1.2.3. Papel da Autofagia no Câncer 

 

O papel da autofagia no câncer deve ser entendido nas diferentes etapas da 

carcinogênese, a qual pode ser dividida em 3 momentos consecutivos (Pilot, 1993; Hanahan & 

Weinberg, 2011): (1) Iniciação: envolve as primeiras alterações moleculares irreversíveis 

(mutações genéticas ou alterações epigenéticas) que acometem as células saudáveis, 

modificando sua homeostase. Apesar de não estar em uma condição plenamente saudável, a 

célula submetida a estas primeiras alterações não é, por definição, uma célula cancerosa, uma 

vez que ainda não possui a capacidade de proliferar e gerar uma estrutura tumoral. (2) 

Promoção: o acúmulo de alterações genéticas e epigenéticas vai progressivamente afastando 

a célula transformada da condição normal (ou saudável). Durante a promoção, há um aumento 

da massa tumoral. (3) Progressão: as células transformadas adquirem a capacidade de 

invasão aos tecidos adjacentes. A invasividade é a principal diferença entre tumores benignos 

e malignos. A partir deste ponto, as células (agora chamadas de células cancerosas) podem 

alcançar a circulação sanguínea e linfática e gerar metástases. 

Considerando o papel da autofagia neste processo (Figura IV), nas células normais, a 

autofagia atua como um mecanismo quimiopreventivo, contribuindo para a manutenção da 

integridade do genoma e eliminação dos pró-carcinógenos. Dessa forma, este mecanismo 

auxilia na manutenção das células normais no seu estado saudável (Steeves e col, 2010; 

Vessoni e col, 2013). A autofagia contribui também na: (a) manutenção do metabolismo 

energético normal, (b) degradação de proteínas potencialmente oncogênicas, (c) sobrevivência 

de células imunes e imunovigilância antitumoral e (d) controle dos níveis inflamatórios teciduais 

(Galluzzi e col, 2015).  Em diversos modelos murinos, defeitos no funcionamento da autofagia, 

devido ao knockout tecido-específico ou sistêmico, aceleram a oncogênese, dando origem a 

tumores diversos, como carcinomas, adenocarcinomas, linfomas e sarcomas (Zhi e col, 2015; 

Galluzzi e col, 2015).  

Várias proteínas do grupo Atg, como Atg5, BECN1, Atg7 e Atg4, exercem função 

supressora tumoral (Liang & Jung, 2011). Além disso, outras proteínas que reprimem o 

desenvolvimento tumoral, como TP53, LKB1 e PTEN estimulam a autofagia, enquanto 

proteínas oncogênicas a suprimem, como a Bcl-2 e a via Akt/PI3k (Kimmelman, 2011; Maiuri e 
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col, 2009). A função citoprotetora da autofagia é geralmente considerada adaptativa e 

homeostática. Modelos in vitro e in vivo já demonstraram que durante a iniciação tumoral 

ocorre a perda ou desligamento temporário da autofagia, por sinais ambientais ou alterações 

epigenéticas, favorecendo a transformação celular (Galluzzi e col, 2015). Nestes modelos a 

transformação pré-maligna inicial está associada à redução da capacidade autofágica. Durante 

a promoção e progressão tumorais, a autofagia reativada passa a atuar como mecanismo de 

adaptação, favorecendo a manutenção e o crescimento celular. Isto ocorre especialmente pela 

oferta de substratos energéticos derivados dos produtos de degradação da autofagia, que 

contribuem para a adaptação à hipóxia e ao déficit de nutrientes causados pela elevada 

demanda metabólica e angiogênese incipiente (Kondo e col, 2005; He e col, 2009; Rosenfeldt e 

col, 2011; Yang e col, 2011). A indução da autofagia em lesões pré-malignas parece acelerar o 

crescimento e malignização das mesmas (Kowalik e col, 2016; Tang e col, 2016). Este é um 

aspecto relevante, pois vários cânceres se desenvolvem a partir de lesões pré-malignas. Além 

da adaptação metabólica, a autofagia exerce outras duas funções igualmente importantes que 

permitem a progressão tumoral: (a) resistência à morte celular desencadeada pelo 

desprendimento da matriz tumoral, permitindo que células neoplásicas possam invadir o tecido 

saudável e desenvolver metástases; (b) sobrevivência de células-tronco tumorais, 

subpopulação envolvida na iniciação, manutenção e recorrência neoplásica (Galluzzi e col, 

2015). Assim é possível inferir que o monitoramento dos níveis de autofagia poderia oferecer 

um potencial preditivo diagnóstico e prognóstico, tanto no tecido saudável de grupos de risco 

quanto em lesões pré-malignas.  

Portanto, conforme mostrado na Figura V a transformação celular parece ser favorecida 

pelo desligamento da autofagia, seguido da sua reativação em etapas subsequentes. Enquanto 

a ativação aguda (poucas horas) da autofagia envolve basicamente os componentes 

citoplasmáticos e a formação dos complexos Atg, a estimulação mais prolongada (a partir de 

12h), como ocorre durante a carcinogênese, envolve a modulação da expressão gênica (Shin e 

col, 2016; Baek e col, 2017). Estudos sugerem que eventos epigenéticos estão envolvidos 

neste processo. Pacientes acometidos por gastrite causada pela bactéria Helicobacter pylori, 

por exemplo, apresentam silenciamento epigenético do gene MAP1LC3A e redução da 

autofagia nas células da mucosa gástrica preservada. Este processo está associado à 

transformação do epitélio normal, uma vez que este silenciamento leva ao aumento da 

proliferação, migração e invasão celulares (Muhammad e col, 2017).  
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Figura V. Papel da autofagia no desenvolvimento do câncer. A autofagia proficiente mantém as 
células saudáveis no seu estado normal e homeostático (à esquerda na Figura). A redução da autofagia, 
neste contexto, favorece a transformação maligna, com a formação de células pré-tumorais (central na 
Figura). A partir de uma lesão pré-maligna ou precursora tumoral, o reestabelecimento da autofagia 
funcional é fundamental para a adaptação ao estresse metabólico a que estas células serão expostas. 
Adaptada de Galluzzi e col, 2015. 

 

A manifestação de sinais clínicos nos pacientes ocorre durante a progressão tumoral. É 

neste momento, portanto, que são aplicados os tratamentos quimio e radioterápico. 

Considerando o papel da autofagia na resposta terapêutica, na maioria dos cenários este 

mecanismo protege as células tumorais da morte celular, devido à própria função fisiológica 

exercida pela autofagia de controle de qualidade dos componentes celulares (Galluzzi e col, 

2015; Das e col, 2018). A morte celular apoptótica pela via mitocondrial é induzida por 

estresses celulares, como danos ao DNA ou à própria mitocôndria. A partir da sinalização do 

dano ao DNA, citoesqueleto ou mitocôndrias, ocorre a ativação de uma sequência de eventos 

que leva a alterações na permeabilidade da membrana mitocondrial. Isto causa a liberação de 

moléculas intra mitocondriais para o citoplasma, ativando o sistema de morte celular por 

apoptose (Estaquier e col, 2012). A rápida e elevada capacidade de formação de 

autofagossomos para eliminação das mitocôndrias permeabilizadas (processo chamado de 

mitofagia), evita a morte celular e promove a resistência à quimioterapia (Villa e col, 2017; Yan 

e col, 2017). A autofagia também favorece a resistência à morte celular através da manutenção 

dos níveis de ATP intracelulares, necessários para processos de reparação e manutenção de 

funções básicas (Corrado e col, 2016; Guo e col, 2016; Villa e col, 2017). 

Nosso grupo de pesquisa tem contribuído, nos últimos anos, para o entendimento do 

papel da autofagia como mecanismo inibidor da morte celular em resposta à quimioterapia, 

especialmente considerando o crosstalk com mecanismos celulares como a apoptose, o 

controle do ciclo celular e a senescência. De fato, o nível de autofagia disparado por uma célula 
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tumoral após a exposição a um quimioterápico define o destino das células tumorais, se para 

apoptose ou para senescência (Filippi-Chiela e col, 2015). Neste contexto, foi demonstrado que 

a modulação racional da autofagia aumenta a sensibilidade das células de glioma à 

quimioterapia com Temozolomida (Filippi-Chiela e col, 2015). Na última década estudos 

básicos e pré-clínicos descrevendo o potencial da inibição da autofagia induzida por 

quimioterápicos forneceram suporte para mais de 50 ensaios clínicos que avaliaram a 

combinação de quimioterápicos com inibidores de autofagia. Estes ensaios culminaram, em 

2017, com o primeiro caso de sucesso terapêutico na clínica oncológica, com a associação de 

quimioterápicos e inibidores da autofagia aumentando a resposta de células de câncer de 

cérebro (Levy e col, 2017b). 

      

1.2.4. Autofagia e Prognóstico em Câncer 

 

A proteína BECN1 (homólogo da proteína de levedura Atg6) foi a primeira proteína Atg 

descrita, em 2007 (Cao e col, 2007). Na última década foram descritas alterações no 

funcionamento da autofagia em vários tipos tumorais de diferentes origens. Na Tabela 2 nós 

sumarizamos uma série de artigos que avaliaram os níveis dos 3 principais marcadores de 

autofagia (BECN1, MAP1LC3 e SQSTM1) em amostras tumorais em comparação ao tecido 

normal parental e, em alguns casos, em lesões pré-malignas. 

A partir da Tabela 2 podemos observar que não existe um padrão nos níveis dos 

marcadores de autofagia utilizados. Este aspecto pode ser devido a inúmeros fatores, entre os 

quais: o tipo celular de origem; o estadiamento tumoral; características do tecido onde se 

originou o câncer (por ex, intensidade da vascularização, reparação tecidual e perfil 

inflamatório), entre outras. No CE do tipo adenocarcinoma foi observada uma redução dos 

níveis de BECN1 em comparação com a mucosa normal e com o tecido displásico presente no 

Esôfago de Barrett. Por outro lado, em carcinomas escamosos orais e de cabeça e pescoço se 

observou aumento dos níveis de SQSMT1 e MAP1LC3. 
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Tabela 2 – Níveis dos marcadadores de autofagia BECN1, SQSTM1 e MAP1LC3 em 
amostras tumorais, tecidos normais correspondentes e lesões pré-malignas. 

INDICADOR  TIPO TUMORAL N AMOSTRAL RESULTADO Ref 

BECN1 
Adenocarcinoma 

esofágico 

62 tumores  

62 Barrett 

displásicos 

Níveis de BECN1 semelhantes no 

epitélio escamoso normal e no esôfago 

de Barrett, e reduzidos no tecido 

displásico e adenocarcinoma.  

Roesly e 

col, 2016 

BECN1 Estômago 

75 tumores  

(16 estágio I  

40 estágio II  

19 estágio III) 

Tumores em estágio I e II: níveis 

maiores de BECN1 do que o tecido 

adjacente; estágio III: níveis menores 

de BECN1 do que o tecido adjacente 

Fei e col, 

2016 

BECN1 
Carcinoma 

Hepatocelular 

10 normais  

35 tumores 

Níveis menores de BECN1 nas 

amostras tumorais 

Al-Shenawy 

e col, 2015 

BECN1 Mama 
24 normais  

24 tumores 

Não foi observada diferença nos níveis 

de expressão de BECN1 

Mutee e 

col, 2009 

SQSTM1 

Carcinoma de 

Células 

Escamosas Oral 

14 normais 

14 displasias 

 54 tumores 

Níveis semelhantes entre tecido normal 

e tecido displásico. Níveis aumentados 

de SQSTM1 nas amostras tumorais. 

Inui e col, 

2013 

SQSTM1 

Carcinoma 

Escamoso de 

Cabeça e 

Pescoço 

76 normais 

87 displasias 

199 tumores 

Níveis semelhantes entre tecido normal 

e tecido displásico. Níveis aumentados 

de SQSTM1 nas amostras tumorais. 

Kuo e col, 

2014 

SQSTM1  

MAP1LC3B  

Carcinoma de 

Células 

Escamosas Oral 

37 normais  

47 hiperplasias 

verrucosas 

195 tumores 

Níveis maiores de SQSTM1 e LC3B 

nos tumores em comparação ao tecido 

normal; níveis intermediários em lesões 

verrucosas hiperplásicas 

Liu e col, 

2014 

BECN1 

MAP1LC3B 

Carcinoma 

Escamosas 

Hipofaríngeo 

54 mucosa 

adjacente  

82 tumores  

Nível menor de BECN1 e LC3B nos 

tumores em comparação ao tecido 

normal 

Wang e col, 

2013 

BECN1 

SQSTM1 

Carcinoma de 

Ovário 

13 normais  

39 tumores 

Nível menor de BECN1 e LC3B nos 

tumores  

Ju e col, 

2016 

BECN1 

MAP1LC3 

Carcinoma de 

Ovário 

25 normais 

25 tumores 

benignos 

75 tumores 

Níveis menores de BECN1 e LC3B nos 

tumores em comparação ao tecido 

normal e aos tumores benignos 

Shen e col, 

2008 



31 

 

 Outra questão central que vem sendo estudada nos últimos anos diz respeito à 

influência dos níveis destes indicadores de autofagia na sobrevida dos pacientes. Tais estudos 

procuram investigar o potencial das proteínas de autofagia como marcadores prognósticos em 

diferentes tipos tumorais. Uma meta-análise incluindo 23 estudos avaliou o valor prognóstico 

dos genes BECN1 e MAP1LC3B em cânceres humanos, com destaque para o câncer gástrico, 

linfomas e câncer de mama. O estudo revelou que níveis elevados de BECN1 estão 

associados a uma maior sobrevida mediana no câncer gástrico e linfomas, enquanto níveis 

aumentados de MAP1LC3B indicam uma menor sobrevida para pacientes com câncer de 

mama (He e col, 2014). O potencial prognóstico destes indicadores também tem sido estudado 

em outros tipos tumorais. A Tabela 3 sumariza os principais estudos que avaliaram os níveis 

de BECN1, MAP1LC3 e SQSTM1 na sobrevida dos pacientes. 
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Tabela 3 – Potencial prognóstico das proteínas BECN1, MAP1LC3 e SQSTM1 em 
diferentes tipos de câncer 

INDICADORES e 

TIPO DE ESTUDO 
1
 

TIPO 

TUMORAL 

N 

AMOSTRAL 
RESULTADO OBSERVAÇÕES Ref 

BECN1 

R 
HCC 35 

Correlação negativa entre 

níveis de BECN1 com grau 

e estadiamento tumoral 

Níveis maiores de 

autofagia em tumores 

menores / iniciais 

Al-

Shenawy e 

col, 2015 

BECN1 

MAP1LC3B 

R 

Carcinoma 

epidermoide 

hipofaringeo 

83 

Tumores BECN1 negativos 

e tumores com baixos níveis 

de MAP1LC3B = pior 

prognóstico 

Utiliza (+) (-) para 

BECN1 e high/low para 

MAP1LC3B 

Wang e col, 

2013 

BECN1  

MAP1LC3B 

R 

Astrocitoma 106 
MAP1LC3B aumentado = 

pior prognóstico. 

MAP1LC3B elevado = 

resistência a quimio e 

radioterapia. 

Níveis elevados de 

MAP1LC3e CD133 = 

pior prognóstico 

Winardi e 

col, 2014 

BECN1 

MAP1LC3 

R 

Ovário 61 

Baixos níveis de BECN1 e 

MAP1LC3 = pior 

prognóstico. Tumores de 

grau III possuem níveis mais 

baixos de BECN1 do que 

tumores grau I e II 

Correlacão positiva de 

BECN1 e MAP1LC3; 

baixos níveis de 

autofagia = melhor 

resposta à terapia com 

carboplatina e paclitaxel 

Valente e 

col, 2014 

MAP1LC3B 

R 
HCC 190 

Grupo MAP1LC3B negativo 

= pior prognóstico, apenas 

em estágio avançado (TNM 

II-III) 

- 
Lee e col, 

2013 

MAP1LC3A 

R 

Ovário 

(células 

claras) 

485 

MAP1LC3A positivo = pior 

prognóstico (menor 

sobrevida mediana, menor 

sobrevida livre de doença) 

Classificam em positivo 

e negativo 

Spowart e 

col, 2012 

MAP1LC3B 

SQSTM1 

R 

Carcinoma 

Oral de 

Células 

Escamosas 

195 

 

Aumento de MAP1LC3B, 

SQSTM1 elevada no 

citoplasma e baixa no 

núcleo = prognóstico 

desfavorável. 

Baixa SQSMT1 nuclear 

= fator prognóstico 

independente 

Liu e col, 

2014 
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INDICADORE e 

TIPO DE ESTUDO 
1
 

TIPO 

TUMORAL 

N 

AMOSTRAL 
RESULTADO OBSERVAÇÕES Ref 

MAP1LC3B 

SQSTM1 

R 

 

NSCLC 466 

Níveis reduzidos de 

SQSTM1 tanto 

citoplasmática quanto 

nuclear = sobrevida mais 

longa e menor estadiamento 

Ausência de correlação 

entre SQSTM1 e 

MAP1LC3 e estágio, 

idade ou gênero. 

Schläfli e 

col, 2016 

SQSTM1 

P 

Carcinoma 

de Células 

Escamosas 

Oral 

54 
SQSTM1 elevado = pior 

prognóstico 
- 

Inui e col, 

2013 

SQSTM1 

R 
NSCLC 

72 ADO 

31 CCE 

6 CCG 

SQSTM1 positivo = pior 

prognóstico no adenoca. 

Sem diferença no CCE 

30% dos Adeno e 30% 

dos CCG positivos para 

SQSTM1 

52% dos CCE positivos 

para SQSTM1 

Inoue e col, 

2012 

SQSTM1 

P 

Carcinoma 

de Ovário 
 266 

Tumores com alta 

expressão citoplasmática e 

baixa expressão nuclear = 

pior prognóstico e 

associação com estágios 

avançados 

Avalia a localização 

subcelular. 

Elevada SQSTM1 

citoplasmática e baixa 

nuclear = fator 

prognóstico 

independente para 

sobrevida 

Iwadate e 

col, 2014 

SQSTM1 

R 

HCC 

 

ESCC 

 

Carcinoma 

Gástrico 

 

CCR 

 

40  

 

22  

 

 

17  

 

21 

Níveis elevados de 

SQSTM1 em tumores de 

estômago e colorretal = 

correlacionados 

positivamente com grau 

histológico, e inversamente 

em HCC; sem correlação 

em carcinoma esofágico 

 

Correlação entre níveis 

de SQSTM1 e 

porcentagem de células 

Ki67+ 

Qian e col, 

2005 

1 P – Prospectivo; R – Retrospectivo;  

HCC – Carcinoma Hepatocelular; NSCLC – Câncer de Pulmão de Não Pequenas Células 

CCR – Carcinoma Colorretal 

 

Tabela 1 (continuação) 
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Um aspecto importante relacionado à maior parte destes estudos diz respeito à forma 

de avaliação dos níveis de expressão das proteínas de autofagia. Grande parte deles avalia os 

níveis das proteínas através de um perfil binário que classifica cada paciente em ‘low’ e ‘high’. 

Entretanto, esta classificação traz alguns problemas de subjetividade e de perda da 

sensibilidade considerando que os níveis de autofagia se distribuem em um intervalo amplo de 

intensidade. Além disso, nenhum trabalho investigou a alteração dos níveis de indicadores de 

autofagia de maneira integrada (por ex., combinando indicadores da etapa inicial e etapa tardia 

como uma estratégia para determinação do real estado autofágico de uma amostra). Este 

aspecto tem se mostrado importante em estudos in vitro e em modelos animais uma vez que a 

autofagia é um mecanismo que segue um fluxo de eventos, o chamado fluxo autofágico. Assim, 

acreditamos que a avaliação integrada de indicadores de diferentes etapas do mecanismo 

possa fornecer uma informação mais precisa acerca do estado autofágico de uma amostra. E, 

finalmente, são raros os estudos que avaliam a associação de indicadores de autofagia, de 

forma que se explique a ativação ou redução da autofagia ao longo do processo carcinogênico. 

A observação deste aspecto tem importância tanto no entendimento da biologia celular básica 

do câncer quanto no desenvolvimento de marcadores prognósticos, inclusive para lesões pré-

malignas. 
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3. JUSTIFICATIVA e HIPÓTESE 

 

3.1. Justificativa 

 

Alterações na autofagia parecem estar envolvidas no desenvolvimento de diferentes 

tipos tumorais. Os tecidos humanos respondem a diferentes tipos de estresses através da 

modulação de diversos mecanismos entre os quais destaca-se a autofagia. Órgãos e tecidos 

expostos a sinais estressores ambientais frequentes podem ser mais dependentes da autofagia 

para manter seu estado homeostático. Entre estes está o esôfago, cujo epitélio de revestimento 

estratificado pavimentoso pode se transformar a ESCC. Este tipo de câncer possui alta 

prevalência no Rio Grande do Sul, provavelmente devido a hábitos alimentares, consumo do 

mate quente e tabagismo elevados. Estes fatores podem causar estresse crônico ao epitélio, 

favorecendo a transformação celular. Avaliar a expressão de indicadores de autofagia de 

maneira integrada pode contribuir para o entendimento do papel deste mecanismo na 

carcinogênese do ESCC. Esta estratégia também oferece a possibilidade de embasar o uso 

clínico de proteínas e genes de autofagia como marcadores prognósticos e terapêuticos nesta 

neoplasia. 

Além disso, mecanismos de modulação epigenética têm sido propostos como 

participando da modulação da autofagia ao longo da carcinogênese. No processo fisiológico a 

autofagia contribui para a manutenção do estado homeostático e a ruptura deste equilíbrio está 

associada a transformação celular. Em células transformadas (mas ainda não tumorais) a 

reaquisição da capacidade autofágica passa a favorecer o desenvolvimento tumoral. Este 

processo de redução e reaquisição da capacidade autofágica parece envolver um controle 

epigenético. Alterações epigenéticas, por sua vez, alteram a estrutura da cromatina e, 

consequentemente, a forma e tamanho nucleares. Nosso grupo de pesquisa desenvolveu um 

sistema chamado de Análise Morfométrica Nuclear (NMA), originalmente utilizado para células 

em cultura e, posteriormente, validado, em cortes histológicos (NMA em tecido – tNMA). 

Associando-se a avaliação de indicadores de autofagia com a morfometria nuclear, esperamos 

contribuir para o entendimento básico do papel da autofagia na carcinogênese do ESCC.  
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3.2. Hipótese 

 

A hipótese da presente dissertação é que a expressão dos indicadores de autofagia 

SQSTM1, BECN1 e MAP1LC3 sofre modificações no ESCC quando comparada ao grupo 

controle. Estas alterações podem ter relação com a agressividade e sobrevida dos pacientes. 

Também acreditamos que modificações no mecanismo de autofagia ocorrem 

concomitantemente a mudanças estruturais da cromatina, que acarretam transformações 

morfométricas nucleares. Finalmente é possível inferir que a avaliação combinada de 

indicadores, em um índice autofágico, oferece uma informação biológica mais ampla acerca do 

papel da autofagia na carcinogênese e de seu potencial uso como biomarcador diagnóstico e 

prognóstico. 
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4. OBJETIVOS 

 

4.1. Objetivo Geral  

 

Avaliar os níveis de indicadores de autofagia e a morfometria nuclear em amostras de 

carcinoma epidermoide de esôfago em comparação com o tecido esofágico não neoplásico. 

 

4.2. Objetivos específicos 

 

i. Comparar os níveis de 3 indicadores de autofagia, SQSTM1, BECN1 e MAP1LC3, em 

amostras de biópsias de ESCC e tecido esofágico não tumoral. 

ii. Avaliar diferenças nos níveis de SQSTM1, BECN1 e MAP1LC3 relacionadas à idade, 

gênero e tabagismo. 

iii. Realizar a Análise Morfométrica Nuclear em tecido (tNMA) e associar alterações 

morfométricas nucleares à autofagia.  

iv. Avaliar a associação entre níveis de expressão de SQSTM1, BECN1 e MAP1LC3 e 

estadiamento do ESCC no banco de dados do The Cancer Genome Atlas (TCGA). 

iv. Avaliar a influência da expressão de genes de autofagia, isolados ou combinados 

dois a dois, na sobrevida de pacientes com ESCC no banco de dados do The Cancer Genome 

Atlas (TCGA). 
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CONCLUSÕES e HIPÓTESES 

 

i. Observamos um aumento dos níveis de BECN1, SQSTM1 e MAP1LC3B no epitélio tumoral 

em relação ao epitélio esofágico não neoplásico.  

ii. Nenhum paciente do grupo ESCC demonstrou níveis baixos (low) para os 3 indicadores, 

enquanto 53% apresentaram níveis elevados (high) dos 3 indicadores.  

iii. Propomos um Índice Autofágico (AutoIndex) que acreditamos representar de maneira mais 

evidente o estado de autofagia de uma amostra. Em nosso estudo o AutoIndex apresentou 

maior poder de diferenciação entre os grupos controle e ESCC do que os indicadores isolados. 

iv. Níveis aumentados de expressão de genes de autofagia (MAP1LC3A/B, SQSTM1, ATG4A e 

ATG12) se associaram a um pior prognóstico através da análise do banco de dados TCGA.  

v. A análise do banco de dados TCGA mostrou que a combinação de 2 genes teve maior 

capacidade prognóstica do que a avaliação individual dos mesmos genes. Este aspecto é 

importante uma vez que em nas nossas amostras 94% dos pacientes do grupo ESCC 

apresentaram níveis elevados de pelo menos dois indicadores de autofagia, destacando-se os 

perfis BECN1High+SQSTM1High e BECN1High+MAP1LC3BHigh. 

vi. Observamos uma redução do tamanho nuclear nas amostras de ESCC em comparação às 

amostras controle. 

vii. Observamos uma correlação negativa entre tamanho nuclear e autofagia na progressão do 

epitélio não neoplásico para o epitélio esofágico maligno. 

viii. A partir dos nossos resultados e os dados da literatura, observamos diferentes cenários 

considerando o estado da autofagia em diferentes processos carcinogênicos (Figura VI). 

Observamos que alguns tipos tumorais mostram aumento dos níveis de autofagia com relação 

ao tecido não neoplásico (Fig. VIA), enquanto em outros tipos há redução destes níveis (Fig. 

VIB). Por outro lado, em ambos os casos quanto maior a diferença nos níveis da autofagia 

entre câncer e o tecido normal, pior o prognóstico. É importante notar que muitos dados obtidos 

de amostras primárias não confirmam a hipótese de Galluzzi e col mostrada na Fig. IV 

(introdução), a qual foi proposta a partir de dados de carcinogênese em modelos animais. 

Nestes modelos, é possível realizar o acompanhamento desde o tecido normal passando por 

lesões pré-malignas ou precursoras até chegar no câncer. Entretanto, muitos destes modelos 

são induzidos e não necessariamente reproduzem a biologia da carcinogênese que ocorre em 



47 

 

um indivíduo. De qualquer forma, estudos que incluam grupos de lesões pré-malignas ou 

precursoras, incluindo grupos de risco, podem fornecer informações importantes acerca do 

papel da autofagia na carcinogênese.)  

 

 

 

Figura VI – Cenários hipotéticos da variação da autofagia na carcinogênese. Em (A) e (B) são 
mostrados, respectivamente, modelos nos quais há níveis maiores ou menores da autofagia no câncer 
do que no tecido parental não neoplásico. A.1 e B.1) há aumento ou redução da autofagia apenas no 
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câncer, e não em lesões pré-malignas ou precursoras. A.2 e B.2) há alteração no nível da autofagia em 
lesões pré-malignas ou precursoras, e variações ainda maiores no tecido maligno. A.3 e B.3) há redução 
seguida da reativação da autofagia no desenvolvimento da lesão maligna. No modelo apresentado em 
B.3 há, após a formação do câncer, uma redução dos níveis de autofagia em tumores avançados. Azul = 
referências representativas de cada modelo (presentes nas Tabelas 2 e 3). 

 

 

6. PERSPECTIVAS 

 

- Avaliar marcadores histopatológicos como taxa mitótica, presença de necrose, níveis de 

vascularização, presença de infiltrado inflamatório e imuno-histoquímica para Ki67 nas mesmas 

amostras utilizadas no presente trabalho e associar estes marcadores aos níveis de autofagia e 

a morfometria nuclear. 

 

- Avaliar os 2 marcadores de controle epigenético da autofagia, CARM1 e EZH2, nas mesmas 

amostras utilizadas no presente trabalho. 

 

- Avaliar parâmetros clínicos e histológicos das amostras presentes na área de transição no 

gráfico de AutoIndex x Average Area of Normal Nuclei. 

 

- Realizar a avaliação imuno-histoquímica de marcadores de autofagia (BECN1, SQSTM1 e 

MAP1LC3) e epigenética (CARM1 e EZH2) em tecido não neoplásico, grupo intermediário 

(lesões pré-malignas ou alterações precursoras) e lesões malignas relacionadas em outros 

modelos de carcinogênese gastrointestinal, tais como: adenocarcinoma colorretal (empregando 

adenomas como grupo intermediário), adenocarcinoma pancreático (utilizando PanINs como 

grupo intermediário) e carcinoma hepatocelular (tendo fígados cirróticos como grupo 

intermediário).  

 

- Elaborar um artigo de revisão embasado nas Tabelas 2 e 3 (pág. 32 e 34) e na Figura VI 

(Pág. 47) da presente dissertação. 

 


