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RESUMO

Introducdo e Objetivos: O esbfago de Barrett (BE) desenvolve-se como consequéncia
de uma agressdo acentuada sobre a mucosa esofagica causada pelo refluxo
gastresofagico cronico. E uma lesdo precursora e exerce papel importante no
desenvolvimento do adenocarcinoma esofagico (ACE). Inimeras alteracdes genéticas
estdo presentes ao longo da transformacao tumoral de uma célula, sendo o ¢c-Myc um
dos principais genes envolvidos na carcinogénese humana. O objetivo do presente
estudo foi determinar a expressdo do c-myc em pacientes com EB e com
adenocarcinoma esofagico, e avaliar esta prevaléncia relacionada com a sequéncia
metaplasia-displasia-adenocarcinoma.

Métodos: A expressdo da proteina do C-myc foi determinada através da analise
imunohistoquimica em quatro grupos diferentes: 31 pacientes com tecido normal, 43
pacientes com EB sem displasia, 11 pacientes com displasia em EB e 37 pacientes
com o adenocarcinoma esofagico. O material foi obtido de pecas de biopsias ou de
ressec¢cdo cirargica de pacientes atendidos pelo Grupo de Cirurgia de Eséfago,
Estbmago e Intestino Delgado (GCEEID) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA) no periodo de janeiro 1998 a fevereiro 2004. Dados demograficos e
endoscopicos (sexo, idade, raca, tamanho hiatal da hérnia e extensdo do epitélio
colunar esofagico), e as caracteristicas morfolégicas e histopatolégicas tumorais
(invasdo tumoral, comprometimento linfonodal, e diferenciacdo histoldégica do tumor)
foram analisados. A expressédo de c-Myc foi avaliada usando o sistema de escore de
imunorreatividade (Immunoreactive Scoring System - ISS).

Resultados: Expressdo aumentada do c-myc foi encontrada em apenas 9,7% das
amostras de epitélio normal, em 37,2% dos pacientes com EB, em 45,5% dos pacientes
com displasia e em 73% dos pacientes com adenocarcinoma, com diferenca estatistica
significativa entre os grupos. Nenhuma associacéo foi identificada quando a expressao
do c-Myc foi comparada as caracteristicas morfolégicas e histolégicas do tumor ou aos
dados endoscopicos. Entretanto, uma correlacdo linear da expressdo do c-myc ao
longo da sequiéncia metaplasia-displasia-adenocarcinoma foi observada.

Concluséo: O estudo demonstrou um aumento significativo da expressao do c-Myc no
EB, na displasia, e no adenocarcinoma em relacdo aos controles, bem como uma
progressao linear da positividade deste gene ao longo desta sequéncia. Estes
resultados apontam para um papel importante deste marcador no desenvolvimento do
ACE a partir do EB. Esta expressado aumentada do ¢-Myc em pacientes com EB podera
ajudar a identificar pacientes com risco elevado para o0 desenvolvimento de
adenocarcinoma, contribuindo para um diagndstico precoce desta doenca.

Palavras-Chave: Barrett, eséfago, adenocarcinoma, c-myc, imunohistoquimica.



ABSTRACT

Background & Aims: Barrett's esophagus (BE) develops as a result of severe
esophageal mucosa injury from gastroesophageal reflux. BE is premalignant lesion and




1. INTRODUCAO

Até a década de 60, noventa por cento dos tumores esofagicos nos Estados
Unidos eram do tipo carcinoma epiderméide (CEE) (1;2). Todavia, nas ultimas duas
décadas, a frequéncia de adenocarcinoma de esbéfago (ACE) e da juncédo
esofagogastrica (JEG) tem aumentado de tal forma que a sua ocorréncia é hoje quase
a mesma que a do CEE nos paises industrializados (3-6).

O aumento da incidéncia do ACE associado ao reconhecimento do Eso6fago de
Barrett (EB) como seu precursor pré-maligno tem estimulado pesquisas em busca de
meétodos de deteccdo precoce do ACE e sua relacdo com o EB. O adenocarcinoma
desenvolve-se através de estagios de metaplasia, seguido de graus crescentes de
displasia até o carcinoma invasor. A natureza pré-maligna do EB atribui aos pacientes
um risco anual de desenvolvimento de ACE de 0,5% a 2% (7-9), representando um
risco 30 a 125 vezes maior que o da populacao geral (10-14).

Apesar dos avancos nas varias modalidades de tratamento, o prognostico do
ACE ainda é ruim. Embora o ACE acometa apenas 10% dos pacientes com EB, é
fundamental que se consiga identificar precocemente aqueles pacientes com risco
aumentado de desenvolver um carcinoma invasor.

Um melhor entendimento da biologia molecular do EB pode auxiliar no
diagnéstico, na terapéutica e no prognostico destes pacientes. A caracterizacdo do
mecanismo molecular que promove a progressao do EB pode levar a identificacdo de
potenciais marcadores genéticos preditivos para o risco de desenvolvimento de cancer
de es6fago. Anormalidades genéticas envolvendo uma variedade de oncogenes, genes
supressores tumorais, moléculas de adeséo celular e fatores de crescimento tém sido
identificados. No entanto, o envolvimento funcional destas anormalidades no

direcionamento da carcinogénese ainda esta por ser definido.



O c-myc é um dos fatores envolvidos no processo de génese tumoral.
Localizado no cromossomo 8 (8g23-24), € um proto-oncogene que atua de forma
complexa na carcinogénese humana, estando presente, fundamentalmente, nos

processos de proliferacdo e crescimento celular e na ap



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Esb6fago de Barrett: Conceitos e definicoes

Em 1950, Norman Barrett, um renomado cirurgido inglés, descreveu as sec¢des
do trato gastrintestinal de acordo com suas respectivas mucosas. Conceituou como
esbfago “todo o segmento que se encontrava caudal ao esfincter cricofaringeo cuja
mucosa era constituida de epitélio escamoso” (17). Desta forma, a porcao tubular distal
a juncéo escamocolunar deveria ser entendida como o segmento inicial do estbmago.

Em 1957, Barrett retifica seu conceito inicial afirmando que o epitélio colunar
distal a juncdo escamocolunar (JEC) ndo possuia fungcdo nem caracteristicas
histologicas de mucosa gastrica, questionando a origem congénita deste segmento.
Surge entéo o termo “esodfago revestido de epitélio colunar”, que mais tarde receberia o
nome de Eséfago de Barrett (18).

A partir de entdo, inumeros trabalhos tentaram definir a etiologia dessa doenca,
até que em 1970, Bremner e colaboradores apresentaram um estudo experimental em
gue se confirmou a associacéo entre esdfago revestido pelo epitélio colunar e a doenca
do refluxo gastresofagico (DRGE) (19), descartando assim a teoria congénita para o
EB.

Desde a sua primeira descricdo, o EB passou por diversas modificagdes em
sua definicdo. Originalmente, o termo descrevia um segmento de es6fago distal cuja
mucosa escamosa havia sido substituida por um epitélio colunar. A frequente
associacdo de esofagite e hérnia de hiato tornava dificil identificar pela endoscopia ndo
s6 onde o esbdfago terminava como também onde comecava o estbmago. Hayward, em
1961, relatou que o esbéfago distal era “normalmente” revestido por um a dois
centimetros de epitélio colunar (20). Mais tarde, em 1975, a definicdo de EB exigia a

observacdo de uma ampla area de metaplasia colunar no es6fago distal, maior que trés



centimetros - a regra dos trés centimetros - além da confirmacdo histolégica de
metaplasia intestinal (21).

Somente em 1988 se estabeleceu a atual definicdo do EB, postulada pelo
American College of Gastroenterology (ACG). O EB passou a ser definido, desde
entdo, como a substituicdo do epitélio escamoso estratificado, que normalmente
reveste o esodfago, por um epitélio colunar, de qualquer extensdo, que possa ser
identificado a endoscopia e confirmado histologicamente pela presenca de metaplasia

intestinal especializada com células caliciformes (22) (Figura 1).

. " = i 3 Ja . e
x ?' T VR e

Figura 1. A. Visdo endoscopica da transicdo escamocolunar com projegéo de epitélio
colunar em esodfago distal. B. Identificacdo de metaplasia intestinal com células
caliciformes coradas pelo Alcian Blue.

2.2 Etiopatogenia do Es6fago de Barrett

O EB ¢é uma condi¢éo adquirida que se desenvolve em conseqiéncia do refluxo
gastresofagico. A ocorréncia destes episodios de refluxo de forma mais frequiente e/ou

duradoura resulta no desenvolvimento de lesédo tecidual péptica sobre o epitélio



esofagico. Histologicamente, o processo inflamatério inicial manifesta-se através de um
amplo espectro de alteracdes, que vai desde as mais sutis como expansao da zona
basal do epitélio esofagico, passando por graus progressivos de esofagite, até
destruicdo tecidual e substituicdo do epitélio (23).

Trés importantes aspectos sdo caracteristicos no paciente com DRGE que
progride para o EB: o volume e tempo de exposi¢cao ao conteudo refluido, a constituicdo
do conteddo e o padrdo dos episodios de refluxo. Todos estes aspectos sao
determinantes para a sequéncia de alteracdes celulares que inicia com um pequeno
processo inflamatorio e evolui até a substituicdo pelo epitélio colunar metaplasico.

2.2.1 Manometria e pHmetria esofagica

A pHmetria esofagica de 24 horas demonstra um refluxo acido acentuado para
0 esOfago distal na maioria dos pacientes com EB (24). Isso se deve principalmente a
um esfincter esoféagico inferior (EEI) estruturalmente defeituoso. A manometria
esofagica identifica o EElI com comprimento e/ou pressdo diminuidos em quase 90%
dos pacientes com EB. Além disso, a motilidade esofagica também se encontra
alterada nestes pacientes, com contracdes peristalticas de baixa amplitude e um
aumento na frequéncia de ondas ineficazes (25). Tais caracteristicas fisiopatoldgicas,
comumente observadas nos pacientes com EB, determinam maior numero de
episodios de refluxo e dificultam o clareamento esoféagico, permitindo uma maior
exposicao e agressao do refluxato ao epitélio esofagico.

2.2.2 Papel do conteudo do refluxo

A constituicdo do refluxato também contribui para o surgimento do EB. O
refluxo duodenogastrico, uma mistura de bile, secrecdo pancredtica, acido e pepsina,
exerce papel muito importante. Pacientes com refluxo gastrico e duodenal apresentam
uma prevaléncia de esofagite e de EB maior do que pacientes apenas com refluxo

gastrico (26). Da mesma forma, pacientes com les6es mais graves em mucosa



esofagica possuem maior probabilidade de apresentarem refluxo misto (27). Além
disso, pacientes com EB apresentam episodios mais frequentes de refluxo
duodenogastrico quando comparados a grupos controles e a pacientes com DRGE néo
complicada (28-30). Utilizando uma sonda espectrofotométrica sensivel a bilirrubina,
Champion e colaboradores identificaram a presenca de bile durante pHmetria esofagica
de 24 horas em 43% do tempo nos pacientes com EB, 12% nos com esofagite de
refluxo e 2% no grupo controle (28).

Os sais biliares parecem ser o componente mais nocivo do conteddo duodenal
refluido, sendo sua capacidade de provocar injuria tecidual dependente do pH em que
se encontra 0 meio. Os sais biliares somente causam dano ao epitélio esofagico
quando estiverem sollveis e na forma nao-ionizada. Quando em pH igual ou maior que
7, mais de 90% dos sais biliares estdo ionizados. A acidificacdo destes para um pH
inferior a 2 produz precipitagcdo irreversivel. Portanto, em condi¢cdes gastricas
fisiolégicas, a bile é in6cua. No entanto, na presenca de um ambiente gastrico mais
alcalino, como ocorre apos a ingesta de medicacdo acido-supressora, 0os sais biliares
estdo parcialmente dissociados. Em um pH dito critico, entre 3 e 6, a bile ndo-ionizada
pode penetrar na célula (Figura 2). Uma vez no seu interior, num ambiente alcalino, os
sais biliares sdo convertidos novamente a forma ionizada, ficando presos no citoplasma
celular onde se acumulardo e se tornardo toxicos a mitocéndria celular, atuando de

forma a facilitar a carcinogénese (8).
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Figura 2. Curva de dissociacao dos acidos biliares. Em pH entre 3 e 6 os acidos biliares
tornam-se nao ionizados e sollveis, podendo penetrar no interior da célula mucosa e
exercer sua acao nociva ao provocar dano mitocondrial. (Adaptado de DeMeester SR,
DeMeester TR. Columnar mucosa and intestinal metaplasia of the esophagus: fifty
years of controversy. Ann Surg 2000; 231(3):303-321).

2.2.3 Importancia do refluxo misto

O padréo dos episodios de refluxo também é importante no surgimento do EB.
Fitzgerald e colaboradores (31) sugeriram que a dinamica da exposicdo acida pode
influenciar a proliferacdo e a diferenciacao do epitélio colunar. Em um estudo utilizando
culturas de células oriundas de bidpsias de EB, estes autores demonstraram que a
exposicdo continua a um pH de 3,5 resultava no aumento de expressao de vilina - um
marcador de diferenciacdo celular epitelial - e na reducéao da proliferagéo celular. Em
contrapartida, quando a cultura celular foi exposta a um meio acido (pH<2,5), néo foi
observada expresséo alguma de vilina. Os autores entdo expuseram o epitélio colunar
esofagico a periodos curtos em pH &cido, intercalados com exposi¢cdo a um meio de pH
neutro, e observaram um aumento importante na taxa de proliferacado celular (31).
Estudos posteriores relataram que repetidas exposi¢cdes, por curto espaco de tempo, de
células aos sais biliares em meio com pH entre 5 e 7, resultaram no aumento na
freqUiéncia de mutacdes celulares (8).

Assim, ndo somente o volume e o tempo de exposicdo, mas também mudancas

no pH luminal e no padréo de exposicao podem promover alteracdes de crescimento



celular e contribuir para a heterogeneidade molecular e estrutural observadas no EB. A
regeneracdo do epitélio esofagico agredido promove o surgimento de células
escamosas imaturas que sdo mais sensiveis ao refluxo acido e/ou alcalino. Embora a
hierarquia da proliferacdo do epitélio escamoso esofagico normal seja relativamente
bem conhecida, o mecanismo pelo qual areas focais de epitélio escamoso nativo sao

substituidas por metaplasia intestinal ainda € incerto.

2.3 Epidemiologia do Esb6fago de Barrett

O EB representa uma das consequéncias histolégicas mais graves do refluxo
gastresofagico crbénico, acometendo 6% a 12% dos pacientes com DRGE (32).
Utilizando a definicdo tradicional, que requer no minimo trés centimetros de epitélio
colunar acima da juncao gastresofagica, o EB tem sido reportado em 0,45% a 2,2% dos
pacientes submetidos a endoscopia digestiva alta (33). Entretanto, se todos os
pacientes com metaplasia intestinal em epitélio colunar esofagico, independente de sua
extenséo, fossem considerados, a incidéncia do EB aumentaria para 9% a 32% (34;35).

A incidéncia do EB tem aumentado acentuadamente desde a década de 70,
associado a uma maior utilizacdo da endoscopia digestiva alta (EDA) (36). Uma analise
realizada com base em dados de necropsia nos Estados Unidos sugere que a maioria
dos casos de EB ndo é diagnosticada na populacao geral (37). Aproximadamente 25%
dos pacientes com EB n&do possuem sintomas de refluxo (38) e estima-se que para
cada caso de EB diagnosticado outros cinco a vinte ndo séo reconhecidos (39).

O EB é raro na infancia e sua prevaléncia aumenta conforme a idade. Estima-
se que a idade média para o seu desenvolvimento seja préxima dos 40 anos (23), e que
sua incidéncia atinja um platd aos 60 anos (40). Tipicamente, pacientes com EB

referem sintomas classicos de DRGE como pirose e regurgitacdo, acompanhados ou



nao de disfagia, e geralmente descrevem uma duracdo mais prolongada dos sintomas,
inclusive noturnos, do que pacientes com DRGE nao complicada. Em estudo realizado
por Romero e colaboradores, o EB foi encontrado em 10,3% dos pacientes com
sintomas que perduravam a mais de 10 anos, e em apenas 2,2% dos pacientes que

referiam sintomas por um periodo inferior a este (41).
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partir de papilas da mucosa escamosa inflamada (Teoria da Metaplasia De Novo).
Entretanto, ha autores que afirmam que estas células estdo localizadas em glandulas
esofégicas e que colonizariam o eséfago quando a sua mucosa sofresse alguma forma
de agressao (Teoria da Metaplasia de Célula Ductal). Uma terceira teoria postula que
células presentes na juncdo esofagogastrica poderiam colonizar tanto a regido cardica
do estbmago quanto o segmento distal do esodfago (Teoria da Metaplasia de Zona de
Transicao) (47). Este grupo de células, quando agredido por bile e acido, e na presenca
de um infiltrado inflamatorio, diferencia-se por meio de uma rota alternativa dando
origem a um epitélio de fendtipo caracteristico do EB (48)

Dados epidemioldgicos sugerem que, uma vez exposto a injuria suficiente para
que ocorra transformacdo metaplasica, o EB desenvolve-se em sua total extensédo de
forma r4pida, com pequenas alteracdes subseqiientes em seu comprimento (49). No
entanto, estudos tém demonstrado que pacientes com EB curto podem apresentar
anormalidades manométricas e na pHmetria esoféagica intermediarias entre aqueles
pacientes com EB longo e pacientes controles. Além disso, existe uma correlacao entre
o comprimento da mucosa metaplasica do EB e a duragdo da exposicdo &cida
esofagica (50;51). Tais evidéncias parecem favorecer a hipotese de que o EB
apresenta uma evolucdo gradativa desde o seu surgimento, com a substituicdo do
epitélio escamoso pelo metaplasico, passando pelos graus de displasia até atingir o
carcinoma invasor. Gurski e colaboradores analisaram 91 pacientes com EB em
acompanhamento de tratamento clinico e cirirgico e observaram um desaparecimento
de metaplasia intestinal significativamente maior no grupo tratado cirurgicamente.
Observaram também que esta regressao histolégica foi mais comum no paciente com

EB curto (p<0,05)(52).
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2.4 Esbfago de Barrett como lesdo precursora

Desde a década de 70, a incidéncia do ACE tem crescido em muitos paises
ocidentais em um indice que supera qualquer outro tipo de neoplasia maligna (53-57).
O ACE é o tumor de maior incidéncia entre homens brancos nos EUA, sendo cinco
vezes mais frequente do que em negros e mantém uma relacao de 7:1 entre homens e
mulheres. Este acentuado crescimento em sua incidéncia sugere que fatores
ambientais influenciam sua etiologia.

Assim como no CEE, o alcool e o fumo também estdo associados ao ACE,
porém esta associacdo é bem mais fraca e sua distribuicdo geografica é diferente. A
raca branca ou hispanica, o sexo masculino e a idade avancada também séao fatores
gue estado associados ao EB e ao desenvolvimento de ACE.

A obesidade é outro importante fator de risco, por favorecer o refluxo
gastresofagico, mas a sua elevada prevaléncia nos paises desenvolvidos ndo parece
ser 0 unico fator responsavel. O aumento na incidéncia do ACE parece nao ter relacao
com a elevacdo na média do indice de massa corporal observado na populacdo dos
paises ocidentais nas ultimas décadas. Além disso, a rapidez no crescimento da
incidéncia do adenocarcinoma e sua marcada predominancia sobre o sexo masculino
desautorizam a associacao direta com a obesidade (58).

Tem sido postulado que o uso de substancias que promovem o relaxamento do
EEl (nitroglicerina, anticolinérgicos, agonistas beta-adrenérgicos, aminofilina e
benzodiazepinicos) pode contribuir para o0 aumento da incidéncia da doenca do refluxo
e suas complicacbes. Embora um amplo estudo caso-controle tenha demonstrado uma
associagao positiva entre o uso prévio de medicamentos que diminuem o ténus do EEI
e o risco para desenvolvimento de ACE, esta hipdtese ainda é especulativa (59). Em

acréscimo, nenhuma influéncia hereditaria tem sido encontrada na etiologia do ACE.
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A DRGE esté intimamente associada ao ACE, sendo apontada como o mais
importante e especifico fator de risco. Lagergren e colaboradores demonstraram que a
presenca de sintomas de refluxo gastresofagico estava significativamente associada ao
ACE. Pacientes que apresentavam sintomas de pirose e regurgitacéo pelo menos uma
Vez por semana possuiam quase oito vezes mais chance de desenvolver cancer. Entre
agueles que apresentavam sintomas noturnos o risco era onze vezes maior. Quando os
pacientes possuiam uma histéria de sintomas de longa duracao, este risco aumentava
de forma significativa (59) .

Esta relacdo entre os sintomas de refluxo esofagico e o risco de
desenvolvimento de adenocarcinoma é decorrente da associacdo entre DRGE e EB.
Sabe-se que o epitélio com metaplasia intestinal especializada estd predisposto a
transformacdo maligna e que grande numero dos ACE originam-se do EB (60-62).
Entretanto, ainda se desconhece por que as células metaplasicas estdo sujeitas ao
desenvolvimento de ACE, uma vez que a incidéncia de ACE em estudos de
acompanhamento de pacientes com EB varia consideravelmente, entre um caso para
cada 46 pacientes/ano até um caso em 441 pacientes/ano de acompanhamento (63-
65). Contudo, em mais de 95% dos casos de ACE o EB ndo é diagnosticado
precocemente, e na maioria dos casos o0 paciente ja se encontra com doenca avancada
(66).

Sabe-se que o epitélio metaplasico pode progredir para o cancer atravées de
inflamacéo e irritagdo continuas, mas ainda se desconhece o modo pelo qual esta
sequéncia metaplasia-displasia-adenocarcinoma se inicia (Figura 3). Isso pode ocorrer
devido a acdo mitogénica secundaria a injuria crénica sobre a mucosa esofagica ou

devido a mutagénese secundaria a exposi¢cado a um agente danoso a célula (8).



13

Figura 3. Representacdo da seqUéncia Metaplasia-Displasia-Adenocarcinoma no
Esb6fago de Barrett (Adaptado de Zhuang Z, Vortmeyer AO, Mark EJ, Odze R, Emmert-
Buck MR, Merino MJ et al. Barrett's esophagus: metaplastic cells with loss of
heterozygosity at the APC gene locus are clonal precursors to invasive
adenocarcinoma. Cancer Res 1996; 56(9):1961-1964)

A progressao do EB para o ACE esta associada a altera¢des na estrutura e na
expressao génica, e provavelmente multiplas interagcdes moleculares estdo envolvidas
na patogénese da doenca.

Embora a displasia de alto grau seja aceita como precursora imediata do
carcinoma invasor, a busca por novos marcadores biol6gicos e o melhor entendimento
da patogénese do ACE podem auxiliar na identificacdo daqueles pacientes com EB

com risco aumentado para a transformacéo maligna.

2.5 Marcador celular prognéstico no Es6fago de Barrett

Ao longo do processo de carcinogénese, uma seqUéncia de mudltiplas
alteracbes genéticas torna a célula ndo vulnerdvel a mecanismos reguladores de
proliferacdo e de morte programada (apoptose). Com isso, a célula adquire capacidade

de proliferacdo ndo-controlada e potencial invasor, tornando-se uma célula neoplasica.
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Acredita-se que sejam necessarias pelo menos 5 a 10 alteracdes genéticas
para que surja um fenotipo maligno. Como a maioria dos tumores caracteriza-se pela
presenca de instabilidade gendmica, isso facilita o acumulo de mutacdes. Esta
instabilidade gendmica atinge trés principais classes de genes: proto-oncogenes, genes
supressores tumorais e genes de reparo de emparelhamento de acido
desoxirribonucléico (DNA). Estes genes sdo essenciais para a regulacdo do ciclo
celular e proliferacao ordenada da célula (60).

2.5.1. Regulagéo da expressao do c-myc

O ciclo celular € dividido em quatro fases sequenciais. O processo se inicia
pela Fase G1, a fase de crescimento, e progride para a Fase S (Sintese), onde a
sintese e replicagdo do DNA ocorrem. A célula passa entdo por uma segunda fase de
crescimento, a Fase G2, e finalmente sofre divisdo mitdtica na Fase M (Mitose).
Algumas células podem entrar em uma fase quiescente (Fase GO0) a partir de G1
(Figura 4). O ciclo celular é regulado por pontos de controle (“check-points™ presentes
nas transicdes G1/S e G2/M, onde as células terdo o DNA com contetdo de 2N ou 4N,
respectivamente. Estes pontos de controle previnem a replicacéo e a divisao celular na

presenca de alteragbes cromossomais ndo-reparadas (67).

Fase GO

&

Fase G2 Fase G1

Fase M

Fase S

Figura 4. Fases do ciclo celular (Adaptado de Wijnhoven BP, Tilanus HW, Dinjens WN.
Molecular biology of Barrett's adenocarcinoma. Ann Surg 2001; 233(3):322-337.)
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Sob condicdes fisioldgicas, a proliferacdo celular se processa basicamente
através de quatro principais passos. O primeiro envolve a ligacdo de um fator de
crescimento ao seu respectivo receptor na membrana celular. Esta ativacdo transitoria
e limitada do receptor, por sua vez, promove a ativacdo de inumeras proteinas
transdutoras de sinais, localizadas junto a por¢do interna da membrana celular. A
seguir, mensageiros secundarios transmitem o sinal através do citoplasma até o nucleo
celular. Por fim, estes sinais alcancam o nucleo da célula onde se deparam com um

grande namero de genes, denominados fatores de regulacdo nuclear, que iniciam a

transcricdo do DNA e orquestrardo o avanco celular através do ciclo mitético (Figura 5).

AMermbrana Celular

Extra-Celular = Irrtra—Calulsr
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Figura 5. Transducdo do sinal da membrana celular até o nucleo. Fatores de crescimento
ativados progridem o sinal através de receptores para o interior da célula. Proteinas
citoplasméticas carreiam o sinal até genes transdutores nucleares, como 0 c-myc, com
consequente estimulacdo de proteinas nucleares e ativacdo do ciclo celular. (Adaptado de
Wijnhoven BP, Tilanus HW, Dinjens WN. Molecular biology of Barrett's adenocarcinoma. Ann
Surg 2001; 233(3):322-337)

O gene c-myc € um proto-oncogene encontrado no braco longo do
cromossomo 8, na posicao 8924, identificado primeiramente como um homaélogo celular
do oncogene retroviral v-myc. Pertence a familia dos fatores de transcricdo nuclear que
sao responsaveis pela codificacdo dos estimulos que chegam ao nucleo celular e pela
ordenacédo da transcricdo do DNA e do processo mitético (68). Nas ultimas duas

décadas, muito se evoluiu a respeito do conhecimento da funcdo do c-myc,
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fundamentalmente sobre a proliferacédo celular. Envolvido neste processo esta o ciclo
da divisédo celular, onde a célula primaria cresce, tem seu DNA replicado e entdo se
divide dando origem a outras duas células filha.

Na regulacdo do ciclo celular, o c-myc é necesséario para a progressao das
células primérias da fase G1 para a fase S. A inducéo da expressdo do c-myc estimula
células quiescentes a atravessarem a fase G1 e entrarem na fase S (69;70). Além de
possuir papel chave na transicdo GO/G1 para S, a expressao continua em baixos niveis
do c-myc ao longo do ciclo celular sugere que este gene seja requerido também em
outras fases (71).

Em geral, a expressao do c-myc correlaciona-se intimamente com o potencial
de proliferacdo da célula. Em células quiescentes, a sua expressao € virtualmente nao
detectada. Sob estimulo, h4 um répido e transitério aumento em sua expressao
enquanto as células entram para a fase G1 do ciclo celular, seguido de um declinio
gradual a niveis bastante baixos, mas ainda detectaveis, nas células em proliferacdo
(72-74).

Apds receber o estimulo dos sinais de transducdo, o c-myc forma um
heterodimero com outra proteina, o Max. O complexo myc/max liga-se entdo a
sequéncias especificas de DNA, presumivelmente prOXimo a genes essenciais para a
proliferacédo celular. Desta localizagdo estratégica, o c-myc ativa a transcricdo do DNA
através da estimulacdo de genes relacionados ao crescimento celular, coordenando
assim o processo de proliferagéo celular (75).

Uma vez cessado o estimulo dos fatores de crescimento ou na presenca de
sinais que traduzem o estagio final do processo de diferenciacdo celular, a expressao
do c-myc declina ainda mais até tornar-se novamente nao-detectada nas células ja

diferenciadas que se encontram no término do ciclo celular (76-78).
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2.5.2 Fungao do c-myc no desenvolvimento de neoplasia

Os proto-oncogenes, que promovem 0 crescimento normal e a diferenciacéo
celular, podem sofrer alteracdes genéticas dando origem aos chamados oncogenes,
ou genes causadores de cancer. Esta transformacao decorre de dois principais tipos de
alteracoes:

- Alteracdes na estrutura do gene, que resultam em sintese de um produto
anormal do gene (oncoproteina) com funcéo aberrante;

- Alteragbes na regulacdo da expressdo do gene, que resultam na producéo
aumentada ou inapropriada de um proto-oncogene estruturalmente normal.

Lesbes especificas no DNA do gene como translocacdo cromossomal,
duplicacdo do l6cus ou mutagdo de ponto promovem estas alteracdes estruturais e
regulatorias sobre o proto-oncogene c-myc, dando origem ao oncogene c-myc. Este
gene alterado codificara entdo oncoproteinas que se assemelham aos produtos
normais dos proto-oncogenes, a excecao de que essas sao desprovidas de elementos
regulatorios e suas producdes ndo estdo atreladas a fatores de crescimento ou outros
fatores externos, influenciando, por conseguinte, o processo de proliferacéo celular.

A expressdo alterada do gene c-myc exerce um papel importante no
desenvolvimento de neoplasias humanas. Sua expressao encontra-se aumentada em
inmeros tumores: 80% dos canceres de mama, 70% dos canceres de colon, 90% dos
canceres ginecoldgicos e em 50% dos carcinomas hepatocelulares (79). Além disso,
uma grande variedade de tumores hematolégicos apresenta uma expressao alterada
do c-myc. Com base nestes dados, estima-se que 70.000 a 100.000 mortes devido ao
cancer por ano estdo associadas a alteragdes no gene c-myc ou na sua expressao
(16;80).

Apesar das inimeras pesquisas investigando a regulacdo e a funcdo deste

gene, e da definida associacdo existente entre o c-myc e o cancer, os caminhos
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moleculares da atividade do oncogene e do proto-oncogene c-myc ainda permanecem
ignorados. Ao longo das duas ultimas décadas, estudos permitiram a descoberta de
diversas atividades deste gene, incluindo a potencializacdo na progressao da célula no
ciclo celular, a inibicdo da diferenciagao celular, a indugéo da morte celular programada
(apoptose) (81), e a instabilidade genbmica (82-84).

Um modelo proposto € de que o c-myc promoveria a proliferacdo celular e a
instabilidade gendmica através da aceleracdo celular durante o ciclo celular, mais
precisamente entre as fases G1 e S (85;86), abolindo a acdo dos check-points,
evitando a entrada das células na fase quiescente do ciclo celular (GO) e aumentando
0 metabolismo celular (60). Em condicbes normais, estas alteracdes levariam a
apoptose. Mas em um contexto de transformacdo celular, onde outras mutacdes
adicionais podem ativar sinais anti-apoptéticos, o c-myc pode levar a uma
transformacao neoplasica.

Estudos recentes indicam que o c-myc também contribui para o processo de
carcinogénese ao alterar a expressao de outros genes, que estariam envolvidos na
proliferacdo celular (87). Entretanto, a presenca destes genes, ditos genes-alvo diretos
por terem a sua funcionalidade alterada pela acdo direta do c-myc, pode ser
necessaria, mas nao suficiente, para os fenotipos oriundos da expressédo do c-Myc (88).
E possivel que genes-alvo indiretos, cuja expressio é alterada como conseqiiéncia de
modificacdes na expressdo dos genes-alvo diretos, podem fornecer o elo que falta
entre a expressao alterada do c-myc e a transformacéo neoplasica.

As células do organismo regulam a multiplicacéo celular ao induzir as células a
entrarem em um estagio de diferenciacdo pOos-mitdtico, através de diversos
mecanismos ainda ndo completamente conhecidos (89). Especula-se que o efeito
carcinogénico do c-myc também envolva a inibicdo da diferenciacdo terminal da célula

ao evitar que esta saia do ciclo celular. Tal fato resultaria em uma grande populacao de
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células precursoras indiferenciadas, aumentando assim a probabilidade de que um
significativo numero de células adquira outras mutacdes que possam culminar com o
surgimento de uma célula neoplésica (90).

2.5.3 c-myc no Desenvolvimento do Adenocarcinoma Esofagico

Embora a expressdo alterada do c-myc tenha sido demonstrada em varias
neoplasias humanas, o papel do c-myc no EB e no ACE ainda é pouco conhecido.
Abdelatif e colaboradores estudaram pacientes com EB utilizando a técnica de
hibridizacdo /n situ e demonstraram que a expressdao do RNA mensageiro do c-myc
pode ser observada regularmente na displasia e no ACE, mas ndo na presenca apenas

de metaplasia intestinal especializada (91).
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A técnica de imunohistoquimica € um dos métodos que permite detectar a
presenca de “antigenos” que podem ser produtos do gene c-myc, correlacionando
desta forma a expressdo imunohistoquimica do produto do gene c-myc com uma
possivel alteracdo genética do mesmo. A imunohistoquimica genogénica permite a
avaliacdo do material estudado em associacdo com a sua caracterizagdo morfologica,
com adequada correlacdo entre positividade/intensidade e o tipo de estrutura ou
alteracdo morfologica tecidual. Tal caracteristica permite ao método o estabelecimento
de uma correlacéo entre alteragdes moleculares e histolégicas, que pode favorecer o
diagnéstico final e até mesmo sugerir o progndéstico do material em estudo, no caso de
analise de bidpsias de EB.

O acompanhamento endoscépico com analise histolégica tem sido a avaliacdo
padrdo para acompanhamento do desenvolvimento de cancer no EB (tomando a
displasia de alto grau como marcador para 0 subseqiente desenvolvimento de
adenocarcinoma). No entanto, existem problemas com este método de
acompanhamento. Primeiro, a taxa de progressao de lesfes displasicas de alto grau é
bastante variavel: 60% desenvolverdo ACE em 5 anos (96), enquanto que 41% destes
pacientes ja possuem ao menos um foco de carcinoma /n situ ao primeiro diagndstico
de displasia de alto grau (97). Além disso, questiona-se a respeito dos custos e
beneficios do programa de acompanhamento endoscopico em todos os pacientes com
EB, devido a pequena propor¢cdo de casos de EB que progridem para ACE. Tais
questionamentos associados ainda a avaliacao subjetiva dos patologistas e a variacao
existente intra e interobservador demonstram a necessidade de se buscar melhores
marcadores diagnosticos para classificar pacientes de alto risco para o
desenvolvimento do ACE.

Novos estudos sao necessarios para se demonstrar a expressao do c-myc ao

longo da evolucéo do EB até o desenvolvimento do adenocarcinoma. A identificagédo de
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uma relacéo existente do c-myc com a seqiiéncia metaplasia-displasia-adenocarcinoma
pode oferecer um critério objetivo na discriminacdo de lesdes de alto risco daquelas

gue possuem um risco significativamente mais baixo de desenvolver cancer.
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3. JUSTIFICATIVA

O c-myc tem se mostrado como um promissor marcador prognostico em
canceres de mama, pulmdo, colon e em linfomas. A partir desta observacao e,
considerando-se as limitagdes da analise histologica convencional da biopsia esofagica
em determinar a evolucao dos pacientes com EB para o adenocarcinoma, o presente
estudo tem por objetivo avaliar o potencial do c-myc como marcador prognéstico
através do método imunohistoquimico.

A identificacdo de uma expressdo imunohistoquimica aumentada do proto-
oncogene c-myc em tecidos esofagicos com EB, quando comparados a tecidos
esofagicos normais, e de um aumento linear ao longo da sequUéncia metaplasia-
displasia-adenocarcinoma podem caracterizar a importancia do c-myc como marcador

progndstico nestes pacientes.
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4. OBJETIVOS

4.1 Avaliar a expressdo imunohistoquimica do gene c-myc em amostras
teciduais esofagicas de pacientes com metaplasia intestinal, displasia e

adenocarcinoma.

4.2 Avaliar a correlacao dos niveis de expressao imunohistoquimica do c-myc

entre os grupos de pacientes na sequéncia metaplasia-displasia-adenocarcinoma.
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5. METODOS

5.1 Populagdo em estudo

Constituida de pacientes entre 16 e 90 anos que apresentavam DRGE
complicada com EB ou adenocarcinoma de es6fago e da juncdo esofagogastrica,
atendidos pelo Grupo de Cirurgia de Es6fago, Estdbmago e Intestino Delgado (GCEEID)
e pela Unidade de Endoscopia Digestiva do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA) entre agosto de 1998 e fevereiro de 2004. A selecdo dos pacientes foi
realizada mediante revisdo de prontuario apés andlise inicial dos diagndsticos obtidos
pelos laudos histopatolégicos de cada paciente. As amostras teciduais foram obtidas de
bidpsia endoscdpica e/ou pecas cirurgicas de esofagectomias.

Foram incluidos como controles pacientes submetidos a bidpsia endoscopica
do estdbmago devido a dispepsia que nao fosse decorrente de DRGE, cujo achado

histol6gico mostrou-se normal.

5.2 Calculo Amostral

Levando-se em consideracdo dados da literatura (95), que apontaram uma
positividade imunohistoquimica para a expressado génica do proto-oncogene c-myc de
50% em pacientes com EB, e de 90% em pacientes com ACE, foram necessarios 72
pacientes, divididos em trés grupos de 24 pacientes, para se obter uma diferenca
estatisticamente significativa na expressao do c-myc entre estes grupos, com nivel de

confianca de 95% e poder estatistico de 90%.
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5.3 Critérios de Incluséo

Diagnéstico de tecido gastrico normal a bidpsia endoscopica em pacientes com
dispepsia nao relacionada a DRGE (Grupo controle).

Diagnostico clinico de DRGE com achado endoscépico e histolégico de
Esb6fago de Barrett sem displasia.

Diagnostico clinico de DRGE com achado endoscépico e histolégico de
Esofago de Barrett com displasia.

Diagndstico histologico de adenocarcinoma de esdfago e de juncédo

esofagogastrica.

5.4 Critérios de Excluséo

Presenca de outra neoplasia maligna concomitante.

Achado de metaplasia intestinal do cardia, a biopsia da juncdo escamocolunar,
sem presenca de epitélio colunar visivel a endoscopia.

Blocos de parafina com material insuficiente.

Adenocarcinomas gastricos subcardicos, segundo classificacdo de Siewert

(Tumores tipo I11).

5.5 Elegibilidade dos Pacientes
Depois de selecionadas as amostras teciduais, e apds correlacdo do laudo
histopatolégico com os dados clinicos, os pacientes foram divididos em quatros grupos.
O Grupo 1 foi formado por pacientes submetidos a investigacdo endoscopica
devido a sintomas dispépticos néo relacionados a DRGE e que apresentaram mucosa
gastrica normal (Grupo Controle). Os Grupos 2 e 3 referem-se a pacientes que tiveram
indicacao de investigagdo endoscopica devido a: 1) Sintomas sugestivos de DRGE sem

confirmacéo diagnéstica; 2) Suspeita de DRGE complicada; 3) Acompanhamento
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endoscoépico durante tratamento clinico para DRGE sem resposta efetiva; e 4)
Acompanhamento endoscopico de pacientes com EB. Estes grupos foram constituidos
de pacientes com EB sem displasia (grupo 2) e com displasia (Grupo 3).

O Grupo 4 foi composto de pacientes com adenocarcinoma esofagico e de
juncdo esofagogastrica, classificados de acordo com os achados descritos por

Cameron (98) e Siewert (99), submetidos ou ndo ao tratamento cirdrgico.

5.6 Critérios diagnésticos de Esdfago de Barrett, displasia e adenocarcinoma

As amostras obtidas foram analisadas, separadamente, por dois patologistas
com experiéncia na area digestiva. O diagnostico de EB foi definido seguindo os
critérios do Colégio Americano de Gastrenterologia (22).

Apés confirmagdo histologica de metaplasia intestinal em epitélio esofagico,
procurou-se identificar padrées histolégicos que sugerissem displasia. Esta foi definida
na presenca de alteracbes nucleares (aumento nuclear e nucléolo proeminente),
citolégicas (deplecdo de mucina, basofilia citoplasmatica e atipia nuclear) e
arquiteturais (irregularidade das glandulas). Quando presente, a displasia pode ser
classificada como:

- Displasia de Baixo Grau (DBG): alterag@es citologicas profundas nas criptas
sugestivas de displasia, mas com algum grau de maturacdo em direcdo a superficie;
mitoses eventuais, mas com crescimento ordenado; e alteracdes nucleares em menos
de 50% das células.

- Displasia de Alto Grau (DAG): padrao de crescimento celular bastante
anormal, com camadas celulares distorcidas ou irregulares; citoplasma de volume
reduzido e de aparéncia anormal; mais de 50% dos nucleos alterados; e numero

reduzido de células caliciformes coradas pela técnica de alcian blue.
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O diagnostico de adenocarcinoma, por sua vez, foi obtido ao se identificar a
presenca de glandulas atipicas ndo mais confinadas a membrana basal, invadindo a

lamina prépria e a camada submucosa.

5.7 Analise Imunohistoquimica

Os materiais obtidos dos blocos de parafina foram submetidos a técnica
imunohistoquimica para a identificacdo do gene c-myc. Realizou-se a recuperacéo
antigénica com forno de microondas ap0s desparafinizacdo, reidratacdo dos cortes
histoldgicos, inativacdo da peroxidase enddgena e bloqueio de reacdes inespecificas. O
anticorpo primario c-myc (DAKO, codigo M3570 - Mouse anti c-myc; clone 9E10), foi
encubado por 6 horas, a 60°C, na diluicdo de 1:50. O complexo estreptavidina-biotina
foi utilizado para localizacdo do anticorpo primério, enquanto que o diaminobenzidina-
tetrahidrrocloreto foi empregado como cromdégeno. A seguir, a contra-coloracao foi
realizada com Hematoxicilina-Eosina (H&E). Como controle da técnica para o marcador
c-myc foi utilizada uma biopsia de colon normal com e sem anticorpo para o controle
positivo e negativo, respectivamente.

A avaliacdo do c-myc foi realizada de acordo com o Sistema de Escore de
Imunorreatividade (Imunoreactive Scoring System - IRS) utilizado por Remmele (100).
Inicialmente, avaliou-se a intensidade da coloracao, graduando-a entre 0 e 3, onde 0 é

negativa, 1 é fraca, 2 € moderada e 3 é forte (Figura 6).
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Figura 6. Escore de reatividade quanto a intensidade de coloragdo imunohistoquimica
em campo visual de grande aumento (400x). A. Imunorreatividade ausente em paciente
com EB. B. Imunorreatividade forte em paciente com EB.

Os resultados imunohistoquimicos também foram avaliados de acordo com a
proporcdo de células positivas identificadas em grande aumento (400x), sendo
graduadas de 0 a 4. Zero indicava auséncia de coloracdo; 1 correspondia entre 1% a
10% de células positivas; 2 representava 11% a 50% de positividade; 3 referia-se a
51% a 80% e 4 quando mais de 80% das células estavam coradas (Figura 7).

O escore final da expressao do c-myc foi obtido pela multiplicagéo dos graus de
intensidade e de proporcdo de positividade imunohistoquimica. Um minimo de 10
campos visuais de grande aumento (400x) foi usado para cada avaliacéo IRS. Escores
iguais ou menores a 2 pontos foram considerados imunopositivos fracos e nao
indicativos de expressédo positiva do gene, enquanto que escores iguais ou maiores a 3

pontos foram considerados representativos de expressao positiva do c-myc (100).



A AL N
Figura 7. Escore de reatividade quanto a proporcao de positividade imunohistoquimica
celular em campo visual de grande aumento (400x). A.Imunorreatividade celular grau 2
(11% a 50% de células positivas) em paciente com adenocarcinoma esofagico.
B.Imunorreatividade celular grau 4 (mais de 80% de células positivas) em paciente com
adenocarcinoma esofagico.

A leitura das laminas foi realizada por dois patologistas com experiéncia em
patologia gastrointestinal, de forma independente e sem o conhecimento dos dados

clinico-patologicos. Quando discordante, o escore final foi obtido por consenso entre os

patologistas.

5.8 Consideragdes Eticas

Todo o material biolégico estudado proveio de pacientes acompanhados pelo
GCEEID e pelo Servico de Endoscopia do HCPA. Os blocos de parafina com material
de bibpsias e pecas de cirurgia foram obtidos no arquivo do Laboratério de Patologia do
HCPA. As Resolucdes Normativas 01/97 e 02/97 da Comissdo de Pesquisa e Etica em
Saude foram respeitadas, uma vez que a obtencdo deste material ndo ocasionou
alteracdes na rotina de exame ou procedimento clinico. Além disso, o uso do Termo de
Compromisso para Utilizagdo de Dados garantiu a privacidade dos dados coletados e a

manutengao andnima das amostras.
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O presente estudo foi submetido a analise do Grupo de Pesquisa e Pés-
Graduacdo, para a avaliacdo quanto as demais normas regulamentares e diretrizes

éticas, tendo sido aprovado para execucdo sob protocolo n® 03-480.

5.9 Andlise Estatistica

Para a interpretagdo da variavel idade foi realizada a analise de variancia
(ANOVA) seguida do teste de Student-Newman-Keuls. As demais variaveis categoricas
foram analisadas através da aplicacdo do teste exato de Fischer e do teste qui-
quadrado de Pearson. A analise comparativa da expressao do c-myc entre 0S grupos
estudados foi realizada pelo teste qui-quadrado de Pearson associado ao teste de
correcdo de Bonferroni. A associacao linear da expresséo do c-myc entre 0os grupos foi
analisada pelo teste qui-quadrado de tendéncia linear, e a correlacdo linear desta
variavel foi calculada através do coeficiente de correlacdo de Spearman. O nivel de
significancia utilizado foi p<0,05 para medida de magnitude das diferencas. O programa

estatistico utilizado foi o Statistical Package for Social Science (SPSS) verséao 12.0.
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6. RESULTADOS

Cento e setenta e seis pacientes foram considerados elegiveis apds analise de
dados clinicos e de laudos histoldgicos, dos quais 54 foram excluidos: 3 devido a
presenca de neoplasia maligna concomitante, 13 em virtude de diagndstico nao
conclusivo durante revisao de laminas, 9 pelo achado de metaplasia intestinal & biopsia
da juncdo escamocolunar sem a visualizacdo endoscépica de epitélio colunar
esofagico, 19 por possuirem blocos de parafina com material insuficiente para
confeccdo de laminas, 10 por apresentarem diagnostico de adenocarcinoma gastrico
subcardico (Tipo Ill), segundo classificacdo de Siewert (99). Assim, 122 pacientes
foram finalmente incluidos