UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE MEDICINA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO: CIENCIAS EM GASTROENTERO LOGIA
MESTRADO E DOUTORADO

ANALISE DA EXPRESSAO IMUNOCITOQUIMICA DA PROTEINA
p53 NA IDENTIFICACAO DE LESOES PRECURSORAS DO
CARCINOMA EPIDERMOIDE DE ESOFAGO UTILIZANDO O

BALAO CITOLOGICO EM INDIVIDUOS SOB RISCO

Dissertacdo de Mestrado apresentada a banca
examinadora e ao Programa de Pdés-Graduacao:
Ciéncias em Gastroenterologia. Faculdade de

Medicina. Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Autor: Antdnio de Barros Lopes

Orientador: Prof°. Dr. Renato Borges Fagundes

2008



L864a Lopes, Antbnio de Barros
Andlise da expressdo imunocitoquimica da proteina p53 na
identificacdo de lesBes precursoras do carcinoma epiderméide de
esbfago utilizando o baldo citolégico em individuos sob risco /
Antbnio de Barros Lopes ; orient. Renato Borges Fagundes. — 2008.
85 f. :il. color.

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal do Rio Grande
do Sul. Faculdade de Medicina. Programa de Po6s-Graduagdo em
Medicina: Gastroenterologia. Porto Alegre, BR-RS, 2008.

1. Neoplasias esofagicas 2. Carcinoma de células escamosas
3. Marcadores biologicos de tumor 4. Proteina supressora de tumor
p53 5. Histocitoquimica I. Fagundes, Renato Borges Il. Titulo.

NLM: WI 250

Catalogacéo Biblioteca FAMED/HCPA




Dedico esta dissertacdo aqueles que me sdo realment e caros:

Minha esposa, Vanessa, que me da suporte em todos os momentos. Esta catarinense agitada
e produtiva que, com sua energia e carinho, me estimula a tentar ser sempre melhor.
Meus pais, Antonio Cesar e Lidia Maria, que séo paz e bem no meu caminho.

A minha irm3, Clarissa, que me ensinou a somar e dividir afeto, parceria e bons momentos.

“Seja tudo que deseja
Até ndo haver desejo
Que ja nao seja”

Alexandre Brito (poeta gadcho e primo)



AGRADECIMENTOS
Ao Professor Doutor Renato Borges Fagundes, meu orientador-parceiro, que mesmo na
adversidade, foi disponivel e presente. Serei sempre grato pelos horizontes que me mostrastes
nesta jornada.
Ao Professor Doutor Sérgio S.G. de Barros, meu grande mestre e conselheiro na medicina.
Agradeco pelo estimulo a pesquisa e assisténcia qualificada, praticando a medicina e a ciéncia
com arte e paixao.
Ao Professor Doutor Jodo Carlos Prolla, pelo grande auxilio na avaliacdo de inmeras laminas
de citologia e por ter lancado sementes frutiferas da pesquisa no diagnéstico precoce de
cancer do esbfago.
A Doutora Ada R. Diehl, pela contribui¢do na avaliagdo de laminas de citologia.
A Professora Doutora Luise Meurer, que com muita paciéncia e bom humor me revelou alguns
dos mistérios microscoépicos do esbfago.
Ao Doutor Sanford Dawsey pelos ensinamentos e conselhos em diagndstico precoce de
Cancer do Esbfago.
A Médica Cristina Arruda, que me presenteia com amizade e conhecimento nas lides da
gastroenterologia e das doencas do eséfago.
Ao Médico Leandro Miller, pelo companheirismo e disponibilidade em fazer ciéncia.
A académica de medicina Roberta Reichert, cuja disciplina e presteza na coleta e avaliacdo
dos dados, foram fundamentais para realizacao deste estudo.
Ao Médico Jorge Manfrin e aos Médicos Residentes do Servico de Otorrinolaringologia do
HCPA, pela colaboracdo no recrutamento de pacientes para este estudo.
A Doutora Melissa Premaor, pelos momentos de discuss&o de pesquisa.
A Técnica de Servico de Patologia do HCPA, Flavia Grossmann, que trabalha como a
formiguinha, mas conversa como a cigarra, agradeco pelo auxilio indispensavel na confeccéo
das laminas de imunocitoquimica e imunoistoquimica.
A Prética do Laboratério de Citopatologia do HCPA, Leda Teresinha dos Santos, pelo zelo e
atencdo no cuidado e organizacdo das laminas de citologia. Sem sua colaboragdo seria

impossivel a realizacdo deste mestrado.



A Médica Claudia Carvalho de Moraes e ao estudante de medicina Anderson M. Cappra, pelo
auxilio precioso na coleta dos dados de pacientes no HUSM.

Aos integrantes do Grupo de Pesquisa em Doencas do Es6fago (GEPE), pelo incentivo a
discusséo e ao pensamento cientifico.

As secretarias da PPG: Ciéncias em Gastroenterologia, Jamile Ladeira e Moema Goulart, pela
colaboragéo e auxilio constantes.

Ao Servico de Patologia do HCPA e HUSM, pelo apoio na confeccéo e avaliacdo das laminas
de bidpsia.

A enfermagem do Centro Cirlrgico Ambulatorial do HCPA, que emprestou tempo e assisténcia
nas tardes de sexta-feira.

Ao Professor Doutor Luis Anténio Nasi, pelo apoio ao crescimento pessoal e coletivo dos
médicos do servigo de emergéncia do HCPA. Agradeco pela confianga e compreenséo.

Aos médicos contratados do servigo de emergéncia, que com a camaradagem transformam um
ambiente hostil em um bom ambiente de trabalho e convivéncia.

A Médica Helenice Breyer, pela disponibilidade e comportamento ético em fazer e ensinar boa
medicina.

Ao Secretario Fernando Augusto Soares, que, sem sombra de duavida, faz o Servico de
Gastroenterologia andar.

Ao Hospital Universitario da Universidade Federal de Santa Maria, pelo apoio e infra-estrutura
fundamentais na realizacéo deste estudo.

Ao Programa de Pés-Graduacédo: Ciéncias em Gastroenterologia, pelo apoio na producao de
pesquisa séria e engajada.

Aos pacientes avaliados neste estudo, que foram disponiveis e pacientes, colaborando com a

pesquisa e criacdo de conhecimento.



INDICE
Pagina
LISTA DE ABREVIATURAS VIiI
LISTA DE TABELAS IX
LISTA DE FIGURAS X
RESUMO XI
ABSTRACT XIIl
1. INTRODUCAO 1
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA 4
2.1. O Cancer de Esbfago 5
2.2. Epidemiologia 5
2.2.1. Fumo e alcool 7
2.2.2. Malignidades preexisentes 8
2.2.3. Consumo de bebidas quentes 9
2.2.4. Hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP) 9
2.2.5. Aspectos nutricionais 10
2.2.6. Fatores socioecondmicos e historia familiar 10
2.3. Aspectos moleculares 10
2.3.1. Alteragbes no gene p53 e sua repercussao ha
carcinogénese do CEE 11
2.4. Lesdes precursoras e diagndstico precoce 14
2.4.1. Rastreamento com baldo citol6gico 14
2.4.2. Cromoendoscopia 17

2.4.3. Deteccdo de mutagbes e expressao imunoistoquimica

da proteina p53 17



3. OBJETIVOS

3.1.

3.2.

Objetivo Geral

Objetivos Especificos

4. METODOLOGIA

4.1.

4.2.

4.3.

4.4,

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

Delineamento
Selecéo de pacientes

4.2.1. Incluséo

4.2.2. Excluséo
Coleta de dados

4.3.1. Esfregaco citologico

4.3.2. Cromoendoscopia com Lugol
Exame citolégico — critérios
Exame histolégico — critérios
Imunocitoquimica — preparacédo do material
Imunoistoquimica — preparacéao do material
Interpretagdo da imunocitoquimica e imunoistoquimica

Consideragdes éticas

4.10. Estatistica

4.10.1. Célculo amostral

4.10.2. Analise de dados

4.10.3. Andlise estatistica

5. RESULTADOS

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

Caracteristicas dos pacientes estudados

Resultados da coleta com o Baldo RS e citologia convencional

Resultados de esofagoscopia e cromoendoscopia com solugéo de

Lugol

Resultados das biopsias do esbdfago e sua relagdo com a citologia

convencional

\

20

21

21

22

23

23

23

23

24

24

25

26

29

29

30

32

33

34

34

34

35

36

37

40

40

41



5.5. Resultados de imunoistoquimica p53

5.6. Resultados de imunocitoquimica p53

6. DISCUSSAO

7. CONCLUSOES

8. SUGESTOES PARA FUTUROS ESTUDOS

9. ANEXOS

Anexo 1. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para os

individuos sob risco — Rastreamento e prevencao do Carcinoma do Esbéfago

Anexo 2. Questionario a ser aplicado aos pacientes

Anexo 3. Mapa esquematico do Eséfago

10. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

VI

43

47

48

54

56

58

59

60

61

62



VI

LISTA DE ABREVIATURAS

ADS: arcada dentaria superior

AE: adenocarcinoma do es6fago

ASCUS: atypical squamous cells of undetermined significance (alteracdes escamosas de
significado indeterminado)

CEE: carcinoma epidermadide do esb6fago

HAP: hidrocarbonetos aromaticos policiclicos

DAB: diaminobenzidina

EBV: Epstein-Barr Virus (virus Epstein-Barr)

EGFR: epidermal growth factor receptor (receptor do fator de crescimento epidérmico)
HAP: hidrocarbonetos aromaticos policiclicos

HCPA: Hospital de Clinicas de Porto Alegre

HE: Hematoxilina/Eosina

HPV: Human Papiloma Virus (Papiloma Virus Humano)

HSIL: high grade squamous intraepithelial lesion (lesdo intra-epitelial de alto grau)
HUSM: Hospital Universitario de Santa Maria

IARC: International Agency for Cancer Research (Agéncia Internacional para Estudo do
Cancer)

INCA: Instituto Nacional do Céncer

LOH: loss of heterozygosity (perda de heterozigosidade)

LSIL: low grade squamous intraepithelial lesion (lesao intra-epitelial de baixo grau)
p53-PBS: p53 protein binding site (sitio de ligacao da proteina p53)

PBS: phosphate buffer solution (solu¢do tampéo de fosfato)

PCR: protein chain reaction (reacdo da cadeia da polimerase)

RS: Rio Grande do Sul

TADS: Trato aéro-digestivo superior

TGI: trato gastrointestinal

TP53: gene p53

USP: Universidade de Sao Paulo



10.

LISTADE TABELAS

Fatores de risco para o Cancer do Eséfago

Caracteristicas dos individuos quanto ao consumo de fumo

Caracteristicas dos individuos quanto ao uso de alcool

Caracteristicas dos individuos quanto ao consumo de chimarrédo
Comparacao de caracteristicas demograficas e habitos de pacientes
avaliados no HCPA e HUSM

Relacdo das areas ndo coradas pelo Lugol com os diagndsticos
histoldgicos

Comparacao do diagnostico citopatoldgico de material coletado pelo balao
RS com bidpsia do es6fago guiada por cromendoscopia com Lugol
Comparacao de citologia positiva e biépsia

Relacdo da cromoendoscopia com a expressdo imunoistoquimica da
proteina p53

Relacdo da expressdo imunoistoquimica da proteina p53 com os

diagnésticos histoldgicos

Pagina

38

38

38

39

41

42

42

45

45



LISTA DE FIGURAS

Seqiéncia proposta de eventos genéticos para o desenvolvimento do
carcinoma epidermoide do esbfago

Esquema simplificado das vias da proteina p53

O Baldo RS

Fluxograma do estudo

Endoscopia convencional e cromoendoscopia com Lugol

Painel de imagens citopatoldgicas conforme classificacdo de Bethesda
Painel de exames anatomopatologicos de bidpsias coradas pela
Hematoxilina/Eosina (a, c, €) e ap6s imunoistoquimica p53 (b, d, f)
Relacdo de freqiéncias da expressdo imunoistoquimica de p53 em
pacientes com diagnéstico prévio de carcinoma do TADS

Relacdo de freqliéncias da expressdo imunoistoquimica de p53 com os

diagnésticos histoldgicos

Pagina

11
12
16
24
26

28

33

44

46



X1

RESUMO

O Carcinoma Epiderméide do Esbdfago (CEE) é uma das neoplasias malignas mais
agressivas e letais do trato digestivo. Seu diagndstico frequentemente ocorre em individuos
com doenca avancada, sendo baixas as possibilidades de cura. O Rio Grande do Sul é o
estado brasileiro com maior niumero de diagndsticos, com estimativa de contribuir com 10% dos
casos do pais em 2008, atingindo uma incidéncia de 19,73 casos novos/100.000 habitantes do
sexo masculino e 7,58 novos casos/100.000 habitantes do sexo feminino. O CEE permanece o
tipo mais comum com mais de 80% dos casos. Tentativas de diagnéstico precoce do CEE em
individuos sob risco tém sido feitas utilizando-se citologia coletada com baldes abrasivos.
Porém, tal técnica tem demonstrado que, apesar de obter boas amostras de células da mucosa
esofagica, apresenta sensibilidade abaixo do esperado para sua aplicagao na rotina.

No presente estudo os autores se propdem estudar a prevaléncia da expressdo da
proteina p53 em material citolégico coletado pelo Baldo RS em individuos sob risco para CEE,
além de verificar sua acuracia diagnéstica para rastreamento de CEE.

Foram incluidos individuos assintomaticos que apresentassem ao menos um dos
fatores de risco: a) consumo de mais de 40 gramas de etanol/dia por mais de 10 anos; b)
consumo de mais de 10 cigarros/dia por mais de 10 anos; c) uso diario de chimarrdo por mais
de 10 anos; d) diagnostico prévio de carcinoma epidermoide do trato aéro-digestivo superior
(TADS). Foram excluidos individuos com: a) recusa em participar do estudo; b) agitacdo
psicomotora que impossibilitasse a passagem do baldo; c) varizes esofagicas; d) disfagia
progressiva; €) hepatopatia cronica descompensada; f) hemorragia digestiva alta nos ultimos
30 dias; g) sinais de encefalopatia metabdlica; h) diagnéstico de diverticulo de Zenker.

Entre marco de 2006 e dezembro de 2007, 171 individuos foram avaliados com
citologia esfoliativa pelo Baldo RS e as hiépsias esofagicas guiadas pela cromoendoscopia
com solucdo de Lugol. O material citolégico foi analisado apds coloracdo de Papanicolaou e
imunocitoquimica p53. O material de biopsia foi corado pela Hematoxilina/Eosina e
imunoistoquimica p53. Oito sujeitos foram excluidos (4,7%) por apresentarem material
citolégico inadequado coletado pelo Baldao RS. A amostra de 163 pacientes consistiu de 150
homens (92%), com idade entre 28 e 84 anos (média= 52,6 + 12 anos). Tabagismo ativo foi

observado em 141 pacientes (86,5%), com mediana de carga tabagica de 39,5 macos/ano.
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Alcoolismo ativo foi observado em 114 individuos, com consumo de destilados em 78,1% dos
casos e quantidade mediana de 320 gramas de alcool/dia. Alcoolismo e tabagismo ativos
concomitantes foram observados em 63,8% da amostra estudada (104 sujeitos). Consumo de
chimarrao diario foi observado em 69,9% no grupo estudado. Tabagismo, consumo de alcool e
consumo de chimarrdo em bases regulares foram identificados de maneira concomitante em 77
individuos (47,2%). Carcinoma do TADS foi o fator de inclusdo em 42 pacientes (25,8%).

A utilizacdo do Baldo RS foi facil e rapida, sendo bem tolerado sem complicacdes. Os
resultados dos exames citolégicos foram os seguintes: 147 normais (90,2%), 10 alteracGes
celulares reativas (6,1%), 3 alteracfes escamosas de significado indeterminado (ASCUS)
(1,8%), 1 leséo intra-epitelial de baixo grau (LISL) (0,6%), 1 lesdo intra-epitelial de alto grau
(HSIL) (0,6%) e 1 carcinoma escamoso (0,6%).

A cromoendoscopia com Lugol apresentava areas descoradas em 65 individuos
(40,1%). As areas coradas apresentaram diagnostico histopatolégico normal em 110 (67,5%) e
esofagite em 53 individuos (32,5%). Dos 65 pacientes com areas descoradas foi atribuido
diagndstico anatomopatolégico normal em 23 (35,4%), esofagite em 39 (60%), displasia de alto
grau em 1 (1,5%), carcinoma in situ em 1 (1,5%) e carcinoma invasivo em 1 (1,5%).

A citologia positiva (ASCUS, LSIL, HSIL, Carcinoma) coletada pelo Baldao RS obteve
sensibilidade de 66,7% (IC95% 22,0 — 93,6), especificidade de 97,5% (IC95% 96,7 — 98,0),
acuracia de 96,9% (IC95% 95,3 — 97,9), valor preditivo positivo de 33,3% (IC95% 11,0 — 46,8) e
negativo de 99,4% (IC95% 98,5 — 99,9) para identificacao de lesdes neoplasicas histoldgicas.

A imunoistoquimica com p53 foi executada em 161 individuos, sendo que a expressao
desta proteina foi positiva em 38 individuos (23,6%), com acometimento da camada basal em
29 (76,3%), camada média em 8 (21,1%) e camada superficial em 1 (2,6%).

N&o houve expressao imunocitoquimica da proteina p53 no material citoldgico obtido
com Baldo RS nesta amostra de individuos sob risco de CEE.

Podemos concluir que, apesar do Baldo RS ter apresentado um bom desempenho na
coleta de amostras citologicas do esdfago, a negatividade da expressdo da imunocitoquimica
da proteina p53 em todas as amostras sugere que seu uso nao contribui para a melhora da

efetividade diagnostica da citologia.
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ABSTRACT

Squamous Cell Carcinoma of the Esophagus (SCCE) is one of the most aggressive and
lethal digestive cancers. Unfavorable prognosis is common due to late diagnosis, resulting in
low chances of curative treatment. Rio Grande do Sul is the leading Brazilian state in new
cases, with an estimated 2008 prevalence of 19.73 new cases/100,000 male inhabitants and
7.58 new cases/100,000 female inhabitants. SCCE remains the most frequent histological type,
contributing with 80% of the cases. Exfoliative cytology obtained with abrasive balloons has
been used to attempt early diagnosis of SCCE. Although this technique collects good
cytological samples from the esophageal mucosa, the low sensitivity of cytology precludes its
use in clinical practice.

In the current work the author studied the prevalence of p53 expression in cytologic
smear collected by the RS Balloon in high risk individuals, and tested its yield in the cytological
screening of SCCE and its precursor lesions.

Asymptomatic individuals with at least one of the following risk factors for SCCE were
included: a) current alcohol drinking (more than 40 g of alcohol/day); b) tobacco smoking (>10
cigarettes/day); c) maté drinking for more than 10 years; d) previous head and neck cancer.
Exclusion criteria were: a) refusal to participate in the study; b) agitation that precludes the
collection of cytologic material with the RS Ballon; c) esophageal varices; d) progressive
dysphagia; e) unstable cirrhosis; f) upper digestive tract hemorrhage in the previous 30 days; g)
metabolic encephalopathy; h) previous diagnosis of Zenker’s diverticulum.

Between march/2006 and december/2007, 171 individuals were recruited and submitted
to exfoliative cytology with RS Balloon, and esophageal biopsies guided by Lugol
chromoendoscopy. Cytology samples were analyzed after Papanicolaou staining and p53
immunostaining. Biopsy samples were analyzed after Hematoxilin/Eosin staining and p53
immunostaining. RS Balloon cytological samples were inadequate in eight (4.7%) individuals
who were excluded from the analysis. The final sample consisted of 163 individuals where 150
were male (92%), with ages ranging between 28 and 84 years old (mean 52.6 + 12.0). Current
tobacco smoke was observed in 141 patients (86.5%), with a median of 39.5 pack/year. Current
alcoholism was found in 114 individuals, who consumed mainly distilled beverages, (median =

320 g of alcohol/day). Concomitant alcoholism and tobacco smoking were observed in 104
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(63.8%) subjects. Daily Maté consumption was observed in 69.9%. Current smoking, daily Maté
and alcohol drinking were observed in 77 individuals (47.2%). Previous head and neck cancer
was the inclusion criterion in 42 patients (25.8%).

Using the RS Balloon was quick, easy and well tolerated by patients (ho complications
observed). The cytological results were: 147 normal (90.2%), 10 benign reactive cellular
changes (6.1%), 3 atypical squamous cells of undetermined significance (ASCUS) (1.8%), 1 low
grade squamous intraepithelial lesion (LISL) (0.6%), 1 high grade squamous intraepithelial
lesion (HSIL) (0.6%) and 1 squamous carcinoma (0.6%).

Lugol chromoendoscopy showed unstained areas in 65 patients (40.1%). Biopsies from
normally stained areas were diagnosed as normal in 110 (67.5%) and esophagitis in 53 (32.5%)
individuals. Biopsies from unstained areas were diagnosed as normal in 23 (35.4%), esophagitis
in 39 (60%), high grade dysplasia in 1 (1.5%), carcinoma in situ in 1 (1.5%), and invasive
carcinoma in 1 (1.5%).

Positive cytology (ASCUS, LSIL, HSIL, Carcinoma) collected by the RS balloon had a
sensitivity of 66.7% (IC95% 22.0 — 93.6), a specificity of 97.5% (IC95% 96.7 — 98.0), a positive
predictive value of 33.3% (IC95% 11 — 46.8), a negative predictive value of 99.4% (IC95% 98.5
— 99.9) and accuracy of 96.9% (IC95% 95.3 — 97.9) for the diagnosis of histopathological
neoplastic lesions.

Immunohistochemical expression of p53 protein was analyzed in 161 individuals, out of
which 38 (23.6%) were positive, with basal layer expression in 29 (76.3%), middle layer
expression in 8 (21.1%) and superficial layer in 1 (2.6%).

Immunocytochemical expression of p53 protein in cytologic smear was negative in all
cytology samples.

In summary, even though the RS Balloon collected adequate samples, the negative
results of immunocytochemical expression of p53 protein suggest that its use does not
contribute to improving the performance of conventional cytology of the esophagus in the

screening for SCCE and its precursor lesions.



1. INTRODUCAO



O Cancer de Es6fago é uma das neoplasias malignas mais agressivas e letais do trato
digestivo. Seu diagndstico frequentemente ocorre em individuos com doenca avancada, sendo
baixas as possibilidades de tratamento curativo. Banco de dados da International Agency for
Cancer Research (IARC) relata que, mundialmente, em 2002 ocorreram 462.117 novos casos
de cancer de eséfago e que a mortalidade no mesmo ano foi de 385.892 pessoas (83,5%).
Estimativas do Instituto Nacional do Céncer (INCA) sugerem que no Brasil no ano de 2008 as
neoplasias do eséfago ocuparéo o 8% lugar no ranking das neoplasias mais comuns, com o total
de 10.550 novos casos. O Rio Grande do Sul é o estado com maior numero de diagnésticos,
com estimativa de contribuir com aproximadamente 10% dos casos (n= 1.510), atingindo uma
incidéncia de 19,73 casos novos/100.000 habitantes do sexo masculino e 7,58 novos
€as0s/100.000 habitantes do sexo feminino.

Os tipos histologicos mais comuns de cancer de esdfago séo o carcinoma epiderméide
(CEE) e o adenocarcinoma (AE). A incidéncia de AE tem aumentado em paises da Europa
Ocidental e nos Estados Unidos sendo mais freqiientemente diagnosticado do que o tipo
epiderméide, porém em paises como China, Ird, Quénia, Uruguai e Brasil o CEE permanece 0
tipo mais comum com mais de 80% dos casos.

As neoplasias do esbdfago apresentam alta letalidade por serem diagnosticadas com
mais freqliéncia em pacientes sintomaticos que ja apresentam doenga avancada. Tentativas de
se diagnosticar precocemente o CEE em individuos sob risco tém sido realizadas como
rastreamento populacional na China e no Rio Grande do Sul utilizando-se citologia coletada por
baldes abrasivos. Porém, tal técnica tem demonstrado que, apesar de obter amostras
adequadas de células da mucosa esofagica, apresenta sensibilidade abaixo do esperado para
sua aplicagcdo na rotina. A literatura sugere que a incorporacdo de novos marcadores
moleculares poderia qualificar a analise do material de citologia esfoliativa do eséfago.

Em estudos anteriores, Fagundes e colaboradores demonstraram que a determinacao
imunoistoquimica da proteina p53 é um marcador encontrado em lesdes precoces e avancadas
do CEE. Baseado nestes dados, supomos que a incorporacdo de métodos de
imunocitoquimica com a proteina p53 no material coletado pelo baldo citolégico (Baldo RS)
poderia selecionar de maneira mais acurada os individuos sob risco para CEE que deveriam

ser submetidos a investigacéo endoscopica.



No presente estudo os autores se propdem a estudar a prevaléncia da expressao da
proteina p53 em material citologico coletado pelo Baldao RS em individuos sob risco para CEE,
além de verificar sua acuracia diagnéstica para rastreamento desta neoplasia.

Este estudo tem como objetivo geral estudar a expressao imunocitoquimica da proteina
p53 em material obtido pelo baldo citolégico na identificacdo de les6es precursoras do CEE em
pacientes com fatores de risco; e como objetivos especificos: a) estudar o desempenho do
baldo esoféagico na coleta de material para realizagdo de exame citolégico e imunocitoquimica
com p53; b) comparar os achados citopatolégicos com a identificacdo imunocitoquimica da
proteina p53; c¢) comparar os achados da imunocitoquimica com p53 com os achados
histolégicos de material de bidépsia coletada com auxilio da cromoendoscopia com Lugol; d)
comparar a expressdo imunocitoquimica da proteina p53 com sua expressao
imunoistoquimica; e) estudar a expressao imunoistoquimica da proteina p53 e sua associagao
com os achados histopatoldgicos coletada com auxilio da cromoendoscopia com Lugol; f)
comparar os achados citopatolégicos coletados pelo Baldo RS com os achados

histopatolégicos de bidpsias coletadas com auxilio da cromoendoscopia com Lugol.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA



2.1. O Céncer de Esbfago

O céancer de esbfago apresenta dois tipos histoldgicos de importancia clinica: o
carcinoma epiderméide (CEE) e o adenocarcinoma (AE)'. O CEE tem sua origem no epitélio
escamoso do esbfago e se apresenta mais frequentemente no terco médio do 6rgdo. O CEE
tem sua incidéncia estavel ao longo dos anos e uma distribuicdo mundial caracteristicamente
heterogénea, com zonas de alta e baixa incidéncias em areas geograficas muito pr(’)ximasz. As
zonas de maior incidéncia sdo encontradas na regido que envolve algumas provincias da
China, nordeste de Ira, o litoral do mar Caspio, planicies do Turquistdo e o norte do
Afeganistdo. Outras areas com média incidéncia sdo a Africa Oriental (Quénia, Zimbabue,
Etiopia), o sul da Africa, 0 Jap&o, a por¢do setentrional do Brasil e o norte da Franca®.

O AE tem sua origem na metaplasia intestinal especializada do es6fago (Es6fago de
Barrett), acomete frequentemente o terco distal do 6rgdo e é mais freqliente no mundo
ocidental. Sua incidéncia costumava ser baixa, totalizando 10% das neoplasias malignas do
esb6fago, porém, nos ultimos 30 anos, tem aumentado nos Estados Unidos e Europa Ocidental,
sendo responsavel por mais de 50% dos casos nas areas citadas®”’. A causa deste fendmeno
ainda néo foi totalmente elucidada, porém a alta prevaléncia de obesidade e doenca do refluxo
gastroesofagico nestes paises pode ser responsavel pelo aumento de casos do AE> &1
Contrariando as estatisticas européias e norte-americanas descritas, Barros e colaboradores,
ao descreverem a casuistica de 349 neoplasias do es6fago no Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA) diagnosticados entre 1987 e 1996, demonstraram que o CEE persiste como o

mais comum no nosso meio, totalizando 81% dos casos contra 15% de adenocarcinoma®?.

2.2. Epidemiologia

Nesse item da revisdo bibliografica serdo abordados dados epidemiologicos e os
fatores de riscos gerais do carcinoma epidermdide, que é mais freqliente em nosso meio e o
foco principal da avaliacao desse protocolo.

O sexo masculino esta associado a uma maior incidéncia de cancer de es6fago, numa
razdo de aproximadamente 2,4:1 quando comparado com 0 sexo feminino®. Homens tém uma
chance 2 vezes maior de desenvolverem carcinoma epiderm(’)ide13 e 7 vezes maior de

desenvolverem adenocarcinoma de esdfago do que mulheres do mesmo grupo etario® . A



idade maior do que 40 anos também aumenta a chance de desenvolvimento de céancer de

es6fago, sendo a maioria dos casos diagnosticados em individuos com mais de 60 anos™® *°.

Os fatores de risco para o cancer de eséfago estdo sumarizados na tabela 1.

Tabela 1- Fatores de risco para o Cancer do Esbéfago

Fatores de Risco Carcinoma Epiderméide Adenocarcino ma
Consumo de cigarro +++ ++
Consumo de alcool +++ -
Esb6fago de Barrett - FH++
Doenca do refluxo gastroesofagico - +++
Obesidade - ++
Baixo nivel socioeconémico ++ -
Deficiéncias nutricionais + -
Estenose caustica ++++ -
Acalésia T+ _
Histéria de Cancer do TADS/ pulméo ++++ -

Historia de Cancer de Mama

+++ +++
submetida a radioterapia

Ingesta de bebidas quentes + -
Sindrome de Plummer-Vinson ++++ -
Tilose ++++ -

Adaptado de Enzinger, 2003"
+ = aumento do risco de até 2 vezes; ++ = aumento de risco de 2 a 4 vezes; +++ = aumento de risco de 4 a 8 vezes;
++++ = aumento de risco de mais de 8 vezes; — = sem aumento de risco

A distribuicdo mundial do CEE é heterogénea, com zonas de alta e baixa incidéncia em
areas geograficas proximas, como vemos na China onde sao observadas as maiores taxas de
incidéncia global do cancer de esbéfago no sexo masculino de 24 casos/100.000 habitantes®.
Porém, estas taxas subestimam as estatisticas de algumas de suas provincias como Linxian,
Cixian e Henan onde as estimativas no sexo masculino séo de até 115 casos/100.000

habitantes e no sexo feminino sdo de 80 casos/100.000 habitantes®’. Tal fendmeno também é



observado no Ira onde a incidéncia no sexo masculino na provincia de Golestan supera os 100
€aso0s/100.000 habitantes, enquanto a incidéncia global de cancer do eséfago no sexo
masculino neste pais é de 17,6 casos/100.000 habitantes™®.

E importante observar que as areas de maior incidéncia séo observadas em paises em
desenvolvimento, onde fatores locais, nutricionais, genéticos, tabagismo e alcoolismo tém
grande influéncia® *. Os Estados Unidos e outros paises desenvolvidos da Europa Ocidental
(exceto a Franca) permanecem com incidéncias baixas de cancer do es6fago apesar do
fendmeno recente de crescimento da incidéncia do adenocarcinoma® *.

Estatisticas brasileiras™® colocam as neoplasias malignas do eséfago como o 62 cancer
mais comum entre os homens e o 92 entre as mulheres com taxas de 8,3 e 2,7 casos/100.000
habitantes, respectivamente. Seu diagnéstico é frequentemente tardio e os tratamentos sdo
geralmente paliativos. Isto gera uma média anual de 11.549 internacdes, além de mais de 11
milhdes de reais gastos por ano somente com despesas hospitalareslg. O Rio Grande do Sul é
0 estado com maior incidéncia, com estimativa para o ano de 2008 de 19,7 novos
cas0s/100.000 entre os homens e 7,6 casos/100.000 habitantes entre as mulheres®™, com
franca predominancia do CEE sobre o AE™. Prolla e colaboradores® observaram que algumas
microrregides do Rio Grande do Sul, como Taquara e a Fronteira com o Uruguai apresentavam
taxas de mortalidade até 4 vezes maior que as microrregifes de menor incidéncia, refletindo o
fendmeno ja descrito em outros paises do mundo, da heterogeneidade de incidéncia do CEE
em areas geograficamente préximas® °.

2.2.1. Fumo e alcool

O tabagismo é considerado um fator de risco independente tanto para adenocarcinoma

Y 22 Estudo realizado na cidade de

guanto para o carcinoma epidermoide de es6fago
Pelotas/RS* demonstra que o risco atribuivel ao tabagismo ativo como causa de céancer do
esbfago foi de 54%. Seu papel na carcinogénese esofagica ainda ndo esta bem esclarecido,
mas parece estar relacionado com a degluticdo de compostos nitrogenados do tabaco
s A25 . VIRT L.

acumulados na saliva®™. A presenca de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos na fumaca do
cigarro parece estar envolvida na patogénese do cancer do eséfagoZ6.

Diversos estudos relatam relacdo direta do risco de neoplasia com a quantidade de

25, 27-33

cigarros fumados e o tempo de exposi¢cdo ao tabaco . Estudos recentes de Lubin** e



Pandeya”, gue analisaram o impacto do tabagismo em diferentes neoplasias relacionadas ao
cigarro, sugerem que o tempo de exposicdo prolongada ao habito do tabagismo parece ter
mais importancia no surgimento de cancer que o niumero absoluto de cigarros.

A ingestédo abusiva de bebidas alcodlicas, principalmente destiladas, foi associada a

23, 32 22,35

risco aumentado de carcinoma epidermoide de eséfago , mas ndo de adenocarcinoma
Estudo classico realizado na Franca por Tuyns e colaboradores® demonstrou que tal risco &
potencializado pelo tabagismo concomitante. Tal conclusdo foi confirmado em estudos

18, 23, 27, 29, 31, 37-39

posteriores . Em nosso meio o uso concomitante de alcool e cigarro determinou

aumento do risco de desenvolvimento de CEE em 75 vezes™'.

O mecanismo pelo qual o alcool faz aumentar a incidéncia de CEE é desconhecido.
Entretanto, foi postulado que o alcool facilita a esofagite, pode contribuir com mé nutricdo e
aumenta a exposicdo aos carcinogénios, talvez por mediar os niveis de citocromo P-450 na
mucosa esofagiana4°. Estudos recentes tém descrito polimorfismos na alcool-desidrogenase e
na aldeido-desidrogenase em populacdes orientais que desenvolveram CEE™. A andlise de
atividade das enzimas sugere que a alcool-desidrogenase apresenta atividade aumentada e
gera acetaldeido na mucosa esofagica. Por outro lado, a aldeido-desidrogenase apresenta
menor atividade, metabolizando mais lentamente a grande quantidade de acetaldeido que fica

em contato com a mucosa esofagica, aumentando a possibilidade de dano.

E relevante a constatacio de que a abstencdo do cigarro e alcool parece diminuir a

chance de desenvolvimento de cancer do eséfago mesmo em individuos previamente

expostos™® *.

Tanto o alcoolismo quanto o tabagismo tém sido apontados como grandes fatores de
risco para CEE, no entanto é digno de observacao que a exposicao a tais agressores € mais

relevante em zonas de baixa e moderada inicidéncia do que em zonas de alta incidéncia como

27,44 =18, 45
a

a China eonortedo Ir , onde fatores genéticos e ambientais podem ter mais impacto.

2.2.2. Malignidade preexistente
As neoplasias malignas do trato aéro-digestivo superior (TADS) e pulmao sdo fatores

de risco para desenvolvimento de CEE provavelmente por compartiharem os mesmos

38, 46-50

potenciais fatores etioldgicos: alcoolismo e tabagismo . Baseada nos dados de aumento



de prevaléncia de CEE em pacientes com diagnostico prévio de neoplasias da TADS, a
literatura tem mostrado estudos que reforcam a necessidade de rastreamento de CEE nestes
pacientes® .

A associacdo de radioterapia e neoplasias do TADS, mama ou térax aumenta em até 5
vezes o risco de neoplasia de es6fago no grupo tratado, principalmente a partir de 10 anos
apos a exposicdo a tal modalidade terapéutica54' %,

2.2.3. Consumo de bebidas quentes

Bebidas quentes, como o chimarrdo e o cha dos paises asiaticos foram implicadas
como fatores de risco pela alta temperatura de ingestao e/ou por carcinégenos nelas contidas,
como os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos recentemente detectados na erva mate e na
urina de consumidores de chimarrao® °*®,

Dados epidemioldgicos sugerem que o consumo diario de mais de 1 litro de chimarréo
quente por dia aumenta o risco de CEE em mais de 2,5 vezes, mesmo quando controladas as

variaveis alcoolismo e tabagismo®” >*

. Tal risco que ndo se reproduziu com o mate frio
tomado no Paraguai’®® concorda com dados experimentais que consideraram que temperaturas
maiores de 60 sdo promotoras de neoplasia de eséf ago®.

Estudos realizados na regido de Taquara62 e Pelotas® (RS) demonstram que as
populacbes destas cidades estdo expostas a grandes volumes e altas temperaturas de
chimarrao, com média de consumo de chimarrdo de mais de 1,2 litros e com temperatura
média da dgua maior que 63<C.

2.2.4. Hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HA  P)

Os HAP sao considerados carcindgenos para a mucosa esofégica64'66. Os HAP séo
encontrados na fumaca do cigarro e sé@o resultado da queima do carvéo e da madeira®’. A
exposicdo a este composto pode ocorrer por inalacdo, degluticdo de compostos do
tabaco/fumaca acumulados na saliva, ou por alimentos preparados em fornos a lenha como
acontece com a populacdo de zonas de alto risco® e com a erva mate e o churrasco
gatchos®. Fagundes e colaboradores %, em estudo recente realizado em individuos sadios em
Santa Maria/RS, demonstraram que os niveis urinarios de glicuronato de 1-hidroxipireno

(metabdlito dos HAP) se encontravam elevados em individuos tabagistas e tomadores de

chimarrao, ndo havendo diferenca nos niveis encontrados nos expostos a qualquer um dos
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habitos. Cabe ressaltar que os niveis encontrados sao equivalentes aos niveis aferidos na
provincia de Linxian na China e no Norte do Ird, e sdo significativamente mais altos que os
niveis encontrados em individuos norte-americanos ndo tabagistas.

2.2.5. Aspectos nutricionais

Caréncias nutricionais de vitaminas A, D, riboflavina, selénio tém sido observadas em
areas da China e Ird®. A ingesta de frutas e verduras tem sido implicada como fator protetor
para o desenvolvimento de céncer de esﬁfago7°, enquanto que dietas ricas em carnes
gordurosas e carboidratos estdo sendo consideradas fatores de risco’".

2.2.6. Fatores socioecondmicos e historia familiar

Baixo nivel socioecondmico representado por baixa renda familiar, muitos habitantes

27, 44

na mesma casa e menor nimero de pegas dentéarias’ "

tem sido associado a maior risco
de desenvolvimento de CEE.

Morita e colaboradores’ descreveram que individuos com historia familiar de cancer de
es6fago e TADS tém um risco 2,6 vezes maior de apresentarem cancer de es6fago, além de
apresentarem o diagnéstico 6 anos mais cedo que pacientes com CEE sem histéria familiar.
Garavello e colaboradores’, em estudo de casos e controles, descreveram que historia familiar
de CEE foi fator de risco independente para CEE (razdo de chances= 3,2; IC95%= 1,7 — 6,2). A
historia familiar de CEE em individuos com alcoolismo e tabagismo ativos aumenta a chance
de CEE em 107 vezes (IC95%= 13,0 — 880,2). Também houve aumento de risco para

individuos com histéria familiar de neoplasia do TADS e estdmago.

2.3. Aspectos moleculares

O desenvolvimento do cancer do esodfago tem sido amplamente estudado, porém sua
carcinogénese ainda ndo foi completamente esclarecida. No entanto, o papel da interacdo dos
multiplos carcinégenos envolvidos e o0 genoma de cada individuo apresenta reflexos
moleculares de agressdo ao DNA, que envolvem alteracdes de mecanismos que incluem
genes supressores, oncogenes e genes promotores de apoptose '°. Tais reflexos moleculares
ja estédo presentes mesmo em mucosa morfologicamente normal, e se acumulam ao longo da

sua evolucao para o cancer (Figura 1)77. A identificacdo das alteracdes moleculares nos tecidos
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com técnicas de biologia molecular tem sido cada vez mais estudada com intuito de se obter

melhora na prevencao, diagnéstico, prognéstico e tratamento de varias neoplasias’®.

Mucosa normal  Displasia baixo grau Displ  asia Alto Grau CA Epidermoide

= Mutagéo TP53 =

= LOH 3914 (FHIT), LOH 17g25 (TOC) .
1 express o de Ciclina D1,

=~ LOH 3p21, LOH 9p31 —_—

Multiplas LOH; amplificagcéo de
= MYC, EGFR, CCDN1, HST1 —_—
d

Figura 1- Seqiiéncia proposta de eventos genéticos p ara o desenvolvimento do
carcinoma epiderméide do eséfago '’: E importante observar que algumas das alteracdes
moleculares sao identificadas em epitélio morfologicamente normal ou com alteragcbes
inflamatérias (esofagite). LOH= loss of heterozygosity (perda da heterozigosidade); EGFR=
epidermal growth factor receptor (receptor do fator de crescimento epidérmico); TP53= gene
p53.

2.3.1. AlteracBes no gene p53 e sua repercussdo na carcinogénese do CEE

Entre os genes de supresséo tumoral o gene p53, localizado no cromossomo 17q, tem
papel central no controle da divisdo celular, codificando a proteina p53 que é expressa quando
sédo detectadas alteracdes estruturais no DNA. Ao detectar tais alteragfes a proteina p53 se liga
ao DNA e estimula a expressao dos genes p2l1, bax, PIG3, que servem como efetores da
proteina p53, interrompendo o ciclo de divisdo celular na transicdo da fase de transicdo G1/S e

G2/M e promovendo o reparo do DNA ou apoptose das células lesadas (Figura 2)"®".



12

Danos ao DNA

Bel-2 | p53 \
/ l .|- p21
/ G =m——p Fase S

Apoptose T

p14ARF

Figura 2 - Esquema simplificado da s vias da proteina p53 *: as setas (— ) indicam
inducdo de atividade ou da transcricdo das proteinas envolvidas na via da proteina p53,
enquanto as barras ( — ) indicam inibi¢do da transcricéo ou da atividade das proteinas

Perda da funcao normal de p53 pode ocorrer por 2 mecanismos: a) alteracdes no gene
p53 que determinam a ocorréncia de proteina alterada e resultam na perda da propriedade da
proteina p53 em formar tetrdmeros que se ligam ao sitio de ligacdo da p53 (p53-PBS)
promovendo expressédo dos seus efetores; b) inativagao funcional da proteina p53 por formacao
de complexos protéicos com oncoproteinas virais ou celulares, ou por deslocamento da
proteina para o citoplasma’®.

Mutacdes somaticas no gene p53 ocorrem em aproximadamente 50% das neoplasias

malignas humanas, e em especial no esdfago®

. Suas mutac8es ocorrem mais comumente
nos éxons 5 e 8 nos cddons 175, 248 e 273. As alteracBes genéticas no gene p53 ocorrem por

5 mecanismos’®:

1) Mutacdes missense: é a mais freqlente das alteracbes genéticas dos canceres
humanos, representando mais de 50% das altera¢es. E comum em neoplasias de
célon, cérebro, pulméo, mama, pele, eséfago e bexiga. O tipo de mutacdo mais

frequente é a mutacao de ponto na sequéncia de cédigo do gene p53;
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2) Mutacdes nonsense: encontrada em 5% dos carcinomas de pulméao, CEE e outros;

3) Rearranjos genéticos: frequentemente associados com osteosarcomas, sarcomas

de tecidos moles, linfomas e leucemias mieldides crénicas;

4) Perdas alélicas: perda de um ou ambos os alelos podem ser observadas em

neoplasias de c6lon, mama, eséfago, linfomas e osteossarcomas;

5) Mutagbes em linhas germinativas: associadas a sindrome de Li-Fraumeni e a um
pequeno numero de pacientes com sarcomas, leucemias em criancas e cancer de

mama.
A inativacao funcional da proteina p53 pode ocorrer pelos mecanismos abaixo citados:

1) Ligacdo a oncoproteina E6 do HPV (papilomavirus humano): ocorre em carcinomas

ligados ao HPV, particularmente o cancer de colo de (tero;

2) Ligacdo ao EBNA-5 e BZLF1 do virus Epstein-Barr (EBV) envolvendo o Linfoma de

Burkitt

3) Ligacdo a proteina HBx encontrado nos carcinomas hepatocelulares primarios

associados a infeccao pelo Virus da Hepatite B;

4) Ligacao a oncoproteina MDM2: a perda do pl4 ou amplificacdo da MDM2 causa,
por ligacdo direta da proteina p53 com a oncoproteina MDM2, sua inativagdo e

degradacgdo. Encontrado em sarcomas;
5) Polimorfismo da MDM2 e interagdo com p53: aumenta inativagédo da p5384

6) Sequestro ou deslocamento da proteina p53 no citoplasma celular: até um terco
dos carcinomas de mama e um pequeno numero de carcinomas colo-retais com
gene p53 integro, tem a proteina localizada no citoplasma das células malignas

onde ela é incapaz de exercer sua funcao.

As alteragbes acima descritas parecem contribuir de maneira importante na

carcinogénese humana. As mutacBes no gene p53, bem como o acimulo de sua proteina

alterada na mucosa esofagica, tém sido relatadas tanto nas lesdes avancadas® ® ® como em

88

estagios precoces na carcinogénese esofagica®” Sua expressdo genética e

imunoistoquimica tem sido demonstrada com progressivo aumento com a evolugcdo dos
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estagios sequenciais de mucosa normal - esofagite - displasia = carcinoma (Figura 1), em

individuos expostos a fatores de risco para CEE® % #°,

2.4. Lesdes precursoras e diagnéstico precoce

O diagnostico tardio das neoplasias de es6fago costuma ser a regra. Em pacientes
sintomaticos a deteccao de lesfes ja avancadas determina uma evolugéo clinica desfavoravel,
com taxas de sobrevida limitadas®. O diagnéstico precoce tem sido tentado com aplicacdo de
métodos que identifiguem lesGes precursoras antes que a presenca de neoplasia estabelecida

seja observada.

As lesdes histopatologicas precursoras e sua capacidade evolutiva foram
determinadas por Wang e colaboradores®™ em estudo observou que as alteracdes estruturais
que apresentam risco aumentado de transformacdo maligna sdo as displasias de baixo,
moderado e alto graus e os carcinomas in situ, apresentando riscos relativos, respectivamente,
de 2.9, 9.8, 28.3, 34.4. Os riscos relativos ascendentes demonstram um aumento progressivo
na probabilidade de evolucdo destas lesGes para o carcinoma invasor e sugerem que as
alteracdes histolégicas acima citadas devam realmente ser consideradas lesGes precursoras
para o CEE. No entanto, estas lesdes sdo encontradas em individuos assintomaticos e a sua
deteccéo so6 é possivel em programas de rastreamento ou como achado incidental em exames
endoscopicos. Portanto € de suma importancia que estratégias de avaliagdo dos individuos
assintomaticos sob risco sejam realizadas de maneira sistematica, com métodos custos-
efetivos, e que atinja populacdes.

31, 51, 52, 83, 91, 92

Métodos como a cromoendoscopia com Lugol e esfregaco citologico

com balo esofagico®™ %

tém por finalidade coletar material esofagico diagnosticando casos
de displasia ou atipias celulares, respectivamente, buscando o diagnostico de lesdes pré-
malignas, possibilitando melhores condicdes terapéuticas e progndsticas para 0s pacientes

sob risco para neoplasias esofagicas.
2.4.1. Rastreamento com baldo citologico

A andlise do esfregaco citologico da mucosa esofagica tem sido um dos métodos

testados para atingir o diagnéstico em fases inicias da doenga % No final da década de 1950
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foi desenvolvida na China uma técnica de coleta de material citoldégico do esbéfago com a
utilizacdo de um baldo revestido por rede de tecido ligado a ponta de um cateter plastico®. Tal
conjunto era deglutido e tracionado gentiimente exfoliando o es6fago e obtendo células da
mucosa esofagica. Com este material eram realizados esfregacos em laminas de vidro e
corados pelo método de Papanicolaou. Os baldes eram reutilizados em dezenas de pacientes.
Sua execucdo era facil, seu preco era baixo e a acuracia do exame citolégico parecia boa,
porém naquele momento ainda ndo havia consenso na classificacdo citologica a ser
empregada, sendo comum a discordancia diagnéstica entre os citopatologistas chineses e
norte-americanos®®.

No final da década de 1980, um grupo de médicos e engenheiros do HCPA
desenvolveu um cateter baldo para coleta de material esofagico baseado no conceito balédo
chinés. Tal baldo era de uso Unico, continha ranhuras que deixavam sua superficie abrasiva
facilitando a coleta de células esofégicas e foi denominado Baldo RS. Em Taquara/RS, Barros
e colaboradores'®, utilizando o Baldo RS (Figura 3), encontraram atipias de baixo grau, ao
exame citopatolégico, mais freqiientemente em pacientes sob risco, quando comparados com
grupos de menor risco. A técnica se mostrou de facil execucdo, foi bem tolerada pelos
pacientes e permitiu coleta adequada de material celular. Entretanto, o exame citopatoldgico do
material colhido apresentou baixa sensibilidade quando comparados com os resultados do

exame histopatologico, além de apresentar grande variacao intra e interobservador.



16

Figura 3- O Baldo RS: O Baldo RS desinflado (abaixo) e apés insuflacdo com 20 ml de ar

(acima).

Tais achados de baixa concordancia da citologia com a histologia foram também
relatados por Jacob e colaboradores®™. Estes mesmos autores observaram que, ao avaliar
etilistas e tabagistas nos Estados Unidos, o esfregago com baldo citolégico ndo acrescentou
vantagens no rastreamento do CEE. A diferenciacdo entre inflamacéo e displasia foi a maior
dificuldade do estudo, causando grande nimero de falsos positivos. Tal dado pode se dever a
baixa incidéncia de neoplasia e alta prevaléncia de esofagite na populacao estudada.

Com o seguimento de uso de citologia esfoliativa e o aprimoramento da avaliacdo do
esfregaco cervical, passou a ser consensual que a classificacdo de Bethesda de 1988 e suas

atualizacbes posteriores (2001)101

seriam as classificagfes universais a serem seguidas e as
mesmas tém sido empregadas em estudos subsequentes.

Outros estudos realizados na China pelo grupo norte-americano liderado por Dawsey
com baldo citolégico chinés, esponja® e um novo baldo mecanico® demonstraram a

adequacao das amostras coletadas, porém apresentaram baixa sensibilidade dos achados

citolégicos em relagéo a histologia (47 e 46%, respectivamente). Estudos de grupos chineses
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descrevem boa acuracia e predicdo de prognéstico, porém ndo foram realizadas endoscopias

% 192 pan e colaboradores®, em artigo

em todos os pacientes para afericdo de sensibilidade
acima citado, sugerem que critérios citolégicos especificos para a mucosa esofagica ou a
associacdo destes com marcadores imunocitoquimicos deveriam ser estudados a fim de
facilitar a interpretacdo dos dados citolégicos com critérios mais objetivos, favorecendo a

correta diferenciacéo entre inflamacao, displasia e neoplasia esofagicas.

2.4.2. Cromoendoscopia

A cromoendoscopia consiste na aplicacdo de corantes em diferentes areas do trato
gastrointestinal (TGI) e proporciona uma maior acuracia no diagnéstico de muitas doencas
gastrointestinais, acrescentando uma variedade de novos achados e informacdes que nédo

podem ser obtidas pela endoscopia convencional.

O corante mais amplamente utilizado para rastreamento de lesGes esofagicas tem sido
a solugdo de Lugol 1 - 5%, e pode ser considerado o método de escolha para
complementacdo da investigacdo desencadeada pelo esfregaco citolégico com baldo na
suspeita de CEE. Essa solu¢éo iodada fica impregnada em areas de epitélio normal que € rico
em glicogénio, que por sua vez é avido por iodo e isto determina coloragcdo marrom da mucosa
esofagica. Nas areas com inflamacéo, displasia ou carcinoma epiderméide, que sé@o carentes
de glicogénio, ndo ha impregnacao pelo iodo e estas areas ndo coradas orientam as biopsias
para diagnostico histologico, aumentando a chance de diagnéstico precoce de lesdes

31, 91, 92

neoplasicas . A solucdo de Lugol é usada com bom rendimento para avaliacao de

pacientes com fatores de risco como neoplasia do trato aerodigestivo™>®, alcoolismo e
tabagismosl. Em estudo recente realizado na Universidade de S&o Paulo (USP), Hashimoto e
colaboradores ** demonstraram que a cromoendoscopia com Lugol 2% apresentou boa
acuracia na detecgdo de neoplasias intraepiteliais e invasivas do es6fago em pacientes com
tumores primarios de cabeca e pescoc¢o. Foi observado que areas descoradas ou hipocoradas
de menos de 5 mm de didmetro ndo apresentaram nenhum caso de neoplasia, e que houve
aumento da incidéncia de alteracGes neoplasicas com o aumento progressivo de didmetro das
areas Lugol negativas. Outro artigo recente de Dubuc®® reforca tal achado em pacientes com

diagnéstico prévio de neoplasia de TADS e pulmao.

2.4.3. Deteccao de mutacOes e expressdo imunoistoq  uimica da proteina p53
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Wang e colaboradores™®, em estudo publicado em 1993, observaram a expressao
imunoistoquimica da proteina p53 em material proveniente de esofagectomias realizadas em
zona de alto prevaléncia de CEE na China, tanto em epitélio normal quanto em areas com

displasia e carcinoma. Em 1994, o mesmo grupo 89

estudou as mutagbes no gene p53 e
observou que elas poderiam ser detectadas ja em lesfes precoces e sua freqiiéncia aumentava
a medida que as lesdes evoluiam. Estes achados tém sido frequentemente reproduzidos na

IiteraturaBO, 84, 86, 104, 105.

A observacao de que a mutagdo do gene p53 expressa uma proteina com meia vida
mais longa, permanecendo nos tecidos em concentracdes mais elevadas e por periodos mais
prolongados, possibilitou a realizacdo de estudos com imunoistoquimica do tecido esofagico.
Parenti e colaboradores'®, analisaram a expressdo imunoistoquimica da proteina p53 em
pecas de esofagectomia e observaram que a positividade aumentava de acordo com o grau de

lesdo anatomopatologica. Fagundes e colaboradores 88

, ho ano de 2001, em avaliacdo
endoscépica de individuos sob risco de CEE, descreveram que a expressao imunoistoquimica
da proteina p53 era encontrada em alteragces precoces da mucosa e que a probabilidade de
apresentar expressao da p53 era maior a medida que as lesdes histoldgicas se tornavam mais
acentuadas. A imunoistoquimica p53 foi mais frequentemente positiva em pacientes que
apresentavam areas descoradas a cromendoscopia com Lugol. Observagdo posterior dos
mesmos autores®’ demonstrou gue individuos assintomaticos sem fatores de risco para CEE
raramente apresentavam expressdo imunoistoquimica da proteina p53 na mucosa esofégica.
Ohbu®® também observou o aumento da freqiiéncia de positividade da imunoistoquimica p53
em lesdes mais avancadas. Kaneko e colaboradores® também observaram, em populacéo

japonesa, a associacdo de areas descoradas a cromoendoscopia com Lugol com a presenca de

mutacdes missense do gene p53.

A avaliacdo da expressao imunoistoquimica da proteina p53 em bidpsias de Es6fago de
Barrett tem sugerido que a positividade da proteina p53 no momento do diagnéstico da
metaplasia intestinal pode indicar quais pacientes evoluirdo para adenocarcinoma de

107, 108

esbfago . Nao ha estudos deste tipo em CEE nas bases de dados da literatura médica.

Apesar do vasto material publicado sobre expressao imunoistoquimica da proteina p53

em biopsias ou pegas cirdgicas, ndo ha estudo nas bases de dados da literatura médica que
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tenha avaliado a expressao da proteina p53 em amostras de citologia esfoliativa do eséfago.

Estudo em material citolégico de liquidos serosos e puncdo com agulha fina de diferentes

9 0

neoplasias'® e outro com neoplasias de mama''® e imunoexpressdo da proteina p53 em
material citolégico foram realizados e demonstram que a técnica é factivel e contribui na
confirmagdo de casos duvidosos e no esclarecimento diagndstico de casos previamente

considerados normais, com melhora diagnéstica sobre a avaliagdo citolégica convencional.

Poucos estudos avaliam a expressédo imunocitoquimica da proteina p53 no eséfago e
TADS. Tsai e colaboradores™! avaliaram a expressao da proteina p53 em escovado de eséfago
de Barrett e observaram que o método era equivalente a imunoistoquimica de bidpsias da
mesma regido. Um Unico estudo contempla a avaliagdo molecular de mutagao do gene p53 em

12 Foram

material citolégico coletado por esponja para o diagnéstico de neoplasias do TADS
utilizadas técnicas de cromatografia liquida de alta performance e a reacdo da cadeia da
polimerase (PCR) para pesquisa de mutacdes do gene p53, sendo observado melhora no

diagndstico de TADS sobre a citopatologia convencional.
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3.1. Objetivo geral
Estudar a expresséo imunocitoquimica da proteina p53 em material obtido pelo Balédo

RS em individuos com fatores de risco para CEE.

3.2. Objetivos especificos:
a) Estudar o desempenho do Baldo RS na coleta de material para realizacdo de exame
citolégico e imunocitoquimico com p53;
b) Comparar os achados citopatolégicos com a identificagdo imunocitoquimica da p53;
¢) Comparar os achados da imunocitoquimica com p53 com os achados histol6gicos
de biépsias coletadas com auxilio da cromoendoscopia com Lugol;
d) Comparar a expressdo imunocitoquimica da proteina p53 com sua expressao

imunoistoquimica;

e) Estudar a expressdo imunoistoquimica da proteina p53 e sua associagdo com 0s
achados histopatolégicos em bidpsias coletadas com auxilio da cromoendoscopia com

Lugol;

f) Comparar os achados citopatoldgicos coletados pelo Baldo RS com os achados

histopatoldgicos de bidpsias coletadas com auxilio da cromoendoscopia com Lugol;
g) Estudar a acuracia da citologia na identificacdo de displasia/carcinoma;

h) Estudar a acuracia da imunoexpressédo citolégica de p53 na identificacdo de

displasia/carcinoma.
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4.1. Delineamento
O delineamento utilizado para este estudo foi um corte transversal, onde o fator de
estudo foi a citologia esofagica tendo como desfecho a expressdo imunocitoquimica da
proteina p53 comparada com sua expressdo imunoistoquimica e o diagnéstico histoldgico.
Dentro do mesmo delineamento foi estudada a efetividade do Baldo RS em: a) coletar
amostra citolégica adequada da mucosa esofagica; b) identificar carcinoma epidermdide do
esOfago e lesdes precursoras (displasia) através da citologia. O desfecho esperado foi o

diagndstico anatomopatolégico de displasia/carcinoma epiderméide do eséfago

4.2. Selecdo de pacientes

Foram estudados individuos maiores de 18 anos, capazes de assinar termo de
consentimento livre e esclarecido, que apresentavam fatores de risco para carcinoma
epidermoide do esbdfago. Os participantes foram recrutados em grupos de apoio a alcoolistas
da cidade de Porto Alegre (Alcodlicos Andnimos), na Unidade de Dependentes Quimicos do
Hospital Psiquiatrico do HUSM, na Equipe de Alcool e Drogas da Unidade de Psiquiatria do
HCPA, e nos ambulatérios de Otorrinolaringologia e de Doencas do Esbéfago do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre.

Os critérios de incluséo e excluséo foram os seguintes:

4.2.1. Incluséo:

Foram incluidos individuos que apresentavam um ou mais dos fatores de risco para
carcinoma epiderméide do esbéfago abaixo listados:

a) consumo de mais de 40 gramas de etanol/dia por mais de 10 anos;

b) consumo de mais de 10 cigarros/dia por mais de 10 anos;

¢) Uso diario de chimarrdo por mais de 10 anos;

d) Diagnostico prévio de carcinoma epiderméide do TADS;

4.2.2. Excluséo:

a) recusa em participar do estudo;

b) agitacdo psicomotora que impossibilitasse a passagem do baldo e coleta de
material;

C) varizes esofagicas;
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d) hepatopatia crénica descompensada com classificacdo de Child-Pugh B ou C;
d) hemorragia digestiva alta nos altimos 30 dias;
e) sinais de encefalopatia de qualquer etiologia;

f) diagnéstico de diverticulo de Zenker;

4.3. Coleta de dados

Os pacientes se apresentaram ao Centro Cirlrgico Ambulatorial do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre (HCPA) ou ao Servico de Endoscopia do Hospital Universitario de Santa Maria
(HUSM) em jejum de no minimo 6 horas, receberam explicacbes sobre os procedimentos do
estudo e assinaram termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 1). Os pacientes
responderam a questiondario para coleta de dados clinicos e demograficos relevantes (Anexo 2)

e foram submetidos ao protocolo de pesquisa conforme fluxograma descrito abaixo (Figura 4):

Fatores de risco

Consentimento Informado

Material citolégico
- Papanicolaou
- imunocitoquimica p53

A 4

Balao RS

Biopsias
- HE
- imunoistoquimica p53

\ 4

Cromoendoscopia com lugol

Figura 4 - Fluxograma do estudo
4.3.1. Esfregaco citolégico:

O material citol6gico do esbfago foi coletado com auxilio do Balao RS, que consiste de
um baldo de silicone com aproximadamente 0,6 cm de didmetro e 2 cm de extenséo ligado a
sonda de 65 cm com limen Gnico conectado a uma seringa descartavel de 20 ml (Figura 3). E

importante observar ndo ha tecido ou malha metélica no baldo, e que as ranhuras presentes no
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baldo sdo responsaveis pela obtengdo do material celular do es6fago. O procedimento de
abrasdo citoldgica do esb6fago foi realizado com os pacientes sentados. Apds a aplicacao de 2
jatos de lidocaina spray 10%, o cateter-baldo foi introduzido pela boca até a orofaringe e os
individuos eram orientados a deglutirem o conjunto, que era gentilmente introduzido no es6fago
até a cardia, aproximadamente aos 45 cm abaixo da arcada dentaria superior (ADS). Depois de
inflado com 20 ml de ar o Baldo RS com didmetro de 2,5 cm era tracionado lentamente e
desinflado parcialmente se alguma resisténcia fosse encontrada. Quando o bal@o alcancava o
esfincter esofagico superior (aproximadamente aos 15 cm da ADS) era desinflado

completamente e retirado com o cuidado de evitar sua contaminacdo com secrec¢éo oral.

Apés a retirado, o baldo era deslizado sobre 3 laminas de vidro silanizadas seguindo-se
distensao do material com auxilio de outra lamina de vidro. Duas laminas eram depositadas em
recipiente contendo alcool 96% e enacaminhadas para preparacdo com o método de
Papanicolau. A restante, mantida a fresco, era destinada para imunocitoquimica com anticorpo
anti-p53. O baldo era agitado em frasco de formol para estocagem dos restos celulares e

posterior confeccdo de bloco de parafina (cell block).
4.3.2. Cromoendoscopia com Lugol

Foram utilizados video-endoscépios Olympus (GIF-Q150) e Fujinon (EG350HR), pingas
de bidpsia endoscopica (K2416RP e K2418HP, Fujinon) e canula de teflon (Olympus PW-1LE).
Apés a retirada do Baldo RS os pacientes eram posicionados em decubito lateral esquerdo e
sedados com midazolam 0,007 mg/kg e petidina (20 — 60 mg) endovenosas. Apds a inspecao
minuciosa do es6fago, estdmago e duodeno, a extremidade distal do endoscépio era colocada
no esdfago proximal, aos 20 cm da ADS, e a cénula de teflon introduzida pelo canal de trabalho.
Vinte a 60 ml da solugao de Lugol 3% (12 g | + 24 g KI em 1000ml de agua) eram instiladas
pela canula enquanto o endoscopio era introduzido lentamente até a juncédo esofagogastrica, de
modo que toda a mucosa esofagica ficasse recoberta pela solugédo iodada. O endoscépio era
novamente tracionado até o eséfago proximal e era realizada nova inspecéo do 6rgdo. Areas
com alteragbes macroscopicas do esbfago ou areas nitidamente descoradas com didmetros
igual ou maior de 5 mm foram biopsiadas (Figura 5). Foram coletadas bidpsias de areas

normalmente coradas aos 25 e 30 cm da ADS em todos os individuos estudados. As alteragfes
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da mucosa esofagica e as areas biopsiadas foram registradas no mapa esquematico do

esbfago (Anexo 3).

Os fragmentos de bidépsia foram estendidos em papel filtro, com a face cruenta em
contato com o papel para proporcionarem cortes perpendiculares na confeccdo das laminas, e

processados para coloragao pelo método da Hematoxilina/Eosina (HE).

Figura 5- Endoscopia convencional e cromoendoscopia com Lugol: a)

Esofagoscopia convencional com area deprimida (seta); b) Cromoendoscopia
com Lugol demonstrando a area iodo negativa coincidente com area deprimida,
realcando tal area (seta). O diagndstico anatomopatol6gica desta area foi de

displasia de alto grau.

4.4. Exame citoldgico - critérios

O material coletado pelo baldo foi espalhado nas laminas pela técnica do esfregago ou
do deslizamento. As laminas foram colocadas em alcool 96% e coradas pelo método de
Papanicolaou. O material coletado foi considerado adequado quando mais de 75% das células
dispostas nas laminas apresentavam condicBes de analise. As laminas foram avaliadas por
dois citopatologistas experientes (JCP, ARD) e os achados citolégicos de células escamosas

foram classificados nas seguintes categorias, adaptados do Sistema Bethesda (Figura 6) 94, 101,

a. Normal — auséncia de alteracdes;

b. AlteracBes celulares reativas — nicleo de tamanho normal ou aumentado até 2% o

tamanho de uma célula escamosa intermediaria, sem aumento da cromatina, uniformemente
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distribuida ou acumulada ao longo da membrana nuclear. A membrana nuclear lisa e nucléolos
ndo visualizados. Halo perinuclear irregular e paraceratose também podem ser observados.
Células usualmente em camadas achatadas e coesas;

c. Alteracbes escamosas de significado indeterminado — ASCUS - nlcleos com

Y2 a 3 vezes o tamanho da area do nucleo de uma célula escamosa

aproximadamente 2
intermediaria normal. Propor¢cdo nucleo/citoplasma ligeiramente aumentada. Hipercromasia

nuclear minima e irregularidade na distribuicdo da cromatina ou da forma nuclear;

d. Lesdao intra-epitelial de baixo grau — LSIL — Células isoladas ou em grupos. Tamanho
celular global grande, com citoplasma abundante e bem definido. Nicleo pelo menos 3 vezes
maior que o ndcleo de uma célula intermediaria normal, resultando num aumento da relagcédo
nucleo/citoplasma. Graus variaveis de hipercromasia nuclear acompanhados por variagdes no
tamanho nuclear, nimero e formato, com binucleagdo ou multinucleacdo. Células usualmente
Unicas com nucleo aumentado e de tamanho variavel. Cromatina aumentada e distribuida
uniformemente, porém com aspecto granular variando de fino a grosseiro. Membrana nuclear
lisa ou ligeiramente irregular. Nucléolos n&o visualizados e relacdo nucleo/citoplasma

aumentada,;

e. Lesao intra-epitelial de alto grau — HSIL — Células menores e menos maduras do que
as células na LSIL. Células isoladas, em grupos ou em agregados do tipo sincicial. Tamanho
celular global variavel, desde células similares no tamanho as observadas na LSIL até células
do tipo basal pequenas. A hipercromasia é acompanhada por variagdes no tamanho e na forma
nuclear. O grau de aumento nuclear é mais variavel do que na LSIL. Algumas células na HSIL
apresentam o mesmo grau de aumento nuclear como na LSIL, mas a area citoplasmatica esta
diminuida, levando a um aumento acentuado na relagdo nucleo/citoplasma. A cromatina pode
ser fina ou grosseiramente granular e com distribuicdo regular. A membrana nuclear apresenta
contorno bastante irregular e freqlientemente demonstra entalhes proeminentes. Os nucléolos

estdo geralmente ausentes, mas podem ser vistos. O aspecto do citoplasma é variavel;

f. Carcinoma escamoso — Relativamente poucas células, geralmente Unicas e raramente
em agregados. Variacdo acentuada no tamanho celular e forma tipica, com células fusiformes,

gue frequentemente contém citoplasma orangeofilico. O ndcleo se apresenta aumentado com
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forma irregular e de tamanho varidvel. Ha aumento da cromatina que se apresenta
irregularmente distribuida, com aspecto granular grosseiro. A membrana nuclear se apresenta
irregular em espessura e contornos. Nucléolos estdo geralmente presentes. O citoplasma pode
ser abundante ou escasso e também pode estar queratinizado. A relacdo nucleo/citoplasma

esta aumentada e se observam sangue, fibrina ou restos necroticos.

d - uw emg ”-% f

Figura 6. Painel de ifnagens citopatoldgicas conforme classifi cagdo de Bethesda: a)

normal - placa de células escamosas superficiais bem queratinizadas com relagao
nacleo/citoplasma normal (500x); b) alteracdes celulares reativas - célula intermediaria com
halo perinuclear mal definido com muitas bactérias supracitoplasmaticas aderidas (1000x); c)
ASCUS - célula intermediaria (seta) com aumento de relagdo nucleo/citoplasma e cromatina
granular (500x); d) LSIL - células poligonais grandes com ndcleos muito aumentados,
cromatinas levemente irregulares e nucléolos ostensivos; e€) HSIL - presenca de células
pequenas, poligonais ou ovaladas, com queratinizacdo e nucleos densos e hipercromaticos
(seta fina). Células poligonais grandes com vacuolos degenerativos, uma delas com ntcleo
vesicular volumoso (seta grossa) e a outra com nudcleo picnético irregular, talvez apoptotico
(seta curva); f) carcinoma escamoso - célula poligonais com citoplasma denso e eosinofilico
(queratinizagdo) e nlcleo pequeno, angular e hipercromatico (seta fina). Grande célula ovalada

com nucleo volumoso, hipercromatico, com cromatina grosseira (seta grossa).
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4.5. Exame histolégico - critérios

Os fragmentos de biopsia foram estendidos em papel filtro, processados para
coloracédo pelo método da HE e examinados por patologista com experiéncia em patologia
gastrointestinal (LM). A classificacdo dos achados histolégicos foi adaptado de Wang e

colaboradores *°:

a. Normal: epitélio escamoso estratificado ndo queratinizado sem caracteristicas das

categorias descritas abaixo;

b. Esofagite — um ou mais dos seguintes critérios deveriam estar presentes: presenca de
denso infiltrado mononuclear ou neutrofilico na lamina propria; infiltracdo neutrofilica ou
eosinofilica no epitélio; com elevacao na altura das papilas (>67%) e espessamento da camada

basal do epitélio (>15%).

c. Displasia - presenca de atipias nucleares (ndcleos hipercromaticos, pleomérficos ou
aumentados em volume em relagéo ao restante da célula), perda de polaridade celular normal
e maturacao tecidual anormal acometendo o 1/3 inferior (displasia leve), 1/3 médio (displasia
moderado) ou 1/3 superior (displasia acentuada) sem envolvimento de toda espessura do
epitélio. As displasias foram graduadas em baixo e alto grau. As displasias leves foram
classificadas como displasias de baixo grau e as displasias moderadas e acentuadas, como

displasias de alto grau;
d. Carcinoma in situ: células displasicas escamosas distribuidas por toda a espessura do
epitélio, sem evidéncia de invasdo da Iamina prépria;

e. Carcinoma - células com acentuado pleomorfismo, com nucleos volumosos, ocupando
a maior parte da célula com contornos irregulares e hipercromasia. Presenca freqiente de

mitoses e invasdo através da lamina prépria.

4.6. Imunocitoquimica — preparacdo do material

A preparacdo das laminas de imunocitoquimica e imunoistoquimica foi efetuada pela
técnica da streptavidina-biotina, conforme a recomendacdo do fabricante dos anticorpos

monoclonais anti-p53 (DAKO, Carpinteria, CA, 93013, EUA, clone DO-7, c6digo M7001).
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Técnica de preparacdo da imunocitoquimica:

Os esfregacos foram aplicados sobre laminas previamente embebida em solucdo de
organosilano a 8% (3-aminopropyltrietoxilanso-99% 40mL em 500 mL de acetona) e fixados ao
ar livre em temperatura ambiente. Apés lavagem das laminas em solugcdo tampéo de fosfato
(PBS), pH = 7,2, os esfregacos foram colocados em solugdo tampéo de citrato (pH = 6), e
aquecidos em forno de microondas durante 7 minutos, na poténcia maxima, por trés ciclos, para
recuperacao antigénica. Na primeira e segunda paradas foram verificados os niveis de citrato e
se necessario completados com agua destilada. Apés o terceiro ciclo as laminas foram
deixadas esfriar por 20 minutos. A seguir foi realizado bloqueio da peroxidase enddgena com
solucao de peroxido de hidrogénio a 5%, lavadas com 2 banhos de agua destilada, sendo entdo
colocadas por 5 minutos em solugéo tampéo de fosfato (PBS). No final do processo, o material

foi deixado em temperatura ambiente por 10 minutos para resfriamento.

Para evitar coloragfes de fundo e reacdes inespecificas, apos serem retiradas da
solucao tampéo de fosfato e secadas cuidadosamente, as laminas foram incubadas em imerséo
com solucdo de leite desnatado (5%) em PBS por 20 minutos a temperatura ambiente.
Realizada lavagem com 2 banhos de agua destilada, as laminas eram colocadas por 5 minutos
em PBS. O material foi, entdo, submetido a incubacdo com anticorpo primario para p53 (DAKO,
Carpinteria, CA, 93013, EUA, clone DO-7, cddigo M7001) por 1 hora, a temperatura ambiente
na diluicdo de 1: 50. Depois, foram submetidos a incubagao com anticorpo secundario (LSAB
K0690) por 30 minutos e incubagcdo com o complexo streptavidina por 30 minutos. A revelacdo
da reacédo foi feita com diaminobenzidina (DAB) (DAKO, Carpinteria, CA, 93013, EUA, ref
K3468, Lot 10015184), contracorada com hematoxilina de Harris e azulada com agua
amoniacal a 2%. As laminas foram desidratadas com alcool absoluto, clarificada com xilol e

receberam laminula fixada com balsamo.

4.7. Imunoistoquimica — preparagao do material
Técnica de preparacgdo da imunoistoquimica:

Cada bloco de parafina das bidpsias endoscopicas foi cortado com espessuras de 3 a 4

pum. Os cortes foram colocados sobre laminas previamente embebida em solucdo de
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organosilano a 8% (3-aminopropyltrietoxilanso-99% 40mL em 500 mL de acetona). Realizada
identificacdo de cada lamina com ndimero de anatomopatolégico do paciente fonte, ndo sendo
descrito nome dos individuos. As laminas permaneceram por 12 horas em estufa a 60 C, para
adesdo dos cortes a superficie da lamina. Logo apds, foram desparafinizadas por meio de 2

banhos em xilol por 5 minutos em temperatura ambiente.

A seguir as lAminas foram submetidas ao processo de desidratacdo em sequéncias de
imers@es, com duracéo de dois minutos, em alcool absoluto (96GL), alcool 90GL, 80GL e 70GL.
Apés, as laminas foram lavadas em 2 banhos de agua destilada, seguido de imersdo em PBS

por 5 minutos.

Apés a desidratacdo as laminas seguiram para o bloqueio da peroxidase endégena,
imersas em solucdes de peroxido de hidrogénio a 5% (trés sessGes de 10 minutos).

Posteriormente, foram lavadas em agua destilada.

O passo seguinte consistiu na recuperacdo antigénica em forno de microondas. As
laminas, imersas em solucao de citrato (pH 6), foram submetidas a 3 ciclos de 7 minutos em
poténcia maxima. Na primeira e segunda paradas foram verificados os niveis de citrato e se
necessario completados com agua destilada. Apés o terceiro ciclo as laminas foram deixadas
esfriar por 20 minutos temperatura ambiente, lavadas com 2 banhos de agua destilada, sendo

entdo colocadas por 5 minutos em PBS.

Para evitar coloragfes de fundo e reacdes inespecificas, apos serem retiradas da
solucao tampéo de fosfato e secadas cuidadosamente, as laminas foram incubadas em imerséo
com leite desnatado (5%) em PBS por 20 minutos a temperatura ambiente. Realizada lavagem
com 2 banhos de agua destilada, sendo entdo colocadas por 5 minutos em PBS. A seguir as
laminas foram incubadas com os anticorpos primarios para o p53 (DAKO, Carpinteria, CA,
93013, EUA, clone DO-7, cddigo M7001) na diluicdo de 1:50, por 1 hora, em camara Umida em
temperatura ambiente. Apds este periodo as laminas foram lavadas com 3 banhos de 10
minutos em PBS 7,2. Na sequéncia foram submetidas a incubacdo com anticorpo secundario
(LSAB K0690) por 30 minutos e incubagcdo com o complexo streptavidina por 30 minutos. A
revelacdo da reacgdo foi feita com DAB (DAKO, Carpinteria, CA, 93013, EUA, ref K3468, Lot

10015184). Finalmente, as laminas foram contra-coradas com hematoxilina previamente filtrada
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por 15 segundos. Este procedimento foi realizado no escuro, seguido de lavagem com agua
corrente por 3 minutos e com agua destilada por 2 minutos. As laminas foram desidratadas por
3 imersdes de 2 minutos cada, em &lcool absoluto e colocadas imersas em xilol em duas

sessOes de 2 minutos. Secado o excesso de xilol, foi colocado selante e fixada a laminula.

4.8. Interpretacdo da imunocitoquimica e imunoistoq uimica

Todas as laminas foram interpretadas de maneira cega por 2 examinadores (LM e ABL)
sem conhecimento das informac8es clinicas dos pacientes estudados. Na imunocitoquimica,
foram considerados positivos para p53 0s casos onde se observaram, por campo microscopico

de 400 aumentos, mais de 5% das células com nucleos com cor marrom.

Na analise de imunoistoquimica foram considerados positivos 0s casos que
apresentaram mais de 5% de nucleos celulares de coloragdo marrom, por campo microscopico
de 400 aumentos, com células esparsas acima da camada basal. Os casos positivos para
expressdo imunoistoquimica de p53 foram estratificados em 3 grupos de acordo com a
distribuicdo das células com nulcleos corados na espessura do epitélio: 1) acometimento da
camada basal; 2) acometimento da camada média; 3) acometimento da camada superficial

(Figura 7).



Figura 7- Painel de exames anatomopatolégicos de bi  6épsias coradas pela
Hematoxilina/Eosina (a, ¢, €) e apos imunoistoquimi  ca p53 (b, d, f): a) esofagite; b) positiva
para p53 na camada basal (seta); c) esofagite; d) positivo para p53 até camada média (circulo);

e) carcinoma epidermaide; f) positivo para p53 até camada superficial (seta).

4.9. Consideragfes éticas

Os procedimentos foram realizados em ambiente cirlrgico ambulatorial com as devidas
condi¢des para sedacao e recuperacdo dos pacientes. Os bal6es citoldgicos, por serem de uso
Unico, foram descartados. O material endoscopico foi lavado com &gua e solu¢éo enxaguante,

e desinfetado com glutaraldeido. Os esfregacos com baldo citol6gico e as endoscopias foram
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realizados por gastroenterologistas (ABL, LBM, RBF), com auxilio de técnicos de enfermagem
do HCPA e HUSM. Todos os pacientes selecionados foram informados do curso e objetivos da
pesquisa. Os pacientes foram avaliados somente apés concordancia e assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido (Anexo 1). Foi respeitada a recusa do paciente, ndo sendo
omitido para o mesmo, no ambito assistencial, qualquer procedimento diagnéstico ou
terapéutico. Os riscos da pesquisa foram os riscos decorrentes dos procedimentos que podem
ser classificados como riscos médios e os beneficios resultantes da pesquisa incluiram o

diagndstico de lesGes ndo evidentes com o tratamento adequado das mesmas.

4.10. Estatistica

4.10.1. Célculo amostral

Os individuos estudados foram selecionados por conveniéncia, de forma prospectiva. A
amostra calculada foi de aproximadamente 160 pacientes para que os dados apresentassem
intervalo de confianca de 95% e poder de 80% para detectar 7% de neoplasias intraepiteliais

ou avancadas em pacientes com fatores de risco para carcinoma epidermoéide de esdfago" **

88.

4.10.2. Andlise de dados

Dados demogréficos:

Foram avaliados idade, sexo e fatores de risco para neoplasias do es6fago como
histéria prévia de carcinoma epidermdide de TADS, renda mensal, alcoolismo, tabagismo e
consumo de chimarrdo. Foram considerados alcoolistas ativos os individuos com consumo
atual ou com abstencao alcodlica hd menos de 10 anos. Foram considerados tabagistas ativos
os individuos com fumo atual ou com abstencdo ha menos de 10 anos. Tais critérios de
alcoolismo e tabagismo ativos se baseiam na observacdo de diminuicdo de risco de carcinoma
epidermdide de eséfago somente com periodos de 5 anos para abstencdo dos dois habitos ou
10 anos para a abstencao de um dos habitos *.

Dados endoscopicos:

Os achados endoscopicos foram descritos de acordo com o exame convencional do

esO6fago e apos cromoendoscopia com solucdo de Lugol 3%. A cromoendoscopia foi
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considerada positiva quando havia uma ou mais areas descoradas com didametros maiores de 5
mm. O nimero e o diametro das areas descoradas maiores de 5 mm foram registrados.

Avaliacao citopatoldgica e anatomopatologica do es6fago:

Os achados citopatolégicos e anatomopatoldgicos foram inicialmente classificados
conforme descricdo detalhada nos itens 4.4. e 4.5.. Os achados citopatolégicos foram
dicotomizados em citologia negativa para achados normais e reativos e citologia positiva para
pacientes com ASCUS, LSIL, HSIL e carcinoma®. Resultados anatomopatoldgicos de esofagite
ou normalidade foram descritos como ndo-neoplasia, enquanto que displasias, carcinomas in
situ e carcinomas invasivos foram descritos como neoplasia %,

4.10.3. Andlise Estatistica

As variaveis qualitativas foram descritas em percentuais. As variaveis quantitativas
foram expostas a avaliagdo de normalidade pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. As variaveis
gue apresentaram distribuicdo normal foram descritas em termos de média e desvio padréao,
enquanto que as de distribuicdo assimétrica foram descritas pela mediana e pela diferenca
entre o percentil 25 e 75.

Foram calculadas, com auxilio de tabela 2x2, a sensibilidade, especificidade, valores
preditivos positivos e negativos, e acuracia [(a + d)/total] da citologia para diagnéstico de
displasia/CEE. Cabe ressaltar que a avaliagdo do desempenho diagnoéstico das laminas
coletadas pelo Baldo RS foi realizado confrontando o pior resultado citolégico (teste) com o pior
resultado anatomopatol6gico coletado com auxilio da cromoendoscopia (padrao ouro).

O desempenho diagnéstico da imunocitologia com p53 (teste) também foi avaliado,
sendo considerado padréo-ouro a avaliagdo anatomopatoldgica de amostras de bidpsia de
areas nao coradas de esbdfago apds a aplicagdo de Lugol 3%.

Para inferéncia estatistica de variaveis quantitativas foi utilizado o teste t de Student.
Quando foram observadas assimetrias acentuadas na distribuicdo dos dados, foi utilizado o
teste U de Mann-Whitney. Na comparacéo de variaveis qualitativas foi aplicado o teste do qui-
quadrado ou o teste exato de Fisher, quando necessario. Os resultados foram considerados
significativos quando p<0,05.

O processamento e andlise dos dados foram executados com o auxilio do pacote

estatistico Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) verséo 13.0.
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5.1. Caracteristicas dos pacientes estudados

Entre marco de 2006 e dezembro de 2007 foram recrutados 176 individuos. Cinco
pacientes foram excluidos do estudo por apresentarem: disfagia progressiva (um paciente);
acalasia (dois individuos) que ndo foram submetidos a cromoendoscopia por apresentarem
grande quantidade de residuos alimentares no eséfago e 2 individuos que nao consentiram em
participar do estudo. Restaram 171 individuos que passaram por todas as etapas do protocolo
de pesquisa. ApOs a conclusdo de todas as etapas oito individuos foram excluidos, pois as
amostras citolégicas coletadas ndo foram adequadas para o0 estudo citolégico e
imunocitoquimico (4,7%). A amostra final estudada nesta dissertacéo foi constituida, portanto
de 163 individuos.

A amostra de 163 pacientes consistiu de 150 homens (92%), com idade entre 28 e 84
anos (média= 52,6 + 12 anos). Cento e dezessete individuos (71,9%) foram avaliados no
HCPA e 46 no HUSM (28,1%). Tabagismo ativo foi observado em 141 pacientes (86,5%), com
mediana de carga tabagica de 39,5 macos/ano, e consumo de cigarros e assemelhados por 10
a 71 anos (Tabela 2). Alcoolismo ativo foi observado em 114 individuos (69,9%), com consumo
de destilados em 78,1% dos casos e quantidade mediana de 320 gramas de alcool/dia (Tabela
3). Alcoolismo e tabagismo ativos concomitantes foram observados em 63,8% da amostra
estudada (104 sujeitos). Consumo de chimarrdo diario foi observado em 69,9% no grupo
estudado (Tabela 4). Tabagismo, alcoolismo e consumo de chimarrdo em bases regulares
foram identificados de maneira concomitante em 77 individuos (47,2%).

Carcinoma do TADS foi o fator de inclusdo em 42 pacientes (25,8%), além de uma
paciente tabagista ativa com carcinoma epiderméide de pulmao tratado (0,6%).

A mediana de moradores por domicilio foi de 2 com minimo de 1 e maximo de 8
individuos por domicilio (percentil 25= 2, percentil 75= 4). A mediana de peg¢as dentarias
observadas no grupo de estudo foi de 12 (percentil 25= 2, percentil 75= 25,2). A grande maioria

dos individuos avaliados (77,3%) relatava renda familiar de 1 a 3 salarios minimos por més.
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Tabela 2- Caracteristicas dos individuos quanto ao consumo de fumo (n=141)

Periodo de consumo

<15 anos — n(%) 5(3,9)

15 — 20 anos — n(%) 8(5,7)

= 20 anos — n(%) 128(90,4)

Anos de consumo — média + desvio padrao 33,7127
Quantidade de cigarros consumidos

cigarros/dia — mediana(percentil 25 — 75) 20(20 — 30)

Carga tabagica em macos/ano — mediana(percentil 25 — 75)* 39,5 (25 - 55,3)
Alcoolismo concomitante — n(%) 104(73,8)

* Carga tabagica em magos/ano= (nimero de cigarros consumidos x tempo de consumo em anos)/20

Tabela 3- Caracteristicas dos individuos quanto ao uso de alcool (n=114)
Periodo de consumo
<15 anos — n(%) 14(12,3)
15 — 20 anos — n(%) 10(8,8)
= 20 anos — n(%) 90(78,9)
Anos de consumo — mediana (percentil 25 — 75) 27 (20 -33)

Quantidade de alcool consumido
gramas de alcool/dia — mediana (percentil 25 — 75)

Freqiiéncia de consumo

320 (180 — 360)

Diario — n(%) 98(86)

2 — 3x/semana — n(%) 16(14)
Tipo de bebida

Destilados — n(%) 89(78,1)

Cerveja — n(%) 8(7)

Vinho — n(%) 1(0,9)

Todas as acima — n(%) 16(14)

Tabela 4- Caracteristicas dos individuos quanto ao

consumo de chimarrdo  (n=114)

Periodo de consumo

Anos de consumo — média + desvio padrao 28,9 +15,3
Quantidade de chimarrdao consumido

Litros de chimarrdo/dia — mediana (percentil 25 — 75) 1(0,5-1)
Uso concomitante de chimarr&o, alcool e cigarro — n 77(67.5)
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Quando comparamos os individuos avaliados no HUSM com os individuos examinados
no HCPA (Tabela 5) podemos observar que os primeiros eram mais jovens, com predominio do
sexo masculino, alcoolistas ativos e havia menor nimero de habitantes por domicilio. O grupo
do HCPA foi onde se observou a grande maioria dos pacientes com diagnostico prévio de
carcinoma epidermoide do TADS. A carga tabagica observada no grupo do HCPA foi maior, no

entanto a média de cigarros consumidos foi semelhante.

Tabela 5- Comparacdo das caracteristicas demografic as e habitos de pacientes
avaliados no HCPA e HUSM (n=163)

HCPA HUSM Total
p
(n=117) (n=46) (n=163)
Idade em anos
média + DP* 55,7+11,4 44,7497 52,6+12,0 <0.001
Minimo — maximo 28 — 84 28 - 80 28 -84 '
Sexo masculino — n(%) 104(88,9) 46(100) 150(92) 0,02
Tabagismo
Tabagismo ativo — n(%) 100(85,4) 41(89,1) 141(86,5) 0,20
Macos/ano
Mediana (percentil 25 — 75)  40/27,5 - 60 29/12,6 — 41 39/25-55 0,005
Cigarros/dia
Mediana (percentil 25 — 75) 27,53 +16.2 24,24 +£13,9 20/ 20-30 0,25
Alcoolismo
Alcoolismo ativo — n(%) 69(59,5) 45(97,8) 114(69,9) <0,001

G de alcool/dia
Mediana (percentil 25 —75) 252/175-360 320 (205 —-460) 300 (180 -360) 0,09
Anos de habito
Mediana (percentil 25 — 75) 27 (18 — 35) 26 (20 - 31,5) 27 (20 - 33) 0,67
Chimarrao
Consumo ativo — n(%) 75(64,1) 39(84,8) 114(69,9) 0,09
Consumo em litros/dia

Mediana (percentil 25 — 75) 1/05-1 1/05-12 1/05-1 0.63
Anos de uso — média + DP* 295+149 26,7 £14.5 28,5+ 14,8 0,35
Histéria cAncer TADS — n(%) 41(35,0) 1(2,2) 42(25,7) <0,001

Moradores por domicilio
Mediana (percentil 25 — 75) 3(2-4) 2(1-3) 2(2-4) 0,02
Renda Mensal 86(73,5) 40(87) 126(77,3) 0,09

1 — 3 SM**/més — n(%)

*DP= desvio padrdo

**SM= salario minimo

Para varidveis com apresentacdo normal — média + desvio, comparag&o de médias com teste t de Student

Para variaveis com apresentagdo assimétrica — mediana e intervalo entre percentil 25 — 75, comparagdo com teste U
Mann-Whitney
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5.2. Resultados da coleta com o Baldo RS e citologia convencional

A utilizagdo do Baldo RS foi facil e rapida, com duragdo maxima de 2 minutos da
degluticdo do baldo até a aplicacdo do material nas laminas. Os individuos apresentaram boa
tolerancia ao procedimento com queixas de nauseas leves e tosse durante a degluticdo e
retirada do baldo. Em 2 individuos o baldo se desconectou do cateter plastico, sendo
necessaria passagem de novo baldo. Durante a endoscopia os 2 baldes perdidos foram
recuperados na cavidade gastrica.

Os resultados dos exames citolégicos foram o0s seguintes: 147 normal (90,2%), 10
alteracdes celulares reativas (6,1%), 3 ASCUS (1,8%), 1 LISL (0,6%), 1 HSIL (0,6%) e 1

carcinoma escamoso (0,6%).

5.3. Resultados de esofagoscopia e cromoendoscopia com solucao de Lugol

As esofagoscopias foram consideradas normais em 130 individuos (79,8%). Achados
endoscépicos sugestivos de doenca do refluxo gastroesofagico como esofagite e mucosa
compativel com esb6fago de Barrett foram observados em 23 (14,1%) e 3 (1,8%) individuos,
respectivamente. Os casos suspeitos de esbdfago de Barrett foram confirmados com biépsias
gue demonstravam metaplasia intestinal especializada com células caliciformes, sem evidéncia
de displasias.

Foram observados os seguintes achados endoscépicos sugestivos de neoplasia
esofagica: a) lesao vegetante com bidpsia confirmando carcinoma epiderméide de esbdfago; b)
2 éareas deprimidas com uma delas confirmada como displasia de alto grau e outra
diagnosticada como esofagite; ¢) pequena nodularidade isolada com estudo anatomopatolégico
compativel com esofagite; d) Ulcera esofagica com biopsia confirmando esofagite. Um dos
individuos apresentava varizes esofagicas de pequeno calibre e outro apresentava moniliase
esofagica confirmada por avaliagdo de escovado.

A cromoendoscopia com solucdo de Lugol 3% foi realizada em 162 individuos e
demonstrou areas descoradas em 65 (40,1%), com no minimo 1 e no maximo 10 areas
identificadas (mediana= 1; intervalo entre percentil 25 e 75= 1 — 2). Os diametros das areas
descoradas foram de 0,5 a 4,0 centimetros de didmetro (mediana= 1; intervalo entre percentil

25 e 75= 1 — 2). Um paciente ndo foi submetido a cromoendoscopia com Lugol por relatar
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alergia a iodo, seu exame se apresentou dentro dos critérios endoscépicos da normalidade e
foram realizadas bidpsias no esd6fago médio a 25 e 30 cm da arcada dentaria superior.

Foi observado que pacientes com histéria prévia de carcinoma epiderméide de TADS
apresentaram cromoendoscopia com areas descoradas mais frequentemente que os demais

individuos estudados (razéo de prevaléncia= 2,46; IC95% 1,7 — 3,4; p<0,001).

5.4. Resultados das bhiépsias do es6fago e suarelagc &0 com a citologia convencional

As areas descoradas iguais ou maiores que 5 mm e 2 areas normalmente coradas no
esbfago médio (25 e 30 cm da ADS) dos individuos avaliados foram biopsiadas (Tabela 6). As
areas coradas apresentaram diagndstico histopatol6gico normal em 110 (67,5%) e esofagite
em 53 individuos (32,5%). Dos 65 pacientes com areas descoradas foi observado diagnostico
anatomopatoldgico normal em 23 (35.4%), esofagite em 39 (60%), displasia de alto grau em 1

(1.5%), carcinoma in situ em 1 (1.5%) e carcinoma invasivo em 1 (1.5%).

Tabela 6- Relacdo das areas nao coradas pelo Lugol  com os diagndésticos histolégicos

(n=163)

] . Cromoendoscopia com areas descoradas
Histologia N

f %

Mucosa Normal 99 23 23,2
Esofagite 61 39 63,9
Neoplasia* 3 3 100
Total 163 65 40,1
* Neoplasia= 1 displasia, 1 carcinoma in situ, 1 carcinoma invasor p<0,001(\* para tendéncia linear)

Quando cada sujeito teve seu resultado de citologia comparado com o pior resultado
histopatolégico obtido, foi observado que os 3 casos de ASCUS apresentavam resultados
anatomopatoldgico de esofagite, o caso de LSIL apresentava bidpsia compativel com displasia
de alto grau e o caso de carcinoma ocorreu no individuo com diagnéstico histopatologico de
carcinoma invasivo. Houve 1 caso de falso negativo da citologia que foi considerada normal no

individuo que apresentava carcinoma in situ (Tabela 7).
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Tabela 7- Comparagdo dos diagndsticos citopatologic os de materiais coletados pelo

Baldo RS com biopsias de eséfago guiadas por cromoendoscopi

a com Lugol (n=163)

Bidpsia — pior diagndstico histolégico

Citologia Normal  Esofagite Displasia CA* CA* Total
Baldo RS 9 ] In situ invasivo n(%)
Baixo grau  Alto grau

Normal 98 49 0 0 1 0 148(90.8)
Reativa 1 8 0 0 0 0 9(5.5)
ASCUS 0 3 0 0 0 0 3(1.8)
LSIL 0 0 0 1 0 0 1(0.6)
HSIL 0 1 0 0 0 0 1(0.6)
Carcinoma 0 0 0 0 0 1 1(0.6)
Total n(%) 99 (60.7) 61(37.4) 0(0) 1(0.6) 1(0.6) 1(0.6) 163(100)
*CA= carcinoma

A prevaléncia de achados “positivos” na citopatologia (ASCUS, LSIL, HSIL ou

carcinoma) foi de 3,6%, enquanto que a histologia identificou 1,8% de casos “positivos”

(displasia de baixo grau, displasia de alto grau, carcinoma in situ e carcinoma invasor). Quando

a citologia (teste) foi comparada com o pior diagnéstico histolégico (padréo ouro) a citologia

esfoliativa com o Baldo RS teve sensibilidade de 66,7% (IC95% 22,0 — 93,6), especificidade de

97,5% (1C95% 96,7 — 98,0), valor preditivo positivo de 33,3% (IC95% 11 — 46,8), valor preditivo

negativo de 99,4% (IC95% 98,5 — 99,9) e acuracia de 96,9% (IC95% 95,3 — 97,9) (Tabela 8).

Tabela 8 - Comparacéo citologia versus histologia (n=163)

Histologia**
Positive negativa
positiva 2 4 6
i ik
clolodia negativa 1 156 157
3 160 163

*Citologia: positiva = ASCUS, LSIL, HSIL, carcinoma; negativa: normal ou alteragdes celulares
reativas **

Histologia: positiva= displasia de baixo grau, displasia de alto grau, carcinoma in situ, carcinoma
invasor; negativo: normal ou esofagite

Todos os trés sujeitos com diagnéstico de displasia/carcinoma escamoso foram

avaliados no HCPA. O individuo com displasia era tabagista e alcoolista ativo, além de ter

diagnéstico recente de carcinoma de TADS tratado com radioterapia. Sua displasia acometia



43

uma éarea de 1,0 cm de diametro no esbfago distal que foi tratada com mucosectomia
endoscopica e 0 paciente segue acompanhamento. O individuo com carcinoma in situ também
era alcoolista e tabagista ativo e foi encaminhado pelo servi¢o de otorrinolaringologia do HCPA
apo6s tratamento cirdrgico de neoplasia do TADS. Em virtude do carcinoma in situ acometer
quase toda circunferéncia do esbéfago e apresentar 2 cm de extenséo cranio-caudal, foi optado
por submeté-lo a esofagectomia com ressec¢cdo completa da neoplasia e avaliacdo
anatomopatoldgica da pega cirdrgica confirmando que a lesdo era restrita a mucosa. A
evolucdo poés-operatéria foi satisfatéria e o paciente permanece em acompanhamento
ambulatorial. O paciente com carcinoma invasivo optou por ndo realizar tratamento e néo

seguiu acompanhamento no HCPA.

5.5. Resultados de imunoistoquimica p53

A imunoistoquimica com p53 foi executada em 161 individuos pois houve perda dos
blocos de parafina de 2 pacientes avaliados. A expressao imunoistoquimica da proteina p53 foi
positiva em 38 individuos (23,6%), com acometimento da camada basal em 29 (76,3%),
camada média em 8 (21,1%) e camada superficial em 1 (2,6%). O tabagismo ativo (p=0,6) ou
alcoolismo ativo (p=0,89) ndo apresentaram relacdo significativa com a positividade para p53.

Foi observado que pacientes com histéria prévia de carcinoma epidermoide de TADS
apresentaram imunoistoquimica p53 positiva mais frequentemente que os demais individuos

estudados (razéo de prevaléncia= 1,9; IC95% 1,1 — 3,3; p<0,04) (Figura 8).



Figura 8- Relacdo de frequéncias da expressdo imuno istoquimica de p53 em pacientes

com diagndstico prévio de carcinoma do TADS.
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A positividade para imunoistoquimica p53 foi observada em éareas descoradas a
cromoendoscopia com Lugol em 28 individuos (73,7%) comparado a 10 individuos (26,3%)
sem areas iodonegativas a cromoendoscopia. A cromoendoscopia apresentou sensibilidade de
73,7% (IC95% 60,2 — 84,2), especificidade de 71,5% (IC95% 67,4 — 74,8), valor preditivo
positivo de 44,4% (1C95% 36,3 — 50,8), valor preditivo negativo de 89,8% (IC95% 84,6 — 93,9)
e acuracia de 72,0% (IC95% 65,7 — 77,0) para revelar areas com imunoistoquimica positiva

para p53 (Tabela 9).
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Tabela 9- Relag&o da cromoendoscopia com a expressa

proteina p53 (n= 161)

0 imunoistoquimica da

Expresséo de p53

Cromoendoscopia

com Lugol areas coradas

positiva negativa
Areas n&o coradas 35 63
88 98
123 161

p<0,01

A razao de prevaléncia para a ocorréncia de expressdo imunoistoquimica p53 em

areas nao coradas pelo Lugol foi de 4,4 (IC95% 2,4 — 8,3; p<0,01).

A relagdo da imunoistoquimica p53 e os diagnosticos histologicos esta descrita na

tabela 10 e figura 9.

Tabela 10- Relagdo da expressao

diagndésticos histoldgicos  (n= 161)

imunoistoquimica da

proteina p53 com o0s

p53 positiva
Histologia N
f %
Mucosa Normal 98 15 15,3
Esofagite 60 20 33,3
Neoplasias* 3 3 100
Total 161 38 23,6

* Neoplasias= 1 displasia, 1 carcinoma in situ, 1 carcinoma invasor

p<0,001(\* para tendéncia linear)
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Figura 9- Relacdo de freqiéncias da expressdo imuno istoquimica de p53 com os

diagnésticos histolégicos
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47

5.6. Resultados de imunocitoquimica p53
As amostras de citologia dos 163 pacientes foram adequadas para a realizacdo da
técnica da imunocitoquimica, porém a expressdo da proteina p53 foi negativa em todas as

amostras de material citolégico dos individuos estudados.
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A alta incidéncia de CEE no estado do Rio Grande do Sul tem sido amplamente
observada em levantamentos prévios. Foi descrita uma taxa cumulativa de 1,84% (IC95% 1,42
—2,26) de um individuo de Porto Alegre desenvolver CEE ao longo de sua vida, entre os 0 e 74

anos de idade'™

. A alta prevaléncia de CEE descrita em nosso meio, associada ao seu mau
prognéstico em lesdes avancadas, estimula o estudo de métodos de rastreamento de
individuos assintomaticos sob risco para realizacdo de diagnéstico precoce. Com intuito de
melhorar as técnicas de citologia disponiveis no diagndstico precoce de CEE, o presente
estudo tinha como objetivo estudar a expressao imunocitoquimica da proteina p53 em material
obtido pelo baldo citoldgico na identificacéo de lesGes precursoras ou lesfes precoces de CEE
em individuos com fatores de risco para este cancer.

Foram avaliados individuos sob risco de CEE com exame citopatolégico e analise da
expressdo da proteina p53 no material citolégico do eséfago coletado pelo Baldo RS. Os dados
obtidos foram comparados com a cromoendoscopia com Lugol e a expresséo imunoistoquimica
da proteina p53 em bidpsias esofagicas. O grupo em estudo foi constituido de 163 individuos
assintomaticos com predominéncia do sexo masculino (92%), com idade média de 52,6 + 12
anos. Foi observado, tabagismo ativo em 86,5%, alcoolismo ativo em 69,9% e consumo de
chimarrao diario em 69.9%. Alcoolismo e tabagismo ativos concomitantes foram observados
em 63,8% da amostra estudada (104 sujeitos). Carcinoma do TADS foi o critério de inclusédo
em 25,8% da amostra. Os consumos de alcool, cigarro e chimarrdo observados foram
expressivos, podendo contribuir com aumento de risco de CEE no grupo estudado.

Foram incluidos 117 individuos no HCPA e 46 no HUSM. Quando comparamos 0s
individuos avaliados no HUSM com os examinados no HCPA pudemos observar diferencas
significativas na idade, sexo, alcoolismo, carcinoma de TADS e tabagismo entre 0s grupos
(Tabela 5). No entanto tais diferencas foram consideradas irrelevantes na avaliacdo dos dados,
pois simplesmente refletem que a amostra foi coletada em centros diferentes, mas continha
somente individuos expostos a fatores de risco de CEE.

A utilizacdo do Baldo RS foi facil, rapida e bem tolerada pelos individuos estudados. As
amostras coletadas pelo baldo foram adequadas em 163 dos 171 sujeitos que foram

submetidos a esfoliagdo do esdfago (95,3%). A citopatologia convencional revelou 6 casos
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suspeitos de neoplasia com 3 ASCUS, 1 LSIL, 1 HSIL e 1 carcinoma. Houve 1 caso de
carcinoma in situ nas biopsias endoscépicas que apresentou citopatologia normal.

Quando a citologia (teste) foi comparada com o pior diagnéstico histolégico (padrao
ouro) a citologia esfoliativa com o Baldo RS teve sensibilidade de 66,7% (1C95% 22,0 — 93,6),
especificidade de 97,5% (IC95% 96,7 — 98,0), valor preditivo positivo de 33,3% (IC95% 11 —
46,8), valor preditivo negativo de 99,4% (1C95% 98,5 — 99,9) e acuracia de 96,9% (IC95% 95,3
— 97,9). Apesar da sensibilidade e especificidade da citologia obtida com o Baldo RS serem
maiores que as relatadas por Roth®™ que utilizou o baldo chinés tradicional (47%/81%) e que as
observadas por Pan** que comparou o baldo chinés (46%/84%) com um novo baldo mecanico
(39%/85%), a baixa prevaléncia de casos de displasia/CEE no presente estudo ndo permite
conclusdes precisas sobre sua sensibilidade (IC95%-— 22,0 — 93,6).

Foram diagnosticados somente 3 casos de displasia/CEE na amostra avaliada (1,8%),
com 1 caso em individuo tabagista, alcoolista e tomador de chimarrédo e os outros 2 casos em
individuos com carcinoma de TADS prévio. A prevaléncia de lesdes neoplasicas foi abaixo do
esperado com base em dados da literatura. Fagundes e colaboradores, em 2 estudos que

avaliaram alcoolistas e tabagistas ativos®" ®

obtiveram prevaléncias de 6,9% e 8,24% de
displasias/CEE. A discrepancia entre os achados prévios e do estudo atual pode ser atribuida
aos critérios de inclusdo mais complacentes no protocolo empregado que permitia inclusédo de
individuos com somente um fator de risco enquanto que Fagundes e cols. avaliaram individuos
com uso concomitante de alcool (> 80g/dia), fumo (> 10 cigarros/dia) e chimarrdo (>500 ml/dia)
por mais de 10 anos. Todos os fatores citados séo independentes em aumentar o risco de
CEE, porém é conhecido que eles possuem efeitos carcinogénicos sinérgicos sendo maior a
chance de diagnosticar displasia/CEE em individuos com multiplos fatores de risco® 1,

A opcao de incluir individuos com somente 1 fator de risco aproxima a amostra da
populacdo geral, aumentando a validade externa do protocolo de rastreamento de lesdes
precursoras e precoces para desenvolvimento de CEE e testa se individuos da populacao geral
poderiam ser rastreados para CEE. A observacao de poucos casos de displasia/CEE neste
estudo sugere que programas de rastreamento direcionados para populacdo geral néo

apresentam boa relagao custo-beneficio e que os esforgos deveriam dar enfoque em individuos

com maior risco. E evidente que individuos que relinam mudltiplos fatores de risco estdo mais
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expostos, mas mesmo dentre estes expostos existem aqueles que apresentardo uma maior
suscetibilidade para o desenvolvimento de CEE. Provavelmente incrementariamos a
prevaléncia de CEE e/ou lesGes precursoras com a abordagem de individuos que
apresentassem simultaneamente todos os fatores de risco conhecidos. O desenvolvimento de
um escore de risco que pudesse selecionar de maneira mais correta os individuos candidatos a
rastreamento provavelmente determinaria uma relagédo custo-beneficio efetiva, como podemos
observar nos individuos com carcinoma do TADS.

O subgrupo de pacientes com carcinoma de TADS avaliado neste estudo foi de 42
individuos. Neste grupo foram encontrados 2 casos de displasia/CEE (4,76%). Estudos
recentes empregando o rastreamento de CEE com cromoendoscopia com Lugol em individuos
com diagnostico prévio de carcinoma de TADS em Sao Paulo®® e Franga53 obtiveram,
respectivamente, 7,36% (24/326) e 9,9% (39/217) de displasias/CEE. Em seguimento do
estudo paulistano acima citado, Rossini e colaboradores® observaram gue os individuos que
iniciaram habito do alcoolismo mais cedo, com tempo de exposi¢cao ao alcool mais prolongada,
com maiores quantidades por semana, e com tabagismo concomitante apresentaram risco
maior de desenvolverem CEE. A maioria dos casos neste estudo apresentava CEE sincronico
(28/36). Em nossa casuistica os 2 pacientes com diagnéstico de displasia/CEE também
apresentaram-se com neoplasia sincronicas e eram alcoolistas e tabagistas ativos. Habitos de
alcoolismo e tabagismo do grupo em avaliacdo foram semelhantes aos descritos por Rossini,
no entanto, sua amostra é maior, podendo ser este 0 motivo da menor prevaléncia de casos no
presente estudo.

A cromoendoscopia com solugdo de Lugol 3% demonstrou areas descoradas em
40,1% dos individuos avaliados. Todos os casos de displasia/CEE diagnosticados foram
resultantes de bidpsias de éareas descoradas, concordando com a literatura que sugere
sensibilidade maior que 80% da cromoendoscopia com Lugol na identificacdo de lesBes

precoces e avancadas na esofagoscopia® %.

Pacientes com histéria prévia de carcinoma
epidermoéide de TADS apresentaram areas descoradas mais frequentemente que os demais
individuos estudados (razéo de prevaléncia= 2,46; IC95% 1,7 — 3,4; p<0,001), o que pode ser a

causa do grande numero de individuos com &reas descoradas quando comparados com

estudos prévios em grupos de alcoolistas e tabagistas que observaram aproximadamente
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3.8 Muto e coIaboradoresSl, ao avaliarem individuos com

12,1% de areas descoradas
carcinoma de TADS também encontraram um grande numero de individuos com areas
iodonegativas (65,5%), porém o estudo incluia individuos com areas descoradas menores que
5 mm. O protocolo empregado no estudo atual previa descricdo e realizacdo de bidpsias
somente de areas maiores de 5 mm, baseado em evidéncia recente de que areas menores nao
costumam conter lesdes histoldgicas precursoras ou neoplésicassz.

A expressao imunoistoquimica da proteina p53 foi positiva em 23,6% dos individuos,
com predominéncia de positividade na camada basal e média (97,4%). A positividade da
expressdo da proteina p53 foi maior a medida que os achados histolégicos pioraram, com
100% de positividade nos casos de displasia/CEE encontrados. Os dados do estudo atual
reproduzem os achados de Fagundes88 e Ohbu * gue observaram aumento da expressao
imunoistoquimica da proteina p53 a medida que as lesGes histolégicas pioram, com
positividade em carcinoma invasivo em, respectivamente, 100% e 80% dos casos.

A positividade para imunoistoquimica p53 foi observada em éareas descoradas a
cromoendoscopia com Lugol em 28 individuos (73,7%) comparado a 10 individuos (26,3%)
sem areas iodonegativas. A razdo de prevaléncia para a ocorréncia de expressao
imunoistoquimica p53 em areas nao coradas pelo Lugol foi de 4,4 (IC95% 2,4 — 8,3; p<0,01).
Kaneko e colaboradores®® avaliaram biopsias de areas iodonegativas sem displasia e parearam
com areas vizinhas normalmente coradas. Foi observado que mutacbes do gene p53
ocorreram somente em areas descoradas, sugerindo que estas mutacdes poderiam ser
marcadores precoces de transformacdo maligna destas areas.

O grupo de pacientes com carcinoma de TADS apresentou uma razdo de prevaléncia
de 1,9 (IC95% 1,1 — 3,3; p<0,04) para positividade para a expressao imunoistoquimica p53 em
suas biopsias. Tal associacdo pode refletir a teoria do campo carcinogénico que envolve o
TADS, pulmio e esdfago. Estudo francés de Dubuc e colaboradores™, reforca esta teoria,
demonstrando que o grupo de pacientes com histéria prévia de carcinoma de pulmé&o ou TADS
apresentava uma prevaléncia significativamente maior de displasia/carcinoma de esofago
gquando comparados com grupos de alcoolistas com pancreatite alcodlica, alcoolistas e

tabagistas, e cirroticos por alcool.
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As amostras de citologia dos 163 pacientes avaliados foram adequadas para a
realizacdo do estudo, mas a expressdo imunocitoquimica da proteina p53 foi negativa em
todos os individuos estudados. Frente a total negatividade da expressao da proteina p53 na
amostra avaliada, surgem algumas perguntas: 1) a imunocitoquimica p53 pode ser utilizada em
material citolégico? 2) Quais motivos justificam a negatividade imunocitoquimica em uma
amostra de 38 pacientes com expressao imunoistoquimica positiva?

A resposta ao primeiro questionamento é positiva. A imunocitoquimica pode ser
utilizada em material celular como foi demonstrado por estudo com liquidos serosos e punc¢éo

199 Neste estudo foram avaliados materiais

de agulha fina realizado por Flens e colaboradores
de adenocarcinoma (ovario, pulméo, préstata, renal, colon, vesicula biliar), mesotelioma,
neoplasias linforreticulares (linfoma, mieloma multiplo), sarcomas, teratomas e carcinomas
escamosos. Foram utilizados 21 tipos diferentes de marcadores celulares como CEA, CA125 e
outros que contribuiram para a resolucao de duvidas e identificaram diagndésticos novos. Tsai et

111
al.

utilizando escovado de mucosa de Barrett obteve uma boa correlacdo dos achados
imunocitoquimicos com os achados imunoistoquimicos para expressao da proteina p53.
Quanto a segunda questao, no presente estudo a distribuicdo dos nucleos identificados
pela expressdo imunoistoquimica da proteina p53 foi predominantemente observado nas
camadas médias e basais do epitélio esofagico (97,4%). E provavel que as células amostradas
pelo Baldo RS, que vem da camada superficial, ndo tenham apresentado expressdo positiva

por serem de uma camada pouco corada, impondo-se a procura de outro marcador molecular

que seja expresso na camada superficial.
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O Baldo RS apresentou um bom desempenho na coleta de amostras citolégicas do
esbfago.
N&o houve expresséo da proteina p53 nas amostras citoldgicas.e esta negatividade nédo

permitiu comparagdo com os achados citopatopal6gicos, histolégicos e imunoistoquimicos.

Os achados citopatolégicos apresentaram sensibilidade moderada para a deteccédo de
lesBes histopatolégicas precursoras, porém a baixa prevaléncia de displasia/CEE na amostra
determinou um intervalo de confianga muito amplo para que o calculo das medidas de

desempenho diagnéstico seja acurado.

Neste grupo de individuos com fatores de risco para CEE aproximadamente um quarto
apresentou positividade imunoistoquimica de p53 na camada basal e intermediaria do epitélio
esofagico. Esta expressao ocorreu em alteracdes histoldgicas minimas e aumentou de maneira
significativa com a piora das altera¢cdes histopatolégicas, porém o mesmo nao foi observado no
material citolégico. Se considerarmos os individuos com expressédo imunoistoquimica positiva
como individuos de maior risco dentro desta amostra os achados do presente estudo sugerem
gue a expressao de p53 em material citolégico esofagico ndo é util para identificar grupos de
maior risco entre os individuos expostos a fumo, alcool, chimarrao e com diagnéstico prévio de

carcinoma de TADS.
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8. SUGESTOES PARA FUTUROS ESTUDOS
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1. Reavaliagcdo dos individuos que ndo apresentaram displasia/CEE, para estudar a
evolucdo das alteragBes citolégicas, histolégicas e imunoistoquimicas apdés 3 anos de

acompanhamento, com objetivo de formacédo de uma coorte.

2. Reavaliagdo endoscopica e imunoistoquimica dos individuos estudados por Fagundes e
colaboradores ap6s 10 anos do estudo inicial®®, com objetivo de estudar a evolugéo das

alterac6es histolégicas e imunoistoquimicas.

3. Avaliag&o dos cell blocks com a coloragdo de Hematoxilina/Eosina e com a aplicagédo de

diferentes marcadores imunocitoquimicos (p16, pRB, ciclina D1, p63).

4. Estudar o desempenho do Baldo RS na identificacdo de lesBes precursoras ou cancer
esofagico precoce em uma amostra maior de pacientes concentrando-se naqueles com

historia prévia de carcinoma de TADS.
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Anexo 1. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para os individuos sob risco
Rastreamento e prevencdo do Carcinoma do Eséfago

O Rio Grande do Sul é uma das regidbes do mundo onde mais se encontra o Cancer de Es6fago. O
esOfago é um tubo que liga a boca ao estdbmago. As pessoas que bebem ou fumam e/ou tomam
chimarrdo, como vocé, tém um risco maior para desenvolverem cancer do esbdfago, assim como as
pessoas que ja tiveram algum cancer de boca ou garganta.

Estamos realizando uma pesquisa tentando identificar as les6es que aparecem antes que se desenvolva
0 cancer, para prevenir ou tratar bem no inicio, aumentando com isso as chances de cura. Caso
encontremos alguma alteracdo em seu eséfago que possa levar ao aparecimento desse cancer no futuro,
poderemos orienta-lo (a) para a melhor conduta possivel.

Para realizar esta pesquisa queremos examinar o seu esbfago através de duas sondas. Uma tem um
pequeno baldo na ponta e € introduzida pela boca até o estbmago onde o baldo é entéo inflado com ar.
Com o baldo cheio a sonda é retirada e o balédo fara um raspado da parte interna do seu esodfago. A outra
€ uma sonda endoscopica, que permite olhar dentro do eséfago e retirar pequenos pedacos (bidpsias) do
seu esdfago. Tanto o raspado como as bidpsias serdo examinados no laboratorio.

Antes da passagem das sondas vocé receberd uma injegdo na veia, que Ihe deixara levemente sonolento
e lhe permitira tolerar melhor o exame. A sonda sera introduzida pela boca, ap6s o borrifamento da sua
garganta com um anestésico. A maioria das pessoas tolera muito bem estes exames, que duram de 10 a
15 minutos. Entretanto algumas pessoas podem sentir vontade de vomitar, tossir ou mesmo um mal-estar
na garganta. Apés o exame vocé podera ficar com a garganta irritada por algumas horas. Existe também
um risco, muito pequeno, de complicacdes pelos exames, tais como reacdes alérgicas, sangramento ou
perfuracédo do esbfago, podendo nesses casos ser necessarias transfusdes de sangue e/ou cirurgias. O
resultado dos exames estara pronto em, aproximadamente 7 a 10 dias e vocé sera informado e orientado
para os cuidados necessarios.

U R , fui informado dos objetivos
especificados acima e da justificativa desta pesquisa, de forma clara e detalhada. Recebi informacdes
sobre cada procedimento, no qual estarei envolvido, dos desconfortos ou dos riscos previstos, tanto
guanto dos beneficios esperados, como também fui informado que ndo receberei remuneragéo por minha
participacdo na pesquisa. Todas as minhas duvidas foram respondidas com clareza e sei que poderei
solicitar novos esclarecimentos a qualquer momento. Além disso, sei que novas informagdes obtidas
durante o estudo me serdo fornecidas e que terei liberdade de retirar meu consentimento de participagédo
na pesquisa, face a estas informacdes.

O ProfiSSIONAL.....c.coieiiiie et , certificou-me de que as informacdes por
mim fornecidas terdo carater confidencial.

Assinatura do Paciente Assinatura do Pesquisador

Como localizar o pesquisador:
Dr. Antdnio de Barros Lopes — (51) 2101-8307 e (51) 9991-2021 — Porto Alegre
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Anexo 2. Questionario a ser aplicado aos pacientes

Data: / [ Prontuario:.......ccccceeee.... Registro protocolo:.........cccccvveveeeeennnn.
N[ 1 TP
DataNasc:: [/ [ Idade........ccccvveeeeen. Sexo: masc (1) fem (2)
0 [T €T oo RSP
Telefone............... Proprio (1) (070 ] 01 7= 1o 1S3 (22 U STR
Cidade:......ccooieeiiiiiiee s ProfiSS80:. ..o
Fuma >  sim (1) nao (2) no passado (3)
Tempo de tabagismo.......... anos
Tempo de abstencdo: <1 ano (1) <10 anos (2) > 10 anos (3)
Cigarros consumidos/dia.........
Alcool > sim (1) nao (2) no passado (3)
diario (1) 2 — 3 x/sem (2) semanal (3)
Tempo de consumo.......... anos
Tempo de abstencdo: <1 ano (1) <10 anos (2) > 10 anos (3)
Quantidade/dia......... gramas (percentual x 0,8 x volume/100)
Tipo: destilados (1) cerveja (2) vinho (3)
Chimarrdo - sim (1) nao (2) no passado (3)
Tempo de consumo.......... anos
Tempo de abstengéo: <1 ano (1) <10 anos (2) > 10 anos (3)
Quantidade/dia......... ml
Consumo de verduras e frutos diario > sim (1) nao (2)
Cancer > Pessoal: sim (1) nao (2)
Sitio:  TADS (1) OULTOS (2)eveeeeeieiieiie it e e e
H Familiar sim (1) néo (2) quali.....ooie
Sitio:  TADS (1) Esofago (2) (01111 (o131 (<) AT

Avaliacédo socioeconémica >
Salarios minimos/més: 1-3(1) 4-6(2) >6 (3)

Doencas associadas >

Estenose caustica (1) Acaléasia (2) (0111 ¢- L3 () PSRRI
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Mapa esquematico do Esdfago
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