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RESUMO



O esodfago de Barrett, definido pela metaplasia colunar do eso6fago distal, com a presenca de
células caliciformes, representa importante complicacdo da doenga do refluxo gastroesofagico
(DRGE), e caracteriza-se como a principal lesdo precursora do adenocarcinoma esofagico.
Fatores clinicos e endoscopicos ndo apresentam a sensibilidade e especificidade necessarias a
estratificacdo de risco para o cancer. Biomarcadores moleculares tém sido utilizados com esse
objetivo. Este trabalho incluiu trés grupos de pacientes, portadores de esofagite por refluxo
(grupo I; N=23), esofago de Barrett (grupo II; N=30) e adenocarcinoma esofagico associado
ao esofago de Barrett (grupo III; N=11), nos quais foram realizadas, respectivamente, anélises
comparativas da imunoexpressdo tecidual dos seguintes biomarcadores: p53, c-erbB-2, E-
caderina, COX-2 e Ki-67. As imunorrea¢des qualitativas com p53, COX-2 e c-erbB-2
revelaram maior expressao no grupo III, contrastando com a positividade menor e decrescente
dos grupos II e I (p<0,001; p=0,002; p<0,001, respectivamente). O escore semiquantitativo
final para p53, c-erbB-2, COX-2 e Ki-67 seguiu a mesma tendéncia da expressdo qualitativa,
com os maiores indices no grupo III, e os menores no grupo I (p<0,001). A E-caderina
apresentou um perfil inverso de imunomarcacdo, com a maior positividade no grupo I
(p<0,001). Em conclusdo, constatamos uma tendéncia monotonica de crescimento na
imunoexpressao para os biomarcadores oncogénicos e de atividade mitotica (p53, c-erbB-2,
COX-2 e Ki-67) em todos os grupos analisados, com expressdo maxima na doenga
neoplésica. Por outro lado, a preservacao organizacional do tecido, revelada pela E-caderina,
foi marcante na esofagite por refluxo e no esofago de Barrett, em contraste com escassa

imunorreagdo no adenocarcinoma esofagico.



ABSTRACT



Barrett’s esophagus, defined by the presence of columnar metaplasia of distal esophagus, and
characterized by the presence of goblet cells, is an important complication of gastroesophageal
reflux disease (GERD), and represents the main premalignant lesion of esophageal
adenocarcinoma. Clinical and endoscopic factors do not have the sensibility and/or the
specificity needed to stratify the risk of the development of cancer. Molecular biomarkers
have been used with this purpose. This paper included three groups of patients, with reflux
esophagitis (group I; N=23), Barrett’s esophagus (group II; N=30) and Barrett associated
esophageal adenocarcinoma (group III; N=11), in which were proceeded comparative
analyses, respectively, of the tissues’ immunoexpressions of p53, c-erbB-2, E-cadherin, COX—
2 and Ki-67. Qualitative immunoreactions with p53, c-erbB-2 and COX-2, revealed high
indexes of positivity in group III, contrasting with lower and decreasing levels in groups II and
I (p<0.001; p=0.002; p<0.001, respectively). The semiquantitative final score for p53, c-erbB-
2, COX-2 and Ki-67 followed the same tendency of the qualitative expression, with the
highest indexes in group III and lowest in group I (p<0.001). E-cadherin presented an inverse
profile of reactivity, with the highest immunoreaction in group I (p<<0.001). In conclusion, we
have noted a monotonic growth tendency in both the immunoexpressions of oncogenic and
mitotic activity biomarkers ( p53, c-erbB-2, COX-2, and Ki-67) in all analyzed groups, with
maximum marking on neoplastic disease. On the other hand, the structural preservation of the
tissue, revealed by E-cadherin, was marked in reflux esophagitis and Barrett’s esophagus, in

contrast with the sparse immunoreaction in esophageal adenocarcinoma patients (p<0.001).



INTRODUCAO



O esofago de Barrett (EB) ¢ definido como uma condi¢do pré-maligna, em que se
assinala a substituicdo do epitélio escamoso do esdfago distal por epitélio colunar, em
qualquer extensdo, e caracteriza-se, histologicamente, pela presenca de células muciparas
caliciformes'”.

O EB representa uma importante complicacdo da doenga mais prevalente do
aparelho digestorio, a doenga do refluxo gastroesofagico (DRGE)’, sendo considerado, pela
comunidade cientifica internacional, como a principal lesdo precursora do adenocarcinoma
esofagico.

Historicamente, atribui-se a Normann Barrett, no ano de 1950, a descri¢ao da
sindrome do esdfago recoberto por mucosa colunar®. Allinson & Johnstone, por sua vez, em
1953, relacionaram a DRGE com o EB°, e Naef et al.%, na sua série classica em 1975, de uma
forma definitiva, correlacionaram a DRGE com o EB e com o adenocarcinoma esofagico.

7,8 :
1'%, estima-se que,

De eclevada e crescente prevaléncia na populacdo ocidenta
atualmente, a DRGE afete 40% dos adultos nos Estados Unidos da América do Norte (EUA)’.
No Brasil, em amplo estudo envolvendo vinte e duas cidades, com 14.000 mil individuos,
observou-se que 7,3% da populagdo sofrem da DRGE'". Por sua vez, supde-se que a
prevaléncia do EB oscile entre 0,5% a 2% dos adultos no Ocidente'', podendo, no entanto, ser
este percentual bem maior, uma vez que, conforme dados de autopsia, foi encontrada uma
prevaléncia vinte € uma vezes acima daqueles casos clinicamente diagnosticados'?.

Ha, também, relatos na literatura que referem ser assintomatica a grande parte dos
pacientes portadores de EB, de forma que a maioria dos casos permanece, assim,

12-14

subdiagnosticada Esse fato poderia explicar o aumento nas taxas de incidéncia do

adenocarcinoma do esofago e da céardia, nas ultimas trés décadas, nos paises ocidentais'>'’.

Dos portadores de esofagite por refluxo, estima-se que 10% evoluem para o esdfago

de Barrett'>"”. Uma vez diagnosticado o EB, observa-se a progressdo para a displasia de alto



grau em 5% dos casos, em cinco anos, quando se considera, inicialmente, a presenga do
epitélio de Barrett sem displasia e, em 25% dos pacientes, naqueles casos com a displasia, a
principio, de baixo grau'®. Nas situa¢des de displasia de alto grau, relata-se a presenga do
cancer invasivo em percentual de 38% a 50% dos espécimes de biopsias'.

A DRGE, o esofago de Barrett e o adenocarcinoma esofagico sdo doengas dos
tempos modernos.

Ao longo destas ultimas trés décadas, desde os relatos iniciais de Naef et al.®, quando
o adenocarcinoma esofagico raramente era diagnosticado, tem-se observado que esta
neoplasia tem apresentado um aumento uniforme na incidéncia, nos EUA e na Europa, em
propor¢des epidémicas, com taxas que excedem as de quaisquer outras neoplasias®>*.
Atualmente, trés dentre cinco neoplasias malignas do es6fago diagnosticadas sao
adenocarcinomas®.

Com a definicdo da DRGE cronica e a sua principal seqiiela, o EB, como fatores de
risco primdrios para o adenocarcinoma do es6fago®, e considerando o EB como a tinica lesdo
precursora desta neoplasia maligna, a American Gastroenterology Association (AGA) tem
recomendado o rastreamento endoscopico naqueles pacientes portadores de sintomas cronicos
de DRGE?. Indica também, em consonancia com outros autores, o seguimento periodico dos
pacientes reconhecidamente portadores do EB, com bidpsias seriadas do epitélio metaplésico,
seguido do estudo histopatologico®” .

Objetiva-se, desse modo, detectar o cancer e as suas lesdes precursoras em estagios
precoces™, de forma que se ofereca um melhor progndstico aos pacientes, com a perspectiva
de cura para uma patologia sabidamente letal’***.

Entretanto, embora o adenocarcinoma esofagico encontre-se intimamente
relacionado com o EB, somente 5% dos pacientes portadores desta neoplasia t€ém um

diagndstico prévio do EB*'3*,



Ademais, apesar do cancer do esdfago ser uma das doengas mais letais do aparelho
digestorio, de pobre prognostico, com uma sobrevida média de cinco anos em torno de 10%
dos casos™, e mesmo ja se conhecendo a sua lesdo precursora, a maioria desses canceres ainda
continua sendo diagnosticada tardiamente, quando ndo podem mais ser curados’®.

A definicdo dos fatores de risco que apontam essa possivel progressdo neoplésica,

nos pacientes portadores do EB, reveste-se, portanto, de uma importancia fundamental. Isto
porque nao s6 permite que se selecionem, realmente, aqueles pacientes que ingressardao em
programas eficazes de seguimento e vigilancia endoscopica, mas, também, possibilita que a
relagcdo custo—beneficio, do seguimento desses pacientes, seja, efetivamente, positiva, ja que,
sabidamente, a maioria dos portadores dessa doenga nao evolui para o adenocarcinoma
esofagico®",
Nao obstante, fatores de risco convencionais, clinicos e endoscopicos (sexo, idade,
extensdo do epitélio de Barrett, presenca do refluxo duodeno-gastro-esofagico, cronicidade do
refluxo, raga, indice de massa corporea (IMC), histéria familiar de cancer, uso de
medicamentos com efeito sobre o esfincter inferior do esofago, infec¢dao pelo Helicobacter
pylori, tabagismo e lesdes no epitélio de Barrett, relacionados ao desenvolvimento do cancer
no EB, ndo apresentam a sensibilidade e/ou a especificidade necessdrias a estratificacdo de
risco dos pacientes para o surgimento do cancer' "%,

Atualmente, a presenca da displasia epitelial, definida histopatologicamente, tem
sido o marcador tecidual mais utilizado na estratificacdo de risco do EB, para o
desenvolvimento do adenocarcinoma, determinando, inclusive, o periodo e o intervalo da
vigilancia endoscopica®. Contempla-se, nesta abordagem, a seqiiéncia neoplésica descrita no
EB, de metaplasia, displasia de baixo grau, displasia de alto grau, carcinoma in situ e,

finalmente, cancer invasivo*'.



Contudo, ha vérias restrigdes quando se considera a displasia como o unico fator
preditivo do adenocarcinoma relacionado com o EB.
Variagdes intra e interobservadores no diagndstico e na graduacao

anatomopatologica da displasia®™, incertezas a respeito da sua historia natural®™*,

e
dificuldades na distingdo entre a displasia de baixo grau e atipia regenerativa, sdo alguns dos
fatores que tém limitado a sua aplicabilidade clinica.

Além disso, a displasia epitelial tem sido considerada um marcador imperfeito para o
cancer no EB, uma vez que a neoplasia precoce ja ¢ possivel de ser encontrada,
aproximadamente, em um terco dos pacientes portadores de displasia de alto grau, quando sao
submetidos a cirurgia®. Contrariamente, pode, também, haver a regressio do epitélio
displasico, no seguimento dos pacientes portadores do EB**’.

Observa-se, ademais, que nos portadores de displasia de alto grau nao ocorrerad

evolugdo, invariavelmente, para o adenocarcinoma esofagico™***

, € que, pode ocorrer o
desenvolvimento do carcinoma do esdfago sem o diagndstico prévio da displasia de alto
grau®®'. O significado clinico das displasias de baixo e alto grau permanece, portanto, ainda
controverso™> 6264,

Desta forma, métodos de rastreamento alternativos e de deteccdo precoce sdo
necessarios para a identificacdo efetiva destes pacientes portadores do EB, com risco de
evoluirem para o cancer esofagico.

Novas estratégias tém investigado reais fatores de risco adicionais, de forma que,
correlacionados com as alteragdes histologicas e com os dados clinico-endoscopicos, sejam

capazes de predizer e identificar esse subgrupo de pacientes com possibilidades concretas para

o desenvolvimento do cancer esofagico.



Uma melhor compreensdao dos eventos celulares e de biologia molecular, que
ocorrem na evolucdo neopladsica do EB, dentro da seqliéncia metaplasia—displasia—

adenocarcinoma descrita*->!

, tem auxiliado e permitido a busca desta abordagem.

No adenocarcinoma esofagico relacionado com o EB, tem-se observado que as
c¢lulas metaplésicas sdo predispostas a desenvolver todas as caracteristicas do processo da
carcinogénese em geral®, descritas por Hanahan e Weinberg®. Esses autores identificaram
varios eventos biologicos, de forma que as células necessitam, para uma evolugao neoplasica:
1) promover sinais de crescimento; 2) ignorar sinais inibitdrios do crescimento; 3) evitar a
apoptose; 4) replicar sem limites; 5) sustentar a angiogénese; 6) invadir e proliferar.

Nowell®

, em 1976, por sua vez, prop0s que o cancer desenvolve-se como resultado
de uma instabilidade genética adquirida, predispondo, assim, a evolucdo de um clone de
células com erros genéticos acumulados. Estes clones adquirem, entdo, vantagens
proliferativas seletivas, de forma que, eventualmente, um subclone podera progredir para o
cancer precoce.

Hé evidéncias de que essa evolugao clonal, postulada por Nowell, ocorre na maioria
dos canceres humanos, inclusive no adenocarcinoma esofagico relacionado com o EB®,
Virios estudos tém demonstrado que nesta neoplasia ocorre este acumulo de alteragdes

SLTL72 - a1ém das

genéticas descritas, desde as células normais as células neoplasicas invasoras
anormalidades cromossOmicas € mutagdes especificas nos genes de supressao tumoral p53 e
pl6. Distirbios no ciclo celular, como um aumento no nimero de células na fase S
(correspondente a sintese do DNA) e na fase G2 (pré-mitose), t€m, igualmente, sido
observados e relatados”.

A aneuploidia (conteudo anormal de DNA) e uma fragdo maior da fase G2/M do

ciclo celular das células metaplasicas, tém sido, também, demonstradas na evolugdo



neoplasica do epitélio esofigico normal para o epitélio de Barrett'>"*”. Segundo dados da
literatura, a aneuploidia é encontrada em 79 a 100% dos adenocarcinomas esofagicos®”">*.

Todo esse acumulo de alteragdes genéticas relatado, pode resultar na perda da fungao
de genes que, normalmente, bloqueiam o crescimento da célula, nos pontos de checagem do
ciclo celular (genes de supressdao tumoral), ou pode ativar genes dominantes que estimulam o
crescimento, a diferenciagdo e a proliferacdo celular (proto-oncogenes). A ativagdo desses
oncogenes pode ser observada pelo aumento de suas expressdes protéicas no tecido, as quais
sdo detectaveis na andlise imunoistoquimica dos espécimes de bidpsias.

Nesse contexto, o termo biomarcador tem sido introduzido e utilizado, aplicando-se
esta denominagdo a qualquer medida bioldgica que possa evidenciar, no tecido, essa série de
fatores imunoprotéicos, correspondentes as varias alteracdes genéticas descritas, e, por
consegiiinte, permita predizer, com seguranga, aqueles individuos, portadores do EB, que
poderdo, ou ndo, evoluir para o adenocarcinoma esofagico.

A literatura sobre biomarcadores moleculares no esdfago de Barrett ¢ bastante
ampla, envolvendo varios estudos, desde a pesquisa basica até estudos de base populacional.
Atualmente, ja existe mais do que 60 biomarcadores descritos para o EB***,

O p53 ¢ um gene de supressao tumoral localizado no brago curto do cromossomo 17,
tendo um importante papel no crescimento e na proliferacdo celular. Influencia, de forma
supressora, a instabilidade gendmica, promovendo a apoptose e modulando a diferenciagdo
celular. O produto de um gene p53 intacto impede a célula, com danos ao DNA, de entrar no
ciclo celular na fase S, no ponto de checagem GIl, conduzindo a cé¢lula ao bloqueio na
progressio do ciclo, promovendo, posteriormente, reparo no DNA ou a apoptose da célula®.
Desse modo, a proteina p53 ¢ considerada o “guardido do genoma”.

As mutagdes e as delecdes do gene de supressao tumoral p53 sdo as lesdes genéticas

mais comuns dos canceres humanos. A meia-vida prolongada da proteina p53 mutante (a



mutacdo estabiliza a proteina), e o aumento na sua concentragdo intracelular, permitem a
analise imunoistoquimica.

No processo inflamatorio cronico observado na DRGE, ha uma sobrecarga
intracelular de radicais de oxigénio, que pode levar a mutacdes de varios genes relacionados
com o céncer, inclusive com o gene de supressdo tumoral p53*. H4 evidéncias de que estas
alteragdes ocorram de uma forma freqliente no adenocarcinoma esofagico, indicando, assim,
que este gene esta associado a degeneragdo maligna do epitélio de Barrett™*’.

Dados na literatura também tém demonstrado a importancia do p53 na manutengao
da estabilidade do genoma®. Anormalidades deste gene precedem o desenvolvimento da
aneuploidia no EB, podendo ser, desse modo, um importante marcador molecular na
determinag¢do do risco para o adenocarcinoma no EB, sobretudo se for associado com a
detec¢do da aneuploidia®.

No desenvolvimento e surgimento do adenocarcinoma no epitélio de Barrett, a
proliferagdo celular ¢, também, considerada como uma de suas etapas mais precoces.
Populagdes normais de células em divisdo mantém o equilibrio entre a proliferagdo celular e a
apoptose, conservando constante o numero de células. Distirbios neste equilibrio podem
favorecer a formagdo e a progressdo tumoral®. Do ponto de vista imunoistoquimico, a
proliferagao celular pode, também, ser avaliada com o uso de anticorpos monoclonais, que
reconhecem os antigenos expressos no nucleo durante esse periodo.

Virios estudos tém utilizado estes anticorpos relacionados com os antigenos Ki-67 e
PCNA (antigeno nuclear de proliferacdo celular), para se avaliar as propriedades proliferativas
do EB e do adenocarcinoma esofagico’.

O estudo imunoistoquimico, combinado, da expressao do p53 e do Ki-67 pode,
também, proporcionar um visao mais aprofundada da proliferacdo celular na metaplasia de

Barrett e na displasia associada, respectivamente, permitindo, assim, obter-se informagdes



sobre o potencial neoplasico desse epitélio. Ademais, estas analises objetivas e quantitativas
tém permitido a reprodutibilidade das avaliacdes anatomopatologicas e estabelecido
diferencas diagnoésticas significativas, ndo obtidas, somente, com a avaliagdo microscopica,
qualitativa, habitual®.

A apoptose, considerada como um dos fatores protetores da célula, ¢, de forma
semelhante, um dos mecanismos envolvidos na carcinogénese esofagica. Na apoptose normal,
ocorre a remo¢do do DNA danificado e das células geneticamente alteradas, que podem
interferir na fun¢do celular normal. Um aumento dos niveis de apoptose encontra-se associado
com um decréscimo no crescimento celular. Contrariamente, a inibi¢ao da apoptose (um dos
eventos precoces na seqiiéncia evolutiva tumoral do epitélio de Barrett), promove um
incremento na sobrevida da célula, e esta diretamente relacionada com a progressao
neopléasica. A andlise do mecanismo da apoptose também pode ser realizada pelo estudo
imunoistoquimico.

As ciclooxigenases (COXs) sdo enzimas—chaves relacionadas com a produgdo das
prostaglandinas, a partir do acido araquidonico. Altos niveis de prostaglandinas tém potente
efeito imunomodulatério, como a inibigdo de citocinas e a proliferagdo de linfocitos, que t€m,
também, um importante papel na carcinogénese.

Estudos tém demonstrado que, a injuria continua do refluxato gastroduodenal para o
esofago induz a sintese e a liberacdo de mediadores inflamatorios, inclusive as
prostaglandinas e as citocinas pro-inflamatorias, que podem causar danos a mucosa esofagica,
com um papel definitivo, por consegiiinte, na progressdo neoplasica do EB**’,

Duas isoformas de COXs foram descritas: COX-1 e COX-2, sendo ambas reguladas
por diferentes mecanismos e tendo diferentes padrdes de expressio®™. A COX-1 ¢

predominantemente constitutiva e a COX-2 esta normalmente ausente na maioria dos tecidos,

no entanto, esta pode ser induzida por estimulos inflamatérios, citocinas, estimulos



mitogénicos, fatores de crescimento e fatores promotores de tumores. Por outro lado, pode ser
suprimida pelos genes de supressdo tumoral®'®,

A COX-2 encontra-se envolvida nos varios processos necessarios ao
desenvolvimento das neoplasias, como a propria apoptose, a adesdo celular, a invasao, a
metdstase ¢ a angiogénese'™, relatando-se niveis aumentados em diversas neoplasias
malignas'®'%. Pesquisas in vitro tém relatado que esta expressdo aumentada, na seqiiéncia
carcinogenética do EB, reduz a apoptose, estimula o poder de invasdo das células malignas e
promove a angiogénese, mediante efeitos pardcrinos e autocrinos' ',

Niveis elevados da COX-2 tém sido, efetivamente, relatados no eséfago de Barrett e
no carcinoma epiderméide do esofago, observando-se percentuais de expressdo, no
adenocarcinoma esofagico, em torno de 70% a 80%°*'">'"®. A COX-2, com esses niveis de
expressao, tem sido definida como um fator prognostico independente na neoplasia esofagica
relacionada ao EB'".

A E-caderina, presente a superficie de todas as células epiteliais, estd ligada ao
citoesqueleto por meio das cateninas, no citoplasma da célula, tendo uma importante fungao
na adesividade e na interagdo das células. Quebras nessas pontes intercelulares tém, também,
um papel fundamental na patogénese das neoplasia malignas''™'%°,

Niveis normais da E-caderina sd@o observados no epitélio esofagico normal, contudo,
no epitélio de Barrett, a medida que se evolui na seqii€ncia neoplasica para o adenocarcinoma
esofagico, assinala-se uma redu¢do progressiva dos indices de expressdo destas moléculas.
Niveis reduzidos nas imunoexpressoes tém, também, sido evidenciados nos graus
progressivos das displasias, encontrando-se, da mesma forma, relacionados com os
mecanismos de invasdo e metastatizagdo neoplasicos''™!%126-128

Fatores de crescimento sdo igualmente importantes na regulacdo e na diferenciacao

celular. Expressoes anormais dos fatores de crescimento, como o EGF (fator de crescimento



epidérmico), o TGF-alfa (fator de transformagao do crescimento-alfa) e o EGFR (receptor do
fator de crescimento epidérmico), estdo associadas com a mitogénese e com a carcinogénese.
O c-erbB-2 ¢ um proto-oncogene que codifica uma glicoproteina altamente
homologa, porém distinta, ao EGFR e estd relacionada com a diferenciacdo ¢ com a
proliferacio  celular'”.  Apresenta-se  superexpresso em vdarios adenocarcinomas,

correlacionando-se com a sobrevida dos pacientes'’

. Expressdo aumentada do c-erbB-2 foi
relatada em 11 a 73% dos carcinomas esofagicos invasivos, no entanto, foi ausente nas areas
displasicas, sugerindo ser, efetivamente, um evento tardio na seqiiéncia neoplésica do esdéfago
de Barrett"',

Todos estes processos moleculares descritos previamente, com 0s seus respectivos
biomarcadores, antecedem as alteragdes morfologicas para o diagndstico da displasia, e seus
diferentes graus, no eso6fago de Barrett.

O emprego desses marcadores moleculares, em forma de painel, ou de um perfil
imunoistoquimico, no seguimento dos pacientes portadores do EB, tem-se apresentado como
ferramenta clinica importante e promissora, na identificacdo dos pacientes realmente de risco
para o desenvolvimento do adenocarcinoma esofagico. Além disso, apresentam o potencial
para permitir, juntamente com os dados clinicos, endoscopicos e anatomopatoldgicos, a
otimizagao e a padronizacao dos programas atuais de vigilancia.

A combinagdo desses biomarcadores, validados através de um painel
imunoistoquimico, tem demonstrado ser, também, um instrumento clinico-laboratorial com
potencial para ser empregado na monitorizagdo da eficacia dos tratamentos conservadores das

lesdes displasicas, associadas a DRGE. Ademais, oferece a perspectiva de novas estratégias

terapéuticas, a exemplo da quimioprofilaxia, em pacientes selecionados'.



1.1 Objetivos

Estabelecer e comparar, por meio de técnica imunoistoquimica, o perfil da
imunoexpressao tecidual dos biomarcadores moleculares p53, c-erbB-2, E-caderina, COX-2 e
Ki-67, em trés fases distintas do espectro da doenga do refluxo gastroesofagico,
respectivamente, na esofagite por refluxo, no esdfago de Barrett ¢ no adenocarcinoma

associado ao esofago de Barrett.



CASUISTICA E METODOS



2.1 Local do estudo

O estudo foi desenvolvido na cidade de Jodo Pessoa, na Paraiba, no Endocentro
(clinica privada de gastroenterologia e endoscopia digestiva) e no Virchow (laboratério
médico de patologia celular). Os dados clinico-endoscépicos de oito pacientes foram obtidos
de outras institui¢des privadas de gastroenterologia, cirurgia do aparelho digestivo e
endoscopia digestiva: em Jodo Pessoa (Clinica Cirturgica Dr. Gilson do Vale - 01 paciente;
Centro Médico Dr. Luiz Anténio Cavalcante da Fonséca - 02 pacientes; Centro de Cirurgia do
Aparelho Digestivo-CECAD - 01 paciente; CEDIPA - Centro de Endoscopia Digestiva da
Paraiba - 01 paciente; Clinica Cirargica Dr. Céssio Virgilio de Oliveira - Olpaciente), € em
Recife (EndoSabin - 02 pacientes). Os dados anatomopatologicos de 05 pacientes foram
obtidos em Jodo Pessoa, no Histo (02 pacientes), e, em Recife, no SPAC (03 pacientes),
ambos laboratorios médicos de patologia celular. Todos os demais pacientes pesquisados
foram provenientes do Endocentro e do Virchow. As andlises imunoistoquimicas foram

integralmente realizadas no laboratério Virchow em Jodo Pessoa.

2.2 Desenho do estudo

Estudo descritivo, ambidirecional, tipo série de casos, no qual foram avaliados,
simultanecamente, em trés fases distintas, evolutivas, do espectro da doenca do refluxo
gastroesofagico, os dados clinicos, endoscopicos, anatomopatologicos e os respectivos painéis

de imunoexpressao tecidual, de cinco biomarcadores moleculares selecionados.



2.3 Definicao de critérios

2.3.1 Critérios endoscopicos

a) Esofagite por refluxo (grupo I)

Na defini¢do endoscopica da esofagite por refluxo, foi utilizada a classificagdo de

Savary-Miller modificada (Quadro 1).

b) Esofago de Barrett (grupo II)

O critério endoscopico utilizado para a definicdo do esofago de Barrett foi o
estabelecido e respaldado pelo 1 Consenso Brasileiro da Doenca do Refluxo
Gastroesofagico'?, pelo American College of Gastroenterology* e pela Organizagdo Mundial
de Saude", nos quais se denomina o esdfago de Barrett como a substituicio do epitélio
escamoso estratificado do esdfago por epitélio colunar, contendo células intestinalizadas
(metaplasia intestinal), no estudo anatomopatoldgico, em qualquer extensao do orgao.

Com o proposito de excluir metaplasia intestinal gastrica (da cardia), ou da transi¢ao
esofago-gastrica — TEG (metaplasia intestinal da TEG), este estudo somente utilizou epitélios
de Barrett com, no minimo, 1,0cm de extensdo acima da TEG, definida, na endoscopia, como
o limite maximo, cranial, da prega gastrica.

A extensdo do epitélio de Barrett, estabelecida endoscopicamente, correspondeu ao
segmento do es6fago recoberto pelo epitélio colunar, existente entre o limite cranial da prega

gastrica e o inicio da jun¢do escamo-colunar, deslocada proximalmente.



c) Adenocarcinoma esofagico associado ao eséfago de Barrett (grupo III).

A classificagdo macroscépica utilizada na defini¢do endoscopica do adenocarcinoma
esofagico foi definida pela Associacdo Japonesa do Cancer Gastrico, também aplicada para o
carcinoma esofagico (Quadro 2).

Com o proposito de excluir tumores da jungdo esdfago-gastrica, ou tumores gastricos
com invasdo esofagica, este estudo somente incluiu os casos em que foi evidenciado epitélio
metaplasico tipo intestinal especializado, corados com a Hematoxilina-Eosina (HE), ao lado

do adenocarcinoma esofagico, independentemente da sua extensao.



Quadro 1. Classificagao da esofagite por refluxo de Savary-Miller modificada.

Aspecto endoscopico
Uma ou mais erosoes, lineares ou ovaladas, em uma

unica prega longitudinal.

Virias erosdes em mais de uma prega longitudinal,

confluentes ou ndo, mas que ndo ocupam toda a

circunferéncia do 6rgao.

Erosdes confluentes que ocupam toda a

circunferéncia do 6rgdo.

Lesoes cronicas : ulcera(s) e estenose(s), isoladas ou

associadas as lesdes dos graus I, II e 111

Fonte: Breyer & Maguilnik'*

Epitélio colunar em continuidade com a linha Z:
circunferencial ou ndo, de extensdo variavel,

associado ou ndo as lesdes dos graus [, I, [l e IV.



Quadro 2. Classificagao endoscopica do adenocarcinoma esofagico, definida pela Associagao

Japonesa do Cancer Gastrico, também aplicada para o carcinoma esofagico.

Aspecto endoscopico
Superficial : polipdide, elevado, plano, deprimido,

ulcerado.

Avancado : polipoide de base larga.

Avancgado : ulcerado de bordas elevadas e bem

delimitadas.

Avancgado : ulcerado, de bordas infiltrativas.

Avangado : infiltra¢do difusa, sem ulceragao.

Fonte: Maluf, Moura & Sakai'*

Avangado : ndo-classificavel.



2.3.2 Critérios anatomopatologicos

Os critérios anatomopatologicos utilizados na defini¢do dos distintos grupos do
presente estudo foram os descritos a seguir, apos coloracao das laminas com HE e exame com

microscopia optica.

a) Esofagite por refluxo (grupo I).

As caracteristicas histologicas da esofagite por refluxo encontradas nas biopsias

endoscopicas, estdo demonstradas no quadro 3.

b) Eséfago de Barrett (grupo 1)

Para a definicdo histologica do esofago de Barrett, considerou-se fundamental e
necessaria a presenca do epitélio colunar metaplasico, definido pela presenga das células
caliciformes no epitélio colunar, substituindo o epitélio escamoso estratificado do esdfago, em
qualquer extensao do 6rgao, e sendo, indubitavelmente, positivas a coloragdo padrao com HE.

Epitélios colunares com células pseudocaliciformes ndo foram incluidos no estudo.

c) Adenocarcinoma esofagico associado ao es6fago de Barrett (grupo III)

As alteragdes citologicas e arquiteturais definidas na microscopia Optica, apods

coloragdo com HE, foram, para o adenocarcinoma esofagico, estabelecidas pela classificacao

de tumores da Organizagdo Mundial da Satude (OMS)"**.



Quadro 3. Caracteristicas histologicas das bidpsias endoscopicas nos portadores de DRGE.

> Ulceras, erosio, tecido de granulacio.
> Dilatacio e congestiao de vasos papilares.
» Exocitose de células inflamatérias no epitélio escamoso:
* Neutrofilos.
* Eosinofilos.
* Linfécitos.
> Alteracoes epiteliais escamosas:
* Hiperplasia de células basais.

* Alongamento de cones interpapilares.

Fonte : DeNardi & Riddel"’



2.3.3 Critérios de inclusao

Foram selecionadas e incluidas no estudo as amostras das laminas dos pacientes com
os seguintes diagnosticos endoscopicos € anatomopatologicos: esofagite por refluxo (grupo 1),
esofago de Barrett (grupoll) e adenocarcinoma associado ao esofago de Barrett (grupo III), de

ambos os sexos, conforme os critérios estabelecidos nos itens 2.3.1 € 2.3.2.

2.3.4 Critérios de exclusao

Foram excluidos do estudo aqueles pacientes que se recusaram a participar, aqueles
em uso de antiinflamatérios ou de inibidores da bomba de prétons, em tratamento
quimioterapico ou radioterapico, € os que nao se enquadraram nos critérios endoscopicos e

anatomopatoldgicos definidos nos itens 2.3.1 e 2.3.2.

2.4 Caracterizacao da amostra

Os casos do presente estudo foram do Estado da Paraiba e de Pernambuco (trés casos
do grupo III), sendo a maioria residente na cidade de Jodo Pessoa. Foram selecionados, entre
julho de 1994 e setembro de 2005. Ao final das avaliagdes dos prontudrios, verificou-se que
64 pacientes satisfaziam os critérios de inclusdo e exclusdo definidos previamente, sendo
entdo distribuidos, segundo os objetivos do estudo, em trés grupos:

< Grupo I: esofagite por refluxo: 23 pacientes;

< Grupo II: es6fago de Barrett sem displasia: 30 pacientes;



< Grupo III: adenocarcinoma esofagico associado com o esdfago de Barrett:

11 pacientes.

As analises anatomopatologicas foram inicialmente realizadas nos Laboratérios
Meédicos de Patologia Celular, Virchow e Histo (02 casos) em Joao Pessoa, e SPAC (03casos)
em Recife, no mesmo periodo previamente descrito. Os estudos imunoistoquimicos foram
todos procedidos posteriormente no Laboratério Virchow, no periodo de outubro de 2005 a

janeiro de 2006.

2.5 Procedimentos e técnicas

2.5.1 Dados clinicos

Dados referentes a idade, sexo, queixa principal e tempo da sintomatologia foram

coletados a partir das informagdes dos prontuarios em arquivo e registrados em protocolo

proprio (Anexo 1), sendo entdo cruzados entre si.

2.5.2 Procedimento endoscopico

As endoscopias digestivas foram, na maioria, realizadas pelo autor deste trabalho -

GNS, segundo as normas e padrdes técnicos da Sociedade Brasileira de Endoscopia Digestiva

(SOBED), com videoendoscopio padrao Pentax®-EG2901 e processadora Pentax®-EPM



3000, exceto em sete casos do grupo III, que foram realizados por endoscopistas do aparelho
digestorio, de outras clinicas privadas de Jodo Pessoa e Recife, respectivamente.

O exame foi procedido apos jejum prévio de oito horas, com o paciente em decubito
lateral esquerdo, sob sedacdao venosa leve (quando assim indicada). A realizagdo das biopsias
foi efetuada com a pinga padrao da Pentax® (7mm de tamanho e fenestrada).

No grupo I (esofagite por refluxo) e no grupo III (adenocarcinoma relacionado com o
esofago de Barrett), as bidpsias foram procedidas diretamente sobre a lesao. No grupo II
(esofago de Barrett), as biopsias foram realizadas cranialmente, em pontos eqiiidistantes,
iniciando as doze, trés, seis e nove horas, progressivamente a cada 1,0cm, no epitélio de
Barrett circunferencial, ou, diretamente, sobre a projecao parcial da mucosa tipo gastrica
acima do limite cranial da prega gastrica, no epitélio de Barrett parcial, também no sentido
cranial, até a neojun¢do escamo-colunar, em ambas as situagdes.

As medidas da extensdo do epitélio de Barrett, e dos locais para a realizacdo das
biopsias, foram realizadas considerando-se, indiretamente, a distancia do endoscopio
observada na topografia dos dentes incisivos centrais.

Os espécimens de bidpsias, colhidos durante o procedimento endoscopico, foram
imediatamente imersos em solucdo tamponada de formaldeido a 10%, sendo entdo

devidamente identificados e encaminhados para estudo histopatoldgico.



2.5.3 Procedimento anatomopatolégico

O estudo anatomopatoldgico de todos os pacientes, previamente ao estudo
imunoistoquimico, foi realizado pela orientadora desse trabalho, MSTA, em microscopia
optica, abrangendo técnicas histoldgicas convencionais. Outro patologista, AFLJ, foi
convocado para uma segunda analise, de forma que os resultados finais do estudo histolégico
fornecessem um diagndstico consensual.

Os espécimens de biopsias endoscopicas foram recebidos para exame, devidamente
identificados e imersos em solucdo tamponada de formaldeido a 10%. O processamento
histotécnico incluiu etapas sucessivas de desidratagdo e diafanizagdo das amostras teciduais,
antecedendo o emblocamento em parafina. Cortes histologicos foram efetuados no micrétomo
rotativo manual, com a espessura de 3 a 4 micrometros, perpendiculares a superficie da
mucosa, €, posteriormente, submetidos a coloragdo por solucdo de HE e montagem de

laminulas em Entellan (Merck 1,07961).

2.5.4 Técnica imunoistoquimica

O estudo imunoistoquimico foi realizado pela mesma equipe de profissionais,
precedentemente enunciada, que emitiu, individualmente, sua interpretacdo para cada
imunorreagdo efetuada. Os casos de discordancia foram reavaliados conjuntamente pelos dois
patologistas, de modo a se obter pareceres consensuais, nos escores aplicados aos resultados

finais.



A técnica imunoistoquimica empregada seguiu protocolo da SBP, adaptada as
condigdes laboratorias locais. Efetuaram-se cortes histologicos com espessura varidvel de 3 a
4 micrOmetros, dispostos em laminas previamente revestidas com solucdo a 4% de
dimetiletoxisilano (Sigma A3648) e acetona. A desparafinizagdo ocorreu em estufa a 60°C,
por 24 horas, com posterior submissdo do material a banhos sucessivos de imersao em xilol,
alcool e agua corrente. Procedida a inibigdo das peroxidases endogenas, em solugdo de
peroxido de hidrogénio a 3% em metanol durante 10 minutos, todos os cortes histoldgicos
foram submetidos ao processo de recuperagdo antigénica, em solugdo de citrato 10mM / pH
6,0, através da exposi¢do das amostras ao calor umido, utilizando-se banho-maria especifico
para esse tipo de procedimento, a uma temperatura de 96°C. Apos esfriamento e lavagens em
PBS (solugdo salina tamponada com fostato 0,01M / pH 7,4), realizou-se incubagao em
camara umida, com o anticorpo secundario, durante 20 minutos, a uma temperatura ambiente.
Subseqiientemente, procedeu-se incubagdo das amostras com os anticorpos monoclonais
selecionados para o presente estudo, diluidos em solucdo PBS, conforme discriminados no
quadro 4. A incubagao foi realizada também em camara umida, overnight, a 4°C. No processo
de revelagdo utilizou-se o Complexo Estreptavidina-biotina-peroxidase (Kit StrepABC-
Vectastain®) e solucao reveladora substrato-cromoégeno DAB plus (diaminobenzidina).
Controles positivos € negativos, internos e externos, atestaram a fidelidade da reagdo. Ao
final, as laminas foram contracoradas por hematoxilina de Harris ¢ montadas com laminulas
em Entellan (Merck 1,07961), para leitura em microscopia Optica comum.

Os resultados foram considerados positivos quando apareceram coloragdes ou

granulacdes castanho-douradas, nos citoplasmas ou ntcleos celulares.



Os anticorpos utilizados, as diluigdes e o fabricante encontram-se sumarizados no
quadro 4.

Em todas as amostras definidas para os trés grupos, foi realizado, individualmente, o
painel dos seguintes biomarcadores moleculares: p53, c-erbB-2, a E-caderina, o COX-2 e o

Ki-67.



Quadro 4. Anticorpos monoclonais utilizados na técnica imunoistoquimica.

Anticorpo Clone Dilui¢iao
p33 PAb240 1:200
Ki-67 MIB 1 1:200

c-erbB-2 Produto de oncogene 1:400
E-caderina NCH-38 1:200
COX-2 CX-294 1:100




2.5.5 Metodologia da descriciao dos resultados

a) Dados clinicos e endoscopicos

Foram obtidos e tabulados para cada grupo conforme o preenchimento do modelo de

ficha tipo A (Anexo 1).

b) Analise anatomopatologica

A andlise histoldgica dos fragmentos das bidpsias endoscopicas, juntamente com as
informacdes dos laudos da endoscopia digestiva, definiram e classificaram os pacientes dentro
dos trés grupos de estudo, para posterior analise imunoistoquimica, conforme o modelo de

ficha tipo B (Anexo 1).

¢) Analise imunoistoquimica

Na analise imunoistoquimica de todos os imunomarcadores teciduais (antigeno de
prolifera¢do celular Ki-67, gene de supressdo tumoral p53, E-caderina, COX-2 e o proto-
-oncogene c-erbB-2), foram obedecidos a metodologia de interpretacdo descrita a seguir, e
preenchidos conforme o modelo de ficha tipo B (Anexo 1), com base nos critérios descritos

em 2001, por Morris et al."®.

1) Biomarcadores teciduais nucleares: p-53 e Ki-67



Os resultados da imunorreacdo em cada grupo foram definidos separadamente,
mediante uma escala com nivel de mensuracdo ordinal, baseada na intensidade da
imunomarcagdo nuclear, com escore variavel de 0+ a 4+, avaliada de forma semiquantitativa,
pela qualidade da expressdo antigénica em células glandulares, conforme o que estd descrito a

seguir:

% 0+ = Marcagdo negativa ou auséncia de expressao;
% 1+ = Marcacao positiva focal;

% 2+= Marcacio positiva multifocal;

¢ 3+= Marcacao positiva: moderada e difusa;

% 4+= Marcacdo positiva intensa.

O padrao de expressao também foi definido, de forma semiquantitativa, por meio da
média de uma analise percentual dos nicleos imunomarcados, sobre uma total de cem células,
em quatro campos de grande aumento por lamina, categorizados em escore varidvel de 1 a 4,

conforme o que esta descrito a seguir:

e 1=<25% de nucleos imunomarcados;
% 2=25-50% de nucleos imunomarcados;
% 3=>50-75% de nicleos imunomarcados;

% 4=>75% de nicleos imunomarcados.

2) Biomarcadores teciduais citoplasmaticos : COX-2 e E-caderina.



Os resultados da imunorreacdo em cada grupo foram definidos separadamente,
mediante uma escala com nivel de mensuracdo ordinal, baseada na intensidade da
imunomarcagdo citoplasmatica, com escore variavel de 0+ a 4+, avaliada de forma

semiquantitativa, pela qualidade da expressao antigénica em células glandulares.

¢ 0+ = Marcacao negativa ou auséncia de expressao;
% 1+ = Marcagao positiva focal;

%+ 2+= Marcacao positiva multifocal;

¢ 3+= Marcacdo positiva: moderada e difusa;

% 4+= Marcagao positiva intensa.

O padrao de expressdo também foi definido, de forma semiquantitativa, por meio da
média de uma andlise percentual de células com expressdo antigénica citoplasmatica, sobre
uma total de cem células, em quatro campos de grande aumento, por ldmina, categorizadas em

escore variavel de 1 a 4, conforme o que esta descrito a seguir:

¥ 1=<25% células com marcagao citoplasmatica;
¥ 2=25-50% células com marcagao citoplasmatica;
¥ 3=>50-75% células com marcagao citoplasmatica;

¢ 4=>75% células com marcacao citoplasmatica.

A qualidade da imunomarcagdo (escore 0, 1, 2, 3, 4) e o escore percentual
supradescrito, correspondente a 1, 2, 3 e 4, foram multiplicados entre si, de forma que se

obteve um escore semiquantitativo final para os imunomarcadores descritos acima, cujos



resultados deverdo variar, no minimo de zero a, no maximo, dezesseis, obtendo-se entdo um

escore final para cada biomarcador, com a seguinte pontuacao:

K/
L X4

Marcacao Ausente - 0 ponto;
% Marcagao Fraca - 1, 2 e 3 pontos;
% Marcagdo Moderada - 4, 6 e 8 pontos;

% Marcagdo Forte - 9, 12 e 16 pontos.

Para a validacdo do escore de cada lamina, os procedimentos descritos foram
efetuados por dois patologistas, objetivando identificar possiveis variagdes entre os
observadores. Para tanto, os dados resultantes da analise histologica foram omitidos para o
segundo observador, de forma que nao influissem nos resultados. Nos casos de discrepancia,
os resultados foram também reavaliados conjuntamente pelos dois patologistas, para que

houvesse um escore consensual final.

3) Biomarcador tecidual: c-erbB-2

Os resultados da imunorreacdo, em cada grupo, foram definidos separadamente, por
meio de uma escala com nivel de mensuragdo ordinal, baseada na intensidade da
imunomarca¢ao de membrana citoplasmatica de células glandulares, com escores variaveis de

0+ a 4+, conforme o que esté descrito a seguir:

% 0+= Auséncia de marcacdo de membrana celular ou marcagdo apenas

citoplasmatica;



R

% 1+= Marcacdo focal ou fracamente perceptivel, em membranas celulares. Este
padrao €, imunoistoquimicamente, reportado como negativo;

®,

¢ 2+= Marcagdo moderada de membrana, na maioria das células;

R/

¢ 3+= Forte marcacdo de membrana celular (superexpressao).

2.6 Limitacoes metodologicas do estudo

a) Como os dados foram obtidos a partir dos prontudrios médicos, algumas
informagdes ndo estavam disponiveis por completo;

b) Possiveis fontes de vieses:
% Viés de selecdo: heterogeneidade da amostra em relagdo ao sexo, idade,
tempo de duracdo dos sintomas, queixas clinicas e extensdo do epitélio de
Barrett;

¢ Viés de classificacdo: pacientes no grupo de esofagite por refluxo com

diferentes graus de severidade de esofagite (graus: I, II, Il e IV);

K/
L X4

Viés de aferi¢do e interpretacao:
¢ Pelo endoscopista na extensao do epitélio de Barrett;
¢ Pelo anatomopatologista na analise semiquantitativa da imunorreagao;

c) Nao foram identificados fatores de confusio no presente estudo.

2.7 Aspectos Kticos do estudo

O presente estudo foi realizado apés a aprovacio e autorizagdo do Comité de Etica

em Pesquisa, do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Paraiba, com a

certiddo sob o nimero de protocolo 111/05, aprovado no dia 25 de maio de 2005 (Anexo 2).



As analises dos dados clinicos nos prontuarios médicos e os exames laboratoriais,
anatomopatoldgicos e imunoistoquimicos, s6 foram procedidos apds os pacientes e/ou

responsaveis assinarem o termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 3).

2.8 Analise estatistica

Todos os dados dos pacientes foram preenchidos e tabulados conforme os modelos
de ficha anexos (fichas—padrao, tipo A ¢ B ) - (Anexo 1).

Os resultados da imunorreagdo dos biomarcadores teciduais, em cada grupo, foram
definidos, separadamente, mediante uma escala com nivel de mensuracdo ordinal. A analise
comparativa entre os grupos foi realizada através do teste exato de Fisher (distribuicdo do
sexo0), do Score test de tendéncia (positividade dos biomarcadores teciduais), da analise de
variancia (compara¢do da idade) e do teste de Kruskal-Wallis (comparagdo do tempo de
queixas e dos escores finais de imunoexpressao tecidual dos biomarcadores). As comparagdes
pareadas foram realizadas com o teste de Marascuillo, teste de Dunn e o teste de Tukey. O
teste binomial foi utilizado para verificar se entre os pacientes com adenocarcinoma
esofagico, acima de 50% deles apresentavam neoplasia avancada. Igualmente, este mesmo
teste foi utilizado para verificar se, no grupo III, mais de 50% dos pacientes eram do sexo

masculino. Em todos os testes foi adotado o nivel de significancia de 5%.



RESULTADOS



3.1 Dados clinicos

Neste estudo foram incluidos 64 pacientes: 39 (60,9%) do sexo masculino e 25
(39,1%) do feminino, com a média de idade de 52,3 anos, variando de 13 a 87 anos. Foram
distribuidos em 03 grupos, sendo 23 no grupo I, 30 no grupo II, e 11 no grupo III. Os dados
referentes a distribui¢do por sexo, idade, queixas clinicas e duragdo da queixa principal, em
cada grupo, encontram-se discriminados, respectivamente, nas tabelas 1, 2 e 3. Nao foi
possivel recuperar as informagdes clinicas de um paciente do grupo IIL

O resultado da analise da varidncia mostra que as médias das idades dos pacientes
apresentaram diferencas estatisticamente significantes (p=0,011). O resultado do teste de
comparagdes multiplas de Tukey indica que s6 a média de idade do grupo III apresentou
diferenca significante em relagdo as médias do grupo I (p=0,021) e do grupo II (p=0,012),
respectivamente. Entre os grupos I e Il ndo houve diferenca estatistica significante (p>0,05).

Em relagdo a anélise comparativa entre os grupos, para distribui¢ao do sexo, através
do teste exato de Fisher, observa-se que nao houve homogeneidade nas amostras (p=0,048). O
teste de Marascuillo mostra que a propor¢do de homens foi significativamente maior no grupo
III, em comparagdo com o grupo I (p=0,030). Em relagdo aos outros pares de grupos, as
diferencas nao foram significantes (grupo I vs grupo II: p=0,997; grupo II vs
grupo III: p=0,090). O resultado do teste binomial indica que, no grupo IIl, a propor¢ao de
pacientes do sexo masculino foi significativamente maior do que 50,0% (p = 0,012).

Na andlise estatistica da duragao das queixas, o resultado do teste de Kruskal—Wallis
indica que houve diferencgas significantes entre os trés grupos de pacientes (p=0,004). As
comparagdes pareadas, realizadas pelo teste de comparagdes multiplas de Dunn, mostraram

que o grupo III apresentou uma distribui¢ao de tempo de queixas significativamente diferente



daquelas observadas nos grupos I e II (grupo III vs grupo I: p=0,026; grupo III vs grupo II:

p<0,001); entre os grupos I e I a diferenca ndo foi estatisticamente significante (p=0,172).



Tabela 1. Dados clinicos dos pacientes do grupo I (esofagite por refluxo).

Dados clinicos n %o
Pacientes 23
Sexo
Masculino 13
Feminino 10
Idade em anos (média) 13-86 (49,9)
Queixa principal
Pirose 17 73,9
Epigastralgia 11 47,8
Regurgitagao 8 34,8
Vomitos 4 17,4
Sensacao de entalo 4 17,4
Odinofagia 2 8,7
Dor toracica de origem 2 8,7
nao-cardiaca (DTNC)
Dor abdominal 2 8,7
Outros* 4 17,4
Tempo de historia clinica
Dias (< 30) 5 21,7
Meses (01-12) 7 304
Anos (> 01) 11 47,8

*Qutros: nauseas, empachamento, faringite e emagrecimento.

Fonte: fichas clinicas dos pacientes (arquivo privado).



Tabela 2. Dados clinicos dos pacientes do grupo II (es6fago de Barrett).

Dados clinicos n %
Pacientes 30
Sexo
Masculino 16
Feminino 14
Idade em anos (média) 23-77 (49,5)
Queixa principal
Pirose 21 70,0
Epigastralgia 13 433
Regurgitagao 6 20,0
Plenitude géstrica 3 10,0
Tosse seca 3 10,0
Pigarro 2 6,7
Disfagia 1 3,3
Odinofagia 1 3,3
Dor toracica de origem 1 3,3
nao-cardiaca (DTNC)
Globo faringeo 1 33
Tempo de historia clinica
Dias (< 30) 2 6,7
Meses (01-12) 9 30,0
Anos (> 01) 19 63,3

Fonte: fichas clinicas dos pacientes (arquivo privado).



Tabela 3. Dados clinicos dos pacientes do grupo III (adenocarcinoma relacionado com o

esofago de Barrett).

Dados clinicos n %
Pacientes 11
Sexo
Masculino 10
Feminino 1
Idade em anos (média) 45-87 (64,73)
Queixa principal
Disfagia 8 72,7
Emagrecimento 5 45,5
Epigastralgia 2 18,2
Vomitos 1 9,09
Hemorragia digestiva alta 1 9,09
Pirose/Regurgitacao 1 9,09
Nao disponivel 1 9,09
Tempo de historia clinica
Dias (< 30) 5 45,45
Meses (01-12) 4 36,36
Anos (> 01) 1 9,09

Fonte: fichas clinicas dos pacientes (arquivo privado).



3.2 Dados endoscépicos

Os dados referentes aos resultados das endoscopias digestivas altas, realizadas nos
trés grupos do presente estudo, encontram-se discriminados nas tabelas 4, 5 e 6,
respectivamente. Entre os 11 pacientes do grupo III, portadores de adenocarcinoma esofagico,
8 (72,7%) apresentaram aspecto endoscopico de lesdo avancada e 3 (27,3%) de lesdo
superficial. O resultado do teste binomial indica que a propor¢ao de adenocarcinoma
esofagico avangado ndo foi significativamente maior do que 50,0% (p=0,227). A média da
extensdo do epitélio de Barrett, no grupo II, entre os 30 pacientes estudados, foi igual a

2,53cm, variando de 1 a 11cm.



Tabela 4. Dados endoscdpicos dos pacientes com esofagite por refluxo (grupo I).

Esofagite por refluxo n %
Pacientes 23
Graul 12 52,2
Grau II 4 17,4
Grau III 3 13,0
Grau IV 4 17,4
Grau V 0 0

Fonte: fichas clinicas dos pacientes (arquivo privado); classificagdo de esofagite por refluxo de Savary-Miller modificada: Breyer &
135

Maguilnik



Tabela 5. Dados endoscépicos dos pacientes com esofago de Barrett (grupo II).

Esofago de Barrett n %
Pacientes 30
Extensao do epitélio de Barrett (cm)
01 a03cm 25 83,3
>03cm 5 16,7

Fonte: fichas clinicas dos pacientes (arquivo privado).



Tabela 6. Dados endoscopicos dos pacientes com adenocarcinoma esofagico relacionado com
o esofago de Barrett (grupo III).

Adenocarcinoma esofagico relacionado com o esofago n %
de Barrett

Pacientes 11

Classificacao endoscopica*

Tipo 0 Superficial 3 27,3

(polipdide, elevado, plano, deprimido, ulcerado )
Tipo 1 Avangado 1 9,1

(polipdide de base larga )
Tipo 3 Avancado 7 63,6

(ulcerado, de bordas infiltrativas)

Fonte: fichas clinicas dos pacientes (arquivo privado); classificagdo endoscopica da Associacdo Japonesa do Cancer Gastrico também
aplicada para o Carcinoma Esofagico'*.



3.3 Dados imunoistoquimicos

O resultado da positividade e da negatividade da imunoexpressdo tecidual dos
seguintes biomarcadores: p53, COX-2 e c-erbB-2, em todos os grupos de estudo do presente
trabalho, encontra-se discriminado, em uma andlise isolada, nas tabelas 7, 8 e 9 e nos gréficos
I, 2 e 3 e, de uma forma agrupada, no grafico 4, respectivamente. Exemplos das
imunorreagdes destes trés biomarcadores analisados, nos trés grupos do presente estudo,
encontram-se ilustrados, respectivamente nas figuras 1, 2 e 3 (p53); 4, 5¢ 6 (COX-2)e 7 ¢ 8
(c-erbB-2).

Observa-se que houve uma significativa tendéncia monotonica de crescimento na
positividade, de todos os biomarcadores, do grupo I para o grupo II e, finalmente para o grupo
I [Score test: p<0,001(p53); p=0,002 (COX-2) e p<0,001 para o c-erbB-2].

Em relagdo ao oncogene p53, os resultados do teste de Marascuillo revelam que as
diferengas de positividade entre os trés grupos foram significantes (grupo I vs grupo II:
p=0,010; grupo I vs grupo III: p<0,001; grupo II vs grupo II: p=0,001). No biomarcador
COX-2, s6 a diferenca entre o grupo I e o grupo Il ndo foi estatisticamente significativa (grupo
I vs grupo II: p=0,431; grupo I vs grupo III: p<0,001; grupo II vs grupo III: p=0,005). No que
diz respeito ao c-erbB-2, as diferencas na positividade entre os trés grupos foram significantes

(grupo I vs grupo II: p<0,001; grupo I vs grupo III: p<0,001 e grupo II vs grupo III: p=0,001).



Tabela 7. Imunoexpressao tecidual do p53 em todos os grupos analisados.

Grupo n pS53 positivo p53 negativo
n % n %
Esofagite por refluxo — I 23 5 21,74 18 78,26
Eso6fago de Barrett — I1 30 19 63,33 11 36,66
Adenocarcinoma associado ao 11 11 100,0 0 0

esofago de Barrett - 111
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refluxo Barrett esofagico

Grifico 1. Imunoexpressao tecidual do p53 em todos os grupos do estudo.



Figura 3. Forte imunoexpressao do oncogeno p53 no adenocarcinoma esofagico (400X).



Tabela 8. Imunoexpressao tecidual da COX-2 em todos os grupos analisados.

Grupo n COX-2 positivo COX-2 negativo
n % n %
Esofagite por refluxo — I 23 11 47,83 12 52,17
Eso6fago de Barrett — I1 30 21 70,0 9 30,0
Adenocarcinoma associado ao 11 11 100,0 0 0
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Grifico 2. Imunoexpressdo tecidual da COX-2 em todos os grupos analisados.



Figura 5. COX-2 - imunoexpressao citoplasmatica, no epitélio glandular do es6fago
de Barrett: 100X(A) e 400X(B).
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Figura 6. Imunoexpressao acentuada da COX-2, no adenocarcinoma esofagico(400X),
e fraca marcag@o no controle interno (epitélio escamoso).
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Tabela 9. Imunoexpressao tecidual do c-erbB-2, em todos os grupos analisados.

Grupo n c-erbB-2 positivo c-erbB-2 negativo
n % n %
Esofagite por refluxo — I 23 1 4,35 22 95,65
Esofago de Barrett — 11 30 19 63,34 11 36,66
Adenocarcinoma associado ao 11 11 100,0 0 0

esofago de Barrett - 111
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Grifico 3. Imunoexpressao tecidual do c-erbB-2, em todos os grupos estudados.
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Figura 7. c-erbB-2 - imunoexpressao citoplasmatica, sem forte marcagdo de membrana
epitelial, no esdfago de Barrett - A(100X) e B(400X).

Figura 8. Forte imunoexpressao (citoplasmatica e de membrana) da oncoproteina c-erbB-2,
no adenocarcinoma esofagico (400X).
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Grafico 4. Analise agrupada da positividade tecidual dos biomarcadores p53, c-erbB-2 e
COX-2, nos trés grupos do estudo.



O padrao de expressao do p5S3 também foi analisado de uma forma estratificada e
semiquantitativa (escore final), nos trés grupos estudados, quanto a intensidade da
imunomarcag¢ao nuclear, com os resultados demonstrados na tabela 10.

O resultado do teste de Kruskal-Wallis indica que houve diferengas significantes
entre os trés grupos de pacientes em relagdo ao escore final (p<0,001). As comparagdes
pareadas, realizadas pelo teste de comparagdes multiplas de Dunn, indicam que os escores
mais altos ocorreram com freqii€ncias que aumentaram em consonancia com o espectro da
gravidade dos grupos envolvidos (esofagite por refluxo < esofago de Barrett <
adenocarcinoma esofagico): grupo I vs grupo II: p = 0,018; grupo I vs grupo III: p < 0,001;

grupo II vs grupo III: p < 0,001.



Tabela 10. Escore final da imunoexpressao tecidual do p53 em todos os grupos analisados.

Grupo n Escore final
ausente fraco moderado forte
0) (1-2-3) (4-6-8) (9-12-16)
n % n % n % n %
Esofagite por refluxo - I 23 18 78.3 5 21,7 0 0 0 0
Esofago de Barrett - 11 30 11 36,7 19 63,3 0 0 0 0

Adenocarcinoma associado ao

esofago de Barrett - I11 11 0 0 1 9,1 3 27,3 7 63,3




Na tabela 11, observa-se o escore final da COX-2 nos trés grupos estudados, quanto
a intensidade da imunomarcacgao citoplasmatica.

O resultado do teste de Kruskal-Wallis indica que houve diferengas significativas
entre os trés grupos de pacientes (p<0,001). As comparagdes pareadas, realizadas pelo teste de
comparagdes multiplas de Dunn, revelam que os grupos I e II apresentaram comportamento
homogéneo, quanto aos escores obtidos, porém, no grupo III, os escores maiores ocorreram
com freqiiéncias mais altas em comparacdo com os grupos I e II. Nestes dois grupos, os
escores mais baixos foram mais frequentes (grupo I vs grupo III: p< 0,001; grupo II vs grupo

III: p< 0,001).



Tabela 11. Escore final da imunoexpressao tecidual da COX-2 em todos os grupos do

estudo.
Grupo n Escore final
ausente fraco moderado forte
(0) (1-2-3) (4-6-8) (9-12-16)
n 0/0 n % n 0/0 n 0/0
Esofagite por refluxo — I 23 12 522 7 304 4 174 0 0
Esofago de Barrett — IT 30 9 30,0 15 50,0 5 16,7 1 3,3

Adenocarcinoma associado

ao esofago de Barrett - II1 11 0 0 0 0 5 45,5 6 545




O imunomarcador c-erbB-2 apresentou um perfil de marcagao mais tardio, de forma
que somente 1 paciente no grupo I, de um total de 23 (4,35%), foi fracamente positivo. No
grupo II a positividade foi a de 63,33% e, no grupo III, todos os pacientes (100%)
apresentaram imunoexpressao (tabela 12 e gréafico 3).

O resultado do teste de Kruskal-Wallis indica que houve diferencas significantes
entre os trés grupos de pacientes em relacdo ao escore final (p<0,001). As comparagdes
pareadas, realizadas pelo teste de comparagdes multiplas de Dunn, mostram que os escores
mais altos ocorreram com freqiiéncias que aumentaram progressivamente, a partir do grupo I

(grupo I vs grupo II: p=0,018; grupo I vs grupo III: p< 0,001; grupo II vs grupo III: p<0,001).



Tabela 12. Escore da imunoexpressao tecidual do c-erbB-2 nos trés grupos analisados.

Grupo n Escore
ausente fraco moderado forte
+ ++ +++ +H++
n % n % n % n %
Esofagite por refluxo - I 23 22 95,7 1 4,3 0 0 0 0
Esofago de Barrett - 11 30 11 36,7 13 433 4 133 2 6,7

Adenocarcinoma associado

ao esofago de Barrett - II1 11 0 0 1 9,1 2 18,2 8 72,7




Na analise da imunoexpressao tecidual do Ki-67, qualitativa e semiquantitativa,
observou-se que o biomarcador foi positivo nos trés grupos analisados, ndo havendo
imunoexpressao negativa. Nas figuras 9, 10 e 11, observam-se exemplos da imunomarcagao
do Ki-67, e, no grafico 5, assinala-se o escore semiquantitativo deste biomarcador, em todos
os grupos de estudo, respectivamente.

O resultado do teste de Kruskal-Wallis indica que houve diferengas significantes
entre os trés grupos de pacientes, em relacdo ao escore final (p<0,001). As comparagdes
pareadas, realizadas pelo teste de compara¢des multiplas de Dunn, revelam que os grupos I e
IT apresentaram comportamento homogéneo quanto aos escores obtidos, porém, no grupo III,
0s escores maiores (positivos fortes: 9, 12 e 16) ocorreram com freqiiéncias mais altas em
compara¢do com os grupos I e II. Nestes dois grupos, os escores mais baixos foram os mais

freqiientes (grupo I vs grupo III: p<0,001; grupo II vs grupo III: p< 0,001) - tabela 13.
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Figura 9. Ki-67 — atividade proliferativa da camada basal do epitélio malphigiano, na
esofagite por refluxo (A-B:400X).

Figura 10. Expressao nuclear do Ki-67, no eséfago de Barrett e na atividade proliferativa
basal do epitélio escamoso esofagico (A - 100X; B - 400X).

Figura 11. Ki-67 - alto indice proliferativo no adenocarcinoma esofagico (400X).
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Grifico 5. Escore semiquantitativo do Ki-67, em todos os grupos de estudo.




Tabela 13. Escore final da imunoexpressao tecidual do Ki-67 nos trés grupos do estudo.

Grupo n Escore final
ausente fraco moderado forte
0 (1-2-3) (4-6-8) (9-12-16)
n % N % n % n %
Esofagite por refluxo - I 23 0 0 21 913 2 8,7 0 0
Esofago de Barrett - 11 30 0 0 24 80,0 6 200 O 0

Adenocarcinoma associado

ao esofago de Barrett - II1 11 0 0 1 9,1 4 36,4 6 54,6




Na analise qualitativa e semiquantitativa da imunoexpressao tecidual da E-caderina,
observou-se que o biomarcador foi positivo em todos os grupos estudo, entretanto o resultado
do teste de Kruskal-Wallis indica que houve diferencas significantes entre os trés grupos de
pacientes, em relacdo ao escore final (p<0,001). As comparagdes pareadas, realizadas pelo
teste de comparagdes multiplas de Dunn, mostram que os grupos I e II apresentaram
comportamento homogéneo quanto aos escores obtidos, porém, no grupo III, os escores mais
baixos ocorreram com freqii€ncias mais altas em comparagdo com os grupos I e II. Nestes dois
grupos, os escores mais altos foram mais freqiientes (grupo I vs grupo III: p<0,001; grupo II vs
grupo III: p=0,005) - (tabela 14 e grafico 6). Nas figuras 12, 13 e 14 observam-se exemplos da

imunomarcag¢ao da E-caderina, em todos os grupos do estudo.



Tabela 14. Escore final da imunoexpressao tecidual da E-caderina nos grupos do estudo.

Grupo n Escore final
ausente fraco moderado forte
(0) (1-2-3) (4-6-8) (9-12-16)
n % N % n % n %
Esofagite por refluxo - I 23 0 0 0 0 7 304 16 69,6
Esofago de Barrett - 11 30 0 0 0 0 19 63,3 11 36,6

Adenocarcinoma associado

ao esofago de Barrett - II1 11 0 0 5 45,5 5 45,5 1 9,1
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Grafico 6. Analise do escore semiquantitativo da E-caderina, em todos os grupos de estudo.



lucs ]

Figura 14. Imunomarcacao inconstante da E-caderina no adenocarcinoma associado com
o esofago de Barrett (A-B: 400X).



DISCUSSAO



O EB representa a conseqiliéncia mais séria da DRGE cronica, ocorrendo entre 5 a
0 : 12,17
10% dos pacientes >
No espectro da DRGE, considera-se o EB como uma etapa intermedidria no
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desenvolvimento do adenocarcinoma esofagico™ ', a neoplasia que, nos ultimos 25 anos,

apresentou a maior incidéncia dentre todos os canceres, nos paises ocidentais e na Europa®*.

Viérios autores ressaltam a importancia do seguimento endoscopico periddico dos
pacientes portadores do EB. Consideram a melhor sobrevida em cinco anos daqueles que
foram submetidos a ressec¢do do cancer esofagico e que participavam de programas de
seguimento e vigilancia endoscopica, com protocolos de bidpsias, comparativamente aqueles
pacientes com canceres diagnosticados na endoscopia, ou fora dos programas de vigilancia
34139149 No entanto, alguns pesquisadores afirmam ndo haver argumentos para se submeter a
totalidade desses individuos a endoscopias e bidpsias esofagicas seriadas, mas somente
aqueles com alto risco de degeneracdo maligna, considerando-se que a grande maioria dos
pacientes portadores do EB ndo evoluird para o adenocarcinoma esofagico®”'*'**,

Realmente, ndo ha, na literatura, dados concretos a respeito da historia natural do
EB, das suas taxas reais de progressao para o cancer, ou dos fatores de risco envolvidos,
efetivamente, na patogénese e na degeneracdo maligna desta importante lesdo pré-neoplasica.
Os fatores considerados de risco, clinicos e endoscopicos, ndo apresentam, segundo alguns
autores, a sensibilidade e/ou a especificidade necessarias a estratificagdo de risco dos
pacientes para o cancer' %%,

Adicionalmente, o rastreamento de pacientes portadores do EB ndo tem demonstrado
ser uma medida cientifica e epidemiologicamente capaz de reduzir o indice de mortalidade do

adenocarcinoma esofdgico. Nao demonstrou, também, diferencas significativas na sobrevida

dos pacientes, quando foram comparados com a populagao.



Consideracdes e questionamentos t€m sido, efetivamente, levantados, a respeito da
relagdo custo—beneficio deste rastreamento, uma vez que a incidéncia estimada da displasia de
alto grau e do cancer esofagico, sdo baixas em geral (em torno de 0,5% ao ano), e as lesdes
neoplasicas precoces sdo dificeis de identificar endoscopicamente'*'*,

Nesse contexto, considerando ndo s6 estas limitacdes dos programas de
rastreamento e vigilancia clinico-endoscopicos, associados ao estudo histopatoldgico, mas
também que hé caracteristicas celulares e biomoleculares outras, na carcinogénese esofagica
relacionada com o EB, as quais ndo sdo detectdveis apenas com essas metodologias, ¢ que o
estudo e a definigdo de um painel imunoistoquimico de biomarcadores moleculares preditivos,
com o potencial de estratificar os pacientes realmente de risco para o cancer no EB, tém
assumido um papel fundamental na abordagem dessa importante entidade nosologica.

O biomarcador preditivo deve ser capaz de identificar, precocemente, o clone de
células com a combinacdo necessaria dos erros genéticos descritos, com potencial evolutivo
para o cancer, dentro da seqiiéncia neoplasica do EB.

Na deteccdo desses biomarcadores, a maior prevaléncia deve ocorrer no
adenocarcinoma esofagico, € o seu desenvolvimento deve ser observado no epitélio pré-
maligno, antes do surgimento do tumor. Aqueles que surgirem tardiamente, ou seja, apos o
desenvolvimento do adenocarcinoma, ndo serdo, portanto, uteis nessa fase de deteccao
precoce; no entanto, podem ter a sua aplicabilidade clinica como valor preditivo nas
metastases' >,

O biomarcador preditivo deve ter, também, alta reprodutibilidade, sensibilidade e

25,147

especificidade, quando sdo comparados com a histopatologia™'"’, atualmente o método

padrao-ouro para defini¢do de risco do adenocarcinoma esofagico.
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No presente estudo, considerando a seqiiéncia neoplésica do epitélio de Barrett™ ",

foram estudados e correlacionados, além dos aspectos clinicos e endoscopicos, o padrao de



expressdo de cinco biomarcadores moleculares: o antigeno de proliferagdo celular Ki-67, o
gene de supressdo tumoral p53, a E-caderina, a COX-2 e o proto-oncogene c-erbB-2, dentro
de trés fases do espectro evolutivo da DRGE: a esofagite por refluxo, o eséfago de Barrett € o
adenocarcinoma esofagico relacionado com o es6fago de Barrett.

Foi definido também, individualmente, o escore final para cada biomarcador, em
cada grupo de estudo, permitindo-se avaliar em conjunto, de uma forma semiquantitativa, a
qualidade da imunomarcacdao e a média do percentual de células que expressam o
biomarcador.

Foram consideradas, na selecao desses biomarcadores, todas as etapas descritas por
Hanahan e Weinberg, dentro do processo geral da carcinogénese®, também aplicadas ao EB.

Na andlise dos resultados, observa-se que nao houve homogeneidade dos grupos em
relagdo ao sexo. No grupo III, a propor¢do de homens foi significativamente maior, dados
estes em conformidade com os encontrados na literatura, onde a predominancia do
adenocarcinoma esofgico é maior nos pacientes do sexo masculino'**'*,

No que concerne aos dados relacionados, especificamente, com o sexo € com o EB,
assinala-se, na literatura, uma maior prevaléncia do epitélio de Barrett nos pacientes do sexo
masculino, embora a razdo seja desconhecida. Em estudo multicéntrico italiano, o EB foi
encontrado em 1% dos homens e em 0,39% das mulheres, com uma propor¢ao de 2,6 para
1'¥. Na clinica Mayo, observou-se uma predominancia de 0,97% em homens e de 0,49% nas
mulheres”. No nosso estudo ndo foram observadas estas propor¢des, dentro do grupo de
pacientes portadores do esdfago de Barrett.

Analisando-se os dados referentes a sintomatologia, observou-se que a queixa clinica
predominante no grupo III foi a disfagia, em 8 de 11 pacientes (72%), comparativamente as
queixas de pirose e epigastralgia, que dominaram entre os pacientes dos grupos I e II (acima

de 80%). Contudo, ha que se considerar o viés de selecdo dos pacientes.



No que diz respeito a duragdo das queixas, Winters et al."*’, afirmam em seu trabalho
que, em relacdo ao EB e a esofagite por refluxo, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa na média de duracdo dos sintomas; entretanto, em ambos o0s casos, constatou-se
diferenca maior do que a observada na DRGE nao-erosiva.

Lieberman et al.'!

, por sua vez, comparando pacientes que foram submetidos a
endoscopia por refluxo, afirmaram que a odds ratio (OR) para o EB, em pacientes com
duracdo da sintomatologia maior que 10 anos, era a de 6.4, comparativamente aqueles com
sintomas com duracdo de 1 a 5 anos, com OR de 3.0 ( p<0,001).

Na analise dos resultados do presente trabalho, em relacdo a duracdo das queixas
previamente a realizacdo do exame endoscoOpico, observou-se que nao houve diferengas
significantes entre o grupo de pacientes portadores de esofagite por refluxo e o grupo de
pacientes portadores de EB.

Em relagdo a média de idade, assinalou-se que nao houve, estatisticamente,
diferengas entre os grupos I e II; entretanto, o grupo III, do adenocarcinoma esofagico
relacionado com o EB, apresentou diferenca significante em relacao as médias dos grupos I e
II, respectivamente. O adenocarcinoma ¢, sabidamente, uma patologia de ocorréncia mais
tardia, dentro da seqiiéncia carcinogenética do EB*~".

Embora o cancer do es6fago seja uma das patologias mais agressivas e letais do
aparelho digestorio, de pobre prognostico, € se conheca a sua lesdo presursora, o EB, a
maioria desses canceres, como ja ressaltado, ainda continua sendo diagnosticada
principalmente nas fases mais tardias, quando ndo podem mais ser curados™.

Com efeito, dos 11 pacientes portadores de adenocarcinoma esofagico no presente
estudo, observou-se que 8 (72,72%) foram, igualmente, diagnosticados nas fases tardias, com

aspectos, durante a endoscopia, de lesdes ja em fases avangadas.



No que concerne, especificamente, aos biomarcadores moleculares, em relagcao ao
gene de supressdo tumoral p53, observam-se, na literatura, resultados conflitantes da
imunoexpressao no epitélio de Barrett, embora grande parte dos estudos apontem um perfil de
reatividade progressivamente maior na seqiiéncia neoplasica evolutiva do EB'"#+13>1%,

Alguns autores relatam que as alteragdes do gene p53 sdo eventos precoces na
progressao neoplasica do EB, podendo, em alguns casos, ser detectadas antes da presenca das

alteragdes histologicas ou das anormalidades no ciclo celular®'%'°",

Dolan et al.'®

, em estudo preliminar, na analise de 30 pacientes submetidos a
esofagectomia por adenocarcinoma associado, e de 48 portadores do EB, em programa de
vigilancia endoscopica, concluiram que as mutacdes no gene p53 podem ser detectadas antes
do desenvolvimento da displasia de alto grau ou do carcinoma, podendo ser, portanto, tteis,
na estratificagdo de risco dos pacientes portadores do EB. No entanto, ressaltam que o
adenocarcinoma do eso6fago pode se desenvolver sem a expressao do gene p53 mutante, e que
a mutagdo pode ocorrer, tardiamente, no processo da carcinogénese relativa ao EB. Afirmam,
também, que ndo estd estabelecido, ainda, se todos os pacientes portadores de mutagdo no
gene p53 desenvolverdo, ou ndo, o cancer esofagico.

Younes et al®

, demonstraram, igualmente, expressdo aumentada da proteina p53 em
amostras de mucosa do EB, que ocorreram antes do desenvolvimento da displasia de alto grau
ou do carcinoma, em dois de trés pacientes.

Garewal'® identificou, na literatura, 16 trabalhos analisando a imunoexpressio do
p53 no EB. Os resultados demonstram, de forma semelhante, um acréscimo gradual na
freqliéncia das alteragdes do p53, a medida que o grau de displasia aumenta, com variagdo de
percentuais de 0% a 10% no epitélio sem displasia (média de 1,4%), 0% a 60% na displasia de

baixo grau (média de 30%), 50% a 100% na displasia de alto grau (média de 68%) e 53% a

100% no adenocarcinoma esofagico (média de 72%).



No entanto, outros pesquisadores também observaram resultados da imunoexpressao
do p53 mais tardios, dentro da seqiiéncia neopldsica do EB, com baixos percentuais no

19,154,156,164-166

epitélio de Barrett , ou positividade somente no adenocarcinoma esofagico, com

1.' n3o encontraram

auséncia de expressao no epitélio metaplasico. Symmans et a
positividade do p53 em nenhum dos portadores do EB (n=7), ¢ Roth'® encontrou mutagdo do
p53 em 5 de 12 pacientes com epitélio de Barrett adjacente ao adenocarcinoma esofagico, mas
ndo a encontrou em nenhum dos 10 pacientes com EB sem cancer.

Flejou et al.'®

igualmente relataram imunoexpressao do p53 em 56 de 82 pacientes
com adenocarcinoma relacionado com o EB, com auséncia do p53 no epitélio metapléasico ou
com displasia de baixo grau, nas pecas ressecadas. Reportaram, ainda, ndo haver correlacao
entre o grau de disseminagdo do tumor e o status do p53, sugerindo ser a imunoexpressao
tecidual do p53 um evento, efetivamente, tardio'™.

Feith et al.'”!, em analise de 24 portadores de adenocarcinoma do esdfago distal
ressecado, demonstraram, da mesma forma, ndo haver imunoexpressdo do p53 no epitélio
esofagico normal ou na metaplasia colunar; entretanto, observaram positividade na
imunexpressdo em 50% dos casos portadores de cancer. Concluiram, também, na sua
pesquisa, ser o p53 uma marcador tardio na seqiiéncia evolutiva neoplasica do EB.

Hé outros estudos na literatura, que também demonstram esta imunorreatividade
tardia do p53 na seqiliéncia metaplasia—displasia—adenocarcinoma do EB, com expressao
apenas demonstravel, mais intensamente, na displasia de alto grau, quando esta ¢ comparada
com a displasia de baixo grau ou com o epitélio de Barrett nao-displésico
adjacent685,86,156,172,173.

No presente estudo foi encontrada uma expressao do gene p53 ja no grupo I, com um

perfil de imunoexpressdo tecidual subseqiiente, nos demais grupos de andlise, II e III,

progressivamente maior (p<0,001). No grupo I, observou-se uma positividade em 5 dos 23



pacientes (21,74%). No grupo II, o percentual de pacientes positivos foi significativamente
maior, com imunomarca¢do em 19 dos 30 pacientes (63,33%), e, no grupo III, observou-se a
maxima positividade do p53, com 11 dos 11 pacientes (100%) imunomarcados. Houve,
também, diferencas significativas entre os trés grupos de pacientes, em relagdo aos escores
finais da expressdo. As comparagdes pareadas revelaram que os escores mais altos ocorreram
com freqiiéncias que aumentaram em consonancia com o espectro de gravidade dos grupos
envolvidos.

Discrepancias nos resultados encontrados na literatura, da imunoexpressdo do
oncogene p53 na seqiiéncia neoplasica do EB, realmente ocorrem.

Alguns autores afirmam, efetivamente, que ha limitagdes no estudo
imunoistoquimico do p53, considerando-o um teste relativamente inespecifico, com mais de
25% de resultados falso-positivos e falso-negativos, quando sdo comparados com o teste-

padrdo ouro de seqiienciamento do DNA'7*!"!17

, 0 que poderia trazer restrigdes no seu uso, na
rotina clinica diaria, na abordagem dos pacientes portadores do EB.

No entanto, as divergéncias de resultados observadas na literatura, podem ser
devidas, em parte, a variagdes nas técnicas de deteccdo de mutacdes do gene p5S3 e,
igualmente, a diferencas nos anticorpos e na coloragdo utilizados nas técnicas
imunistoquimicas. A auséncia de anormalidades do p53, em alguns casos de epitélio de
Barrett displasico ou neoplasico, pode, também, indicar que a progressdo maligna ¢ possivel

sem o envolvimento do gene p53'*®'7

. Ademais, observa-se que ndo ha, sempre, a
imunoexpressao protéica tecidual de todas as mutacdes genéticas que ocorrem no gene p53, €
que, contrariamente, € possivel identificar-se a imunoexpressdo deste oncogene, na auséncia
da mutagdo genética correspondente'’”'"®,

Um aumento do numero de células proliferativas e uma expansdo do seu

compartimento também foram evidenciados no esdfago de Barrett e no adenocarcinoma



esofagico. A coloracdo do Ki-67, um dos biomarcadores de proliferacdo celular, também, a

exemplo do PCNA, correlaciona-se com os achados histologicos encontrados no EB''®.
Relata-se na literatura que o nimero e a localiza¢do dos ntcleos positivos para o Ki-

-67 sdo significativamente diferentes no EB sem displasia, no EB com displasia de baixo e de

alto grau, e no adenocarcinoma associado com o EB'?°7!718218

, com positividade acentuada
somente nestes dois Gltimos grupos'®, e menor expressdo no epitélio de Barrett, com ou sem
displasia de baixo grau.

Polokowski et al."” encontraram, em pegas ressecadas por adenocarcinoma esofagico
e displasia de alto grau, uma correlagdo estatisticamente significativa entre anormalidades do
p53 e o indice de proliferacao celular (Ki-67). Admitiram que a proliferacdo poderia ser
conseqiiente a ativacdo do oncogene e a perda da supressao tumoral.

Szachnowicz et al.'"®, em andlise de treze pacientes portadores de adenocarcinoma
esofagico (11 deles associados a metaplasia intestinal), evidenciaram extensiva positividade
na imunomarcagdo para o Ki-67 em todos os pacientes, constatando forte atividade da
proliferacdo celular.

Outros autores tém relatado, também, baixa expressao do Ki-67 em pacientes com
EB (14%), sem a presenca do adenocarcinoma, e expressdes acentuadas no EB, associado ao
adenocarcinoma (87%)"'*.

Neste trabalho, foi encontrada uma imunoexpressdo tecidual, qualitativa, do
biomarcador Ki-67, em 100% dos pacientes nos grupos estudados, refletindo, possivelmente,
ja no grupo I, o estado de proliferacao celular observado no processo inflamatério que ocorre
na esofagite por refluxo. Todavia, quando se analisa o escore final semiquantitativo da
imunoexpressao tecidual do Ki-67, de uma forma estratificada, nos respectivos grupos do

estudo, assinala-se que houve diferengas significativas. As comparacdes pareadas, revelam

que os grupos I e II apresentaram comportamento homogéneo quanto aos escores obtidos,



porém no grupo III os escores mais altos ocorreram com freqliéncias mais altas em
compara¢do com os grupos I e II. Nestes dois grupos, os escores mais baixos foram os mais
freqlientes.

No que diz respeito ao imunomarcador COX-2, diversos grupos tém relatado que os
seus niveis estdo aumentados no EB e no adenocarcinoma associado e que, adicionalmente, a
sua expressao se correlaciona com o grau da displasia. Altos niveis sdo detectados no tecido
com displasia de alto grau e no adenocarcinoma esofagico, quando, respectivamente, sao

comparados com a displasia de baixo grau ou com o tecido ndo-displasico''>'**'%,

Zimmerman et al.''®

informaram que 78% de 27 pacientes com adenocarcinoma
esofagico expressavam a COX-2. Shrivani et al.”® também demonstraram, em estudos
imunoistoquimicos e de imunoblotting, que a expressao da COX-2 encontra-se aumentada no
adenocarcinoma esofagico e no EB, quando estes sdo comparados com o eséfago normal e
com o duodeno. Ademais, com a exposicao de culturas de células do epitélio de Barrett ao
acido e/ou bile observou-se um aumento na expressao de COX-2.

1]38

Morris et a reportaram, também, um acréscimo hierdrquico na expressao da

COX-2, no processo de carcinogénese relacionado com o EB, e Souza et al.”®

confirmaram que
a inibi¢do seletiva da COX-2 reduz a proliferagdo e aumenta a apoptose em duas linhagens de
células do adenocarcinoma relacionadas com o EB, expressando COX-2. Esse efeito da
inibicao seletiva da COX-2 reduzindo a proliferagdo celular também foi observado por Buttar
etal.'V.

Contrariamente, Van der Woude et al."® demonstraram que a COX-2 estava ausente
no epitélio de Barrett ndo-neoplasico e/ou displasico, mesmo presente na lamina préopria € nos
miofibroblastos. Entretanto, no grupo de pacientes portadores do adenocarcinoma esofagico,

houve imunoexpressao da COX-2 em 9 das 10 amostras, porém apenas na minoria das células

tumorais. Ademais, observam esses autores, os seus resultados nao suportam a hipotese da



inibicao seletiva da COX-2 na prevengao ou tratamento da displasia ou cancer relacionados
com o EB, ja que ndo houve imunoexpressdo da COX-2 nos estadios pré-neoplasicos desta
entidade nosolégica.

Na andlise da expressao tecidual da COX-2 em todos os distintos grupos do presente
estudo, observa-se, também, que houve uma imunomarca¢do positiva, progressivamente
crescente, a partir do grupo 1. Neste grupo, assinala-se a positividade na imunomarcag¢do em
47,82% dos pacientes avaliados (11/23), e no grupo do EB em 70% dos pacientes (21/30). No
grupo III (adenocarcinoma esofagico), a imunoexpressao positiva foi verificada em 100% dos
pacientes analisados. Todas essas diferengas foram estatisticamente significativas.

Na avaliacao estratificada, semiquantitativa, da imunomarcacdo da COX-2,
observou-se que houve diferengas também significativas entre os trés grupos de pacientes em
relacdo aos escores finais. O resultado das comparagdes pareadas revelam que os grupos I e II
apresentaram comportamento homogéneo quanto aos escores obtidos, mas no grupo III os
escores mais altos ocorreram com freqiiéncias mais altas em comparagdao com os grupos I e II.
Nestes dois grupos os escores mais baixos foram mais freqiientes.

Do mesmo modo, as diferengas nas técnicas empregadas na analise da
imunoexpressdo da COX-2, o uso de inibidores da bomba de protons e de antiinflamatorios
pelos pacientes, arrolados em alguns estudos, e também o fato de que os niveis do mRNA
necessariamente nao refletem os niveis da expressao protéica, podem, todos estes fatores,
explicar a discrepancia dos resultados encontrados na literatura, relativos a imunoexpressao,
na carcinogénese esofagica do EB.

A molécula de adesdo E-caderina desempenha um papel fundamental na manutencao
da estrutura e na fung¢ao epitelial dos tecidos.

Hé estudos que demonstram que, entre 60% e 80% dos pacientes portadores do

adenocarcinoma esoféagico, existe expressdo reduzida da E-caderina e das cateninas'**'*"'*,



Ademais, esta expressao reduzida da E-caderina e da alfa e da beta catenina
correlaciona-se, significativamente, com estagios desfavoraveis do tumor, grau do tumor,

metéstase linfonodal e sobrevida, respectivamente'”’.

Swami et al.''®

encontraram um decréscimo significativo na expressao da E-caderina
na metaplasia colunar, inclusive nos casos com displasia de baixo grau, quando estes eram
comparados ao epitélio escamoso normal do eséfago.

Feith et al.'”", contrariamente, observaram que a expressdo da E-caderina no EB ndo-
displésico foi similar a encontrada no epitélio esofagico normal. No entanto, encontraram uma
perda quase completa da expressdao da E-caderina no carcinoma esofagico invasivo, € uma
redugdo significativa da expressdao tumoral da E-caderina na seqiiéncia, EB, displasia e
adenocarcinoma esofagico, sustentando a hipotese da degeneracdo neoplasica evolutiva no
EB”8.

No presente estudo, apesar de todos os grupos demonstrarem positividade na
imunomarcagdo para a E-caderina, observa-se que houve, ao contrario dos demais
biomarcadores descritos anteriormente, uma queda progressiva na intensidade da
imunomarcagdo, dos grupos I ao III — demonstrando uma perda na qualidade estrutural dos
tecidos.

O resultado estatistico, da analise estratificada da imunoexpressdo da E-caderina,
indica que houve diferengas significativas entre os trés grupos de pacientes em relagdao aos
escores finais. As comparagdes pareadas, por sua vez, demonstram que os grupos [ e II
apresentaram comportamento homogéneo quanto aos escores obtidos, porém no grupo III os
escores mais baixos ocorreram com freqiiéncias mais altas em comparagao com os grupos [ e
II. Nestes dois grupos os escores mais altos foram mais freqiientes.

No EB, expressdes anormais de EGF tém sido encontradas'. O EGFR e o TGF-alfa

encontram-se aumentados na metaplasia tipo intestinal e elevados nas lesdes displasicas e no



adenocarcinoma esofagico™. A superexpressio do EGFR e do TGF-alfa no
adenocarcinoma esofagico esta associada com um pior progndstico e com a presenca de
metastases'**'”.

O c-erbB-2 ¢ um proto-oncogene que codifica uma glicoproteina altamente
homologa, porém distinta, ao EGFR. O c-erbB-2 est4 relacionada com a diferenciagdo e
proliferacdo celular'®”, e, a sua expressdo, também se correlaciona com a sobrevida de
pacientes com adenocarcinoma'®’.

Jankowski et al."”” descreveram uma imunomarcagio positiva do c-erbB-2 em 9 de
15 pacientes com EB e em 11 de 15 pacientes adicionais, com adenocarcinoma esofagico
relacionado com o EB.

Em outro estudo, um aumento na imunoexpressdo da oncoproteina c-erbB-2 foi
observado em 7 de 66 casos de adenocarcinoma relacionado com o EB (11%), mas ndo no
tecido displasico adjacente. Também nao houve imunoexpressdo no epitélio nao-displasico.
Neste ultimo trabalho, a presenca do c-erbB-2 correlacionou-se com prognostico desfavoravel
e com piora na sobrevida dos pacientes *°.

A superexpressdo de c-erbB-2 também foi demonstrada em 10% a 73% dos
adenocarcinomas’”"3%1?*19199. entretanto, a expressio aumentada ndo foi evidenciada na
displasia do epitélio de Barrett, sugerindo ser um evento tardio na seqiiéncia neoplasica do
EB"!. A presenc¢a desses indices elevados correlacionou-se com a invasio tumoral, com o
envolvimento linfatico, com metastases a distancia e com o status do tumor residual, apos a
sua ressecgéoﬂ,l?yo,l90,]96-199.

Kim et al.*” constataram que a expressio do c-erbB-2 ocorreu em 31% dos casos de

displasia de alto grau e somente em 10% dos casos de adenocarcinoma esofagico. Sugeriram,

igualmente, que o c-erbB-2 seria um marcador de estagios avancados da neoplasia esofégica,



relacionado com o EB, ndo sendo, portanto, util como biomarcador do adenocarcinoma
esofagico, considerando-se a sua baixa prevaléncia.

Na analise da imunoexpressao tecidual do c-erbB-2, no presente estudo, observa-se,
também, que houve uma imunomarcacdo positiva, progressivamente crescente, do grupo I ao
grupo III, com diferencas significativas na positividade entre todos os grupos. No grupo I, de
um total de 23 pacientes, o c-erbB-2 foi ausente quase que na totalidade dos pacientes (22/23).
Se considerarmos que a marcagdo focal ou fracamente perceptivel em membranas celulares ¢
também considerada, imunoistoquimicamente, como negativa, teremos entdo 100% dos
pacientes no grupo I com auséncia de imunomarcagao. Ja no grupo III, 100% dos pacientes
foram imunomarcados demonstrando ser, realmente, o c-erbB-2, um marcador tardio na
evolugdo carcinogenética do esd6fago, dentro dos nossos grupos de estudo.

Na andlise semiquantitativa da imunoexpressao tecidual do c-erbB-2 observa-se que
houve diferencas significativas entre os trés grupos de pacientes, em relacdo aos escores
finais. As comparagdes pareadas demonstram, também, que os escores mais altos ocorreram
com freqiiéncias que aumentaram em consonancia com o espectro evolutivo da gravidade dos
grupos envolvidos.

No cancer relacionado com o EB, assinala-se que as células metaplasicas sdo
efetivamente predispostas a desenvolverem todas as caracteristicas inerentes ao processo geral
do cancer, com a conseqiliente evidéncia tecidual e imunoprotéica dos diversos fatores
descritos acima: de proliferagdo celular (biomarcador: Ki-67), secretdrios, de crescimento
(EGF, c-erbB-2 e TGF-alfa), de expressdo da ciclooxigenase-2 (COX-2), fatores apoptoticos,
dos oncogenes (genes de supressdo tumoral p53 e pl6), de proteinas do ciclo celular, e de
altera¢des nas moléculas de adesdo da célula, com expressao reduzida da E-caderina.

Diversos estudos tém avaliado uma gama de biomarcadores moleculares teciduais

utilizdveis na estratifica¢do de risco da progressao neoplasica do EB, com resultados algumas



vezes discordantes e controversos, como foram vistos anteriomente. Entretanto, apontam, na
sua maioria, para resultados crescentes na imunoexpressdo, com exce¢do da E-caderina, que
apresenta um padrao de expressao inverso, decrescente.

Nao obstante, ndo ha ainda descrito na literatura nenhum marcador genético que,
isoladamente, seja capaz de ser utilizado para predizer o potencial maligno do EB. Nenhum
biomarcador tecidual tem se mostrado, ainda, superior a identificacdo histologica da displasia
no epitélio de Barrett, como fator de risco para o adenocarcinoma esofagico, mesmo com as
limitacdes previamente descritas. Dessa forma, um marcador menos subjetivo para essa
possivel progressao neoplasica no EB, que suplemente ou at¢ mesmo substitua o sistema atual
de classificagdo do grau de displasia, ¢ realmente necessario, no sentido de se melhorar a
sensibilidade, a especificidade e a relagdo custo—beneficio dos programas de seguimento
relativos ao EB.

A rede de pesquisa e deteccao precoce, do Instituto Nacional do Cancer, nos EUA,
recentemente propds cinco fases para a validagio dos biomarcadores®', de forma que
pudessem ser uteis na analise do surgimento destes novos biomarcadores moleculares, € na
sua possivel aplicabilidade clinica, relacionada com o manuseio do risco de cancer.

Estudos nas fases 1 e 2 constituem a grande maioria das publicagdes; no entanto,
encontram-se em estdgios muito precoces de analise para que possam ser utilizados
clinicamente. As fases 3, 4 e 5, por sua vez, englobam uma minoria das pesquisas, mas sao
importantes estudos e requerem uma revisdo e uma especial atengao clinica.

Atualmente, as alteragdes na ploidia do DNA (tetraploidia e aneuploidia), analisadas
através da citometria de fluxo, bem como as anormalidades no gene de supressdo tumoral p53,
tém sido os biomarcadores que mais t€ém avancado em termos de validagdo, com estudos na

fase 4, que sdo aquelas investigacdes prospectivas que podem envolver grande nimero de



pacientes para se determinar a capacidade de um determinado biomarcador em predizer
evolugdes clinicas importantes de uma determinada patologia.

A 1dentificacdo dos genes envolvidos na carcinogénese também tem sido objeto de
pesquisa do cancer, ao longo das ultimas duas décadas.

Na era pos-genomica, estudos determinando o perfil protedmico do tumor tém
recebido uma atenc¢do toda especial, ao lado dos avangos da bioinformadtica. A identificagdo
dos genes diferentemente expressos no epitélio de Barrett € no adenocarcinoma esofagico,
pode ser empregada para distinguir entre as duas condicdes, e os seus padroes de expressao
podem ser utilizados como marcadores teciduais para progressio neoplasica*>>",

Essas novas abordagens revestem-se de grande importancia no manuseio diagnostico
e terapéutico dos pacientes portadores do EB, com repercussdes significativas no seu
progndstico. Sao medidas que tem por objetivo, sobretudo, a otimizagdo e a padronizac¢ao dos
programas de rastreamento e seguimento dos pacientes de risco para a carcinogénese
esofagica, como também a monitorizagdo da eficicia da terapéutica conservadora das lesoes
displasicas associadas ao EB, abrindo, conseqlientemente, a perspectiva para o
estabelecimento de novas estratégias terapéuticas, a exemplo da quimioprofilaxia® em
pacientes selecionados.

Estudos prospectivos, bem planejados, randomizados, sdo ainda necessarios para
validar a sua relevancia clinica, de forma que se oferega, seguramente, uma melhor

perspectiva na abordagem dos pacientes portadores do EB.



CONCLUSOES



Obedecidos os objetivos formulados, e através das analises dos resultados, pode-se

concluir que:

R/
L X4

L)

7/

Os biomarcadores moleculares oncogénicos e de atividade mitotica, p53,
c-erbB-2, COX-2 e Ki-67, apresentam um aumento progressivo na intensidade
da imunoexpressao tecidual, na esofagite por refluxo (grupo I), no eséfago de
Barrett (grupo II) e no adenocarcinoma relacionado ao es6fago de Barrett (grupo
III), respectivamente;

O grupo III (adenocarcinoma relacionado ao esdfago de Barrett) apresenta os
niveis mais acentuados da imunomarcagdo dos biomarcadores p53, COX-2,
Ki-67 e c-erbB-2;

O c-erbB-2 apresenta um perfil tardio de positividade e intensidade da
imunoexpressao tissular, com auséncia de marcagdo na esofagite por refluxo
(grupo 1) e marcagao forte no adenocarcinoma relacionado ao esdéfago de Barrett
(grupo I1I);

A E-caderina demonstra um perfil de imunoexpressao decrescente, inverso a
todos os demais biomarcadores moleculares pesquisados, com os maiores niveis
de marcagdo tecidual na esofagite por refluxo (grupo I), e os menores no

adenocarcinoma relacionado ao esofago de Barrett (grupo III).
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ANEXOS



ANEXO 1

PROTOCOLO DE COLETA DE INFORMACOES.
MODELO DE FICHA TIPO A

ENDOSCOPIA DIGESTIVA ALTA

ENDOCENTRO
INOINIE .ottt et et e sttt et e e e e
LAAAR: ..ttt et b et h ettt e naeeneas
Sexo: () Masculino (_) Feminino

Queixa principal e duragdo

() Até 30 dias
() Meses (de 01 a 12 meses)
() Anos ( acima de doze meses )

DADOS DA ENDOSCOPIA DIGESTIVA ALTA

1. Esofagite por refluxo (Classifica¢do de Savary-Miller modificada) :

(_ ) Graul

() Graull
(_ ) Grau Il
() GraulV

() GrauV

2. Esofago de Barrett :

Extensao............. (_)01-03cm

(_)>03cm



3. Neoplasia de esofago :

TIPO ASPECTO ENDOSCOPICO
() Ouereerene Superficial : polipoide, elevado, plano, deprimido, ulcerado.
() Ll Avangado : polipdide de base larga.
() 2, Avancado : ulcerado de bordas elevadas e bem delimitadas.
() B Avangcado : ulcerado, de bordas infiltrativas.
() 4o Avancado : infiltrag¢ao difusa, sem ulceragao.

() Seeeiee Avancado : ndo-classificavel.



MODELO DE FICHA TIPO B
LAUDO ANATOMO-PATOLOGICO

LABORATORIO VIRCHOW

Sexo: () Masculino () Feminino

DIAGNOSTICO ENDOSCOPICO :

1. Esofagite por refluxo (Classificagdo de Savary-Miller modificada):

(_ ) Graul

() Graull
(_ ) Grau III
() GraulV
() GrauV
2. Esofago de Barrett :
Extensdo............. (_)01-03cm

(_)>03cm

3. Neoplasia de esofago

TIPO ASPECTO ENDOSCOPICO
() O Superficial : polipdide, elevado, plano, deprimido, ulcerado.
() T Avancado : polipoide de base larga.
() 2 Avangado : ulcerado de bordas elevadas e bem delimitadas.
() B Avancado : ulcerado, de bordas infiltrativas.
() 4o Avancgado : infiltrag¢ao difusa, sem ulceragao.

() Seereins Avangado : ndo-classificavel.



DIAGNOSTICO ANATOMOPATOLOGICO

Descricdo da macroscopia:

DIAGNOSTICO IMUNOISTOQUIMICO

1) Biomarcador tecidual nuclear p-53

Intensidade da imunomarcac¢io nuclear :
() 0+ = Marcagdo negativa ou auséncia de expressao.
() 1+ = Marcagao positiva focal.
() 2+= Marcagao positiva multifocal.
() 3+=Marcagdo positiva - moderada e difusa.

( ) 4+=Marcagao positiva intensa.



» Padrao de expressao dos niicleos imunomarcados
( )1= <25% de nicleos imunomarcados.

( )2= 25-50% de nucleos imunomarcados.

( )3= >50-75% de nucleos imunomarcados.

( )4= >75% de nucleos imunomarcados

Numero de células ( 0-100 )

Lamina Ol...cccoeevviiieiiiieciiieceeeee e, %.
LAamina 02.....ccccevvvevivviiiiiiiiiiiiee e %.
Lamina 03....ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiices e %.
Lamina 04.....coooevvveeiiieeiiceieee e, %.
MEDIA NOS 04 CAMPOS....... oo, %

> ESCORE FINAL : TOTAL ()

* Minimo de 0 e maximo de 16

2) Biomarcador tecidual nuclear ki-67

Intensidade da imunomarcac¢io nuclear :
() 0+ = Marcagdo negativa ou auséncia de expressao.
( ) 1+=Marcagao positiva focal.
() 2+= Marcagao positiva multifocal.
() 3+=Marcagao positiva - moderada e difusa.

() 4+=Marcagao positiva intensa



» Padrao de expressao dos niicleos imunomarcados
( )1= <25% de nicleos imunomarcados.

( )2= 25-50% de nucleos imunomarcados.

( )3= >50-75% de nucleos imunomarcados.

( )4= >75% de nucleos imunomarcados

Numero de células ( 0-100 )

Lamina Ol...cccoeevviiieiiiieciiieceeeee e, %.
LAamina 02.....ccccevvvevivviiiiiiiiiiiiee e %.
Lamina 03....ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiices e %.
Lamina 04.....coooevvveeiiieeiiceieee e, %.
MEDIA NOS 04 CAMPOS....... oo, %

> ESCORE FINAL : TOTAL ()

* Minimo de 0 e maximo de 16

3) Biomarcador tecidual citoplasmatico E-Caderina

» Intensidade da imunomarcacio citoplasmatica :
() 0+ = Marcagao negativa ou auséncia de expressao;
() 1+=Marcagao positiva focal;

() 2+=Marcagao positiva multifocal;

() 3+=Marcagao positiva - moderada e difusa;

() 4+ = Marcagao positiva intensa.

» Intensidade da expressao antigénica citoplasmatica :

() 1=<25% células com marcag¢do citoplasmatica;



() 2=25-50% células com marcagao citoplasmatica;
() 3=>50-75% células com marcagdo citoplasmatica;
() 4=>75% células com marcagdo citoplasmatica.

Numero de células ( 0-100 )

Lamina Ol..c.ccoovevviniiiiiiiiiiiiees e, %.
Lamina 02....cccovviiviiiiiiiiiiiiiiiices e %.
Lamina 03....ccoeeviiieiiieeciieecieeeee e %.
Lamina O4.....cccovvviviviiicviiiccees e %.
MEDIA NOS 04 CAMPOS....... oo, %

» ESCORE FINAL : TOTAL ()

* Minimo de 0 e maximo de 16

4) Biomarcador tecidual citoplasmatico COX-2

» Intensidade da imunomarcacao citoplasmatica :
() 0+=Marcagao negativa ou auséncia de expressao;
() 1+=Marcagao positiva focal;

() 2+ =Marcagao positiva multifocal;

() 3+=Marcagao positiva - moderada e difusa;

( )4+ =Marcacao positiva intensa.

» Intensidade da expressao antigénica citoplasmatica :
() 1=<25% células com marcag¢ao citoplasmatica;
() 2=25-50% células com marcagao citoplasmatica;

() 3=>50-75% células com marcagdo citoplasmatica;



() 4=>75% células com marcagdo citoplasmatica.

Numero de células ( 0-100 )

Lamina Ol....ccoeevviiieiiiieciiieceeeee e, %.
LAamina 02.....ccccevvveviiviiiciiiiieies e %.
Lamina 03...cccooviiiiiiiiiiiiiiiiiices e %.
Lamina O4.....ccooevvvveeiiiieiieeceee e, %.
MEDIA NOS 04 CAMPOS....... e, %

> ESCORE FINAL : TOTAL ()

* Minimo de 0 e maximo de 16

5) Biomarcador tecidual c-erbB-2

> Intensidade da imunomarcaciao de membrana citoplasmatica

() 0+ = Auséncia de marcagdo de membrana celular ou marcagao apenas citoplasmatica.

() 1+=Marcagao positiva focal ou fracamente perceptivel em membranas celulares. Este
padrdo ¢ imunistoquimicamente reportado como negativo.

() 2+=Marcacdo moderada de membrana, na maioria das células.

() 3+ =Forte marcacao de membrana celular (superexpressao).

Escore final () Minimo de 1 e maximo de 4
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ANEXO 3

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Titulo: DOENCA DO REFLUXO GASTROESOFAGICO : Andlise comparativa entre os
aspectos histopatologicos e de biologia molecular na esofagite por refluxo, no esofago de
Barrett e na displasia e adenocarcinoma associados ao esofago de Barrett.

Vocé tem um tipo de doenca denominada ( )esofagite por refluxo, ( )esdfago de
Barrett, ( )esofago de Barrett com displasia, ( )esofago de Barrett complicado com
adenocarcinoma, que teve como causa principal e inicial o retorno anormal do liquido do seu
estbmago para o seu esdfago, chamado, cientificamente, de refluxo gastroesofagico
patologico, e que progrediu, no seu caso, para uma das fases da doenga, descritas acima. O seu
diagnostico médico foi dado, inicialmente, quando vocé realizou a sua endoscopia digestiva
alta no Endocentro - clinica de gastroenterologia e endoscopia digestiva, ou na clinica
(corveeremreneene ). Neste exame, também foram realizadas as bidpsias, que ¢ quando se coletam
alguns pequenos fragmentos do tecido do seu esdfago, para uma analise em laboratorio,
chamada analise anatomopatoldgica, em que, com técnicas especiais, estuda-se esse material
colhido com um microscopio especial. Esse segundo exame foi feito no Virchow — laboratério
médico de patologia celular, ou no laboratorio (...................... ) e permitiu a conclusdo do seu
diagnostico endoscopico. Como ¢ do seu conhecimento, os pacientes portadores dessa doenga
devem ser submetidos a tratamento clinico continuado, ou cirurgico, dependendo do caso, e
acompanhados, em algumas situacdes, de repetidos exames endoscopicos e de bidpsias do
esofago, realizados periodicamente.

Estamos, neste momento, convidando vocé a participar do estudo denominado

DOENCA DO REFLUXO GASTROESOFAGICO : Andlise comparativa entre os aspectos

histopatologicos e de biologia molecular na esofagite por refluxo, no esofago de Barrett e na



displasia e adenocarcinoma associados ao esofago de Barrett. Os avancos na area da satde
ocorrem através de estudos como esse, por isso a sua participagdo (voluntéria) ¢ importante.

O objetivo desse estudo ¢, em uma primeira fase, aprofundar a analise do seu material
de bidpsia, que se encontra arquivado no laboratério Virchow ou no laboratorio
(ceerrreerrereennnn ), com técnicas especiais e mais modernas, que foram obtidas com o avango da
Medicina. Essa nova técnica chama-se imunoistoquimica.

Serao selecionadas, no seu arquivo de bidpsias do laboratorio Virchow, ou no
laboratorio (....cceeveveennennee. ) as laminas ideais para que possam ser pesquisadas a presenga, ou
ndo, de algumas substancias, chamadas, tecnicamente, de biomarcadores moleculares
teciduais, e que sdo as seguintes: Ki-67, COX-2, p53, E-caderina e c-erbB-2. A presenca
dessas substancias, nas bidpsias do eso6fago, daqueles pacientes que tém a doenga do refluxo
gastroesofagico, t€ém sido descritas, nos artigos médicos nacionais € internacionais, como
possivelmente relacionadas ao surgimento do cancer do esofago.

Em uma segunda etapa, com as informacdes obtidas a partir dessas duas técnicas
descritas anteriormente, a anatomopatoldgica e a imunoistoquimica, faremos uma comparagao
desses resultados entre si, e, também, com os seus dados clinicos ¢ da sua endoscopia
digestiva, que constam no seu prontuario no Endocentro ou na clinica (.......cccceveeuennnenne. ).
Dessa forma obteremos, entdo, as conclusdes do nosso projeto.

A sua participacao durante todo o estudo sera restrita a unicamente autorizar, livre e
espontaneamente, o acesso a todos esses dados clinicos e laboratoriais descritos acima.

Nao sera feito nenhum procedimento outro que lhe traga qualquer desconforto ou risco
a sua vida, bem como ndo sera realizado nenhum exame médico ou laboratorial em vocé.
Além disso, todas as informagdes sobre o estudo, solicitadas, poderdo ser obtidas a qualquer
tempo. Vocé também poderd ndo participar da pesquisa, ou retirar seu consentimento a

qualquer momento, sem prejuizo no seu atendimento. Pela sua participacdo no estudo, vocé



ndo recebera qualquer valor em dinheiro. Também ndo ha despesas pessoais para o
participante em qualquer fase do estudo. Seu nome ndo aparecera em qualquer momento do
estudo, pois voce sera identificado com um nimero. As informagdes obtidas serdo analisadas
em conjunto com as de outras pacientes, que também ndo serdo identificados.

Deixamos claro que somente ao final do trabalho ¢ que poderemos tirar conclusdes a
respeito, quando entdo serdo apresentados os resultados integralmente aos pacientes, com o0s
quais se discutira individualmente, caso a caso, oferecendo, aos mesmos, possiveis € novas
contribui¢des no diagnostico ou nas estratégias de tratamento.

O pesquisador utilizara todos os dados obtidos somente para esta pesquisa.

O principal investigador ¢ o Dr. Glaucio Nobrega de Souza, CRM 4299-PB, que pode
ser encontrado no Endocentro, na Av. Camilo de Holanda 280 em Jodo Pessoa-PB, fone 0 xx
83 - 32227300, em periodo integral.

Declaro que compreendi as informagdes do que li ou que me foram explicadas sobre o
trabalho em questao.

Discuti com o Dr. Glaucio Nobrega de Souza sobre minha decisao em participar nesse
estudo, ficando claros para mim, quais sdo os propoésitos da pesquisa, os procedimentos a
serem realizados, as garantias de confidencialidade e dos esclarecimentos permanentes.

Ficou claro também que minha participagdo nao tem despesas, de que tenho livre
acesso as informacdes parciais, a qualquer momento, ou integrais, ao término do estudo.

Concordo, voluntariamente, em participar desse estudo, podendo retirar meu
consentimento a qualquer momento, antes ou durante o0 mesmo, sem penalidades, prejuizo ou
perda de qualquer beneficio que possa ter adquirido, ou no meu atendimento no Endocentro

ou na clinica (.....ccceevevernennen. ) ou no laboratoério Virchow, ou no laboratorio (...................... ).



Jodo Pessoa, , de de 2005.

Assinatura do(a) paciente ou do seu representante legal

Declaro que assisti a explicagdo do Dr. Glaucio Nobrega de Souza a(o) paciente, que

compreendeu e retirou suas duvidas, assim como eu, a tudo o que sera realizado na pesquisa.

Assinatura da testemunha

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntiria o consentimento livre e

esclarecido desta paciente ou representante legal para participagdo no presente estudo.

Dr. Glaucio Nobrega de Souza

Pesquisador responsavel

Em caso de duvida em relacdo a esse documento, vocé poderd entrar em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da

Paraiba, pelo telefone 0XX83-32167791.



Normas adotadas

Esta dissertacao seguiu as normas estabelecidas pelo Comité Internacional de Editores de
Revistas Médicas, denominadas Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomed
Journals, e conhecidas como o estilo de Vancouver. Atualmente, mais de 500 periddicos em todo
o mundo seguem essas normas, podendo ser localizado na Internet no enderego:

http://www.cma.ca/publications/mwc/uniform.htm


http://www.cma.ca/publications/mwc/uniform.htm
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