UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE MEDICINA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM MEDICINA: CIRURGIA

EXPRESSAO IMUNOHISTOQUIMICA DO C-MYC NA SEQUENCIA
METAPLASIA-DISPLASIA-ADENOCARCINOMA NO ESOFAGO

MARCELO KRUEL SCHMIDT

Dissertacéo de Mestrado
apresentada ao Programa de Poés-
Graduacao em Ciéncias Médicas:
Cirurgia, da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul

Orientador: Prof? Dr. Richard Ricachenevsky Gurski
Co-Orientadora: Prof2 Dra. Luise Meurer

PORTO ALEGRE

2005



Dedicatoria:

Aos Meus Pais, Norton Weissheimer Schmidt e
Elizabeth Kruel Schmidt, pelo amor e carinho
sempre presentes, e pelos ensinamentos que
nortearam a minha formacao.

A Minha Esposa, Lilian Ponte Troviscal, pelo
carinho e compreensao. Pelo amor e pelo convivio
prazeroso que fizeram de mim uma pessoa melhor.



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Richard Ricachenevsky Gurski, meu orientador, pela sua
dedicacao e confianga. Sua obstinagcdo cientifica, sua habilidade de ensinar e o seu
empenho incansavel em aprimorar meus conhecimentos serviram-me de exemplo de

profissional e professor a ser seguido.

A Prof. Dra. Luise Meurer, minha co-orientadora, pela sua constante presenca,
mesmo nas horas mais improprias. Sua determinagdo e generosidade sem limites

tornaram possivel a concretizagao deste projeto.

Ao Dr. Bernardo Silveira Volkweis, amigo e colega, pelo exemplo de
responsabilidade e determinagdo. Sua preocupacao com o bem estar daqueles que o

cercam, torna-o singular.

Ao Dr. André Ricardo Pereira da Rosa, pelo incentivo e companheirismo. Sua
visdo critica e conhecimento profundo na lingua portuguesa contribuiram de forma

importante no aprimoramento deste trabalho.

Ao Dr. Alessandro Bersch Osvaldt, pela amizade, pelos ensinamentos em

medicina e principalmente para a vida, e pelas aulas de informatica.

A Prof. Dra. Maria Isabel Edelweiss, pelo carinho e atenc&o. Sua satisfacdo em
buscar novos conhecimentos e seu modo responsavel e prazeroso de participar de

projetos de estudo servem de incentivo a pesquisa cientifica.

Ao Prof. Dr. Cleber Dario Pinto Kruel, pelo exemplo de dedicagdo a pesquisa
cientifica.

A Dra. Vania Naomi Hirakatu, pelo auxilio na analise estatistica.

Aos académicos de medicina Mauricio Longaray, Marcos Somaglia e Cleber

Brenner, pela inestimavel colaboragao na coleta de dados.

Ao Servico de Patologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, pelo apoio

estrutural para a realizacdo deste estudo. Especial agradecimento a Sra. Zeli Fogaca



v

Pacheco, pelo auxilio incansavel na busca de laminas e blocos de parafina, e a Sra.

Flavia Giusti, pela presteza dedicada na confecg¢ao das laminas.
Ao Fundo de Incentivo a Pesquisa e Eventos (FIPE), pelo auxilio financeiro.

Ao Grupo de Pesquisa e Pos-Graduacao do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (GPPG/HCPA), pela orientacdao e apoio na realizagdo de todas as fases deste

estudo.

Ao Centro de Pesquisas, na pessoa da Sra. Rosane Schlatter, por oferecer

todas as condi¢Oes estruturais para a realizagao deste estudo.

A Sra. Estela Maris Emer Araripe e a Sra. Helena Costa, secretarias do
Programa de Pds-Graduacdo em Medicina: Cirurgia, pelo incentivo, amizade, pelos

esclarecimentos e solugdes.

Ao Programa de Poés-Graduagdo em Medicina: Cirurgia, por oferecer-me

condi¢des em prosseguir com minha formag&ao académica.

Agradecimento especial ao:

Sr. Rui Manoel Considra Fernandes Troviscal, a Sra. Beatriz Ponte Troviscal e
a Srta. Renata Ponte Troviscal, que foram minha segunda familia enquanto longe de
casa. O amor, carinho, e cuidados a mim dedicados fizeram com que me sentisse seu

filho e irmao.



SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS. ... ..ottt st Vil
LISTADE FIGURAS E TABELAS.......ooo et e Vil
RESUMO. ...ttt sttt e s st e st e e sa e e e et e e e ne e e s nne e e e anes IX
ABSTRACT ... eteittee ettt et e e s ee e se e saee s s e e e aee s ase e e s ae e e st e e ate e e e neeesaeeeenneeas X
1. INTRODUGAO. ...ttt ettt ee ettt be et seaesae e et sesesneannan 01
2. REVISAO DA LITERATURAL.......oeteeeeteeee ettt te et sesee e e et sesns e e eseseneennnan 03
2.1 Eséfago de Barrett: Conceitos e Definighes........cccccceeeeeeiiieeeeeiiieieeccccccee 03

2.2 Etiopatogenia do Esofago de Barrett............ooovveeeeeeeieieeeeeeeeees 04
2.2.1 Manometria e pHmetria Esofagica..........ccccccuveeiieiiriiiiiiiieees 05

2.2.2 Papel do conteldo do refluXo.........cocccireeeeereere e 05
2.2.3 Importancia do refluxo misto..........ceeeiieiieiiiiiicccccccce 07

2.3 Epidemiologia do Eséfago de Barrett..............coooeeeeeiiiiicciiciie e 08

2.4 Eséfago de Barrett como lesdo precursora do adenocarcinoma................... 11

2.5 Marcadores celulares prognésticos no Es6fago de Barrett.......................... 13

2.5.1 Regulagao da expressSao dO C-MYC......cccceveviiiiiiieceeeceeceeee e 14

2.5.2 Fungao do c-myc no desenvolvimento de neoplasia....................... 17

2.5.3 c-myc no desenvolvimento do adenocarcinoma de eséfago........... 19

S JUSTIFICATIVA. ...ttt sttt st s ne e s e e e eae s s e e e e nee s 22
4. OBUETIVOS......cooi ettt ettt sttt st s e ne e s s s an e e e s neas 23
5. METODOS........coeuiieeeeetcteseteeesssetesesssesssssesssssasse s s sssssssesesssessasssestessasstsesasssssesesens 24
5.1 Populag@o em EStudO.............ooiiiiiiiiieee e e 24
5.2 CAIcUIO AMOSTFAL...... .. e e 24

5.3 Critérios de INCIUSE0..........cooociiiiieie e e 25

5.4 Criterios de EXCIUSA0.......ccun e e e e eee e e enens 25



5.5 Elegibilidade dos Pacientes............coooeuciieeiiiee e 25

5.6 Critérios Diagnésticos de EsGfago de Barrett, displasia e adenocarcinoma.26

5.7 Analise ImunohistoqQUIMICA.............eueuiiiiiiiiininii e 27
5.8 CONSIAEraghes EHCaS........c..cceueeeeeeueeeereeeieieieeeete e eseseseesesesessesesessesesessesas 29
5.9 Andlise EStatistiCa..........ccoouiiiiiiiiiiee e 30
6. RESULTADOS ...ttt sttt ae e s se e e et ne e sae e e s e e e nanes 31
7. DISCUSSAOQ........ooteeteeeteeeeteteeetetete et et s e e se et se e s sse et et ese e ssessesessseseseseasesetenesseneas 38
7.1 Metodologia do EStudo............coooiiiiiie e 38
7.2 Interpretacdo dos Resultados............cooooieiiiiicceeeeeee e 40
8. CONCLUSODES.......oomeeteeeeteeeeteteee ettt ettt st ae s s e s e eseenseseseesesetenessenens 45
9. PERSPECTIVAS FUTURAS...... .ttt s se s 46
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........oeoieieeeeeeteteeeeeeeeeseeesesssessssesessassssessessssesssssnns 47

ANEXOS



CEE

ACE

EB

JEG

JEC

DRGE

ACG

EEI

EDA

DNA

GCEEID

HCPA

DBG

DGA

H&E

IRS

ANOVA

SPSS

MIC

TNM

LISTA DE ABREVIATURAS

- carcinoma epidermoéide de eséfago

- adenocarcinoma de eso6fago

- es6fago de Barrett

- juncao esofagogastrica

- jungado escamocolunar

- doenca do refluxo gastresofagico

- American College of Gastroenterology
- esfincter esofagico inferior

- endoscopia digestiva alta

- cido desoxirribonucleico

- grupo de cirurgia do esbfago, estdmago e intestino delgado
- Hospital de Clinicas de Porto Alegre

- displasia de baixo grau

- displasia de alto grau

- hematocilina & eosina

- Imunoreactive Scoring System

- analise de variancia

- Statistical Package for Social Science
- metaplasia intestinal do cardia

- Sistema de Estadiamento Tumoral

\l



Figura 1:

Figura 2:

Figura 3:

Figura 4:
Figura 5:
Figura 6:

Figura 7.

Figura 8.
Figura 9.

Figura 10.
Figura 11.
Figura 12.

Figura 13.
Figura 14:

Figura 15:

Tabela 1:

Vil

LISTA DE FIGURAS E TABELAS

A. Visao endoscopica da transicdo escamocolunar com projecao de
epitélio colunar em eséfago distal. B. Identificagdo de metaplasia intestinal

com células caliciformes coradas pelo Alcian Blue.
Curva de dissociagao dos acidos biliares.

Representacdo da seqliéncia Metaplasia-Displasia-Adenocarcinoma no

Eséfago de Barrett.
Fases do ciclo celular.
Transducgdo do sinal da membrana celular até o nucleo.

Escore de reatividade quanto a intensidade de coloragéo

imunohistoquimica em campo visual de grande aumento (400x).

Escore de reatividade quanto a proporcdo de positividade

imunohistoquimica celular em campo visual de grande aumento (400x).
Fluxograma dos pacientes ao longo de sua selec¢ao.

Aspecto histolégico de EB sem displasia.

Aspecto histolégico de EB com displasia.

Aspecto histolégico de adenocarcinoma.

Correlagado da positividade imunohistoquimica do c¢c-Myc entre os grupos

estudados
Expressao do c-Mycem relagao ao comprimento do epitélio colunar.

Escore de Imunorreatividade do c-Myc nos pacientes com

adenocarcinoma segundo diferenciacao histologica.

Imunorreatividade do c-Myc X Estadiamento tumoral

Caracteristicas demograficas dos 122 pacientes em estudo.



RESUMO

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

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

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

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

Palavras-Chave: Barrett, es6fago, adenocarcinoma, c-myc, imunohistoquimica.



ABSTRACT

Background & Aims: Barrett's esophagus (BE) develops as a result of severe
esophageal mucosa injury from gastroesophageal reflux. BE is premalignant lesion and
plays important role in the development of esophageal adenocarcinoma. Several
genetic alterations have been identified in the transforming process through a normal
cell to tumor one, where the c-myc is one of the most important genes involved in the
development of human tumors. The aim of the present study was to determine the
expression of the c-myc in patients with BE and esophageal adenocarcinoma, and to
evaluate this prevalence in relation to the metaplasia-displasia-adenocarcinoma
sequence.

Methods: The c-myc protein expression was determined by immunohistochemical
analysis in four different groups: 31 patients with normal tissue, 43 patients with BE
without dysplasia, 11 patients with dysplasia in BE and 37 patients with esophageal
adenocarcinoma. The material was obtained from esophageal biopsy or dissection of
esophagectomy specimens of patients from the Esophagus, Stomach and Small Bowel
Surgery Group of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre from January 1998 to
February 2004. Demographic and endoscopic data (sex, age, race, hiatal hernia size
and intestinal metaplasia extension), and morphologic and histopathologic tumor
characteristics (deep tumor invasion, lymph node status, and tumor differentiation) were
analyzed. The c-myc expression was assessed using the Imunoreactive Scoring
System (IRS).

Results: Overexpression of c-myc was found in only 9.6% of normal tissue specimens,
37,2% of Barretts esophagus, 45,5% of BE patients with displasia and 73%
adenocarcinoma samples, with significant statistic difference among these groups. No
association was identified when the c-myc expression was compared with morphologic
and histologic tumor features or endoscopic data. However, linear correlation of c-myc
overexpression along the metaplasia-displasia-adenocarcinoma sequence was
observed.

Conclusion: The study demonstrated a significant increase of the expression of c-myc in
Barrett’s esophagus, dysplasia and adenocarcinoma in relation to the control group, as
well as a linear progression of this gene expression in this sequence. These results put
forward to an important role of this marker in the development of ACE from EB. The
increased expression of the c-myc in patients with EB may help to identify patients with
increased risk for adenocarcinoma development, contributing to an early diagnosis of
this disease.

Key-Words: Barrett, esophagus, esophageal adenocarcinoma, c-myc, immunohistochemistry,



1. INTRODUGAO

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

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

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

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

direcionamento da carcinogénese ainda esta por ser definido.



O c-myc é um dos fatores envolvidos no processo de génese tumoral.
Localizado no cromossomo 8 (8923-24), € um proto-oncogene que atua de forma
complexa na carcinogénese humana, estando presente, fundamentalmente, nos
processos de proliferacdo e crescimento celular e na apoptose. Sua expressao génica
alterada tem sido observada em tumores de estébmago, célon, mama, pulméo, além do
linfoma de Burkitt (15;16). No entanto, o papel do c-myc na carcinogénese do EB e do
ACE ainda é pouco conhecido.

Apesar dos estudos para caracterizar as mudangas genéticas em pacientes
com EB, a patogénese deste tipo de metaplasia ainda € controversa. A descoberta de
marcadores celulares que identifiquem subgrupos de pacientes com EB com perfil
molecular para desenvolver displasia e neoplasia € fundamental. Em vista disso, o
presente estudo pretende avaliar a expressao do c-myc em pacientes com EB e ACE,
além de buscar estabelecer uma correlagao progndstica desta expressao na seqiéncia

metaplasia-displasia-adenocarcinoma.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Eso6fago de Barrett: Conceitos e definicbes

Em 1950, Norman Barrett, um renomado cirurgiao inglés, descreveu as se¢des
do trato gastrintestinal de acordo com suas respectivas mucosas. Conceituou como
esb6fago “todo o segmento que se encontrava caudal ao esfincter cricofaringeo cuja
mucosa era constituida de epitélio escamoso” (17). Desta forma, a por¢ao tubular distal
a juncao escamocolunar deveria ser entendida como o segmento inicial do estdbmago.

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

A partir de entao, inumeros trabalhos tentaram definir a etiologia dessa doenca,
até que em 1970, Bremner e colaboradores apresentaram um estudo experimental em
gue se confirmou a associagao entre es6fago revestido pelo epitélio colunar e a doenca
do refluxo gastresofagico (DRGE) (19), descartando assim a teoria congénita para o
EB.

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

observacado de uma ampla area de metaplasia colunar no eséfago distal, maior que trés



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

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

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

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

2.2 Etiopatogenia do Es6fago de Barrett

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

duradoura resulta no desenvolvimento de lesdo tecidual péptica sobre o epitélio



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

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

2.2.1 Manometria e pHmetria esofagica

A pHmetria esofagica de 24 horas demonstra um refluxo acido acentuado para
o esb6fago distal na maioria dos pacientes com EB (24). Isso se deve principalmente a
um esfincter esofagico inferior (EEI) estruturalmente defeituoso. A manometria
esofagica identifica o EEl com comprimento e/ou pressdo diminuidos em quase 90%
dos pacientes com EB. Além disso, a motilidade esofagica também se encontra
alterada nestes pacientes, com contracdoes peristalticas de baixa amplitude e um
aumento na freqiéncia de ondas ineficazes (25). Tais caracteristicas fisiopatoldgicas,
comumente observadas nos pacientes com EB, determinam maior numero de
episodios de refluxo e dificultam o clareamento esofagico, permitindo uma maior
exposicao e agressao do refluxato ao epitélio esofagico.

2.2.2 Papel do conteudo do refluxo

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

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



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

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

forma a facilitar a carcinogénese (8).
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Figura 2. Curva de dissociagao dos 4cidos biliares. Em pH entre 3 e 6 os acidos biliares
tornam-se nao ionizados e soluveis, podendo penetrar no interior da célula mucosa e
exercer sua agao nociva ao provocar dano mitocondrial. (Adaptado de DeMeester SR,
DeMeester TR. Columnar mucosa and intestinal metaplasia of the esophagus: fifty
years of controversy. Ann Surg 2000; 231(3):303-321).

2.2.3 Importancia do refluxo misto

O padrao dos episddios de refluxo também é importante no surgimento do EB.
Fitzgerald e colaboradores (31) sugeriram que a dindmica da exposi¢do acida pode
influenciar a proliferacao e a diferenciacao do epitélio colunar. Em um estudo utilizando
culturas de células oriundas de biopsias de EB, estes autores demonstraram que a
exposicao continua a um pH de 3,5 resultava no aumento de expresséo de vilina - um
marcador de diferenciagao celular epitelial - e na reducdo da proliferagdo celular. Em
contrapartida, quando a cultura celular foi exposta a um meio acido (pH<2,5), nao foi
observada expressao alguma de vilina. Os autores entao expuseram o epitélio colunar
esofagico a periodos curtos em pH acido, intercalados com exposi¢cao a um meio de pH
neutro, e observaram um aumento importante na taxa de proliferagcdo celular (31).
Estudos posteriores relataram que repetidas exposic¢oes, por curto espaco de tempo, de
células aos sais biliares em meio com pH entre 5 e 7, resultaram no aumento na
freqliéncia de mutagoes celulares (8).

Assim, ndo somente o volume e o tempo de exposi¢cdao, mas também mudancas

no pH luminal e no padrdo de exposicao podem promover alteracées de crescimento



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

substituidas por metaplasia intestinal ainda € incerto.

2.3 Epidemiologia do Esb6fago de Barrett

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

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

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

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



ndo de disfagia, e geralmente descrevem uma duragdo mais prolongada dos sintomas,
inclusive noturnos, do que pacientes com DRGE nao complicada. Em estudo realizado
por Romero e colaboradores, o EB foi encontrado em 10,3% dos pacientes com
sintomas que perduravam a mais de 10 anos, e em apenas 2,2% dos pacientes que
referiam sintomas por um periodo inferior a este (41).

Idade de inicio, duragdo dos sintomas, sintomas de longa data, presenca de
sintomas noturnos ou complicagcbes da DRGE, como esofagite, ulcera ou estenose,
estdo associados a um risco aumentado de desenvolvimento de EB. Entretanto, deve-
se salientar que pacientes com EB podem apresentar sintomas que nao diferem
daqueles de pacientes com DRGE n&ao complicado.

Quando comparado a pacientes com DRGE erosiva e ndo-erosiva, pacientes
com EB possuem uma maior exposicdo acida esofagica baseados em estudos de
pHmetria de 24 horas (24;25;42). Parte desta exposicdo aumentada é atribuida a
freqliente presenca de hérnia hiatal, que é tipicamente maior e que torna o EEIl mais
defeituoso do que em pacientes controles ou com esofagite (43). Além disso, pacientes
com EB apresentam uma pressao basal do EEI mais baixa do que pacientes com
DRGE sem metaplasia (25).

Quando classificado de acordo com a extensdo do epitélio colunar, o EB pode
ser dividido em longo e curto. O primeiro caracteriza-se pela presenca de trés
centimetros ou mais de epitélio esofagico metaplasico, cuja incidéncia varia de 10% e
15% dos pacientes com DRGE (44). O EB curto, com uma extensao de epitélio colunar
menor que 3 centimetros, pode estar presente em até 20% dos pacientes submetidos a
EDA (45).

Acredita-se que o EB desenvolva-se a partir de um grupo de células
pluripotentes, embora a localizacdo e a origem destas ainda permanecam em

discussao (46). A teoria mais aceita é a de que este grupo de células originar-se-ia a
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partir de papilas da mucosa escamosa inflamada (Teoria da Metaplasia De Novo).
Entretanto, ha autores que afirmam que estas células estdo localizadas em glandulas
esofagicas e que colonizariam o es6fago quando a sua mucosa sofresse alguma forma
de agressao (Teoria da Metaplasia de Célula Ductal). Uma terceira teoria postula que
células presentes na jungado esofagogastrica poderiam colonizar tanto a regido cardica
do estdbmago quanto o segmento distal do es6fago (Teoria da Metaplasia de Zona de
Transi¢ao) (47). Este grupo de células, quando agredido por bile e acido, e na presenca
de um infiltrado inflamatério, diferencia-se por meio de uma rota alternativa dando
origem a um epitélio de fendtipo caracteristico do EB (48)

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

EB curto (p<0,05)(52).
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2.4 Esb6fago de Barrett como lesdo precursora

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

Assim como no CEE, o alcool e o fumo também estdo associados ao ACE,
porém esta associacdo € bem mais fraca e sua distribuicdo geografica é diferente. A
raca branca ou hispanica, o sexo masculino e a idade avangada também s&o fatores
que estao associados ao EB e ao desenvolvimento de ACE.

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

Tem sido postulado que o uso de substancias que promovem o relaxamento do
EEIl (nitroglicerina, anticolinérgicos, agonistas beta-adrenérgicos, aminofilina e
benzodiazepinicos) pode contribuir para 0 aumento da incidéncia da doencga do refluxo
e suas complicagées. Embora um amplo estudo caso-controle tenha demonstrado uma
associagao positiva entre o uso prévio de medicamentos que diminuem o ténus do EEI
e o risco para desenvolvimento de ACE, esta hipotese ainda é especulativa (59). Em

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

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

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

devido a mutagénese secundaria a exposi¢cao a um agente danoso a célula (8).
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Epitélio Epitélio Epitelio Adenocarcinoma
Escamoso Colunar Displasico

Mucosa Metaplasia
Esofagica Intestinal iy Displasia wsd Adenocarcinoma
Normal (Barrett)

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

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

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

com risco aumentado para a transformagéo maligna.

2.5 Marcador celular prognéstico no Es6éfago de Barrett

Ao longo do processo de carcinogénese, uma seqiéncia de multiplas
alteragdes genéticas torna a célula ndo vulneravel a mecanismos reguladores de
proliferacdo e de morte programada (apoptose). Com isso, a célula adquire capacidade

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

2.5.1. Regulacio da expressao do c-myc

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

presenca de alteragbes cromossomais nao-reparadas (67).

Fase GO

&

Fase G2 Fase G1

Fase M

Fase S

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

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

AMermbrana Celular

Extra—Celwlar e Irtra—Ceadulss

- ; T Farores ola
o Kinaseas s ramascs e io
- _fo-mye, bok-Z)

(E@F, TEF)

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

O gene c-myc € um proto-oncogene encontrado no braco longo do
cromossomo 8, na posicao 8g24, identificado primeiramente como um homélogo celular
do oncogene retroviral v-myc. Pertence a familia dos fatores de transcri¢cdo nuclear que
sdo responsaveis pela codificacdo dos estimulos que chegam ao nucleo celular e pela
ordenacdo da transcricdo do DNA e do processo mitotico (68). Nas ultimas duas

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

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

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

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

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

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

Os proto-oncogenes, que promovem o crescimento normal e a diferenciagcéo
celular, podem sofrer alteracbes genéticas dando origem aos chamados oncogenes,
ou genes causadores de cancer. Esta transformagao decorre de dois principais tipos de
alteracgdes:

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

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

LesbGes especificas no DNA do gene como translocacdo cromossomal,
duplicagdo do lécus ou mutagdo de ponto promovem estas alteragbes estruturais e
regulatorias sobre o proto-oncogene c-myc, dando origem ao oncogene c-myc. Este
gene alterado codificara entdo oncoproteinas que se assemelham aos produtos
normais dos proto-oncogenes, a excec¢ao de que essas sao desprovidas de elementos
regulatorios e suas producdes nao estao atreladas a fatores de crescimento ou outros
fatores externos, influenciando, por conseguinte, o processo de proliferacao celular.

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

Apesar das inumeras pesquisas investigando a regulacdo e a funcao deste

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

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

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

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

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

2.5.3 c-myc no Desenvolvimento do Adenocarcinoma Esofagico

Embora a expressao alterada do c-myc tenha sido demonstrada em varias
neoplasias humanas, o papel do c-myc no EB e no ACE ainda é pouco conhecido.
Abdelatif e colaboradores estudaram pacientes com EB utilizando a técnica de
hibridizacao /n situ e demonstraram que a expressdo do RNA mensageiro do c-myc
pode ser observada regularmente na displasia e no ACE, mas ndo na presenca apenas
de metaplasia intestinal especializada (91). Estudos mais recentes identificaram uma
amplificacdo de sequéncias gendmicas a partir de 8q (sitio onde se localiza o gene c-
myc) em até 80% dos ACE (92-94).

Gabbet e colaboradores, analisando pecas cirurgicas esofagicas de pacientes
com ACE, néo identificaram amplificagcdo do c-myc em nenhum dos fragmentos com
metaplasia intestinal especializada ou com displasia de baixo grau. Entretanto, vinte e
cinco por cento das amostras contendo displasia de alto grau e em 44% dos
fragmentos com ACE apresentaram uma expresséao alterada do c-myc (82). Tselepis e
colaboradores demonstraram através de estudo imunohistoquimico que a proteina
codificada pelo gene c-myc estava aumentada em 50% nos casos de EB e em 90% nos
pacientes com ACE. A analise imunohistoquimica revelou uma localizagao nuclear
celular discreta do c-myc em amostras de EB, que se tornaram cada vez mais difusas
com a progressao para displasia de baixo grau, de alto grau e para ACE (95). O mesmo
estudo realizou analises envolvendo cultura de células tratadas com conteudo acido e
biliar e identificou indugdo na expressao do c-myc e promoc¢ao da proliferacdo celular
quando essas células foram expostas ao conteudo biliar por periodos curtos e

intermitentes.
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A técnica de imunohistoquimica € um dos métodos que permite detectar a
presenca de “antigenos” que podem ser produtos do gene c-myc, correlacionando
desta forma a expressado imunohistoquimica do produto do gene c-myc com uma
possivel alteracdo genética do mesmo. A imunohistoquimica genogénica permite a
avaliacdo do material estudado em associagao com a sua caracterizagao morfologica,
com adequada correlagdo entre positividade/intensidade e o tipo de estrutura ou
alteragcao morfologica tecidual. Tal caracteristica permite ao método o estabelecimento
de uma correlacdo entre alteragdes moleculares e histologicas, que pode favorecer o
diagndstico final e até mesmo sugerir o prognéstico do material em estudo, no caso de
analise de bidpsias de EB.

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

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

longo da evolugao do EB até o desenvolvimento do adenocarcinoma. A identificagdo de
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uma relagao existente do c-myc com a seqiiéncia metaplasia-displasia-adenocarcinoma
pode oferecer um critério objetivo na discriminagcdo de lesdes de alto risco daquelas

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

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

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

progndstico nestes pacientes.



23

4. OBJETIVOS

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

adenocarcinoma.

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

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

5.1 Populagdo em estudo

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

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

histolégico mostrou-se normal.

5.2 Calculo Amostral

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

confianga de 95% e poder estatistico de 90%.
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5.3 Critérios de Inclusao

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

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

Diagndstico clinico de DRGE com achado endoscépico e histologico de
Eséfago de Barrett com displasia.

Diagnostico histolégico de adenocarcinoma de esd6fago e de juncao

esofagogastrica.

5.4 Critérios de Exclusao

Presenca de outra neoplasia maligna concomitante.

Achado de metaplasia intestinal do cardia, a bidpsia da jungdo escamocolunar,
sem presencga de epitélio colunar visivel a endoscopia.

Blocos de parafina com material insuficiente.

Adenocarcinomas gastricos subcardicos, segundo classificagcdo de Siewert

(Tumores tipo IlI).

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

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

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

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

5.6 Critérios diagnésticos de Eséfago de Barrett, displasia e adenocarcinoma

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

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

- Displasia de Baixo Grau (DBG): alteragdes citolégicas profundas nas criptas
sugestivas de displasia, mas com algum grau de maturacdo em dire¢do a superficie;
mitoses eventuais, mas com crescimento ordenado; e alteragdes nucleares em menos
de 50% das células.

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

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

l&mina prépria e a camada submucosa.

5.7 Analise Imunohistoquimica

Os materiais obtidos dos blocos de parafina foram submetidos a técnica
imunohistoquimica para a identificagdo do gene c-myc. Realizou-se a recuperacao
antigénica com forno de microondas apos desparafinizagdo, reidratacdo dos cortes
histologicos, inativacao da peroxidase enddgena e bloqueio de reacdes inespecificas. O
anticorpo primario c-myc (DAKO, cédigo M3570 - Mouse anti c-myc; clone 9E10), foi
encubado por 6 horas, a 60°C, na diluicdo de 1:50. O complexo estreptavidina-biotina
foi utilizado para localizagdo do anticorpo primario, enquanto que o diaminobenzidina-
tetrahidrrocloreto foi empregado como cromogeno. A seguir, a contra-coloragao foi
realizada com Hematoxicilina-Eosina (H&E). Como controle da técnica para o marcador
c-myc foi utilizada uma biépsia de célon normal com e sem anticorpo para o controle
positivo e negativo, respectivamente.

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

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

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

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

pontos foram considerados representativos de expressao positiva do c-myc (100).
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igura 7. Escore de reatividade quanto a proporcao de positividade imunohistoqica
celular em campo visual de grande aumento (400x). A.Imunorreatividade celular grau 2
(11% a 50% de células positivas) em paciente com adenocarcinoma esofagico.
B.Imunorreatividade celular grau 4 (mais de 80% de células positivas) em paciente com
adenocarcinoma esofagico.

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

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

patologistas.

5.8 Consideragdes Eticas

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

manuteng¢do anénima das amostras.
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O presente estudo foi submetido a analise do Grupo de Pesquisa e Pos-
Graduacao, para a avaliacdo quanto as demais normas regulamentares e diretrizes

éticas, tendo sido aprovado para execucao sob protocolo n? 03-480.

5.9 Andlise Estatistica

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

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

Cento e setenta e seis pacientes foram considerados elegiveis ap6s analise de
dados clinicos e de laudos histolégicos, dos quais 54 foram excluidos: 3 devido a
presenca de neoplasia maligna concomitante, 13 em virtude de diagndstico nao
conclusivo durante revisao de laminas, 9 pelo achado de metaplasia intestinal & bidpsia
da juncdo escamocolunar sem a visualizagdo endoscopica de epitélio colunar
esofagico, 19 por possuirem blocos de parafina com material insuficiente para
confeccao de laminas, 10 por apresentarem diagnostico de adenocarcinoma gastrico
subcardico (Tipo Ill), segundo classificacdo de Siewert (99). Assim, 122 pacientes
foram finalmente incluidos no estudo e divididos em quatro grupos: 31 pacientes no
grupo controle (grupo 1), 43 no grupo com EB sem displasia (grupo 2), 11 pacientes no
grupo com EB com displasia (grupo 3), e 37 pacientes no grupo com ACE (grupo 4),

conforme apresentado na Figura 8.

Excluidos (n = 54)
Neoplasia Concomitante (n=03)
Diagnéstico ndo conclusivo (n=13)
Metaplasia Intestinal do Cardia (n= 09)
Bloco de Parafina Insuficiente(n=19)
Adenocarcinoma Tipo Il (n=10)

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Controle Pacientes com EB Pacientes com EB Pacientes com
(n=31) sem Displasia com Displasia Adenocarcinoma

(n= 43) (n=11) (n=137)

Figura 8. Fluxograma dos pacientes ao longo de sua selegao.



32

As caracteristicas demograficas dos 122 pacientes analisados estao
apresentadas na Tabela 1. A excegdo de uma prevaléncia maior de pacientes do sexo
masculino (p=0,008) com uma media de idade mais elevada (p=0,02) no grupo 4, ndo
houve diferenca significativa na comparagdo das demais médias ou na distribuicdo das

variaveis entre os grupos.

Tabela 1. Caracteristicas demograficas dos 122 pacientes em estudo.
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Total
n=31 n=43 n=11 n=37 n=122
Idade* (médiatDP) 54,4+13,3 56,4+17,4 58,5+ 15,7 63,7t11,4 58,11£15,2

Sexo' (%)

Masculino 48,4 48,1 63,6 78,4 57,4

Feminino 51,6 51,9 36,4 21,6 42,6
Raca* (%)

Caucasiana 90,3 94,4 100 89,2 91,8

Negra/Mista 09,7 05,6 0 10,8 08,2

* p=0,02 na comparacao da variavel entre o Grupo 4 com os Grupos 1,2 e 3
Tp=0,008 na comparacao da variavel entre o Grupo 4 com os Grupos 1 e 2

Em relacdo a expressdao do gene c-myc, apenas 3 (9,7%) dos 31 pacientes
incluidos no estudo como grupo controle apresentaram positividade para o c-myc. Entre
os 43 pacientes do grupo com metaplasia intestinal esofagica sem displasia, 16
(37,2%) mostraram-se positivos (Figura 9), e 5 (45,5%) dos 11 pacientes com
metaplasia intestinal esofagica com displasia apresentaram positividade para o c-myc
(Figura 10). Com relagdo ao grupo com adenocarcinoma, o c-myc foi positivo em 27
(73%) dos 37 pacientes (Figura 11). A analise comparativa da positividade do gene em
estudo demonstrou uma diferenca estatisticamente significativa dos grupos 2, 3 e 4 em

relacdo ao grupo 1, e entre os grupos 2 e 4, como demonstra a figura 12.
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Figura 9. Aspecto histologico de EB sem displasia. A. Metaplasia intestinal em
coloragdo com H&E e células caliciformes positivas para a coloracao de Alcian Blue em
aumento de 100x. B.Expressao imunohistoquimica do c-myc em aumento de 200x.

=

Figura 10. Aspecto histolégico de EB com displasia. A.Auséncia de maturacgao epitelial
da cripta em direcdo a superficie em coloracdo com H&E em médio aumento (100x).
B.Expressao imunohistoquimica do c-myc em grande aumento (400x) com observacao
de nucleos positivos em glandula com pseudoestratificagao (setas).
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Figura 11. Apecto histlégio de adenocarcinoma. A.Adenocarcinoma ofégico em
pequeno aumento (50x) em coloragao com H&E. B.Expressao imunohistoquimica do c-
myc em campo de médio aumento (200x).

Figura 12. Correlagao da positividade imunohistoquimica do c-myc entre os grupos
estudados
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Considerando a extensao do epitélio metaplasico entre os pacientes dos
Grupos 2 e 3, estes foram subdivididos em pacientes com epitélio metaplasico menor
que trés centimetros, denominado EB curto, e pacientes com metaplasia intestinal igual
ou maior que trés centimetros, caracterizando o EB longo. Desta forma, dentre os 19
pacientes com EB curto, 7 (36,8%) mostraram-se positivos para o c-myc, enquanto que
dos 35 pacientes com EB longo 14 (40%) foram positivos para 0 mesmo gene. Nao
houve diferenca na positividade do c-myc entre pacientes com EB curto e EB longo
(p>0,5).

Entretanto, analisando o comprimento do epitélio metaplasico esofagico,
independente de sua categorizagao em curto ou longo, observou-se que 10 pacientes
possuiam menos de 1 cm de epitélio metaplasico, 5 apresentavam 1 cm, 4 pacientes
com 2 cm, 10 pacientes com metaplasia intestinal de uma extensdo de 3 cm, e 3
pacientes com 4 cm de eséfago terminal recoberto por epitélio metaplasico. A
expressao positiva do c-myc nestes cinco grupos foi de 30%, 40%, 50%, 70% e 100%,
respectivamente. A analise dos dados neste subgrupo demonstrou uma associagao
linear entre o comprimento do epitélio metaplasico esofagico e a positividade da
expressdo do c-myc (p=0,01). Contudo, esta correlacdo ndo se confirmou ao se
analisarem outros 22 pacientes com metaplasia intestinal de extensao maior que 4 cm
em esbfago distal, onde a positividade para o c-myc foi de apenas 36% (Figura 13).

Entre os pacientes com neoplasia, 18 (48,6%) possuiam adenocarcinoma
localizado acima da jungdo escamocolunar, e 19 (51,3%) foram classificados como
tumores da jungdo esofagogastrica. A positividade do c-myc entre estes grupos foi
observada em 14 (77,7%) e 13 (68,4%) pacientes, respectivamente, ndo sendo

identificada correlagao da expressao do c-myc quanto a localizagao tumoral (p>0,3).
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Figura 13. Expressao do c-myc em relagédo ao comprimento do epitélio colunar.

Quanto a diferenciacdo histoldégica, os tumores foram divididos em bem
diferenciados (n=4), moderadamente diferenciados (n=20) e pouco diferenciados
(n=13). A positividade para o c-myc nestes grupos de 75%, 80% e 61,5%,
respectivamente. Também nao houve diferenca na expressao do c-myc em relagcao a

diferenciacao tumoral (p>0,3) (Figura 14).
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Figura 14. Escore de Imunorreatividade do c-Myc nos pacientes com adenocarcinoma
segundo diferenciacdo histologica. Média dos escores representada pela linha
vermelha (BD: bem diferenciado; MD: moderadamente diferenciado; PD: pouco
diferenciado).
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Analisando o estadiamento dos pacientes com neoplasia através do sistema
TNM, estes foram classificados como estagios I, Il, 1l e IV. A expressao positiva do c-
myc entre estes grupos foi de 75%, 75%, 90% e 50%, respectivamente, ndo sendo

observada diferenca estatistica quanto a esta variavel (p>0,2) (Figura 15).
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Figura 15. Imunorreatividade do c-myc X Estadiamento tumoral

Em relagdo ao grau de invasao tumoral (T), os pacientes foram reunidos em
dois principais grupos: o primeiro com invasao tumoral entre T1 e T2 e 0 segundo entre
T3 e T4. A positividade para o gene c-myc nestes grupos revelou ser de 70% e 92,3%,
respectivamente. Quanto ao comprometimento linfonodal, 100% dos pacientes que nao
apresentaram metastases em linfonodos (NO) e 91,6% dos pacientes com envolvimento
neoplasico linfonodal (N1) mostraram-se positivos para o c-myc. Assim, ndo houve
diferenca na expressao do c-myc quanto ao grau de invasao tumoral (p>0,1), nem com

relacéo ao envolvimento linfonodal (p>0,7) entre os grupos estudados.
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7. DISCUSSAO

7.1 Aspectos Relacionados a Metodologia do Estudo

A técnica empregada para analisar o material em estudo foi a
imunohistoquimica. Este método utiliza-se de anticorpos monoclonais para a deteccao
de produtos celulares ou de marcadores de superficie. Além de se mostrar util na
identificagcao e classificacdo de neoplasias, a imunohistoquimica pode ainda auxiliar na
investigagao de alteragées moleculares tumorais.

Esta técnica vem sendo empregada ja ha alguns anos na investigacao do papel
do proto-oncogene c-myc na carcinogénese gastrintestinal (101-104). Tselepis utilizou
a analise imunohistoquimica para demonstrar que a proteina que expressa 0 c-myc
encontrava-se aumentada tanto em pacientes com EB como em pacientes com ACE
(95). A imunohistoquimica genogénica, ao estabelecer uma correlagdo entre os
padrdes moleculares e histologicos, fornece indices de positividade/intensidade que se
correlacionam com os graus das alteragdes celulares presentes.

Bidpsias gastricas normais e negativas para H. pylori, obtidas de pacientes sem
sintomas associados a DRGE, foram selecionadas para a composicao do grupo
controle. A semelhanca de dois recentes estudos que pesquisaram a expressao do c-
myc em epitélio esofagogastrico (82;95), optou-se por utilizar bidpsias gastricas como
controle por se tratar de epitélio colunar glandular, a exemplo do epitélio presente no
EB e no ACE, que compartilha de caracteristicas histologicas semelhantes as
encontradas no epitélio metaplasico esofagico e no adenocarcinoma de eséfago.

Utilizando os critérios afirmados pelo Colégio Americano de Gastroenterologia
(22), o diagnostico de Esdfago de Barrett foi estabelecido através da identificagdo de
epitélio colunar em eséfago confirmado pela analise histolégica de material de bidpsia

endoscopica que identificou a presengca de metaplasia intestinal especializada. O
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achado histolégico de metaplasia intestinal obtida de bidpsia na jun¢cao escamocolunar,
sem a visualizacdo endoscopica de epitélio colunar em segmento esofagico, foi
considerado como metaplasia intestinal do cardia (MIC). Embora esta entidade
diagndstica possa representar o estagio inicial da transformacao epitelial do que hoje
se denomina EB (105), a histéria natural e o significado da MIC, ou metaplasia da
juncdo esofagogastrica, ainda € desconhecido. A distingdo entre estes dois
diagndsticos € a identificagcdo endoscopica de epitélio colunar no eséfago, o que
acrescenta subijetividade decorrente da experiéncia do endoscopista no diagndstico.
Assim, os pacientes que apresentaram metaplasia intestinal a histologia, mas que nao
possuiam epitélio colunar em eséfago, foram excluidos do estudo.

Quanto as lesdes displasicas, estas foram diagnosticadas, durante a analise do
material em laminas coradas com H&E, e classificadas como displasia ou lesao de
baixo e alto grau de acordo com os padrdes histolégicos descritos anteriormente.

Conforme método utilizado por Cameron e colaboradores (98), que utilizava a
distancia entre o centro da lesdo tumoral e a jungdo escamocolunar para classificar os
adenocarcinomas de es6fago e de cardia, e segundo a classificagdo proposta por
Siewert (99), os pacientes com adenocarcinoma analisados no presente estudo foram
classificados em trés tipos. Tumores cujos centros se localizavam ha mais de dois
centimetros acima da juncao escamocolunar foram classificados como ACE (Tipo | de
Siewert). Tumores que se localizavam distantes em até dois centimetros da juncao
escamocolunar, cranial ou caudalmente, foram considerados adenocarcinoma da JEG
(Tipo 1l de Siewert). Tumores localizados abaixo deste nivel foram denominados
carcinomas gastricos subcardicos (Tipo Il de Siewert). Foram incluidos no estudo os
tumores tipo | e Il. A exclusao dos tumores tipo Ill da analise justifica-se em virtude da

sua origem possivelmente diferente do ACE e do adenocarcinoma da JEG (106).



40

Além de ser considerado precursor do ACE, acredita-se que o EB possa estar
associado também ao desenvolvimento do adenocarcinoma de JEG, uma vez que
estes dois tipos de tumores compartilharem dados epidemiologicos similares
(53;98;106;107). Por sua vez, o papel da MIC no desenvolvimento de adenocarcinoma
da JEG ainda é bastante questionado, nao havendo nenhuma evidéncia que a sugira

como uma possivel lesao precursora (23;32;108;109).

7.2 Interpretacao dos Resultados

Com relagdo as caracteristicas demograficas dos pacientes deste estudo,
observou-se uma predominancia do sexo masculino no grupo 4 (78,4%) em relagao aos
demais grupos (p=0,008). Este achado vem ao encontro de dados epidemiolégicos que
afirmam que o ACE e o adenocarcinoma de JEG sdo mais prevalentes no sexo
masculino, com uma razdo de 7:1 em relacdo as mulheres (35;98;107;108). Pelo
mesmo motivo a raga branca foi encontrada em 94,4% e em 89,2% dos pacientes com
EB e adenocarcinoma, respectivamente.

Os pacientes dos Grupos 2 e 3 foram classificados quanto a extensdo da
metaplasia intestinal esofagica em EB curto, quando o epitélio metaplasico fosse menor
que trés centimetros, ou EB longo, quando igual ou maior que trés centimetros.
Pacientes com segmento curto de EB apresentam alteracbes manométricas e
pHmétricas intermediarias entre pacientes com EB longo e pacientes normais (50;51).
Além disso, o fato de existirem evidéncias indiretas de que o risco para a progressao
tumoral esta associado ao comprimento do epitélio metaplasico (110;111), poderia
conferir ao EB curto um papel menos relevante na carcinogénese esofagica. Assim,
objetivou-se com esta subdivisdo observar a expressao do c-myc entre pacientes com
EB curto e longo. No entanto, os resultados ndo demonstraram haver diferenca entre os

grupos.
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De forma semelhante, correlacionou-se a expressdo do c-myc ao comprimento
do epitélio metaplasico, independente de sua categorizacdo em curto e longo. Quando
consideramos os pacientes com epitélio metaplasico com até quatro centimetros de
extensdo, observou-se uma correlagao linear crescente entre o indice de positividade
do c-myc e o comprimento da metaplasia (p=0,01). Entretanto, esta correlacdo nao se
manteve ao se incluir na analise pacientes com mais de quatro centimetros de EB.

Estudos demonstram que a incidéncia de displasia de baixo grau entre
pacientes com EB varia entre 7% e 19% (10;40;52), enquanto que a displasia de alto
grau (DBG) acomete 2% a 7%(40;112) dos pacientes com EB. Além disso,
aproximadamente 30% dos pacientes com EB com diagnostico de DAG ja possuem
naquele momento carcinoma invasor (113). No presente estudo, a incidéncia de
displasia de baixo grau foi de 20,3%, e ndo de identificou nenhum caso de DAG.

Analises moleculares em tecido de metaplasia intestinal associado a displasia
sugerem que um ou mais clones de células epiteliais possam adquirir alteracdes
genéticas que as tornam predisponentes a malignizagcdo. Em estudo relatado por
Jankowski e colaboradores, a presenca de displasia de baixo grau foi acompanhada de
perda do controle do processo de proliferacao celular, expresséo alterada de genes e
de estimulacdo de fatores de crescimento (114). Seguindo o processo evolutivo do
epitélio displasico, instabilidade de microsatélite, perda da adeséao celular e aumento da
aneuploidia foram alteracbes observadas por Reid em amostras teciduais contendo
displasia de alto grau (115). Buscando identificar uma maior positividade na expressao
do c-myc em pacientes com EB com displasia comparou-se o grupo de pacientes com
EB sem displasia e com displasia. Entretanto, nao houve diferenca significativa entre os
grupos quanto a expressao do gene c-myc (p=0,8).

Correlacbes tém sido demonstradas entre a ativacdo do c-myc e parametros

especificos de estagio avangado da doenca neoplasica como invasividade e
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comprometimento linfonodal (116). Entretanto, esta associacdo nao pbde ser
estabelecida no presente estudo em relacdo ao cancer de esbéfago, uma vez que a
positividade do c-myc quanto a invasao tumoral (T) e ao envolvimento de linfonodos (N)
nao evidenciou diferencga estatistica entre os grupos nos diferentes estagios.

Os primeiros achados sobre a agdo do c-myc na tumorigénese esofagica
envolveram o emprego da técnica de hibridizacdo /n s/itu para analisar 12 pacientes
com EB. O estudo mostrou que a expressao aumentada do RNA mensageiro do c-myc
pdde ser detectada em tecidos com displasia ou adenocarcinoma, mas nao no epitélio
metaplasico do eséfago (91).

De forma semelhante, estudos sobre rearranjos cromossémicos em pacientes
com ACE demonstraram uma maior ampliacdo de sequéncias genOmicas na regiao
8924, onde se localiza a seqliéncia do c-myc. Moskaluk encontrou um amplificagédo do
DNA nesta regido em 8 dos 15 adenocarcinomas esofagico e de juncao
esofagogastrica (94), enquanto que Walch observou esta ampliagcdo genética em
apenas 2 dos 30 casos de ACE, e em 1 de 11 amostras de displasia de alto grau.
Nenhuma alteracao foi identificada em amostras contendo apenas metaplasia intestinal
ou com displasia de baixo grau (94).

No presente estudo, procurou-se analisar a expressdo do gene c-myc ao longo
da seqliéncia metaplasia-displasia-adenocarcinoma em pacientes com EB e ACE. De
acordo com dados obtidos em extensa pesquisa literaria, este € o segundo estudo a
analisar a expressdao do c-myc tanto em ACE como no epitélio metaplasico de
pacientes com EB. A positividade do c-myc encontrada neste estudo de 38,8% nos
pacientes com EB e de 73% entre aqueles com adenocarcinoma corroboram com 0s
resultados obtidos por Tselepis e colaboradores que identificaram uma expressao
alterada do c-myc em 50% dos pacientes com EB e em 90% das amostras de ACE

estudadas (95). Realizando dissec¢bes microscopicas de pecgas cirurgicas de pacientes
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com ACE submetidos a esofagectomia, Gabbet e colaboradores observaram
amplificacdo do c-myc em 25% das amostras contendo displasia de alto grau e em 44%
dos fragmentos com ACE (82).

A analise imunohistoquimica da expressao celular do c-myc identificou uma
positividade da expressao do gene nos grupos controle, com EB sem displasia, EB com
displasia e no grupo com adenocarcinoma de 9,7%, 37,2%, 455% e 73%,
respectivamente. Tais resultados demonstram haver uma correlagdo linear da
positividade do c-myc ao longo de uma cadeia que envolve pacientes sem alteracao
epitelial, pacientes portadores de epitélio metaplasia, displasia e pacientes com cancer.
Este resultado é ainda mais fortalecido pelo humero expressivo da amostra estudada e
pelo alto indice de significancia estatistica demonstrado pelo teste qui-quadrado de
tendéncia linear (p<0.001).

A expressao alterada do c-myc ocorre em uma ampla variedade de tumores
humanos. A sua freqliente associacdo com um prognostico reservado destas
neoplasias indica um papel importante deste oncogene na progressdo tumoral. O
elevado indice de positividade na expressdo do c-myc encontrado nas amostras com
adenocarcinoma (73%) neste estudo sugere que a expressao alterada deste gene seja
um evento, entre os varios existentes, que atua de forma determinante no
desenvolvimento do cancer esofagico.

Por outro lado, o alto indice de positividade identificado neste estudo entre os
pacientes com EB (38,8%), e o risco relativamente baixo de progressao desta lesao
precursora para o ACE (0,5% a 2%) sugere que, embora necessario para o
desenvolvimento desta neoplasia, 0 oncogene c-myc por si sO seria insuficiente para a
progressao tumoral. Possivelmente, outros fatores reguladores do processo de
proliferacdo celular e de apoptose, como o p53 e o bcl-2, atuariam sobre estas células

molecularmente alteradas, impedindo a sua transformagao neoplasica.
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Este estudo faz parte de uma linha de pesquisa que investiga a progressao
tumoral do EB até o ACE. Varios outros marcadores estdo sendo analisados
simultaneamente procurando desvendar os mecanismos carcinogénicos da seqiiéncia
metaplasia-displasia-adenocarcinoma.

Os resultados do presente trabalho apontam para um importante papel do c-
myc na progressdo do EB para o adenocarcinoma, e certamente impulsionardo a

continuidade deste estudo visando corroborar com estes achados.
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8. CONCLUSOES

8.1 A prevaléncia da expressao imunohistoquimica do gene c-myc em
pacientes sem alteracao histologica foi de 9,7%, em pacientes com EB sem displasia
foi de 37,2%, em pacientes com EB com displasia foi de 45,5% e em pacientes com

adenocarcinoma esofagico foi de 73%.

8.2 Houve uma correlagao linear de positividade crescente na expressao
imunohistoquimica do gene c-myc ao longo da seqiiéncia que envolveu pacientes sem
alteracao histoloégica, pacientes com metaplasia intestinal esofagica, pacientes com

displasia de baixo grau e em pacientes com adenocarcinoma.
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9. PERSPECTIVAS FUTURAS

9.1 A continuidade deste estudo, através de analises moleculares podera
possibilitar uma melhor compreensao das alteracdes celulares presentes na sequéncia

metaplasia-displasia-adenocarcinoma.

9.2 O crescimento linear da expressao deste marcador, a medida que a
doenca evolui, abre a perspectiva de se realizarem estudos de coorte analisando o

potencial progndéstico do c-myc durante o seguimento de pacientes com EB.
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ANEXO A

Protocolo de Estudo da Expressao do c-Myc em pacientes com EB e ACE
Hospital de Clinicas de Porto Alegre - HCPA
Grupo de Cirurgia do Es6fago e Estbmago e Intestino Delgado - GCEEID

Projeto GPPG N2 03-480 Ficha N%:
1. Dados Demograficos:
Nome: ProntuarioN%: /
Data de Nascimento: /[
Sexo () 1. Masculino 2. Feminino Idade: _ _ anos
Cor () 1. Branco 2. Negro 3. Misto 4. Outros

2. Dados Endoscopicos:
2.1. Data da Endoscopia: __/ _/
2.2. Motivo de EDA:
( ) Controle de H pylori
( ) Sintoma dispéptico sem evidéncia de DRGE
( ) Acompanhamento de DRGE
( ) DRGE complicada clinicamente (disfagia, odinofagia)
( ) Barrett em acompanhamento endoscopico
( ) Suspeita de neoplasia
( ) Estadiamento de Neoplasia esofagica
( ) Outros:

2.3. Dados Macroscopicos:

( ) Es6fago Normal
( ) Estbmago Normal

( ) Esofagite; Classificacdo de Los Angeles:

( ) Esofagite Complicada 0- Ndo Complicada; 1- Ulcera; 2- Estenose
( ) Es6fago com Epitélio Colunar: comprimento ___ cm.

( ) Gastrite; Tipo:

( ) Lesao Tumoral

2.4. Dados Anatémicos
( ) Juncdo Escamocolunar: aos___ cm da ADS;
( ) Pincamento Diafragmatico: aos ____cmda ADS;
( ) Hérnia Hiatal cm

(pequena =1a2cm; moderada =3 a4 cm; grande = ou>5cm)



( ) Lesao Neoplasica inicio: aos___ cmda ADS
término:aos ___cm da ADS
( ) Caracteristica da Lesdo 1. Vegetante; 2. Infiltrativa; 3. Ulcerada
2.5. Laudo da EDA:

3. Dados Histopatolégicos:
3.1. Local das Bidpsias (e quantidade correspondente) :

( ) Eséfago Proximal ( ) Fundo Gastrico
( ) Esoéfago Distal () Corpo Gastrico
( ) Epitélio Metaplasico ( ) Antro Géstrico

( ) Juncao Escamocolumar-JEC ( ) Cardia
() Piloro
3.2. Epitélio Metaplasico.

( ) Comprimento: ___ cm; ( ) Displasia de Baixo Grau;
( ) Metaplasia Intestinal Incompleta; ( ) Displasia de Alto Grau;
( ) Metaplasia Intestinal Completa; () Carcinoma

3.3.. Laudo da Bidpsia.
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3.4.Diagndstico Final:

(Prossequir com banco de dados apenas se em caso de neoplasia)
4. Dados do Estadiamento Clinico (cTMN):
T: N: M: Estagio: _

5. Anélise Anatomopatoldgica da Pega Cirurgica:
5. 1.Segmento Esofagogastrico ressecado:.
( ) Eséfago Proximal ( ) Eséfago Médio
( ) Esofago Distal ( ) Estomago Proximal

5.2 Localizacdo Tumoral:

( ) Es6fago Proximal ( ) Es6fago Médio
( ) Eséfago Distal ()JEC
( ) Fundo Gastrico ( ) Corpo Gastrico

5.3. Outros achados anatomopatologicos.

5.4. Laudo Anatomopatologico:

5.5. Diagnostico Final:

6. Dados do Estadiamento Patoldgico (pTNM):
T: N: M: Estagio: _
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RESUMO

Introdugdo: O eséfago de Barrett (BE) desenvolve-se como conseqiéncia de uma
agressao acentuada sobre a mucosa esofagica causada pelo refluxo gastresofagico
crénico. E uma lesdo pré-maligna e exerce papel importante no desenvolvimento do
adenocarcinoma esofagico (ACE). Inumeras alteragbes genéticas estdo presentes ao
longo da transformag&o tumoral de uma célula, sendo o c-myc um dos principais genes
envolvidos na carcinogénese humana.

Objetivo: Determinar a expressao do c-myc em pacientes com EB e ACE no Grupo de
Cirurgia do Esobfago, Estobmago e Intestino Delgado (GCEEID) do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre (HCPA) nos ultimos seis anos, e estimar sua fungao na progressao da
doenca ao longo da seqiiéncia metaplasia-displasia-adenocarcinoma.

Metodologia: A expressado da proteina do c-myc foi determinada através da analise
imunohistoquimica em 122 pacientes, divididos em quatro grupos: 31 pacientes
controles com bidpsia de tecido gastrico normal, 45 pacientes com metaplasia intestinal
especializada sem displasia, 11 pacientes com EB associado a displasia e 37 pacientes
com o adenocarcinoma esofagico. O material foi obtido de bidpsias ou de ressecgdes
cirurgicas entre janeiro 1998 e fevereiro 2004. Dados demograficos e endoscopicos, e
as caracteristicas morfoldgicas e histopatologicas do tumor foram analisados. A
expressao de C-myc foi avaliada usando o sistema de escore de imunorreatividade
(Imunoreactive Scoring System - ISS).

Resultado:Expressdo aumentada do c-myc foi encontrada em 9,7% das amostras de
epitélio normal, em 37,2% dos pacientes com metaplasia de Barrett, em 45,5% das
amostras de EB com displasia, e em 73% dos pacientes com ACE. Nenhuma
associagao foi identificada quando a expressao do c-myc foi compara as caracteristicas
morfologicas e histolégicas do tumor ou aos dados endoscopicos. Entretanto, uma
associacao linear da expressao do c-myc ao longo da sequéncia metaplasia-displasia-
adenocarcinoma foi observada (p<0,001).

Conclusao:O estudo demonstrou um aumento da expressdo da proteina do c-myc ao
longo da progressao da metaplasia no EB sugerindo que o c-myc atue de forma
importante no desenvolvimento do ACE. A identificagcdo de uma expressdo aumentada
da proteina do c-myc pode ajudar a identificar pacientes com risco aumentado para o
desenvolvimento de adenocarcinoma, contribuindo para um melhor progndstico no
acompanhamento destes pacientes.

Palavras-Chave: Barrett, es6fago, adenocarcinoma, c-myc, imunohistoquimica.
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1. INTRODUGAO

Até a década de 60, noventa por cento dos tumores esofagicos nos Estados
Unidos eram do tipo carcinoma epidermédide (CEE) (1;2). Todavia, nas ultimas duas
décadas, a freqiéncia de adenocarcinoma de es6fago (ACE) e da juncgéo
esofagogastrica (JEG) tem aumentado de tal forma que a sua ocorréncia € hoje quase
a mesma que a do CEE em paises industrializados (3-6).

O aumento da incidéncia do ACE associado ao reconhecimento do Eséfago de
Barrett (EB) como seu precursor pré-maligno tem estimulado pesquisas em busca de
métodos de deteccao precoce do ACE e sua relagdo com o EB. A natureza pré-maligna
do EB atribui aos pacientes um risco anual de desenvolvimento de ACE de 0,5% a 2%
(7-9), representando um risco 30 a 125 vezes maior que o da populagao geral (10-14).
Embora o ACE acometa apenas 10% dos pacientes com EB, é fundamental que se
consiga identificar precocemente aqueles pacientes com risco aumentado de
desenvolver um carcinoma invasor, pois em alguns casos € possivel reverter esta
progressao (15).

A caracterizacdo do mecanismo molecular que promove a progressao do EB
pode levar a identificacdo de potenciais marcadores genéticos preditivos para o risco
de desenvolvimento de cancer de eséfago. Anormalidades genéticas envolvendo uma
variedade de oncogenes, genes supressores tumorais, moléculas de adeséao celular e
fatores de crescimento tém sido identificados. No entanto, o envolvimento funcional
destas anormalidades no direcionamento da carcinogénese ainda esta por ser definido.

O c-myc é um dos fatores envolvidos no processo de génese tumoral,
influenciando os processos de proliferacdo e crescimento celular e a apoptose. Sua
expressao génica alterada tem sido observada em tumores de estdmago, célon, mama,
pulmdo, além do linfoma de Burkitt (16;17). Entretanto, o papel do c-myc na
carcinogénese do EB e do ACE ainda € pouco conhecido. A definicido de marcadores
celulares em pacientes com EB podera alterar o prognostico da evolugao desta doenca.

O presente estudo pretende avaliar a expressao do c-myc em pacientes com
EB e ACE, discutindo a correlagdo desta expressao na sequéncia metaplasia-displasia-

adenocarcinoma.
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2. PACIENTES E METODOS

2.1 Pacientes

A populacdo em estudo foi constituida de pacientes entre 16 e 90 anos que apresentavam DRGE
complicada com EB ou adenocarcinoma de eséfago e da jungéo esofagogastrica, atendidos pelo GCEEID e pela
Unidade de Endoscopia Digestiva do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) entre agosto de 1998 e fevereiro
de 2004. Cento e vinte e dois pacientes foram selecionados e divididos em quatro grupos: 31 pacientes com
dispepsia ndo decorrente de DRGE e com achado histolégico normal (controle), 43 pacientes com diagnéstico de
Esé6fago de Barrett sem displasia (Grupo 2), 11 pacientes com Esbéfago de Barrett com displasia (Grupo 3), e 37
pacientes com adenocarcinoma de eséfago e de jungéo esofagogastrica (Grupo 4).

Dados demograficos e endoscopicos (sexo, idade, raga, tamanho hiatal da hérnia e extenséo do epitélio
colunar esofagico), e as caracteristicas morfolégicas e histopatolégicas tumorais (invasao tumoral, comprometimento

linfonodal, e diferenciagao histologica do tumor) foram analisados.

2.2 Analise Imunohistoquimica

Os materiais obtidos dos blocos de parafina foram entdo submetidos a técnica imunohistoquimica para a
identificacdo do marcador do c-myc. Realizou-se a recuperagdo antigénica com forno de microondas apods
desparafinizacdo, reidratagcdo dos cortes histologicos, inativagdo da peroxidase enddgena e bloqueio de reagbes
inespecificas. O anticorpo primario c-myc (DAKO, cédigo M3570 - Mouse anti c-myc; clone 9E10), foi encubado por 6
horas, a 60°C, na diluicdo de 1:50. O complexo estreptavidina-biotina foi utilizado para localizagdo do anticorpo
primario, enquanto que o diaminobenzidina-tetrahidrrocloreto foi empregado como cromdgeno. A seguir, a contra-
coloragao foi realizada com Hematoxicilina-Eosina (H&E). Como controle da técnica para o marcador c-myc foi
utilizada uma biopsia de célon normal com e sem anticorpo para o controle positivo e negativo, respectivamente.

A avaliagdo do c-myc foi realizada de acordo com o Sistema de Escore de Imunorreatividade
(Imunoreactive Scoring System - IRS) utilizado por Remmele (18). Inicialmente, avaliou-se a intensidade da
coloragéo, graduando-a de 0 a 3, onde 0 é negativa, 1 é fraca, 2 € moderada e 3 é forte.

Os resultados imunohistoquimicos também foram avaliados de acordo com a proporgao de células
positivas identificadas em grande aumento (400x), sendo novamente graduada de 0 a 4. Zero indicou auséncia de
coloragéo; 1 correspondia de 1 a 10% de células positivas; 2 representava de 11% a 50% de positividade; 3 de 51%
a 80% e 4 quando mais de 80% das células estavam coradas.

O escore final da expresséo do c-myc foi obtido da multiplicagdo destas duas classificagdes. Um minimo
de 10 campos visuais de grande aumento (400x) foi usado para cada avaliagédo IRS. Escores iguais ou menores a 2
pontos foram considerados imunopositivos fracos e nao indicativos de expresséo positiva do gene, enquanto que
escores iguais ou maiores a 3 pontos foram considerados representativos de expressao positiva do c-myc (18).

A leitura das laminas foi realizada por dois patologistas, de forma independente e sem o conhecimento
dos dados clinico-patoldgicos.

2.3 Consideragdes Eticas

Todo o material biologico estudado provém de pacientes acompanhados pelo GCEEID e pelo Servico de
Endoscopia do HCPA. Os blocos de parafina com material de bidpsias e pecas de cirurgia foram obtidos no
Laboratério de Patologia do HCPA. As Resolugdes Normativas 01/97 e 02/97 da Comissdo de Pesquisa e Etica em
Saude foram respeitadas, uma vez que a obteng&o deste material ndo ocasionou alteragdes na rotina de exame ou
procedimento clinico. Além disso, o uso do Termo de Compromisso para Utilizagdo de Dados garantiu a privacidade

dos dados coletados e a manuteng&o andnima das amostras.
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O presente estudo foi submetido a analise do Grupo de Pesquisa e Pos-Graduacgdo, para a avaliagédo
quanto as demais normas regulamentares e diretrizes éticas, tendo sido aprovado para execugdo sob protocolo n?
03-480.

2.4 Andlise Estatistica

Para a interpretagéo da variavel idade foi realizada a analise de varidncia (ANOVA) seguida do teste de
Student-Newman-Keuls. As demais variaveis categoéricas foram analisadas através da aplicagcéo do teste de Fischer
e do teste qui-quadrado de Pearson. A analise comparativa da expressdo do c-myc entre os grupos estudados foi
realizada pelo teste qui-quadrado de Pearson associado ao teste de corre¢cdo de Bonferroni. A associagao linear da
expressao do c-myc entre os grupos foi analisada pelo teste qui-quadrado de tendéncia linear, e a correlagao linear
desta variavel foi calculada através do coeficiente de correlagdo de Spearman. O nivel de significancia utilizado foi
p<0,05 para medida de magnitude das diferengas. O programa estatistico utilizado foi o SPSS (Statistical Package

for Social Science) versao 12.0.

3. RESULTADOS

As caracteristicas demograficas dos 122 pacientes analisados estdo
apresentadas na Tabela 1. A excegdo de uma prevaléncia maior de pacientes do sexo
masculino (p=0,008) com uma media de idade mais elevada (p=0,02) observada no
grupo 4, nado houve diferenca significativa na comparagdo das demais médias ou na

distribuicdo das variaveis entre 0s grupos.

Tabela 1. Caracteristicas demograficas dos 122 pacientes em estudo.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Total
n =31 n=43 n=11 n =37 n=122
Idade* (médiatDP) 54,4+13,3 56,4+17,4 58,5+ 15,7 63,7+11,4 58,1+£15,2
Sexo' (%)
Masculino 48,4 48,1 63,6 78,4 57,4
Feminino 51,6 51,9 36,4 21,6 42,6
Racga (%)
Caucasiana 90,3 944 100 89,2 91,8
Negra/Mista 09,7 05,6 0 10,8 08,2

* p=0,02 na comparacao da variavel entre o Grupo 4 com os Grupos 1,2 e 3
Tp=0,008 na comparacgao da variavel entre o Grupo 4 com os Grupos 1€ 2

A expressao imunohistoquimica do c-myc foi observada em apenas 3 (9,7%)
das 31 amostras de tecido gastrico normal, ,16 (37,2%) das 43 amostras de EB sem
displasia, 5 (45,5%) das 11 amostras de EB com displasia e em 27 (73%) das 37
amostras de adenocarcinoma (Figura 1). A analise comparativa da positividade do gene
em estudo demonstrou uma diferenca estatisticamente significativa dos grupos 2, 3 e 4

em relacao ao grupo 1, e entre os grupos 2 e 4 , como demonstra a figura 2.
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Figura 1. Aspectos histologicos na se
corados em H&E (A, B,C) e suas respectivas expressoes imunohistoquimicas do c-myc
(D,E,F). Corte histologico de EB sem displasia em 100x (A), em EB com displasia em
200x (B) e em adenocarcinoma em 50x (C). Imunorreatividade do c-myc em EB sem
displasia em 200x (D), em EB com displasia em 200x (E) e em ACE em 100x (F).
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90
S _ 80 s p>02
o ® 70
2. 60 p=0015 p>08 |
o g 50-
5 & 404
€ o 30
3
E° 20

101

Controle Eséfago de Displasia  Adenocarcinoma
Barrett

Figura 2. Correlacdo da positividade imunohistoquimica do c-Myc entre os grupos
estudados

Analisando o comprimento do epitélio metaplasico esofagico, independente de
sua categorizagao em curto ou longo, observou-se que 10 pacientes possuiam menos
de 1 cm de epitélio metaplasico, 5 apresentavam 1 cm, 4 pacientes com 2 cm, 10
pacientes com metaplasia intestinal de uma extensao de 3 cm, e 3 pacientes com 4 cm
de eséfago terminal recoberto por epitélio metaplasico. A expressao positiva do c-myc
entre estes cinco grupos foi de 30%, 40%, 50%, 70% e 100%, respectivamente. A
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analise dos dados neste subgrupo demonstrou uma associagdo linear entre o
comprimento do epitélio metaplasico esofagico e a positividade da expressao do c-Myc
(p=0,01). Contudo, esta correlagcdo nédo se confirmou ao analisar outros 22 pacientes
com metaplasia intestinal de extensdo maior que 4 cm em eséfago distal, onde a
positividade para o c-Mycfoi de apenas 36%.

Quanto a diferenciacdo histologica, os tumores foram divididos em bem
diferenciados (n=4), moderadamente diferenciados (n=20) e pouco diferenciados
(n=13). A positividade para o c-Myc nestes grupos de 75%, 80% e 61,5%,
respectivamente. Também nao houve diferenga na expressao do c-myc em relagéao a
diferenciacao tumoral (p>0,3)

Ao se analisar o estadiamento dos pacientes com neoplasia, através do
sistema TNM, estes foram classificados como estagios |, I, Ill e IV. A expressao
positiva do c-Myc entre estes grupos foi de 75%, 75%, 90% e 50%, respectivamente,

nao sendo observada diferenca estatistica quanto a esta variavel (p>0,2).

4. DISCUSSAO

Os primeiros achados sobre a acdo do c-Myc na tumorigénese esofagica
envolveram o emprego da técnica de hibridizacdo para analisar 12 pacientes com EB.
O estudo mostrou que a expressdo aumentada do RNA mensageiro do c-Myc péde ser
detectada em tecidos com displasia ou adenocarcinoma, mas nao no epitélio
metaplasico do eséfago (19).

De forma semelhante, estudos sobre desajustes cromossomais em pacientes
com ACE demonstraram posteriormente uma maior ampliacdo de sequéncias
genbmicas na regiao 8qg24, onde se aloja a sequiéncia do c-Myc. Moskaluk encontrou
um amplificacdo do DNA nesta regido em 8 dos 15 adenocarcinomas esofagico e de
juncao esofagogastrica (20), enquanto que Walch observou esta ampliacdo genética
em apenas 2 dos 30 casos de ACE, e em 1 de 11 amostras de displasia de alto grau.
Nenhuma alteracao foi identificada em amostras contendo apenas metaplasia intestinal
ou com displasia de baixo grau (20).

Em relagdo as caracteristicas demograficas dos pacientes do presente estudo,
observou-se uma predominancia de pacientes do sexo masculino no grupo 3 (78,4%)
em relacdo aos demais grupos (p=0,008). Este achado vem ao encontro de dados
epidemiologicos que afirmam que o ACE e o adenocarcinoma de JEG sao mais

prevalentes no sexo masculino, com uma razao de 7:1 em relagao as mulheres (21-24).
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Pelo mesmo motivo a raga branca foi encontrada em 94,4% e em 89,2% dos pacientes
com EB e adenocarcinoma, respectivamente.

Correlacionou-se a expressdo do c-Myc ao comprimento do epitélio
metaplasico, independente de sua categorizagdao em Barrett curto, quando o epitélio
metaplasico fosse menor que trés centimetros, ou EB longo, quando igual ou maior que
trés centimetros. Esta analise foi realizada devido a evidéncias indiretas indicando de
que o risco para a progressao tumoral esta associado ao comprimento do epitélio
metaplasico (25;26). Assim, quando consideramos o0s pacientes com epitélio
metaplasico com até quatro centimetros de extensdo, observou-se uma correlagao
crescente entre o indice de positividade do c-Myc e o comprimento da metaplasia
(p=0,01). Entretanto, esta correlacdo ndo se manteve ao se incluir na analise pacientes
com mais de quatro centimetros de EB.

Analises moleculares em tecido de metaplasia intestinal associado a displasia
sugerem que um ou mais clones de células epiteliais podem sofrer alteracées genéticas
que as tornem predisponentes a malignizacdo. Em estudo relatado por Jankowski e
colaboradores, a presenca de displasia de baixo grau era acompanhada de perda do
controle do processo de proliferacdo celular, expressdo alterada de genes e de
estimulacao de fatores de crescimento (27). Seguindo o processo evolutivo do epitélio
displasico, instabilidade microsatélite, perda da adesdo celular e aumento da
aneuploidia foram alteragbes observadas por Reid em amostras teciduais contendo
displasia de alto grau (28). No presente estudo buscou-se identificar uma maior
positividade na expressao do c-Myc em pacientes com EB com displasia em relagdo ao
grupo de pacientes com EB sem displasia. Entretanto, ndo houve diferenca significativa
entre 0s grupos quanto a expressao do gene c-Myc (p=0,8).

Correlagbes tém sido demonstradas entre a ativagdo do c-Myc e parametros
especificos de estagio avancado da doenga neoplasica como invasividade e
comprometimento linfonodal (29). Entretanto, esta associacdo nao pbde ser
estabelecida no presente estudo em relagdo ao cancer de esbéfago, uma vez que a
positividade do c-Myc quanto a invasao tumoral (T) e ao envolvimento de linfonodos (N)
nao evidenciou diferencga estatistica entre os grupos nos diferentes estagios.

No presente estudo, procurou-se analisar a expressao do gene c-Myc ao longo
da seqliéncia metaplasia-displasia-adenocarcinoma em pacientes com EB e ACE. De
acordo com dados obtidos em pesquisa literaria, este € o segundo estudo a demonstrar

uma expressdao aumentada do c-Myc tanto em ACE como no epitélio metaplasico de
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pacientes com EB. A positividade do c-Myc encontrada neste estudo de 38,9% nos
pacientes com EB e de 73% entre aqueles com adenocarcinoma corroboram com os
resultados obtidos por Tselepis e colaboradores que identificaram uma expressao
alterada do c-Myc em 50% dos pacientes com EB e em 90% das amostras de ACE
estudadas (30).

A analise imunohistoquimica da expressao celular do c-Myc identificou uma
positividade indicativa de aumento da expressao do gene nos grupos controle, com EB
sem displasia, EB com displasia € no grupo com adenocarcinoma de 9,6%, 37,2%,
45,5% e 73%, respectivamente. Tais resultados demonstram haver uma correlagao
linear da positividade do c-Myc ao longo de uma cadeia que envolve pacientes sem
alteracao epitelial, pacientes portadores de epitélio metaplasia, displasia e pacientes
com cancer. Este resultado € ainda mais fortalecido pelo numero expressivo da
amostra estudada e pelo alto indice de significancia estatistica alcangado (p<0.001).

A expressao alterada do c-Myc ocorre em uma ampla variedade de tumores
humanos. A sua freqliente associacdo com um prognostico reservado destas
neoplasias indica um papel importante deste oncogene na progressdo tumoral. O
elevado indice de positividade na expressao do c-Myc encontrado nas amostras com
adenocarcinoma (73%) sugere que a expressao alterada deste gene seja um evento,
entre os varios existentes, que atua de forma determinante no desenvolvimento do
cancer esofagico.

Por outro lado, o alto indice de positividade identificado neste estudo entre os
pacientes com EB (38,9%), e o risco relativamente baixo de progressao desta lesao
precursora para o ACE (0,5% a 2%) sugere que, embora necessario para o
desenvolvimento desta neoplasia, o0 oncogene c-Myc por si sO seria insuficiente para a
progressao tumoral. Possivelmente, outros fatores reguladores do processo de
proliferacdo celular e de apoptose, como o préprio p53 e o bcl-2, atuariam sobre estas
células molecularmente alteradas, impedindo a sua transformagao neoplasica.

A principal observacao deste estudo foi a presenga de uma correlacao linear de
positividade crescente na expressao imunohistoquimica do gene c-myc ao longo da
sequéncia que envolveu pacientes com metaplasia intestinal esofagica, pacientes com
displasia de baixo grau e em pacientes com adenocarcinoma. Estes resultados
apontam para um importante papel do c-Myc na progressao do EB na seqliéncia

metaplasia-displasia-adenocarcinoma.
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ABSTRACT

Background & Aims: Barrett's esophagus (BE) develops as a result of a severe esophageal

mucosa injury from gastroesophageal reflux. BE is a premalignant lesion and plays an important
role in the development of esophageal adenocarcinoma. Several genetic alterations have been
identified in the process that transforms a normal cell into a tumorous one. In the development
of human tumors, the most important gene is the where the c-myc. The purpose of this study
was to determine the expression of the c-myc in patients with BE and esophageal
adenocarcinoma, and to evaluate the prevalence of such expression in relation to the
metaplasia-displasia-adenocarcinoma sequence.

Methods: The c-myc protein expression was determined by immunohistochemical analysis in
four different groups. Thirty one patients with normal tissue, 43 patients with BE without
dysplasia, 11 patients with dysplasia in BE and 37 patients with esophageal adenocarcinoma
were studied. The material was obtained from esophageal biopsies or the dissection of
esophagectomy specimens of patients from the Esophagus, Stomach and Small Bowel Surgery
Group of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre from August 1998 to February 2004.
Demographic and endoscopic data (sex, age, race, hiatal hernia size and intestinal metaplasia
extension), and morphologic and histopathologic tumor characteristics (deep tumor invasion,
lymph node status, and tumor differentiation) were analyzed. The c-myc expression was
assessed using the Immunoreactive Scoring System (IRS)

Results: Overexpression of c-myc was found in only 9.6% of normal tissue specimens, 37,2% of
Barrett’'s esophagus, 45,5% of BE patients with displasia and 73% adenocarcinoma samples,
with significant statistic difference among these groups. No correlation was identified when the
c-myc expression was compared with morphologic and histologic tumor features or endoscopic
data. However, linear correlation of c-myc overexpression along the metaplasia-displasia-
adenocarcinoma sequence was observed.

Conclusion: The study demonstrated a significant increase of the expression of c-myc in
Barrett's esophagus, dysplasia and adenocarcinoma in relation to the control group, as well as a
linear progression of this gene expression in this sequence. These results point tot the
importance of this marker in the development of ACE from EB. The increased expression of the
c-myc in patients with EB may help to identify patients with increased risk for adenocarcinoma

development, contributing to an early diagnosis of this disease.

Key-Words: Barrett’'s esophagus, esophageal adenocarcinoma, c-myc, immunohistochemistry,

esophagus.
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1. INTRODUCTION

Until the 1960s, ninety percent of esophageal tumors in the United States of
America were squamous cells carcinoma (SCC)(1;2). However, in the last two decades,
the frequency of esophageal and esophagogastric junction adenocarcinoma has
increased such that its occurrence today is almost the same as that of SCC in
developed countries (3-6).

The increased incidence of esophageal adenocarcinoma associated with the
recognition of Barrett’'s Esophagus (BE) as a precursor to malignancy has stimulated
research in methods for early detection of ACE and its relationship to BE. Through
increasing degrees of displasia, esophageal adenocarcinoma develops from metaplasia
into carcinoma. Each year, the pre-malignant nature of BE places patients at risk of
developing ACE at rates ranging from 0,5% to 2% (7-9). This represents a risk 30-125
times greater than the general population (10-14). Although esophageal
adenocarcinoma develops in only 10% of BE patients, it is important to identify those
patients with an increased risk of developing an invasor carcinoma since, in some
cases, it is possible to reverse this progression (15).

Understanding the characteristics of the molecular mechanism that promotes
the progression of BE can contribute to the identification of genetic markers that predict
a risk for developing esophageal cancer. Genetic abnormalities involving a variety of
proto-oncogenes, tumor suppressor genes, cellular adhesion molecules and growth
factors have already been identified. However, the functional evolution of these
abnormalities in the carcinogenesis has yet to be defined.

The proto-oncogene c-myc plays a important role in the tumorigenesis, since it
is involved in the apoptosis and cellular growth process. The mutation of c-myc has
been observed in gastric, colon, breast and lung tumors and in Burkitt's lymphoma
(16;17). However, little is known of the role c-myc plays in the carcinogenesis of BE and
in esophageal adenocarcinoma.

The purpose of this study is to evaluate c-myc in patients with BE and
esophageal adenocarcinoma, and to identify a correlation between the presence of c-

myc and the metaplasia-displasia-adenocarcinoma sequence.
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2. PATIENTS and METHODS

2.1. Patients

The population of this study included one hundred twenty two subjects between the ages of 16
and 90 who presented with gastroesophageal reflux disease (GERD) complicated with BE or esophageal
and esophagogastric junction adenocarcinoma from the Esophagus, Stomach and Small Bowel Surgery
Group of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Thirty-one patients with normal gastric biopsy were
assigned to Group 1 which became the control group. Forty-five BE patients without dysplasia were in
Group 2. Eleven BE patients with dysplasia were assigned to group 3. Group 4 consisted of thirty seven
patients with esophageal and esophagogastric junction adenocarcinoma. The study was bounded from
August, 1998 to February , 2004. [Marcelo, if group 1 was the CONTROL group, what were groups 2, 3,
and 4?7 Were they the EXPERIMENTAL groups? This is not clear.]

2.2 Immunohistochemistry

The paraffin blocks from biopsy or esophagectomy resection were analyzed by
imunohistochemistry. Antigenic recovery was obtained after the histological material, endogenous
peroxidase inactivation and unspecific reactions blockade were deparaffinized. The primary antibody c-
myc (DAKO, code M3570 - Mouse anti c-myc; clone 9E10), incubated at 60°C for 6 hours at a dilution of
1:50. Streptavidine-biotin complex was used to localize the primary antibody. Diaminobenzidin-
tetrahidrrocloreto was used as cromogene. Normal colon biopsies with and without antibody were used
for positive and negative control, respectively.

The analysis of c-myc was conducted in accordance with the Immunoreactive Scoring System
developed by Remmele (18). First, the researchers recorded the intensity of the staining, rating it from 0
to 3, where 0 was negative, 1 was weak, and 2 was moderate and 3 are strong.

Next, the immunohistochemistry results were also analyzed according to the increased ratio of
positive cells (400x), and scaled from 0 to 4. In this case, zero indicated no coloration; 1 corresponded to
10% of positive cells; 2 represented 11% to 50% of immunorreaction; 3 represented 51% to 80% and 4
indicated that more than 80% of the cells were stained.

The final score for the c-myc was obtained by multiplying the two classifications described
above. A minimum of 10 visual fields with an increase greater than 400 times were used for each
evaluation of the IRS. A score of 2 or less was considered weak immunorreagent and not indicative of a
positive expression of the gene. Conversely, a score of 3 or more was considered representative of a
positive expression of c-myc (18). Finally, two senior pathologists, who were experienced in

gastrointestinal pathology, performed an immunohistochemical analysis.

2.3 Statistical Analysis

The variable age was interpreted according to an analysis of variance (ANOVA) and by
the Student-Newman-Keuls test. The other categorical variables were analyzed by means of Fischer's
exact test and Pearson’s chi-square test. The comparative analysis of the expression of c-myc between
the studied groups was determined by the Pearson chi-square test associated with the Bonferroni

correction test. The linear association of the of c-myc between the groups was analyzed using a chi-
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square test of linear trend, and the linear correlation of this variable was calculated using the Spearman

correlation coefficient. Pvalues less than .05 were considered significant.

3. RESULTS

Table 1 shows the demographic characteristics of the 122 patients. An over
expression of c-myc was found in 3 (9,7%) of 31 normal samples, 16 (37,2%) of 43 BE
without dysplasia samples, 5 (45,5%) of 11 BE with dysplasia and 27 (73,0%) of 37
adenocarcinoma samples (see Figure 1). The statistical analysis of c-myc expression
demonstrated a significant difference of groups 2, 3 and 4 in relation to group 1, and

between the groups 2 and 4 (see Figure 2).

Table1. Demographic characteristics of the 122 patients of the study

Group 1 Group 2 Group 3 Group 4 Total
n =31 n=43 n=11 n=37 n=122
Age* (mediatDP) 54,4+13,3 56,4+17,4 58,5+ 15,7 63,7+11,4* 58,1+£15,2
Sex' (%)
Male 48,4 48,1 63,6 78,41 57,4
Female 51,6 51,9 36,4 21,6 42,6
Race(%)
Caucasian 90,3 94,4 100 89,2 91,8
Black/Other 09,7 05,6 0 10,8 08,2

* p=0,02 in variable comparison between the Group 4 and the groups 1, 2 and 3
t p=0,008 in variable comparison between the Group 4 and the groups 1 and 2

According to the length of the columnar esophagus, 10 patients had less than 1
cm of columnar epithelium, 5 presented with 1 cm, 4 patients with 2 cm, 10 patients with
3 cm, and 3 patients with 4 cm. The expression of c-myc in these five groups was 30%,
40%, 50%, 70% and 100%, respectively. The analysis of this data demonstrated a linear
association between the length of columnar esophageal epithelium and the expression
of c-myc (p=0,01). However, there was no correlation among the 22 BE patients with
more than 4 cm of columnar epithelium extension, and whose expression of c-myc was
only 36 percent.

Following the histological differentiation, the tumors were separated in well
differentiated, moderately differentiated and poorly differentiated groups. The
expression of c-myc in these groups was 75%, 80% and 61.5%, respectively, and did
not correlate with the degrees of histological differentiation (p>0.3).
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Figure 1. Histologic aspects in metaplasia-displasia-adenocarcinoma sequence in H&E
stain (A, B,C) and its respective imunohistochemical expressions of c-myc (D,E, F).
Histologic aspect of EB without displasia in 100x (A), EB with displasia in 200x (B) and
adenocarcinoma in 50x (C). Immunorreativity of c-myc in EB without displasia in 200x
(D), EB with displasia in 200x (E) and ACE in 100x (F).

Using the TNM system, the adenocarcinoma group was classified into stages |,
[, 11l and IV. The expression of c-myc between these groups was 75%, 75%, 90% and
50%, respectively, and no correlation was observed with this variable (p>0,2).
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Figure 2. Correlation of imunohistochemistry expression of c-myc between the
studied groups
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4. DISCUSSION

The first findings relative to the action of c-myc in esophageal tumorigenesis
involved the use of the /n situ hybridization technique to analyze 12 patients with EB.
The study showed that the increased expression of the messenger RNA of c-myc could
be detected in tissues with displasia or adenocarcinoma, but not in the esophageal
intestinal metaplasia (19). Similarly, studies of chromosomal imbalance in patients with
ACE demonstrated an amplification in the 8924 region, which contains the proto-
oncogene c-myc. Moskaluk found an amplification of the DNA in this region in 8 of the
15 esophageal and esophagogastric junction adenocarcinoma (20), while Walch
observed this same genetic alteration in only 2 of the 30 cases of esophageal
adenocarcinoma, and in 1 of 11 samples of high grade dysplasia. There was no
alteration identified in samples containing only intestinal metaplasia or in low grade
dysplasia (20).

With relation to the demographic characteristics, the researchers observed a
predominance of male patients in group 4(78,4%) in relation to the other groups
(p=0,008). This finding is consistent with epidemiologic data showing that esophageal
and esophagogastric junction adenocarcinomas are more prevalent in males, at rate of
7:1(21-24).

The expression of c-myc was correlated to the length of the columnar
epithelium, independent of its categorization in the short segment of Barrett’s
esophagus (SSBE), when the columnar epithelium was less than three centimeters, or
the long segment of Barrett's esophagus (LSBE), with three or more centimeters. This
analysis was conducted because of indirect evidence indicating that the risk for the
tumoral progression was associated with the length of the intestinal metaplasia (25;26),
suggesting that a small intestinal metaplasia extension plays a less important role in
esophageal carcinogenesis. Thus, when patients with intestinal metaplasia with up to
four centimeters of extension were studied, the researchers observed a correlation
between the index of c-myc expression and the length of the intestinal metaplasia
(p=0,01). However, this correlation was not evident when the data from patients with
more than four centimeters of EB were analyzed.

Molecular analysis in samples of intestinal metaplasia associated with
dysphasia suggested that one or more clones of epithelial cells acquired genetic

alterations that predisposed these cells to become malignant. Jankowski al cols
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reported that the presence of low grade dysphasia was followed by a loss of control for
the process of cellular proliferation, a modified expression of genes and a stimulation of
growth factors (27). Following the evolutionary process of the dysplasia, micro satellite
instability, a loss of the cellular adhesion and an increase of the alterations of
aneuploidia were observed by Reid in samples of high grade dysphasia (28). The
authors expected a greater instance of a positive expression of c-myc in patients with
EB with dysplasia when compared with the group of EB patients without dysplasia.
However, there was no significant difference in the gene among these groups (p=0,8).

Correlations were observed between the activation of c-myc and specific
parameters of an advanced tumor stage such as invasiveness and linfonodal
involvement (29). However, this relationship could not be established in relation to the
esophagus cancer within the context of this study since the expression of c-myc did not
differ according to tumoral invasion (T) and linphonodal involvement (N) between the
groups.

As stated previously, the purpose of this study was to analyze the expression of
c-myc in the metaplasia-displasia-adenocarcinoma sequence in patients with BE and
adenocarcinoma. According to the literature, this is the second study to demonstrate an
increased expression of c-myc in ACE and also in EB patients. For EB patients, the
positive expressions of c-myc found in this study were 38,9% and 73% in those with
adenocarcinoma. These findings corroborate those of Tselepis and collaborators who
identified a modified expression of c-myc in 50% of the patients with BE and in 90% of
the studied samples of adenocarcinoma (30).

The imunohistochemistry identified a cellular expression of c-myc in 9,6% of
control group, 37.2% in EB patients without dysplasia, 45.5% in EB patients with
dysplasia and 73% in patients with adenocarcinoma. Such results demonstrate a linear
correlation of a positive c-myc throughout a chain that involves patients without
epithelial alteration, carrying metaplasia, dysplasia and patients with cancer. This result
is supported by the expressive number of the studied sample and by the high index of
statistical significance (p<0.001).

The modified expression of c-myc occurs in an ample variety of human tumors.
Its frequent association with a poor prognostic of neoplasias indicates an important role
of this oncogene in the tumoral progression. The increased positivity rate in the

expression of c-myc found in the samples with adenocarcinoma (73%) suggests that the
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modified expression of this gene is an event, between others ones, that acts as a
determinative form in the development of the esophagic cancer.

On the other hand, the high rate of positivity c-myc expression identified in this
study among patients with EB (38,9%), and the relatively low risk of the progression of
this precursory injury for the ACE (0.5% 2%) suggests that its being necessary for the
development of neoplasia, oncogene c-myc by itself would be insufficient for the tumoral
progression. Possibly, other regulating cellular proliferation and apoptosis process
factors such as p53 and bcl-2, would act on these molecularly modified cells, thereby
hindering its neoplastic transformation.

The principal finding of this study was the presence of a linear correlation of
increasing positivity in the imunohistochemistry expression of the c-myc gene at the
sequence that involved patients with esophagqic intestinal metaplasia, patients with low-
grade dysplasia and patients with adenocarcinoma. Such results point out the important
role of c-myc in the progression of EB in the metaplasia-displasia-adenocarcinoma

sequence.
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