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1.1 Resumo

A metaplasia intestinal gastrica (MIG) é considerada como lesdo precursora para
0 cancer géastrico, mas isto ndo tem levado a um controle maior dos portadores.
Estudamos uma populacdo dispéptica adulta e detectamos a prevaléncia de MIG. Vérios
marcadores tém sido testados para indicar qual paciente portador de metaplasia intestinal
deva ser acompanhado com exames peridédicos. Um destes marcadores é a pesquisa da
proteina de membrana CD44v6 em lesbes pré-malignas.
Objetivo: estudar a expressdo da CD44v6 em pacientes dispépticos com Helicobacter
pylori (H. pylori) e metaplasia intestinal gastrica.
Local: Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Universidade Federal do Rio Grande do Sul.
Pacientes: 642 pacientes dispépticos dos quais foram estudados 56 pacientes com MIG e
comparados com outros dois grupos, um de pacientes com H. pylori e outro, sem H.
pylori e sem MIG.
Meétodos: estudo da MIG com coloragdes HE (hematoxilina-eosina), PAS/AB (periodic
acid-Schiff/ Alcian blue), HID (high iron diamine) e, para estudar a expressdao da
CD44v6, empregou-se a imuno-histoquimica.
Resultados: De 642 pessoas avaliadas, 424 eram portadoras de Helicobacter pylori e 218
ndo. Das portadoras, 77 tinham MIG (18,2%) e das ndo portadoras, 15 (6,9%). Das
pessoas com MIG, estudamos 56 casos, sendo MIG do tipo | em 55% (31/56) dos casos,
22% (12/56) do tipo 11 e 23% (13/56) do tipo Ill. A MIG teve igual propor¢do entre os
sexos, foi mais frequente no antro, o tipo de MIG ndo teve relacdo com a extensdo da
metaplasia e ndo houve aumento proporcional com a idade. Na nossa populacdo de
estudo, a MIG foi de baixa frequéncia relativa (14,4%).

Quanto a CD44v6, todos 0s nossos casos foram negativos para esta proteina.
Conclusoes:
1) Os nossos casos foram todos negativos para CD44v6 e ndo vemos utilidade de utilizar
este marcador no nosso meio no rastreamento de pacientes com metaplasia intestinal
gastrica que mereceriam um acompanhamento subsequente. 2) Bidpsias do antro e da
incisura detectaram quase a totalidade (93%) dos casos de metaplasia intestinal gastrica
NOS N0SS0S casos e isto pode ser uma indicagdo para a pratica clinica. 3) A distribuicdo da
metaplasia intestinal gastrica entre 0s sexos seguiu a propor¢do no grupo estudado,
concluindo-se que ndo ha diferenca entre os sexos. 4) Ndo encontramos alteracdo da
frequéncia da metaplasia intestinal gastrica conforme a idade. 5) O achado de borda em
escova ou células de Paneth ndo exclui que naquela lamina haja glandulas metaplasicas
do tipo incompleto. 6) Ndo houve relacdo entre o local da metaplasia intestinal gastrica e
seu tipo. 7) Nao houve relacdo entre extensdo e tipo de metaplasia intestinal géstrica. 8)
A populacédo estudada tem baixa prevaléncia de metaplasia intestinal gastrica.



1.2 Abstract

The gastric intestinal metaplasia (GIM) is considered a premalignant lesion for
gastric cancer, but this has not led to greater control of the carriers. We studied a
dyspeptic adult population and detected the prevalence of GIM. Several markers have
been tested to indicate which patients with intestinal metaplasia should be followed
with periodic examinations. One of these markers is the membrane protein CD44v6.

Objective: To study the expression of CD44v6 in dyspeptic patients with Helicobacter
pylori (H. pylori) and gastric intestinal metaplasia.

Location: Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, Porto Alegre, RS, Brazil.

Patients: 642 dyspeptic patients of which 56 patients with GIM and compared with two
other groups, one of patients with H. pylori and another without H. pylori.
Methods: A study of GIM with HE staining (hematoxylin-eosin), PAS / AB (periodic acid-
Schiff / Alcian blue), HID (high iron diamine). We used immunohistochemistry (IHC) to
study the expression of CD44v6.

Results: Of 642 patients evaluated, 424 were carriers of Helicobacter pylori and 218 did
not. The carriers had 77 MIG (18.2%) and noncarriers, 15 (6.9%). Of those GIM 56 study
cases, GIM type | by 55% (31/56) cases, 22% (12/56) Type Il and 23% (13/56) of Type III.
GIM had equal sex ratio, was more frequent in the antrum, the type of GIM was not
related to the extent of metaplasia and there was no proportional increase with age. In
our study population, the GIM has low relative frequency (14.4%).
As to CD44ve, all our cases were negative for this protein.

Conclusions:

1) Our cases were all negative for CD44v6 and we do not see the usefulness of using
this marker in screening patients with gastric intestinal metaplasia that merit a
subsequent follow-up. 2) Biopsies of the antrum and incisura detected almost all (93 %)
cases of gastric intestinal metaplasia in our cases and this can be an indication for
clinical practice. 3) The distribution of gastric intestinal metaplasia between the sexes
followed the proportion in the group studied, and so there is no difference between the
sexes. 4) No change was found in the frequency of gastric intestinal metaplasia
according to age. 5) The finding of brush border and Paneth cells does not preclude that
metaplastic glands is not of the incomplete type. 6) There was no relationship between
the location of gastric intestinal metaplasia and its type. 7) There was no relationship
between the extent and type of gastric intestinal metaplasia. 8) The population has a
low prevalence of gastric intestinal metaplasia.
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2 INTRODUCAO

2.1 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DO CANCER GASTRICO

Estima-se que em 2008 ocorreram quase um milhdo de novos casos de cancer
gastrico no mundo, configurando-se como a quarta causa mais comum de neoplasia
maligna e a segunda causa em mortalidade por cancer (1,2). Em geral, sua magnitude é
de duas a trés vezes maior nos paises em desenvolvimento (3). No Brasil, o céncer
gastrico é causa importante de morte, sendo nosso pais considerado uma éarea de
incidéncia moderada. As areas de risco elevado sdo as que possuem incidéncia maior de
20 casos por 100.000 e as de risco baixo com incidéncia menor de 10 casos por 100.000.

Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA), o nimero de casos novos de
cancer de estdmago estimados para o Brasil, em 2012, foi de 12.670 entre homens e de
7.420 em mulheres, correspondendo a um risco estimado de 13:100.000 em homens e
7:100.000 em mulheres, com variagdes amplas conforme o estado. A incidéncia em
homens varia de 4,58:100.000 (Alagoas) a 18,96 (Mato Grosso do Sul). Em mulheres de
3,06 (Maranhdo) a 9,66 (Rio de Janeiro). No Rio Grande do Sul, as taxas sdo: 14,09 para
homens e 8,19 para mulheres. A taxa de mortalidade no periodo de 2009 a 2011 no Rio
Grande do Sul foi de 9,35:100 000 para homens e variou de 4,54 em Alagoas a 14,76 no
Amazonas. Em mulheres a mortalidade foi de 3,72 no Rio Grande do Sul e varia de 2,23
em Alagoas até 6,48 no Amazonas (3).

A razdo mortalidade/incidéncia no cancer gastrico € consideravelmente alta em
todas as partes do mundo, e a sobrevida em 5 anos ¢ baixa, sendo em torno de 20%. 1sso
decorre da detec¢do acontecer em estagios avancados da doenca.

A infeccdo pelo Helicobacter pylori é a principal causa do cancer gastrico no
mundo, sendo que, desde 1994, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) considera o H.
pylori como um carcinégeno do grupo | (definido) (4,5).

O estudo patoldgico da neoplasia gastrica e de suas lesdes pré-malignas tem nos
estudos dos patologistas finlandeses Jarvi e Laurén um marco fundamental, pois foram os

pioneiros a aventar a possibilidade do carcinoma gastrico se originar de ilhotas de
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metaplasia intestinal, encontradas na mucosa gastrica com gastrite cronica (6). Laurén em
1965 dividiu o carcinoma gastrico em dois grupos: tipo intestinal e tipo difuso, com
diferencas na idade dos pacientes, no sexo e no prognostico da doenca (7). O tipo
intestinal de cancer tem mais metaplasia intestinal nas proximidades do tumor que o tipo
difuso, relacéo esta também descrita por Morson (8).

Um modelo para as alteragcbes que ocorrem na mucosa gastrica da gastrite até o
aparecimento do carcinoma do tipo intestinal foi proposto por Pelayo Correa, em 1975,
conhecido pelo nome de “cascata da carcinogénese gastrica”. As suas observagdes
derivam de estudos em populacdes de alto risco. Os componentes basicos sdo: gastrite
cronica ativa ndo-atrofica — gastrite atrofica multifocal — metaplasia intestinal completa
— metaplasia intestinal incompleta — displasia de baixo grau — displasia de alto grau

— carcinoma invasivo (9,10,11).

2.2 Metaplasia Intestinal Géastrica (MIG)

O estbmago, macroscopicamente, pode ser dividido em céardia, fundo (fundo e
corpo, conforme nomenclatura inglesa) e antro. Histologicamente ha trés areas distintas
que correspondem aproximadamente a estas zonas anatdmicas. A cardia e a mucosa
pilérica sdo compostas por glandulas mucossecretoras. Nas demais areas do estémago, a
mucosa é denominada do corpo ou fundica e secreta, entre outros produtos, acido e
pepsina (12).

As glandulas fandicas podem ser divididas em quatro regifes: base, pescoco,
istmo e fovéola, nesta ordem e em direcdo ao limen. As glandulas piléricas em apenas
base, pescoco e fovéola. A porcao do pescoc¢o da glandula contém uma mistura de células
principais e parietais, além de um terceiro tipo que sdo as células mucosas do pescoco
(estas sao facilmente reconhecidas com PAS). Estas células mucosas também podem
ocorrer no istmo e estdo presentes em toda a mucosa gastrica, admitindo-se que suas
principais funcGes sejam a proliferagdo e a regeneracdo da mucosa. Estas celulas mucosas

atuariam como células-tronco e poderiam migrar para a superficie, diferenciando-se em
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celulas produtoras de muco, ou para a base, diferenciando-se em células parietais,
principais ou neuroenddcrinas. As células da superficie se renovam a cada 4 a 8 dias e as
células das glandulas antrais e fundicas num tempo maior, talvez até 2 a 3 meses (13-22).

O valor real de se classificar gastrite crénica estd no fato da sua relacdo entre
inflamacéo e atrofia e suas doencgas associadas, sendo que em algumas vezes este padrao
é tdo consistente que pode ser preditivo do risco de Ulcera péptica ou de cancer gastrico.
A infeccdo pelo H. pylori pode causar gastrite antral difusa ndo atrdfica, relacionada a
Ulcera péptica duodenal, ou pode causar gastrite atrofica multifocal (GAM) com
metaplasia intestinal gastrica (MIG). A alteracdo relacionada a ulcera duodenal, ndo leva
a perda glandular e esta associado a risco reduzido de neoplasia. A alteragdo com GAM
aumenta o risco de carcinoma gastrico e estes pacientes podem ter Ulcera gastrica em
algum momento na sua vida. O que leva a infec¢éo pelo H. pylori a caminhos diferentes é
um assunto pouco compreendido e 0S mecanismos propostos sdo multifatoriais. A
informacdo do estudo anatomopatolégico é, portanto, muito importante e deve ser
padronizada. Esta é a recomendagdo do estudo atualizado do sistema Sydney-Houston,
que, inclusive, elaborou uma escala analdgica para diagnosticar e graduar a presenca de
H. pylori, de infiltrado inflamatério mononuclear e polimorfonuclear, de atrofia e de
metaplasia intestinal (23). A atividade neutrofilica estd provavelmente ligada a lesdo
tecidual e sua presenca é quase um fendmeno universal da gastrite do H. pylori (24).

Define-se a atrofia da mucosa gastrica pela perda de glandulas que leva a um
adelgacamento da mucosa. A perda glandular por morte celular pode se seguir a erosoes
ou Ulceras que destroem a camada glandular, ou resultante de um processo inflamatorio
crénico. A adicdo de metaplasia intestinal, especialmente na regido antral, € um indicador
da presenca de atrofia. Atrofia com metaplasia intestinal estdo associadas a um risco
maior de cancer. Nem sempre a atrofia leva a metaplasia intestinal, pois no caso de
atrofia da gastrite autoimune a metaplasia existente no corpo é a metaplasia
pseudopildrica. (23,24,25).

A metaplasia intestinal € comum na gastrite cronica provocada pelo H. pylori e
sua prevaléncia aumenta com a duracdo da doenca. As classificacbes comumente usadas
em metaplasia intestinal sdo: quanto a morfologia (23,24), ao conteldo de mucinas
(26,27,28, 29), ou ao contetdo de enzimas (30).
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Morfologicamente, no inicio do processo metaplasico, as células lembram as
celulas do intestino delgado com células colunares maduras, os enterdcitos eosinofilicos,
absortivos com a borda em escova bem desenvolvida. Alternando com estas células e a
intervalos regulares, ha células caliciformes repletas de mucina. As criptas sdo retas e a
arquitetura glandular estd preservada, podendo ter a presenca de células de Paneth,
descritas na base das criptas de Lieberkiihn no intestino delgado. Esse € o tipo completo.
Com a evolugdo do processo, aparece a metaplasia dita incompleta. As glandulas
metaplasicas perdem o fendtipo de delgado e adquirem o quadro morfoldgico de estrutura
éntero-coldnica e ap6s de estrutura coldnica, sendo revestidas por células caliciformes de
variados tamanhos e formas.

A classificacdo da metaplasia intestinal pelo conteddo em mucina divide-a em
trés tipos: tipo I, em que as células caliciformes secretam sialomucinas e que corresponde
ao tipo completo; tipo 11, em que algumas células caliciformes secretam sulfomucinas; e
o tipo 111, em que as células colunares secretam sulfomucinas. Os tipos Il e 111 sdo tipos
incompletos, em que o tipo Il assemelha-se a mucosa colénica e o tipo Il é um hibrido
entre a mucosa do delgado e do colon.

A classificacdo da metaplasia intestinal pelo contetdo enzimético considera o
tipo completo (tipo 1), em que as células colunares secretam enzimas digestivas como
sacarase, trealase e fosfatase alcalina, isto é, todo ou quase todo o conjunto de enzimas
dos enterocitos. Com a evolucdo do processo, as células metaplasicas vao perdendo o
fendtipo de delgado com alteracdo da producdo enzimatica, caracterizando os tipos
incompletos, com reducdo (tipo Ila) ou auséncia (tipo llc) da secrecdo enzimatica.

Como é de esperar, ha uma interrelacdo entre essas classificacdes. A titulo de
exemplo, o tipo que lembra a glandula de delgado é morfologicamente do tipo completo,
enzimaticamente do tipo | e quanto ao contetdo de mucinas também do tipo I. A
importancia dessas classificacfes se deve ao fato que os tipos incompletos, especialmente
o tipo 111, tém sido relacionados com cancer gastrico (23, 25).

Além desta distincdo, a extensdo da MIG parece ser importante, sendo mais
propensa de estar relacionada ao carcinoma se for extensa [MI em duas localizacdes do
estdbmago ou se moderada ou severa em duas biopsias ou mais (31,32)]. Conforme P.

Correa et al., os melhores marcadores para cancer gastrico disponiveis atualmente sdo a
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extensdo da atrofia/MI incompleta, presenca do H. pylori e niveis do pepsinogénio sérico
(32).

O papel da MIG, nosso objeto de pesquisa, na transi¢do da gastrite superficial ao
cancer gastrico ndo é clara (33). Ha dados que sugerem que a MIG e o cancer se originam
de diferentes linhagens celulares de tal modo que a metaplasia seria, quando muito, um
marcador de risco aumentado para cancer (34,35).

A metaplasia intestinal, no entanto, conforme vérios outros estudos, teria um
papel preponderante no processo da carcinogénese gastrica (36-43). Até esse ponto da
cascata, o epitélio da gastrite atrofica e da metaplasia intestinal permanece bem
diferenciado, mantendo-se a relacdo nicleo-citoplasma e arquitetura tecidual. A dindmica
do processo mostra uma transformacdo fenotipica gradual (44). Este processo que
geralmente dura algumas décadas, é progressivo. Nos estagios iniciais, os fatores
ambientais parecem ser importantes, mas com o passar do tempo, as alteracdes nas
celulas tronco tornariam o processo independente destes fatores (45). Em alguns
pacientes com metaplasia intestinal incompleta um leve grau de atipia nuclear e distorcao
arquitetural sdo observados, levando alguns investigadores a considerar a metaplasia
incompleta do tipo colénico (tipo I1) como uma forma de displasia (46), o que €
indicativo da importancia que alguns autores déo a esse estagio do processo evolutivo.

As alteracdes fenotipicas enumeradas sdo reflexos das alteracGes genotipicas e
epigenéticas. As multiplas alteracdes no processo da carcinogénese gastrica ocorrem nos
oncogenes, nos genes supressores de tumor, nos reguladores do ciclo celular, nas
moléculas de adesdo intercelular, nos genes de reparo do DNA e na instabilidade genética
e também na ativacdo da telomerase. As combinac@es possiveis de alteracdes diferem no
cancer gastrico intestinal e no difuso, sabendo-se que as rotas carcinogenéticas sdo
distintas (47).

No processo do carcinoma intestinal a infeccdo pelo H. pylori pode ser um forte
estimulo para as varias alteracdes que vdo levar a metaplasia intestinal. Uma das
alteracdes € a transcricdo anormal do gene CD44. Na evolucdo para o carcinoma gastrico
difuso o H. pylori também teria um papel importante inicial.

A extensdo da MIG também parece estar relacionada com o risco de cancer.

Cassaro et al. (48) estudaram uma populacdo de alto risco para cancer com a intengéo de
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analisar esta relagdo. Avaliaram 68 pacientes da Colémbia com cancer gastrico e
compararam com 67 controles. O estbmago foi mapeado com 12 bidpsias: na pequena
curvatura (2 bidpsias no antro e 2 no corpo); na grande curvatura (3 no antro e 4 no
corpo); e uma na cardia. Verificaram quatro padrdes topograficos da MIG: 1) Focal: séo
focos de metaplasia intestinal em pequeno nimero, mais frequentemente na pequena
curvatura nas proximidades da incisura angular. Este tipo foi encontrado em 14 casos de
cancer e em 16 controles. 2) Antro-predominante: mais no antro da incisura ao piloro e
verificado em 7 pacientes com cancer e 6 controles. 3) Magenstrasse, palavra alema que
designa a regido do piloro a cardia pela pequena curvatura e que estaria comprometida
pela MIG. Este aspecto foi encontrado em 25 pacientes com céncer e 4 controles. 4)
Padrao difuso que envolve a maior parte da mucosa gastrica com excecdo do fundo. Este
tipo foi encontrado exclusivamente em 13 pacientes com cancer. Os tipos Magenstrasse e
difuso tiveram OR para cancer de 5,7 e 12, respectivamente. Estes tipos tiveram o
comprometimento mais extenso e, relacionado a isto, tiveram mais MIG do tipo Ill. Em
populacdes de alto risco para cancer gastrico, a extensdo da MIG se correlaciona com a
presenca do tipo incompleto e esta significativamente associada ao cancer gastrico.

Um ponto importante pendente é se a metaplasia intestinal pode ser revertida apds
a eliminacdo do H. pylori (42). Vérias alteracfes genéticas e epigeneéticas sdo verificadas
na metaplasia intestinal. Mutagdes em TP53 tém sido detectadas em 50% das MIG
adjacentes ao cancer e diminuicdo da expressdao de CDX2/CDX1, conforme a progressdo
na carcinogénese gastrica (49,50,51). Alem disso, a expressdao da ciclooxogenase-2 €
discreta no estbmago normal, mas eleva-se na gastrite pelo H. pylori e tem uma forte
expressdo na MIG. Este fato pode estar relacionado com a alteracdo da cinética celular
quando a proliferacdo se mantém e a apoptose diminui, favorecendo o acimulo de células
e, possivelmente, a formacdo de neoplasia (42,49). A telomerase esta mais expressa no
cancer gastrico e na MlI, indicando um papel facilitador na carcinogénese (52,53).

Outras alteracbes em marcadores genéticos também sdo detectadas na metaplasia
intestinal gastrica como, por exemplo, em p16, p53, perda de E-caderina, DAP-quinase,
THBS1 e TIMP-, CDX1/2, instabilidade de microssatélites em MIG (54,55,56,57,58,59).
A ativacdo de EGFR e ERBB2 pela infecgdo com H. pylori causando sobrevida de
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células epiteliais gastricas com DNA lesado na MIG também foi constatado e € sinal para
iniciacdo da carcinogénese gastrica (60).

As células do cancer gastrico expressam aumento de amplo espectro de fatores de
crescimento e citocinas e destes, TGFa e receptor-1 do fator de crescimento epidérmico
(EGFr-1), estéo relatados com MIG. Expressédo aumentada da ciclina D2 e diminuicdo da
p27 séo detectadas na MIG- H. pylori (61).

Apesar da forte ligacdo H. pylori-cancer gastrico, falta a evidéncia clara de que a
erradicacdo da bactéria previna o cancer. Estudos para demonstrar tal beneficio sédo
dificeis, devido ao grande nimero de pessoas que deveriam ser acompanhadas e ao longo
tempo deste acompanhamento. Uma outra maneira de responder a questdo da relacdo H.
pylori-cancer gastrico é estudar objetivos secundarios, como o efeito do tratamento nas
alteracdes pré-malignas, atrofia e MIG (42,62). Aqui tambem h& dados conflitantes, em
razdo da inconsisténcia da interpretacdo dos dados histologicos, dos erros de amostragem
e das diferencas das populacbes estudadas. Muitos estudos feitos no Japdo revelam um
curso favoravel destas alteracbes apds a erradicacdo. Uemura et al. (4) relatam uma
melhora significativa na metaplasia do corpo e do antro apds 6 meses da erradicacao do
H. pylori. Em outro estudo, a severidade da MI melhorou em 28/46 (61%) dos pacientes
ap0s um ano.

Correa et al. realizaram na Col6émbia um grande estudo randomizado controlado
com placebo em 976 pacientes. Verificaram a relacdo do H. pylori com alteracGes pré-
malignas e seu aumento sequencial (atrofia e MIG) e cancer (62,63).

Em estudo na China, foram acompanhados pacientes com H. pylori que
receberam tratamento anti-H. pylori ou placebo, sendo acompanhados por um ano. Ao
fim de 5 anos, os autores verificaram que nos pacientes erradicados a progressao da Ml
foi significativamente reduzida e com reducdo da atrofia, sugerindo que a erradicacdo do
H. pylori reduz a progressao da MIG. E no subgrupo dos pacientes que ndo apresentavam
MIG, houve significativamente menos casos de cancer gastrico (64).

A metaplasia intestinal gastrica € uma alteracdo fenotipica resultante de mutacéo
somatica em células tronco ou alteracbes epigenéticas e, eventualmente, estas sdo
irreversiveis a despeito da eliminacéo do H. pylori. As alteragdes gastricas, no entanto, do

meio ambiente gastrico — associadas a eliminagdo do H. pylori e que possibilitam a
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resolucéo da inflamacéo, a eliminacdo das lesdes do DNA e a reducdo da proliferacdo —
podem ser mais importantes na prevengdo do cancer gastrico do que a reversdo da Ml
(42). Neste aspecto, vale a pena lembrar alguns trabalhos que relatam a alteracdo de
marcadores envolvidos na carcinogénese ap0s a erradicacdo do H. pylori. Reducdo da
expressdo da ciclina D2, o aumento da p27, redugéo na proliferagdo (Ki67) (61).

Na presente pesquisa, avaliamos o comportamento da CD44v6 nos casos com
MIG antes e apds a erradicacdo do H. pylori e também naqueles pacientes em que a

bactéria ndo foi eliminada.

2.3 CD44

A CD44 designa uma familia de glicoproteinas amplamente distribuidas na
superficie celular com vérias fungdes, mas basicamente ¢ uma molécula de adeséao celular
e sinalizacdo (65,66), ligada ao citoesqueleto celular. Expressada por varios tipos de
células, a CD44 esta implicada na interacéo célula-célula ou célula-matrix extracelular. O
gene esta localizado no cromossomo 11p13, tem 20 exons (Figura 1), sendo 10 expressos
constitutivamente para formar a proteina CD44 padrdo (CD44s, s de standard) que
emprega os exons 1 a 5 e 16 a 20. Outras proteinas podem ser expressas como Varias
isoformas geradas pelo processamento alternativo dos exons 6 a 15. A isoforma mais
comum ¢é a isoforma padrdo (standard) de 90-kd (CD44s) e estd presente em uma
variedade de tecidos, incluindo o epitelial e o linfoematopoiético. As outras isoformas
podem resultar em um nimero muito grande de diferentes combinacdes (Figuras 1 e 2)
(67,68).

A relacdo da CD44 com cancer fez do pré-mRNA CD44 um modelo atrativo. Os
exons v8, v9 e v10 sdo preferentemente expressos pelas células epiteliais. As outras
isoformas séo variantes complexas (CD44v) que incorporam combinagdes de exons que

sdo expressadas variavelmente e incorporados na base que é o CD44s (68). Embora as

18



isoformas CD44v estejam presentes em muitas células epiteliais através do corpo humano,
a expressdo inapropriada e abundante destas moléculas observada numa variedade de
tumores tem sido confirmada tanto pela analise da proteina como do mRNA como, por
exemplo, em cancer gastrico, de colon, de mama, de Utero, de bexiga e de pulméo (69,70).
Estas observacGes sugerem que a avaliacdo da expressdo do gene CD44 poderia ser util
no diagndstico de tumores e avaliacdo progndstica (71,72,73,74,75,76,77,78).

Exons padrdes

1 2 3 4 5 18 17 18 19 20
s1 s2 s3 s4 sh sB s7 =8 59 s10
RNV R N A A B N AN AN

(5] 7 8 9 10 11 12 13 14 15
O, L\}/}(v)‘} a6 4 € 4
Dt 46 46 46 46 46 4G K K

Exons variantes

Figura 1. Diagrama esquematico da estrutura do gene CD44.

Os exons padrdes (s1-s10) codificam a isoforma protéica padrdo, CD44s, expressa por
praticamente todas as células. Combinacdes de exons variantes (v1-v10) podem ser
processadas alternativamente entre s5 e s6 para codificar isoformas variantes, CD44v.
Diferentemente do gene murino, o éxon 6 (v1) do gene humano contem um stop cédon
e ndo é normalmente incluido na CD44 mRNA (Ponta H et al. CD44: from adhesion
molecules to signalling regulators. Mol Cell Biol 2003;4:33-45)(67).
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Figura 2. Estrutura da proteina CD44.

A isoforma padrdo, CD44s, liga seu principal ligante, o acido hialurénico, pelo N-
terminal, no dominio extracelular distal. A inclusdo de combinacGes de exons variantes
(v1-v10) no dominio extracelular pode alterar a afinidade da ligacdo pelo acido
hialurénico e proporcionar interagdes com ligantes alternativos. A molécula interage
com o citoesqueleto atraves da ligagdo com a ankirin e EMR (ezrin, radixin,
moesin) na porc¢do citoplasmatica (67).

A CD44v6 tem sido relacionada com a progressdo e metastases do cancer gastrico
(80,81) e também foi detectada em metaplasia intestinal. Gulmann e col (80) verificaram
um significativo aumento sequencial na expressao da CD44v6 desde a mucosa normal e
da com MI até a mucosa ndo envolvida adjacente ao tumor com ou sem MI. Também
verificaram a presenca do CD44v6 em 5% da amostra de pacientes sem metaplasia e de
15% a 20% nos pacientes com metaplasia (80,82). O aumento mais importante foi de
mucosa normal para MI adjacente ao tumor. Os achados sugerem que a expressdo alta da
CD44v6 é um fenbmeno tardio na transformacdo da MI em displasia/cancer, tratando-se
de um bom marcador do risco de cancer em pacientes com MI.

O produto do gene CD44 — isoforma CD44v6 — pode ser pesquisado por técnica

padrdo de imunoistoquimica, 0 que a torna um método exeqiivel em nosso meio (70).
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As proteinas CD44 interagem com varios ligantes diferentes: hialuronato,
fibronectina, colagenos tipos | e 1V, serglicina e osteopontina. H&, no entanto, poucos
exemplos do significado fisiol6gico destas interacdes, até porque este € um campo novo
nas investigaces de um modo geral. Um campo que mostra a¢des importantes da CD44
é 0 que confere propriedades migratorias as células. Por exemplo, células de fibroblastos
em cultura adquirem capacidade migratoria quando incubadas com CD44 e que a
proliferacdo de queratindcitos e a cicatrizacdo de feridas cutaneas depende da CD44 e sua
interacdo com o hialuronato. Ha trabalhos sugerindo a participacdo importante da CD44
na transducdo do sinal extracelular, na sua funcdo reguladora nos tecidos embrioldgicos,
no desenvolvimento dos membros, e na funcdo de certas proteinas CD44v durante a
embriogénese na apresentacdo de fatores de crescimento nos locais de comunicacao
epitélio-mesénquima (65). Além disso, cultura de células adquirem capacidade de
metastatizar ap0s incubacdo com CD44v.

A CD44v6 tem sido relacionada com céancer gastrico. Dd&mmrich et al. (71)
estudaram a expressdo desta proteina em tumores gastricos do tipo intestinal e do tipo
difuso e sua importancia para a disseminacdo metastatica linfogénica. Verificaram que a
CD44v6 era mais expressada nos adenocarcinomas gastricos do tipo intestinal que no tipo
difuso (92% x 17%) e na infiltracdo linfonodal relacionada com expressdo de CD44v6,
sendo que no tipo difuso-negativo, os linfonodos comprometidos expressavam V6.
Notaram também que a expressao do mRNA confirmou os dados da imunoistogquimica.
Além disso, as similaridades fenotipicas da expressdo da v6 entre MIG e cancer do tipo
intestinal, mas ndo com o tipo difuso, podem apoiar a hipotese de Pelayo Correa. A
CD44s tem papel importante na adesividade da células ao seu meio-ambiente. Especula-
se que a perda desta adesividade possa ter um papel importante na cascata metastatica
(83).

Vaérios anticorpos humanos especificos para as variantes do CD44 recentemente
tornaram-se disponiveis. Porém, ainda falta uma analise detalhada da sua presenca nos

diversos tecidos e estagios de malignizacéo (67).
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3 JUSTIFICATIVA

A metaplasia intestinal gastrica é reconhecida como lesdo precursora (pré-
maligna) para o cancer gastrico. A sua deteccdo, no entanto, ndo tem conduzido a um
cuidado maior destes pacientes, ndo havendo também condutas estabelecidas para um
acompanhamento. Essa discrepancia se deve ao fato de a metaplasia intestinal gastrica ser
um achado frequente, da ordem de 20% em adultos dispépticos crénicos (84,85), e o
cancer gastrico ser um evento raro, sendo dificil recomendar o exame endoscopico de
controle em todos estes pacientes com o objetivo de detectar uma neoplasia precoce.

Na presente tese, discute-se a utilidade do estudo imunoistoquimico da CD44v6
nos casos de MIG como possivel fator de indicacdo para um acompanhamento mais

atento destes pacientes.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Principal

Verificar a expressdo de CD44v6 na metaplasia intestinal géstrica e se a

erradicacdo do H. pylori altera a sua expresséo.

4.2 Objetivos Especificos

Pesquisar a expressdo por imunoistoquimica da CD44v6 nos pacientes com H.
pylori com e sem metaplasia intestinal gastrica e nos pacientes sem H. pylori.

Avaliar em qual destes grupos a CD44v6 tem maior expressao.

Avaliar e correlacionar a prevaléncia da MIG na populacdo portadora de H. pylori
e na populacdo sem a bactéria.

Avaliar a média de idade dos pacientes com MIG e correlacionar com aqueles do
HEROES sem MIG e aqueles sem H. pylori.

Avaliar a extensao e o tipo de MIG e correlaciona-los entre si.
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5 AMOSTRA E METODO

A populacdo analisada neste estudo foi captada da populacdo dispéptica
selecionada por meio de testes elaborados e conduzidos pelo programa HEROES
(Helicobacter Eradication Relief of DyspEptic Symptoms), desenvolvido no Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA), Rio Grande do Sul, Brasil.

A selecdo dessa populacdo iniciou-se com um convite, anunciado na midia, e com
centenas de palestras realizadas no HCPA. Apés, a palestra a pessoa que se incluia nas
condicbes de quadro dispéptico e indicava seu desejo de participar do estudo era
agendada a uma consulta médica para uma analise melhor do seu quadro. Se persistia 0
diagnostico de dispepsia funcional, conforme os critérios de Roma Ill, a pessoa era
encaminhada para exame endoscépico, avaliacdes nutricional e psicologica. Se 0 exame
endoscopico ndo revelava lesdo que descaracterizasse o diagnéstico base, o paciente era
incluido no estudo. O HEROES é um estudo clinico, randomizado, duplo-cego para
analisar o efeito da erradicacdo do H. pylori nos sintomas dispépticos de pacientes
selecionados.

A presente pesquisa € um estudo aninhado no HEROES (GPPG 05-422). Os
pacientes foram randomizados em 2 grupos, um recebendo tratamento anti-H. pylori e o
outro, placebo. Acompanhados por um ano, cada paciente submeteu-se a uma endoscopia
digestiva alta no inicio do estudo e outra no final, apds 12 meses.

Na nossa pesquisa, estudamos os pacientes que nas bidpsias do primeiro e/ou do
segundo exame endoscopico tiveram metaplasia intestinal gastrica. Eles foram
comparados com pacientes sem metaplasia com H. pylori, do HEROES, e sem metaplasia
e sem H. pylori.

No exame endoscépico, realizaram-se biopsias gastricas: duas na grande
curvatura do antro; uma na incisura angular; e duas na grande curvatura do corpo gastrico.
Os pacientes identificados com metaplasia intestinal gastrica tornaram-se objeto deste

estudo que analisou o comportamento da proteina CD44ve6.
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5.1 Critérios de Inclusao

- Pacientes do HEROES com MIG no antro, incisura angular ou corpo.

- Pacientes do HEROES sem MIG.

- Pacientes cujo Unico motivo para exclusdo do HEROES foi serem negativos
para H. pylori.

5.2 Critérios de Exclusao

- Analfabetismo funcional que inviabilize adequada compreensdo dos objetivos

do estudo e preenchimento dos questionarios.

- Nao aceitagdo em participar do estudo e/ou em assinar o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido.
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5.3 PROCEDIMENTOS

5.3.1 Teste para deteccdo CD44v6 por imunoistoquimica

O tecido apds cortes histoldgicos foi colocado em Ilamina silanizada e
desparafinizado. Para tal, foi colocado em estufa a 68-70°C por 1 hora para derreter a
parafina e promover a fixacdo da amostra na lamina. O material foi retirado da estufa e
colocado em cuba com xilol por 5 minutos para dissolver a parafina. Apos, foi colocado
em cubas com alcool absoluto para retirar o xilol — 2 minutos cada banho em 4 cubas
diferentes de alcool — e a seguir em cubas com agua para retirar o alcool. Seguiu-se uma
imersdo em solucéo de recuperacéo.

As laminas assim preparadas foram colocadas em tampdo de recuperagdo com
citrato pH 6,0 e levadas ao forno de micro-ondas em panela de pressdo, fervendo por 5
minutos. Depois de retiradas do forno, foram lavadas em phosphate buffered saline (PBS)
por trés vezes. O blogueio da peroxidase foi realizado com H202 3% em alcool metilico
e, apos, incubado por 15 minutos em temperatura ambiente. A lamina é retirada e lavada
novamente com PBS por trés vezes.

Neste momento, foi feita a incubacdo da lamina com o anticorpo primario
monoclonal de camundongo, anti-humano, CD44v6 (NCL-CD44v6, clone VFF-7),
Novocastra, 1:200, deixado durante a noite em refrigerador a 4 graus C. Na manha
seguinte, o material foi lavado com PBS (trés vezes) e adicionado anticorpo primario Kit
Advance Dako-HRP-link com incubacédo por 30 minutos. Novamente lavado com PBS
(trés vezes) e incubado com HRP-enzimatico por 30 minutos. Lavado com PBS (trés
vezes) e incubado com DAB (enzima precipita e cora) por até 5 minutos. O material foi
lavado com agua destilada. A coloracdo de fundo foi feita com Hematoxilina de Harris
(cora nucleo- arroxeado) por 2 minutos. Apos, lavou-se com agua amoniacal (arroxeado
> azulado) e em agua corrente. Processou-se, entdo, a desidratacdo com alcool etilico 5
minutos por quatro vezes, apds imersdo no xilol por duas vezes por 5 minutos, para
clareamento. Finalmente, procedeu-se a montagem da lamina com laminula em solugéo

de balsamo sintético.
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A interpretacdo dos resultados foi feita quanto a extensdo da coloragéo e ndo nos
ativemos a intensidade. No trabalho de Gulmann et al. (80) a intensidade ndo foi
discriminativa. A extensdo se refere a porcentagem de células epiteliais coradas que
aumentou do epitélio normal até o epitélio com céancer. Aproximadamente, as
porcentagens foram: epitélio normal 0 a 5%); epitélio com metaplasia intestinal 0 a 10 %;
epitélio normal em peca com tumor 0 a 20%; metaplasia intestinal adjacente ao tumor 10
a 35 %; e no tumor 0 a 65%.

Durante o0 exame endoscépico foram obtidos dois fragmentos do antro, dois a trés

centimetros antes do piloro na grande curvatura, um da incisura e dois do corpo.

5.3.2 Coloracéo das laminas para estudo histopatologico

As laminas foram coradas pelo H&E (hematoxilina-eosina), com Alcian-Blue 2,5
e com HID (high iron deamine) para caracterizar as MIG em tipos I, Il e Ill. Cada
paciente teve de 3 a 6 laminas por exame, dependendo se a metaplasia foi detectada em
um ou dois locais, mais a lamina para o estudo IHQ.

A analise do tipo de MIG foi feita conforme Jass e Filipe: PAS nas celulas
gastricas e AB nas células caliciformes € diagndstico de MIG tipo I. Se a célula
caliciforme se cora com HID, é MIG tipo Il. Se a célula colunar da MIG se cora com HID
é MIG do tipo IlI.

A extensdo da MIG foi feita de acordo com Sistema atualizado de Sydney: até
25% da amostra comprometida com MIG a extensédo é discreta; até 50%, moderada; e
mais de 50%, acentuada.

Os casos controle foram corados para HE e para estudo imunoistoquimico.
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5.3.3 Andlises estatisticas e tamanho da amostra

Varidveis continuas serdo expressas como médias e desvios padrdo e a
comparacdo entre grupos serd analisada usando-se o teste T para amostras independentes.
Varidveis qualitativas serdo expressas como percentagens e comparagdes analisadas
usando o teste exato de Fisher. Todos os testes serdo bi-caudais e chance de erro alfa
inferior a 5% sera considerado estatisticamente significativo. Analises multivariadas

serdo obtidas com regressdo logistica.

Para o calculo do tamanho da amostra, foi considerado, com base na literatura
(80), a presenca do CD44v6 em 5% da amostra de pacientes sem metaplasia e de 15% a
20% nos pacientes com metaplasia. Para se obter um poder de 80% e um erro alfa
inferior a 5%, a amostra calculada foi de 59 pacientes com metaplasia intestinal e de 294
sem metaplasia, num total de 353 pacientes. Com a positividade esperada do CD44v6,
calcula-se que 15% a 20% dos 59 pacientes com MIG serdo positivos (9 pacientes) e 5%
dos controles serdo positivos (15 pacientes). Ap0s um ano, 0s pacientes submeteram-se

novamente ao exame endoscépico, obtendo-se novas biopsias.
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5.4 Consideragdes Eticas

Essa pesquisa foi aprovada pelo Grupo de Pesquisa e Pés-Graduacdo (GPPG) do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre, obtendo o nimero 09-034.

Conforme ja mencionado, este estudo encontra-se aninhado no HEROES —-GPPG
05-422, ja possuindo o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, devidamente
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (GPPG/HCPA).
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6 RESULTADOS

O grupo selecionado para 0 HEROES, continha 642 pacientes, sendo 424 com H.
pylori e 218 pacientes sem a bactéria, sendo, por isso, excluidos da pesquisa. No grupo
total de 642 pacientes (424 com a bactéria), 92 tinham MIG (14,4%). Na andlise dos
grupos em separado, 77 pacientes com MIG tinham a bactéria e 15 pacientes, ndo (18,2%
X 6,9%). Esta diferenca encontrada quanto a presenca da MIG, que foi estatisticamente

significativa, relacionou fortemente a infeccéo a presenca da MIG (p<0,001) (Figura 1).

642
p = 0,001
[ 1
424

218

15

[0 )
Total H. pytar {+) M. pylar (=)

B metaplasia intestinal gastrica

Figura 1- Prevaléncia de MIG em adultos dispépticos.

Dos 424 pacientes, 404 pacientes foram selecionados para o HEROES (17

pacientes se negaram a participar e trés pacientes excluidos por erro de randomizacao).
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Estes grupos foram analisados quanto ao sexo e idade. Os pacientes que
efetivamente entraram no HEROES foram de 404, com média de idade de 45,3. A
presenca de pessoas do sexo feminino foi de 320 e 84 do sexo masculino; a média de

idade conforme o sexo foi de 44,8 e 47,1, respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1- Pacientes do HEROES

NUmero Media de Idade
Feminino 320 44,8
Masculino 84 47,1
Total 404 45,3

Tabela 2-Pacientes do HEROES sem MIG

Ndmero Media de Idade
Feminino 264 44,3
Masculino 65 45,3
Total 329 44,5

Esta distribuicdo por idade e sexo entre os pacientes do HEROES e dos grupos
por nds avaliados é muito semelhante.

Dos 77 pacientes iniciais com MIG, dois pacientes estavam no grupo dos
pacientes que foram excluidos (Tabela 3), dois blocos de parafina ndo foram encontrados
e em 17 pacientes, ndo apareceu MIG nos recortes, possivelmente por se tratar de leséo
focal (Tabela 7). A populagdo por nés estudada somou 56 pacientes adultos dispépticos
com MIG e H. pylori, totalizando 584 laminas (39 casos em um local e 17 casos com

metaplasia em dois locais) (Tabelas 11 e 12), incluindo o estudo imunoistoquimico.
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Tabela 3- Pacientes do HEROES com MIG.

NUmero Média de ldade
Feminino 56 47,3 (18-75)
Masculino 19 53,1 (40-70)
Total 75 48,8

A distribuicdo por sexo e a média de idade dos pacientes estudados com MIG esta
mostrado na Tabela 4.

Tabela 4- Pacientes do HEROES H. pylori + com MIG.

Médiade ID | Variagdo DP
Feminino 41 49,1 19-75 anos
Masculino 15 55,5 44-70 anos
Total 56 50,8 11,6
p=0,779

Selecionamos 2 grupos para controle. Um pareado do estudo HEROES e sem
MIG (Tabela 5) e outro pareado do grupo que nédo participou do HEROES apenas pelo

fato de ndo ter a bactéria (Tabela 6) cujos nimeros sdo mostrados nestas tabelas.

Tabela 5- Pacientes do HEROES H. pylori + sem MIG.

Médiade ID | Variacdo DP
Feminino 57 47,1 18-73 anos
Masculino 18 51,7 38-68 anos
Total 75 48,2 11,8
p=0,779

Tabela 6- Pacientes sem H. pylori e sem MIG.

Médiade ID | Variacdo DP
Feminino 55 46,3 18-71 anos
Masculino 13 50,5 27-69 anos
Total 68 471 12,5
p=0,779
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Tabela 7- Pacientes excluidos da andlise por auséncia de MIG no exame
anatomopatoldgico (blocos ndo enviados-2; sem MIG no recorte-17).

Ndmero Média de ldade
Feminino 15 42,3 (18-60)
Masculino 4 44,0 (40-48)
Total 19 42,6
p=0,779

A andlise estatistica entre os grupos representados nas tabelas 4 a 7 ndo mostra
diferenca estatistica, quando comparados por sexo entre 0s grupos ou idade (ANOVA
p=0,189; qui-quadrado p=0,779).

Os pacientes com MIG foram agrupados conforme o tipo da metaplasia
encontrada e o sexo (Tabela 8). No teste do qui-quadrado ndo houve diferenca
estatisticamente significativa (p=0,192).

Tabela 8- Tipo de MIG conforme o sexo.

| I I Total

TIP

SEXO

FEM 25 9 7 41

MASC 7 2 6 15

Total 32 11 13 56
p=0,192

Os pacientes foram agrupados pelo tipo de MIG encontrado e a extensdo da
metaplasia (Tabela 9) e ndo houve relacdo estatisticamente significativa entre estas
variaveis (qui-quadrado p=0,162).
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Tabela 9- Extensdo conforme o tipo de MIG.

EXTENSAO Minima Moderada Acentuada Total
TIPO
I 19 9 4 32
1 7 2 2 11
1! 3 6 4 13
Total 29 17 10 56
p=0,162

Avaliamos também o tipo de MIG conforme o local do achado da metaplasia
(Tabela 10) para vermos se havia um local mais propenso a mostrar um tipo especial de

metaplasia. N&do encontramos variagao significativa (qui-quadrado p=0,379).

Tabela 10- Tipo de MIG conforme o local.

Local A I C Al AC IC Total
Tipo
I 13 7 4 6 0 2 32
1 8 1 0 2 0 0 11
i 5 1 0 5 1 1 13
Total 26 9 4 13 1 3 56
A=antro; I=incisura angular; C=corpo; Al=antro e incisura; AC=antro e corpo;

IC=incisura angular e corpo.
p=0,379

Pelos dados da Tabela 10 constatamos que dos 56 casos o diagndstico da presenca
de metaplasia intestinal no estdmago pode ser feito na grande maioria dos casos (52/56;
93%) com bidpsias do antro e da incisura angular. Além disso, como mostrado nas
Tabelas 11 e 12, 0s nossos casos de MIG foram mais comuns no antro do que na incisura.
Detectamos MIG no antro em 40 ocasides, na incisura angular em 23 e no corpo em 7
ocasides. A maioria dos nossos casos de metaplasia, portanto, foram diagnosticados com
as bidpsias do antro (40/56; 71%).
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Tabela 11 — Casos de MIG detectados em um local.

Tipo I I Il Total
Local
A 13 8 5 26
I 7 1 1 9
C 4 0 0 4
Total 24 9 6 39

A=antro; I=incisura angular; C=corpo.

Tabela 12 — Casos de MIG detectados em dois locais.

Tipo I I Il Sem MIG | Com MIG
Local
A 8 2 3 0 13
A-l
I 7 2 2 2 11
A 0 0 1 0 1
A-C
C 0 0 0 1 0
I 2 0 1 0 3
I-C
C 3 0 0 0 3
20 4 7 3

A-l=antro e incisura; A-C= antro e corpo; I-C= incisura angular e corpo.

Os nossos achados na lamina com o diagndstico final dos tipos de MIG foram
variados. Uma lamina que teve uma ou mais glandulas de metaplasia intestinal do tipo Il
ou Ill, muitas vezes apresentava borda em escova (Br) ou células de Paneth (Pa) em
outras glandulas metaplasicas na mesma lamina (Tabela 13). Estudamos a relacéo entre a
presenca de Br e de Pa com o diagndstico final e ndo encontramos relacéo significativa,
isto é, o achado de um destes fatores ndo excluia o diagnéstico de metaplasia do tipo

incompleto (qui-quadrado p=1,000 e p=0,774, respectivamente).
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Tabela 13- Achados de marcadores de MIG encontrados na mesma lamina
anatomopatolégica.
Pa Br PaBr AB HID Total
I 0 7 21 4 0 32
1 0 1 9 1 0 11
11 0 4 7 1 1 13
Total 0 12 37 6 1 56

Pa= célula de Paneth; Br= borda em escovada; AB= Alcian blue; HID=high iron diamine.
Qui-quadrado para Br p=1,000 e para Pa p=0,774).

Revelaram-se bastante interessantes os achados em que na mesma glandula do

tipo incompleto, havia marcadores do tipo completo, isto é, borda em escova (Br) e/ou

célula de Paneth (Pa) e isto é relacionado na Tabela 14.

Tabela 14 — Elementos de metaplasia completa na mesma glandula de metaplasia

incompleta.

N° da lamina

Tipo de MIG

Br

5.1

52.3

69.1

69.2

+ |+ [+ ]|+

96.1

105.1

180.1

184.1

184.2

239.2

+ 4|+ ]+ |+

Br= borda em escova; Pa= célula de Paneth.

A avaliagdo do grau de concordancia entre os dois patologistas quanto ao

diagnodstico dos tipos de metaplasia intestinal gastrica teve os seguintes resultados: a

porcentagem de concordancia foi de 83% e o indice de concordancia kappa foi igual a

0,732 (p<0,001), considerado elevado (Tabela 15).
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Tabela 15 - Grau de concordancia entre os patologistas no diagnostico de MIG.

Diagnostico Patologista A Patologista B
Sem MIG 65 67
MIG tipo | 90 70
MIG tipo Il 9 16
MIG tipo 111 8 19
Total 172 172

Concordancia observada de 83%/ kappa = 0,732 (p<0,001).

No estudo das laminas de IHQ para CD44v6, como os resultados das laminas

foram negativos, os patologistas concordaram entre si em todos 0s casos.
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7 DISCUSSAO

A populacdo analisada neste estudo foi captada da populacdo dispéptica adulta do
programa HEROES (Helicobacter Eradication Relief of DyspEptic Symptoms) que € um
estudo clinico, randomizado, duplo-cego para estudar o efeito da erradicacéo do H. pylori
nos sintomas dispépticos nos 404 pacientes selecionados. Assim, esta Tese se aninha
neste trabalho maior (86,87,88). A decisdo de estudar a metaplasia intestinal gastrica
deve-se ao seu referido potencial pré-maligno. No grupo total de 404 pacientes
detectamos 75 pacientes com MIG (Tabelas 1 e 2). No estagio anterior da entrada dos
pacientes no HEROES, foram selecionados ap0s a primeira endoscopia 642 pacientes,
destes, 218 pacientes ndo estavam infectados pelo H. pylori (HE, Giemsa e teste da
urease), sendo excluidos por esta Unica razdo. Verificamos nesta amostra uma clara
relacdo entre a presenca do H. pylori e de MIG. A analise revela que 18,2% (77/424) dos
portadores de H. pylori tinham metaplasia, comparado com apenas 6,9% (15/218) dos
casos sem a presenca da bactéria (p<0,001). A prevaléncia da MIG no grupo total foi de
14,4% (Figura 1). Estes dados permitem comparar este achado com a literatura mundial.

Na Finlandia, pesquisadores analisaram 505 pacientes consecutivos (84). A
frequéncia relativa de MIG foi de 19%, sendo 11% do tipo 1, 4,4% tipo 1l e 2,8% do tipo
.

Em outro estudo, realizado na Suécia (85), Peterson et al. analisaram 475
pacientes dispépticos. Destes, 23% (109/475) dos pacientes apresentaram MIG. Nos
pacientes com gastrite cronica, o H. pylori foi positivo em 40% e nos pacientes com MIG
em 80%. Outros estudos relatam uma frequéncia relativa da MIG entre 15,3% a 35,2 %
(62,90,91,92,93,94), revelando a incidéncia maior entre os pacientes com a bactéria.

Na comparacdo com a literatura, pudemos avaliar que a nossa prevaléncia de MIG
é comparavel, mas esta na faixa mais baixa, indicando uma prevaléncia menor para MIG.
Isto torna-se interessante, pelo menos quanto ao sexo masculino. A estimativa do INCA,

para 2012, coloca a populagdo brasileira como risco médio para cancer gastrico, porém a
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prevaléncia da MIG do nosso estudo aponta para indices de paises com baixo indice de
cancer gastrico (95). Acresce-se ao fato que estd bem abaixo de uma populacdo de alto
risco como Narifio, Colémbia, que é de 59,6%, enquanto que a populacdo costeira da
Colémbia tem prevaléncia de MIG de 12,9% e é zona de baixo risco para cancer (62).

Os pacientes com metaplasia intestinal géstrica (Tabela 4) foram pareados por
sexo e idade com pacientes do HEROES sem metaplasia (Tabela 5) e com aqueles
pacientes que foram excluidos por ndo terem H. pylori (Tabela 6). Além disso, 0s
pacientes com MIG e que nao foram analisados (Tabela 7) também foram incluidos nesta
analise para avaliarmos se a excluséo teria alterado alguma proporc¢éo avaliada. A analise
estatistica entre estas tabelas ndo revela diferenca estatistica elas quanto ao sexo
(ANOVA p=0,173) e sexo e idade (ANOVA p=0,607).

Os pacientes foram avaliados se 0 sexo tinha influéncia na ocorréncia (tabela 4) e
no tipo de MIG (Tabela 8). A comparacdo com o HEROES sobre a proporgéo entre 0s
sexos foi semelhante a variagcdo que encontramos neste grupo com MIG, portanto sendo
igual. Quanto ao tipo da metaplasia, no teste do qui-quadrado ndo foi evidenciada
qualquer tendéncia (p=0,192). Os dados da literatura mostram que nao ha diferenca da
presenca da metaplasia conforme o sexo. de Vries et al. (95) na Holanda, analisam quase
100.000 pessoas do registro nacional, verificaram que a propor¢do entre os sexos da MIG
era a mesma. Outro estudo menor que avaliou 84 pessoas de origem hispanica, nos
Estados Unidos, também nédo detectou diferenca entre 0s sexos quanto a presenca da MIG
(96). Isto também foi registrado nos estudos de Narifio, Colombia (62) e no norte da Italia
(90).

Outra ponta da analise foi o estudo da relacdo possivel entre a extensao e os tipos
da MIG (Tabela 9). Analisamos estes dados pelo teste do qui-quadrado e néo
encontramos relacdo (p=0,162).

Estudou-se também a possibilidade de relacionar o local do achado com a
indicacdo do tipo de MIG (Tabela 10). Mais uma vez a comparacdo dos dados nao
mostrou relacdo entre as variaveis pelo teste do qui-quadrado (p=0,379). Sobre este ponto
ndo encontramos dados na literatura.

Alguns autores (32,91,92) consideram que o local onde a MIG é mais prevalente é

na incisura angular. No presente estudo o local preferencial da metaplasia foi o antro
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géastrico (Tabelas 11 e 12). Dos 56 pacientes, a MIG era exclusiva no antro, em 26 casos,
(26/56; 46%), e no antro e em outro local (incisura ou corpo), em 40 dos 56 casos (71%).
Por outro lado, a detecgdo exclusiva na incisura ocorreu em 9 casos (9/56; 16%) e na
incisura e mais outro local (antro ou corpo) em 25 dos 56 casos (45%). Nestas
comparagOes a localizagdo antral foi a mais frequente. Se considerarmos a coleta de
material no antro e na incisura angular, as duas localizagbes mais frequentes,
conseguimos diagnosticar 93% (52/56) dos casos de MIG, pois metaplasia
exclusivamente no corpo foi detectada apenas em 4 ocasides (7%) e em todas foi MIG
tipo |.

Para verificar se 0 achado de borda em escova ou células de Paneth excluia ou
tornava mais dificil o diagnostico de outro tipo de MIG que néo o tipo I, procedemos ao
cruzamento destes dados e analisamos tambem pelo qui-quadrado. Este cruzamento nédo
mostrou alteracdo estatistica, tanto para borda em escova (Br) (p=1,00), quanto para
células de Paneth (Pa) (p=0,774). Isto quer dizer que o achado destas alteragdes nédo
exclui a possibilidade de tratar-se de MIG do tipo incompleto (Tabela 11). Este dado é
importante, pois mostra a necessidade de coloragdes especiais para tipificar a MIG, ja que,
em alguns dos nossos casos, na mesma glandula que apresentava elementos de MIG
incompleta, também havia elementos do tipo completo, aparecendo borda em escova e/ou
células de Paneth (Tabela 14). Constatamos, além disso, que a alteracdo incompleta era
em parte da amostra examinada na lamina e que, ao lado de MIG dos tipos Il e Ill, havia
glandulas do tipo completo (Tabela 13). O diagndstico diferencial entre MIG completa e
incompleta pode ser de auxilio na pratica clinica, lembramos, no entanto, que esta
separacdo, apenas pelo HE, pode ser falha. Para explicarmos esta mescla entre os tipos de
MIG e o achado de Br e Pa, relatamos os trabalhos de Tatematsu et al. (97,98,99) que
consideram que a mucosa gastrica tenha seu fendtipo alterado para o intestinal, sendo que
o0 estado de MIG incompleta seria intermediario e ndo ponto final na transformacéo. Estes
autores ponderam que possa haver varias combinacGes entre os fendtipos gastrico e
intestinal na mesma glandula. Inada et al. (97) e Tatematsu et al. (98) estudaram a MIG
com varios marcadores por HQ e IHQ em pecas de gastrectomias por tumores, para

identificar as propriedades intestinais e gastricas da metaplasia intestinal e a dividiram em
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tipo intestinal e tipo misto (intestinal + gastrico). Como resultado, revelaram um quadro
mais complexo da MIG.

Estudos experimentais em ratos sobre a carcinogénese gastrica mostraram que,
inicialmente, os marcadores sdo do tipo gastrico. A incidéncia de células tumorais do tipo
intestinal aumenta com a progressdo da lesdo neoplasica. Células neoplésicas do tipo
gastrico e intestinal podem ser vistas na mesma glandula, sugerindo transformacgédo a
partir da mesma célula tronco. As células tumorais neoplasicas do tipo intestinal nem
sempre estdo acompanhadas de MIG, sugerindo que a MIG ndo seja uma alteragédo
preneoplasica para o carcinoma gastrico. Fendmeno similar foi descrito em canceres
gastricos em humanos, como se a expressao fenotipica da célula gastrica cancerosa fosse
independente das alteracGes fenotipicas da mucosa géstrica adjacente (34,35,84,97,98).

Vérios outros autores (5,6,7, 8,9,25,36,38,39,41,42,43,44,46,47,55,56,57,58,79,
100,101,102,103,104) acreditam que a MIG seja lesdo pré-neoplésica e a cascata da
carcinogénese gastrica de Pelayo Correa seria 0 modelo. Neste modelo a MIG do tipo 11,
incompleta, seria o estagio mais avancado da transformacdo e da desorganizacédo
arquitetural e genética (26,46,101,102).

Miwa et al.(104) analisaram a cinética celular da MIG na carcinogénese gastrica
caracterizando sua zona proliferativa. Examinaram a incorporacao de bromodeoxiuridina
(BrdU) em 228 biopsias endoscopicas. Verificaram que a MIG apresentava a zona de
proliferacdo semelhante a da mucosa duodenal, acrescentando que nos casos de MIG do
tipo incompleto do tipo 111 a captacéo era verificada em toda a glandula, sendo um indicio
de ser o tipo mais imaturo e ter uma possivel relagdo com a carcinogénese.

Cassaro et al. (105) estudaram 54 casos de MIG, 28 casos de les6es indefinidas
para lesdo neoplasica ndo-invasiva e 30 casos de lesdes neoplasicas ndo-invasivas de
baixo grau com marcadores moleculares nestas lesdes pré-malignas envolvidas no
espectro de varias etapas da carcinogénese gastrica. Avaliaram a renovacao celular (Mib
1), a imortalizacdo celular (NnTERT mede a telomerase) e o bloqueio da apoptose (pro-
caspase 3). Verificaram que estes marcadores aumentavam gradativamente a sua
expressdo. Para estes autores € prova que a MIG estd comprometida com neoplasia néo-
invasiva, estando de acordo com o conceito de cancerizacédo do campo (106,107,108) da

mucosa gastrica.
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Quanto ao diagnostico da presenca da MIG e a classificacdo entre os seus tipos a
concordancia entre os patologistas (Tabela 15) foi excelente (kappa = 0,732). Alguns
dados da literatura sdo comparaveis quando os patologistas sdo experts (k=0,91) (109),
mas menos quando os patologistas tem menor experiéncia (k=0,58) como em outro relato
(k=0,47)(110).

A MIG é uma lesdo com baixa especificidade para evolucdo para cancer, sendo o
acompanhamento de todos os casos de MIG desnecessario. Seria, portanto, importante
encontrar um marcador para separar 0s casos de metaplasia com baixo e alto risco de
progressao maligna.

Dois artigos foram fundamentais para a escolha da proteina CD44 como
marcadora para 0 nosso estudo. O primeiro deles é do grupo do Prof. Eiichi Tahara (47)
sobre vias genéticas de cancer gastrico que mostra varios marcadores genéticos presentes
nos tipos bem diferenciado e pouco diferenciado. Chamou nossa atencdo o fato de
transcritos aberrantes de CD44 estarem 100% presentes em ambos 0s tipos de canceres.
O segundo artigo de Gulmann et al. (80) que mostra a presenca da CD44v6 em casos de
metaplasia intestinal gastrica, sugerindo seu uso como marcador de transformacéo
maligna. Analisa, retrospectivamente, a CD44v6 por IHQ em 154 casos de mucosa
gastrica normal, 127 casos em mucosa com metaplasia intestinal e em 117 casos de
gastrectomia por cancer, nestes sendo avaliadas a lesdo e a mucosa longe desta. O
aumento mais evidente da expressdao foi da mucosa com MIG adjacente ao cancer.
Concluiram que a expressao de CD44v6 é um fendmeno tardio na sequéncia
MIG/displasia/cancer e que poderia ser um marcador Util nos pacientes com MIG e
estaria de acordo com a teoria de cancerizacdo de campo (107,108,109).

A avaliacdo imunoistoquimica da CD44v6 nos nossos casos de MIG (Figura 1),
nos grupos controles do HEROES sem MIG e nos dos sem H. pylori resultou negativa em
todas as amostras. Os controles das laminas para a coloracdo de IHQ foram positivos e

utilizamos amostras de carcinomas gastricos (Figura 2).
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A proteina CD44 é uma glicoproteina transmembrana amplamente distribuida e
sua variante v6 esta relacionada a invasdo e metéstase tumorais. Liang et al. (111)
estudaram 59 pacientes com adenocarcinoma gastrico e incluiram como controles mucosa
normal adjacente ao tumor. Verificaram positividade em 38 casos de tumor e 5 casos de
mucosa adjacente ao tumor. A variante CD44v6 estava muito expressa nos tumores e
bem menos nos controles. Pelos dados levantados, concluem que CD44v6 tem papel
importante na transformacdo maligna do epitélio gastrico e quanto maior a progressao do
tumor maior a sua produgéo.

A questdo da origem do cancer gastrico é fundamental para a compreensao desta
proteina de membrana. Um modelo de carcinogénese coloca a origem do cancer em
células tronco tumorais. Estas sdo definidas como uma subpopulacéo especial (< 5% das
células) e distinta de células tumorais que possuem a habilidade de iniciar o crescimento
e manter a renovacao celular do tumor. A sua molécula padrdo (standard), a CD44s, é
hoje utilizada como marcador de célula tronco. Alguns trabalhos mostram este seu papel
no cancer gastrico. Takaishi et al. (112), analisando culturas de tecidos de cancer gastrico,
identificaram por meio da CD44s células capazes de iniciar o cancer gastrico, pois
formavam col6nias esferdides na cultura e tinham habilidade de formar um novo tumor
quando injetadas no estdbmago ou na pele de camundongos imunodeficientes,
reproduzindo o tumor original. Quando a CD44s era bloqueada ou ndo expressa em uma
cultura, estas células tinham sua evolucdo muito reduzida (112,113).

A CD44s, no entanto, ndo € marcador especifico de célula tronco de tumor
gastrico. Snyder et al. (114) estudaram a CD44v6 em células de carcinoma de mama. Os
tumores humanos exibem heterogeneidade intratumoral em nivel genético e epigenético,
reconhecendo-se uma subpopulacdo denominada células tronco tumorais. Testaram a
analise de CD44+/CD24 low para deteccdo destas células tronco tumorais em mama. As
amostras em parafina de 48 tumores de mama foram estudados e verificou-se que o

CDA44v6 era mais acurado como marcador de células tumorais que 0 CD44s. A populacdo
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de células CD44v6 aumentou ap0s a quimioterapia. Os autores concluem que as células
que expressam a CD44v6 tem propriedades distintas e podem ser células tronco tumorais.

A CDA44v6 estd, portanto, relacionada com carcinomas, com marcacdo de células
tronco tumorais e com presenca em tecidos ndo neoplasicos, podendo ser um indicador
do risco de malignizag&o de um tecido (80,112,114,115,116,117,118).

Estes trabalhos nos mostram o potencial do emprego da CD44v6 como marcador
de células tronco malignas e também em raras células normais e algumas pré-malignas.

A negatividade em todos 0s nossos casos ndo nos autoriza a confirmar uma
relacdo direta, mas também ndo podemos dizer o contrario, pois S0 poucos casos
estudados para uma generalizagéo.

Vaérios autores classificam a MIG como lesdo precursora do carcinoma gastrico,
especialmente, do tipo intestinal (102,103,118,119,120,121,122,123,124) e, inclusive,
com expressdo da CD44 (125,126).

Os dados da literatura embasam, portanto, a nossa escolha da CD44v6 no presente
estudo como marcadora de um provavel risco maior de cancerizacdo em MIG. O nosso
resultado negativo pode ter algumas explicacdes.

O tamanho da amostra teria sido pequeno. Seria um erro B ndo identificado no
nosso calculo amostral, pois este foi de 59 pacientes e o nosso estudo foi de 56 pacientes.
O trabalho de Gulman et al. pode ter exagerado no célculo das positividades dos casos de
MIG sem tumor associado, pois os resultados fornecidos foram apenas em grafico de
barras onde se deduziu que a positividade na mucosa normal seria de 5% e 15% na MIG
em amostras sem tumor (80). Dammrich et al. (71), por outro lado, encontraram 92% de
positividade em casos de adenocarcinoma gastrico do tipo intestinal e igual porcentagem
a MIG nas sua vizinhanca e apenas 17% nos casos de cancer gastrico do tipo difuso.
Higashikawa et al. (126) verificaram expressdo fraca na mucosa gastrica normal,
positividade maior na MIG e maior ainda nos carcinomas gastricos. Ndo notaram
diferenca entre a metaplasia intestinal completa ou incompleta quanto a expressao da
CD44v6. Por outro lado, da Cunha CB et al (127), encontraram dados diferentes. N&o
encontraram CD44v6 na mucosa normal, mas aumento gradativo da MIG completa com
25% dos casos, na incompleta em 75% e em igual porcentagem na displasia. Ja nos

canceres, detectaram positividade maior no tipo difuso (76%) do que no tipo intestinal
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(50%). Estes dados mostram elementos conflitantes nos estudos, indicando que mais
estudos sejam necessarios para um melhor entendimento da expressao desta molécula.

A baixa prevaléncia da MIG na nossa populagéo talvez reflita um baixo risco de
cancer gastrico, fator que pode estar de acordo com a diminui¢cdo desta neoplasia no
mundo, talvez acontecendo também no nosso meio.

Outras duas possibilidades, e estas sdo aventadas como perspectiva para novos
trabalhos, é que a via carcinogenética na nossa populacdo sé altera a expressdo da CD44
em estagios mais tardios do que o da MIG, isto é, quando o cancer ja esta instalado ou, ao
contrario, 0s nossos casos estudados ainda estariam longe da transformagdo maligna e
que, se eventualmente forem analisados novamente daqui algum tempo, alguns que ja
estivessem na via para cancer, poderiam passar a expressar a CD44v6 ainda na fase de
MIG.

Liang et al. (111) ndo encontraram diferenca entre o tipo de tumor se diferenciado
ou indiferenciado, mas relacionaram com a profundidade da invasdo, o grau de
diferenciacdo e a presenca de metastases linfonodais. Estes autores investigaram a
mucosa gastrica normal proveniente de espécimes de ressec¢des cirurgicas de tumores
gastricos, concluindo que a expressdo do CD44v6 é significativamente maior (P <0,05)
nas células malignas gastricas que na mucosa normal (5% x 64%).

Gotley et al. (116) estudaram por IHQ a CD44s e suas variaveis e RT-PCR e
Northern blot os seus mMRNA em 109 tumores de colon e na mucosa normal das pecas
ressecadas. Detectaram a CD44v6, entre outras, em alta porcentagem na mucosa normal,
especialmente na regido das criptas e em propor¢do muito semelhante em pdlipos
adenomatosos e nos tumores. (Em 6 casos houve positividade na mucosa normal, mas
ndo na tumoral adjacente o que ndo estd de acordo com a hipOtese de progressdo).
Concluem que ha uma expressdo gquantitativamente maior das CD44s e suas variaveis nos
tumores, mas ndo relacionam com a invasdo, nem com um comportamento mais
agressivo.

Higashikawa et al. (126) estudaram a transcricdo de variantes da CD44 em
tumores digestivos e em mucosa sem tumor pela técnica RT-PCR/Southern blot,

encontrando positividade fraca para CD44v6 na MIG e intensa no cancer gastrico.
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Yasui et al. (79) estudaram o comportamento da CD44v9 por IHQ em 170
adenomas e 478 adenocarcinomas gastricos e constataram positividade em 20 e 28% dos
casos, respectivamente, sendo a intensidade da coloragdo bem mais forte nos carcinomas.
Constataram positividade em alguns casos de MIG no tergo inferior da glandula
metaplasica.

Pelos trabalhos relatados, a maioria detectou positividade fraca da CD44v na MIG.

Pode ser que o clone do anticorpo escolhido ndo tenha maior expressao no NOSsO
meio. Sugerem Gotley et al. (116), quanto as variaveis v8/9, que mostrou baixa
positividade que pode refletir uma menor afinidade pelo anticorpo monoclonal 1E8 da
Serotec, UK, utilizado, comparado com o usado por outros autores (0S outros anticorpos
também foram do mesmo laboratorio). No nosso estudo utilizamos o anticorpo
monoclonal da Novocastra e foram feitas diluicdes de 1:50, 1:100 e 1:200, sendo que esta
altima diluicdo foi a que teve melhor resultado, sendo a que corou a membrana celular
mais nitidamente e a com menos marcacdo de fundo (background), isto é, do espago

intersticial e do citoplasma.
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8 CONCLUSOES

1) Os nossos casos foram todos negativos para CD44v6 e nao vemos utilidade de
usar este marcador no nosso meio no rastreamento dos casos de metaplasia intestinal
gastrica que mereceriam um acompanhamento subsequente.

2) Bidpsias do antro e da incisura angular detectaram quase a totalidade (93%)
dos casos de metaplasia intestinal gastrica e isto pode ser uma indicacdo para a préatica
clinica. A MIG foi mais frequente no antro (71%) que na incisura angular (44%).

3) A distribuicdo da metaplasia intestinal gastrica entre 0S sexos Seguiu a
proporcao no grupo estudado, concluindo-se que ndo ha diferenca entre 0s sexos.

4) Nd&o encontramos alteracdo da frequéncia da metaplasia intestinal gastrica
conforme a idade.

5) O achado de borda em escova ou células de Paneth ndo exclui que naquela
lamina haja glandulas metaplasicas do tipo incompleto.

6) Nao houve relacéo entre o local da metaplasia intestinal gastrica e seu tipo.

7) Nao houve relacdo entre extensao e tipo de metaplasia intestinal gastrica, isto &,
mesmo com MIG minima pode haver metaplasia incompleta.

8) A populacdo estudada tem baixa frequéncia relativa de metaplasia intestinal
gastrica (14,4%).
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10 Anexos

ANEXO 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PESQUISA: ERRADICACAO DO HELICOBACTER PYLORI NA DISPEPSIA

FUNCIONAL

G.P.P.G: FICHA #

PACIENTE

JUSTIFICATIVA:

A dispepsia funcional é uma doenca muito freqiiente, assim como a infecgdo
pelo Helicobacter pylori. Ainda néo foi definido se a erradicacdo da bactéria
beneficia os sintomas dispépticos. Essa pesquisa ira avaliar se a erradicacdo do
Helicobacter pylori melhora os sintomas de pacientes com dispepsia funcional.

Os participantes deste estudo serdo pacientes dispépticos funcionais
portadores do Helicobacter pylori atendidos no HCPA. Os pacientes irdo receber os
seguintes esquemas terapéuticos: omeprazol, amoxicilina e claritromicina ou
omeprazol e placebos dos antibioticos. Serdo monitorizados com consultas para
avaliacdo clinica, mensuracédo dos sintomas, avaliacdo da qualidade de vida além de
avaliacdo econ6mica. Irdo realizar testes funcionais do estdmago, com teste de
ingesta de liquidos. Também irdo realizar avaliacdo endoscopica e histologica do
estbmago. Os pacientes serdo acompanhados por 12 meses apos o0 tratamento.

A assinatura desse consentimento informado dard autorizacdo aos
pesquisadores do estudo de utilizarem os dados obtidos somente para fins cientificos,
incluindo a divulgacéo dos mesmos, sempre preservando a identidade dos pacientes.

Eu, ,  fui
informado (a) dos objetivos e da justificativa desta pesquisa, de forma clara e
detalhada, conforme especificados em Convite para participar do estudo (em anexo).
Recebi informacdes especificas sobre os procedimentos diagnoésticos e tratamento
aos quais serei submetido(a).

Todas as minhas duvidas foram respondidas com clareza e sei que poderei
solicitar novos esclarecimentos a qualquer momento. Além disso, terei liberdade de
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retirar meu consentimento de participacdo na pesquisa durante o andamento da
mesma.

O profissional certificou-
me de que as informacdes por mim fornecidas terdo carater confidencial.

Fui informado/(a) que todos os custos relacionados a exames diagnosticos e
tratamento médico serdo cobertos por verbas préprias do Projeto de Pesquisa.

Declaro ser de livre vontade minha participagdo nesta pesquisa.

Porto Alegre, de de 2005.

Assinatura dos participantes:

PACIENTE

TESTEMUNHA (nos casos especiais)

INVESTIGADOR

ORIENTADOR / COORDENADOR DO PROJETO
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ANEXO 2 - TRABALHO APRESENTADO NA SEMANA BRASILEIRA DO
APARELHO DIGESTIVO, FLORIANOPOLIS 2010, COMO APRESEN-
TACAO ORAL

PREVALENCIA E FATORES DE RISCO PARA METAPLASIA
INTESTINAL GASTRICA: ANALISE DE 641 PACIENTES
DISPEPTICOS FUNCIONAIS.

Autores: Ronaldo S. Torresini, Luiz E. Mazzoleni, Guilnerme B. Sander, Carlos F.
Francesconi, Diego Uchoa, Kaué M. Duro, Matheus T. Michalczuk, Jodo C Prolla;
Servicos de Gastroenterologia, Endoscopia e Patologia do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA), Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS)

Introducéo: O Brasil € um pais com risco moderado para cancer gastrico e metaplasia
intestinal géastrica (MIG) € considerada alteragdo pré-neoplasica na carcinogénese
gastrica.

Obijetivo: avaliar prevaléncia e fatores de risco para MIG em dispépticos funcionais.

Populacé@o e métodos: pacientes adultos com diagndéstico de dispepsia funcional segundo
critéerios Roma 1ll, foram recrutados pela midia e por encaminhamento de centros
primarios. Foi realizada endoscopia digestiva alta com coleta de 8 biopsias gastricas que
foram analisadas por teste de urease e histologia (2 patologistas cegados para
informac@es clinicas/endoscopicas). Foi utilizada a classificacdo histoldgica de Sydney
modificada (Houston) para gastrites, para a analise dos dados histoldgicos.

Resultados: Analisados 641 pacientes dispépticos funcionais (idade média 46 anos, 80%
sexo feminino). 423 (66%) definidos como Helicobacter H. pylori positivos. Metaplasia
intestinal géastrica foi observada em 92 (14,4%). A infeccdo pelo H. pylori foi o mais
importante fator de risco. Dos pacientes H. pylori positivos 18,2% apresentavam MIG vs
6,9% dos H. pylori negativos (p<0,001). Na analise univariada outros fatores de risco
para MIG foram identificados: sexo masculino (p= 0,035), idade > 50 anos (p=
0,008), consumo de café (p = 0,024) e fumo (p = 0,08). Na analise multivariada apenas
sexo masculino, idade >50 anos e consumo de café permaneceram como fatores de risco.
Anti-inflamatorios, chimarrdo e alcool ndao foram fatores de risco para metaplasia
intestinal.

Conclusoes: Infeccdo pelo H. pylori, sexo masculino, idade maior de 50 anos e consumo
de café foram fatores de risco para metaplasia intestinal gastrica nessa populacéo.
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ANEXO 3 - ARTIGO EM INGLES PARA POSTERIOR PUBLICACAO

Prevalence of gastric intestinal metaplasia and analysis of the expression of
CD44v6 membrane protein in dyspeptic patients.

Authors: Ronaldo J. S. Torresini, Luiz E. Mazzoleni, Guilherme B. Sander, Carlos F. Francesconi,
Luise Meurer, Diego Uchoa, Vinicius D. da Silva, Jodo C. Prolla.

The gastric intestinal metaplasia (GIM) is considered a premalignant lesion for
gastric cancer, but this has not led to greater control of the carriers. We studied a
dyspeptic adult population and detected the prevalence of GIM. Several markers have
been tested to indicate which patients with intestinal metaplasia should be followed
with periodic examinations. One of these markers is the membrane protein CD44v6.

Objective: To study the expression of CD44v6 in dyspeptic patients with Helicobacter
pylori (H. pylori) and gastric intestinal metaplasia.

Location: Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, Porto Alegre, RS, Brazil.

Patients: 641 dyspeptic patients of which 56 patients with GIM and compared with two
other groups, one of patients with H. pylori and another without H. pylori.
Methods: A study of GIM with HE staining (hematoxylin-eosin), PAS / AB (periodic acid-
Schiff / Alcian blue), HID (high iron diamine). We used immunohistochemistry (IHC) to
study the expression of CD44v6,

Results: Of 641 patients evaluated, 423 were carriers of Helicobacter pylori and 218 did
not. The carriers had 77 MIG (18.2%) and noncarriers, 15 (6.9%). Of those GIM 56 study
cases, GIM type | by 55% (31/56) cases, 22% (12/56) Type Il and 23% (13/56) of Type III.
GIM had equal sex ratio, was more frequent in the antrum, the type of GIM was not
related to the extent of metaplasia and there was no proportional increase with age. In
our study population, the GIM has low relative frequency (14.4%).
As to CD44v6, all our cases were negative for this protein.

Conclusions:

1) Our cases were all negative for CD44v6 and we do not see the usefulness of using
this marker in screening patients with gastric intestinal metaplasia that merit a
subsequent follow-up. 2) Biopsies of the antrum and incisura detected almost all (93 %)
cases of gastric intestinal metaplasia in our cases and this can be an indication for
clinical practice. 3) The distribution of gastric intestinal metaplasia between the sexes
followed the proportion in the group studied, and so there is no difference between the
sexes. 4) No change was found in the frequency of gastric intestinal metaplasia
according to age. 5) The finding of brush border and Paneth cells does not preclude that
metaplastic glands is not of the incomplete type. 6) There was no relationship between
the location of gastric intestinal metaplasia and its type. 7) There was no relationship
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between the extent and type of gastric intestinal metaplasia. 8) The population has a
low prevalence of gastric intestinal metaplasia.

Gastric cancer is the fourth most frequent and is the second leading cause of
cancer death worldwide (1). The high mortality is due to its detection occuring most
often in the advanced stage of the tumor. It is known that gastric intestinal metaplasia
(GIM) is considered by many authors as a premalignant lesion and would be part of the
cascade of gastric carcinogenesis. This would begin in chronic gastritis, go through the
stages of multifocal chronic gastritis, atrophy, intestinal metaplasia, dysplasia and
gastric cancer (2). The monitoring of GIM thus could generate benefits to the patient.

The CD44 designates a family of glycoproteins widely distributed on the cell
surface with various functions, but basically is a cell adhesion molecule and signaling.
The CD44 gene is located on chromosome 11p13, has 20 exons which 10 exons form the
constitutively expressed standard CD44 protein (CD44s) that uses exons 1 to 5 and 16 to
20. Other proteins may be expressed as several isoforms generated by alternative
splicing of exons 6 and 15 (3). The inappropriate expression of abundant isoform
variants is observed in a variety of tumors such as colon, breast, uterus, bladder, lung
(4,5,6,7) in gastric cancer (8 ) and non-neoplastic epithelia as in GIM (9). These
observations suggest that the evaluation of the expression of CD44 isoforms variables
could be useful in diagnosis of tumors and precancerous changes (10,11).

This work aims to study the prevalence of MIG in dyspeptic patients and the
expression of CD44v6 (exon 11) in these patients with H. pylori.

Material and Methods

This study is nested in another larger study, called HEROES (Helicobacter
Eradication Relief Of Symptoms Dyspeptic) that was a randomized double-blind,
placebo-controlled clinical trial to study the effect Helicobacter pylori eradication on
dyspeptic symptoms and conducted in a single academic hospital, the Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (12). Community and primary care patients were recruited
through media and invitation in primary care clinics if they were 18 years or older. Our
study is about patients who have GIM. Written informed consent was obtained and the
trial  was  approved by the hospital institutional board review.

Each patient was submitted an upper endoscopy at baseline and one at the end,
after 12 months, except for the group without H. pylori who was submitted only to the
initial endoscopy.

In our study, we analyzed patients in biopsies of the first or second endoscopy,
who had gastric intestinal metaplasia. Were compared with patients without metaplasia
with H. pylori HEROES and without metaplasia and without H. pylori recruited for the
study, but were excluded because was negative to the bacteria; in these, staining was
with HE. All these groups were evaluated by IHC for CD44v6 and its expression is
modified with bacterial eradication.
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Endoscopic gastric biopsies were performed: two in the greater curvature of the
antrum, one in the incisura angularis and two in the gastric body, greater curvature.
Fragments with gastric intestinal metaplasia were evaluated according to the Houston-
updated Sydney system (13). GIM was classified as the staining mucins as Jass and Filipe
(14). The HE, PAS / AB and HID were carried out in the usual way. The classification,
briefly, is as follows: neutral mucins staining (PAS) in columnar gastric cells, AB staining
in goblet cells and no staining for iron the diagnosis is GIM type I; if goblet cells were
positive with the HID staining, diagnosis of GIM type IlI; and if were positive for iron
columnar cells of the metaplastic gland, GIM diagnosis of type Il

The technique of immunohistochemistry with CD44v6 was performed with
primary antibody mouse anti-CD44v6 Novocastra 1:200 with avidin-biotin-peroxidase
according to the manufacturer instructions.

Results.

We studied 641 patients (423 patients with bacteria), in which GIM was present
in 92 patients (14.4%) and the analysis of separate groups, 77 patients had GIM within
bacteria group and 15 patients did not (18.2% X 6.9%). This difference was statistically
significantly, relating strongly to the presence of GIM with infection (p <0.001) (Figure
1).

Figure 1. Prevalence of gastric intestinal —metaplasia among patients
Helicobacter pylori and without bacteria.

We studied 56 adult patients with dyspepsia, H. pylori and GIM. This group was
selected from HEROES as already explained, and contained 404 (19 patients were
excluded before randomization, two with GIM) with H. pylori and 218 patients were
excluded only because they had not the bacteria.

The patients studied were GIM 56 (paraffin blocks not found = 2; without GIM in
the histopathological recuts = 19).

In gender comparison, had more female patients because the initial group was
recruited this proportion was similar (78.7%). The age between males and females was
not statistically different (Table 1).

Table 1 GIM patients according to age and sex.

Age average DP
Female 41 49,1 19-75 years
Male 15 55,5 44-70 years
Total 56 50,8 11,6
p=0,779.
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We selected two groups for control. A paired study HEROES and no GIM patients
(Table 2) and a matched group who did not attend the HEROES just because they do not
had the bacteria (Table 3) whose numbers are shown in these tables.

Table 2 - Patient HEROES + H pylori without GIM.

Age average DP
Female 57 47,1 18-73 years
Male 18 51,7 38-68 years
Total 75 48,2 11,8
p=0,779.

Table 3 - Patients without H pylori.

Age average DP
Female 55 46,3 18-71y.0.
Male 13 50,5 27-69 years
Total 68 47,1 12,5
p=0,779.

The statistical analysis between groups shown in Tables 1 to 3, shows no
statistical differences when compared to sex or age between groups (ANOVA p = 0.189,
chi-square p = 0.779).

Evaluating the types of GIM (Table 4), we find that 57% (32/56) of cases were
GIM type I, 20% (11/56) of type Il and 23% (13/56) of type Ill. Patients were grouped by
GIM found and extent of metaplasia (Table 4) and there was no statistically significant
relationship between these variables (chi-square p = 0.162).

Table 4 - Extension according to the type of GIM.

EXTENTION Mild Moderate Marked
TYP
I 19 9 4 32
I 7 2 2 11
I 3 6 4 13
29 17 10 56

p=0,162
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The location of GIM was antral in 26 cases, incisura in 9 cases and 4 cases in the
corpus (Table 5). The predominance of our patients was, therefore, located in the
antrum, totaling 40 patients (40/56; 71%) of diagnosing the presence and intestinal
metaplasia of the stomach can be accomplished in the majority of cases (52/56; 93%),
with biopsies of the antrum and the incisura.

We also evaluated the type of GIM as the local of the discovery of metaplasia
(Table 5) to see if there was a region more likely to show a special type of metaplasia.
We did not find significant variation (chi-square p = 0.379).

Table 5 - Type of MIG by location.

Local A I C Al AC IC Total
Type
I 13 7 4 6 0 2 32
1 8 1 0 2 0 0 11
11 5 1 0 5 1 1 13
Total 26 9 4 13 1 3 56

A = antrum; incisura = |, C = corpus; Al = antrum and incisura; AC =antrum and corpus; IC =
incisura and corpus.
p=0.379

Our findings on the microscopic slide with a final diagnosis of types of GIM were
varied. A microscopic slide that has one or more gland metaplasia type Il or Ill, often
presented brush border (Br) and Paneth cells (Pa) in other glands in the same
metaplastic slide (Table 6). We studied the relationship between the presence of Br and
Pa with the final diagnosis and did not find a significant relationship, that means, the
finding of one of these factors did not exclude the diagnosis of metaplasia of the
incomplete type in that slide (chi-square p = 1.000 and p = 0.774 , respectively).

13
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Table 6 - Findings GIM markers found on the same slide pathologic.

Pa Br PaBr AB HID Total
I 0 7 21 4 0 32
I 0 1 9 1 0 11
Il 0 4 7 1 1 13
Total 0 12 37 6 1 56

Pa = Paneth cell, Br = brush border; AB = Alcian blue; HID = high iron diamine.
Chi-square p = 1.000 for Br and Pa p = 0.774).

The assessment of the degree of agreement between the two pathologists
regarding the diagnosis of gastric intestinal metaplasia types had the following results:
the percentage of agreement was 83% and kappa index was equal to 0.732 (p <0.001),
considered high.

IHC for CD44v6 was negative in all our cases (Figure 2). The fragments used as
controls showed clear brown staining of the cell membrane (Figure 3).

Figure 2 Case IHC 200x anti-CD44v6
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Figure 3 Control IHC 400x anti-CD44v6

Discussion:

The relative frequency of GIM in dyspeptic patients was 14.4% (Figure 1) which
may be considered low in comparison with other regions: Finland 19% (15), 23%
Sweden (16), Colombia, 12,9% in coastal region (area of low incidence of gastric cancer),
Narifio, the Andean region of Colombia 59.6% (region of high incidence of gastric
cancer) (17).

The Heroes of the total group had a higher proportion of females (78.7%), which
was maintained in our groups (12). de Vries et al. (19) in the Netherlands, analyzing
almost 100,000 people in the national registry, found that the sex ratio of GIM was the
same. Another smaller study evaluating 84 persons of Hispanic origin in the United
States, also found no difference between the sexes of the presence of GIM (20) or the
study of Narifio, Colombia (17) or in northern Italy (21). Several studies indicate
increased GIM with age (22, 23) which was not observed in our study (Table 1).

It was also studied a possible link between the extent of GIM and its type (Table
4). We analyzed these data using the chi-square and no relation was found (p = 0.162).
This factor is also contradicted by other studies that relate greater extent with more
advanced types of GIM. P Correa et al. reported that the severity of gastric atrophy
correlates with the prevalence and severity of this GIM with the prevalence of dysplasia,
suggesting a sequential relationship (17). These authors also advocate the model of
gastric carcinogenesis the evolutionary aspect of GIM type | to type lll, and this also
according to age. Crossing the data regarding the type of GIM and presence on the slide,
we detected that the types are mixed, indicating there are more than one type of GIM in
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the same slide (Table 6). We think, for a better characterization of GIM types, the
samples must be stained with special staining methods as used in this work.

In our cases (Table 5) the most frequent site of GIM was in the antrum (71%),
which is not the most commonly reported in other studies (24,25). The diagnosis of the
presence of intestinal metaplasia in the stomach can be accomplished in most cases
(52/56; 93%) with biopsies from the antrum and the incisura.

Several tumor markers have been studied in GIM (26,27,28,29) . Our choice for
CD44v6 comes from work relating to gastric cancer and some with GIM. Gulmann et al.
(9) reported positivity in isolated cases of GIM, and a higher positivity of MIG in areas
near gastric cancer. Our IHC controls, advanced gastric tumors, were stained
appropriately and clearly (Figure 3). One explanation for the non- staining of the GIM
cases (Figure 2) could be that CD44v6 is associated with more advanced and metastatic
tumors (8,30,31) . Other studies, however, relate to CD44v6 with early stages of cancer
and even premalignant lesions (9,29,32). We also studied other groups , patients
without GIM and patients without H. pylori ( Tables 2 and 3 ) and in these there was also
no statistically significant difference between sex and age , and staining for CD44v6 was
negative by IHC .

Despite these arguments in favor of GIM as a premalignant lesion, our study
using CD44v6, had no positive sample. We examine some hypotheses for this.

There are authors that consider GIM as para-neoplastic lesion or as unrelated to
carcinogenesis because the MIG was not related to a specific type of tumor, or GIM type
[l was very common in areas with low incidence of gastric cancer (15), or by various cell
markers the authors concluded that the routes of metaplasia and cancer may be parallel
and not sequential (33) or because the GIM is common in the antrum in duodenal peptic
diseases where the risk of malignancy is very low (34), among other factors.

However, studies indicating that the GIM is preneoplastic are more numerous
(35,36,37,38). Eiichi Tahara indicates that carcinogenesis intestinal type cancer may
have the sequence via GIM adenoma and cancer (35) and Pelayo Correa describes
gastric carcinogenesis cascade where GIM plays an important role (2). Wada et al.
analyzed 12 lesions of gastric super-minute intestinal type well-differentiated
adenocarcinomas in the distal stomach and those lesions which had both phenotypes of
mucins, intestinal and gastric, were considered that were developed from the
proliferative zone of the tubular incomplete GIM, whereas those lesions which had only
gastric mucin could be derived from native gastric tubules (36).

The data show, however, some elements conflicting studies, such as absent or
weak staining in benign conditions, indicating the need for a better appreciation for the
understanding of the expression of this molecule.

The low prevalence of GIM in our population may reflect a low risk of gastric
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cancer, a factor that may be in accordance with the decrease of this cancer worldwide,
especially intestinal type, perhaps also happening in our environment.

Another possibility, and this is suggests as the outlook for new studies, is that in
our population the carcinogenetic route only alters the expression of CD44v6 in later
stages than the GIM.

Conclusions:

1) Our cases were all negative for CD44v6 and we do not see the utility of using this
marker in our population in screening gastric intestinal metaplasia that merit a
subsequent follow-up. 2) Biopsies of the antrum and incisura detected almost all (93 %)
cases of gastric intestinal metaplasia in our cases and this can be an indication for
clinical practice. 3) There are no difference between sexes and the distribution of gastric
intestinal metaplasia. 4) No change was found in the frequency of gastric intestinal
metaplasia according to age. 5) The finding of brush border and Paneth cells does not
preclude that there is in the same sample a metaplastic gland of the incomplete type. 6)
There is no relationship between the location of gastric intestinal metaplasia and its
type. 7) There is no relationship between the extent and type of gastric intestinal
metaplasia. 8) The population studied has a low prevalence of gastric intestinal
metaplasia.
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